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Белки теплового шока (БТШ) широко распространены среди прокариотических и эукариотиче-
ских организмов, при этом их функция не ограничивается защитой от температурного воздействия. 
БТШ выявляются не только при абиотическом стрессе широкого спектра, но и при биотическом. 
Им свойственна общая универсальная роль в качестве шаперонов для поддержания функциони-
рования белковых молекул. В обзоре приводятся данные, свидетельствующие об участии предста-
вителей каждого семейства БТШ в развитии защитной реакции растений против фитопатогенов. 
БТШ активируются на разных уровнях защиты растения от патогенов: как на уровне неспецифи-
ческого паттерн-активируемого, так и  на уровне специфического эффектор-активируемого им-
мунитета. Немаловажно взаимодействие БТШ с участниками клеточных сигнальных каскадных 
систем, осуществляющих контроль за правильным и своевременным созреванием, сборкой и, при 
необходимости, деградацией белковых молекул. Рассмотрение участия БТШ в иммунитете расте-
ний несомненно заслуживает внимания специалистов в области фитоиммунологии.

Ключевые слова: МАМР-индуцируемый иммунитет, PTI-индуцируемый иммунитет, белки тепло-
вого шока, врожденный иммунитет, иммунитет растений, стрессовые белки
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ВВЕДЕНИЕ
Любой вид стрессового воздействия на ор-

ганизм вызывает запуск защитных механиз-
мов, в том числе активацию/индукцию синтеза 
стрессовых белков, среди которых белки тепло-
вого шока (БТШ), которые изначально полу-
чили такое название по причине воздействия 
так называемого “теплового шока” или повы-
шенных, но не критических для жизнедеятель-
ности организма температур. В  дальнейшем 
было определено, что БТШ являются ключе-
выми компонентами поддержания клеточного 
гомеостаза в  оптимальных и  стрессовых усло-
виях в  прокариотической и  эукариотической 
клетках. Известно, что БТШ ответственны за 
созревание (процессинг) белковых молекул  – 
фолдинг, сборку, транслокацию и  деградацию 
белков в  процессах роста и  развития клет-
ки [1–4]. БТШ принимают также участие в про-
цессах стабилизации белковых молекул [5, 6].

У растений БТШ впервые были обнаружены 
в 1980 году. Как и у других организмов, БТШ рас-

Сокращения: ETI  – иммунитет, индуцируемый эффекторами 
(от  effector-triggered immunity), МАМР  – патогенные молеку-
лярные структуры (от microbial-associated molecular patterns), 
PTI – иммунитет, индуцируемый патогенными молекулярными 
структурами (от patterns-triggered immunity).

тений множественны: они представлены груп-
пами как высокомолекулярных (110–60 кД), так 
и низкомолекулярных (35–15 кД) белков [7–10]. 
В настоящее время БТШ как растений, так и жи-
вотных группируют в  семь классов в  соответ-
ствии с молекулярным весом: “большие”, такие 
как Hsp110, Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 
и “малые” белки теплового шока (small heat shock 
proteins, sHsps) [4, 10]. Преимущественно белки 
БТШ локализуются в цитоплазме и принимают 
участие в защитных реакциях при абиотических 
и биотических стрессовых воздействиях. Кроме 
того, присутствие и функциональная активность 
БТШ зафиксирована и  в  других клеточных ор-
ганеллах, таких как эндоплазматический рети-
кулум, хлоропласты, митохондрии и ядро [9, 11]. 
Установлено, что транскрипция генов белков 
теплового шока контролируется регулятор-
ными белками, названными транскрипцион-
ными факторами теплового шока (heat stress 
transcription factors, Hsfs) [12].

Кроме теплового воздействия, индукция 
или активация БТШ в  клетках различных орга-
низмов также обнаружена и  при действии дру-
гих абиотических стрессоров  – низких темпе-
ратур [13], УФ [14], тяжелых металлов [15], при 
оксидативном стрессе и  поранениях растений 
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Arabidopsis thaliana  [16], при засухе и  осмотиче-
ском стрессах  [17, 18]. Механизмы и  роль БТШ 
в  ответе растений на перечисленные стрессо-
вые воздействия активно изучаются в  настоя-
щее время. Так, экспериментально установлено 
влияние БТШ на развитие индуцированной тер-
мотолерантности растений  [19] и дрожжей  [20]. 
В  работах последнего десятилетия БТШ стали 
относить к  группе так называемых белков-со-
вместителей (moonlighting proteins) [21, 22]. Бел-
ки-совместители  – это белки, выполняющие 
несколько функций, при этом такая их возмож-
ность не связана с альтернативным сплайсингом, 
присутствием гомологичных белков или реали-
зацией одних и тех же биохимических функций 
в разных клеточных процессах. БТШ и Hsfs (heat 
shock transcription factors), как предполагает-
ся, являются молекулярной основой феномена 
кросс-толерантности у растений [16].

Как оказалось, биотические стресс-фак-
торы, такие как патогенные микроорганизмы, 
также влияют на изменение активности раз-
личных видов БТШ. Так,  было выявлено уча-
стие БТШ в  развитии иммунных реакций на 
патогены у животных организмов, которое, как 
установили исследователи, заключалось в  ак-
тивации адаптивного иммунитета  – перехва-
те антигенных пептидов и  их репрезентации, 
а  также созревании и  активации дендроцитов 
и  лимфоцитов  [23–25]. Участие БТШ в  реакци-
ях врожденного иммунитета у  организмов жи-
вотных подтверждается установлением факта 
взаимодействия БТШ с  PRR-рецепторами, рас-
познающими консервативные микробные струк-
туры, называемые патоген-ассоциированными 
молекулярными паттернами (pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs)), в  частности, было 
установлено взаимодействие БТШ с Toll-подоб-
ными рецепторами (TLR)  [26, 27]. После появ-
ления подобных работ ученые стали пристально 
изучать роль БТШ в процессах врожденного им-
мунитета и у растительных организмов. Удалось 
экспериментально установить, что инфициро-
вание патогеном растительного организма при-
водит к  индукции синтеза БТШ Hsp70, Hsp90, 
и Hsp100 семейств [28–30].

Семейство малых БТШ
Молекулярный вес белков семейства малых 

БТШ варьирует от 12 до 43 кД, эту группу белков 
также называют b БТШ (HspB) [31]. Для всех ма-
лых БТШ характерно наличие консервативного 
кристаллинового домена, впервые обнаружен-
ного в a-кристаллине [32]. Считается, что димер-
ный кристаллиновый домен обеспечивает реа-
лизацию их основных функций  – малые БТШ, 
как и  представители других семейств, функци-
онируют в  качестве молекулярных шаперонов, 
предотвращая нежелательные белок-белковые 

взаимодействия и  способствуя рефолдингу де-
натурированных белков  [4, 33]. Участие малых 
БТШ в  иммунных реакциях растений активно 
изучается. К  настоящему времени установлено, 
что белок Solanum licopersicum LRSI2, относя-
щийся к Hsp20, специфически взаимодействует 
с I-2 – внутриклеточным рецептором семейства 
NB-LRR, что обеспечивает устойчивость расте-
ний томата при их инфицировании патогеном 
Fusarium oxysporum [34].

Выявлен еще один белок данного семейства 
NtsHsp17 (Hsp17 Nicotiana tabacum), который 
участвует в развитии устойчивости растений при 
инфицировании Ralstonia solanacearum. Так,  ин-
фицирование растений R. solanacearum вызы-
вало активацию экспрессии (NtsHsp17), что, 
вероятно, и  определяло развитие устойчивости 
растений к патогену, в то время как сайленсинг 
NtsHsp17 способствовал развитию симптомов за-
болевания  [28, 35]. Аналогичная тенденция на-
блюдалась в  растениях томата при сайленсинге 
HSP17.6 и инфицировании Rhizopus nigricans [36].

В  работах групп ученых, посвященных изу-
чению экспрессии Hsp20 в  различных фитопа-
тосистемах, было показано, что нокдаун Hsp20 
в  присутствии PR белков приводил к  проявле-
нию вирулентности даже у непатогенного штам-
ма R. solanacearum  [28]. Также было показано 
участие Hsp20 в  развитии устойчивости против 
совместимых и  несовместимых штаммов бак-
терий Xanthomonas campestris у  растений пер-
ца и  апельсина, что, по мнению исследовате-
лей, может свидетельствовать об участии Hsp20 
в развитии механизмов врожденного иммуните-
та растений [37].

В  другой фитопатосистеме показано не-
посредственное взаимодействие БТШ ячменя 
Hordeum vulgare с  эффекторными молекула-
ми патогенов. Установлено, что белки Hsp16.5 
и  Hsp17.5 этих растений взаимодействуют с  эф-
фекторами CSEP0105 и  CSEP0162 возбудите-
ля мучнистой росы Blumeria graminis f. sp. hordei, 
при этом шаперонная активность данных бел-
ков снижается. Эти результаты свидетельствуют 
в пользу того, что БТШ данного семейства могут 
выступать в  качестве белков-мишеней для эф-
фекторов фитопатогенов [38].

Белки семейства HSP40
Белки семейства Hsp40 содержат консерва-

тивный J-домен из 70 аминокислот, поэтому не-
редко их называют J-белками, полное название 
семейства Hsp40/DnaJ. Консервативный J-до-
мен обеспечивает физическое взаимодействие 
с  нуклеотид-связывающим доменом (NBD) 
белков семейства Hsp70, что определяет функ-
ционирование Hsp40 в  качестве ко-шаперонов 
Hsp70 [39]. Работы, посвященные определению 
роли Hsp40 в  иммунитете растений, свидетель-
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ствуют об участии белков данного семейства 
в защите от вирусных инфекций. Так, показано, 
что сайленсинг Hsp40 усиливает восприимчи-
вость растений сои Glycine max к вирусу мозаики, 
в  то время как сверхэкспрессия данного белка 
вызывает СЧ-подобную клеточную смерть в ре-
зультате реакции сверхчувствительности, однако 
молекулярные механизмы функционирования 
Hsp40 в  иммунитете растений практически не 
изучены [40].

В ряде работ показано, что Hsp40 совместно 
с  Hsp70 могут облегчать передвижение (транс-
портировку) вирусных частиц, способствуя па-
тогенезу. Оба шаперона взаимодействуют с бел-
ком оболочки вируса, связывая вирион, что 
способствует передвижению вируса из цитозоли 
(или ядра) к  мембране или плазмодесмам меж-
ду двумя клетками, приводя к  более быстрому 
и  интенсивному развитию симптомов инфици-
рования [41]. Описанный механизм реализуется 
при взаимодействии DnaJ-подобных белков та-
бака NtCPIP с белком оболочки вируса картофе-
ля Y  [42]. Сходным образом транспортный бе-
лок вируса пятнистости томата взаимодействует 
с DnaJ-подобным белком табака NtDNaJ [43].

Семейство Hsp70
Hsp70 представляют собой АТФ-зависимые 

шапероны, которые имеют три домена: кон-
сервативный N-концевой домен АТФазы дли-
ной ~44 кД (также называемый нуклеотид-связы-
вающим доменом; NBD), субстрат-связывающий 
домен размером ~18 кД (SBD) и  вариабельный 
С-конец ~10 кД. Для выполнения своих функций 
белки Hsp70 нуждаются в  двух кo-шаперонах  – 
это J-белки (Hsp40) и  так называемые факторы 
обмена нуклеотидов (nucleotide exchange factors, 
NEFs). В  качестве этих факторов, как правило, 
выступают белки Hsp110 [44].

Общепризнано, что белки семейства Hsp70 
функционируют в  качестве молекулярных ша-
перонов в  фолдинге и  рефолдинге белков для 
предотвращения необратимой агрегации [17, 45] 
и играют роль в процессах транспорта и конгло-
мерации белков [46]. Вместе с тем белки данного 
семейства вовлечены во взаимодействие с  бел-
ками, передающими сигнал, и  эти их функции 
не всегда связаны с функционированием в каче-
стве шаперонов [47]. В последнее время большое 
количество работ на разных фитопатосистемах 
посвящено анализу участия белков семейства 
Hsp70 в механизмах врожденного иммунитета.

Большинство полученных данных свиде-
тельствуют о  том, что Hsp70 могут выполнять 
несколько различных функции при развитии 
иммунных реакций  [17]. Данные одних иссле-
дований свидетельствуют в  пользу того, что 
цитозольные белки Hsp70 совместно с  Hsp40, 
способствуют развитию вирусной инфекции 

(как было описано выше  [42, 43]). Результаты, 
полученные другими исследователями, позво-
ляют говорить об участии белков Hsp70 в  пре-
дотвращении развития окислительного взрыва 
в ходе растительно-микробного взаимодействия. 
Так,  при инфицировании пшеницы (Triticum 
aestivum L.) возбудителем желтой ржавчины 
Puccinia striiformis f.sp. tritici оказалось, что для 
совместимого типа взаимоотношений характер-
но более раннее увеличение экспрессии Hsp70, 
чем при несовместимом типе, который также 
сопровождается увеличением содержания Hsp70, 
но в более поздние сроки [48]. Функции Hsp70 
авторы связывают с предотвращением развития 
окислительного взрыва, и  активация синтеза 
этого белка регулируется патоген-индуцируе-
мыми сигнальными путями. Так,  при действии 
участника такого сигналинга  – метилжасмона-
та  – экспрессия TaHSC70 увеличивается  [48]. 
В тоже время, в экспериментах по определению 
изменений в экспрессии генов у подсолнечника 
при инфицировании этих растений мучнистой 
росой, было продемонстрировано, что экспрес-
сия белка Hsp70 и  ряда других стрессовых бел-
ков оказалась наиболее выражена у устойчивых 
генотипов растений, чем у восприимчивых [49]. 
В  работе Yun с  коллегами было установлено, 
что нагревание плодов мандарина (Citrus unshiu 
Marc.) в  течение 5 минут при 52°С приводило 
к  усилению экспрессии БТШ и  последующей 
устойчивости к  заражению голубой плесенью 
(Penicillium italicum). Авторы исследования свя-
зывают обнаруженный эффект с  активацией 
функционирования Hsp70 в  системе контроля 
фолдинга [50].

В  системе табак (Nicotiana tabacum)  – не-
кротрофный патоген Ralstonia solanacearum было 
показано, что предварительное умеренное те-
пловое воздействие на растения сопровождается 
синтезом Hsp70 и  способствует развитию несо-
вместимого типа взаимоотношений растения 
и  микроорганизма. Авторы предполагают, что 
Hsp70 активирует процесс программируемой 
клеточной гибели, что подтверждается усилен-
ной фрагментацией ДНК при предварительной 
тепловой обработке  [51]. Наряду с  этим обна-
ружено, что Hsp70 может связываться с  малы-
ми GTPазами Rac семейства, которые могут 
функционировать в  качестве основных пере-
ключателей двух типов иммунитета: паттерн-ак-
тивируемого (PTI) и  эффектор-активируемого 
иммунитета (ETI)  [52]. Еще  одной выявленной 
функцией Hsp70 в иммунитете растений являет-
ся участие этого белка в модуляции функциони-
рования МАРК каскада. Так,  сверхэкспрессия 
Hsp70 ингибирует MAPK сигнальный каскад, 
который задействован в  развитии апоптотиче-
ской гибели клетки  [53]. У  растений риса так-
же обнаружено, что белок OsctHsp70-1 имеет 
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функциональную связь с  Ras/Raf-связанным 
MAPK киназным каскадом.

Исследования последних лет показали, что 
Hsp70 принимает участие в  реализации так на-
зываемого контроля качества эндоплазматиче-
ского ретикулума (ER quality control (ER-QC)), 
тем самым принимая опосредованное участие 
в развитии иммунных реакций растений [55, 56]. 
Показано, что рецептор Ve1 участвует в запуске 
защитных реакций растения против грибного 
патогена Verticillium dahliae. Имеются данные, 
что для функционирования рецептор-подобных 
белков Ve1 и  Cf растений томата, принимаю-
щих участие в  запуске паттерн-активируемого 
иммунитета, требуется их корректный фол-
динг и  гликозилирование  [57–59]. Кроме того, 
должен быть предотвращен транспорт незре-
лых рецепторов к  плазматической мембране, 
поскольку они могут быть нефункциональны 
в  связывании лиганда и  активации сигнальных 
путей. Вероятнее всего, для осуществления всей 
необходимой посттрансляционной модифика-
ции, для созревания трансмембранных рецеп-
торов и  существует система контроля качества 
ER-QC, в  которой задействованы шапероны 
эндоплазматического ретикулума, такие как 
так называемые белки Bip, к  которым относят-
ся белки семейства Hsp70, функционирующие 
в  эндоплазматическом ретикулуме и  взаимо-
действующие с  Hsp40-подобным белком SDF2 
(stromal-derived factor-2)  [60]. Главная функция 
этих шаперонов ER-QC заключается в  пре-
дотвращении накопления нефункциональных 
белков путем участия в  фолдинге белков и  за-
пуске стресса в  эндоплазматическом ретикулу-
ме [55, 61]. Мутация белков BiP системы контро-
ля ER-QC приводит к отсутствию устойчивости 
томата к патогену. Эти данные свидетельствуют 
в пользу участия шаперонов эндоплазматическо-
го ретикулума в  развитии защитных иммунных 
реакций  [62–64]. Приведенные выше результа-
ты, полученные на разных фитопатосистемах 
и при разных типах взаимодействий организмов 
(совместимость-несовместимость), противоре-
чивы и  неоднозначны и  свидетельствуют о  том, 
что белки семейства Hsp70 могут способствовать 
как развитию иммунных реакций, так и  инфи-
цированию растительного организма патогеном.

Семейство Hsp90
Из всех известных белков теплового шока 

растений участие Hsp90 в  развитии иммунных 
реакций считается наиболее доказанным. Hsp90 
в  комплексе с  ко-шаперон-подобными молеку-
лами RAR1 и  SGT1 выполняют ключевую роль 
в реакциях эффектор-активируемого иммуните-
та – второй специфической линии защиты рас-
тения  [65–67]. В  иммунных реакциях растений 
цитозольные Hsp90 принимают участие в  сбор-

ке, контроле стабильности и/или активации им-
мунного рецепторного комплекса. Точечные му-
тации генов hsp90.2 и hsp90.3 риса (Oryza sativa L.) 
приводят к  повышенному содержанию иммун-
ных рецепторов, включая SNC1, RPS2 и  RPS4 
и  определяют усиленную устойчивость этих 
растений к заболеваниям. Объясняется это тем, 
что Hsp90 совместно с  белком SGT1 участвуют 
в  формировании SCF E3 убиквитин-лигазного 
комплекса, который метит иммунные рецепто-
ры для дальнейшей их деградации. Такая регу-
ляция имеет решающее значение в ограничении 
количества иммунных рецепторов, что позво-
ляет избегать развития аутоиммунных реак-
ций [3, 68]. В других работах было показано, что 
in vitro SGT1 может взаимодействовать с белком 
SKP1 и связываться в таком состоянии с Hsp90, 
образуя ко-шаперонный комплекс  [69,  70]. 
Исследования функций комплекса SCF пока-
зали, что он регулирует стабильность R-белков, 
что свидетельствует о вовлечении Hsp90 в реак-
ции эффектор-активируемого иммунитета [71].

Семейство Hsp100
Среди белков семейства Casein lytic proteinase/

heat shock protein 100 (Clp/Hsp100), которые яв-
ляются шаперонами, участвующими в  разбор-
ке и  реконструировании белковых комплексов 
с  затратой энергии АТФ, наиболее изученным 
является белок Hsp101. Белок Hsp 101 совмест-
но с белками семейства sHsp и Hsp70 обеспечи-
вают дезагрегацию цитотоксических белковых 
агрегатов. Помимо цитозольного Hsp101 к  это-
му семейству относятся белки ClpB-p и ClpB-m, 
имеющие хлоропластную и  митохондриальную 
локализацию соответственно. Широко извест-
но, что цитозольный белок Hsp101 необходим 
для развития индуцированной термотолерант-
ности  [72]. Интересно, что, хотя транскрипты 
всех трех генов (hot1-3 (Hsp101), clpB-p и clpB-m) 
накапливаются при действии высоких темпе-
ратур, белки ClpB-p и  ClpB-m не участвуют 
в  развитии индуцированной термотолерантно-
сти. Вместе с  тем мутация гена ClpB-p вызыва-
ет нарушения синтеза хлорофилла и  развития 
хлоропластов  [73, 74]. Кроме существенной 
роли в  развитии индуцированной термотоле-
рантности, у  A. thaliana Hsp101 обеспечивает 
повышение продуктивности растений при нор-
мальных условиях роста. Выключение гена бел-
ка Hsp101 приводит к  уменьшению количества 
семян, сроков прорастания, общей сухой массы 
и  количества соцветий, к  увеличению интен-
сивности транспирации  [75]. Белки семейства 
Hsp101 функционируют в  виде гомогексомеров. 
Механизм дезагрегации белков включает в себя 
гидролиз АТФ с одновременным развертывани-
ем неправильно свернутого белка, протягивание 
развернутого полипептида через центральную 
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пору, и  рефолдинг в  сочетании с  другими мо-
лекулярными шаперонами. Последние работы 
показывают, что Hsp 101 структурно взаимодей-
ствуют с  протеосомами, осуществляя процесс 
деградации убиквитинированных белков [76].

Кратковременные воздействия умеренно 
повышенных температур (37°–39°С), а  так-
же трансгенные манипуляции вызывали уве-
личение количества белка Hsp101 в  клетках 
растений и  суспензионных культур клеток та-
бака  [77]. При  последующем воздействии фи-
топатогенных бактерий Clavibacter michiganensis 
ssp. sepedonicus (Cms) на культуру трансгенных 
клеток табака сверхэкспрессия Hsp101 приво-
дила к снижению эффективности защитных ре-
акций по сравнению с  обычными культурами. 
Аналогичное снижение эффективности защит-
ного ответа на инфицирование патогеном Cms 
наблюдалось после умеренной тепловой обра-
ботки, что вызывало повышение экспрессии 
Hsp101 и приводило к менее интенсивной гене-
рации АФК в  растительных клетках. Процент 
гибели клеток в ходе реакции сверхчувствитель-
ности  – важнейшей реакции эффектор-акти-
вируемого иммунитета  – также был ниже у  та-
бака, трансформированного геном hsp101  [77]. 
При этом необходимо обратить внимание на тот 
факт, что повышенная экспрессия гена hsp101 
Hsp 101 (при трансформации табака) не влияла 
на выживаемость клеток при культивировании 
с E. coli – нетипичного для растений патогена, 
который не вызывает активацию специфичных 
защитных реакции в клетках табака. Усиленная 
экспрессия hsp101 Hsp101 в культуре клеток та-
бака также снижала способность растительных 
клеток подавлять процесс биопленкообразова-
ния у фитопатогена Cms [78].

Как известно, способность образовывать 
биопленки является ключевым фактором пато-
генности у  васкулярных фитопатогенов, к  ко-
торым принадлежит вид бактерий Cms. Поэто-
му менее выраженный ингибирующий эффект 
трансформированной культуры клеток табака на 
процесс образования пленок Cms, по сравнению 
с действием на биопленкообразование нетранс-
формированной культуры, свидетельствует о по-
давлении защитных реакций иммунитета в  рас-
тительных клетках с  повышенной экспрессией 
hsp101 Hsp101. Описанные результаты говорят 
в пользу того, что белки теплового шока Hsp101 
ослабляют развитие реакций специфического 
эффектор-активируемого иммунитета.

Приведенные в  обзоре данные свидетель-
ствуют о  том, что каждый класс белков тепло-
вого шока, выполняя свои неспецифические 
функции в  качестве шаперонов, также прини-
мает участие и  в  определенных механизмах им-
мунных реакций. Показано участие БТШ на 
разных уровнях защиты растения от патогенов: 

как на уровне неспецифического паттерн-ак-
тивируемого, так и  на уровне специфического 
эффектор-активируемого иммунитета. Боль-
шинство результатов исследований участия 
БТШ в  иммунитете растений сводятся к  тому, 
что белки теплового шока в  качестве шаперо-
нов обеспечивают “правильное” функциониро-
вание участников защитных реакций, главным 
образом иммунных рецепторов, осуществляя 
их корректный и  нужный фолдинг, рефолдинг 
в условиях стресса, своевременную деградацию. 
Часть исследований также свидетельствует о вза-
имодействии БТШ с  участниками следующего 
этапа иммунных реакций в клетке – участника-
ми сигнальных каскадов. Вероятно, и  на этом 
этапе БТШ осуществляют контроль данной си-
стемы  – обеспечивают правильное созревание, 
рефолдинг и,  при необходимости, деградацию 
белковых молекул. В то же время белки теплово-
го шока способны подавлять реакции иммуни-
тета растения, способствуя развитию патогенеза. 
Несомненно, вопрос участия БТШ в иммунитете 
растений требует дальнейшего детального иссле-
дования специалистов в  области фитоиммуно-
логии. Важно определить роль БТШ в развитии 
защитного ответа, изучить их функции в иммун-
ных реакциях растений как при развитии совме-
стимых, так и несовместимых взаимоотношений 
растений и  микроорганизмов. Наряду с  теоре-
тическими аспектами, большой практический 
интерес вызывают следующие вопросы: каким 
образом предварительная термообработка и  по-
следующее усиление экспрессии БТШ могут 
повлиять на резистентность сельскохозяйствен-
ных культур к вредителям, а также возможность 
использования защитных функций БТШ при 
трансгенезе (инсерции) их генов в  геном куль-
турных растений для защиты от патогенов.

В  настоящее время, исходя из полученных 
результатов исследователей различных школ, 
установлено участие БТШ в функционировании 
двух уровней врожденного иммунитета растений 
и показана их связь с рецепторными системами 
как неспецифического иммунитета, активируе-
мого микробными молекулярными паттернами 
(pattern-triggered immunity, PTI), так и специфи-
ческого иммунитета, активируемого эффектора-
ми патогенов (effector-triggered immunity, ETI).

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания Министерства науки и  высше-
го образования Российской Федерации (тема 
№ 122041100050-6).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов исследований.
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Циркадная система растений как результат адаптационной эволюции тесно связана с чувстви-
тельностью их к фотопериоду. Вид Zea mays L. исходно принадлежит к короткодневным, при этом 
современные культивируемые образцы кукурузы считаются нейтральными по отношению к фо-
топериоду. В работе проанализировано воздействие смены режима длинного дня на ультракорот-
кий день и длинную ночь на уровень транскриптов ключевых генов циркадного ритма (GIGZ1a, 
GIGZ1b), фотосистемы I (psaA), фотосистемы II (psbA) и биосинтеза каротиноидов (ZmPSY1, 
ZmPSY2, ZmLCYE, ORANGE-GREEN) в листьях двух средне-позднеспелых инбредных линий ку-
курузы (Л-5580-1 и Л-5739), сходных по морфофизиологическим характеристикам. В тех же ли-
стьях определено содержание хлорофиллов и каротиноидов. Обнаружено, что исследуемые ли-
нии существенно различаются по динамике изменения уровня транскриптов генов и содержания 
пигментов в ответ на смену фотопериода. Уровень транскриптов GIGZ1a и GIGZ1b у обеих линий 
возрастает спустя 1 ч после завершения ультракороткого дня и далее характеризуется ростом или 
падением в зависимости от линии. Экспрессия генов фотосистемы psaA и psbA различается между 
линиями, как по уровню, так и по динамике ответа на смену фотопериода. Активность генов ка-
ротиногенеза ZmPSY1, ZmPSY2, ZmLCYE и ORANGE-GREEN повышается у обеих линий при сме-
не дня ночью (кроме ZmPSY2 у Л-5580-1) и снижается в разной степени в зависимости от линии 
к завершению ночного периода. Содержание пигментов спустя 1 ч после смены режима растет у 
Л-5580-1 и не меняется у Л-5739, а к концу ночи снижается у обеих линий. Полученные данные 
свидетельствуют о сохранении циркадного ритма у Л-5580-1 и повышенной адаптивности Л-5739 
и могут быть использованы для поиска доноров признака высокой адаптивности к изменению 
фотопериода среди образцов кукурузы.
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ВВЕДЕНИЕ
Адаптационная эволюция живых организ-

мов, включая растения, привела к появлению 
циркадной системы, для которой свойственны 
повторяющиеся колебания в молекулярных 
процессах с периодом около 24 ч и циклично-
стью “день-ночь”, а также сезонной изменчи-
востью  [1]. Входящий в систему внутренний 
осциллятор (циркадные часы) синхронизиру-

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324030028

ется с цикличными процессами окружающей 
среды с помощью механизмов рецепции по-
ступающих экологических сигналов, что по-
зволяет растению оптимизировать внутренние 
процессы по отношению к внешним услови-
ям  [1]. Как  суточные, так и сезонные ритмы 
находятся в значительной зависимости от фо-
топериода [2], что отражено в делении расте-
ний на длиннодневные (цветут при фотопери-
оде более 12 ч), короткодневные (менее 12 ч) и 
нейтральные (инициация цветения не зависит 
от фотопериода) [3].
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Молекулярный уровень циркадных часов 
представлен группой генов, которые регулиру-
ют ритмичность экспрессии более 30% транс-
криптома, как показано на длиннодневном 
модельном виде Arabidopsis thaliana L. [2, 4]. 
В  группу входят гены транскрипционных фак-
торов (ТФ) CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 
(CCA1) и LATE ELONGATED HYPOCOTYL 
(LHY), утренняя активность которых подавляет 
экспрессию вечерне-ночных генов TIMING OF 
CAB EXPRESSION 1 (TOC1), LUX ARRHYTHMO 
(LUX), EARLY FLOWERING (ELF) 3 и ELF4  [2]. 
Одновременно ТФ CCA1 и LHY стимулиру-
ют экспрессию генов семейства PSEUDO-
RESPONSE REGULATOR (PRR), продукты кото-
рых (PRR9 и PRR7), действуя в петле обратной 
связи, подавляют экспрессию CCA1 и LHY 
в середине дня. LUX,  ELF3 и ELF4 совмест-
но участвуют в репрессии генов PRR9, PRR7, 
GIGANTEA (GI) и NIGHT LIGHT-INDUCIBLE 
AND CLOCK-REGULATED 1 (LNK1) поздним 
вечером [2].

ТФ GI считается одним из ключевых участ-
ников циркадного осциллятора. Вместе с фото-
рецептором синего света ZEITLUPE (ZTL, или 
FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 
(FKF1)) GI контролирует накопление белков 
TOC1 и PRR [2]. Важность ТФ GI подчеркива-
ется его участием в передаче световых и гормо-
нальных сигналов, накоплении хлорофиллов и 
крахмала, а также определении стрессоустойчи-
вости растений [5–7]. Детализирована роль ТФ 
GI в контроле экспрессии генов, чувствительных 
к фитогормону абсцизовой кислоте (АБК), ко-
торая участвует в регуляции множества аспектов 
развития и стрессового ответа растения, а также 
связанных с этим физиологических реакций [8]. 
ТФ GI совместно с ТФ ENHANCED EM LEVEL 
(EEL) связывается с АБК-чувствительным ре-
гуляторным элементом в промоторе гена 9-цис-
эпоксикаротиноиддиоксигеназы 3 (NCED3), 
положительно регулируя суточный синтез АБК; 
мутация gi приводит к падению содержания 
АБК за счет снижения уровня транскриптов 
NCED3 [9]. Наконец, ТФ GI в комплексе с FKF1 
стимулирует экспрессию гена ТФ CONSTANS 
(CO), индуктора цветения A. thaliana при длин-
ном дне [3].

Фотопериод, как параметр циркадной систе-
мы, включает регуляторную активность осцил-
лятора по отношению к связанным с фотосин-
тезом генам белков фотосистемы и биосинтеза 
каротиноидов. Свидетельством этого служит, к 
примеру, участие двух из четырех ключевых бел-
ковых компонентов реакционных центров фо-
тосинтеза, psaA (апопротеины P700 фотосисте-
мы I) и psbA (белок D1 фотосистемы II) [10], в 
адаптации растения к изменениям фотопериода 
и спектральных характеристик света [11]. На-

глядно продемонстрировано влияние продол-
жительности фотопериода на накопление ка-
ротиноидов и уровень экспрессии генов пути 
каротиногенеза [12–14]. Соединения каротино-
идов (ксантофиллы) выполняют светособираю-
щую функцию в сине-зеленой части солнечного 
спектра, передавая энергию электронного воз-
буждения хлорофиллам, и одновременно уча-
ствуют в защите молекул хлорофилла от фо-
тоокисления [15]. Помимо этого, накопление 
важного апокаротиноида АБК регулируется, в 
частности, ТФ GI [9, 16].

Путь биосинтеза каротиноидов, продуктами 
которого являются, в том числе, ксантофиллы и 
АБК, начинается с образования 15-цис-фитои-
на под воздействием фитоинсинтазы (PSY) [17]. 
На стадии получения полностью-транс-ликопи-
на происходит разветвление пути: циклизация 
ликопина приводит к образованию α-кароти-
на (ликопин-ε-циклаза LCYE) или β-каротина 
(ликопин-β-циклаза LCYB) и, далее, ε/β- или 
β/β-ксантофиллов соответственно. β/β-ксанто-
филлы 9-цис-виолаксантин и 9-цис-неоксантин 
служат субстратами для образования АБК под 
воздействием диоксигеназ NCED [18].

Учитывая критичность циркадной системы 
для всех процессов развития растения, актуаль-
но ее изучение у сельскохозяйственных культур. 
На примере кукурузы (Zea mays L. ssp. mays) по-
казано, что, как у и длиннодневного A. thaliana, 
воздействие циркадных часов затрагивает около 
трети транскриптома [19, 20]. При этом Z. mays 
исходно принадлежит к короткодневным видам, 
а современные культивируемые сорта, линии и 
гибриды кукурузы считаются нейтральными по 
отношению к фотопериоду [21, 22].

В отличие от A. thaliana в геноме Z. mays об-
наружено два гена, гомологичных GI, GIGZ1a 
и GIGZ1b, в некоторых статьях гены названы 
ZmGI1 и ZmGI2 [2, 3]. Пик транскрипции GIGZ1a 
и GIGZ1b наблюдается в дневное время; в услови-
ях длинного дня максимум наступает позже, чем 
при коротком фотопериоде [3]. В  противопо-
ложность действию гена GI A. thaliana, мутация 
в каждом из двух генов Z. mays по отдельности 
(GIGZ1a или GIGZ1b) ускоряет цветение куку-
рузы в условиях длинного дня [23, 24]. Однако 
функции GIGZ1a (ZmGI1) и GI считаются сход-
ными, поскольку суперэкспрессия GIGZ1a у ну-
левого мутанта atgi восстанавливает нормальное 
время цветения и характер роста A. thaliana [23]. 
Тем  не менее, выдвигается предположение, что 
ТФ GI способствует цветению длиннодневных 
растений, но подавляет цветение короткоднев-
ных видов [2, 23].

Количество генов фитоинсинтазы PSY у 
A.  thaliana и Z. mays также различается. В  гено-
ме A.  thaliana присутствует один ген PSY  [25], 
а  у  Z.  mays их три  – ZmPSY1, ZmPSY2 и 
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ZmPSY3  [26, 27]. Белки ZmPSY1 и ZmPSY2 осу-
ществляют основную активность фитоинсинта-
зы у кукурузы; уровень экспрессии гена ZmPSY1 
положительно связан с накоплением каротино-
идов в эндосперме зерна, а также с каротиноге-
незом в фотосинтезирующей ткани в условиях 
темноты [28]. Ген ZmPSY3 активируется в корне-
вой системе кукурузы в ответ на стрессы (засуху, 
соль, АБК); повышение уровня мРНК ZmPSY3 
положительно коррелирует с накоплением каро-
тиноидов [27].

Каталитическая стабильность фитоинсинта-
зы PSY зависит от взаимодействия фермента с 
белком ORANGE (OR) [29], который представ-
ляет собой локализованный в пластидах богатый 
цистеином шаперон холдазу [30]. Показано уча-
стие OR в защите растения от стрессовых факто-
ров за счет контроля биосинтеза каротиноидов 
и АБК, а также за счет прямой стабилизации 
фотосистемы II [30, 31]. Считается также, что 
OR индуцирует дифференцировку хромопла-
стов, содержащих структуры для накопления 
каротиноидов [32]. В  геноме кукурузы ген OR 
аннотирован как ORANGE-GREEN (NCBI Gene 
ID: 100275801), но практически не исследован. 
Однако, показано, что суперэкспрессия гена 
A. thaliana OR в трансгенных гибридах кукурузы 
способствует накоплению каротиноидов [33].

Еще один фермент биосинтеза каротино-
идов, критичный для фотозащиты и синтеза 
АБК  – ликопин-ɛ-циклаза (LCYE), активность 
которого определяет соотношение ксантофил-
лов виолаксантинового (β/β) и лютеинового 
(ε/β) циклов [17, 18]. В геноме кукурузы Z. mays 
присутствует один ген LCYE, активность которо-
го обратно связана с накоплением β-каротина и 
β-криптоксантина (β/β-ветвь) [34].

В данном исследовании была проведена 
оценка воздействия изменения фотопериода 
на содержание хлорофиллов и каротиноидов, 
а  также уровень экспрессии ключевых генов 
циркадного ритма (GIGZ1a, GIGZ1b), фото-
систем  I (psaA) и II (psbA) и каротиногенеза 
(ZmPSY1, ZmPSY2, ZmLCYE, ORANGE-GREEN) 
в листьях образцов двух инбредных линий ку-
курузы, обладающих сходными морфофизио-
логическими характеристиками. Полученные 
результаты свидетельствуют о зависимости 
молекулярной регуляции ответа от генотипа 
Z. mays, несмотря на сходство характеристик 
(группа ФАО по индексу скороспелости, окра-
ска зерна) линий кукурузы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Предметом иссле-

дования стали две инбредные линии кукурузы 
Z. mays отечественной селекции (оригинатор  – 
Институт сельского хозяйства Кабардино-Бал-

карского научного центра РАН, КБР, Россия). 
Обе  линии (Л) 5580-1 и 5739 формируют зерна 
желтой окраски, имеют сходные морфофизио-
логические характеристики и относятся к сред-
не-позднеспелым (ФАО 300–399); длительность 
фенологических фаз, включая сроки инициации 
цветения (чувствительность к фотопериоду), 
у линий сходные.

Для эксперимента в 2023  г. использовали 
урожай 2022 г., полученный в полевых условиях 
ИСХ КБНЦ РАН (с. п. Опытное, Терского райо-
на, степная природно-климатическая зона КБР, 
43°37ʹ45ʺ с. ш. 44°08ʹ15ʺ в. д.). Период “май–
июль” в данной зоне характеризуется длинным 
днем (14–15 ч) и дневной/ночной температу-
рой 18/12°С (май; стадия проростков), 23/17°С и 
27/19°С (июнь и июль: основной рост, цветение, 
созревание).

Зерна, имеющие правильную форму и окра-
ску, без деформаций и повреждений, просуши-
вали в течение суток на воздухе при комнатной 
температуре, затем помещали в емкость с водой 
и опустившиеся на дно образцы использова-
ли для дальнейшей работы. Отобранные зерна 
выкладывали на марлю (так, чтобы они не со-
прикасались друг с другом), заливали водой и 
оставляли на ночь. Утром (спустя 10–12 ч) про-
растающие зерна пересаживали в горшки с ув-
лаженным грунтом и выращивали в контроли-
руемых условиях длинного фотопериода (16/8 ч 
23/15°C  – день/ночь; экспериментальная уста-
новка искусственного климата, ФИЦ Биотех-
нологии РАН) до достижения фазы четвертого 
листа (18–20 дней).

Полученные растения подвергали стрес-
совому воздействию смены 16-часового дня 
ультракоротким 4-часовым днем и 12-часовой 
ночью (далее также упоминается как “темный 
день”). Затем следовала 8 ч ночь в соответствии 
с предшествующим режимом. Для анализа (уро-
вень экспрессии генов и содержание хлорофил-
лов и каротиноидов) отбирали верхние листья 
в трех временных точках: “4/0” как время пе-
рехода день/ночь (4 ч после начала 4-часового 
дня/0 ч перед 12-часовым “темным днем”), “1” 
(1 ч после начала “темного дня”) и “12” (12 ч 

“темного дня”).
Определение уровня генной экспрессии. 

Из  50  мг ткани верхних листьев растения (ста-
дия четвертого листа; три временные точки) 
выделяли суммарную РНК (RNeasy Plant Mini 
Kit, “QIAGEN”, Германия), очищали от при-
месей ДНК (RNase-free DNase set, “QIAGEN”, 
Германия), проверяли на качество (электрофо-
рез в 1.5% агарозном геле) и количество (Qubit® 
Fluorometer, “Thermo Fisher Scientific”, США) и 
использовали для синтеза кДНК с праймером 
oligo-dT (GoScript Reverse Transcription System, 

“Promega”, США).



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 3          2024

	 ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ЦИРКАДНЫХ РИТМОВ	 271

Уровень экспрессии генов определяли 
с помощью количественной ПЦР в реаль-
ном времени (РВ-ПЦР), которую проводи-
ли в двух биологических и трех технических 
повторах на приборе CFX96 Real-Time PCR 
Detection System (“Bio-Rad Laboratories”, 
США). В  реакцию использовали 3.0 нг кДНК 
(концентрацию измеряли с помощью Qubit® 
Fluorometer, “Thermo Fisher Scientific”, США) 
и смесь для РВ-ПЦР в  присутствии SYBR 
Green (“Синтол”, Россия). Условия реак-
ции: денатурация (5 мин, 95°С), затем 40 ци-
клов “денатурация (15 с, 95°С) – отжиг/синтез 
цепи (40 с, 60°С)”. Для нормализации данных 
РВ-ПЦР использовали референсный ген Zea 
mays polyubiquitin (NM_001329666.1).

Праймеры для РВ-ПЦР разрабатывали на 
основе геномных данных, доступных в базе 
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), с после-
дующей проверкой in silico на ген-специфич-
ность в NCBI-BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/). Для  валидации эффективности и 
специфичности праймеров смесь имеющихся 
препаратов кДНК в концентрациях 10.0, 1.0 и 
0.1 нг на реакцию использовали для тестового 
РВ-ПЦР (три технических повтора). Критери-
ем эффективности пары праймеров служила 
кривая плавления, содержащая один пик как 
подтверждение наработки единственного ам-
пликона. Проведенное тестирование показа-
ло 95–100% (R2 = 0.943–0.999) эффективность 
разработанных праймеров. Последовательно-
сти праймеров приведены в таблице S1 (табл. S1. 
Дополнительные материалы).

Определение содержания каротиноидов и хло-
рофиллов. В  тесте использовали ткани верхних 
листьев проростков (те  же образцы, что для 
анализа профиля экспрессии генов). Количе-
ственную (мг/г сырого веса) оценку содержания 
хлорофиллов (a и b) и каротиноидов (общее) в 
растительной ткани проводили согласно [35] с 
регистрацией спектров поглощения на спек-
трофотометре Eppendorf BioSpectrometer® basic 
(“Eppendorf”, Германия).

Структурный и статистический анализ. 
Для  сопутствующего работе структурного ана-
лиза последовательностей ДНК (при подборе 
праймеров) использовали базу данных NCBI, 
включая программу NCBI-BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/) и MEGA 7.0 (https://www.
megasoftware.net/). Данные анализов уровней 
экспрессии генов и содержания пигментов ста-
тистически обрабатывали (one-way ANOVA; 
‘multiple comparisons, corrected with Bonferroni 
test’) с помощью программы Graph Pad Prism 
v. 9 (https://www.graphpad.com, США) на основе 
двух биологических и трех технических повто-
ров при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Несмотря на то, что современные сорта, ли-

нии и гибриды кукурузы считаются нейтраль-
ными по отношению к фотопериоду, они про-
должают делиться по срокам цветения/спелости 
(ФАО от 100 до 700). Для работы мы выбрали две 
инбредные линии Z. mays, Л-5580-1 и Л-5739, 
которые по срокам спелости занимают среднее 
положение среди ранних и поздних линий (сред-
неспелые, ФАО 300–399), а также сходны по дру-
гим морфофизиологическим характеристикам, 
включая желтую окраску зерна. Это предполага-
ет отсутствие серьезных различий в чувствитель-
ности к изменениям фотопериода и регуляции 
биосинтеза каротиноидов.

При проращивании отобранные семена 
Л-5580-1 и Л-5739 свежего урожая показали 
100% всхожесть. Скорость роста растений была 
одинакова, как и срок наступления фазы чет-
вертого листа (18–20 дней после прорастания 
семян). Исходно линии получены селекционе-
рами КБР, где в период вегетации кукурузы день 
составляет более 12 ч. Поэтому для культивации 
растений были использованы условия длинного 
фотопериода (16 ч).

По достижении фазы четвертого листа расте-
ния были перенесены в условия, когда 16-часо-
вой день был заменен на 4-часовой день и 12-ча-
совую ночь, то есть завершение 16-часового дня 
предшествующего режима соответствовало кон-
цу ночи. Для  сохранения ассоциации в тексте 
12-часовая ночь названа “темным днем”. Инди-
видуальная реакция различных линий кукурузы 
на изменения в фотопериоде предполагает, что 
кратковременные модификации суточного рит-
ма способны вызвать резкое изменение уровней 
транскриптов генов и, следовательно, перспек-
тивны для функциональной оценки генов. По-
добные стрессы ранее использованы в анализе 
дифференциальной экспрессии генов биосин-
теза каротиноидов при 24-часовом облучении 
светом (в том числе, разного спектра) этиолиро-
ванных проростков Z. mays [28] и при переносе 
проростков Vigna radiata в условия постоянного 
света, смены дня и ночи (12/12 ч, день/ночь) и 
постоянной темноты [36].

Для оценки воздействия смены фотопери-
ода в листьях растений двух линий кукурузы 
был определен уровень экспрессии ключевых 
генов циркадного ритма (GIGZ1a, GIGZ1b), фо-
тосистем I (psaA) и II (psbA) и каротиногенеза 
(ZmPSY1, ZmPSY2, ZmLCYE, ORANGE-GREEN), 
а также было измерено содержание хлорофил-
лов (a и b) и суммы каротиноидов. Были вы-
браны временные точки измерения: “4/0” (4 ч 
после начала 16-часового дня предыдущего ре-
жима = 0 ч перед стрессовой сменой дня ночью; 
ультракороткий 4-часовой день); “1” (1 ч после 
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начала “темного дня”); “12” (12 ч после начала 
“темного дня”; длинная ночь).

Анализ экспрессии целевых генов пока-
зал, что реакция генов циркадного ритма на 
смену фотопериода различается между лини-
ями. Во  всех трех точках измерения уровень 
транскриптов GIGZ1a был существенно выше у 
Л-5580-1, чем у Л-5739. У обеих линий экспрес-
сия гена резко выросла в точке “1”, тогда как в 
точке “12” она повысилась (Л-5580-1) или сни-
зилась до исходного значения (Л-5739) (рис. 1а). 
При  одинаковом для линий исходном уровне 
транскриптов GIGZ1b, динамика экспрессии 
гена была сходна с профилем GIGZ1a. В  точ-
ке “1” уровень транскриптов GIGZ1b существен-
но вырос у обеих линий. В точке “12” экспрессия 
усилилась у Л-5580-1 и резко снизилась у Л-5739 
(в ~14 раз в сравнении с “1”) (рис. 1б). Если со-
поставлять активность генов между собой для 

индивидуальной линии, то в точке “4/0” гены 
GIGZ1a и GIGZ1b характеризовались сходным 
уровнем экспрессии у Л-5739, в то время как у 
Л-5580-1 уровень транскриптов GIGZ1b был в 

~2 раза выше, чем GIGZ1a (рис. 1а, б).
В случае генов белков фотосистем I и II, 

уровень экспрессии psaA и psbA в точках “4/0” 
и “1” в проростках Л-5580-1 был значительно 
(~1.5–2 раза) ниже, чем у Л-5739. Однако в точке 

“12” наблюдалась прямо противоположная си-
туация (рис. 2а,  б). По  отношению к значению 

“4/0”, в точке “1” уровень транскриптов снизился 
незначительно (psaA у Л-5580-1) или существен-
но (psaA у Л-5739, psbA у обеих линий). В  точке 

“12” уровень транскриптов вернулся к исходному 
у Л-5580-1 (оба гена) и резко упал в ~4 (psaA) и 

~7 (psbA) раз (vs. “4/0”) у Л-5739 (рис. 2а, б).
Профиль экспрессии генов каротиногенеза 

также различался между исследуемыми линиями. 
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Рис. 1. Результаты РВ-ПЦР анализа профиля экспрессии генов GIGZ1a (а) и GIGZ1b (б) в листьях проростков куку-
рузы (линии 5580-1 и 5739) в ответ на смену 16-часового фотопериода ультракоротким 4-часовым днем и 12-часовой 
ночью. Значения Р < 0.05 (в) соответствуют значимым различиям уровня транскриптов генов между точками замера 
(“4/0”, “1”, “12”) у каждой линии, а также в аналогичных точках между линиями. 1 – Л-5580-1, 2 – Л-5739, 3 – ночь, 
4 – день.
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Уровень транскриптов ZmPSY1, исходно равный 
у линий, одинаково резко возрастает (в ~2 раза) 
в точке “1” у обеих линий, а в точке “12” снижа-
ется незначительно (Л-5580-1) или существен-
но (Л-5739) (рис. 3а). Уровень транскриптов 
ZmPSY2 в листьях Л-5580-1 исходно более высок, 
чем у Л-5739, и в точках “1” и “12” не меняется. 
В то же время, в листьях Л-5739 экспрессия гена 
в ~4 раза возрастает в точке “1”, а в точке “12” 
резко падает почти до исходного (“4/0”) значе-
ния (рис. 3б). Таким образом, у Л-5739 оба гена, 
ZmPSY1 и ZmPSY2, отреагировали на смену ус-
ловий фотопериода значительным ростом (точ-
ка “1”) и падением (“12”) активности, в то вре-
мя как у Л-5580-1 подобный ответ наблюдался 
только для гена ZmPSY1 (рис. 3а, б).

Начальный (“4/0”) уровень экспрессии гена 
ZmLCYE в проростках Л-5580-1 был в ~4 раза 
выше, чем у Л-5739. У  обеих линий в точке “1” 

он вырос (в ~2–6 раз в зависимости от линии) и 
в точке “12” снизился несущественно (Л-5580-1) 
или значительно (Л-5739). Таким образом, ди-
намика ответа на смену фотопериода у линий 
сопоставима, однако в случае Л-5739 значитель-
но более выражена, при этом уровень транс-
криптов в точке “1” у линий практически совпа-
дает (рис. 3в).

Уровень транскриптов гена ORANGE-GREEN, 
равный у линий в точке “4/0”, одинаково резко 
возрастает (в ~3 раза) в точке “1” у обеих ли-
ний и в точке “12” снижается в ~2 (Л‑5580-1) и 

~4 (Л‑5739) раза (рис. 3г).
Биохимический анализ листовой ткани рас-

тений Л-5580-1 и Л-5739 показал, что содержа-
ние хлорофиллов a и b в исходной точке, сходное 
между линиями, в ответ на изменение фотопери-
ода в точке “1” резко растет у Л-5580‑1 и не ме-
няется у Л-5739, а в точке “12” снижается у обеих 
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Рис. 2. Результаты РВ-ПЦР анализа профиля экспрессии генов psaA (а) и psbA (б) в листьях проростков кукурузы 
(линии 5580-1 и 5739) в ответ на смену 16-часового фотопериода ультракоротким 4-часовым днем и 12-часовой но-
чью. Значения Р < 0.05 (в) соответствуют значимым различиям уровня транскриптов генов между точками замера 
(“4/0”, “1”, “12”) у каждой линии, а также в аналогичных точках между линиями. 1 – Л-5580-1, 2 – Л-5739, 3 – ночь, 
4 – день.
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Рис. 3. Результаты РВ-ПЦР анализа профиля экспрессии генов ZmPSY1 (а), ZmPSY2 (б), ZmLCYE (в) и ORANGE-
GREEN (г) в листьях проростков кукурузы (линии 5580-1 и 5739) в ответ на смену 16-часового фотопериода ультра-
коротким 4-часовым днем и 12-часовой ночью. Значения Р < 0.05 (д) соответствуют значимым различиям уровня 
транскриптов генов между точками замера (“4/0”, “1”, “12”) у каждой линии, а также в аналогичных точках между 
линиями. 1 – Л-5580-1, 2 – Л-5739, 3 – ночь, 4 – день.

линий до значений существенно ниже исходных 
(рис. 4а,  б). Содержание суммы каротиноидов в 
точке “4/0” выше у Л-5580-1 в сравнении с Л-5739 
и показывает сходную с хлорофиллами динами-
ку реакции на смену фотопериода. А  именно, в 
точке “1” количество каротиноидов существенно 

возрастает (в ~1.5 раза) в листьях Л-5580-1 и не 
меняется у Л-5739; в точке “12” сумма каротино-
идов снижается у обеих линий до значений суще-
ственно ниже начальных (рис. 4в).

Таким образом, было показано, что, не-
смотря на сходство морфофизиологических 
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характеристик исследуемых линий кукурузы, 
включая время зацветания, они существенно 
различаются по динамике изменения уровней 
транскриптов целевых генов и содержания каро-
тиноидов и хлорофиллов в ответ на резкую сме-
ну фотопериода.

ОБСУЖДЕНИЕ
Циркадианный осциллятор растений с по-

мощью повторяющейся модели комбинаторной 
активности основных регуляторов определяет 
ритм изменений трети транскриптома [2, 19, 20]. 
Циркадный ритм находится в зависимости от 
фотопериода и оказывает воздействие на актив-
ность генов, участвующих в приеме и передаче 
световых сигналов, фотосинтезе и фотозащите 
растения [2, 10, 12–14].

Объектом данного исследования стала куку-
руза Zea mays ssp. mays, широко возделываемая 
сегодня сельскохозяйственная культура, проис-

хождение которой связано с доместикацией и 
интрогрессивной гибридизацией двух теосин-
те – Z. mays var. parviglumis и var. mexicana [21]. По-
скольку центром происхождения кукурузы были 
субтропики (юг современной Мексики), вид 
изначально принадлежал к растениям коротко-
го дня. Последовавшая искусственная селекция 
и продвижение культуры в умеренные широты 
привели к появлению нейтральных по отноше-
нию к фотопериоду образцов, которые стали 
родоначальниками большинства современных 
сортов, гибридов и инбредных линий Z. mays 
[21, 22]. Таким образом, вид Z. mays примечателен 
тем, что исходно генетически запрограммирован 
на короткодневность, но приобрел нейтральный 
статус, и такие преобразования могут быть связа-
ны с изменениями в циркадном осцилляторе и в 
работе генов, связанных с фотопериодом.

В данной работе в листьях 18–20-дневных 
проростков кукурузы была охарактеризована 
дифференциальная (в ответ на смену фотопе-
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Рис. 4. Содержание хлорофиллов a (а) и b (б) и суммы каротиноидов (в) в листьях проростков кукурузы (линии 
5580-1 и 5739) в ответ на смену 16-часового фотопериода ультракоротким 4-часовым днем и 12-часовой ночью. Зна-
чения Р < 0.05 (г) соответствуют значимым различиям между точками замера (“4/0”, “1”, “12”) у каждой линии, а 
также в аналогичных точках между линиями. 1 – Л-5580-1, 2 – Л-5739, 3 – ночь, 4 – день.
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риода) экспрессия генов GIGZ1a и GIGZ1b, ко-
дирующих два паралога одного из главных ре-
гуляторов эндогенных часов, тесно связанного 
с фотопериод-зависимой инициацией цвете-
ния [2, 3]. Одновременно был проанализирован 
уровень мРНК генов ключевых белков фото-
систем I (psaA) и II (psbA) [10, 11], а также генов 
биосинтеза каротиноидов (ZmPSY1, ZmPSY2, 
ZmLCYE, ORANGE-GREEN), определяющих 
главные этапы пути [28, 33, 34]. В тех же тканях 
было измерено содержание хлорофиллов (a и b) 
и суммы каротиноидов.

Суточный ритм профиля экспрессии боль-
шинства анализируемых генов в фотосинтези-
рующей ткани известен. Все  они активируют-
ся светом. Начиная с рассвета, растет уровень 
транскриптов GIGZ1a и GIGZ1b; к концу дня 
он достигает максимума, затем в течение ночи 
снижается до предутреннего минимума [3]. Наи-
больший уровень транскриптов генов psaA и psbA 
характерен для середины дня; к наступлению 
темноты он идет на спад, а с утра снова начина-
ет расти [37]. Уровень экспрессии ZmPSY2 также 
достигает максимума к середине дня и снижает-
ся к наступлению ночи, тогда как регуляция экс-
прессии ZmPSY1, предположительно, от света 
не зависит [28]. Пик активности генов LCY и OR 
приходится на первую половину дня; к вечеру 
уровень мРНК снижается до минимальных зна-
чений, а к концу ночи снова начинает расти, что 
показано на примере генов LcyB и CrOr зеленой 
водоросли Chlamydomonas reinhardtii [38].

Две исследуемые линии кукурузы, Л-5580-1 
и Л-5739, характеризовались сходными призна-
ками, включая сроки цветения/спелости (груп-
па ФАО), что предполагало присутствие у обеих 
линий аналогичных связей фотопериод-циркад-
ный ритм. Измерения были проведены в листьях 
растений в ответ на смену длинного 16-часового 
фотопериода на ультракороткий 4-часовой день 
и 12-часовой ночь/“темный день”, что отличает-
ся от использованных в других работах стрессо-
вых условий – постоянного (24-часового) света 
или темноты [28, 36].

Несмотря на внешнее сходство линий, реак-
ция на смену фотопериода различалась на моле-
кулярном уровне. Так, у обеих линий наблюдался 
рост экспрессии генов циркадного цикла GIGZ1a 
и GIGZ1b спустя 1 ч после перехода в режим 

“темного дня”. Однако, к концу (12 ч) “темного 
дня” уровень транскриптов продолжал расти у 
Л-5580-1 и, напротив, стал снижаться у Л-5739 
(рис. 1а,  б). Как  упоминалось выше, в норме 
(длинный фотопериод) мРНК GIGZ1a и GIGZ1b 
начинает накапливаться с рассвета, достигая к 
вечеру максимума, затем в течение ночи уровень 
транскриптов генов снижается до минимума [3]. 
При  отмене ночи (постоянный день или “свет-
лая ночь”) циркадный ритм сохраняется, однако 

падение уровня транскриптов GIGZ1a и GIGZ1b с 
наступлением “светлой ночи” происходит менее 
интенсивно, чем реальной темной ночью [3].

Наши данные (рис. 1а,  б) свидетельствуют 
в пользу поддержания циркадного ритма у рас-
тений Л-5580-1, в листьях которых пик уровня 
транскриптов GIGZ1a и GIGZ1b спустя 12 ч “тем-
ного дня” (рис. 1а,  б) соответствует вечернему 
максимуму дневной экспрессии в режиме длин-
ного 16-часового дня. В то же время падение ак-
тивности GIGZ1a и GIGZ1b у Л-5739 в этой  же 
точке (рис. 1а, б) ожидаемо, скорее, для второй 
половины ночи. С  одной стороны, одинаковые 
характеристики линий предполагают компен-
сацию разной чувствительности к фотопери-
оду некими другими внутренними факторами. 
Интереснее, однако, версия, что в сравнении 
с линией Л-5580-1, сохранившей циркадный 
ритм, линия Л-5739 либо не может его поддер-
живать в изменившихся условиях, либо быстрее 
адаптируется к изменению фотопериода, по-
скольку сразу восприняла “темный день” как 
ночь, вследствие чего активность генов GIGZ1a 
и GIGZ1b соответствует ночному уровню. О  по-
добных различиях у двух внешне сходных линий 
может свидетельствовать также существенно 
более низкий у Л-5739 исходный (точка “4/0”) 
уровень транскриптов GIGZ1a (рис. 1а), кото-
рый считается функциональным гомологом гена 
A. thaliana GI [23]. Следовательно, можно пред-
положить, что GIGZ1a участвует в определении 
степени адаптивности или  же пластичности 
циркадного ритма у генотипов кукурузы.

Возможно различия в способности сохране-
ния циркадного ритма и/или в адаптивности у 
исследуемых линий допускает, что дифференци-
альная экспрессия генов фотосистем и биосин-
теза каротиноидов в ответ на смену фотопериода 
также индивидуальна.

Действительно, линии значительно различа-
лись по исходному (“4/0”) уровню транскриптов 
psaA и psbA (рис. 2а, б). Снижение экспрессии ге-
нов у обеих линий через 1 ч после наступления 

“темного дня” (рис. 2а,  б) соответствует темно-
вой фазе фотосинтеза и находится в согласии с 
ранее показанным сокращением уровня транс-
криптов генов psaA и psbA к наступлению тем-
ноты [37]. Однако далее, к 12 ч “темного дня”, у 
Л-5580-1 уровень транскриптов psaA и psbA вы-
рос (рис. 2а,  б), как если  бы это был день, что 
подтверждает сохранение циркадного цикла у 
данной линии. В  то  же время у Л-5739 актив-
ность генов напротив продолжила падать (рис. 
2а, б), что соответствует ночному профилю экс-
прессии генов и, учитывая известную роль psaA 
и psbA в адаптации растения к изменениям в 
характеристиках света [11], может служить под-
тверждением повышенной адаптивности Л-5739 
к смене фотопериода.
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Рассматривая в контексте наших предполо-
жений профиль экспрессии ZmPSY1 и ZmPSY2 
нужно учитывать, что с каротиногенезом в ли-
стьях связаны оба гена фитоинсинтаз, но свет 
влияет только на ZmPSY2, а активность ZmPSY1 
находится под действием фитохром-независи-
мой регуляции и важна для поддержания синте-
за каротиноидов в темноте [28].

Мы обнаружили, что ZmPSY1 отреагировал 
на затемнение резким (у обеих линий) ростом 
активности в точке “1” (что, вероятно, ассоции-
ровано с ролью гена в каротиногенезе в темноте) 
и ее падением (в разной степени у линий) в точ-
ке “12” (рис. 3а). Можно предположить, что по-
следнее может быть связано с сохранением цир-
кадного ритма у Л-5580-1 (резкое падение уровня 
транскриптов гена к концу 16-часового дня пред-
шествующего режима) и со скорой адаптацией к 
ночи у Л-5739 (только небольшое снижение экс-
прессии гена и функционирование в темноте).

Характерно, что уровень экспрессии фи-
тохром-зависимого гена ZmPSY2 в листьях 
Л-5580-1 был одинаков во всех точках измере-
ния (рис. 3б), что снова говорит о возможном 
поддержании циркадного ритма 16-часового 
дня. В то же время у Л-5739 ген ZmPSY2 вел себя 
сходным с ZmPSY1 образом (рис. 3а). Уровень 
транскриптов вырос в ответ на смену фотопери-
ода (“1”), что согласуется с индукцией ZmPSY2 
в листьях в ответ на абиотические стрессы [28], 
и затем упал (“12”), предположительно, в силу 
привыкания к ночной темноте.

Сходную с ZmPSY1 модель ответа на стресс 
показали также гены ZmLCYE и ORANGE-
GREEN (рис. 3в, г), что подкрепляет сделанные 
нами предположения.

Снижение, согласно результатам биохи-
мического анализа, содержания хлорофиллов 
и каротиноидов в точке “12” у обеих линий 
(рис. 4а, б, в), вероятно, соответствует процессам, 
происходящим в темновой фазе фотосинтеза, 
когда снижаются фотосинтетические реакции 
(что определяется как “циркадная ночная де-
прессия фотосинтеза” (circadian night depression 
of photosynthesis)) у растений [39]. Хотя первые 
стадии синтеза хлорофиллов происходят в тем-
ноте, восстановление образующихся протох-
лорофиллидов до хлорофиллидов a требует ос-
вещения [40]. Поэтому наблюдаемое снижение 
содержания хлорофиллов в конце 12-часовой 
ночи (рис.  4а–в) было ожидаемо для обеих ли-
ний, независимо от способности поддерживать 
циркадный ритм в изменившихся условиях.

Интересно, что у Л-5739 резкий рост уров-
ня транскриптов ZmPSY1 и ZmPSY2 в точке “1” 
(рис. 3а, б) не приводит к увеличению содержа-
ния каротиноидов (рис. 4в), что говорит в пользу 
повышенной адаптивности линии и согласуется 
с обычным ночным снижением суммы кароти-

ноидов в фотосинтезирующей ткани. В  то  же 
время у Л-5580-1 подъему экспрессии гена 
ZmPSY1 в точке “1” (рис. 3а) сопутствует резкий 
рост количества пигмента (рис. 4в), то есть, ве-
роятно, сохраняется циркадный ритм, и начало 

“темного дня” воспринимается как продолжение 
16-часового дня предшествующего режима.

В заключение, в данной работе было изучено 
воздействие смены фотопериода на активность 
ключевых генов циркадного ритма (GIGZ1a, 
GIGZ1b), фотосистем I (psaA) и II (psbA) и кароти-
ногенеза (ZmPSY1, ZmPSY2, ZmLCYE, ORANGE-
GREEN), а также на содержание хлорофиллов и 
каротиноидов в листьях двух инбредных линий 
кукурузы. Выяснилось, что, несмотря на сход-
ство линий по признаку скороспелости (группа 
ФАО), они существенно различаются по моле-
кулярной реакции на изменение длины дня, что 
может быть связано с особенностями их родос-
ловных. Полученные данные свидетельствуют 
о потенциале поддержания циркадного ритма 
у линии Л-5580-1 и о предположительно повы-
шенной адаптивности у Л-5739. Таким образом, 
фотосинтезирующие ткани проростков кукуру-
зы могут быть использованы для определения 
доноров признаков, связанных со способностью 
сохранять циркадный ритм и/или высокой ско-
ростью адаптации в изменившихся условиях фо-
топериода. Для этого предполагается проведение 
анализа изменения содержания хлорофиллов/
каротиноидов и профиля экспрессии использо-
ванных в работе генов в ответ на смену условий 
фотопериода.
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Исследовали росторегулирующее действие 24-эпибрассинолида, 24-эпикастастерона и  феруло-
вой кислоты на начальных этапах онтогенеза растений яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) при 
раздельном и  совместном применении, их влияние на эндогенный баланс фитогормональных 
стероидов и  динамику некоторых физиологических процессов. Соединения и  их смеси приме-
няли путем замачивания семян в растворах веществ на 24 ч. Использовавшиеся для исследова-
ния концентрации брассиностероидов (10–7 и  10–9 М) были выбраны в  ходе предшествовавших 
экспериментов, поскольку показали стимулирующий эффект на ростовые процессы. Феруловую 
кислоту в смесях и отдельно применяли в эквимолярных дозировках. Растения выращивали в те-
чение 3 недель в почвенной культуре. Пробы (листья) для анализов брали на 7, 14 и 21 сутки от на-
чала обработки семян растворами веществ. Показано, что предпосевная обработка семян брасси-
ностероидами или феруловой кислотой приводила к активации ростовых функций, увеличению 
в листьях уровня эндогенных брассиностероидов, свободно-радикального окисления и пигмен-
тов. При совместном применении брассиностероидов и феруловой кислоты эффективность их 
действия увеличивалась. Изучение дифференцированного и  совместного действия фитогормо-
нальных стероидов и феруловой кислоты показало, что эти соединения проявляют в большей или 
меньшей степени синергическое взаимодействие при стимуляции ростовых и  метаболических 
процессов.

Ключевые слова: Triticum aestivum, 24-эпибрассинолид, 24-эпикастастерон, брассиностероиды, 
малоновый диальдегид, рост, феруловая кислота, фотосинтетические пигменты
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ВВЕДЕНИЕ
Брассиностероиды (БС)  – класс полиокси-

генированных стероидных гормонов, широко 
распространенных в  растительном мире и  об-
ладающих ярко выраженной росторегулирую-
щей активностью, в том числе в специфических 
биотестах. Это  позволило, во-первых, разгра-
ничить их с  другими эндогенными фитогормо-
нами, во-вторых, доказать, что БС обладают 
фитогормональными свойствами и  могут быть 
обозначены как отдельная группа растительных 
гормонов  [1]. Большое количество эксперимен-
тальных данных доказывает наличие взаимо-
действия БС и практически всех “классических” 
фитогормонов, включая влияние фитогормо-

Сокращения: БС – брассиностероиды; ФК – феруловая кислота; 
ЭК – 24-эпикастастерон; ЭБ – 24-эпибрассинолид.

нальных стероидов на активацию и метаболизм 
других гормонов и  участие наряду с  последни-
ми в  интеграции различных сигналов, перена-
стройке в  росте и  стресс-адаптации  [2]. Уста-
новленное синергическое взаимодействие БС 
с  ауксинами при стимуляции ростовых процес-
сов стало основой создания новых соединений – 
конъюгатов БС и  ИУК, показавших высокую 
росторегулирующую активность [3]. Взаимодей-
ствие БС и негормональных регуляторов, таких 
как фенольные соединения, до сих пор не изу-
чалось, тогда как существование взаимосвязи 
между ними представляется возможным. В  ли-
тературе имеются сведения о влиянии фитогор-
мональных стероидов на содержание фенольных 
соединений в растительных тканях [4]. Вероятно, 
БС могут как активировать, так и ингибировать 
работу отдельных элементов транскрипционно-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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го комплекса, определяющего временную и про-
странственную экспрессию генов биосинтеза 
фенолов [5]. В промоторах генов этих факторов 
транскрипции найдены чувствительные к  гор-
монам элементы  [6]. Просматривается опреде-
ленная связь между содержанием БС и  феноль-
ными соединениями в  онтогенезе растений. 
Так,  максимальное количество БС наблюдали 
в  покоящихся семенах и  проростках, их содер-
жание резко снижалось в фазе интенсивного ро-
ста растений и снова возрастало к фазе полной 
зрелости семян [7]. Накопление фенольных сое-
динений носит иной характер, минимальное их 
количество содержится в  покоящихся семенах 
и постепенно увеличивается, достигая максиму-
ма в фазе цветения [8, с. 80; 9]. Таким образом, эти 
две группы регуляторов роста будто бы дополня-
ют друг друга. В то же время фенольные соедине-
ния имеют много общего с брассиностероидами. 
Функциональная роль фенольных соединений 
также связана с  ростом растений, фотосин-
тезом, дыханием, защитой клеток и  тканей от 
стрессовых воздействий. Представители этой 
группы веществ обладают антиоксидантной 
активностью, мембраностабилизирующей спо-
собностью, влияют на структуру белков, явля-
ются пигментами и копигментами, субстратами 
дыхания, предшественниками для синтеза уби-
хинонов, пластохинонов  [10, 11]. Вместе с  тем 
среди большого разнообразия фенольных со-
единений выявлено очень немного типичных 
регуляторов роста. Показано, что росторегу-
лирующая способность фенолов неодинаковая 
и  возрастает в  ряду флавоны  – изофлавоны  – 
флавонолы  – оксибензойные кислоты  – окси-
коричные кислоты  – оксикумарины  [8, c. 54]. 
Феруловая кислота (ФК), входящая в  группу 
оксикоричных кислот, содержится практически 
во всех растениях, а в злаках – преимуществен-
но. В зерне пшеницы ее количество составляет 
0.8–2.0  г/кг сухого веса и может составлять до 
90% от общего содержания полифенолов  [12]. 
ФК  используется в  качестве действующего 
вещества лекарственных препаратов и  в  кос-
метической промышленности как активный 
антиоксидант. Применение ФК на растениях 
продемонстрировало, что соединение выступа-
ет как регулятор физиологических процессов, 
связанных с  ростом и  стрессоустойчивостью, 
таких как клеточное деление, проницаемость 
мембран, фотосинтез, дыхание и  др.  [13, 14]. 
В  настоящем исследовании использовали эк-
зогенное применение композиций, состоящих 
из БС (24-эпибрассинолид или 24-эпикастасте-
рон) и негормонального фиторегулятора – ФК, 
полагая, что добавление ФК повысит росторе-
гулирующую функцию БС и  будет способство-
вать восполнению или повышению их эндоген-
ного уровня.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на растениях яро-

вой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Дарья бе-
лорусской селекции. Соединения (БС, ФК) и их 
смеси применяли путем предпосевной обработки 
семян. Семена погружали в растворы веществ на 
24 ч, затем подсушивали и  высевали в  пластико-
вые сосуды с почвой объемом 0.8 л, по 25 семян 
в  сосуд. Почва дерново-подзолистая, суглинок. 
Растения пшеницы выращивали в  течение 14 су-
ток при температуре 22°/20°С (день/ ночь) и 16-ча-
совом фотопериоде (светодиодный светильник 
ДБП‑03‑14‑820 (ЧТУП “Блок Модуль”, Беларусь) 
мощностью 14 Вт), влажность почвы поддержива-
лась на уровне 70% от полной влагоемкости.

Синтез БС (24-эпибрассинолид, 24-эпика-
стастерон) осуществлен в  лаборатории химии 
стероидов Института биоорганической химии 
Национальной академии наук Беларуси. БС ис-
пользовали в концентрациях 10–7 и 10–9 М, кото-
рые, согласно нашим предыдущим исследова-
ниям, являются оптимальными для стимуляции 
роста растений. ФК в смесях и отдельно приме-
няли в эквимолярных концентрациях.

Пробы (листья) для анализов брали на 7, 14 
и 21 сутки от начала обработки семян раствора-
ми БС и ФК.

Влияние БС и  ФК на ростовые процессы 
оценивали по изменению длины и  массы над-
земной части проростков пшеницы.

Для оценки содержания фотосинтетических 
пигментов свежий измельченный раститель-
ный материал (0.1 г) заливали чистым ацетоном 
в емкостях с притертыми крышками, помещали 
в темное место и по истечении 48 ч экспозиции 
подвергали спектрофотометрическому измере-
нию  [15]. Оптическую плотность экстракта из-
меряли на спектрофотометре “NanoDrop 2000” 
(Thermo Fisher Scientific, США) со специализи-
рованным программным обеспечением с  под-
ключением к ПК.

Интенсивность перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ) оценивали по образованию мало-
нового диальдегида (МДА) в  реакции с  тиобар-
битуровой кислотой [16]. Навеску свежей массы 
(0.5 г) растирали до гомогената в  ступке c 1 мл 
реакционной среды, состоящей из 0.25% раство-
ра тиобарбитуровой кислоты в 10% растворе ТХУ. 
Гомогенат переносили в  пробирки, обмывая 
ступку небольшими порциями реакционной сре-
ды. Конечный объем составлял 4 мл. Гомогенат 
хорошо перемешивали, пробирки плотно закры-
вали и помещали в нагретую до 95°–100°С водя-
ную баню на 30 мин. Затем пробирки охлаждали, 
содержимое центрифугировали 15 мин при 8000 g. 
Оптическую плотность супернатанта измеряли 
при длине волны 532 нм. Количество МДА рас-
считывали, используя молярный коэффициент 
экстинкции – 1.55 × 105/(М см).
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Для количественной оценки эндогенно-
го содержания БС методом ИФА надземную 
часть растений фиксировали при температуре 

–70°С  и  лиофильно высушивали. Лиофилиза-
цию растительных образцов из замороженного 
состояния проводили под вакуумом на приборе 
VirTis 6211 (LabX, США). Лиофилизированные 
образцы гомогенизировали в  0.05 М Трис(ги-
дроксиметил)аминометане (рН 7.4) с  помощью 
диспергатора IKA T 18 digital ULTRA-TURRAX® 
(IKA-Werke GmbH & Co. KG, Германия). Для бо-
лее глубокой экстракции гомогенаты выдержи-
вали в течение 24 ч при температуре –20°С, за-
тем образцы центрифугировали на приборе 
Eppedorf® MiniSpin Plus (Eppedorf, Германия) 
и  полученный супернатант анализировали. Ко-
личественную оценку проводили методом двух-
стадийного ИФА с использованием разработан-
ных нами ранее иммуноферментных тест-систем 
для следующих групп наиболее распространен-
ных и активных БС: 24-эпи-, 24S-метил-, 28-го-
мобрассиностероидов  [17, 18]. В  полистироль-
ные лунки планшета с  иммобилизованными 
антителами вносили по 150 мкл калибровочных 
проб и  анализируемых образцов в  дубликатах. 
Концентрация стероида в  калибровочных про-
бах составляла 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 и 5 нмоль/л. 
Планшет инкубировали при 37°С в течение 2 ч, 
после чего содержимое лунок удаляли и промы-
вали их промывочным раствором (4 × 150 мкл). 
Затем во все промытые лунки добавляли по 
150  мкл раствора конъюгата соответствующего 
БС с ПХ и инкубировали 5 мин при 37°C. Затем 
удаляли содержимое, промывали, как описано 
выше, добавляли по 150 мкл хромоген-субстрат-
ной смеси и  инкубировали при 37°C в  течение 
20 мин. Останавливали реакцию добавлением во 
все лунки по 50 мкл раствора стоп-реагента (5% 
H2SO4). Оптическую плотность раствора во всех 
лунках измеряли на фотометре универсальном 
Ф300ТП (РУПП “Витязь”, Беларусь) при длине 
волны 450 нм. Для каждой калибровочной про-
бы рассчитывали средние арифметические зна-
чения оптической плотности, строили график 
зависимости показателя B/B0 × 100% от концен-
трации БС в  калибровочных пробах (нмоль/л), 
где B и  B0  – значения оптической плотности 
продукта ферментативной реакции в  присут-
ствии свободного БС и в его отсутствие соответ-
ственно. Методом интерполяции по калибро-
вочному графику рассчитывали концентрацию 
БС (нмоль/л) в  анализируемой пробе. Сигмои-
дальные калибровочные кривые линеаризовали 
с помощью преобразования log-logit: logit B/B0 = 

=  ln((B/ B0)/(100  –  B/B0)). Статистическую обра-
ботку полученных данных осуществляли с помо-
щью программы Microsoft Office Excel 2010.

Эксперименты повторяли независимо триж-
ды при 3-кратной повторности в каждой серии. 

Представлены средние значения и  их стандарт-
ные отклонения. Достоверность различий рас-
считывали по t-критерию Стьюдента. Обсужда-
ются различия, достоверные при Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние брассиностероидов и феруловой кислоты 

на рост проростков
Предпосевная обработка индивидуальны-

ми стероидными фитогормонами и их смесями 
с  ФК повышала всхожесть семян яровой пше-
ницы. Под влиянием БС, ФК и их смесей акти-
вировался также рост проростков и накопление 
ими биомассы (рис. 1, 2). ФК  оказывала замет-
ное стимулирующее действие на растяжение 
растений, не уступающее по эффективности 
действию фитогормональных стероидов и  уси-
ливающееся в их присутствии. При раздельном 
использовании соединений стимуляция роста 
растений составляла в  среднем 10%, тогда как 
при совместном их применении она превышала 
суммарную активность фитогормональных сте-
роидов и ФК. Следует отметить, что на первых 
этапах развития растений индивидуальные со-
единения в  равной степени стимулировали как 
рост растений, так и накопление сырой биомас-
сы. Смеси вели себя несколько иначе. На стадии 
всходов (7 суток от начала воздействия) растя-
жение в длину растений стимулировалось прак-
тически в два раза интенсивнее, чем накопление 
биомассы. На  14 сутки от начала воздействия 
под влиянием смесей начиналось более актив-
ное накопление биомассы. Наиболее высокую 
активность проявила смесь ЭБ и  ФК в  концен-
трации 10–7 М. Под ее воздействием рост и нако-
пление биомассы растениями стимулировались 
на 17 и 20% соответственно. К концу опыта про-
явилась тенденция более сильного положитель-
ного влияния фиторегуляторов и  их смесей на 
накопление биомассы и, соответственно, менее 
активного влияния на рост растений. Сырой вес 
под влиянием БС и особенно их смесей с ФК по-
вышался к концу эксперимента довольно значи-
тельно (в  среднем на 15 и  30% соответственно) 
(рис. 2). Выделялась смесь ЭК и ФК, под воздей-
ствием которой накопление биомассы стимули-
ровалось на 60%. Действие ФК оказалось кра-
ткосрочным, к  концу эксперимента ростовые 
показатели были на уровне контроля.

Влияние брассиностероидов и феруловой кислоты 
на эндогенное содержание фитогормональных 

стероидов
Представленные в табл. 1 результаты показы-

вают, что при предпосевном замачивании семян 
пшеницы в растворах БС ряда ЭБ и/или ФК про-
исходило значительное повышение эндогенного 
уровня 24-эпиБС по сравнению с контрольным 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 3          2024

	 СОВМЕСТНОЕ ДЕЙСТВИЕ БРАССИНОСТЕРОИДОВ И ФЕРУЛОВОЙ КИСЛОТЫ 	 283

400

350

300

250

200

150

100

50

0
1

a abb bc c c c

ffff

d

k
kl

k k
l

e e e edede

l l l l
l

m

a a a a

Д
ли

на
 п

об
ег

а,
 м

м

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
1

a a a a a a a a aaba

f
f

c cd
edfk

k
k k k

e e e
d

c
d d d

l l
l

m

С
ы

ра
я 

м
ас

са
 1

0 
ра

ст
ен

ий
, г

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Рис. 1. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и их смесей на рост 
растений яровой пшеницы на 7 (столбики со штриховкой), 14 (светлые столбики) и 21 (черные столбики) сутки от 
начала обработки семян растворами веществ. 1 – контроль (вода); 2 – ЭБ, 10–9 М; 3 – ЭБ, 10–7 М; 4 – ЭК, 10–9 М; 
5 – ЭК, 10–7 М; 6 – ФК, 10–9 М; 7 – ФК, 10–7 М; 8 – ЭБ+ФК, 10–9 М; 9 – ЭБ+ФК, 10–7 М; 10 – ЭК+ФК, 10–9 М;  
11 – ЭК+ФК, 10–7 М. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.

Рис. 2. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и их смесей на на-
копление сырой биомассы растениями яровой пшеницы. Снятие показателей проводили на 7 (столбики со штри-
ховкой), 14 (светлые столбики) и  21 (черные столбики) сутки от начала обработки семян растворами веществ.  
1 – контроль (вода); 2 – ЭБ, 10–9 М; 3 – ЭБ, 10–7 М; 4 – ЭК, 10–9 М; 5 – ЭК, 10–7 М; 6 – ФК, 10–9 М; 7 – ФК, 10–7 М;  
8 – ЭБ+ФК, 10–9 М; 9 – ЭБ+ФК, 10–7 М; 10 – ЭК+ФК, 10–9 М; 11 – ЭК+ФК, 10–7 М. Достоверные различия на уров-
не P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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образцом на 7 и 14 сутки от начала воздействия. 
К концу эксперимента содержание данной груп-
пы БС в большинстве вариантов оказалось ниже 
значения в  контрольном образце, в  отдельных 
случаях оставаясь на уровне контроля или не-
значительно его превышая.

Предпосевное замачивание семян в раство-
рах БС или ФК либо не приводило к  измене-
ниям, либо несколько увеличивало эндогенное 
содержание 24S-метилБС на 7 сутки от начала 
воздействия (табл. 2). Однако при совместном 
воздействии БС и  ФК наблюдалось повыше-
ние содержания данной группы в  4–14 раз. 
На  14  сутки содержание 24S-метилБС в  боль-
шинстве вариантов обработки либо было на 
уровне контроля, либо снижалось (кроме ва-
риантов с применением смесей ЭБ и ФК в кон-
центрации 10–9 М и индивидуальных ЭК и ФК 
в  концентрации 10–7 М). К  концу эксперимен-
та все значения не превышали содержания БС 
в контрольном образце.

В  динамике эндогенного уровня 28-гомоБС 
наблюдалась схожая с  24S-метилБС тенденция 
(табл. 3). На  начальном этапе роста значитель-
ное повышение 28-гомоБС показано при со-
вместной обработке БС+ФК, а также при зама-
чивании в растворах ЭК. На 14 сутки от начала 

воздействия наблюдались незначительные коле-
бания на уровне контрольного значения. Только 
обработка ФК и  ФК+ЭК приводила к  повыше-
нию содержания 28-гомоБС в 2 и 2.4 раза соот-
ветственно. К  концу эксперимента уровень БС 
данного ряда во всех вариантах превышал кон-
трольное значение в 1.2–1.9 раз.

Таким образом, при предварительном зама-
чивании семян пшеницы в растворах БС и/или 
ФК, как правило, происходит значительное по-
вышение эндогенных БС на начальном этапе 
роста, а  на последующих стадиях эндогенный 
уровень БС устанавливается на уровне кон-
трольных значений.

Влияние брассиностероидов и феруловой кислоты 
на интенсивность перекисного окисления липидов

Обработка семян фиторегуляторами заметно 
повышала уровень продукта ПОЛ – МДА в про-
ростках уже на 7 сутки от начала воздействия. 
Под  воздействием ФК содержание МДА увели-
чивалось на 56%, независимо от концентрации 
ФК (рис. 3). БС  в  низкой дозе практически не 
оказывали влияния на содержание МДА, в  вы-
сокой  – стимулировали его накопление в  сред-
нем на 17%. Смеси занимали промежуточное 
положение. Далее процесс стабилизировался 

Таблица 1. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и  их 
эквимолярных смесей в концентрации 10–9 М и 10–7 М на содержание 24R-метилбрассиностероидов в растениях 
яровой пшеницы на 7, 14 и 21 сутки от начала обработки семян растворами веществ

Растворы веществ, используемые 
для обработки семян

Содержание 24R-метилбрассиностероидов, нг/г сухой массы

7 сут. 14 сут. 21 сут.

Контроль (вода) 3.15 ± 0.258f 3.08 ± 0.210d 2.86 ± 0.259b

24-ЭБ, 10–9 М 13.30 ± 1.45b 11.0 ± 1.56b 4.53 ± 0.085a

24-ЭБ, 10–7 М 5.80 ± 0.684d 14.3 ± 0.495a 2.71 ± 0.155b

24-ЭК, 10–9 М 20.3 ± 0.962a 11.5 ± 1.49b 1.66 ± 0.083c

24-ЭК, 10–7 М 7.99 ± 0.800d 14.3 ± 0.843a 4.96 ± 0.334a

ФК, 10–9 М 6.02 ± 0.761d 9.82 ± 0.490b 2.49 ± 0.050b

ФК, 10–7 М 9.62 ± 0.500c 8.37 ± 0.145c 2.31 ± 0.093b

24-ЭБ+ФК, 10–9 М 14.20 ± 2.15b 15.8 ± 2.45a 2.03 ± 0.113b

24-ЭБ+ФК, 10–7 М 4.61 ± 0.215e 15.7 ± 2.00a 2.29 ± 0.233b

24-ЭК+ФК, 10–9 М 10.90 ± 0.418c 14.4 ± 1.60a 2.24 ± 0.028b

24-ЭК+ФК, 10–7 М 11.50 ± 1.04c 16.8 ± 1.24a 4.00 ± 0.484a

Примечание. Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не достоверны 
при Р ≤ 0.05.
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Таблица 3. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и  их 
эквимолярных смесей в концентрации 10–9 М и 10–7 М на содержание 28-гомобрассиностероидов в растениях 
яровой пшеницы на 7, 14 и 21 сутки от начала обработки семян растворами веществ

Растворы веществ, используемые 
для обработки семян

Содержание 28-гомобрассиностероидов, нг/г сухой массы

7 сут. 14 сут. 21 сут.

Контроль (вода) 1.20 ± 0.134e 1.44 ± 0.130cd 1.68 ± 0.096d

24-ЭБ, 10–9 М 0.596 ± 0.027g 1.83 ± 0.097b 2.19 ± 0.154bc

24-ЭБ, 10–7 М 0.239 ± 0.020h 1.53 ± 0.111c 3.22 ± 0.258a

24-ЭК, 10–9 М 1.88 ± 0.125d 1.33 ± 0.151cd 2.17 ± 0.202bc

24-ЭК, 10–7 М 2.86 ± 0.315c 1.23 ± 0.184d 2.28 ± 0.250b

ФК, 10–9 М 0.568 ± 0.040g 1.66 ± 0.110c 2.30 ± 0.254b

ФК, 10–7 М 0.747 ± 0.037f 2.61 ± 0.241a 2.13 ± 0.065bc

24-ЭБ+ФК, 10–9 М 15.4 ± 1.56a 1.96 ± 0.150b 2.87 ± 0.052a

24-ЭБ+ФК, 10–7 М 9.49 ± 1.01b 1.45 ± 0.249cd 2.48 ± 0.112b

24-ЭК+ФК, 10–9 М 3.03 ± 0.341c 1.25 ± 0.181d 1.99 ± 0.119c

24-ЭК+ФК, 10–7 М 1.79 ± 0.159d 3.41 ± 0.558a 2.83 ± 0.394a

Примечание. Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не достоверны 
при Р ≤ 0.05.

Таблица 2. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и  их 
эквимолярных смесей в концентрации 10–9 М и 10–7 М на содержание 24S-метилбрассиностероидов в растениях 
яровой пшеницы на 7, 14 и 21 сутки от начала обработки семян растворами веществ

Растворы веществ, используемые 
для обработки семян

Содержание 24S-метилбрассиностероидов, нг/г сухой массы

7 сут. 14 сут. 21 сут.

Контроль (вода) 0.757 ± 0.093d 1.51 ± 0.011b 2.10 ± 0.267a

24-ЭБ, 10–9 М 0.662 ± 0.033d 0.982 ± 0.103d 1.76 ± 0.107b

24-ЭБ, 10–7 М 1.27 ± 0.209c 1.53 ± 0.164b 1.73 ± 0.186b

24-ЭК, 10–9 М 1.17 ± 0.131c 1.10 ± 0.233cd 0.697 ± 0.036d

24-ЭК, 10–7 М 0.909 ± 0.100d 1.25 ± 0.166c 1.05 ± 0.070c

ФК, 10–9 М 1.10 ± 0.074c 0.859 ± 0.024d 2.14 ± 0.149a

ФК, 10–7 М 0.890 ± 0.054d 0.842 ± 0.038d 1.02 ± 0.032c

24-ЭБ+ФК, 10–9 М 11.1 ± 1.93a 1.94 ± 0.362b 0.918 ± 0.073c

24-ЭБ+ФК, 10–7 М 3.51 ± 0.195b 1.29 ± 0.050c 1.18 ± 0.238c

24-ЭК+ФК, 10–9 М 3.47 ± 0.416b 1.23 ± 0.086c 0.972 ± 0.011c

24-ЭК+ФК, 10–7 М 3.02 ± 0.426b 3.21 ± 0.085a 2.17 ± 0.345a

Примечание. Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не достоверны 
при Р ≤ 0.05.
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и к концу эксперимента содержание МДА в рас-
тениях во всех вариантах, кроме ФК, было сни-
жено по отношению к контролю, в наибольшей 
степени при применении смесей.

Влияние брассиностероидов и феруловой кислоты 
на содержание фотосинтетических пигментов

Под влиянием БС и  ФК изменялось со-
держание пигментов в  растениях в  онтогенезе. 
Индивидуальные вещества и их смеси на 7 и 14 
сутки воздействия оказывали стимулирующее 
влияние на формирование пигментного аппа-
рата, что проявлялось в увеличении содержания 
хлорофилла, особенно на 14 сутки (рис. 4). Сре-
ди индивидуальных соединений наибольшую 
активность проявила ФК. Под ее воздействием 
содержание зеленых пигментов возрастало на 
80%, БС увеличивали этот показатель в среднем 
на 25-30%. При  этом если изученные концен-
трации ФК не сказывались на эффективности 
ее действия, то БС стимулировали накопление 
пигментов в  большей степени при примене-
нии их в концентрации 10–9 М. Добавление ФК 

к  ЭБ увеличивало содержание зеленых пигмен-
тов в проростках почти вдвое. Смеси ЭК и ФК 
увеличивали содержание хлорофилла в 2.4 раза. 
К  концу эксперимента количество хлорофил-
ла в листьях в вариантах с применением смесей 
оставалось на уровне контроля, тогда как под 
влиянием индивидуальных веществ содержание 
зеленых пигментов оставалось выше контроль-
ного, в основном за счет хлорофилла а. Только 
под влиянием ФК увеличивалась концентрация 
обоих форм пигмента – а и b. Соотношение хло-
рофилла а/b во всех вариантах существенно не 
менялось. Обращает на себя внимание тот факт, 
что под влиянием смесей содержание каротино-
идов в проростках было повышенным в течение 
всего эксперимента, тогда как индивидуальные 
соединения вначале ингибировали их накопле-
ние, в дальнейшем БС практически не оказыва-
ли влияния на этот показатель, а ФК повышала 
их уровень (рис. 5). Смеси способствовали на-
коплению каротиноидов в наибольшей степени, 
особенно при использовании составляющих их 
компонентов в высокой концентрации.
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Рис. 3. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и  их смесей на 
содержание малонового диальдегида в  растениях яровой пшеницы на 7 (столбики со штриховкой), 14 (светлые 
столбики) и  21 (черные столбики) сутки от начала обработки семян растворами веществ. 1  – контроль (вода);  
2 – ЭБ, 10–9 М; 3 – ЭБ, 10–7 М; 4 – ЭК, 10–9 М; 5 – ЭК, 10–7 М; 6 – ФК, 10–9 М; 7 – ФК, 10–7 М; 8 – ЭБ+ФК, 10–9 М; 
9 – ЭБ+ФК, 10–7 М; 10 – ЭК+ФК, 10–9 М; 11 – ЭК+ФК, 10–7 М. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены 
разными буквами.
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Рис. 4. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и их смесей на со-
держание хлорофилла в растениях яровой пшеницы на 7 (столбики со штриховкой), 14 (светлые столбики) и 21 
(черные столбики) сутки от начала обработки семян растворами веществ. 1  – контроль (вода); 2  – ЭБ, 10–9 М; 
3 – ЭБ, 10–7 М; 4 – ЭК, 10–9 М; 5 – ЭК, 10–7 М; 6 – ФК, 10–9 М; 7 – ФК, 10–7 М; 8 – ЭБ+ФК, 10–9 М; 9 – ЭБ+ФК, 10–7 

М; 10 – ЭК+ФК, 10–9 М; 11 – ЭК+ФК, 10–7 М. Нижние столбики – хлорофилл а, верхние темно-серые столбики – 
хлорофилл b. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.

Рис. 5. Влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ), 24-эпикастастерона (ЭК), феруловой кислоты (ФК) и их смесей на со-
держание каротиноидов в растениях яровой пшеницы на 7 (столбики со штриховкой), 14 (светлые столбики) и 21 
(черные столбики) сутки от начала обработки растворами веществ. 1 – контроль (вода); 2 – ЭБ, 10–9 М; 3 – ЭБ, 
10–7 М; 4 – ЭК, 10–9 М; 5 – ЭК, 10–7 М; 6 – ФК, 10–9 М; 7 – ФК, 10–7 М; 8 – ЭБ+ФК, 10–9 М; 9 – ЭБ+ФК, 10–7 М; 
10 – ЭК+ФК, 10–9 М; 11 – ЭК+ФК, 10–7М. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Совместное воздействие БС и  ФК на рост 

растений пшеницы позволило не только пол-
ностью сохранить стимулирующую активность 
фитогормональных стероидов, но и  получить 
синергический эффект, то есть взаимодействие 
регуляторов роста проявлялось достаточно 
сильно. Для выяснения того, как тот или иной 
гормон осуществляет регуляцию физиологи-
ческих функций, требуется детальный анализ 
эндогенного гормонального статуса расте-
ния. Предполагается, что регуляторная функ-
ция гормонов реализуется в  основном через 
изменение концентрации, которая в  каждый 
определенный момент является результатом 
процессов синтеза, распада, транспорта, взаи-
мопревращений свободных и  связанных форм 
гормона. Важно знание роли каждого из этих 
процессов в  регуляции концентрации гормо-
на. Особенно это необходимо при использова-
нии экзогенных регуляторов роста, поскольку 
их эффект зависит от эндогенного содержания 
фитогормонов, оптимальный уровень которых 
является важным индикатором нормально-
го роста и  развития растений. Обнаруженные 
нами изменения роста проростков под влияни-
ем БС и  ФК могут быть обусловлены, прежде 
всего, изменением эндогенного уровня фито-
гормональных стероидов.

Результаты наших экспериментов однознач-
но свидетельствуют о  влиянии ФК на метабо-
лизм БС, поскольку самое высокое содержание 
фитогормональных стероидов отмечалось при 
применении смесей, особенно на начальном 
этапе развития проростков, при самом актив-
ном росте. Это явление может быть связано так-
же с повышением биодоступности стероидного 
гормона в  присутствии кислоты, облегчающей 
его поступление в клетку. Однако для определе-
ния механизма этого действия требуются допол-
нительные исследования.

Положительное взаимодействие в активации 
роста проростков под влиянием БС и ФК может 
быть также связано с  действием ауксина  – ре-
гулятора роста растяжением. При  стимуляции 
ростовых процессов отмечается синергическое 
взаимодействие фитогормональных стероидов 
с  ауксинами  [19]. Одним из механизмов такого 
действия, очевидно, является регуляция аук-
синового обмена. Известна способность БС 
регулировать рост растяжением посредством 
изменения активности ферментных систем син-
теза и распада ИУК [20]. Вместе с тем имеются 
сведения о  том, что нарушение синтеза БС из-
меняет реакцию ауксина путем воздействия на 
его транспорт  [21]. В  свою очередь, фенольные 
соединения также имеют сродство к  ауксину 
и росту растяжением, обладая способностью ре-
гулировать активность ферментных систем био-

синтеза и распада, а также активность ИУК [22]. 
Следовательно, фенолы, с  одной стороны, мо-
гут непосредственно влиять на регуляцию роста 
как биологически активные вещества и,  с  дру-
гой стороны, могут оказывать опосредованное 
влияние на этот процесс, регулируя метаболизм 
ИУК и тем самым определяя фитогормональный 
баланс растительного организма. Показанная 
нами ростостимулирующая активность ФК мо-
жет быть связана с  защитой ИУК посредством 
ингибирования активности ауксиноксида-
зы [23], что поддерживает рост растяжением. Та-
ким образом, ФК и БС ведут себя, как активные 
регуляторы ауксинового обмена, способствуя 
биосинтезу и сохранению эндогенного гормона, 
тем самым стимулируя рост и  морфогенез про-
ростков и проявляя в этих процессах синергиче-
ское действие.

Изменения роста растений под влияни-
ем фиторегуляторов могут быть обусловлены, 
помимо изменения эндогенного баланса ро-
стовых гормонов, изменениями на клеточном 
уровне, что приводит к сдвигу метаболических 
процессов, которые индуцируют ответные ре-
акции ростовых процессов. Свободноради-
кальное, или перекисное, окисление липидов 
в  настоящее время рассматривается как один 
из доминирующих метаболических процессов, 
которые обеспечивают регуляцию функцио-
нальной деятельности любых физиологических 
систем организма. Реакции перекисного окис-
ления носят универсальный характер, служат 
источником энергии, необходимой для жиз-
недеятельности, и  показателем устойчивости 
метаболических превращений в  организме. 
Продукты ПОЛ участвуют в  регулировании 
проницаемости мембран и  регуляции скоро-
сти роста организмов [24]. ПОЛ провоцируется 
избыточным количеством АФК, которые также 
являются важными регуляторами роста и  раз-
вития растений [25, 26]. В наших экспериментах 
у проростков яровой пшеницы под воздействи-
ем фиторегуляторов с  момента прорастания, 
вероятно, происходила избыточная генерация 
АФК, которая сопровождалась интенсифика-
цией процессов ПОЛ, поскольку содержание 
МДА в  проростках было повышено, рост рас-
тений активировался. Интересно, что такое 
действие сходно с  действием ауксина. Показа-
но, что ауксин через 15–30 мин после внесе-
ния вызывал образование АФК в  3-4-дневных 
проростках арабидопсиса  [27]. Следует также 
отметить более высокое содержание МДА под 
влиянием ФК, что согласуется с  литературны-
ми данными  [28]. Однако ростовые процессы 
у  пшеницы в  наибольшей степени были выра-
жены при промежуточном содержании МДА 
под воздействием смесей. Можно предполо-
жить, что уровень процессов образования АФК 
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и  реакции ПОЛ у  проростков при совместном 
действии фитогормональных стероидов и  ФК 
оптимален для поддержания ПОЛ в регуляции 
активности систем поддержания гомеостаза 
клеток и  роста растений. Известно, например, 
что чрезмерная активация ПОЛ может приво-
дить к развитию патологических процессов [29]. 
Поэтому наблюдаемое нами к  концу экспери-
мента снижение уровня МДА под воздействием 
БС свидетельствует также об антистрессовом, 
адаптогенном их действии, которое усиливает-
ся при добавлении к фитогормональным стеро-
идам ФК.

Рост растений, формативный, органообра-
зовательный и  рост как увеличение биомассы 
невозможен без функционирования фотосин-
тетической системы листа. Пигменты занимают 
центральное место в  фотосинтезе, в  их отсут-
ствие не происходит поглощение и  запасание 
световой энергии. Количественная оценка со-
держания и  качественный состав пигментов, 
изменение их соотношений в  листьях являют-
ся важными и  чувствительными показателя-
ми физиологического состояния растений и  их 
фотосинтетического аппарата, направленности 
приспособительных реакций при воздействии 
различных факторов.

Литературные данные свидетельствуют об 
усилении синтеза фотосинтетических пигмен-
тов под действием экзогенных БС и  ФК  [30]. 
В  условиях нашего эксперимента под влияни-
ем соединений и  их смесей содержание хлоро-
филла изменялось однонаправленно, возрастая 
практически на всех стадиях развития про-
ростков яровой пшеницы. Небольшое сниже-
ние суммарного содержания хлорофилла а  и  b 
при неизменном соотношении а/b в вариантах 
с  использованием смесей по сравнению с  ин-
дивидуальными соединениями к  концу экс-
перимента, вероятно, связано со снижением 
синтеза пигментов, а не их деструкцией, что, по 
мнению некоторых авторов [31], можно рассма-
тривать как адаптационную реакцию растений, 
позволяющую оптимизировать использование 
энергии света для фотосинтетических процес-
сов. Как  адаптационную реакцию растений, 
вероятно, следует рассматривать и  увеличение 
содержания каротиноидов под влиянием сме-
сей по сравнению с  индивидуальными соеди-
нениями. Известно, что ранние стадии биоге-
неза хлоропластов происходят с образованием 
АФК, так как пигмент-белковые комплексы 
и электрон-транспортная цепь еще не сформи-
рованы и  несовершенна система, препятству-
ющая развитию окислительных реакций  [32, 
с.  88–89]. Для  защиты от окислительных по-
вреждений, растения включают защитные ме-
ханизмы, выражающиеся в  росте активности 
определенных антиоксидантных систем, в  том 

числе повышение содержания каротиноидов, 
способствующих не только защите от окисли-
тельного стресса, но и  большему поглощению 
света  [33]. Перестройки пигментного аппара-
та под влиянием фиторегуляторов и их смесей 
были аналогичны специфике развития про-
ростков: наибольшее содержание хлорофилла 
было обнаружено в растениях на 7 сутки от на-
чала воздействия, и  на этой стадии проростки 
характеризовались наибольшей интенсивно-
стью ростовых процессов. На 14 сутки от нача-
ла воздействия содержание хлорофилла и  ка-
ротиноидов в  листьях при обработке смесями 
не превышало контрольного уровня и в этих же 
вариантах несколько снижалась интенсивность 
роста, и  в  то  же время стимулировалось нако-
пление биомассы. Это  свидетельствует о  том, 
что между ростом и  фотосинтезом существует 
тесная связь, регулируемая метаболическими 
и  гормональными механизмами. Стимулиру-
ющее влияние фитогормональных стероидов 
и фенольной кислоты на накопление пигментов 
и усиление эффекта при применении их смесей 
указывают на то, что БС и  ФК, по-видимому, 
не только влияют на звенья биосинтетической 
цепи образования пигментов, но и  проявляют 
при этом синергизм действия.

Таким образом, при стимуляции ростовых 
и  метаболических процессов выявлено эффек-
тивное взаимодействие БС и  фенольных соеди-
нений, основой которого является физиологи-
ческое поведение в онтогенезе, по крайней мере 
на начальных его этапах.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Белорусского республиканского фонда 
фундаментальных исследований (проект Х23Р-
НФ-087).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. Настоящая статья не содержит ка-
ких-либо исследований с участием людей и жи-
вотных в качестве объектов исследований.
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Дальний красный свет – это электромагнитное излучение с длиной волны 700–800 нм. Свет та-
ких длин волн не входит в диапазон ФАР, но выполняет информационную роль для растений 
и опосредованно влияет на интенсивность фотосинтеза. В данной работе представлены резуль-
таты эксперимента по выращиванию кресс-салата (Lepidium sativum L.) в условиях освещения 
с разным соотношением красного и дальнего красного света (КС/ДКС) в общем спектре осве-
щения. Рассмотрены варианты разного соотношения КС/ДКС = 1.1; КС/ДКС = 0.8; КС/ДКС 

= 0.5. Изучено влияние соотношения КС/ДКС на длину растений, содержание хлорофиллов и 
каротиноидов в листьях, интенсивность фотосинтеза. Показано, что понижение соотношения 
КС/ДКС в освещении приводит к удлинению растений кресс-салата, снижает содержание фото-
синтетических пигментов. Освещение с соотношениями КС/ДКС = 0.8 и КС/ДКС = 0.5 при этом 
не снижает интенсивность фотосинтеза (на 14 сутки эксперимента), что может быть рассмотрено 
как положительное влияние. Освещение с соотношением КС/ДКС = 1.1 привело к снижению 
интенсивности фотосинтеза, вероятно, за счет значимого снижения содержания хлорофиллов и 
каротиноидов в листьях растений.

Ключевые слова: Lepidium sativum, дальний красный свет, спектральный состав света, интенсив-
ность фотосинтеза, фотосинтетические пигменты, фитохромы
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ВВЕДЕНИЕ1

Свет является необходимым источником по-
лучения энергии для растений. Под  светом мы 
понимаем электромагнитное излучение в диапа-
зоне длин волн от 400 до 700 нм. Эту область на-
зывают фотосинтетически активной радиацией 
(ФАР). Дальний красный свет (ДКС)  – длин-
новолновая радиация в диапазоне 700–800  нм. 
Этот диапазон находится между красным (КС) 
и инфракрасным светом и не входит в область 
ФАР, потому ранее было принято считать, что 
ДКС не оказывает влияния на фотосинтез. 
Но  ДКС дает растениям информацию об окру-
жающей среде, следовательно, опосредованно 
влияет на процессы роста и развития растений, 
особенно в затененных средах [1]. Фотосинтети-
ческие пигменты интенсивно поглощают ФАР, 
но пропускают большую часть фотосинтетиче-

Сокращения: ДКС – дальний красный свет, КС – красный свет.

ски неэффективного излучения, к которому от-
носится ДКС [2].

В природе свет, обогащенный ДКС, бывает 
под пологом других растений. Если ДКС много, 
то это сигнал о близости более высоких сосед-
них растений. Но в то же время есть надежда, что 
где-то рядом обнаружится свободный (еще не 
занятый другими растениями) участок. Еще  до 
того, как растения будут затенены, небольшое 
количество дополнительного ДКС, отражен-
ного соседними растениями, воспринимается 
фитохромами как сигнал раннего предупреж-
дения о конкуренции [3]. Когда фоторецепторы 
растения получают информацию об увеличении 
доли ДКС, запускается “синдром избегания 
тени” (shade avoidance syndrome, SAS): удлине-
ние черешков, междоузлий, появление гипона-
стических листьев и бледно-зеленой окраски, 
вызванной неполным формированием фото-
синтетического аппарата [2]. Теневыносливые 
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растения не проявляют подобной реакции [4]. 
Вместо этого теневыносливые виды максимизи-
руют улавливание радиации за счет расширения 
листьев, что сопровождается уменьшением тол-
щины листовой пластины и увеличением доли 
биомассы в листьях [5].

Фоторецепторами “красной” части спектра 
у растений являются фитохромы, разные фор-
мы которых регистрируют и КС, и ДКС части 
спектра [6], поэтому имеет значение не абсо-
лютное значение количества фотонов ДКС, 
попадающее на растение, а соотношение КС и 
ДКС (КС/ДКС).

Хотя фотоны ДКС слабо или неэффективно 
стимулируют фотосинтетическую реакцию  [7], 
низкий уровень соотношения КС/ДКС, вос-
принимаемый фоторецепторами фитохромов, 
может вызывать существенные изменения в 
экспрессии генов и физиологических процес-
сах. Вопрос об оптимальном соотношении КС/
ДКС для получения наибольшего урожая для 
конкретной культуры обсуждается в научном со-
обществе и представляет большой научный ин-
терес. Исследователи во всем мире изучают диа-
пазон соотношения КС/ДКС для разных культур, 
имеющих значение в сельском хозяйстве [8–10]. 
ДКС  регулирует морфологию и фотосинтети-
ческую способность растений [11]. Выявление 
механизма этого регулирования может привести 
к повышению урожайности сельскохозяйствен-
ных культур [12].

На сегодняшний день большинство иссле-
дований сосредоточено на влиянии ДКС на 
морфологические характеристики растений, 
содержание фотосинтетических пигментов, 
флуоресценцию хлорофилла и другие пока-
затели, как при возделывании полей, так и 
при культивировании растений в защищен-
ном грунте. Зафиксировано влияние ДКС на 
площадь листьев  [13], длину черешка и угол 
листа  [14,  15], длину междоузлий [16], толщи-
ну листа [9], устьичную проводимость [17]. 
Однако, влияние ДКС на регуляцию устьиц 
является спорным [18]. Добавление ДКС в 
освещение может увеличить биомассу расте-
ний [19]. Снижение соотношения КС/ДКС 
способствует распределению сухого вещества 
растения по стеблю [20]. Ведутся работы по 
изучению влияния дальнего красного света 
на количество и структуру хлоропластов [21]. 
Продемонстрирована важная роль электрохи-
мических мембранных процессов в регуляции 
фотосинтетического транспорта электронов 
у микроводорослей  [22]. Доказано, что ДКС 
поддерживает выделение кислорода из листьев 
подсолнечника и фасоли [23].

В некоторых исследованиях [24] изучалось 
влияние ДКС на фотосистему и фотосинтети-
ческий транспорт электронов. Выявление фи-

зиологических механизмов, с помощью которых 
дальний красный свет влияет на фотосинтети-
ческую способность растений, может привести 
к увеличению урожайности сельскохозяйствен-
ных культур. У многих культур в ответ на низкое 
соотношение КС/ДКС наблюдается ускоренное 
цветение, что также можно использовать как ре-
гуляторный фактор в сельском хозяйстве и садо-
водстве.

Цель данного экспериментального иссле-
дования  – установить влияние разного соотно-
шения КС/ДКС в спектре освещения на рост и 
интенсивность фотосинтеза кресс-салата, опре-
делить оптимальное соотношение КС/ДКС для 
культивирования кресс-салата в условиях свето-
культуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сотрудниками лаборатории агробиофотони-

ки Пермского НИИСХ ПФИЦ УрО РАН скон-
струирован гроубокс, состоящий из четырех 
секторов. Секторы между собой изолированы 
светоотражающей поверхностью. Фотопериод 
16/8 часов реализован при помощи механическо-
го таймера Systec. В  качестве базового освеще-
ния использованы светодиодные светильники 
ECOLED-BIO-37-RF-D120-F-Trade IP65 (4000 
K). Для внесения дополнительной спектральной 
составляющей к базовому освещению исполь-
зованы линейки со светодиодами длиной волны 
730 нм, которые закреплены рядом с основными 
лампами.

Секторы гроубокса отличаются соотноше-
нием красного и дальнего красного света (КС/
ДКС) в спектре. Регистрация спектра освеще-
ния в секторах гроубокса проведена портатив-
ным спектрометром MK350S Premium. В первом 
секторе только базовое освещение (контроль), 
соотношение КС/ДКС = 9.9. Во втором секторе 
соотношение КС/ДКС = 1.1, в третьем секторе – 
0.8, в четвертом секторе – 0.5 (рис. 1).

В качестве объекта исследования выбран 
кресс-салат (Lepidium sativum L.)  – съедобное 
однолетнее или двулетнее травянистое расте-
ние семейства Капустные, или Крестоцветные. 
Кресс-салат является распространенным мо-
дельным растением, обладающим повышен-
ной чувствительностью к разного рода стрес-
сам (загрязнение, нехватка влаги, света и т.д.), а 
также хозяйственно-ценной культурой, так как 
обладает рядом полезных для человека свойств. 
Тест-растения выращивали в пластиковых кон-
тейнерах высотой 50 мм и площадью нижне-
го поперечного сечения (дна) – 50 мм × 80 мм, 
верхнего поперечного сечения – 70 мм × 95 мм, 
в качестве субстрата использовали вермикулит. 
В  каждый контейнер вносили по 0.5 г семян 
кресс-салата, однократно увлажняли раствором 
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Кнопа в количестве 25 мл (далее поливали дис-
тиллированной водой по мере необходимости) и 
выращивали при температуре 25°С и длине све-
тового дня 16 ч. Контейнеры с растениями рас-
полагались непосредственно под источниками 
освещения (рис. 2).

Снятие результатов проводили на 4, 7 и 
14  сутки с момента посадки. Длину надземной 
части определяли путем измерения 60 растений. 
Количество пигментов определяли спектрофо-
тометрическим методом при длинах волн 665, 
649 и 440 нм в ацетоновой вытяжке. Для расчета 
концентрации хлорофиллов а, б и каротиноидов 
использовали формулы Винтерманса де Мот-
са [25]. Интенсивность фотосинтеза оценивали 
фотоколориметрически по содержанию углерода 
в листьях путем мокрого сжигания в хромовой 
смеси [26]. Опыты проводили в 3-кратной био-
логической и 3-кратной аналитической повтор-
ностях.

Полученные данные обработаны с примене-
нием методов описательной статистики, критери-
ев Стьюдента и сдвига/положения для определе-
ния достоверности различий между вариантами 
(в зависимости от нормальности распределения 
выборки). Значимыми считали различия между 
сравниваемыми величинами с доверительной ве-
роятностью 95% и выше (Р ≤ 0.05).

(a) (б)

(в) (г)

Рис. 1. Спектральный состав освещения в секторах гроубокса. а) сектор 1 (КС/ДКС = 9.9); б) сектор 2 (КС/ДКС= 1.1); 
в) сектор 3 (КС/ДКС = 0.8); г) сектор 4 (КС/ДКС = 0.5).
PFD-R – поток фотонов в “красной зоне”, мкмоль/(м2 с).
PFD-B – поток фотонов в “синей зоне”, мкмоль/(м2 с).
PFD-G – поток фотонов в “зеленой зоне”, мкмоль/(м2 с).
PFD-FR – поток фотонов в “дальней красной зоне”, мкмоль/(м2 с).

1 2

3 4

Рис. 2. Внешний вид растений в гроубоксе на 7 сут-
ки эксперимента. Цифрами обозначены номера 
секторов.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследований по длине наземной 

части представлены на рис. 3. Измерения длины 
надземной части растений были проведены на 
4, 7 и 14-е сут эксперимента. На 4 сутки всходы 
растений из разных секторов гроубокса не име-
ли статистически достоверных отличий между 
собой (Р = 0.09–0.99). На 7 сут зафиксированы 
достоверные отличия по этому показателю меж-
ду растениями из разных секторов. Увеличение 
длины надземной части на 7 сут по сравнению 
с контролем было тем больше, чем ниже соот-
ношение КС/ДКС. На  14 сутки эксперимента 
различия по длине надземной части у растений 
между секторами cо светодиодной досветкой 
ДКС уже не имели большого значения. Между 
длиной растений из секторов КС/ДКС =1.1 и 
КС/ДКС = 0.8 статистически достоверных раз-
личий нет, но растения без досветки ДКС (кон-
троль) значимо уступали по этому показателю 
растениям, выращенным с досветкой ДКС. Та-
ким образом, снижение соотношения КС/ДКС 
до 1.1–0.5 достоверно приводит к увеличению 
длины растения кресс-салата.

Определение содержания пигментов прово-
дилось на 7 и 14 сут эксперимента. Статистиче-
ски достоверные отличия по содержанию хлоро-
филлов и каротиноидов зафиксированы уже на 
7-е сут эксперимента (рис. 4–6). Эта  тенденция 
к снижению сохранилась и на 14-е сут экспери-
мента. Различия по содержанию хлорофилла а и 
каротиноидов в листьях растений салата досто-
верны между всеми вариантами соотношения 
КС/ДКС на 14 сутки эксперимента. Различия по 
содержанию хлорофилла б достоверны на 14 сут 
только у секторов с соотношением КС/ДКС = 1.1 
и КС/ДКС = 0.8.

Интенсивность фотосинтеза определяли 
на 4, 7 и 14-е сут эксперимента. Зафиксиро-
вано достоверное увеличение интенсивности 
фотосинтеза на 4 сут эксперимента у расте-
ний экспериментальных секторов с досвет-
кой ДКС по сравнению с контролем. На 7 сут 
эксперимента интенсивность фотосинтеза 
растений с наименьшим из использованных 
соотношений КС/ДКС = 0.5 статистически 
не отличалась от контроля. Интенсивность 
фотосинтеза, зарегистрированная у расте-
ний секторов с соотношением КС/ДКС = 1.1  
и КС/ДКС = 0.8, была еще достоверно выше по 
сравнению с контролем, но наметилась тенден-
ция к уменьшению разницы. На  14 сут экспе-
римента интенсивность фотосинтеза растений 
из секторов с соотношением КС/ДКС = 0.8 и 
КС/ДКС = 0.5 не имела достоверных отличий 
по сравнению с контролем, а интенсивность 
фотосинтеза растений из сектора с соотно-
шением КС/ДКС = 1.1 была достоверно ниже, 
чем в контроле (рис. 7).
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Рис. 3. Длина надземной части кресс-салата при ос-
вещении с разным соотношением КС/ДКС.
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Рис. 4. Содержание каротиноидов в листьях 
кресс-салата при освещении с разным соотношени-
ем КС/ДКС. Звездочкой отмечены значимые разли-
чия с контрольным вариантом.
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Рис. 5. Содержание хлорофиллов а и  б в листьях 
кресс-салата при освещении с разным соотноше-
нием КС/ДКС на 7 сутки исследования. Звездочкой 
отмечены значимые различия с контрольным вари-
антом.
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ОБСУЖДЕНИЕ
В данном экспериментальном исследова-

нии на примере кресс-салата продемонстриро-
вано и подтверждено увеличение длины расте-
ний в ответ на снижение соотношения КС/ДКС 
в общем спектре освещения. Отмечено, что на 
7  сут эксперимента различия в соотношении 
КС/ДКС больше определяют различия в дли-
не растений, чем на 14 сутки эксперимента. 
На 14 сут эксперимента зафиксировано, что все 
три варианта досветки ДКС приводят к досто-
верно большей длине растения. Растения, вы-
ращенные в условиях с высоким соотношением 
КС/ДКС = 9.9, уступают растениям, выращен-
ным в условиях освещения с пониженным соот-
ношением КС/ДКС. В целом, фактор увеличе-
ния роста можно рассматривать как желаемый 
признак, но не у всех сельскохозяйственных 

культур, так как удлинение не всегда приводит 
к увеличению общей биомассы растений. Ре-
акции избегания тени также индуцируются у 
агрономических культур при монокультурах с 
высокой плотностью и могут привести к тому, 
что культуры будут более склонны к засухе и 
полеганию, а также отрицательно повлияют на 
урожайность, поэтому их иногда считают неже-
лательными [27].

В результате исследования зафиксировано 
снижение содержания хлорофилла а и  б у рас-
тений в секторах гроубокса с досветкой ДКС по 
сравнению с растениями в контрольном вари-
анте. Это явление обнаружено как на 7 сут экс-
перимента, так и на 14 сут. Снижение концен-
трации хлорофиллов в листьях является почти 
универсальной реакцией на облучение ДКС сре-
ди широкого круга видов [28]. Было предложено 
несколько гипотез снижения содержания хло-
рофилла: эффект “разбавления”, когда под дей-
ствием ДКС происходит расширение листьев, и 
прямое влияние на биосинтез хлорофилла из-
за уменьшения количества фитохромов фор-
мы ДКС относительно общего количества фи-
тохромов [28]. Стимулирующий эффект дальних 
красных фотонов на расширение листьев, веро-
ятно, способствовал “разбавлению” содержания 
хлорофилла на единицу площади листа.

Содержание каротиноидов достоверно сни-
зилось у растений в секторах с досветкой ДКС, 
независимо от соотношения КС/ДКС. Различия 
были так же достоверны и у растений между сек-
торами с разным соотношением, что говорит о 
непосредственном влиянии соотношения КС/
ДКС в диапазоне 1.1–0.5 на содержание каро-
тиноидов. Каротиноиды могут передавать энер-
гию хлорофиллу для фотосинтеза и защищать 
хлорофилл от фотоокисления [29]. Как и содер-
жание хлорофилла, содержание каротиноидов 
варьируется у разных растений при увеличении 
ДКС. Возможно, яркий ДКС может приводить к 
сверхэкспрессии мРНК и уровням белков, обо-
гащающих ткани каротиноидами [30].

На 4 сут эксперимента досветка ДКС (вовсех 
трех изученных вариантах КС/ДКС = 1.1, КС/
ДКС = 0.8 и КС/ДКС = 0.5) обеспечивала до-
стоверное увеличение интенсивности фотосин-
теза по содержанию углерода в листьях. На 7 сут 
эксперимента этот эффект ослаблялся. На 14 сут 
эксперимента растения из секторов с соотноше-
нием КС/ДКС = 0.8 и КС/ДКС = 0.5 не отли-
чались по интенсивности фотосинтеза от кон-
троля, а растения из сектора с соотношением 
КС/ДКС = 1.1 имели достоверно более низкую 
интенсивность. Предположительно, это произо-
шло вслед за снижением содержания хлорофил-
ла на единицу массы листа. Хлорофилл участву-
ет в поглощении, передаче и преобразовании 
световой энергии, а содержание и состав хлоро-
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филла напрямую влияют на фотосинтетическую 
способность листьев. 

В данном исследовании показано влияние 
снижения соотношения КС/ДКС на длину рас-
тений салата, содержание пигментов в листьях 
кресс-салата и интенсивность фотосинтеза. 
Рассмотрены соотношения КС/ДКС: 1.1, 0.8, 0.5. 
В  ряде случаев различия по изученным показа-
телям у растений, выращенных под освещением 
с соотношением КС/ДКС = 1.1 и КС/ДКС = 0.8, 
не имели достоверных различий между собой. 
Но при этом любой из трех изученных вариантов 
пониженного соотношения имел достоверные 
отличия с контролем (КС/ДКС = 9.9).

Освещение с соотношением КС/ДКС = 1.1 
привело к значимому снижению содержания 
пигментов, что, вероятно, привело к снижению 
интенсивности фотосинтеза, поэтому вариант с 
таким соотношением нельзя считать благопри-
ятным для культивирования кресс-салата в ус-
ловиях светокультуры. Освещение с соотноше-
ниями КС/ДКС = 0.8 и КС/ДКС = 0.5 приводит 
к большей длине и не снижает интенсивность 
фотосинтеза (на 14 сут эксперимента), что может 
быть рассмотрено как положительное влияние.
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При культивировании каллусов, полученных из зрелых зародышей яровой мягкой пшеницы 
(Triticum aestivum L.) сорта Фишт, иногда происходила спонтанная регенерация хлорофилл-со-
держащих корней зеленого цвета. При изоляции от каллуса эти корни были способны к неогра-
ниченному росту на безгормональных питательных средах, подобно культурам волосовидных 
корней двудольных растений. Обычные корни пшеницы при таких условиях не росли, тогда как 
зеленые корни продолжали свой рост даже при действии 100 мМ NaCl. В паренхимных клетках 
зеленых корней пшеницы были обнаружены типичные хлоропласты. В зеленых корнях пшеницы 
было обнаружено примерно равное количество хлорофиллов а и b, однако их общее содержание 
было в десятки раз меньше, чем в листьях. Зеленые корни характеризовались большим содержа-
нием пролина и более высокой активностью супероксиддисмутазы, каталазы и пероксидазы, чем 
обычные корни пшеницы, как в норме, так и при засолении. Зеленые корни могут стать альтерна-
тивой волосовидным корням, которые очень трудно получить у злаковых и других однодольных, 
с целью их использования как в фундаментальных исследованиях, так и в прикладных целях.

Ключевые слова: Triticum aestivum, мягкая пшеница, фотосинтезирующие корни, фотосинтез, хло-
ропласты, антиоксидантная система
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ВВЕДЕНИЕ
Растения постоянно корректируют про-

граммы своего развития для адаптации к внеш-
ней среде, формируя новые органы в различных 
условиях развития. Корни растений обычно 
растут под землей как гетеротрофные органы 
и  зависят от надземных органов, от которых 
они получают фотоассимиляты. В то же время 
в  природе обнаруживаются различные специ-
ализированные корни, некоторые из которых 
кроме поглощения воды осуществляют так-
же активный фотосинтез. В  качестве примера 
можно привести воздушные корни эпифитов 
и  лиан, преимущественно произрастающих 
в  тропических лесах. Воздушные корни харак-
терны для ряда комнатных растений, у  кото-
рых они формируются в  основном при высо-
кой влажности [1]. Таким образом, воздушные 
корни – это чаще всего признак тропического 

происхождения растения и адаптации к жизни 
в условиях высокой влажности и недостатка пи-
тательных веществ, однако лишь некоторые из 
таких корней способны к  активному фотосин-
тезу. Из  широко культивируемых комнатных 
растений фотосинтезирующие корни имеют 
некоторые орхидеи, в связи с чем для их выра-
щивания используют прозрачные горшки  [2]. 
В  умеренном поясе зеленые корни характер-
ны для некоторых водных растений. Одним 
из таких растений является водяной орех пла-
вающий (Trapa natans L.), у  которого имеют-
ся специализированные фотосинтезирующие 
корни [3].

Для большинства растений характерны обыч-
ные подземные корни, но в экспериментальных 
условиях для некоторых из них удается получить 
хлорофилл-содержащие зеленые корни. К  при-
меру, при изучении культур корней шлемника 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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байкальского (Scutellaria baicalensis Georgi), воз-
обновленных из искусственных семян, было от-
мечено формирование хлоропластов в  клетках 
корней, культивируемых в  условиях освеще-
ния. Авторы полагают, что способность клеток 
корней, полученных из искусственных семян, 
к  образованию хлоропластов в  условиях осве-
щения может при определенных условиях стать 
предпосылкой к  индукции регенерации целого 
растения краснокнижного шлемника байкаль-
ского  [4]. Что  касается генетически трансфор-
мированных корней, то, например, у Arabidopsis 
thaliana L. были получены зеленые корни в  ре-
зультате сверхэкспрессии гена GLK (Germinal 
center kinase-Like Kinase), который усиливает на-
копление хлоропластов в корнях. Сверхэкспрес-
сия гена GLK не только повышала фотосинте-
тическую активность и стимулировала развитие 
хлоропластов за счет активации биогенеза тила-
коидных мембран, но также индуцировала де-
ление хлоропластов в корнях [5]. К генетически 
трансформированным корням также относятся 
волосовидные корни (от англ. hairy roots), полу-
чаемые при помощи Agrobacterium rhizogenes  [6]. 
Эти  генетически трансформированные культу-
ры корней можно культивировать отдельно от 
побегов, поскольку они характеризуются вы-
сокой скоростью роста, генетической стабиль-
ностью и  могут продуцировать более высокие 
уровни корневых вторичных метаболитов, чем 
интактные растения. Поэтому культуры воло-
совидных корней многих растений перспектив-
ны для производства ценных вторичных мета-
болитов [7].

Внедрение волосовидных корней в  биотех-
нологическое производство сдерживается, в том 
числе, из-за риска контаминации грибами и бак-
териями, что связано с использованием богатых 
углеводами питательных сред, которые к тому же 
являются весьма дорогостоящими  [8]. В  том 
числе, исходя из этих соображений нами ранее 
были получены хлоропласт-содержащие зеле-
ные волосовидные корни T. natans [9]. Индукция 
зеленых волосовидных корней обнаруживалась 
и  у  некоторых видов наземных растений, при 
условии их выращивания на свету. К  примеру, 
такие культуры зеленых корней были получены 
для Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin, кото-
рые к  тому  же только на свету были способны 
к  биосинтезу специфичных флавоноидных гли-
козидов  [10]. Судя по нашим предварительным 
исследованиям, направленным на получение 
зеленых волосовидных корней, индуцировать 
их появление удается в  очень редких случаях 
и только путем специальных манипуляций.

В  ходе серии исследований, посвященных 
индукции органогенеза мягкой пшеницы (Trit-
icum aestivum L.) из каллусной ткани  [11], нами 
были обнаружены несколько спонтанно инду-

цированных зеленых корней, которые в отличие 
от обычных корней были способны к неограни-
ченному росту в изолированной культуре на без-
гормональных питательных средах.

Цель работы  – проведение морфометриче-
ского, микроскопического и  биохимического 
анализа культур зеленых корней мягкой пше-
ницы. Микроскопический анализ заключался 
в обнаружении хлоропластов, а биохимический 
анализ – в изучении активности некоторых ком-
понентов антиоксидантной системы. В  произ-
водстве условия культивирования культур кор-
ней могут варьировать в  большей степени, чем 
в  лаборатории. К  тому  же способность у  куль-
тур корней к  интенсивному росту при норме 
и  устойчивость к  абиотическим стрессам часто 
коррелируют между собой  [12]. Поэтому в  экс-
периментах in vitro с зелеными корнями мягкой 
пшеницы был использован также стреcc-фак-
тор – засоление.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Морфометрический анализ культур зеленых 

корней пшеницы при действии NaCl. В  ходе пре-
дыдущих исследований, посвященных индук-
ции органогенеза в  каллусах мягкой пшеницы 
(Triticum aestivum L.) сорта Фишт, полученных из 
зрелых зародышей [11] изредка образовывались 
зеленые корни. В ходе этих экспериментальных 
работ были обнаружены 3 зеленых корня, кото-
рые были изолированы от каллуса и  культиви-
ровались отдельно в  чашках Петри на твердых 
МС-средах (50% концентрация минеральной 
основы МС-среды, 14 г/л сахарозы, 60 мг/л ино-
зитола, 2 мг/г глицина, 1 мг/л тиамина и 1 мг/л 
никотиновой кислоты, 7 г/л агара) без добав-
ления регуляторов роста в  течение нескольких 
месяцев. Какие-либо специфичные условия 
культивирования каллусов для целенаправлен-
ной индукции зеленых корней определить не 
удалось. Они  образовывались спонтанно на 
стандартных питательных средах при нормаль-
ных условиях, но очень редко. Зеленые корни 
по мере роста делили на части и пересаживали 
на свежую МС-среду один раз в  месяц. В  ито-
ге от этих трех зеленых корней были получены 
17 условных линий, пронумерованных нами от 1 
до 17. Таким образом, все эти 17 анализируемых 
линий происходили от 3 изначально полученных 
зеленых корней.

Все опыты по морфометрии линий зеленых 
корней проводили в чашках Петри с агаризован-
ной МС-средой. Анализируемые линии корней 
культивировали в  камере роста KBW-240 (Bind-
er, Германия) при температуре 25°С, 16-часовом 
фотопериоде и освещенности ~140 мкмоль/(м2 с). 
Для экспериментов использовали молодые зеле-
ные корни пшеницы, имевшие длину от 1 до 5 см. 
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Морфометрический анализ заключался в  изме-
рении длины корней каждые 7 дней в  течение 
28 дней культивирования. Всего было проведено 
4 измерения. Для создания стрессовых условий 
опыты проводились в  чашках Петри с  агаризо-
ванной МС-средой, содержащей 100 мМ NaCl. 
Концентрация NaCl была подобрана в предыду-
щих опытах с культурами волосовидных корней 
табака. Данная концентрация NaCl значительно 
(до 10 раз) замедляла рост и вызывала гибель не 
более 10% образцов корней после 30 дней куль-
тивирования [12]. При нормальных условиях вы-
ращивали 9 линий, а при действии засоления – 
8 линий. Для каждой линии выборка составляла 
3  корня (n = 3) с  одинаковой изначальной дли-
ной. Обычные корни пшеницы в  качестве кон-
троля использовать не удалось, так как они на 
безгормональных средах после изоляции от кал-
луса или побега полностью переставали расти ко 
времени первого измерения (7 дней).

Фиксация и  микроскопический анализ зеле-
ных корней пшеницы. Корни пшеницы фикси-
ровали в  4% формалине на фосфатном буфере 
(pH 7.2) в течение 4 ч при комнатной температу-
ре. Далее их переносили в 30% глицерин, приго-
товленный на 2% ДМСО, и выдерживали 30 мин 
при комнатной температуре. Затем корни пе-
рекладывали в  “просветляющий раствор” для 
подготовки к просмотру препаратов под микро-
скопом. Состав “просветляющего раствора”: 
3.7 М KI и 12.5 мМ Na2S2O3 в 100 мл 2% ДМСО. 
Далее 35  мл этого раствора смешивали с  65 мл 
100% глицерина. Корни пшеницы выдерживали 
в  “просветляющем растворе” не меньше 1.5  ч, 
после этого готовили временные препараты 
в 50% глицерине [13].

Препараты корней нарезались на полуав-
томатическом криостате Leica CM1520 (Leica 
Biosystems Nussloch GmbH, Германия). Толщина 
препаратов составляла 60 мкм для того, чтобы 
при разрезании корней на криостате был сохра-
нен интактный слой клеток для просмотра на 
флуоресцентном микроскопе. Фотографиро-
вали клетки паренхимы корней в  центральной 
части зоны всасывания. Таким же образом про-
водили микроскопию зеленых корней водяного 
ореха и  зеленых клубней картофеля, у  которых 
наличие хлоропластов в этих органах хорошо из-
вестно. В работе использовали флуоресцентный 
микроскоп Biozero BZ-8100 (Keyence, Япония).

Определение содержания хлорофиллов a и  b. 
Навеску (около 100 мг) измельченных корней 
помещали в  ступку и  растирали с  небольшим 
количеством жидкого азота. Полученный го-
могенат собирали в пробирку и добавляли 96% 
этиловый спирт. Полученный экстракт содер-
жит сумму зеленых и  желтых пигментов  [14]. 
Для  расчета концентраций хлорофиллов a и  b 
в  экстракте определяли его оптическую плот-

ность спектрофотометрически при длинах волн, 
соответствующих максимумам спектра погло-
щения исследуемых пигментов в  96% этиловом 
спирте. Для хлорофилла а максимум поглощения 
находится при λ = 665 нм, для хлорофилла b – при 
λ = 649 нм. Концентрацию хлорофиллов a (Сa, 
мг/л) и b (Сb, мг/л) рассчитывали по формуле: 

Сa = 13.70 × А665 – 5.76 × А649, 

Сb = 25.8 × А649 – 7.60 × А665, 

где А665 и А649 – оптическая плотность раствора 
при длинах волн 665 и  649 нм соответственно. 
Содержание хлорофиллов а и b выражали в мкг/г 
сырой массы.

Анализ антиоксидантной системы культур зе-
леных корней пшеницы. Для проведения анализа 
стресс-опосредованных изменений антиокси-
дантной системы культуры зеленых и  обычных 
корней пшеницы выращивали в течение 30 дней 
в условиях действия 100 мМ NaCl, согласно ме-
тоду, ранее использованному нами для биохи-
мического анализа волосовидных корней таба-
ка [12]. Активность антиоксидантных ферментов 
и содержание пролина была пересчитана на 1 г 
сырой массы корней. Все биохимические иссле-
дования проводили в 15 повторностях (n = 15).

Для определения активности супероксид-
дисмутазы (СОД) применяли метод, основан-
ный на способности фермента конкурировать 
с  нитросиним тетразолием за супероксидные 
анион-радикалы  [15]. Активность каталаз опре-
деляли по скорости деградации молекул пе-
рекиси водорода  [16]. Количество малонового 
диальдегида определяли с  помощью тиобарби-
туровой кислоты  [17]. Для  определения содер-
жания пролина использовали метод Khedr с со-
авт.  [18]. Экстракцию пероксидазы проводили 
по Chaouch с соавт.  [19], измерение ее активно-
сти – по Bindschedler с соавт. [20].

Статистический анализ. Результаты всех ис-
следований представлены в виде гистограмм со 
средними значениями выборки, бары обозна-
чают стандартную ошибку среднего (M ± SEM). 
Достоверность различий во всех эксперимен-
тах оценивали при помощи U-критерия Манна-
Уитни (P ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфометрический анализ культур зеленых 

корней пшеницы при нормальных условиях 
и при действии NaCl

На безгормональных питательных средах 
обычные культуры корней пшеницы росли 
очень медленно и к 7 суткам переставали расти 
(рис. 1а). Из-за этого морфометрический анализ 
культур обычных корней пшеницы провести не 
удалось. В то же время зеленые корни пшеницы 
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(a) (б)

Рис. 1. Внешний вид культур корней мягкой пшеницы, полученных in vitro: (а) – обычные корни, (б) – зеленые 
корни. Масштаб – 1 см.
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Рис. 2. Длина зеленых корней пшеницы (линии 1–9) при стандартных условиях культивирования (а) и при добав-
лении в МС-среду 100 мМ NaCl (б).
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показывали довольно интенсивный и неограни-
ченный по времени рост (рис. 1б). Рост зеленых 
корней при засолении замедлился в  среднем 
в  1.5  раза, по сравнению с  нормальными усло-
виями (рис. 2). При  нормальных условиях наи-
большая длина и  довольно интенсивный рост 
был характерен для линий 1, 4 и 5 (рис. 2а). Наи-
большая скорость роста обнаруживалась у  ли-
ний 1, 3, 4 и 9. Медленнее всего при нормальных 
условиях росли линии 6, 7 и 8 (рис. 2а). При дей-
ствии NaCl лучше всего росли линии 1, 3 и  6 
(рис.  2б). Худшие результаты показали зеленые 
корни линий 2 и 4 (рис. 2б).

Микроскопический анализ 
зеленых корней пшеницы

На поперечном срезе (рис. 3а, б) видно, что 
некоторые паренхимные клетки мезофилла 
зеленых корней пшеницы содержат довольно 
большое число хлоропластов. Все  эти хлоро-
пласт-содержащие клетки расположены вокруг 
центрального цилиндра (рис. 3б). К  особен-
ностям зеленых корней в  отличие от обычных 
можно отнести наличие очень больших меж-
клетников, рыхлое расположение паренхимных 
клеток мезофилла и  отсутствие жесткой экзо-
дермы (рис. 3а, б). Продольный срез часто при-
водил к разрушению структуры зеленых корней 

с сохранением целостности лишь центрального 
цилиндра (рис. 3г), тогда как обычные корни 
пшеницы сохраняли свою структуру (рис. 3в). 
На рис. 3г хорошо видно, что хлоропласт-содер-
жащие паренхимные клетки расположены в  ос-
новном вокруг центрального цилиндра, клетки 
которого, в свою очередь, не содержат хлоропла-
стов, так же, как и расположенные снаружи па-
ренхимные клетки (рис. 3б).

Для зеленых корней была характерна мень-
шая плотность расположения хлоропластов 
в  клетке, по сравнению с  листьями пшеницы 
(рис. 4а, б), но ввиду больших размеров клеток 
мезофилла корней на одну клетку приходилось 
несколько десятков хлоропластов (рис. 3г).

Одним из хорошо известных природных 
фотосинтезирующих корней являются зеле-
ные корни водяного ореха  [9]. Мы  приготови-
ли микрофотографии поперечного (рис. 4в) 
и  продольного (рис. 4г) срезов зеленых корней 
водяного ореха, произрастающих в  аквариуме. 
В  данном случае почти все паренхимные клет-
ки мезофилла корней содержали хлоропласты 
(рис.  4в, г). Хлоропласты не обнаруживались 
только в клетках центрального цилиндра и экзо
дермы. Необходимо отметить, что для зеленых 
корней водяного ореха была характерна чет-
ко обособленная и  довольно жесткая экзодер-

(a) (б)

(в) (г)

Рис. 3. Поперечный (а, б) и продольный (в, г) срезы обычных (а, в) и зеленых (б, г) корней мягкой пшеницы, расту-
щих в условиях in vitro. ЦЦ – центральный цилиндр корня, М – паренхимные клетки мезофилла, Хл – паренхим-
ные клетки корня с хлоропластами, Э – экзодерма. Увеличение ×160. Масштаб – 50 мкм.
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ма  (рис.  4в), в  отличие от зеленых корней пше-
ницы (рис. 3б). Возможно, это связано с тем, что 
зеленые корни водяного ореха являются специ-
ализированным фотосинтезирующим органом 
и  растут в  природных условиях  [9], тогда как 
зеленые корни пшеницы индуцируются только 
в  экспериментальных условиях in vitro. Еще  од-
ним подземным органом, способным к накопле-
нию хлоропластов в  клетках, являются клубни 
картофеля. Мы получили микрофотографии по-
перечных срезов позеленевших на свету клубней 
картофеля и также в паренхимных клетках обна-
ружили хлоропласты (рис. 4д, е). Отличительной 
особенностью клеток клубней картофеля было 
то, что хлоропласты в них всегда располагались 

компактно, как виноградные грозди, тогда как 
остальные части клеток были заполнены крах-
мальными зернами (рис. 4д, е). Таким образом, 
у  зеленых корней пшеницы внутренняя струк-
турная организация была такой  же, как у  при-
родных зеленых корней водяного ореха.

Содержание хлорофиллов a и b 
в зеленых корнях пшеницы

Измерение содержания хлорофилла показа-
ло, что в зеленых корнях он присутствует (рис. 5). 
Во всех анализируемых зеленых корнях обнару-
живалось примерно одинаковое количество хло-
рофиллов a и b. Больше всего хлорофилла a было 

(a) (б)

(в) (г)

(д) (е)

Рис. 4. Поперечный (а, б, в, д, е) и продольный (г) срезы листьев мягкой пшеницы (а, б), зеленых корней водяного 
ореха (в, г) и позеленевших клубней картофеля (д, е). ЦЦ – центральный цилиндр корня, М – паренхимные клетки 
мезофилла, Э – экзодерма. Увеличение ×160 (а–д), ×320 (е). Масштаб – 50 мкм.
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обнаружено у линии 8, а меньше всего у линии 2. 
Хлорофилла b содержалось больше всего также 
у линии 8, а меньше всего у линии 4. У линий 1, 4, 
5 и 8 было большее содержание хлорофилла а, а 
у линий 2, 3 и 7 было большее содержание хлоро-
филла b (рис. 5).

Анализ антиоксидантной системы 
зеленых корней пшеницы

При анализе антиоксидантной системы 
при нормальных условиях было использова-
но 11  линий зеленых корней и  4 линии обыч-
ных корней в качестве контроля. При действии 
NaCl было использовано 8 линий зеленых кор-
ней и 9 линий обычных корней в качестве кон-
троля. При этом номера линий зеленых корней 
в данном эксперименте совпадают с номерами 
линий при морфометрическом анализе. Одна-
ко эти эксперименты проведены в разное время 
и  число проанализированных линий при нор-
мальных условиях было больше на 2, чем при 
морфометрическом анализе.

Активность СОД (рис. 6а, б) в среднем у зе-
леных корней при нормальных условиях была 
выше в 2 раза, чем при засолении. У обычных 
корней активность СОД при нормальных ус-
ловиях была выше, чем при засолении в 6 раз. 
При  нормальных условиях в  зеленых корнях 
активность СОД в  среднем была в  2.5 раза 
выше, чем в  контрольных линиях (рис. 6а). 
При  засолении в  зеленых корнях активность 
СОД в среднем также была в 2 раза выше, чем 
в  контрольных линиях (рис. 6б). При  нор-
мальных условиях наибольшая активность 
СОД была характерна для линий зеленых кор-
ней 5 и 8, а наименьшая для линии 6 (рис. 6а). 
При  засолении наибольшая активность СОД 
была обнаружена у линий 3 и 6, а наименьшая 
для линий 2 и 4 (рис. 6б).

Количество пролина (рис. 6в, г) у зеленых 
корней при засолении было меньше, чем при 
нормальных условиях в  среднем в  2.5 раза. 
У  обычных корней количество пролина при 
стрессовых условиях было ниже примерно 
в  3  раза по сравнению с  нормальными усло-
виями. При  нормальных условиях в  линиях 
зеленых корней количество пролина в среднем 
было в 2.5 раза выше, чем в контрольных лини-
ях (рис. 6в). При засолении в линиях зеленых 
корней количество пролина также в  среднем 
было почти в 3 раза выше, чем в контрольных 
линиях (рис. 6г). При  нормальных условиях 
наибольшее содержание пролина было харак-
терно для линий зеленых корней 4 и  5, а  наи-
меньшее для линии 8 (рис. 6в). При засолении 
наибольшее содержание пролина было обна-
ружено у линий 1 и 3, а наименьшее для линий 
5 и 6 (рис. 6г).

Активность каталазы (рис. 7а,  б) у  зеленых 
корней при нормальных условиях превышала 
в среднем в 6 раз ее активность при засолении. 
У обычных корней активность каталазы при нор-
мальных условиях была в  среднем больше в  10 
раз, чем при засолении. Существенной разни-
цы между обычными и  зелеными корнями при 
нормальных условиях не наблюдалось (рис. 7а). 
При  засолении активность каталазы у  зеленых 
корней была немного выше, чем у обычных кор-
ней (рис. 7б). При  нормальных условиях наи-
большая активность каталазы была характерна 
для линий зеленых корней 4 и 5, а наименьшая 
для линий 6 и  7 (рис. 7а). При  засолении наи-
большая активность каталазы была обнаружена 
у линий 1, 3 и 6, а наименьшая для линий 2 и 4 
зеленых корней (рис. 7б).

Активность пероксидазы (рис. 7в, г) в  зе-
леных корнях при нормальных условиях была 
выше ее активности при засолении в  среднем 
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Рис. 5. Содержание хлорофиллов a и b в зеленых корнях мягкой пшеницы (линии 1–8).
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в  2.5 раза. При  засолении у  обычных корней 
активность пероксидазы была очень низкой 
(рис.  7г). При  нормальных условиях в  линиях 
зеленых корней активность пероксидазы в сред-
нем была в  2.5 раза выше, чем в  контрольных 
линиях. При нормальных условиях наибольшая 

активность пероксидазы была характерна для 
линий зеленых корней 1 и 5, а наименьшая для 
линий 7 и  8 (рис. 7в). При  засолении наиболь-
шая активность пероксидазы была обнаружена 
у линий 3 и 6, а наименьшая для линий 2 и 4 зе-
леных корней (рис. 7г).
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Рис. 7. Активность каталазы (а, б) и пероксидазы (в, г) в корнях пшеницы: а, в – при нормальных условиях (линии 
зеленых корней – 1–11, линии обычных корней – 12–15); б, г – при добавлении в МС-среду 100 мМ NaCl (линии 
зеленых корней – 1–8, линии обычных корней – 9–17).

Рис. 6. Активность супероксиддисмутазы (а, б) и содержание пролина (в, г) в корнях пшеницы: а, в – при нормаль-
ных условиях (линии зеленых корней – 1–1, линии обычных корней – 12–15); б, г – при добавлении в МС-среду 
100 мМ NaCl (линии зеленых корней – 1–8, линии обычных корней – 9–17).
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ОБСУЖДЕНИЕ
Волосовидные корни растений, полученные 

путем генетической трансформации с  A.  rhi-
zogenes характеризуются высокими темпами 
роста на безгормональных питательных сре-
дах [7, 21]. Такие способные к изолированному 
росту культуры корней находят применение не 
только в  качестве продуцентов корневых вто-
ричных метаболитов, но и в фундаментальных 
исследованиях  [12]. В  более ранних исследо-
ваниях нам не удалось получить волосовидные 
корни мягкой пшеницы  [22]. О  создании во-
лосовидных корней мягкой пшеницы другими 
авторами также не сообщалось, хотя генети-
ческая трансформация злаковых при помощи 
A. rhizogenes все же возможна и может приводить 
к  индукции таких корней  [23]. В  ходе морфо-
метрического анализа выяснилось, что изоли-
рованные культуры корней мягкой пшеницы 
на питательных средах без добавления регу-
ляторов роста ауксиновой природы не растут. 
В этой связи обнаруженные нами зеленые кор-
ни могут стать альтернативой истинным воло-
совидным корням, которые довольно трудно 
получить у  однодольных. При  этом культуры 
зеленых корней мягкой пшеницы все же растут 
намного медленнее, чем типичные волосовид-
ные корни двудольных. К  примеру, при нор-
мальных условиях волосовидные корни табака 
росли в  3-8 раза быстрее зеленых корней мяг-
кой пшеницы [12]. При действии 100 мМ NaCl 
темпы роста зеленых корней мягкой пшеницы 
падали примерно в  2 раза, похожие результа-
ты нами были получены и  для волосовидных 
корней [12]. Обычные корни мягкой пшеницы 
при нормальных условиях показывали очень 
низкие темпы роста, причем только в  течение 
нескольких дней после их пересадки, далее они 
полностью переставали расти и  через 1 месяц 
культивации обычно погибали.

Как и  предполагалось, микроскопический 
анализ зеленых корней показал наличие в  их 
клетках хлоропластов (рис. 3б, г). Хлоропласты 
обнаруживались только в  паренхимных клет-
ках корня, также как и  у  природных фотосин-
тезирующих корней водяного ореха (рис. 4в, г). 
В  наружных клетках экзодермы и  в  клетках 
центрального цилиндра как у  зеленых корней 
мягкой пшеницы, так и в фотосинтезирующих 
корнях водяного ореха хлоропластов не было. 
Отличительной чертой зеленых корней водяно-
го ореха была четко выделяемая и  жесткая эк-
зодерма (рис. 4в), что может быть связано с тем, 
что у данного растения такие корни – природ-
ная особенность и  росло оно не в  условиях in 
vitro, а в обычном аквариуме. С другой стороны, 
у  обычных корней мягкой пшеницы, росших 
в  условиях in vitro, экзодерма также четко вы-
делялась (рис. 3а). Таким образом, для зеленых 

корней мягкой пшеницы были обнаружены ряд 
нарушений гистологической структуры корня, 
такие как большие размеры межклетников, от-
сутствие четко выделяемой экзодермы, что под-
тверждает мысль о том, что зеленые корни мяг-
кой пшеницы это не норма, а феномен, изредка 
возникающий в условиях in vitro. С другой сто-
роны, зеленые корни в целом все же имели ти-
пичное гистологическое строение корней и по 
локализации хлоропласт-содержащих клеток 
были схожи с  природными фотосинтезирую-
щими корнями водяного ореха. Также необхо-
димо отметить, что, по нашим наблюдениям, 
ни волосовидные, ни обычные корни многих 
растений в  культуре in vitro не зеленеют даже 
при выращивании в  условиях интенсивно-
го света. Это  говорит об особенностях корней 
мягкой пшеницы, у  которых, видимо, возмож-
ность индукции хлоропластов все же заложена 
природой этого вида.

Дополнительным доказательством нали-
чия фотосинтеза в  зеленых корнях стало вы-
явление в них пигментов – хлорофиллов a и b. 
Корреляции между содержанием хлорофилла 
и результатами морфометрического анализа не 
обнаруживались. В  целом все проанализиро-
ванные линии зеленых корней пшеницы были 
близки по содержанию обеих форм хлорофил-
ла (рис. 5). Содержание хлорофилла а в листьях 
мягкой пшеницы составляет порядка 2  мг/г 
сырой массы, а хлорофилла b – 0.5 мг/г сырой 
массы  [24]. В  зеленых корнях  же обнаружива-
лось намного меньше хлорофилла а (примерно 
в  80 раз) и  хлорофилла b (примерно в  20  раз). 
Таким образом, содержание хлорофилла в  зе-
леных корнях было в десятки раз меньше, чем 
в листьях. В связи с этим, можно полагать, что 
и  эффективность фотосинтеза в  зеленых кор-
нях была намного ниже, чем в  листьях. Ос-
новным отличием зеленых корней было вы-
сокое значение соотношения хлорофилла 
b к  хлорофиллу а  – в  среднем 1 : 1, тогда как 
в  листьях пшеницы оно в  среднем составляло 
1 : 4  [24]. Сообщалось, что содержание хлоро-
филла b увеличивается в  условиях недостат-
ка освещения  [25], что может способствовать 
увеличению эффективности фотосинтеза в  та-
ких условиях [26]. Но в работе использовалась 
стандартная камера KBW-240 (Binder, Герма-
ния) с  лампами дневного света, обеспечиваю-
щими освещенность ~140 мкмоль/(м2 с), что 
вполне достаточно для мягкой пшеницы  [27]. 
В то же время высокая величина соотношения 
хлорофиллов а/b часто служит признаком вы-
сокой потенциальной интенсивности фото-
синтеза  [28], что характерно для листьев, а  не 
зеленых корней пшеницы. Таким образом, зе-
леные корни – это несбалансированная систе-
ма с низкой эффективностью фотосинтеза, по 
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сравнению со специализированным органом – 
листьями.

Ввиду отсутствия настоящих волосовид-
ных корней пшеницы, при анализе антиокси-
дантной системы можно привести сравнение 
зеленых корней пшеницы с  волосовидными 
корнями табака из нашей предыдущей рабо-
ты  [12]. При  действии NaCl активность СОД 
в волосовидных корнях табака оставалась при-
мерно такой же, как при норме [12]. У зеленых 
корней пшеницы при нормальных условиях 
наблюдали примерно такой  же уровень актив-
ности СОД, а  при засолении активность СОД 
падала в  среднем в  2 раза (рис. 6а,  б). У  обыч-
ных корней пшеницы активность СОД была 
ниже, чем у  волосовидных корней табака и  зе-
леных корней пшеницы. Что касается пролина, 
то его содержание у волосовидных корней при 
засолении увеличивалось [12], тогда как у зеле-
ных корней его содержание в этих же условиях 
снижалось (рис. 6в, г). Интересно то, что изна-
чальное количество пролина при норме в зеле-
ных и волосовидных корнях было сопоставимо. 
У зеленых корней пшеницы в отличие от воло-
совидных корней табака при засолении также 
уменьшалась каталазная активность (рис. 7а, б). 
У  волосовидных корней табака при засолении 
каталазная активность повышалась [12]. Таким 
образом, основным отличием зеленых корней 
пшеницы от волосовидных корней табака при 
засолении было наличие негативных измене-
ний в  компонентах антиоксидантной системы. 
Еще  более существенные негативные измене-
ния в  компонентах антиоксидантной системы 
обнаруживались у  обычных корней пшеницы 
при засолении. При нормальных условиях наи-
более высокие уровни пролина и  активностей 
СОД, каталазы и пероксидазы были характерны 
для линий 4 и  5 (рис. 6, 7). Необходимо отме-
тить, что именно эти две линии демонстриро-
вали наиболее высокие темпы роста при норме 
(рис. 2а). При действии NaCl наиболее высокие 
уровни пролина и  активностей антиоксидант-
ных ферментов были характерны для линий 1, 
3 и 6 (рис. 6, 7). Эти же линии наиболее быстро 
росли в  условиях засоления (рис. 2б). Исходя 
из этих данных можно говорить о  том, что зе-
леные корни пшеницы и волосовидные корни 
табака с позитивными параметрами компонен-
тов антиоксидантной системы чаще всего так-
же характеризуются и более высокими параме-
трами роста на культуральной среде как при 
норме, так и при действии NaCl. Очень низкие 
уровни активности пероксидазы у  обычных 
корней пшеницы при засолении сопровожда-
лись отсутствием роста и их гибелью в стрессо-
вых условиях.

Можно предположить, что наличие фото-
синтеза обеспечивает корни пшеницы мини-

мально необходимыми для роста в изолирован-
ной культуре фитогормонами. Действительно, 
рост волосовидных корней в  изолированной 
культуре обеспечивается за счет влияния на 
цитокининовый и ауксиновый сигналинги [29]. 
Хорошо известно, что хлоропласты не только 
обеспечивают фотосинтез, но и  биосинтез аук-
синов и  цитокининов  [30]. С  другой стороны, 
сами эти два фитогормона способствуют усиле-
нию фотосинтеза [31]. Таким образом, в зеленых 
корнях вероятнее всего накапливается больше 
фитогормонов, чем в обычных корнях пшеницы, 
что и позволяет им расти неограниченно на без-
гормональных питательных средах.

В результате работы нами получены зеленые 
корни мягкой пшеницы, способные к  неогра-
ниченному росту на безгормональных пита-
тельных средах в изолированной культуре, в том 
числе в условиях засоления. В зеленых корнях 
мягкой пшеницы обнаружены хлоропласты 
и  пигмент хлорофилл, что свидетельствует 
о  том, что в  них происходит процесс фотосин-
теза. Зеленые корни характеризовались боль-
шим содержанием пролина и  более высокой 
активностью супероксиддисмутазы, каталазы 
и  пероксидазы, чем обычные корни пшеницы 
как при норме, так и  при засолении. Зеленые 
корни могут стать альтернативой волосовид-
ным корням, которые очень трудно получить 
у злаковых, для их использования как в фунда-
ментальных исследованиях, так и в прикладных 
целях.
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Определены ростовые характеристики и компонентный состав полифенольных соединений кал-
лусных культур клеток лаванды узколистной (Lavandula angustifolia Mill.), выращенных на пита-
тельных средах различного состава. Одним из продуктивных биотехнологических подходов к ре-
гуляции синтеза вторичных метаболитов является добавление в питательную среду фитогормонов. 
Было установлено, что на накопление фенольных соединений (фенольных кислот, флавонои-
дов, антоцианов) может положительно влиять присутствие α-нафтилуксусной кислоты (НУК), 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д), 6-бензиламинопурина (БАП) и кинетина. Для ка-
ждой питательной среды были построены кривые роста и рассчитаны ростовые параметры. Анализ, 
проведенный с использованием методов обратнофазной ВЭЖХ с УФ-спектрофотометрической 
детекцией, позволил выявить во всех образцах каллусных культур лаванды розмариновую кисло-
ту в качестве мажорного соединения. Выявлены закономерности накопления розмариновой кис-
лоты под влиянием таких факторов, как освещенность и состав питательной среды. Из четырех 
исследованных сред наиболее высокие значения ростовых параметров и содержания розмарино-
вой кислоты (1.26 ± 0.13%) были получены на среде, содержащей 2.0 мг/л α-НУК и 0.1 мг/л БАП.
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ВВЕДЕНИЕ
Культуры лекарственных растений in vitro, 

в том числе каллусные культуры, не нашли ши-
рокого применения в  фармацевтической ин-
дустрии (за исключением немногих успешных 
проектов  [1]). Это  может объясняться трудоем-
костью масштабирования (трансфера) техно-
логии из лаборатории в производство, высокой 
затратностью производства, сложностью стан-
дартизации культур из-за разнородности содер-
жания синтезируемых вторичных метаболитов, 
возможностью синтеза минорных веществ, при-
сутствующих в  интактных растениях в  следо-
вых количествах. Последняя из вышеуказанных 
причин не всегда является недостатком, так как 
при подборе определенных условий в культурах 
in vitro может быть достигнуто избирательное 
накопление биологически активных веществ 
(БАВ). Помимо этого, культивирование in vitro 
дает возможность строго контролировать и  ре-
гламентировать процесс выращивания и  содер-

жание вторичных метаболитов в  получаемых 
продуктах. Несмотря на ограничения промыш-
ленного использования, различные культуры 
растений in vitro нашли применение в  космето-
логии и  производстве биологически активных 
добавок (БАД) [2].

Лаванда узколистная (Lavandula angustifolia 
Mill.) из сем. Lamiaceae  – эфиромасличная 
культура, широко используемая в  косметоло-
гии и  парфюмерии. Состав эфирного масла ла-
ванды узколистной хорошо изучен [3, 4]. В нем 
преобладают линалилацетат, 1,8-цинеол, лина-
лоол, α-терпинеол, лимонен, камфора. Среди 
полифенольных соединений в надземной части 
лаванды обнаружены фенольные кислоты (роз-
мариновая, феруловая, галловая, хлорогеновая, 
эллаговая и  кофейная кислоты) и  флавоноиды 
(в  основном, производные апигенина, лютео-
лина и  кверцетина, кумарины и  танины)  [5, 6]. 
Надземная часть, цветки и  эфирное масло ла-
ванды обладают противогрибковым, антибак-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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териальным, неврологическим, противомикроб-
ным, антипаразитарным, антидиабетическим 
и  обезболивающим действием  [7–9]. Комплекс 
полифенольных соединений обладает выражен-
ной способностью к  подавлению свободных ра-
дикалов; наибольшую активность проявляют 
розмариновая и изосальвианоловая кислоты, ла-
вандуфурандиол и  лавандуфлюорен  [10]. Пере-
чень лекарственных средств на основе сырья ла-
ванды ограничен. Сырье лаванды входит в состав 
ряда БАД седативного (“Кармолис®”  – капли 
для приема внутрь, “Лаванда-антистресс, капсу-
лы” (ЗАО “Эвалар”), “Олеокапс №  7” (ООО 

“Русбио”) и  др.), мочегонного, противосудорож-
ного, спазмолитического действия (“Лаванды 
цветки и трава” (ООО “Компания Хорст”) и др.).

Естественный ареал лаванды узколистной 
охватывает горные районы Средиземноморья 
от Испании до Франции и  Италии. Несмотря 
на высокую приспособленность лаванды к  раз-
личным климатическим условиям, в  России 
территории, пригодные для ее выращивания 
в  промышленных масштабах, расположены на 
Крымском полуострове и  в некоторых районах 
Краснодарского края.

Ценность сырья лаванды узколистной наряду 
с  трудностями выращивания на территории РФ 
требует внедрения эффективных методов культи-
вирования in vitro, в том числе для производства 
ценных вторичных метаболитов. Наиболее изуче-
ны возможности клонального микроразмноже-
ния лаванды [11], тогда как каллусные культуры 
исследовались, главным образом, с точки зрения 
ростовых характеристик и  способности к  орга-
ногенезу  [12]. Представляется целесообразным 
оценка химического состава каллусных культур 
и оптимизация условий культивирования для до-
стижения максимального выхода БАВ.

Цель работы  – исследование особенностей 
роста, качественная и  количественная оценка 
вторичных метаболитов фенольной природы, 
оптимизация условий культивирования каллус-
ных культур Lavandula angustifolia для достиже-
ния максимального выхода БАВ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проведены на базе лаборато-

рии культур растительных клеток ФГБОУ ВО 
“Санкт-Петербургский государственный хими-
ко-фармацевтический университет” (СПХФУ) 
Минздрава России в 2022 – 2023 г.

Введение в  культуру in vitro. В  качестве объ-
ектов исследования использованы каллусные 
культуры лаванды узколистной, полученные 
в 2021 г. [13]. Растительный материал для введе-
ния в культуру in vitro получали в питомнике ле-
карственных растений СПХФУ (пос. Лемболово, 
Ленинградская область).

Питательную среду готовили по прописи 
Мурасиге-Скуга (MS) [14] с добавлением α-наф-
тилуксусной кислоты (α-НУК), 2,4-дихлорфе-
ноксиуксусной кислоты (2,4‑Д), 6-бензилами-
нопурина (БАП) и  кинетина. В  большинстве 
работ, посвященных оптимизации каллусогене-
за представителей семейства Lamiaceae и, в част-
ности, лаванды узколистной  [15, 16], среди ци-
токининов отдается предпочтение БАП. В 2015 г. 
Nishikawa с  соавт.  [17] провели сравнительный 
анализ различных сочетаний индолилуксусной 
кислоты (ИУК), 2,4-Д, кинетина и  БАП для 
каллусных культур L. angustifolia. Наилучшие 
результаты достигались на средах, дополнен-
ных 2 мг/л БАП и 2 мг/л 2,4-Д. Кинетин, в свою 
очередь, показывал посредственные результаты, 
в особенности при культивировании на свету и в 
сочетании с 2,4‑Д. На основании литературных 
данных были предложены сочетания гормонов, 
приведенные в таблице. 1.

Таблица 1. Составы и  условные обозначения пита-
тельных сред, используемых для культивирования 
каллусных культур Lavandula angustifolia

Условное 
обозначение Содержание фитогормонов

К (контроль) α-НУК 
(2.0 мг/л)

Кинетин 
(0.001 мг/л)

2Д 2,4-Д (2.0 мг/л) БАП (2.0 мг/л)

1Н α-НУК (1.0 мг/л) БАП (0.5 мг/л)

2Н α-НУК (2.0 мг/л) БАП (0.1 мг/л)

Культивирование осуществляли в сосудах объ-
емом 250 мл (объем питательной среды составлял 
50 ± 5 мл), закрытых ватно-марлевой пробкой 
и  бумагой, при температуре 25°C и  влажности 
воздуха, равной 60–70%, для предотвращения ис-
парения влаги из питательной среды и усыхания 
культур. Культивирование проводили параллель-
но в темноте (т) и на свету (с), с соблюдением фо-
топериода длительностью в  16 ч. Освещенность 
в световой комнате была равна 10000 Лк. [18]. Пе-
ресадку культур осуществляли в  ламинар-боксе 
в помещении класса С, квалифицированного по 
стандартам GMP. Цикл субкультивирования со-
ставлял 21 сут.

Определение жизнеспособности клеток. До на-
чала цикла культивирования часть культуры, 
предназначенной для пассажа, брали для микро-
скопического анализа. В  качестве витального 
красителя использовали нейтральный красный. 
Микрофотографии клеток получены с  помо-
щью цифровой камеры Bresser LCD 50x-2000x 
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(“Bresser”, Германия) с  применением техники 
“давленый” препарат при увеличении х200.

Определение ростовых параметров. Предва-
рительно взвешенные при пересадке культуры 
принимали за начальную массу (m0), по дости-
жении заданной временной точки вновь измеря-
ли массу культуры (mi). Все измерения проводи-
ли на сырой вес.

Индекс роста определяли по формуле:

0

0

maxm m
I

m
−

= , где:

mmax  – масса культуры в  фазе максимального 
прироста (г);
m0 – начальная масса (г).

Удельную скорость роста в  экспоненциаль-
ной фазе (μ) определяли по формуле:

2 1

2 1

lnm lnm
t t

µ
−

=
−

, где:

μ – удельная скорость роста, сут.–1;
lnm2 и  lnm1  – логарифмические индексы роста 
массы культуры в  конечный и  начальный мо-
мент экспоненциальной фазы, соответственно 
(с  учетом того, что различием между начальны-
ми массами можно в данном случае пренебречь);
t2 и t1 – время начала и конца экспоненциальной 
фазы роста;
m2 и m1 – масса в конце и в начале экспоненци-
альной фазы.

Определение границ фаз производили по 
кривой роста в полулогарифме.

Время удвоения биомассы (τ) рассчитывали 
по формуле:

2lnτ
µ

= , где:

τ – время удвоения биомассы, сут.;
μ – удельная скорость роста, сут.–1.

Фитохимический анализ. Каллусные куль-
туры высушивали в  потоке воздуха (40°С)  в 
сушильном бытовом шкафу СП-100 (“Нефте-
химгрупп”, Россия) и измельчали. Высушенную 
биомассу хранили в пенициллиновых флаконах 
при комнатной температуре в сухом темном ме-
сте. Для  сравнительного фитохимического ана-
лиза использовали лекарственное растительное 
сырье (ЛРС)  – высушенные и  измельченные 
цветки и листья лаванды узколистной (произво-
дитель ООО “Хорст”, Россия).

Качественный анализ групп БАВ проводили 
с помощью общепринятых фитохимических ме-
тодов, рекомендованных Государственной фар-
макопеей РФ [19].

Для определения компонентного состава 
каллусной культуры методом ВЭЖХ использо-
вали извлечения, полученные с  помощью 96% 
этилового спирта методом экстракции на во-
дяной бане в  течение 5 мин при соотношении 

сырье : экстрагент 1 : 4. Аналитическая хрома-
тографическая система состояла из жидкостно-
го хроматографа Shimadzu prominence LC‑20AD, 
оснащенного автосамплером Shimadzu 
Prominence SIL-20A (“Shimadzu”, Япония), ко-
лонкой Supelcosil LC-18 25 см  × 4.6 мм, 5 мкм 
(“Sigma-Aldrich”, США) и  диодно-матричным 
детектором Shimadzu Prominence SPD-M20A 
(“Shimadzu”, Япония). Система подвижной 
фазы состояла из элюента  А  – воды ультрачи-
стой, полученной с  использованием системы 
arium® mini (“Sartorius”, Германия) с  добавле-
нием 0.1% трифторуксусной кислоты (ТФУ) (v/v) 
(“PanReac AppliChem”, Германия), и  элюента 
Б – ацетонитрила HPLC Far UV/Gradient Grade 
(“J.T. Baker”, США) с добавлением 0.1% ТФУ.

Профиль элюции: 0.01–5.0 мин 5% Б (изо-
кратический режим), 5.0–45.75 мин 5–100% Б 
(линейный градиент), 45.75–50.0 мин 100% Б 
(изократический режим), 50.0–60.0 мин 100–5% 
Б (линейный градиент), 60.0–65.0 мин 5% Б (изо-
кратический режим, приведение колонки в  рав-
новесие). Ввод анализируемого образца осущест-
вляли в  объеме 10 мкл, температура колонки во 
время анализа составляла 40°C, используемая 
скорость потока 1  мл/мин. Запись УФ-спектра 
осуществляли в  диапазоне от 100 до 400 нм, ана-
литические длины волн – 235, 254, 280 и 340 нм.

Для определения суммы фенольных соеди-
нений (ФС) использовали методику по опреде-
лению ФС в  микрообъемах, основанную на ре-
активе Фолина – Чокальтеу  [20]. Измельченные 
пробы сырья массой 0.05 г растирали с  1.5 мл 
96% этанола в пробирках типа Эппендорф, экс-
трагировали в  течение 45 мин при температуре 
45°C с  периодическим перемешиванием (каж-
дые 15 мин) и центрифугировали в течение двух 
минут при частоте вращения 16000 об/мин.

Из полученных экстрактов отбирали образцы 
по 0.075 мл, к каждому образцу добавляли по 0.075 
мл реактива Фолина – Чокальтеу, разбавленного 
в  5 раз, перемешивали, через 3 мин добавляли 
по 0.15 мл 20% раствора натрия углекислого и по 
1.2 мл дистиллированной воды, перемешивали 
и  оставляли при комнатной температуре. Через 
1 ч измеряли оптическую плотность раствора 
при длине волны 725 нм против холостого опыта. 
Длина оптического пути – 1 см.

Суммарное количество ФС, содержащееся 
в 1 г сырья, рассчитывали по формуле:

1000
D V

C
K M

⋅
=

⋅ ⋅
, где

С  – суммарное количество ФС в  мг-экв. галло-
вой кислоты/г сухой массы сырья;
D – оптическая плотность раствора при 725 нм;
K – тангенс угла наклона калибровочной кривой;
V – объем экстракта, мл;
M – масса сырья, г.
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Для количественного ВЭЖХ-анализа ис-
пользовали высушенные цветки L. angustifolia 
и каллусную культуру, выращенную на среде 2H. 
Сырье измельчали, просеивали сквозь сито с от-
верстиями размером 2 мм. Точную навеску сы-
рья подвергали экстракции спиртом этиловым 
96% в  соотношении сырье (г): экстрагент (мл), 
равном 4.0 : 100 (1 : 20). Экстракцию проводили 
на кипящей водяной бане с обратным холодиль-
ником в  течение 30 мин с  момента закипания 
растворителя. Полученные экстракты охлаж-
дали, фильтровали и  доводили спиртом до 100 
мл. Полученные растворы анализировали ранее 
описанным ВЭЖХ-методом. Все эксперименты 
проводили в трех повторностях.

Содержание розмариновой кислоты в иссле-
дуемых образцах рассчитывали по формуле:

( )
100 100

X
100 1000

C V

m W

′ ⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ − ⋅
, где:

X – содержание розмариновой кислоты в расти-
тельном сырье, %;
Cʹ – концентрация розмариновой кислоты в из-
влечении, мг/мл;
V  – объем экcтрагента, используемого для при-
готовления экстракта, мл;
m – масса навески сырья, г;
W – влажность растительного сырья, %.

Обработка данных. Исследование ростовых 
параметров культуры клеток и содержания в ней 
фенольных соединений проводились на шестые, 
тринадцатые, двадцатые и  двадцать седьмые 
сутки культивирования. Для каждой временной 
точки использовали по 3–4 культивационных 
сосуда в  качестве биологических повторно-
стей. На графиках приведены средние значения 
и  стандартное отклонение (SD), если не ука-
зано иное. Данные проверяли на нормальное 
распределение с помощью теста Шапиро – Вил-
ка (в  случае малого размера выборок  – росто-
вые показатели) и  теста Д’Агостино – Пирсона. 
Для измерения статистической значимости раз-
личий между экспериментальными вариантами 
использовали тест Тьюки при проведении двух-
факторного дисперсионного анализа ANOVA. 
Статистическая обработка, анализ данных и по-
строение графиков проводились в  программе 
GraphPad Prism, Dotmatics и  Excel, Microsoft 
Corporation.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ростовые характеристики. Жизнеспособность 

культур проверяли до пассажа посредством 
окрашивания витальным красителем нейтраль-
ным красным (рис. 1). Показано, что подавля-
ющее большинство визуализированных клеток 
жизнеспособно и  окрашено в  красный цвет, 
клетки имеет паренхимную форму и  достаточ-

но крупные размеры. Ростовые характеристики 
культур, выращиваемых при световом (рис. 2а) 
и темновом (рис. 2б) режимах освещения, пред-
ставленные в виде кривых роста и производных 
от них (индекс роста, удельная скорость роста 
и время удвоения) (табл. 2), позволяют отнести 
каллусные культуры лаванды узколистной к  хо-
рошо растущим. Индексы роста в  среднем рав-
ны 4, удельная скорость роста μ находится в пре-
делах 0.11 – 0.13 сут.–1 Лучшая удельная скорость 
роста достигала 0.16 ± 0.01 сут.–1 (индекс роста 
7.53 ± 0.59) и была показана для культуры, выра-
щиваемой на среде 2Н.

Фитохимический анализ. По  результатам 
предварительного фитохимического анализа во 
всех образцах были обнаружены кумарины, ду-
бильные вещества и флавоноиды. Методом ТСХ 
в  системе н-бутанол : уксусная кислота : вода 
(4 : 1 : 2) в  УФ- и  видимом свете были предвари-
тельно идентифицированы кверцетин, лютео-
лин, апигенин, рутин, розмариновая, хлороге-
новая и кофейная кислоты [21].

Результаты количественного анализа сум-
мы ФС по методу Фолина – Чокальтеу во всех 
образцах клеточных культур при световом 
(рис.  3а) и  темновом (рис. 3б) режимах куль-
тивирования показали сходные тенденции за-
висимости содержания ФС от времени  – мак-
симальное содержание достигалось к  13 дню 
культивирования, а  затем наблюдалось сни-
жение. По  результатам ANOVA и  теста Тьюки 
для множественных сравнений статистически 
значимый (P < 0.0001) вклад в различия между 
отдельными опытами дают время (12.13%), тип 
среды (30.65%) и их сочетание (15.57%) (табл. 3). 
Световой режим не влияет на накопление ФС 
со статистической значимостью. По  результа-
там множественных сравнений можно заклю-
чить, что культура, выращенная на среде 2Н, 

100 µm

Рис. 1. Микрофотография каллусной культуры 
L. angustifolia
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Рис. 2. Кривые роста клеток каллусной культуры L. angustifolia в полулогарифмической системе координат при све-
товом (а) и темновом (б) режимах освещения на питательных средах, содержащих: 1 – α-НУК (2.0 мг/л) + кинетин 
(0.001 мг/л); 2 – 2,4-Д (2.0 мг/л) + БАП (2.0 мг/л); 3 – α-НУК (1.0 мг/л) + БАП (0.5 мг/л); 4 – α-НУК (2.0 мг/л) + 
+ БАП (0.1 мг/л).

Таблица 2. Ростовые характеристики каллусных культур L. angustifolia

Условия культивирования Индекс роста, I Удельная скорость роста, 
μ, сут.–1

Время удвоения, 
τ, сут.

Контроль Темновой режим 3.7 ± 0.2 0.13 ± 0.01 5.36 ± 0.16
Световой режим 4.2 ± 0.5 0.13 ± 0.01 5.53 ± 0.24

2Д Темновой режим 3.5 ± 0.2 0.12 ± 0.02 5.86 ± 0.09
Световой режим 3.3 ± 0.6 0.12 ± 0.02 5.96 ± 0.13

1Н Темновой режим 3.5 ± 0.3 0.12 ± 0.04 5.90 ± 0.20
Световой режим 3 8 ± 1.4 0.12 ± 0.01 6.05 ± 0.14

2Н Темновой режим 5.6 ± 1.3 0.14 ± 0.01 5.02 ± 0.23
Световой режим 7.5 ± 0.6 0.16 ± 0.01 4.29 ± 0.08

содержащей 2.0 мг/л α-НУК и  0.1 мг/л БАП, 
дает больший выход фенольных соединений 
в  сравнении с  остальными. Таким образом, 
данный состав продемонстрировал наиболее 
высокие значения ростовых параметров и  со-
держания фенольных соединений.

На следующем этапе работы химический 
состав каллусных культур в  сравнении с  ЛРС 
лаванды узколистной был проанализирован 
методом ВЭЖХ-УФ при длине волны 254 нм. 
В отличие от хроматограммы ЛРС, на которой 
наблюдается не менее 30 пиков, компонент-
ный состав каллусных культур является менее 

разнообразным  – хроматограммы содержат 
от 3 до 6 основных пиков. На  рис. 4 представ-
лены ВЭЖХ хроматограммы 96% этанольного 
экстракта цветков L. angustifolia (рис. 4а) и кал-
лусной культуры 2Н (рис. 4б). Особый интерес 
представляет пик со временем удерживания 

~21 мин, обнаруженный на всех хроматограм-
мах и  количественно превосходящий все про-
чие. На основании справочных данных и срав-
нения времени удерживания/УФ-спектра со 
стандартным образцом розмариновой кислоты, 
данное вещество было идентифицировано как 
розмариновая кислота. Для сравнения содержа-
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ния розмариновой кислоты в сырье интактного 
растения лаванды и  каллусных культур прово-
дили ВЭЖХ-анализ их экстрактов. В  качестве 
объектов исследования использовали высушен-
ные цветки L. angustifolia и  каллусную культу-
ру, выращенную на среде 2H. Все эксперимен-
ты проводились в  трех повторностях, данные 
представлены в  виде среднего значения трех 
измерений со стандартной ошибкой (P < 0.05). 

Содержание розмариновой кислоты в  каллусе 
L. angustifolia на среде 2Н достигло 1.26 ± 0.13%, 
тогда как в  цветках интактного растения оно 
составило всего 0.33 ± 0.009%. Причем следует 
отметить, что на ВЭЖХ-хроматограмме каллус-
ной культуры (рис. 4б) относительная площадь 
пика розмариновой кислоты составила при-
мерно 50.0% в  сравнении с  11.5% на хромато-
грамме цветков (рис. 4а).

Рис. 3. Динамика содержания фенольных соединений в  каллусной культуре клеток L. angustifolia при свето-
вом (а)  и темновом (б) режимах культивирования на средах, содержащих: 1  – α-НУК (2.0 мг/л) + кинетин 
(0.001 мг/л); 2 – 2,4-Д (2.0 мг/л) + БАП (2.0 мг/л); 3 – α-НУК (1.0 мг/л) + БАП (0.5 мг/л); 4 – α-НУК (2.0 мг/л) + 
+ БАП (0.1 мг/л).
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Таблица 3. Статистическая значимость различий в содержании ФС в культурах на разных средах при различ-
ной длительности культивирования

К

13 день

20 день ns

2Д

13 день ns ns

20 день **** **** ****

1Н

13 день ns ns ns ****

20 день *** ns ns **** ns

2Н

13 день ** **** **** **** **** ****

20 день ns * * **** * **** ns

13 день 20 день 13 день 20 день 13 день 20 день 13 день 20 день

К 2Д 1Н 2Н

Примечание: ns – различия статистически не достоверны, * – P от 0.01 до 0.05, ** – P от 0.001 до 0.01, *** – P от 0.0001 
до 0.001, **** – P < 0.0001.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные исследования показали пер-

спективность in vitro культур лаванды узко-
листной в  качестве потенциального источника 
розмариновой кислоты. Розмариновая кислота – 
эфир кофейной кислоты и 3,4-дигидроксифенил 
молочной кислоты  – достаточно часто встреча-
ется в  растениях семейства Lamiaceae. Данное 
соединение имеет широкий спектр применения 
в качестве консерванта и антиоксиданта в пище-
вой промышленности а также  противовоспали-
тельного и антиоксидантного компонента в кос-
метических средствах. В  фармацевтической 
промышленности розмариновая кислота ис-
пользуется благодаря антиоксидантным, гепа-
топротекторным, нефропротекторным, про-
тивовоспалительным и  противоаллергическим 
свойствам  [22–26]. В  настоящее время одними 

из наиболее используемых источников для вы-
деления розмариновой кислоты являются Ros-
marinus officinalis L., Ocimum basilicum L., Salvia 
officinalis L., Salvia miltiorrhiza Bunge и  Mentha 
spiciata L.  [22]. Ряд  исследований посвящен 
разработке методов получения розмариновой 
кислоты из растительного сырья, включая под-
ходы биотехнологии и метаболической инжене-
рии [27–29].

Первое биотехнологическое производство 
розмариновой кислоты было осуществлено 
с  использованием суспензионной культуры 
Coleus blumei (Lamiaceae). Было достигнуто со-
держание розмариновой кислоты 13–15% от су-
хого веса  [30]. Несмотря на весьма существен-
ный выход, был проведен ряд опытов по его 
увеличению  – эффективность продемонстри-
рована заменой глюкозы на сахарозу: 4% содер-
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Рис. 4. ВЭЖХ-хроматограммы 96% этанольного экстракта цветков L. angustifolia (а) и каллусной культуры 2Н (б).
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жание сахарозы в среде привело к увеличению 
выхода до 19%, а 5% – к рекордным 36% [31, 32]. 
Также существенный результат показывает до-
бавление элиситоров, сверхэкспрессия различ-
ных ферментов, непрерывное культивирова-
ние в биореакторе (нежели периодическое или 
в шейкере-инкубаторе) [28].

Увеличение содержания целевого компо-
нента (в  данном случае розмариновой кисло-
ты) относительно суммарного содержания БАВ 
в  культуре in vitro даже при снижении его аб-
солютных значений, а  также общее обеднение 
компонентного состава каллусов в  сравнении 
с  растительным сырьем позволяет предполо-
жить удешевление его выделения и  очистки 
в  промышленных масштабах. Значительной 
проблемой экстрагирования БАВ из интактных 
растений является невозможность получения 
индивидуального соединения с  высоким выхо-
дом без дорогостоящих, высокотехнологичных 
либо достаточно длительных этапов тонкой 
очистки. В случае культур растительных клеток 
посредством подбора условий, питательных 
сред и  стрессовых факторов (upstream-процес-
сы), существует возможность многократно уде-
шевить стадии downstream, чем решить одну из 
основных проблем промышленной переработ-
ки растительного сырья.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По итогам проведенных исследований был 

предложен состав питательной среды, обла-
дающей наилучшими характеристиками для 
культивирования каллусной культуры лаван-
ды узколистной как в  лабораторной практике, 
с  учетом выдающейся скорости роста культу-
ры, так, в  перспективе, и  в промышленности. 
Из  четырех исследованных сред наиболее вы-
сокие значения ростовых параметров и  содер-
жания розмариновой кислоты были получены 
на среде, содержащей 2.0 мг/л α-НУК и 0.1 мг/л 
БАП. Установлено, что световой режим не ока-
зывает статистически значимого влияния на 
скорость роста и  накопление фенольных сое-
динений. Показана перспективность приме-
нения полученного штамма культуры лаванды 
узколистной для производства розмариновой 
кислоты. Масштабирование технологии требу-
ет дополнительных исследований, связанных 
с  адаптацией штамма к  суспензионному куль-
тивированию.

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Флавоноиды имеют многочисленные функции в растении, одной из которых является регуля-
ция роста. В  ходе исследования получены каллусные культуры от разных структурных элемен-
тов – корня, гипокотиля, основания побега и семядоли 5- и 14-дневных растений лихниса халь-
цедонского (Lychnis chalcedonica L.), изучены темпы роста соответствующих каллусных тканей и 
накопление ими флавоноидов (Фл). Спектрофотометрически определено суммарное содержание 
Фл в листьях разных ярусов вегетирующих растений. Методом ВЭЖХ проанализировано содер-
жание трех Фл: рутина (Р), кверцетина (КВ) и дигидрокверцетина (ДГКВ) в корнях, листьях и 
соцветиях цветущих растений, культивированных на дерново-подзолистой почве Томской обла-
сти (Россия). Изучены рост и суммарное содержание фенольных соединений и трех Фл у кал-
лусной и суспензионной культур, полученных от эксплантов корня молодых растений лихниса. 
Установлены особенности роста и органоспецифичность в накоплении индивидуальных Фл. 
Показана зависимость физиологического состояния листьев и клеточных культур от содержания 
Фл. Суспензионная культура (10 пассаж), полученная из каллуса корня (92 пассаж), на 14 сут-
ки имела близкое содержание Р и ДГКВ с исходной линией каллусной культуры и более низкий 
уровень КВ. В  корнях цветущих растений присутствовал преимущественно ДГКВ, тогда как в 
соцветиях и верхних листьях – Р. Установлена тенденция уменьшения Р в ряду органов: соцветие 
≥ листья > корень. В распределении КВ показана обратная Р зависимость. Содержание ДГКВ в 
листьях было в 1.9 раза меньше (P < 0.05), чем в соцветии. Уровень этого Фл в корнях был много-
кратно выше (P < 0.05), чем в надземных органах. Вслед за увеличением окислительного статуса 
зрелого листа вегетирующих растений лихниса относительно молодого листа активировались ос-
мотическая и антиоксидантная системы, включающие пролин и суммарный уровень Фл. В тоже 
время каллус (6 пассаж), полученный на основе более молодых тканей гипокотиля 5-дневных 
проростков, имел следовые количества изученных Фл, тогда как каллус, сформированный из бо-
лее зрелых тканей основания побега 14-дневных проростков, характеризовался более высоким 
уровнем разных Фл. На основе полученных данных можно предположить участие Фл в регуляции 
роста листьев и клеточных культур за счет их антиоксидантных или регуляторных свойств.

Ключевые слова: Lychnis chalcedonica, каллусная культура, метод ВЭЖХ, почвенная культура, су-
спензионная культура клеток, флавоноиды
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ВВЕДЕНИЕ
Ухудшение условий существования растений 

в силу изменения климата и загрязнения почвы 
вследствие интенсивной сельскохозяйственной, 
нефте- и рудодобывающей деятельности чело-
века, усиленная эксплуатация дикорастущих 
и плантационных растений  – традиционного 

Сокращения: ВМ  – вторичные метаболиты; ДГКВ  – дигидро-
кверцетин; КВ  – кверцетин; Про  – пролин; Р  – рутин; Фл  – 
флавоноиды; ФС – фенольные соединения; ЦК – цитокинины.

источника лекарственных средств  – приводят 
к растущему дефициту сырья. Использование 
культур клеток и тканей растений в качестве 
источника биологически активных веществ 
(БАВ) помогает спасти от уничтожения редкие 
дикорастущие растения, синтезирующие необ-
ходимые для жизнедеятельности человека ве-
щества. Кроме того, этот биотехнологический 
метод позволяет решить проблему круглогодич-
ного получения БАВ в отсутствии загрязнения 
патогенами и их продуктами жизнедеятельности 
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и др. [1]. В  случае, если условия культивирова-
ния установлены и стандартизированы, то про-
изводство желаемых БАВ постоянно, в то время 
как в интактных растениях их концентрация за-
висит от многих факторов.

Растения характеризуются способностью 
синтезировать вторичные метаболиты (ВМ), 
среди которых выделяют многочисленную груп-
пу флавоноидов (Фл). Фл  представляют собой 
класс гидроксилированных фенольных соеди-
нений (ФС), имеющий сложную гетероцикличе-
скую структуру. Фл построены на основе струк-
туры C6 (кольцо A)-C3 (кольцо C)-C6 (кольцо 
B). В  зависимости от степени окисления треху-
глеродного участка, Фл разделяют на антоциа-
ны (дигидрофлавонолы), флавононы, флавоны, 
флавонолы и изофлавонолы [2–4].

Биогенетическим предшественником Фл 
служит фенилаланин, который образуется в ши-
киматном пути в хлоропластах и из которого в 
цитозоле синтезируются Фл. Комплекс Фл с глу-
татионом транспортируется ABC-переносчиком 
в вакуоли клетки, где происходит их накопление 
и хранение [1, 5, 6]. Фл  могут накапливаться в 
свободном пространстве и хлоропластах [1].

На накопление БАВ в растениях влияют их 
стадии развития и возраст [7]. Многие лекар-
ственные растения накапливают большое коли-
чество ВМ в основном в период репродуктивного 
роста. На  стадии плодоношения корень и кор-
невище 2-летней Echinácea purpúrea (L.) Moench 
имеют более высокий уровень цикориевой кис-
лоты, а Astragalus compactus Lam. (Fabaceae) – фе-
нолов, тогда как олеаноловая кислота и экдисте-
рон в корне Achyranthes bidentata выше в период 
вегетативного роста. Содержание общих Фл в 
корне Scutellaria baicalensis Georgi стабильно на 
протяжении всей стадии роста, но содержание 
байкалина увеличивается, а затем постепен-
но снижается. Содержание сапонинов в Panax 
ginsen C.A. Mey. увеличивается с возрастом рас-
тения. В процессе жизнедеятельности растений 
меняется состав ВМ. Например, содержание 
рутина (Р) и кверцетина (КВ) максимально у 
7-летних растений, магнолола – у 10-летних рас-
тений, тогда как хлорогеновой кислоты, гипери-
на и КВ  – в коре 13-летних растений Magnolia 
officinalis Rehder & E.H. Wilson.

Фл выполняют защитную функцию от пато-
генов, УФ-излучения и света высокой интенсив-
ности, осуществляют биологическую коммуни-
кацию в ризосфере, регуляцию транспорта ИУК 
и его метаболизма, повышают эффективность 
извлечения питательных веществ во время ста-
рения растения, реализуют антиоксидантную 
функцию [8]. Обобщая сведения для интактно-
го растения, профессор А.М. Носов [9] среди 
основных функций вторичных метаболитов на-
зывает экологическую функцию. В  то  же вре-

мя, опираясь на принцип мультифункциональ-
ности вторичного метаболизма, он считает, что 
второстепенные функции метаболитов в случае 
культивирования клеток in vitro могут быть по-
лезными для интенсивной или устойчивой про-
лиферации клеток.

Известно, что лихнис хальцедонский харак-
теризуется присутствием фитоэкдистероидов, 
содержание которых зависит от органа, стадии 
развития и условий существования. В то же вре-
мя представляет интерес присутствие других ВМ, 
которые позволяют повысить значимость вида 
для фармакологии. В  растениях лихниса обна-
ружены следующие Фл: виценин, витексин и 
неовитексин [10]. В совокупности комплекс Фл 
оказывает противовоспалительную и анальгети-
ческую активность [11].

Для оценки важности отдельных лекарствен-
ных растений для фармакологии необходимо 
изучить органно-тканевую специфичность тех 
или иных лекарственных компонентов, а также 
взаимосвязь между морфогенезом, синтезом и 
накоплением этих компонентов в лекарствен-
ных растениях. Выявление закономерностей 
накопления Фл необходимо и для решения про-
блемы расширения разнообразия продукции 
растениеводства.

В связи с этим целью исследования явилось 
изучение роста и содержания индивидуальных 
веществ флавоноидной природы в каллусных и 
суспензионных культурах, полученных на осно-
ве эксплантов разных органов молодых расте-
ний Lychnis chalcedonica L. Кроме того, нами изу-
чено суммарное содержание ФС и их отдельных 
представителей в интактных растениях на веге-
тативной и репродуктивной стадиях онтогенеза. 
Выполнено сравнительное исследование сум-
марного накопления Фл и близких по структуре 
Фл: Р, КВ и дигидрокверцетина (ДГКВ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Работу выполняли 

на растениях лихниса хальцедонского (Lychnis 
chalcedonica L.) и его каллусных и суспензионной 
культурах. Одна группа растений лихниса выра-
щена в природных условиях на дерново-подзоли-
стой почве Томской области и получены семена. 
Другая группа растений выращена в условиях ла-
боратории в осветительной установке при плот-
ности потока фотонов 130‒170 мкмоль/(м2 с), при 
16-часовом фотопериоде и температуре возду-
ха 20‒22°C на почвогрунте “Гарант” Универсал 
цветочный (ПК “Темп-2”, Кисловка, Томская 
область). Грунт содержал (мг/кг): N – 40, P2O5 – 
70, K2O – 150 и микроэлементы (Mg, Fe, Cu, Mo, 
B, Mn). Состав почвогрунта: 25%  – биогумус, 
35%  – торфоперегной, 35%  – торфонизинный, 
переходный, 5% – песок речной, pH 6.5‒7.0.
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У вегетирующих 1.5-месячных растений, вы-
росших на почвогрунте, анализировали биохи-
мические параметры листьев разных ярусов, при 
этом ввели понятия: молодые, зрелые и старею-
щие листья. В  качестве параметров для выделе-
ния групп листьев использовали площадь пла-
стинки и интенсивность ее окраски. Молодыми 
листьями считали активно растущие листья, 
зрелыми  – завершившие растяжение листовой 
пластинки, стареющими – теряющие интенсив-
ность зеленой окраски (данные не приведены). 
Для  характеристики физиологического состоя-
ния листьев дополнительно анализировали ин-
тенсивность перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) и уровень свободного пролина (Про). 
Для  анализа листья брали в утренние часы (че-
рез 2 ч после начала освещения).

У цветущих 3-месячных растений природной 
популяции оценивали уровень Фл в различных 
органах (корень, листья цветочного побега, со-
цветия).

У каллусных (6 и 92 пассаж) и суспензионных 
(10 пассаж) культур определяли ростовые пока-
затели и содержание индивидуальных Фл и сум-
мы ФС.

Получение стерильных проростков. Сухие 
семена лихниса стерилизовали раствором, со-
держащим 96% С2Н5ОН : Н2О : 33% Н2О2 в со-
отношении 13 : 1 : 1 по объему [12]. Для  этого 
семена помещали на 15 мин в чашки Петри на 
стерильные бумажные фильтры, смоченные сте-
рилизующим раствором, в ламинарном боксе 
БМБ-II-“Ламинар-С”-1.8 (Neoteric, Россия), 
затем высушивали в потоке воздуха ламинара 
и перед посевом обрабатывали под УФ в тече-
ние 2  мин. Семена (по 15–20 шт.) переносили 

в сосуды для культивирования на 50% безгор-
мональную питательную среду Мурасиге-Ску-
га (MС-среда) [13], содержащую 4.5 г/л агара, 
15 г/л сахарозы и 0.5 мг/л каждого витамина 
(тиамин, никотиновая кислота, пиридоксин), 
рН 5.7‒5.8. Из стерильных семян в асептических 
условиях выращивали 5- и 14-дневные растения. 
У 5-дневных растений лихниса семядольные ли-
стья достигали 6‒8 мм и появился первый на-
стоящий лист (рис. 1а), тогда как у 14-дневных 
растений начала формироваться розетка из двух 
настоящих листьев размером 10‒15 мм (рис. 1б), 
корни имели длину около 10 мм. Растения были 
рассечены на разные структурные элементы (ко-
рень, гипокотиль, основание побега – стебель с 
почками, семядоли), которые были использова-
ны в качестве эксплантов.

Получение каллусных культур. Экспланты пе-
реносили на 50% МС-среду, содержащую гор-
моны НУК (2 мг/л) и БАП (0.5 мг/л) и культи-
вировали в темноте при температуре 23 ± 1°С. 
Полученный от эксплантов каллус переносили 
вместе с эксплантом на свежую МС-среду того же 
состава, а при хорошем приросте каллуса его от-
деляли от экспланта и культивировали отдель-
но [1]. Для получения каллуса от эксплантов ги-
покотиля использовали стерильные 5-дневные 
растения лихниса (рис. 1а). Размер гипокотиля в 
этот период не превышал 2‒3 мм, что замедляло 
образование каллуса, однако позднее выделение 
гипокотиля из растений было затруднено, так 
как уже с 4‒5 суток начинался следующий этап 
развития – формирование побега с узлами и на-
стоящими листьями. Оптимальным возрастом 
растений для выделения эксплантов из семя-
дольных листьев были 5 сутки. В этом возрасте 

Рис. 1. Стерильные 5- (а) и 14-дневные (б) растения Lychnis chalcedonica; каллусная культура линий 5Г (в), 14ОП (г), 
5К (д) и 14К (е) через 25 суток культивирования (6 пассаж); суспензионная культура (ж) и ее клетки (з). Экспланты: 
Г – гипокотиль, ОП – основание побега, К – корень. Размер бара – 100 мкм.

(з)(ж)

(а) (б) (в) (г) (д) (е)
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семядольные листья достигали длины 8‒10 мм 
(рис. 1а). На  эксплантах, взятых с 14-дневных 
растений, наблюдали менее интенсивное кал-
лусообразование (рис. 1б). Первичный каллус 
формировался плотным и имел светло-зеленую 
или желто-зеленую окраску.

Из полученных каллусов было отобрано не-
сколько линий для дальнейшего культивиро-
вания: 5Г, 14СЛ, 14К, 14ОП (рис. 1в, 1г, 1д, 1е). 
Отбор проводили по следующим критериям: со-
хранение разнообразия исходных эксплантов; 
отсутствие посторонних морфогенных структур 
на первичном каллусе; стабильный рост; хоро-
шая выживаемость, отсутствие значительных 
некрозов.

Получение суспензионной культуры корня. 
Суспензионную культуру лихниса получали 
из длительно культивируемой каллусной куль-
туры корня (92 пассаж), которую помещали в 
плоскодонные конические колбы Эрленмейе-
ра с жидкой МС-средой. Колбы размещали на 
орбитальном шейкере Multi PSU-20 BIOSAN 
(SIA Biosan, Латвия), режим перемешивания 
(100‒110 об/мин), температура 25‒26°С. Исход-
ная навеска каллусной культуры (4 г) была по-
мещена в 50 мл МС-среды. Через 21 сутки было 
проведено первое пассирование с последующим 
10‒15-кратным субкультивированием через каж-
дые 14 суток. За это время суспензионная куль-
тура перешла к экспоненциальной стадии роста 
и представляла собой мелкие клеточные агрега-
ты и отдельные клетки (рис. 1ж, 1з).

Ростовые параметры культур. Используя гра-
виметрический метод, определяли свежую (FW) 
и абсолютно сухую (DW) биомассу каллусов с 
помощью аналитических весов PA-114 (Ohaus, 
КНР). Сухую биомассу в последующем исполь-
зовали для оценки содержания в ней антиокси-
дантов фенольной природы, в том числе Фл.

Оценку относительного прироста культуры 
на 28 сутки производили по формуле:

	 РИ28 = (М28 – М0)/М0,	 (1)

где М28 – конечная сырая или сухая масса каллу-
сов (на 28 сутки субкультивирования, М28), М0 – 
начальная биомасса каллуса [14].

Растворимые фенольные соединения (ФC) 
определяли по методу Фолина-Дениса [15]. Оп-
тическую плотность раствора измеряли при 725 
нм против контроля, содержащего этанол вме-
сто тканевого экстракта. Суммарное содержа-
ние ФC рассчитывали в пересчете на рутин и 
DW.

Спектрофотометрическое определение общего 
содержания флавоноидов. Определение суммарно-
го содержания флавоноидов (Фл) основано на их 
комплексообразовании с хлоридом алюминия и 
последующем измерении оптической плотности 

окрашенных растворов при 415 нм на спектро-
фотометре Genesys 10S UV-Vis (ThermoScientific, 
США) [16]. Суммарное содержание Фл рассчиты-
вали в пересчете на рутин и DW.

ВЭЖХ-анализ флавоноидов. Количествен-
ное определение Фл проводили методом ВЭЖХ 
с использованием жидкостного хроматографа 
Agilent 1260 Infinity с детектором на диодной 
матрице DAD (Agilent Technologies Inc., США). 
Использовали оригинальную колонку Zorbax 
Eclipse Plus C18 (4.6 мм × 100 мм × 3.5 мкм). Об-
наружение пиков проводили в диапазоне от 190 
до 390 нм. Длина волны обнаружения рутина 
составила 254 нм, кверцетина  – 290 нм, диги-
дрокверцетина – 360 нм. Разделение проводили 
с использованием смеси ацетонитрила и 0.04 М 
калия фосфорнокислого монозамещенного с 
ортофосфорной кислотой в качестве подвижной 
фазы (pH 2.8). Скорость потока элюента соста-
вила 0.25 см3/мин. Идентификацию индивиду-
альных Фл в каждом экстракте определяли путем 
сравнения времени удерживания и УФ-спектров 
образцов с данными стандартов: рутина гидра-
та (содержание основного вещества более 95%) 
(Merck, Германия), КВ (содержание основного 
вещества не менее 98%) (Россия), ДГКВ (со-
держание не менее 90%, ГОСТ 33504) (Россия) 
(рис. 2а, б, в).

Для количественного определения Фл в рас-
тительном сырье навеску образца для анализа 
(около 1 г) абсолютно сухого растительного сы-
рья экстрагировали 70% раствором этилового 
спирта (10  – 20 мл, в зависимости от образца). 
Колбу присоединяли к рефлюкс-конденсатору 
и нагревали на кипящей водяной бане в течение 
60 мин. После охлаждения фильтровали через 
целлюлозный фильтр [17].

Содержание Фл в растительном сырье опре-
деляли путем сравнения площади пиков, полу-
ченных при разделении индивидуальных Фл в 
пробе и соответствующих веществ в рабочих 
стандартных образцах.

Массовую концентрацию Фл рассчитывали 
по формуле:

	 Х = (Sx × С × V × 10) / (Sрсо × 25 × m),	 (2)

где Sx  – площадь пика определяемого Фл в под-
готовленной пробе; Sрсо – площадь пика рабочего 
стандартного раствора Фл; С – концентрация Фл в 
рабочих стандартных образцах, мг/см3 (0.1 мг/см3); 
m – навеска пробы, г; V – объем этилового спирта, 
добавленного для экстракции Фл, см3 [18].

Пример разделения Фл в растительном сырье 
приведен на рис. 3а, 3б.

Выбор данных представителей Фл был осно-
ван на их функциях в человеческом организме 
(для КВ  – противовоспалительная, антиокси-
дантная, антидепрессивная, противоопухоле-
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вая) [19] и метаболической связи [20, 21]. ДГКВ 
преобразуется в КВ с помощью фермента FLS 
(флаванолсинтазы) под контролем MYB11/12/111 
(рис. 4). Гликозилирование КВ с образованием Р 
происходит в 2 этапа: F3GT (флавонол-3-О-глю-
козилтрансфераза) превращает КВ в изоквер-
цитрин (кверцетин-3-О-глюкозид), а затем 
F3G6″RhaT (флавонол-3-О-глюкозид-6"-O-рам-

нозилтрансфераза) превращает изокверцитрин 
в Р (кверцетин-3-О-рутинозид).

Спектрофотометрическое определение интен-
сивности перекисного окисления липидов. Ин-
тенсивность ПОЛ определяли по содержанию 
МДА, по цветной реакции с тиобарбитуровой 
кислотой (ТБК) [22]. Для этого образец листьев 
измельчали в 20% растворе ТХУ. Экстракт цен-
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Рис. 2. Хроматографическое разделение флавоноидов стандартных растворов: а  – рутин (Ru) С = 0.1 мг/см3,  
λ = 254 нм (время выхода – 16.691 ± 0.080 мин); б – дигидрокверцетин (DQ) С = 0.1 мг/см3, λ = 290 нм (время выхо-
да – 17.252 ± 0.090 мин); в – кверцетин (Q) С = 0.1 мг/см3, λ = 360 нм (время выхода – 24.220 ± 0.050 мин).
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трифугировали на центрифуге Eppendorf 5430R 
(Eppendorf, Германия) в течение 15 мин при 
12000 g и температуре 4°C. Цветную реакцию 
аликвоты супернатанта с ТБК проводили при 
98°C в течение 30 мин. Оптическую плотность 
раствора с образовавшимся розовым хромоге-
ном измеряли при двух длинах волн − 532 и 600 
нм на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis 
(ThermoScientific, США).

Спектрофотометрическое определение свобод-
ного пролина (Про). Уровень Про определяли по 
реакции с нингидрином в кислой среде [23] и 
измерению оптической плотности раствора при 
520 нм.

Статистический анализ. Для  сравнения пара-
метров использовали параметрический t-кри-
терий Стьюдента и непараметрический U-кри-

терий Манна-Уитни для попарного сравнения 
групповых параметров. На  рисунках представ-
лены средние арифметические (M) значения 
для роста и биохимических (n = 5) параметров с 
двухсторонними доверительными интервалами 
(M ± 1.96 × SEM). Различия между значениями, 
отмеченными разными надстрочными латин-
скими буквами, были статистически значимыми 
при Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В ходе исследования изучены темпы ро-

ста 4-х линий 28-дневной каллусной культуры 
L.  chalcedonica, эксплантами для которой слу-
жили гипокотили (5-дневные растения), ко-
рень, основание побега – нижняя часть стебля 
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с почками и семядоли (14-дневные растения). 
Проведен биохимический анализ образцов 
растений природной популяции (у листьев 
разного физиологического состояния и раз-
ных органов растений) и каллусных культур 
на общее содержание Фл и содержание Р, КВ и 
ДГКВ (таксифолина). Последний представля-
ет собой КВ, гидрированный в положениях 2 
и 3 (рис. 4). Определен общий пул фенольных 
соединений у длительных каллусной и суспен-
зионной культур, полученных от эксплантов 
корня лихниса.

Эффективность каллусообразования на 
различных эксплантах определяли при их куль-
тивировании на МС-среде с гормонами НУК 
(2  мг/л) и БАП (0.5 мг/л) в темноте и темпе-
ратуре 24 ± 1°С. Начало индукции каллуса на-
блюдали через 12‒14 суток от начала культиви-
рования на всех типах эксплантов. Первичный 
каллус лихниса имел белый, светло-желтый или 
светло-зеленый цвет, плотную (от эксплантов 
семядольных и настоящих листьев) или рыхлую, 
оводненную (от эксплантов гипокотилей и кор-
ней) консистенцию.

Каллусные культуры лихниса к пятому пас-
сажу утрачивали явно выраженные внешние 
различия, были светло-желтого цвета, преиму-

щественно рыхлые, рассыпчатые, легко распа-
дались на отдельные фрагменты массой 15–30 мг 
(рис. 1в–е). При этом линии 5К и 14К были свет-
лее и плотнее (рис. 1д, е). В ходе субкультивиро-
вания оптимальную продолжительность пасса-
жа для сохранения жизнеспособности культуры 
сокращали с 35 до 28 суток.

Спектрофотометрически и методом ВЭЖХ 
проанализировали суммарное содержание Фл 
(табл. 1) и трех индивидуальных Фл в растениях 
L. chalcedonica на стадии вегетации и репродук-
ции, а также в культурах in vitro, полученных от 
эксплантов отдельных органов молодых расте-
ний (рис. 5).

Биохимический анализ растений L. chalcedo
nica, выросших в почвенной культуре в лабора-
торных условиях, показал, что содержание ме-
таболитов, в том числе и суммарное содержание 
Фл, изменялось в зависимости от физиологиче-
ского состояния листьев – их индивидуального 
возраста (разного яруса) (табл. 1).

На вегетативной стадии развития растений 
в почвенной культуре отмечали изменение ин-
тенсивности ПОЛ, оцениваемой по содержанию 
МДА, в листьях разных ярусов, а, следовательно, 
разного времени закладки и индивидуального 
возраста листа. Это,  возможно, было связано с 
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нол-3-О-глюкозилтрансфераза); F – F3G6″RhaT (флавонол-3-О-глюкозид 6"-O-рамнозилтрансфераза).

Таблица 1. Содержание метаболитов в листьях разных ярусов растений лихниса в фазу вегетации

Ярусы Физиологическое 
состояние листьев

МДА, мкмоль/г FW Пролин, мкмоль/г 
FW

Флавоноиды, %

7–9
4–6
1–3

молодые
зрелые

стареющие

0.01 ± 0.001с

0.02 ± 0.002b

0.04 ± 0.002a

0.709 ± 0.01c

0.827 ± 0.02b

1.582 ± 0.03a

0.186 ± 0.01b

0.234 ± 0.02a

0.094 ± 0.01c

Примечание. Одинаковыми надстрочными латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не до-
стоверны при P ≤ 0.05.
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физиологическим состоянием листьев в процес-
се их формирования. По данным анализа интен-
сивность ПОЛ повышалась от листьев верхних 
ярусов (7‒9, молодые) к листьям нижних яру-
сов (1‒3, стареющие), т.е. молодые активно ра-
стущие листья имели меньшую интенсивность 
ПОЛ. Вслед за увеличением окислительного 
статуса листа активировались антиоксидантные 
системы клеток листа, включающие увеличение 
уровня Про и суммарного уровня Фл (табл. 1). 
Однако при формировании систем защиты от-
мечено взаимовлияние их представителей: дву-
кратное увеличение Про в стареющих листьях 
приводило к аналогичному снижению суммар-
ного содержания Фл.

При исследовании цветущих растений при-
родной популяции обнаружили органоспеци-
фичность в накоплении индивидуальных Фл 
(рис. 5). В  корнях присутствовал преимуще-
ственно ДГКВ, тогда как в соцветиях и верхних 
листьях  – Р. Анализ индивидуальных Фл пока-
зал тенденцию уменьшения Р в ряду органов: со-
цветие ≥ листья > корень. В распределении КВ 
показана обратная Р зависимость корень ≥ ли-
стья > соцветие, однако с существенно меньшим 
абсолютным уровнем этого Фл. Содержание 
ДГКВ в листьях было в 1.9 раза меньше (P < 0.05), 
чем в соцветии. В то же время уровень этого Фл 
в корнях был многократно выше (P < 0.05), чем в 
надземных органах.

Длительно культивируемая каллусная куль-
тура (92 пассаж), полученная от эксплантов кор-
ня, аккумулировала к 30 суткам в 2.7 и 1.5 раза 

больше Р и КВ соответственно и на 35% мень-
ше ДГКВ, чем корень растений природной по-
пуляции (рис. 3). В  то  же время полученная из 
каллуса суспензия (10 пассаж) на 14 сутки имела 
близкое содержание Р и ДГКВ с исходной лини-
ей каллусной культуры. При этом, однако, суще-
ственно снижался уровень КВ.

Многократно больший уровень ДГКВ 
(P < 0.05) в каллусной культуре, полученной от 
эксплантов корня растений лихниса, согласу-
ется с его высоким уровнем в корне интактно-
го цветущего растения. Однако специфика су-
ществования клеток в составе каллусной ткани 
определяла особенности метаболизма Фл. Кал-
лусная культура корня в сравнении с интактным 
органом 2.7-кратно увеличивала содержание Р 
и 1.5-кратно  – КВ (P < 0.05). У  активно расту-
щей суспензионной культуры на стационарной 
фазе к 14 суткам снижалось содержание Р и КВ 
(P  <  0.05) относительно исходной каллусной 
культуры. На основе полученных данных можно 
предположить возможное участие Фл в регуля-
ции роста культуры за счет их антиоксидантных 
или регуляторных свойств.

Установив схожие уровни ДГКВ корня инт-
родуцированных растений и длительной куль-
туры корня in vitro, мы повторно получили кал-
лусные культуры от разных эксплантов (корень, 
гипокотиль, основание побега, семядоля) 5- и 
14-дневных растений, выросших в пробирках 
(рис. 1а, 1б).

Наибольший относительный прирост сы-
рой массы на 28 сутки и обводненность клеток 
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отмечены у гипокотильной линии, полученной 
от эксплантов 5-дневных растений (табл. 2). В то 
время как каллусные культуры, полученные от 
эксплантов более взрослых растений (14-днев-
ных) имели меньший прирост сырой массы и 
обводненность, но большую сухую массу.

Биохимический анализ индивидуальных Фл 
показал, что каллус, полученный на основе бо-
лее молодых тканей гипокотиля 5-дневных про-
ростков, имел следовые количества изученных 
Фл (табл. 3). В то время как более зрелые ткани 
основания побега (нижняя часть стебля с почка-
ми) 14-дневных проростков формировали кал-
лус с более высокими уровнями разных предста-
вителей Фл.

Отмечена специфика в накоплении индиви-
дуальных Фл у разных линий каллусной культу-
ры лихниса (табл. 3). В  побеговой и корневой 
линиях культуры шестого пассажа содержалось 
одинаковое количество Р, тогда как в семядоль-
ной линии его количество было в 2 раза меньше. 
Корневая линия содержала КВ, уровень которо-
го был в 1.5 раза меньше по сравнению с уров-
нем Р. В  других культурах обнаружены только 
следовые количества КВ. Содержание ДГКВ в 
побеговом каллусе было в 13 раз больше таково-
го в семядольной линии и в 4 раза больше, чем 
Р в анализируемой линии. Наибольший прирост 
сырой массы и обводненность клеток отмечены 
у гипокотильной линии, имеющей следовые ко-

личества изученных Фл. Тогда как наибольший 
прирост сухой массы семядольной культуры 
происходил на фоне меньшего содержания изу-
ченных групп Фл.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования показали зависимость содер-

жания ФС и Фл от физиологического состоя-
ния (возраста) листьев вегетирующих расте-
ний L. chalcedonica (табл. 1), что согласуется с 
ранее полученными нами данными для листьев 
разных ярусов Lactuca sativa [24]. Во взрослых 
и стареющих листьях L. sativa содержание Фл 
было в 4 и 6 раз выше соответственно, чем в 
молодых листьях [24]. Это  свидетельствовало 
об усилении синтеза ВМ с завершением ак-
тивного роста листа. Полученные нами дан-
ные согласуются также с информацией о фо-
тоингибировании биосинтеза Фл на ранней 
стадии развития волокна Gossypium hirsutum в 
культуре in vitro, в то  же время стимулирова-
нии этого процесса – на более поздних стадиях 
[25]. Однако непропорциональное увеличение 
уровня Фл у стареющих листьев L. chalcedonica 
относительно увеличения интенсивности ПОЛ, 
вероятно, было обусловлено подключением к 
стабилизации окислительного статуса тканей 
других антиоксидантных метаболитов, напри-
мер, Про.

Таблица 2. Ростовые характеристики разных линий каллусной культуры лихниса на 28 сутки 
субкультивирования (6 пассаж)

Линия Возраст 
проростков, сут

Эксплант Относительный 
прирост FW

Содержание DW, 
%

Обводненность, 
%

5Г
14СЛ
14ОП
14К

5
14
14
14

гипокотиль
семядольный лист
основание побега
корень

8.67 ± 0.50a

4.36 ± 0.20c

5.51 ± 0.26b

4.23 ± 0.25c

6.72 ± 0.18d

8.64 ± 0.15a

7.32 ± 0.23c

7.80 ± 0.22b

93.28 ± 0.18a

91.36 ± 0.15d

92.68 ± 0.23b

92.20 ± 0.22c

Примечание. Одинаковыми надстрочными латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не до-
стоверны при P ≤ 0.05.

Таблица 3. Содержание индивидуальных флавоноидов в разных линиях каллусной культуры лихниса на 
28 сутки субкультивирования (6 пассаж)

Линия Эксплант Возраст 
проростков, сут

Содержание флавоноидов, мкг/г DW

рутин кверцетин дигидрокверцетин

5Г
14СЛ
14ОП
14К

гипокотиль
семядоля

основание побега
корень

7
14
14
14

менее 0.01c

170.4 ± 24.7b

333.7 ± 53.4a

394.5 ± 47.3a

менее 0.01b

менее 0.01b

менее 0.01b

264.4 ± 39.7a

менее 0.01c

96.6 ± 14.5b

1284.0 ± 115.0a

менее 0.01c

Примечание. Одинаковыми надстрочными латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не до-
стоверны при P ≤ 0.05.
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Взаимосвязь уровня ВМ с интенсивностью 
ростовых процессов также показана на культуре 
in vitro. Суммарное содержание ФС у суспензион-
ной культуры корня лихниса на 14 сутки субкуль-
тивирования соответствовало уровню этих сое-
динений у каллусной культуры корня на 28 сутки 
(табл. 4). При  относительно меньшем (на 30%) 
приросте сырой массы суспензионной культуры 
(4.7 ± 0.3) на 14 сутки относительно каллусной 
культуры (6.75 ± 0.41) на 28 сутки отмечалось бо-
лее раннее увеличение содержания ФС.

В то  же время сравнение содержания ин-
дивидуальных Фл в этих культурах показало 
снижение уровня КВ в более быстрорастущей 
суспензионной культуре (рис. 3). Нельзя ис-
ключить и высвобождение в питательную среду 
Фл, содержание которых предполагаем изучить 
в дальнейшем. Полученные данные свидетель-
ствуют о возможном участии КВ в регуляции 
роста суспензионной культуры. В  соответствии 
с нашими более ранними исследованиями [26] 
показана зависимость конечного ростового ин-
декса по сырой массе семядольной линии кал-
лусной культуры Saussurea orgaadayi V. Khan. 
and  Krasnob от суммарного содержания Фл. 
Максимальное 3.5-кратное увеличение конеч-
ного ростового индекса по сырой массе, отме-
ченное у каллусной культуры на питательной 
среде с 1  мкМ мета-хлорбензгидрилмочевины 
(индуктора монооксигеназной системы челове-
ка, ключевые ферменты которой относятся к су-
персемейству цитохромов Р-450 – CYP), проис-
ходило на фоне снижения суммы Фл на 83% [26]. 
Другими исследователями показано влияние Фл 
на регуляцию клеточного цикла [27, 28].

Самыми значимыми свойствами Фл как 
биологически важных активных компонен-
тов считаются их антиоксидантные свойства и 
способность регулировать функции ферментов 
[29,  30]. Фл  способны прямо или косвенно ос-
лаблять или предупреждать клеточные повреж-
дения, в том числе разрушение клеточных мем-
бран, вызываемые свободными радикалами [30]. 
Фл  могут осуществлять свой антиоксидантный 
эффект с помощью следующих механизмов: 
прямого скавенирования АФК и азота; редук-

ции альфа-токоферильных радикалов; актива-
ции антиоксидантных ферментов и/или низко-
молекулярных антиоксидантов; хелатирования 
переходных металлов; ингибирования оксидаз. 
В  зависимости от концентрации Фл и экзоген-
ных факторов одни и те же Фл могут проявлять 
как антиоксидантные, так и прооксидантные 
свойства. В  свою очередь небольшая степень 
оксидативного стресса, индуцируемая некото-
рыми Фл, активирует антиоксидантную защиту 
организма путем стимулирования экспрессии 
генов антиоксидантных ферментов и таким об-
разом усиливает процессы цитопротекции.

В соответствии с данными других авторов 
существует тесная взаимосвязь между хими-
ческой структурой и антиоксидантной актив-
ностью Фл, что лежит в основе различий ак-
тивности изученных индивидуальных Фл [31]. 
КВ  является более эффективным антиокси-
дантом по сравнению с ДГКВ. Предполагают, 
что именно наличие двойной связи между 2 и 
3 углеродами в С-кольце у КВ необходимо для 
проявления ингибирующей активности. Так же 
показано, что КВ сильнее ингибирует ПОЛ 
и обладает более высокой радикал-защитной 
способностью, чем Р [32].

Известно, что рост клеток растений контро-
лируется гормонами, прежде всего ауксинами. 
С  другой стороны, Фл регулируют транспорт 
индол-3-уксусной кислоты (ИУК) и ее метабо-
лизм [8, 33], что может отразиться на ростовых 
процессах. Производные КВ являются ингиби-
торами базипетального транспорта ауксина, гра-
витропизма и роста корня удлинением.

Показана зависимость роста клеточной куль-
туры и биосинтеза ВМ от природы ауксинов [34]. 
2,4-Д активирует пролиферацию, но снижает 
синтез ВМ, тогда как НУК вызывает цитодиф-
ференцировку, приводящую к замедлению и 
остановке роста культуры, но активирует обра-
зование вторичных соединений.

В исследовании Bota и Deliu [35] показана 
зависимость флавоноидного пути от цитокини-
нов (ЦК). Дефект передачи сигналов ЦК инду-
цировал экспрессию нескольких регуляторных 
генов, таких как MYB11, MYB111, PRODUCTION 

Таблица 4. Относительный прирост сырой массы и содержание фенольных соединений (ФС) в каллусной и 
суспензионной культурах лихниса

Тип культуры Время культивирования, 
сут

Относительный 
прирост FW

Содержание ФС, 
мг/г DW

Каллусная
Каллусная

Суспензионная

28
35
14

6.75 ± 0.46a

5.54 ± 0.26b

4.75 ± 0.35c

10.72 ± 0.20a

9.11 ± 0.32b

11.40 ± 0.80a

Примечание. Одинаковыми надстрочными латинскими буквами обозначены величины, различия между которыми не до-
стоверны при P ≤ 0.05.
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OF ANTHOCYANIN PIGMENT 1 (PAP1/MYB75), 
PAP2/MYB90, TRANSPARENT TESTA GLABRA 2 
(TTG2) и ТТ8, тем самым модулируя накопление 
флавонолов и антоцианов до и после стресса.

При выращивании клеточной культуры очень 
важно использовать оптимальное соотношение 
концентраций ауксинов и ЦК [34], поскольку 
ЦК в зависимости от природы и концентрации 
могут модулировать действие ауксинов.

В нашем эксперименте культуры in vitro, вы-
ращенные на МС-среде с 2 мг/л НУК и 0.5 мг/л 
6-БАП, поддерживали активный рост и накопле-
ние Фл (табл. 4). Наши результаты согласуются с 
данными других авторов. Оценку эффективно-
сти соотношения ауксинов и ЦК для регуляции 
ВМ провели Liu и Saxena [36]. Авторы протести-
ровали три ауксина (2,4-Д, ИУК, НУК) и один 
ЦК (БАП) в различных сочетаниях и концентра-
циях. Для  всех вариантов отмечено увеличение 
количества Фл с возрастом суспензионных куль-
тур (14 дней субкультивирования). Наибольшая 
продукция Фл была достигнута в суспензион-
ных культурах клеток S. medusa при использо-
вании комбинации 2 мг/л НУК и 0.5 мг/л БАП 
[36]. Ауксины НУК и ИУК сильнее стимулиро-
вали биосинтез Фл, чем 2,4-Д. Увеличение кон-
центрации ИУК и БАП значительно (в 3 раза) 
снижало количество Фл. Усиление продукции 
Фл показано также для суспензионной культуры 
Digitalis lanata после обработки 0.1  мг/л ИУК и 
1 мг/л БАП [35], однако для другой линии этой 
культуры значимым была иная комбинация гор-
монов 0.1 мг/л НУК и 1 мг/л БАП. Нами ранее 
показано, что каллусная культура S. orgaadayi 
двукратно увеличивала суммарное содержание 
эндогенных Фл при переходе от экспоненциаль-
ного роста в стационарную фазу при субкульти-
вировании на МС-среде, содержащей 0.8 мг/л 
2,4-Д и 0.5 мг/л БАП [26].

Другими авторами показано, что рост и вы-
работка биологически активных соединений 
клеточной суспензионной культурой Elaecarpus 
grandiflorus сильно зависели не только от типа, 
но и концентрации регуляторов роста [37]. 
Наибольшая продукция Фл была получена в 
культурах клеток, поддерживаемых на сре-
де WPM (Woody Plant Medium) с добавлением 
2.5  ppm 2,4‑Д (1.575 мг КВ/г DW), а наимень-
шая – 3.5 ppm 2,4-Д. Показана видоспецифич-
ность в накоплении Фл представителями одно-
го и того же рода. Производство Фл культурой 
E. grandiflorus ниже, чем производство Фл куль-
турой S. burahol [38]. На  уровень Фл влияет и 
содержание их предшественников. Было обна-
ружено, что каллусные культуры Anthocephalus 
indicus, выращенные на среде WPM с добав-
лением 3 мг/л БАП и 100 мг/л фенилаланина, 
продуцировали 77.2 ± 1.92 и 104.4 ± 4.39 мг 
Фл/г сухой массы соответственно [39].

Опираясь на данные гормональной регуля-
ции пролиферации клеток и содержания Фл, 
нами планируется изучение эндогенного уровня 
фитогормонов (ауксинов и цитокининов) и со-
держания Фл в культурах L. chalcedonica in vitro и 
питательных средах.

Таким образом, нами показано, что моло-
дая каллусная культура L. chalcedonica способна 
синтезировать БАВ, содержащиеся как в побе-
ге, так и в корне интактных растений. На  уро-
вень Фл влияет возраст растений, с которых 
отделены экспланты. Установлена органная 
специфика в накоплении Р, КВ и ДКВ. На при-
мере культуры in vitro показана динамика трех 
Фл при получении суспензионной культуры из 
каллусной культуры.

Исходя из полученных данных, можно за-
ключить, что присутствие Фл в исследуемом эк-
дистерон-содержащем виде L. chalcedonica дела-
ет его более перспективным для использования 
в качестве лекарственного сырья. Кроме того, 
каллусная и суспензионная культуры лихниса 
хальцедонского являются полноценным заме-
нителем растений природной популяции по со-
держанию трех исследованных Фл.

Данная работа была поддержана Програм-
мой развития Томского государственного уни-
верситета (Приоритет 2030).
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личественном определении флавоноидов.
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Возрастание климатической нестабильности наряду с усилением техногенной нагрузки на при-
родную среду обусловливают необходимость поиска новых подходов к повышению устойчиво-
сти пшеницы к абиотическим факторам, прежде всего, к низкой температуре. Перспективным 
направлением является использование наночастиц металлов, которые в низких концентрациях 
обладают способностью позитивно влиять на метаболизм растений. Благодаря малым размерам 
(менее 100 нм), особым физико-химическим, оптическим и электрическим свойствам, нано-
частицы проникают через клеточные барьеры, распространяются по растительному организму, 
влияя практически на все процессы в нем. На примере пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Злата) 
впервые показано, что золотые наночастицы (ЗНЧ) способны действовать как адаптогены, по-
вышая холодоустойчивость растений. В  исследовании использовали прайминг (предпосевное 
замачивание на 24 ч) семян в растворах ЗНЧ (5–50 мкг/мл). Выросшие из обработанных ЗНЧ се-
мян растения отличались от контрольных (необработанных) по ряду физиолого-биохимических 
и молекулярно-генетических показателей. У них были существенно усилены ростовые процессы 
и активность фотосинтетического аппарата, повышена экспрессия генов, кодирующих большую 
(rbcL) и малую (rbcS) субъединицы РБФК/О, а также COR генов – Wcor726 и Wcor15. Более того, 
полученные из обработанных ЗНЧ семян растения пшеницы отличались от контрольных повы-
шенной устойчивостью к низким температурам, причем эффект проявлялся как в контрольных 
условиях, так и после низкотемпературного закаливания. Концентрационные тесты показали, что 
максимальный эффект достигался при использовании ЗНЧ в концентрации 10 мкг/мл. Сделан 
вывод, что ЗНЧ способны влиять на метаболизм растений и экспрессию генов стрессового ответа, 
что приводит к существенному увеличению холодоустойчивости. Обсуждаются возможные меха-
низмы действия ЗНЧ на устойчивость к низкой температуре.

Ключевые слова: Triticum aestivum, гены РБФК/О, золотые наночастицы, растворимые сахара, 
рост, фотосинтетический аппарат, холодоустойчивость, COR гены
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ВВЕДЕНИЕ
Исследование физиолого-биохимических и 

молекулярно-генетических механизмов адапта-
ции высших растений к абиотическим факторам 
среды является одной из центральных задач со-
временной биологии. Яровая пшеница – одна из 
важнейших сельскохозяйственных культур, по-
всеместно возделываемая на территории России 

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324030081
Сокращения: ЗНЧ – золотые наночастицы, НЧ – наночастицы, 
ФСА – фотосинтетический аппарат.

и широко востребованная во всем мире. Возрас-
тание климатической нестабильности наряду с 
усилением техногенной нагрузки на природную 
среду обусловливают необходимость поиска но-
вых подходов к повышению устойчивости пше-
ницы к абиотическим факторам, прежде всего, к 
низкой температуре. Перспективным направле-
нием является использование наночастиц (НЧ) 
металлов, которые в низких концентрациях об-
ладают способностью позитивно влиять на ме-
таболизм и стрессоустойчивость растений. Бла-
годаря малым размерам (менее 100 нм), высокой 
подвижности, реакционной и адсорбционной 
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способности, а также уникальным оптическим 
резонансным свойствам НЧ проникают через 
клеточные барьеры, распространяются по рас-
тительному организму, влияя практически на все 
процессы в нем [1]. На сегодняшний день НЧ на-
ходят все большее применение в биологии, меди-
цине и сельском хозяйстве как регуляторы роста 
и развития растений, компоненты лекарствен-
ных препаратов, вещества с гербицидной/пести-
цидной активностью и наноудобрения [2].

Особое место среди металлических НЧ за-
нимают золотые наночастицы (ЗНЧ). С  одной 
стороны, ЗНЧ быстро и легко синтезируются из 
недорогих химических реактивов [3, 4]. С  дру-
гой стороны, ЗНЧ, как правило, нетоксичны 
для растений, животных и людей при исполь-
зовании в микродозах до 100 мкг/мл [5]. Анализ 
литературных источников демонстрирует, что 
эффекты ЗНЧ на растения носят преимуще-
ственно позитивный характер [3, 4]. Повышение 
интенсивности ростовых процессов под влия-
нием ЗНЧ наблюдали на целом ряде раститель-
ных объектов  [6–11]. Под  воздействием ЗНЧ 
отмечено усиление интенсивности фотосин-
теза и изменения параметров флюоресценции 
хлорофилла [11,  12], содержания фотосинтети-
ческих пигментов [6, 10, 11] и ультраструктуры 
хлоропластов [10, 13]. Наличие уникальных оп-
тических свойств, связанных с возбуждением 
локализованных плазмонных резонансов при 
взаимодействии со светом, обусловливает ми-
ровой научный интерес к применению ЗНЧ 
в медицине, биологии и сельском хозяйстве в 
качестве фотопротекторов, снижающих риски 
развития окислительного стресса [3, 5].

В последние годы возрос интерес к ЗНЧ как 
к адаптогенам, способным повышать стрессоу-
стойчивость. В отношении растений такого рода 
исследования немногочисленны, а механизмы 
эффектов ЗНЧ на метаболизм и устойчивость 
растений остаются не совсем ясными. Показа-
но на ячмене и резуховидке, что ЗНЧ, проникая 
в растения через корни, изменяли экспрессию 
генов DGR1 и DGR2, кодирующих белки клеточ-
ной стенки [14], а также ее химический состав 
и жесткость, способствуя повышению стрессо-
устойчивости [15]. Корневая обработка расте-
ний риса нанокомпозитами, содержащими ЗНЧ, 
снижала токсический эффект ионов Cd, препят-
ствуя их абсорбции клетками корней и нивели-
руя риски развития окислительного стресса [16, 
17]. В  условиях засоления ЗНЧ, нанесенные на 
листья пшеницы, поддерживали ионный баланс, 
модулировали образование NO как сигнальной 
молекулы и регулятора многих процессов в орга-
низме, повышали активность антиоксидантных 
ферментов [18]. Исследования в отношении вли-
яния ЗНЧ на устойчивость растений к низким 
температурам фрагментарны, однако перспек-

тивы дальнейшего использования ЗНЧ в этом 
направлении вполне очевидны.

Цель работы  – изучить влияние ЗНЧ на хо-
лодоустойчивость яровой пшеницы и ряд фи-
зиолого-биохимических и молекулярно-гене-
тических показателей, свидетельствующих о ее 
формировании, таких как интенсивность росто-
вых процессов, активность фотосинтетического 
аппарата (ФСА), интенсивность темного дыха-
ния, содержание в листьях растворимых сахаров 
и уровень экспрессии некоторых фотосинтети-
ческих и COR генов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Схема эксперимента. Экспериментальная 

работа проводилась по следующей схеме (рис. 
1). В  качестве способа обработки растений рас-
творами ЗНЧ мы выбрали нанопрайминг (зама-
чивание семян) в течение 24 ч. Нанопрайминг 
считается простой, эффективной, рентабельной 
и экологически безопасной стратегией работы с 
НЧ [2]. Основываясь на литературных данных 
о том, что ЗНЧ в концентрациях до 50 мкг/мл 
чаще всего оказывают стимулирующий эффект 
на растительный организм [5, 14], мы исполь-
зовали растворы с концентрациями ЗНЧ от 5 
до 50 мкг/мл. После процедуры нанопрайминга 
семена проращивали в контролируемых услови-
ях до достижения проростками возраста 10 сут. 
Затем часть растений из каждой группы отбира-
ли и закаливали при температуре 4°С в течение 
7 сут. Холодоустойчивость незакаленных и зака-
ленных растений оценивали методом прямого 
промораживания. Основные физиолого-биохи-
мические и молекулярно-генетические механиз-
мы влияния ЗНЧ на растения пшеницы изучали, 
используя вариант с концентрацией ЗНЧ, пока-
завший максимальный стимулирующий эффект 
на устойчивость к промораживанию.

Синтез ЗНЧ. Золотые наносферы получе-
ны цитратным методом [4] в реакции восста-
новления золотохлористоводородной кислоты 
(Sigma-Aldrich, США) цитратом натрия (Fluka, 
Швейцария). Восстановление проводили путем 
нагревания 250 мл 0.01% водного раствора золо-
тохлористоводородной кислоты в колбе Эрлен-
мейера на магнитной мешалке с обратным во-
дяным холодильником до 100°С и последующего 
добавления 7.75 мл 1% водного раствора цитрата 
натрия. Кипячение продолжали в течение 30 мин 
до образования золя красного цвета. Свежепри-
готовленные растворы разливали в стерильные 
стеклянные флаконы с плотно закрывающими-
ся крышками и хранили при температуре 4°С.

Полученные ЗНЧ были охарактеризованы 
методами трансмиссионной электронной ми-
кроскопии, спектрофотометрии и динамическо-
го светорассеяния [19]. По  данным измерений, 
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средний диаметр ЗНЧ составил 15.3 нм, число 
НЧ в 1 мл  – 1.6 × 1012. Максимальная концен-
трация золота в растворе составила 57 мкг/мл. 
В  опытах использовали растворы с концентра-
циями ЗНЧ 5, 10, 20 и 50 мкг/мл, полученные 
путем разбавления исходного раствора дистил-
лированной водой непосредственно перед при-
менением. В  качестве контрольного варианта 
использовали растения, выращенные из семян, 
обработанных дистиллированной водой (кон-
центрация ЗНЧ 0 мкг/мл).

Растительный материал и условия выращива-
ния. Прайминг семян яровой пшеницы (Triticum 
aestivum L.) сорта Злата (Федеральный исследо-
вательский центр “Немчиновка”, Россия) про-
водили в растворах ЗНЧ в течение 24 ч. Далее 
семена (400 шт./вариант) проращивали на дис-
тиллированной воде при 22°С, относительной 
влажности воздуха 60–70%, освещенности 100 
мкмоль/(м2 с) и 16-часовом фотопериоде.

Низкотемпературное закаливание растений. 
Через 10 сут. половину растений из каждого ва-
рианта закаливали в климатической камере 
KBW-240 (Binder, Германия) при температуре 
4°С в течение 7 сут, сохраняя прочие условия не-
изменными.

Устойчивость к низким температурам. Устой-
чивость закаленных и незакаленных растений 
пшеницы к низкой температуре оценивали ме-

тодом прямого промораживания. Из  каждого 
варианта опыта брали по 30 растений и последо-
вательно промораживали их в бумажных конвер-
тах при температурах –3 и –5°С в течение 24 ч в 
климатической камере MIR-153 (Sanyo, Япо-
ния). Затем растения в течение 24 ч выдержи-
вали при температуре 4°С в темноте, после чего 
переносили в обычные условия (22°С, дневной 
свет) на 72 ч. Об устойчивости к низким темпе-
ратурам судили по количеству неповрежденных 
проростков в процентах от общего числа промо-
роженных растений.

Содержание золота. Определение содержания 
золота в семенах, корнях и листьях 10-дневных 
проростков пшеницы проводили на атомно-э-
миссионном спектрометре с индуктивно-свя-
занной плазмой Agilent (Agilent Technologies, 
США) и масс-спектрометре с индуктивно-свя-
занной плазмой Bruker 820-MS ICP-MS (Bruker, 
Германия).

Ростовые параметры. Длину первого листа у 
проростков измеряли на 10 и 17 сутки выращи-
вания, т.е. до  и после низкотемпературного за-
каливания.

Интенсивность СО2 газообмена. Скорость ви-
димой ассимиляции СО2 и темного дыхания у 
растений пшеницы определяли при 22 и 4°С, ис-
пользуя установку открытого типа с инфракрас-
ным газоанализатором URAS 2T (Hartmann & 

Нанопрайминг семян пшеницы в растворах ЗНЧ в течение 24 ч

0 мкг/мл 5 мкг/мл 10 мкг/мл

Выращивание растений в контролируемых условиях в течение 10 суток

Концентрационный тест на устойчивость
к низкой температуре

Определение концентрации ЗНЧ
с максимальным эффектом

Изучение механизмов влияния ЗНЧ
на устойчивость к низкой температуре

Из каждой группы растений часть проростков
закаливали при 4°С в течение 7 суток

20 мкг/мл 50 мкг/мл

Рис. 1. Схема эксперимента. ЗНЧ – золотые наночастицы.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ         том 71          № 3          2024

336	 ВЕНЖИК и др.

Braun, Германия), и выражали в мг СО2/г сухой 
массы в ч.

Содержание фотосинтетических пигментов. 
Концентрацию хлорофилла a (Хл a), хлорофил-
ла b (Хл b) и каротиноидов (Кар) в листьях опре-
деляли с помощью спектрофотометра Genesys 
10 UV (Termo Electron Corporation, США) при 
длинах волн, соответствующих максимумам 
поглощения пигментов в 80% растворе аце-
тона  – 663, 646 и 470 нм соответственно [20]. 
Содержание пигментов выражали в мг/г сухой 
массы листьев.

Долю хлорофиллов в светособирающем ком-
плексе (ССК) рассчитывали по формуле: ССК 
(%) = (Хл b + 1.2 × Хл b)/(Хл а + Хл b) × 100, ис-
ходя из того, что весь Хл b находится в ССК, а 
соотношение Хл а/Хл b в нем равно 1.2.

Содержание сухого вещества в листьях. Ин-
тенсивность накопления сухой биомассы ли-
стьев высчитывали в процентах от сырого веса 
после высушивания образцов в термостате при 
температуре 100–105°С до постоянного веса.

Содержание растворимых сахаров. Для  оцен-
ки содержания глюкозы в листьях использовали 
набор Глюкоза-Ольвекс (ООО “Ольвекс диагно-
стикум”, Россия). Содержание сахарозы и фрук-
тозы в листьях определяли методом Рое [21]. Со-
держание сахаров выражали в мг/г сухой массы 
листьев.

Выделение РНК и проведение ПЦР-РВ (qRT-
PCR). Тотальную РНК выделяли из навески ли-
стьев (50 мг), используя набор Spectrum Plant 
Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, США) с модифи-
кацией стадии гомогенизации. Качество и ко-
личество очищенной РНК определяли на спек-
трофотометре NanoDrop 2000 (Thermo Fisher 
Scientific, США) и анализировали электрофоре-
тически в 2% агарозном геле. Для удаления оста-
точных примесей геномной ДНК препараты то-
тальной РНК обрабатывали ДНКазой I (Thermo 
Fisher Scientific, США). Для  синтеза кДНК ис-
пользовали наборы для обратной транскрипции 
RevertAid (Thermo Fisher Scientific, США), в том 
числе с входящими в состав праймерами оligo 
(dT) 21 для генов ядерного кодирования и random 
6 для генов хлоропластного кодирования [22].

ПЦР-РВ (RT-qPCR) проводили на амплифи-
каторе CFX96 Touch (Bio-Rad, США), исполь-
зуя интеркалирующий краситель SYBR Green I 
(ЗАО “Евроген”, Россия). Реакционная смесь 
для количественной ПЦР в объеме 25 мкл содер-
жала 5 мкл qPCRmix HS SYBR (ЗАО “Евроген”, 
Россия), 0.2 мкмоль каждого праймера и 15 нг 
матрицы кДНК. Использовали следующие усло-
вия амплификации: 95°C  – 5 мин, далее 40 ци-
клов: 95°C – 15 с, 60°C – 30 с и 72°C– 30 с.

Для амплификации целевых (Wcor726, Wcor15) 
и референсного (TaRP15) генов были подобра-
ны праймеры с использованием онлайн-ресур-

сов Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/) и OligoAnalyzer™ Tool (https://
eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Нукле-
отидные последовательности праймеров для 
амплификации целевых генов малой (rbcS) и 
большой (rbcL) субъединиц РБФК/О и рефе-
ренсного гена TaAct7 (актин) были заимство-
ваны из публикаций [23, 24]. Используемые 
праймеры представлены в таблице S1 (Дополни-
тельные материалы).

Уровни экспрессии мРНК генов-мишеней 
нормализовали по отношению к гену TaAct7 
и TaRP15 (RNA polymerase I, II, III; 15 кД). Ре-
зультаты амплификации обрабатывали методом 
Pfaffl [25].

Статистический анализ. Все  эксперименты 
проводили в 3–6 биологических и 3–4 аналити-
ческих повторностях. В таблицах и на графиках 
представлены среднеарифметические значения 
и их стандартные ошибки. Статистическую зна-
чимость различий между средними значения-
ми оценивали с помощью ANOVA (применяли 
критерий Тьюки), встроенного в графический 
математический пакет Microcal Origin. В  статье 
обсуждаются только величины, статистически 
значимые при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние ЗНЧ на холодоустойчивость

На первом этапе исследования была прове-
дена оценка влияния различных концентраций 
ЗНЧ (5–50 мкг/мл) на холодоустойчивость к 
низкой температуре незакаленных и закален-
ных (4°С, 7 сут) проростков пшеницы. Для это-
го применили метод прямого промораживания, 
основанный на определении выживаемости 
растений после тестирующего действия низких 
температур (–3 и –5°С) в течение 24 ч.

Установлено, что нанопрайминг семян уве-
личивал холодоустойчивость как незакаленных, 
так и закаленных проростков пшеницы (табл. 1). 
У незакаленных растений ЗНЧ в концентрациях 
5 и 10 мкг/мл вызывали 2–3-кратное увеличение 
холодоустойчивости после промораживания 
при температуре –3°С. При этом максимальный 
положительный эффект на холодоустойчивость 
отмечен при использовании ЗНЧ в концентра-
ции 10 мкг/мл (рис. 2а,  б). Cнижение темпера-
туры промораживания до –5°С вызывало гибель 
незакаленных растений независимо от варианта 
опыта.

Низкотемпературное закаливание приводи-
ло к увеличению холодоустойчивости пшени-
цы. Так,  если выживаемость незакаленных рас-
тений после промораживания при температуре 

–3°С составляла 15%, то после закаливания она 
увеличивалась в 4 раза (табл. 1). При этом обра-
ботка ЗНЧ во всех использованных концентра-
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циях вызывала у растений дополнительный (на 
30–40%) прирост холодоустойчивости. Важно 
отметить, что в отличие от незакаленных расте-
ний, у проростков пшеницы, подвергнутых низ-

котемпературному закаливанию, эффект ЗНЧ 
сохранялся при снижении температуры до –5°С 
и был максимальным для концентрации ЗНЧ 10 
мкг/мл (рис. 3а, б).

Таблица 1. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) на 
холодоустойчивость незакаленных и закаленных 
(4°С, 7  сут.) проростков пшеницы после 
промораживания, %

Концентрация 
ЗНЧ (мкг/мл)

Температура промораживания

–3°С –5°С

Незакаленные проростки

0 15 ± 3 0

5 30 ± 5* 0

10 50 ± 5* 0

20 10 ± 3 0

50 10 ± 3 0

Закаленные проростки

0 60 ± 3 7 ± 3

5 90 ± 3* 50 ± 3*

10 97 ± 3* 67 ± 3*

20 90 ± 3* 50 ± 3*

50 90 ± 3* 50 ± 3*

Примечание. Устойчивость пшеницы к низкой температу-
ре определяли по выживаемости (%) после проморажива-
ния при температуре –3 и –5°С в течение 24 ч. * – статисти-
чески значимые при P < 0.05 отличия обработанных ЗНЧ 
растений от варианта 0 (необработанные растения).

(a) (б)

(a) (б)

Рис. 2. Незакаленные проростки пшеницы после 
промораживания при температуре –3°С в течение 
24 ч: а  – контроль,  б  – проростки, обработанные 
ЗНЧ в концентрации 10 мкг/мл. 

(a) (б)

Рис. 3. Закаленные (4°С, 7 сут.) проростки пшеницы после промораживания при –5°С в течение 24 ч: а – кон-
троль, б – проростки, обработанные ЗНЧ в концентрации 10 мкг/мл.
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Поскольку концентрация ЗНЧ 10 мкг/мл 

оказывала максимальный эффект на холодоу-
стойчивость как незакаленных, так и закален-
ных растений пшеницы, именно эта концентра-
ция была отобрана для дальнейшего изучения 
физиолого-биохимических и молекулярно-гене-
тических показателей, важных для формирова-
ния повышенной устойчивости растений к низ-
кой температуре.

Содержание золота
Следующим этапом исследования было 

определение содержания золота в семенах (по-
сле нанопрайминга), а также в корнях и листьях 
10-дневных растений пшеницы, выращенных из 
семян, обработанных ЗНЧ (10 мкг/мл). Данные 
о содержании золота в семенах и органах расте-
ний представлены в таблице 2. Установлено, что 
наибольшее количество золота содержали семе-
на; более того, оно было обнаружено в корнях и 
даже (в следовых количествах) в листьях расте-
ний, выращенных из обработанных ЗНЧ семян 
(табл. 2).

Таблица 2. Содержание золота в семенах, корнях 
и листьях пшеницы после нанопрайминга золотыми 
наночастицами

Объект Золото, мг/кг сухой массы

Семена 3.9 ± 0.2

Корни 1.6 ± 0.1

Листья 0.28 ± 0.01

Влияние ЗНЧ на ростовые параметры
Одним из важнейших интегральных пока-

зателей, отражающих состояние растительного 
организма в условиях длительного действия низ-
кой температуры, является рост. Проведенные 
опыты показали, что в варианте с обработкой 
ЗНЧ (10 мкг/мл) наблюдалось увеличение дли-
ны первого листа у незакаленных проростков 
пшеницы (рис. 4а). В  условиях низкотемпера-
турного закаливания рост листьев практически 
полностью прекращался, причем как у пророст-
ков, выращенных из необработанных семян, так 
и у тех, семена которых были обработаны ЗНЧ 
(рис. 4б).

Влияние ЗНЧ на интенсивность 
CO2 газообмена

Важным этапом исследования было опре-
деление эффектов ЗНЧ на интенсивность 
CO2-газообмена у пшеницы. Установлено, что 
обработка ЗНЧ существенно увеличивала ин-
тенсивность видимой ассимиляции CO2 не-

закаленных проростков (рис. 4в). В  условиях 
низкотемпературного закаливания интенсив-
ность видимой ассимиляции CO2 снижалась 
почти в 2 раза, но достоверных различий по 
этому показателю между контрольными и об-
работанными ЗНЧ растениями не обнаружено 
(рис. 4г). Следует отметить, что в варианте с 
обработкой ЗНЧ в условиях закаливания ин-
тенсивность видимой ассимиляции CO2 была 
немного выше, чем в контрольном варианте. 
Достоверных эффектов ЗНЧ на интенсив-
ность темнового дыхания не обнаружено, но 
она снижалось в период закаливания в обоих 
вариантах опыта (у обработанных и необра-
ботанных ЗНЧ проростков) почти в 3 раза 
(рис. 4д, е).

Влияние ЗНЧ на содержание 
фотосинтетических пигментов

Под влиянием ЗНЧ в контрольных усло-
виях существенно увеличивалось содержание 
хлорофиллов в листьях пшеницы (табл. 3), при 
этом содержание каротиноидов и доля хло-
рофиллов в ССК не изменялись. У  закален-
ных проростков пшеницы содержание хлоро-
филлов было меньше, при этом достоверных 
изменений между вариантами в содержании 
фотосинтетических пигментов не обнаружено 
(табл. 3).

Таблица 3. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) 
на содержание фотосинтетических пигментов в 
листьях пшеницы до и после низкотемпературного 
закаливания (4°С, 7 сут)

Показатели

Концентрация ЗНЧ 
(мкг/мл)

0 10

Незакаленные проростки

Хл a + b, мг/г сухой массы 14.6 ± 0.1 15.7 ± 0.2*

Каротиноиды, 
мг/г сухой массы

2.2 ± 0.1 2.5 ± 0.1

Хлорофилл в ССК, % 53 ± 1 50 ± 1

Закаленные проростки

Хл a + b, мг/г сухой массы 11.2 ± 0.3 11.3 ± 0.3

Каротиноиды, 
мг/г сухой массы

2.2 ± 0.1 2.1 ± 0.1

Хлорофилл в ССК, % 48 ± 1 47 ± 1

Примечание. * – Статистически значимые при P < 0.05 от-
личия обработанных ЗНЧ растений от варианта 0 (необра-
ботанные растения).
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Влияние ЗНЧ на накопление 
сухого вещества и сахаров

Исследования показали, что нанопрайминг 
семян ЗНЧ не влиял на накопление сухой био-
массы побегов пшеницы (табл. 4). Кроме того, 
в их листьях содержание моносахаров (глюкоза, 
фруктоза) было ниже, а накопление сахарозы – 
выше, чем в контрольном (без нанопрайминга) 
варианте (табл. 4). По суммарному содержанию 

этих сахаров обработанные ЗНЧ растения не от-
личались от контрольных.

После низкотемпературного закаливания 
содержание сухого вещества в листьях пшеницы 
возрастало на треть, а обработка ЗНЧ допол-
нительно стимулировала этот процесс (табл. 4). 
При этом под влиянием ЗНЧ наблюдали усилен-
ное накопление закаленными растениями фрук-
тозы и сахарозы.
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Рис. 4. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) на ростовые параметры (а, б), интенсивность видимого фотосинте-
за (в, г) и темнового дыхания (д, е) пшеницы до (а, в, д) и после (б, г, е) низкотемпературного закаливания (4°С, 
7 сут). * – Статистически значимые при P < 0.05 отличия обработанных ЗНЧ растений от варианта 0 (необрабо-
танные растения).
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Таблица 4. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) на 
сухую биомассу побегов и содержание сахаров в 
листьях пшеницы до и после низкотемпературного 
закаливания (4°С, 7 сут.)

Показатели
Концентрация ЗНЧ

(мкг/мл)

0 10

Незакаленные проростки

Сухой вес побегов 13.2 ± 0.2 13.3 ± 0.2

Глюкоза (мг/г сухой массы) 49.9 ± 1.2 38.9 ± 1.5*

Фруктоза (мг/г сухой массы) 5.2 ± 0.5 3.8 ± 0.6*

Сахароза (мг/г сухой массы) 4.4 ± 0.2 7.6 ± 0.2*

Закаленные проростки

Сухой вес побегов 17.8 ± 0.3 19.1 ± 0.4*

Глюкоза (мг/г сухой массы) 37.1 ± 1.2 33.3 ± 1.3

Фруктоза (мг/г сухой массы) 8.0 ± 0.5 10.9 ± 0.6*

Сахароза (мг/г сухой массы) 14.1 ± 0.2 24.5 ± 0.2*

Примечание. * – Статистически значимые при P < 0.05 от-
личия обработанных ЗНЧ растений от варианта 0 (необра-
ботанные растения).

Влияние ЗНЧ на уровень экспрессии 
генов ФСА

Мы проанализировали влияние ЗНЧ на 
уровень экспрессии генов ФСА  – rbcS и rbcL, 
кодирующих, соответственно, малую и боль-
шую субъединицы РБФК/О. Установлено, что 
у растений, обработанных ЗНЧ, был увеличен 
уровень экспрессии rbcS и rbcL (по сравнению 
с растениями, необработанными ЗНЧ) в кон-
трольных условиях (рис. 5а, б). Достоверных эф-
фектов ЗНЧ на уровень экспрессии этих генов в 
условиях низкотемпературного закаливания не 
обнаружено (рис. 5в, г).

Влияние ЗНЧ на уровень экспрессии 
COR генов

Нами проведена оценка влияния ЗНЧ на 
уровень экспрессии COR генов  – Wcor726 и 
Wcor15, кодирующих защитные белки, играю-
щие важную роль в формировании повышенной 
холодоустойчивости. Показано, что в листьях 
незакаленных растений уровень экспрессии 
гена Wcor15 под влиянием ЗНЧ повышался в 8 
раз (рис. 6в), тогда как уровень экспрессия гена 
Wcor726 не изменялся (рис. 6а). В условиях низ-
котемпературного закаливания обработка ЗНЧ 
не влияла на уровень экспрессии изученных ге-
нов (рис. 6б, г).

ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение механизмов стрессоустойчивости 

важных сельскохозяйственных культур, как и 
поиск инновационных подходов к проблеме ее 
повышения, относятся к наиболее актуальным 
проблемам современной биологии. Яровая 
пшеница – холодостойкая культура, способная 
выдерживать непродолжительное действие от-
рицательных околонулевых температур. Более 
того, в процессе низкотемпературного закали-
вания многие сорта пшеницы могут развивать 
комплекс адаптивных реакций и механизмов, 
позволяющих им переносить более низкие от-
рицательные температуры. Поэтому при изу-
чении эффектов ЗНЧ на холодоустойчивость 
пшеницы важно рассматривать их влияние 
как в контрольных условиях (на незакаленных 
растениях), так и после низкотемпературно-
го закаливания. Более того, большое значение 
имеют такие факторы как способ внесения НЧ 
в растительный организм и используемая кон-
центрация НЧ.

Известно, что НЧ могут поступать в растения 
через корни, листья или семена. Предполагают, 
что в корневую систему НЧ попадают вместе с 
поглощаемой водой через боковые корни и кор-
невые волоски. Основным способом проникно-
вения НЧ в листья считают устьица [2]. Видимо, 
благодаря своей амфифильности, НЧ “проса-
чиваются” через липофильный кутикулярный 
слой или разрушают восковый слой кутикулы и 
проникают в лист. Оказавшись внутри растения, 
НЧ могут перемещаться по ксилеме и флоэме, 
а также накапливаться в клетках [2]. В  наших 
опытах был использован метод нанопрайминга – 
семена пшеницы замачивали в растворах ЗНЧ 
различных концентраций. Этот способ обработ-
ки НЧ широко применяется в экспериментах с 
растениями и считается наиболее рентабель-
ным и безопасным [26]. При нанопрайминге НЧ 
проникают внутрь семян пассивно с молекула-
ми воды и через разрушенные участки семенной 
оболочки. Механизм дальнейшей “работы” НЧ 
в растительном организме не совсем ясен. В ряде 
исследований установлено, что ЗНЧ не просто 
адсорбируются в семенных оболочках, но и пе-
ремещаются в проростки и распространяются по 
тканям, проникая в клетки. Например, метода-
ми флуоресцентной микроскопии и оптической 
эмиссионной спектроскопии показано, что ЗНЧ 
содержались не только в семенах, но и в листьях 
проростков, выращенных из семян, обработан-
ных ЗНЧ [10,  27]. В  наших опытах методами 
атомно-эмиссионной и масс-спектроскопии зо-
лото также было обнаружено не только в семенах, 
но и в корнях, а также (в следовых количествах) 
в листьях растений пшеницы, выращенных из 
обработанных ЗНЧ семян (табл. 2). Важно отме-
тить, что эти растения не только отличались от 
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контрольных (необработанных) по ряду физи-
олого-биохимических и молекулярно-генетиче-
ских показателей, но и развивали повышенную 
устойчивость к низким температурам (табл. 2). 
В  результате проведенных нами концентраци-
онных тестов с применением ЗНЧ установлено, 
что максимальный эффект на холодоустойчи-
вость растений достигался при использовании 
очень низкой концентрации – 10 мкг/мл. Поэто-
му в последующих экспериментах по изучению 
механизмов стресспротекторного влияния ЗНЧ 
на растения пшеницы была использована имен-
но эта концентрация.

Наши исследования показали, что растения 
пшеницы, выращенные в оптимальных услови-
ях из семян, обработанных ЗНЧ, отличались от 
контрольных повышенной интенсивностью ро-
ста и активностью ФСА, более высоким содержа-
нием хлорофиллов в листьях, а также повышен-
ным уровнем экспрессии генов, кодирующих 

большую и малую субъединицы РБФК/О (рис. 4, 
5; табл. 3). Схожие результаты по стимулирую-
щему влиянию низких концентраций ЗНЧ на 
рост растений были получены на кукурузе, резу-
ховидке и горчице [6–8, 10]. Стимулирующее 
действие НЧ на ростовые процессы связывают 
с их способностью улучшать поглощение воды 
и питательных элементов, предположительно, 
за счет активации генов, регулирующих работу 
аквапоринов, и генов, ответственных за клеточ-
ный цикл [28]. Показано, что под влиянием ЗНЧ 
изменялся химический состав клеточной стен-
ки в корнях ячменя, в частности, увеличивалось 
количество белков-галактанов, вследствие чего 
возрастала жесткость клеточной стенки, а следо-
вательно, стрессоустойчивость растений [14, 15]. 
Кроме того, ЗНЧ влияли на гены DGR1 и DGR2, 
кодирующие белки клеточной стенки, участву-
ющие в удлинении корней [14]. Показано вли-
яние ЗНЧ на дифференцировку клеток через 
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Рис. 5. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) на экспрессию генов rbcS и rbcL в листьях пшеницы до (а, в) и по-
сле (б, г) низкотемпературного закаливания (4°С, 7 сут.). * – Статистически значимые при P < 0.05 отличия обра-
ботанных ЗНЧ растений от варианта 0 (необработанные растения).
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микроРНК  – малые некодирующие РНК, кон-
тролирующие, в том числе, рост растения и его 
стрессовый ответ [7].

В ряде исследований отмечено увеличение 
интенсивности фотосинтеза и содержания хло-
рофиллов под влиянием ЗНЧ [6, 10, 11]. Уста-
новлено, что другие НЧ также изменяют интен-
сивность синтеза фотосинтетических пигментов 
и активность ФСА посредством регуляции экс-
прессии генов, задействованных в его работе. 
Например, НЧ оксида цинка повышали экспрес-
сию генов, кодирующих структурные единицы 
фотосистем (PSAD2, PSAE2, PSAK) и генов син-
теза фотосинтетических пигментов (CAO, CHLG, 
GGPS6, PSY, PDS, ZDS) [29]. НЧ оксида кремния 
усиливали экспрессию генов PsbH, PsbB и PsbD, 
кодирующих белки сборки ФС II [23]. НЧ окси-
да титана усиливали экспрессию генов, участву-
ющих в синтезе РБФК/О [30].

Наши исследования показали, что в усло-
виях низкотемпературного закаливания ЗНЧ 
вызывали дополнительный прирост холодо-
устойчивости проростков пшеницы (табл. 1). 
Однако эффекты ЗНЧ на ростовые процессы 
и активность ФСА практически полностью 
нивелировались действием низкой закалива-
ющей температуры. При  этом процесс повы-
шения холодоустойчивости сопровождался су-
щественным (более чем на 70%) увеличением 
содержания сахарозы (табл. 4). Известно, что 
накопление растворимых сахаров – важнейшая 
неспецифическая реакция растений на многие 
абиотические стрессоры, необходимая для их 
выживания, в том числе в условиях длительно-
го действия низкой температуры [31]. С одной 
стороны, сахара выполняют функции осмоли-
тиков и криопротекторов, защищая растения 
от обезвоживания, а с другой, стабилизируют 
мембраны и действуют как антиоксиданты [32]. 
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Рис. 6. Влияние золотых наночастиц (ЗНЧ) на экспрессию Wcor726 и Wcor15 генов в листьях пшеницы до (а, в) и 
после (б, г) низкотемпературного закаливания (4°С, 7 сут.). * – Статистически значимые при P < 0.05 отличия обра-
ботанных ЗНЧ растений от варианта 0 (необработанные растения).
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Кроме того, сахара являются резервными веще-
ствами, и их накопление необходимо для энер-
гоемкого процесса низкотемпературной адап-
тации [33].

Мы изучили влияние ЗНЧ на экспрессию 
двух важных COR генов – Wcor726 и Wcor15. Из-
вестно, что ген Wcor726 относится к семейству 
Wcs120, специфичному для пшеницы [34, 35]. 
Гены семейства Wcs120 регулируются низкой 
температурой и кодируют синтез белков WCS 
(wheat cold stress), накопление которых корре-
лирует со способностью растений повышать 
холодоустойчивость [34]. Белки, кодируемые 
Wcor726, относятся к дегидринам, объединен-
ным во II группу или семейство D 11 большого 
класса LEA (Late Embryogenesis Abundant) бел-
ков, участвующих в защите растений от обезво-
живания при действии различных стрессовых 
факторов [36]. Белки, кодируемые Wcor15, отно-
сятся к III группе белков LEA, транспортируют-
ся в хлоропласты [37, 38] и содержат CRT/DRE 
cis-регуляторные элементы, сходные с Wcs120 
[39]. Имеются данные, что белок WCOR15  – 
продукт гена Wcor15 – локализуется в хлоропла-
стах и снижает риски фотоингибирования ФС II 
[40]. Как установлено в наших опытах, у незака-
ленных проростков пшеницы, выращенных из 
семян, обработанных ЗНЧ, уровень экспрессии 
Wcor15 увеличивался в 8 раз (рис. 6).

Проведенные эксперименты показали, что 
эффекты ЗНЧ на растения пшеницы зависели от 
температурных условий опыта. В  оптимальных 
температурных условиях нанопрайминг семян 
приводил к стимуляции ростовых процессов у 
проростков, повышению активности ФСА (за 
счет усиления экспрессии генов РБФК/О rbcS 
и rbcL и увеличения содержания хлорофиллов) 
и уровня экспрессии COR гена Wcor15. В  усло-
виях низкотемпературного закаливания ЗНЧ 
способствовали дополнительному накоплению 
в листьях растворимых сахаров и, как следствие, 
существенному повышению холодоустойчиво-
сти растений пшеницы. Следовательно, ЗНЧ 
способны “перепрограммировать” раститель-
ный организм, изменяя метаболизм растений и 
экспрессию генов стрессового ответа, что при-
водит к существенному увеличению стрессоу-
стойчивости растений. Для  детального пони-
мания механизмов действия ЗНЧ на растения 
необходимы дальнейшие исследования, однако 
уже сейчас можно утверждать, что ЗНЧ могут 
быть использованы в биологии и сельском хо-
зяйстве как адаптогены, усиливающие стрессо-
устойчивость.
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Проводилось изучение влияния окислительного стресса на липидный состав рафтовых струк-
тур вакуолярных мембран, выделенных из корнеплодов столовой свеклы Beta vulgaris L. с целью 
выяснения роли этих мембранных структур в адаптационных механизмах растительной клетки. 
Анализировали возникающие в результате стресса изменения в качественном и количественном 
составе основных липидов, стеринов, жирных кислот и сравнивали с изменениями в липидах, 
роль которых в защите клеток от стресса достоверно установлена. Ранее в вакуолярной мембране 
было показано присутствие трех видов рафтовых структур. При окислительном стрессе в составе 
липидов этих структур происходили изменения. Наиболее существенные из них, способные по-
влиять на защитные механизмы растительной клетки, были выявлены в рафтовых микродоменах 
4-й зоны сахарозного градиента (35% сахароза). Они состояли в увеличении содержания сфинго-
липидов, фосфатидилсерина, β-ситостерина, дигалактозилдиглицерида и снижении фосфатид-
ной кислоты. Менее выраженные отличия были обнаружены в липидном составе у микродоменов 
2-й зоны сахарозного градиента (15% сахароза): увеличивалось количество холестерина и сфин-
голипидов и снижалось содержание фосфатидной кислоты и моногалактозилдиглицерида. Среди 
изменений липидного состава, способных повлиять на защитные механизмы растительной клет-
ки, у микродоменов 6-й зоны (60% сахароза) было отмечено увеличение содержания фосфата-
дилхолина, кампестерина и β-ситостерина. Комплекс выявленных изменений липидного состава 
у изучаемых рафтовых микродоменов вакуолярной мембраны может являться результатом стрес-
сового ответа и участвовать в формировании адаптационных механизмов растительной клетки.

Ключевые слова: Beta vulgaris, адаптационные механизмы, мембранные липиды, рафты, окисли-
тельный стресс, тонопласт
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ВВЕДЕНИЕ
Влияние неблагоприятных факторов внеш-

ней среды на растения приводит к нарушению 
метаболизма и существенному снижению про-
дуктивности растений. Изучение изменений, 
которые происходят в ответ на стрессовые воз-
действия, и способы их преодоления являются 
одной из основных задач биологии. Действие 
экстремальных факторов, вызывающих у кле-
ток состояние стресса, приводит к перестройке 
метаболизма клетки, которая должна способ-

Сокращения: ЖК  – жирные кислоты; НЖК  – насыщенные 
жирные кислоты; ННЖК  – ненасыщенные жирные кислоты; 
СФ  – сфинголипиды; ДГДГ  – дигалактозилдиацилглицериды; 
МГДГ – моногалактозилдиацилглицериды; ФК – фосфатидная 
кислота; ФХ – фосфатидилхолины; ФЭ – фосфатидилэтанола-
мины; ФГ – фосфатидилглицерины; ФИ – фосфатидилинози-
толы; ФС – фосфатидилсерины.

ствовать успешному преодолению негативной 
ситуации и восстановлению нарушенного го-
меостаза. Одним из наиболее опасных стрессов 
для растений является окислительный стресс. 
К  нему приводит любое другое стрессовое воз-
действие  [1]. Первыми с неблагоприятными 
внешними воздействиями сталкиваются биоло-
гические мембраны. Известно, что мембранные 
липиды могут принимать участие в защите рас-
тительной клетки от стрессовых воздействий [2]. 
Вакуолярная мембрана является одной из наи-
менее изученных, хотя имеет большое значение 
в жизнедеятельности растительной клетки. То-
нопласт, как внутренняя мембрана протопласта, 
ограничивает вакуоль растительной клетки и об-
ладает избирательной проницаемостью, активно 
участвует в процессах транспорта метаболитов, 
во многом определяет способность клетки к ос-
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морегуляции, к регуляции рН и ионного гомеос-
таза цитозоля, трансдукции сигналов различной 
природы, а также принимает активное участие в 
защите клетки от абиотического стресса.

В настоящее время общепринятым является 
мнение о том, что биологические мембраны не-
однородны и имеют доменную организацию  [3]. 
В  плазматической мембране выявлено присут-
ствие целого ряда микро- и нанодоменов [4]. Ми-
кродомены первыми выделенные из плазмалем-
мы были названы рафтами [5]. По определению 
рафты являются микродоменами клеточных мем-
бран, в которых вокруг определенных белков об-
разуются области, обогащенные гликосфинголи-
пидами, стеринами и липидами с насыщенными 
жирными кислотами, что делает их более плотны-
ми, чем окружающая мембрана [6]. Известно, что 
эти мембранные структуры принимают актив-
ное участие во многих важных для растительной 
клетки процессах, таких как экзо- и эндоцитоз, 
деление, поляризация, внутриклеточная переда-
ча сигналов, образование мембранных контак-
тов, связь с цитоскелетом и др. [7]. В тонопласте 
также были обнаружены рафты [8]. Используя 
более “мягкий” бездетергентный метод выделе-
ния рафтов из вакуолярной мембраны после вы-
сокоскоростного разделения в градиенте плотно-
сти сахарозы были выделены 3 зоны, в которых 
присутствовали мембранные фракции, содержа-
щие в большом количестве липиды, характерные 
для липид-белковых микродоменов относимых 
к рафтам [9]. В  липидном составе рафтов могут 
происходить определенные изменения, которые 
будут отражаться на таких биофизических пара-
метрах мембраны как текучесть (микровязкость) 
и пластичность, что может быть связано с участи-
ем этих структур в адаптационных механизмах 
растительной клетки. Кроме того, изменения в 
содержании ряда мембранных фосфолипидов и 
гликоглицеролипидов могут стабилизировать ла-
меллярную структуру мембраны, предотвращая 
ее переход в гексагональную фазу [10], что также 
будет способствовать усилению защитных ме-
ханизмов при воздействии стресса. Ранее нами 
была показана важная роль липидов вакуоляр-
ной мембраны в защите клетки от абиотических 
стрессов [11]. В данном исследовании было выяв-
лено, что в выполнении этой защитной функции 
могут принимать участие липиды микродоменов 
(рафтов), присутствующие в тонопласте. Анали-
зируя и сравнивая наши результаты с данными 
других исследователей, изучающих роль мем-
бранных липидов в защите растительной клетки 
от стрессов, мы полагаем, что липиды, входящие 
в состав рафтов вакуолярной мембраны, играют 
важную роль в защите растительной клетки от 
абиотических стрессов.

Цель данного исследования состояла в изу-
чении изменений происходящих в составе липи-

дов рафтовых микродоменов тонопласта после 
окислительного стресса, и выяснении роли раф-
товых структур в защитных механизмах расти-
тельной клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использо-

вали корнеплоды столовой свеклы (Beta vulgar-
is  L.), которые самостоятельно выращивали в 
полевых условиях. Корнеплоды, находились в 
периоде покоя и хранились в течение несколь-
ких месяцев при температуре 4–6°С.

Вакуолярные мембраны получали описанным 
ранее методом [12] из контрольных корнеплодов 
и корнеплодов, подвергнутых окислительному 
стрессу. Чистоту выделенной мембранной фрак-
ции оценивали при помощи специфических 
ингибиторов H+-АТФаз. Азид натрия (NaN3), 
ванадат натрия (Na3VO4) и бафиломицин явля-
ются ингибиторами F-, P- и V-типа H+-АТФаз 
соответственно. В  экспериментах по определе-
нию чистоты полученных фракций тонопласта, 
азид натрия и ванадат натрия практически не 
влияли на активность Н+-АТФаз изолированных 
везикул, в то время как бафиломицин подавлял 
активность на 95%. АТФазную активность изме-
ряли путем количественного определения неор-
ганического фосфата, высвобождаемого из АТФ 
по методу [13] в модификации Скулачева и выра-
жали как отношение концентрации неорганиче-
ского фосфата к концентрации белков за 1 ч. Ко-
личество белка определяли по методу Брэдфорд 
[14], используя бычий сывороточный альбумин в 
качестве стандарта. Проведенные исследования 
позволили сделать вывод о том, что мембранная 
фракция является достаточно чистой и может 
быть использована в экспериментах.

Выделение липидно-белковых микродоменов 
(рафтов). Схема выделения липид-белковых ми-
кродоменов из мембранных везикул тонопласта 
контрольных корнеплодов и корнеплодов, под-
вергнутых стрессу, приведена в статье [15]. Мем-
бранные везикулы замораживали и оттаивали, 
затем встряхивали в течение 30 мин при скоро-
сти 1200–1400 об/мин на шейкере (“IKA Werke”, 
Германия) при 4°C в буфере, содержащем 20 мМ 
Tris-HCl, 1 мМ MgCl2, 1 мМ CaCl2, 300 мМ са-
харозы, 0.2 мМ амино-этилбензол сульфонил 
фторида, 1 мг/мл апротинина, 10 мкМ бестати-
на, 3 мкМ E-64, 10 мг/мл лейпептина, 2 мкМ 
пепстатин, pH 7.8, и помещали под раствор с 
градиентом плотности сахарозы 15–60%. Цен-
трифугировали в течение 18 ч при 200000 g. По-
сле центрифугирования мембранные фракции 
в градиенте сахарозы были разделены на зоны, 
представленные на схеме в ранее опубликован-
ной статье [15]. В  ранее проведенных экспери-
ментах было показано, что рафтовые структуры 
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находятся в зоне 2 (15% сахарозы, плотность 
1.050 г/см3), зоне 4 (35% сахарозы, плотность 
1.110 г/см3) и зоне 6 (60% сахарозы, плотность 
1.154 г/см3). Затем анализировали в этих зонах 
количественный и качественный состав липи-
дов, стеринов и жирных кислот.

Условия создания окислительного стресса. 
Для  создания окислительного стресса кусоч-
ки ткани корнеплода инкубировали в раство-
ре 100  мМ Н2О2 в течение 16 ч. В  контрольном 
варианте инкубацию таких  же кусочков ткани 
корнеплодов проводили в дистиллированной 
воде. Таким образом, мы исключали влияние 
гипоосмотического стресса. При  подборе эф-
фективных условий стрессового воздействия 
использовали более низкие концентрации пере-
киси водорода (20, 40 и 50 мМ), но они не давали 
достаточно эффективного стрессового воздей-
ствия, которое оказывала концентрация 100 мМ. 
Для  характеристики эффективности стрессо-
вого воздействия на корнеплоды использовали 
кондуктометрический метод [16]. Также опре-
деляли содержание диеновых коньюгатов, кото-
рое проводили по методу [17]. Влияние стрессов 
на барьерные свойства мембран (стабильность 
мембран) изучали с использованием цейтрафер-
ной видеосъемки [18].

Анализ мембранных липидов. Суммарные ли-
пиды из рафтовых микродоменов тонопласта 
расположеных в 2, 4 и 6 зонах градиента плот-
ности сахарозы экстрагировали по методу [19]. 
Количество общих липидов в экстрактах опре-
деляли гравиметрическим методом в вакууме 
до постоянной массы аликвот экстракта. По-
лярные липиды разделяли методом ТСХ с ис-
пользованием двумерной системы: первое на-
правление – хлороформ–метанол–бензол–28% 
NH4OH (65 : 30 : 10 : 6 по объему), второе направ-
ление  – хлороформ–метанол–уксусная кисло-
та–ацетон–бензол–вода (70 : 30 : 4 : 5 : 10 : 1 по 
объему). Нейтральные липиды разделяли в си-
стеме гексан-диэтиловый эфир-уксусная кисло-
та (80 : 20 : 1 по объему). Идентификацию пятен 
осуществляли распылением специальных реа-
гентов, определением Rf пятен и использова-
нием соответствующих стандартов. Денситоме-
трический анализ проводился с использованием 
ImageJ и Microsoft Excel. Сканирование выпол-
нялось с помощью МФУ Brother dcp-l2500dr. 
Определение содержания отдельных липидов в 
зонах градиента плотности сахарозы представ-
лено в процентах от общего количества.

Анализ стеринов. Для  анализа стеринов ис-
пользовали одномерную ТСХ в системе раство-
рителей нейтральных липидов гексан–диэтило-
вый эфир–уксусная кислота (80 : 20 : 1 по объему). 
Стерины, элюированные с пластинок хлоро-
формом и этилацетатом, силилировали гекса-
метилдисилазаном и N,O‑бис(тиметилсилил)

ацетамидом. Полученные триметилсилильные 
производные стеринов анализировали с по-
мощью хромато-масс-спектрометра GC-MS 
7000/7890A Triple Quad (“Agilent Technologies”, 
США). Стерины идентифицировали путем срав-
нения времени их удерживания со стандартами. 
Также использовались библиотеки масс-спек-
тров NIST08 и WILEY7. Количественный анализ 
проводили с использованием калибровочной 
кривой для холестерина, кампестерина, стигма-
стерина и β-ситостерина. В качестве внутренне-
го стандарта использовали эргостерин. Распре-
деление содержания каждого стерина в зонах 
градиента плотности сахарозы, содержащих 
рафтовые микродомены, представлено в про-
центах от общего количества.

Анализ жирных кислот. Экстрагированные ли-
пиды были использованы в экспериментах по из-
учению состава жирных кислот (ЖК) в рафтовых 
микродоменах тонопласта, выделенных из 2, 4 и 
6 зон сахарозного градиента. Метиловые эфиры 
жирных кислот получали по методу [20]. Анализ 
метиловых эфиров ЖК тонопласта проводили 
с использованием хромато-масс-спектрометра 
5973N/6890N MSD/DS (“Agilent Technologies”, 
США). Детектором служил квадрупольный 
масс-спектрометр (“Agilent Technologies”, США); 
в качестве метода ионизации использовался 
электронный удар; энергия ионизации состав-
ляла 70 эВ. Для  анализа использовался режим 
регистрации полного ионного тока. Для  раз-
деления использовали капиллярную колон-
ку HP-INNOWAX (30 м × 250  мкм × 0.50 мкм) 
(“Hewlett-Packard”, США). Неподвижной фазой 
служил полиэтиленгликоль. Подвижной фазой 
служил гелий со скоростью потока 1 мл/мин. 
Температура составляла: 250°С для испарителя, 
230°С для источника ионов, 150°С для детектора 
и 280°С для линии, соединяющей хроматограф 
с масс-спектрометром. Диапазон сканирования 
составлял 4–450  а.е.м. Объем вводимой пробы 
составлял 1 мкл при соотношении потоков 5 : 1. 
Хроматографию проводили в изотермическом 
режиме при 200°С. Для  идентификации пиков 
метиловых эфиров ЖК использовали стандар-
ты метиловых эфиров (“Sigma”, США) и метод 
масс-спектрометрии с использованием библиоте-
ки масс-спектров NIST 05. Результаты представ-
лены в процентах от общего количества ЖК.

Статистический анализ. Для  статистической 
обработки данных использовали программный 
пакет SigmaPlot 12.5. Эксперименты проводили 
не менее чем в трех независимых повторностях. 
Результаты приведены в %. В  таблицах данные 
представлены как медианы в виде межквартиль-
ной широты (25; 75 процентиль). Статистиче-
скую значимость различий между сравниваемы-
ми средними значениями оценивали с помощью 
U-критерия Манна-Уитни (* – Р < 0.01).
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РЕЗУЛЬТАТЫ
На первом этапе проводилась оценка влия-

ния окислительного стресса. Результаты прове-
денных экспериментов показали, что в услови-
ях окислительного стресса выход электролитов 
из кусочков тканей корнеплода увеличивался 
более чем в 1.5 раза. Это  свидетельствовало 
о нарушении избирательной проницаемости 
мембран растительной клетки при окислитель-
ном стрессе. Подобные результаты были полу-

чены при оценке стабильности изолированных 
вакуолей. Было показано, что при окисли-
тельном стрессе период полураспада вакуолей 
уменьшался более чем в 2 раза, то есть темпы 
разрушения были очень высокими. О  процес-
сах перекисного окисления липидов, которые 
происходили при окислительном стрессе суди-
ли по увеличению количества диеновых конью-
гатов, которое возросло на 15%. Таким образом, 
был сделан вывод, что стрессовая нагрузка при 

Таблица 1. Количественное содержание основных классов липидов в рафтовых микродоменах из 2, 4 и 
6 зон сахарозного градиента после высокоскоростного центрифугирования тонопласта, выделенного из 
контрольных и подвергнутых окислительному стрессу корнеплодов, % от общей массы липидов

Липиды, %
Рафты зоны 2 Рафты зоны 4 Рафты зоны 6

Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс

ФХ 3.5
[3.5; 4.1]

3.4
[3.4; 3.6]

3.4
[3.3; 3.9]

4.4
[4.2; 4.5]

0.5
[0.4; 0.5]

2.4
[2.0; 3.8]*

ФЭ 2.6
[2.5; 3.1]

2.8
[2.3; 2.8]

4.0
[3.0; 5.5]

3.0
[2.8; 4.3] − 1.2

[1.1; 1.8]

ФХ/ФЭ 1.4 1.2 0.9 1.5 − 2.0

ФС 0.8
[0.6; 0.8]

0.2
[0.1; 0.3]*

0.2
[0.1; 0.2]

0.4
[0.4; 0.4]* − −

ФИ 0.8
[0.8; 1.2]

1.4
[1.4; 1.8]*

0.9
[0.8; 1.0]

0.9
[0.7; 1.1] − 0.5

[0.5; 1.1]

ФГ 1.0
[0.8; 1.1]

0.7
[0.6; 0.9]

1.0
[0.9; 1.0]

0.2
[0.2; 0.2]* − 1.0

[1.0; 1.1]

ФК 4.0
[3.2; 4.0]

0.5
[0.4; 1.1]*

4.3
[3.3; 4.4]

0.3
[0.3; 0.3]* − 1.5

[1.4; 1.9]

ДГДГ 9.9
[8.2; 10.4]

6.2
[6.0; 6.4]

1.4
[1.4; 1.8]

7.2
[6.9; 7.3]*

5.2
[5.1; 6.0]

8.3
[7.3; 10.2]

МГДГ 6.3
[6.0; 6.9]

4.6
[4.4; 4.7]*

4.9
[4.6; 5.3]

5.7
[5.4; 6.3]

1.5
[1.3; 1.7]

4.8
[4.5; 6.4]*

МГДГ/ДГДГ 0.6 0.7 3.5 0.8 0.3 0.6

СФ 13.6
[12.3; 13.8]

19.8
[19.0; 20.4]*

4.3
[3.2; 5.3]

18.0
[17.2; 18.6]*

8.8
[8.2; 9.2]

10.5
[9.4; 10.6]

Стерины 5.8
[5.8; 5.9]

4.1
[4.0; 4.5]*

6.4
[6.1; 6; 7]

7.2
[7.2; 7.6]*

4.0
[4.0; 4.4]

3.7
[3.5; 4.2]

Эфиры 
стеринов

9.7
[9.3; 9.9]

5.4
[5.2; 6.2]*

7.2
[6.8; 7.6]

7.0
[6.7; 7.6]

10.3
[9.7; 11.2]

9.2
[8.8; 10.0]

Углеводороды 12.2
[11.8; 12.7]

14.2
[12.7; 14.2]

23.8
[21.0; 24.1]

15.6
[15.2; 16.3]*

29.7
[27.6; 31.0]

22.9
[22.3; 25.2]

Примечание. Данные представлены в виде медиан, а диапазон значений представлен в виде межквартильной широты [25; 
75 процентиль]. Статистическую значимость различий между сравниваемыми средними значениями оценивали с помо-
щью U-критерия Манна-Уитни (* – Р < 0.01). Данные были получены методом ТСХ-денситометрии. ДГДГ – дигалак-
тозилдиацилглицерин; МГДГ – моногалактозилдиацилглицерин; ФК – фосфатидная кислота; ФХ – фосфатидилхолин; 
ФЭ – фосфатидилэтаноламин; ФГ – фосфатидилглицерин; ФИ – фосфатидилинозитол; ФС – фосфатидилсерин; СФ – 
сфинголипид.
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воздействии перекиси водорода на клетки кор-
неплода столовой свеклы была достаточно ин-
тенсивной.

В табл. 1 приведены результаты анализа со-
держания основных классов липидов в рафто-
вых микродоменах тонопласта после окисли-
тельного стресса. Отличия наблюдались во всех 
микродоменах, но в каждом виде микродоменов 
в разной степени. В микродоменах, выделенных 
из 4-й зоны сахарозного градиента изменения в 
составе липидов связаны с заметным увеличени-
ем содержания сфинголипидов (СФ), дигалак-
тозилдиацилглицеридов (ДГДГ) и небольшим 
увеличением содержания фосфатидилсеринов 
(ФС) и стеринов. В то же время отмечено сниже-
ние фосфатидной кислоты (ФК), фосфатидилг-
лицеринов (ФГ) и углеводородов. Среди липидов 
микродоменов 2-й зоны сахарозного градиента 
произошло небольшое увеличение содержания 
СФ и фосфатидилинозитолов (ФИ) и снижение 
содержания ФК, ФС, моногалактозилдиацилг-
лицеридов (МГДГ), стеринов и эфиров стеринов. 
Изменения после окислительного стресса среди 
липидов микродоменов из 6-й зоны сахарозного 
градиента были связаны с заметным увеличе-
нием содержания фосфатидилхолинов (ФХ) и 
МГДГ. Также было обнаружено появление не-
большого количества таких фосфолипидов как 
фосфатидилэтаноламины (ФЭ), ФК, ФИ и ФГ, 
которые до стресса не выявлялись.

Рассматривая изменения в содержании сте-
ринов микродоменов тонопласта после окис-
лительного стресса, можно отметить, что, как 
и в предыдущей серии экспериментов были 
выявлены заметные различия между микродо-
менами (табл. 2). Так, содержание холестерина 
увеличивалось в рафтах из 2 зоны сахарозного 

градиента, снижалось в рафтах из 4 зоны и не 
изменялось в рафтах из 6 зоны сахарозного гра-
диента. Увеличение β-ситостерина после окис-
лительного стресса происходило в рафтах из 4 
и 6-й зон сахарозного градиента. Изменения в 
составе кампестерина и стигмастерина проис-
ходили только в рафтах из 6-й зоны, причем со-
держание каспестерина увеличивалось, а стиг-
мастерина снижалось.

При анализе изменений в составе ЖК раф-
товых микродоменов тонопласта после окис-
лительного стресса отмечено, что почти во всех 
микродоменах преобладала пальмитиновая ЖК 
(С16:0) (табл. 3). Наименее заметные изменения 
отмечены в микродоменах 2-й зоны сахарозно-
го градиента. Произошло перераспределение 
в составе насыщенных жирных кислот (НЖК): 
уменьшилось содержание пальмитиновой ЖК и, 
соответственно, увеличилось содержание мири-
стиновой (С14:0), маргариновой (С17:0) и стеа-
риновой (С18:0) ЖК. Сумма НЖК после окис-
лительного стресса достоверно не изменилась. 
В составе ЖК микродоменов из 4 зоны сахароз-
ного градиента были также отмечены различия 
связанные, главным образом, с изменениями 
в содержании НЖК, кроме того произошло 
увеличение ненасыщенной линоленовой ЖК 
(С18:3(n-3)). В  результате этого уменьшилась 
сумма НЖК и, соответственно, увеличилось со-
отношение ∑ННЖК/∑НЖК. Другие изменения 
произошли в составе ЖК у рафтовых микро-
доменов 6 зоны сахарозного градиента. Здесь в 
отличие от предыдущих микродоменов наблю-
дается хорошо заметное увеличение содержания 
ненасыщенной линолевой ЖК (С18:2(n-6)), еще 
более заметное снижение суммы НЖК и увели-
чение соотношения ∑ННЖК/∑НЖК.

Tаблица 2. Количественное содержание основных классов стеринов в рафтовых микродоменах из 2, 4 и 6 
зон сахарозного градиента после высокоскоростного центрифугирования тонопласта в контроле и после 
окислительного стресса, % от суммы всех стеринов

Стерины, %
Рафты зоны 2 Рафты зоны 4 Рафты зоны 6

Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс

холестерин 4.3
[4.2; 4.6]

11.0
[10.2; 11.1]*

9.1
[8.2; 9.3]

3.6
[3.6; 4.0]*

5.9
[5.5; 6.0]

5.8
[5.4; 5.9]

кампестерин 10.0
[9.4; 10.2]

9.8
[8.4; 9.9]

7.5
[6.6; 7.8]

7.2
[6.3; 7.6]

9.9
[9.3; 10.0]

11.2
[10.9; 11.5]*

стигмастерин 36.1
[33.2; 37.4]

31.5
[31.2; 36.6]

46.1
[43.4; 46.7]

39.7
[34.7; 40.4]

37.3
[35.3; 39.0]

26.0
[23.6; 28.3]*

β-ситостерин 49.1
[48.0; 52.8]

47.7
[44.8; 47.9]

38.5
[38.2; 40.4]

49.9
[49.3; 54.21]*

47.7
[45.5; 49.7]

57.5
[55.0; 59.6]*

Примечание. Данные представлены как медианы в виде межквартильной широты [25-й; 75-й процентиль]. Статистиче-
скую значимость различий между сравниваемыми средними значениями оценивали с помощью U-критерия Манна-Уит-
ни (* – Р < 0.01). Данные были получены методом ГХ-МС.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Изучению роли мембранных липидов в за-

щите клеток от стресса посвящено много ис-
следований. Выявлены классы мембранных 
липидов, которые могут принимать активное 
участие в защите растительной клетки от стрес-
са. Отчетливо показана стабилизирующая, упо-
рядочивающая роль мембранных стеринов и 
сфинголипидов при стрессовых воздействиях. 
Они  регулируют микровязкость (текучесть) и 
пластичность мембран, участвуют в адаптаци-
онных механизмах растительных клеток [21]. 
В  наших экспериментах после окислительного 
стресса хорошо заметно увеличение этих ли-
пидов в микродоменах 2 и особенно 4-й зоны 

сахарозного градиента. Рассматривая подроб-
но изменения в составе стеринов вакуолярной 
мембраны после окислительного стресса, мож-
но отметить более чем двукратное увеличение 
в микродоменах 2-й зоны содержания холесте-
рина. Этот стерин, который встречается в рас-
тительных мембранах в небольшом количестве, 
играет важную роль в регуляции биофизиче-
ских характеристик мембран. Ранее было пока-
зано, что холестерин экранирует отрицательные 
заряды и, тем самым, снижает поверхностный 
заряд мембраны [22]. Это  способствует более 
плотной упаковке углеводородных цепей в фазе 
геля, а, следовательно, дополнительному повы-
шению микровязкости мембраны и возможно-

Таблица 3. Содержание жирных кислот в рафтовых микродоменах из 2, 4 и 6 зон сахарозного градиента после 
высокоскоростного центрифугирования тонопласта из контрольных и подвергнутых окислительному стрессу 
корнеплодов столовой свеклы, % от суммы всех ЖК

ЖК, %
Рафты зоны 2 Рафты зоны 4 Рафты зоны 6

Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс Контроль Окислит. стресс

C14:0 − 7.2
[7.0; 7.6]

− − − −

C15:0 1.7
[1.6; 1.8]

1.7
[1.5; 2.8]

1.4
[1.4; 1.4]

1.2
[1.1; 1.2]*

9.3
[8.2; 9.5]

1.4
[1.1; 1.6]*

C16:0 53.2
[51.8; 56.9]

37.8
[37.3; 39.3]*

36.3
[36.1; 37.1]

27.7
[26.5; 28.5]*

46.4
[45.4; 47.7]

37.1
[36.3; 40.8]

C17:0 − 0.4
[0.4; 0.4]

− 1.7
[1.6; 1.8]

− −

C18:0 8.4
[7.5; 9.5]

12.1
[12.0; 12.7]*

7.4
[5.9; 8.0]

2.6
[2.5; 2.9]*

24.5
[22.4; 24.4]

12.3
[11.9; 12.8]*

C18:1(n-9) 22.2
[18.6; 22,2]

23.0
[22.9; 23.9]

23.1
[21.3; 23.3]

22.0
[21.8; 24.6]

10,0
[8.1; 10.3]

19.7
[14.8; 20.4]

C18:1(n-7) 3.9
[3.8; 4.0]

5.6
[3.1; 6.2]

5.6
[4.2; 5.6]

8.4
[6.7; 8.5]

4.6
[3.8; 7.0]

9.7
[9.4; 10.0]

C18:2(n-6) 10.6
[9.4; 12.8]

11.1
[10.5; 11.4]

26.3
[24.9; 29.0]

35.0
[32.9; 35.7]

4.9
[4.4; 7.8]

20.7
[20.3; 21.0]*

C18:3(n-3) − − 1.1
[1.1; 1.4]

2.3
[1.9; 2.5]*

− −

ΣНЖК 65.5
[62.3; 68.0]

59.7
[59.2; 62.6]

46.0
[44,1; 46.3]

32.84
[31.5; 34.2]*

80.6
[77.2; 81.5]

51.4
49.9; 55.0]*

ΣННЖК 34.5
[32.0; 37.7]

40.3
[37.4; 40.8]

54.0
[53.8; 55.9]

67.2
[65.8; 68.5]*

19.4
[18.5; 22.8]

48.6
[45.0; 50.1]*

ΣННЖК/
ΣНЖК

0.5
[0.5; 0.6]

0.7
[0.6; 0.7]

1.2
[1.2; 1.3]

2.2
[1.9; 2.2]*

0.2
[[0.2; 0.3]

0.9
[0.8; 1.0]*

Примечание. Данные представлены как медианы в виде межквартильной широты [25; 75 процентиль]. Статистическую 
значимость различий между сравниваемыми средними значениями оценивали с помощью U-критерия Манна-Уитни (* – 
Р < 0.01). Данные получены методом ГХ-МС. НЖК – насыщенные жирные кислоты; ННЖК– ненасыщенные жирные 
кислоты.
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му уменьшению ее проницаемости. Также из 
изменений, которые могут иметь адаптивный 
характер можно отметить увеличение содержа-
ния “антистрессового” стерина – кампестерина 
в микродоменах 6-й зоны, который, по мнению 
ряда исследователей, связан с защитными меха-
низмами растительной клетки [23]. В  микродо-
менах 4 и 6 зон отмечено увеличение содержания 
ситостерина. Известно, что среди различных 
стеринов β-ситостерин является основным сте-
рином, укрепляющим растительные мембраны 
[24]. Кроме того, известно, что β-ситостерин 
обладает высокой антиоксидантной активно-
стью [25] и способен регулировать текучесть и 
проницаемость мембран путем взаимодействия 
с насыщенными алкильными цепями фосфоли-
пидов и сфинголипидов, ограничивая их под-
вижность, так  же, как и холестерин в клетках 
млекопитающих [26]. Мутанты с повышенным 
содержанием β-ситостерина обладали большей 
устойчивостью к окислительному стрессу по 
сравнению с диким типом [27].

После воздействия окислительного стресса 
отмечены также изменения среди полярных ли-
пидов в исследуемых рафтовых микродоменах. 
Фосфолипиды и гликолипиды играют суще-
ственную роль в стабилизации липидного бис-
лоя, что особенно важно при защите от стрес-
сового воздействия. Известно, что увеличение 
содержания таких липидов как ФХ, ФИ, ФГ и 
ДГДГ обеспечивает стабилизацию бислойной 
структуры, тогда как увеличение содержания 
ФЭ и МГДГ способствует переходу мембран в 
гексагональную фазу [28]. Изменения в соста-
ве фосфолипидов у разных микродоменов су-
щественно различались. Из  липидов, которые 
стабилизируют бислойную структуру в рафто-
вых микродоменах отмечено увеличение ДГДГ 
у рафтов из 4-й зоны сахарозного градиента и 
увеличение ФИ в рафтовых микродоменах из 
2-й зоны. В рафтовых структурах из 6 зоны так-
же увеличилось содержание ФХ, ФИ и ФГ, что 
может быть связано со стабилизацией липид-
ной мембраны. Наиболее заметные измене-
ния среди фосфолипидов этих микродоменов 
произошли в содержании ФК, которые суще-
ственно уменьшились в микродоменах 2 и 4 зон 
и увеличивались в рафтовых микродоменах 6 
зоны. Это  изменение в содержании ФК могут 
быть связаны с адаптивной защитной реакци-
ей, поскольку из литературных данных известно, 
что снижение содержания ФК способствовало 
поддержанию бислойной структуры мембраны, 
усиливало ее текучесть, процессы дегидрата-
ции и препятствовало индукции гидрофильных 
водных каналов [29]. Высокое содержание ФК 
среди фосфолипидов является отличительной 
особенностью вакуолярной мембраны. В  тоно-
пласте, выделенном из корнеплодов столовой 

свеклы, содержание ФК составляло 14.6% от 
всех фосфолипидов [30]. Тогда как в других мем-
бранах содержание ФК было значительно мень-
ше – так в плазмалемме из ананаса содержание 
ФК составляло 3–4% от суммы фосфолипидов 
[31]. При  изучении влияния стрессов на липид-
ные профили другие исследователи наиболее 
часто отмечали повышение содержание ФК [32, 
33]. После низкотемпературной обработки в 10 
раз увеличивалось содержание ФК в листьях 
Arabidopsis, но в этих экспериментах содержание 
ФК в контрольных растениях составляло 0.7% от 
суммы всех фосфолипидов [34], а не 14.6%, как 
в вакуолярной мембране из корнеплодов столо-
вой свеклы. У микродоменов 6 зоны сахарозно-
го градиента адаптивные изменения в большей 
степени связаны с увеличением содержания ФХ, 
который хорошо стабилизирует ламеллярную 
структуру мембран [10].

После окислительного стресса произошли 
изменения и среди гликоглицеролипидов: за-
метно увеличилось содержание МГДГ у ми-
кродоменов 6 зоны и снизилось в микродоме-
нах 2 зоны, в то время как для ДГДГ отмечено 
увеличение содержания, но только в микро-
доменах 4 зоны. Эти изменения привели к су-
щественному снижению соотношения МГДГ/
ДГДГ у микродоменов 4 зоны и увеличению 
в других микродоменах, особенно заметно-
му для микродоменов 6 зоны. Известно, что 
у более устойчивых растений увеличение это-
го соотношения связывают со стабилизацией 
структуры мембраны [35]. Также с процессом 
стабилизации мембраны и упорядочением ли-
пидного бислоя связывают повышение содер-
жания ДГДГ, тогда как увеличение содержания 
МГДГ может нарушать целостность липидного 
бислоя, вызывая переход в гексагональную ли-
пидную фазу [36]. Таким образом, изменения 
содержания гликоглицеролипидов также могут 
участвовать в защите растительной клетки от 
окислительного стресса.

Изменения в составе ЖК мембранных ли-
пидов при стрессе ответственны за структурные 
перестройки клеточных мембран, поэтому в на-
стоящее время они рассматриваются как один 
из механизмов адаптации организмов к стрессо-
вому воздействию [37]. Анализируя результаты 
экспериментов по изменению содержания ЖК в 
рафтовых микродоменах 2, 4 и 6-й зон сахароз-
ного градиента после высокоскоростного разде-
ления тонопласта из контрольных корнеплодов 
и корнеплодов, подвергнутых окислительному 
стрессу, можно сделать вывод, что наиболее су-
щественные изменения произошли в микро-
доменах из 4 и 6 зон. Эти  изменения привели 
к увеличению суммы ННЖК и соотношения 
∑ННЖК/∑НЖК. Важным показателем вклю-
чения защитных механизмов клетки при небла-
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гоприятных воздействиях является увеличение 
содержания ненасыщенных ЖК в составе мем-
бранных липидов [38]. Это  явление было отме-
чено при разных видах абиотического стресса. 
Увеличение концентрации ненасыщенных ЖК 
один из важнейших факторов низкотемпера-
турной адаптации, что было неоднократно про-
демонстрировано на многих растительных объ-
ектах [39]. Установлено также, что повышение 
содержания ненасыщенных ЖК в мембранах 
растительных тканей увеличивает устойчивость 
растений к действию патогенов [40]. Увеличе-
ние ненасыщенных ЖК мембранных липидов 
определяет такие показатели как микровязкость, 
проницаемость и делает мембрану более эла-
стичной.

Ранее нашим коллективом исследовалось 
влияние окислительного стресса на липидный 
состав исходной вакуолярной мембраны [11]. 
Было показано, что в тонопласте после окисли-
тельного стресса из наиболее заметных адаптив-
ных изменений отмечалось существенное 
снижение ФК (37% от контроля), увеличение 
содержания ДГДГ (353%), увеличение содержа-
ния суммы стеринов (194%). В полученных нами 
результатах по анализу состава липидов рафто-
вых структур тонопласта после окислительного 
стресса мы видим подобные изменения в соста-
ве липидов, что подтверждает роль рафтовых 
структур в защитных механизмах растительной 
клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассматривая участие рафтовых микродоме-

нов из разных зон сахарозного градиента после 
высокоскоростного разделения тонопласта в за-
щитных механизмах растительной клетки можно 
сделать вывод о том, что после окислительного 
стресса во всех зонах, были отмечены измене-
ния в составе липидов, которые можно отнести 
к адаптационным. Так,  в микродоменах 2 и 4 
зон сахарозного градиента отмечено увеличение 
содержания СФ, способных стабилизировать 
структуру мембран и приводить к снижению со-
держания ФК, что способствует поддержанию 
бислойной структуры мембраны. Кроме того, в 
4 зоне отмечено увеличение содержания β-сито-
стерина и ДГДГ, что может усиливать защитные 
механизмы клетки. У  микродоменов 2 зоны из 
изменений, которые можно отнести к адаптив-
ным отмечено уменьшение содержания МГДГ, 
а среди стеринов увеличение содержания холе-
стерина. Другие варианты возможных защитных 
механизмов присутствовали у микродоменов из 
6 зоны сахарозного градиента. Это  увеличение 
содержания ФХ и соотношения МГДГ/ДМГДГ, 
которые способствовали стабилизации ламел-
лярной структуры мембран, а также увеличение 

среди стеринов доли “антистрессового” кампе-
стерина.

Комплекс выявленных изменений липидно-
го состава у рафтовых микродоменов вакуоляр-
ной мембраны может быть связан с защитными 
механизмами, которые запускаются в клетках 
растений в условиях окислительного стресса, а 
функциональная роль мембранных рафтовых 
структур связана с адаптационными механизма-
ми растительной клетки.

Работа выполнена с использованием обору-
дования Центрального аналитического центра 

“Биоаналитика” Сибирского института физио-
логии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск. 
Данная работа выполнена в рамках проекта, фи-
нансируемого за счет государственного бюджета 
(№ 122041100052-0).

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием людей в качестве объ-
ектов исследований. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ Sorghum bicolor 
НА БАКТЕРИЗАЦИЮ И ВОЗДЕЙСТВИЕ ПОЛЛЮТАНТОВ
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Исследованы физиолого-биохимические параметры сорго веничного (Sorghum bicolor L. Moench), 
характеризующие реакции его 3-недельных проростков на присутствие биотического (бактери-
альный штамм Gordonia sp. N7) и абиотических (никель и н-гексадекан) факторов. Исследованы 
такие показатели как выживаемость растений, биомасса корней и побегов, индексы толерант-
ности, транслокационный фактор никеля, содержание фотосинтетических пигментов, спектр и 
активность пероксидаз в корневых экссудатах. Показано, что реакции сорго на комбинированное 
воздействие стрессоров отличались от таковых при их индивидуальном воздействии. Показано, 
что н-гексадекан и бактеризация по-отдельности и совместно оказывали стимулирующее влия-
ние на прирост биомассы сорго. Напротив, никель в использованной концентрации (20 мг/кг) 
проявлял выраженное ингибирующее воздействие на изученные показатели. Комбинирование 
исследуемых компонентов изменяло некоторые показатели относительно индивидуальных, одна-
ко токсичность металла доминировала, существенно нивелируя стимулирующее влияние н-гек-
садекана и актинобактерий рода Gordonia на рост растения. Однако по состоянию фотосинте-
тического аппарата и активности пероксидаз в корневых экссудатах отмечены различающиеся 
реакции растений на комбинированный стресс. Существенные изменения происходили в про-
цессах накопления никеля в органах растений: в присутствии н-гексадекана и особенно бактерии 
увеличивалась аккумуляция никеля в надземной части сорго – ТФ повышался более чем в 2 раза. 
Полученные результаты дают обоснование целесообразности использования штамма Gordonia sp. 
N7 как технологического приема, способствующего процессу фиторемедиации по извлечению 
никеля из загрязненного грунта с помощью Sorghum bicolor. В то же время, необходимо отметить, 
что выявленный эффект следует учитывать в сельскохозяйственном кормопроизводстве, посколь-
ку он свидетельствует о повышении загрязнения растительной продукции тяжелым металлом.

Ключевые слова: Sorghum bicolor, Gordonia sp., аккумуляция никеля, биомасса, н-гексадекан, перок-
сидазная активность, смешанные загрязнения, фиторемедиация, фотосинтетические пигменты

DOI: 10.31857/S0015330324030108, EDN: NLXXVF

ВВЕДЕНИЕ
Сорго веничное (Sorghum bicolor L. Moench) 

является технической культурой, в связи с чем 
его использование в качестве растения-фиторе-
медианта привлекает особое внимание. Этому 
также способствуют такие его характеристики, 

Сокращения: АБТС  – 2,2’-азино-бис-(3-этилбензтиазолин-6-
сульфокислоты) диаммониевая соль, ДАФ – 2.7-диаминофлуо-
рен, ИТ – индекс толерантности, ИТП – индекс толерантности 
побегов, ИТК – индекс толерантности корней, ИТБ – индекс 
толерантности общей биомассы, ОДА  – о-дианизидин, ТФ  – 
транслокационный фактор, PGP – plant-growth promoting (сти-
мулирующие рост растений), PGPR  – plant-growth promoting 
rhizobacteria (ризобактерии, стимулирующие рост растений).

как устойчивость к неблагоприятным эколо-
гическим факторам, в первую очередь к засухе, 
рост на некачественных и засоленных почвах, 
обильная биомасса и глубоко проникающая 
корневая система [1]. В сочетании с этими осо-
бенностями высокое содержание сахара и спо-
собность поглощать тяжелые металлы [2] делает 
это растение одним из лучших кандидатов для 
многоцелевого использования в биоэкономи-
ке – для фиторемедиации загрязненных земель 
и для производства биоэтанола или биогаза [3]. 
По  имеющимся литературным данным сорго 
обладает хорошим потенциалом фитостабилиза-
ции, накапливая Ni2+ преимущественно на уров-
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не корней [1, 2]. Несмотря на то, что транслока-
ция этого металла в надземную часть невелика, 
благодаря высокой продуктивности сорго по зе-
леной биомассе – использование посевов этого 
растения в фиторемедиационной технологии 
способно обеспечить значительное удаление ни-
келя из загрязненной почвы.

В последние годы появились работы, свиде-
тельствующие о высоком потенциале ризобиоты 
сорго в плане деградации целого ряда органиче-
ских поллютантов [1]. Это  позволяет говорить 
об эффективности направленного формирова-
ния растительно-микробных комплексов путем 
внесения под растение-фиторемедиант микро-
организмов, обладающих деструктивной и/или 
фитостимулирующей активностью [4]. В  по-
следнее время в качестве идеальных кандида-
тов для биологической деградации углеводоро-
дов признаются актинобактерии рода Gordonia 
благодаря их способности разлагать широкий 
спектр органических соединений, устойчивости 
к металлам и повсеместному распространению в 
окружающей среде [4–6].

Низкая требовательность сорго к качеству 
почвы дает основания рассматривать возмож-
ность его использования на землях с мультиза-
грязнением, которым характеризуются большие 
природные и хозяйственные территории. Одно-
временное присутствие в почве нескольких пол-
лютантов, например, металлов и углеводородов, 
зачастую приводит к повышению их токсично-
сти и не просто является “отягчающим” обсто-
ятельством для роста большинства растений, но 
и существенно осложняет процессы самоочи-
щения экосистем и применение технологий ре-
культивации.

Природным мультизагрязнением является 
нефть, имеющая в своем составе не только ши-
рокий спектр различных углеводородов, но и тя-
желые металлы [7]. Среди “нефтяных” металлов 
одним из наиболее значимых в экологическом 
плане является никель, относящийся к 2 классу 
опасности. Его  содержание в нефти может до-
стигать 100 мг/л [8].

Стрессовые условия, возникающие в загряз-
ненной почве, влекут за собой изменения фи-
зиолого-биохимических процессов в растениях, 
формируя различные защитные реакции на пол-
лютантный стресс. Ростстимулирующие бакте-
рии при этом могут оказывать влияние на раз-
витие и проявления этого стресса. Поскольку в 
настоящее время бактериальные препараты для 
стимуляции роста растений и очистки почвы от 
нефти применяются достаточно широко, пред-
ставляется необходимым изучение обоснован-
ности внесения подобных препаратов с целью 
повысить эффективность фиторемедиации при 
смешанном загрязнении. Вместе с тем, исследо-
вания адаптивных откликов растений в условиях 

смешанных загрязнений важны для пополнения 
фундаментальных знаний о стратегии выжива-
ния растений и могут помочь в разработке спосо-
бов более эффективного применения технологии 
фиторемедиации загрязненных территорий.

Ранее нами выделен и охарактеризован ри-
зосферный штамм Gordonia sp. N7, обладающий 
PGP свойствами, устойчивостью к тяжелым 
металлам (Cd2+ и Ni2+) и деструктивной актив-
ностью в отношении углеводородов дизельно-
го топлива [9, 10]1. Проведены исследования с 
Sorghum bicolor, подтвердившие его фиторемеди-
ационный потенциал [11]. Цель настоящей рабо-
ты – изучение влияния смешанного загрязнения 
(никель + н-гексадекан) и инокуляции штаммом 
Gordonia sp. на  ростовые и физиолого-биохими-
ческие характеристики фиторемедианта Sorghum 
bicolor.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Семенной материал сорго веничного (Sor-

ghum bicolor L. Moench). был получен из ФГБНУ 
РосНИИСК “Россорго” (г. Саратов). Стерили-
зацию семян осуществляли гипохлоритом на-
трия (торговое название “Белизна”) в течение 
20 мин после предварительной обработки мыль-
ным раствором, затем трижды проводилась от-
мывка стерильной водопроводной водой. Сте-
рильность проверялась путем проращивания 
семян на мясо-пептонном агаре в течение 2 сут.

Растения выращивали в модельных систе-
мах, представляющих собой колбы Эрленмейера 
(250  мл), заполненные 150 г стерилизованного 
крупного кварцевого песка (2 мм), на который 
помещали по 10 стерильных проросших семян 
сорго. Культивирование проводили в контроли-
руемых условиях фитокомнаты в течение 3 не-
дель при температуре 24/20°С и относительной 
влажности воздуха 70%. Продолжительность 
светового периода составляла 14, темнового  – 
10 ч, освещенность 8000 Люкс. Полив растений 
осуществляли средой Ruakara [12] до 80% от пол-
ной влагоемкости, определяя необходимое ко-
личество жидкости взвешиванием сосудов с рас-
тениями. Каждый вариант имел 5 повторностей.

Сорго культивировали в присутствии мо-
дельных загрязнителей н-гексадекана, широко 
используемого в качестве представителя н-пара-
финов в исследованиях по биодеградации нефти, 
и никеля  – тяжелого металла, являющегося од-
новременно распространенным токсикантом и 
микроэлементом.

Перед посевом растений в каждую колбу с 
песком вносили загрязнители. Никель – из рас-
чета 20 мг/кг (0.34 мМ) в виде раствора сульфата 

1	 В указанных источниках штамм обозначен до его реклассифика-
ции как Rhodococcus ruber N7.
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никеля, что соответствует 5 ПДК этого металла 
в почве [13]; н-Гексадекан (ч, ООО “Вектон”) – 
до концентрации 5 г/кг. После загрязнения пе-
сок тщательно перемешивали и через сутки осу-
ществляли посев семян сорго.

В качестве микроорганизма-инокулянта ис-
пользовали штамм Gordonia sp. N7 (IBPPM 496) 
из “Коллекции ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН” (collection.ibppm.ru). Штамм вы-
делен нами ранее из ризосферы тростника юж-
ного (Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex  Steud.), 
произрастающего на загрязненной нефтью и 
тяжелыми металлами почве. Идентификация 
микроорганизма осуществлена на основании 
результатов анализа нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК (GenBank accession 
number OR157944), а также культуральных, мор-
фологических и физиолого-биохимических ха-
рактеристик. Авирулентность подтверждена в 
опытах на белых мышах. Для получения биомас-
сы микроорганизма использовали следующие 
питательные среды: мясо-пептонный бульон и 
агар, среда LB, картофельный агар [14].

Бактеризацию проводили на 7 сут роста рас-
тений, поливая проростки сорго суспендиро-
ванной в среде Ruakara 2-суточной LB-агаровой 
бактериальной культурой Gordonia sp. N7, пред-
варительно отмытой физиологическим раство-
ром центрифугированием при 8000 об./мин. 
Содержание бактерий в песке составляло 107 
клеток/г.

Опыт ставился в 8 вариантах сочетаний ис-
следуемых факторов (табл. 1) по пять сосудов 
на каждый вариант опыта. Влияние на сорго 
поллютантов и бактерий исследовали по сле-
дующим показателям: выживаемость растений, 
биомасса корней и побегов, содержание фото-
синтетических пигментов, изоферментный со-
став и активность пероксидаз в корневых экссу-
датах. Количество аналитических повторностей 
составляло три для каждого сосуда.

Выживаемость вычисляли как процент 
оставшихся в конце эксперимента растений от 
взошедших. Для  определения биомассы у 3-не-
дельных растений высушивали раздельно корни 
и побеги при 70°С и рассчитывали на 1 растение.

Индекс толерантности (ИТ) высчитывался 
как % отношения сухого веса растения, выра-
щенного в присутствии стрессора, к биомассе 
контрольного растения. ИТ  определяли для по-
бегов (ИТП), корней (ИТК) и общей биомассы 
(ИТБ). При  этом ИТ > 100% означает стимули-
рующее воздействие; ИТ = 100% – контроль; ИТ 
< 100% угнетающее влияние; ИТ = 50%  – ми-
нимальный желательный объем биомассы при 
произрастании на загрязненной среде [15, 16].

Накопление никеля в сорго исследовали с 
использованием атомно-адсорбционного мето-
да (CEM MARS Xpress microwave (Matthews, NC, 

USA)). Распределение металла по органам рас-
тения определяли, вычисляя транслокационный 
фактор (ТФ) как отношение концентрации ме-
талла в побегах к тому же в корнях [16, 23].

Содержание хлорофиллов a и b и кароти-
ноидов анализировали в последних полностью 
развернувшихся листьях 3-недельных растений 
с использованием спектрофотометрического 
метода [17] на спектрофотометре Evolution 60 
(“Thermo Scientific”, США) в кварцевых кюветах 
с длиной оптического пути 1 см.

Корневые экссудаты получали путем внесения 
25 мл стерильной дистиллированной воды в колбы 
с растениями за 2 сут до окончания эксперимента 
(3 недели). Через 2 сут полученные корневые экс-
судаты центрифугировали при 10000 об./мин при 
температуре 12°С в течение 10 мин для осажде-
ния песка, растительных остатков и микроор-
ганизмов. Чистый раствор корневых экссудатов 
концентрировали методом ультрафильтрации на 
Amicon PM – 10 (“Millipore”, США).

Определение активности ферментов прово-
дили на спектрофотометре Evolution 60 (“Thermo 
Scientific”, США) в кварцевых кюветах с длиной 
оптического пути 1 см. За  единицу активности 
принимали количество фермента, катализиру-
ющего образование 1 мкмоль продукта окисле-
ния в мин. Удельную активность вычисляли как 
мкмоль/мин/мг белка и выражали в ед./мг белка. 
Содержание белка определяли по методу Брэд-
форд [18]. В случае невозможности определения 
концентрации белка активность фермента выра-
жали в условных единицах – мкмоль/мин/г кор-
ней (ед./г).

Для определения субстратной специфич-
ности пероксидаз в качестве тестовых субстра-
тов использовали: 2,2'-азино-бис-(3-этилбен-

Таблица 1. Варианты вегетационного опыта

Шифр 
варианта 

опыта

Вносимые компоненты

Gordonia sp. N7,
107 клеток/г

н-Гексадекан,
5 г/кг

Ni2+,
0.02 г/кг

Ч – – –

Г – + –

М – – +

ГМ – + +

N7 + – –

N7Г – + –

N7М + – +

N7ГМ + + +

Примечание: Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, 
М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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зтиазолин-6-сульфокислоты) диаммониевую 
соль (АБТС)  – по образованию продукта при 
436  нм  [19]; о-дианизидин (ОДА)  – по образо-
ванию продукта при 460 нм [20] и 2.7-диамино-
флуорен (ДАФ) – по образованию продукта при 
600 нм [21].

Пероксидазы в корневых экссудатах сорго 
выявляли методом неденатурирующего гель-
электрофореза в 12% полиакриламидном геле 
с последующим окрашиванием ОДА в присут-
ствии Н2О2 [22].

Для определения влияния никеля на актив-
ность пероксидаз была очищена доминирующая 
(катионная) пероксидаза из корней сорго. Ак-
тивность определяли в реакции окисления ДАФ 
как описано выше [21]. В  реакционную смесь 
вносили сульфат никеля в диапазоне концентра-
ций 0–10 мМ (0–590 мг/л).

Все эксперименты выполнялись в пяти био-
логических и трех аналитических повторностях. 
Полученные данные подвергали статистической 
обработке, вычисляя средние значения, для 
сравнения которых использовали показатели 
стандартного отклонения, доверительного ин-
тервала при P ≤ 0.05. Вычисления проводили в 
программе Microsoft Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате проведенных экспериментов по-

лучены данные, указывающие на существенные 
различия в ответных реакциях растений сорго 
веничного на отдельные биотические и абиоти-
ческие факторы и их комплексное воздействие.

Выживаемость растений в чистой почве со-
ставляла 78% (рис. 1). Присутствие н-гексадека-
на достоверно стимулировало этот показатель на 
15% относительно контроля. Влияние раздельно 
присутствующих никеля и штамма Gordonia sp. 
N7 (М и N7) было на уровне чистого контроля, 
так же, как и их сочетания с гексадеканом (ГМ 
и N7Г), однако бактеризация в присутствии 
никеля (N7M) приводила к заметному ингиби-
рованию  – выживаемость снижалась почти на 
20%. Наибольшим токсическим эффектом об-
ладал вариант с присутствием всех трех стрессо-
ров (N7ГM) – снижение относительно контроля 
составило 24%. Полученные данные позволя-
ют заключить, что одновременное воздействие 
штамма-инокулянта и никеля на выживаемость 
растений сорго имело аддитивный ингибирую-
щий характер, подавляющий стимулирующий 
эффект н-гексадекана (см. N7M и N7ГM).

Определение накопления биомассы побегов 
сорго выявило, что н-гексадекан и штамм N7 как 
по отдельности, так и в сочетании обладали су-
щественным стимулирующим эффектом на этот 
показатель (на 45–51% относительно чистого 
контроля) (рис. 2). Никель, напротив, оказывал 

отчетливое токсическое влияние во всех вариан-
тах с его присутствием (на 31–49%), полностью 
нивелируя стимулирующее влияние гексадекана 
и бактеризации.

Аналогичная тенденция стимуляции и ин-
гибирования наблюдалась и в случае биомассы 
корней сорго (рис. 2). н-Гексадекан и штамм N7 
повышали этот показатель по-отдельности на 30 
и 50% соответственно, а при их совместном при-
сутствии  – на 100%. Никель оказывал ингиби-
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Рис. 1. Выживаемость растений Sorghum bicolor в ус-
ловиях вегетационного опыта. Полосы погрешно-
стей означают доверительный интервал, рассчитан-
ный для n ≥ 5 при P ≤ 0.05; одинаковыми буквами 
отмечены значения, достоверно не отличающие-
ся между собой при P ≤ 0.05. Ч  – чистый вариант, 
Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии 
Gordonia sp. N7.
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Рис. 2. Биомасса побегов (1) и корней (2) 3-недель-
ных растений Sorghum bicolor в разных вариантах 
вегетационного опыта. Полосы погрешностей оз-
начают доверительный интервал, рассчитанный для 
n ≥ 5 при P ≤ 0.05; одинаковыми заглавными буква-
ми отмечены значения веса побегов, достоверно не 
отличающиеся между собой; одинаковыми строчны-
ми буквами отмечены значения веса корней, досто-
верно не отличающиеся между собой при P ≤ 0.05. 
Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл 
(Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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рующий эффект во всех вариантах – на 50–70%, 
также нивелируя стимулирующие воздействие 
других компонентов.

Влияние исследуемых факторов на общую 
биомассу растений показало, что бактеризация 
увеличивала общее производство биомассы сор-
го на 47%, внесение н-гексадекана – на 43%, а их 
совместное присутствие – на 59%. Присутствие 
никеля, напротив, снижало продукцию расти-
тельной массы практически на те  же значения 
(табл. 2).

В технологиях фиторемедиации показатели 
прироста биомассы в виде индексов толерантно-
сти (ИТ) используются для оценки эффективно-
сти применения растений. По этим показателям 
н-гексадекан и штамм N7 оказывали стимулиру-
ющее влияние на продукцию биомассы растений 
сорго – ИТ > 100%, особенно при их совместном 
использовании (ИТК 200) (табл. 2). Никель от-
четливо снижал все показатели как индивидуаль-
но, так и в комплексе с другими компонентами, 
полностью нивелируя стимулирующее влияние 
н-гексадекана и бактеризации. Между тем, при-
сутствие PGP-бактерии несколько повышало 
устойчивость растений к никелю в случае корней 
(ИТК 50 для N7М и ИТК 40 для N7ГМ). Однако 
следует отметить, что наименьший ИТ для общей 
биомассы наблюдался в варианте N7ГМ (ИТБ 
49 – минимальный желательный объем биомассы 
при произрастании на загрязненной среде), ука-
зывая на сильное угнетение растений комплекс-
ным воздействием исследуемых факторов.

В результате атомно-адсорбционного ана-
лиза сухой биомассы побегов и корней сорго 
веничного было показано, что они аккумули-
ровали никель в количестве от 208.2 до 1081.6 мг 
на кг сухого веса растений (рис. 3). В  корнях 
никель накапливался значительно в больших 
количествах, чем в побегах (в 5 раз в случае 
монозагрязнения). Присутствие н-гексадекана 
снижало этот показатель почти в 1.5 раза, не-
значительно повышая накопление в побегах. 
Инокуляция штаммом Gordonia sp. N7 вызывала 
перераспределение металла в растении: содер-
жание никеля повышалось в побегах не зави-
симо от присутствия н-гексадекана на 67–68% 

относительно соответствующих вариантов без 
инокуляции. В  корнях наблюдалось пониже-
ние накопления металла на 73 и повышение 
на 17% без н-гексадекана и с н-гексадеканом 
соответственно. Вероятно, углеводород, явля-
ясь дополнительным источником углерода для 
микроорганизмов, увеличивал их численность, 
что могло оказывать влияние на проникнове-
ние никеля в растение.

Для более четкой технологической трактов-
ки полученных результатов мы использовали 
показатель транслокационного фактора (ТФ), 
который является важной характеристикой рас-
тений-фиторемедиантов. Значение ТФ меньше 1 
свидетельствует об аккумуляции металлов преи-
мущественно в корнях, ТФ больше 1 – в побегах 
[16, 23]. В  нашем случае исходный ТФ никеля 
составил 0.19 (рис. 3). ТФ вариантов с комплек-
сом поллютантов и бактеризацией повышался 
в 1.7–2.5 раз, свидетельствуя о смещении нако-
пления металла из корня в надземную биомассу. 

Таблица 2. Индексы толерантности Sorghum bicolor по накоплению биомассы

Показатель, % Ч Г М ГМ N7 N7Г N7М N7ГМ

ИТП 100 145 67 67 147 151 59 51

ИТК 100 130 30 30 150 200 50 40

ИТБ 100 143 62 61 147 159 57 49

Примечание: ИТП – индекс толерантности побегов, ИТК – индекс толерантности корней, ИТБ – индекс 
толерантности общей биомассы. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии 
Gordonia sp. N7.
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Рис. 3. Накопление ионов никеля в побегах (1) и 
корнях (2) Sorghum bicolor и ТФ никеля (3). Полосы 
погрешностей означают ошибку среднего значения, 
не превышающую 5% для n ≥ 5; одинаковыми за-
главными буквами отмечены значения для побегов, 
достоверно не отличающиеся между собой; одина-
ковыми строчными буквами отмечены значения для 
корней, достоверно не отличающиеся между собой 
при P ≤ 0.05. Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), 
N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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Бактеризация в присутствии н-гексадекана по-
вышала показатель ТФ до максимального значе-
ния – 0.46.

Изучение влияние никеля на содержа-
ние фотосинтетических пигментов показало 
(табл. 3) снижение концентрации хлорофилла а 
во всех вариантах с его присутствием относи-
тельно чистого контроля на 31–54%. н-Гекса-
декан как единственный стрессор практически 
не оказывал воздействия. Обращает на себя 
внимание стимулирующий эффект штамма-и-
нокулянта в чистом грунте (10%) и ингибиру-
ющий эффект в его присутствии в вариантах 
с металлом и н-гексадеканом по отдельности 
(по 42%) и еще больший при сочетанном дей-
ствии загрязнителей (54%), однако минималь-
ная концентрация исследуемого пигмента на-
блюдалась под воздействием всего комплекса 
стрессоров – 53%.

В случае хлорофилла  б исследуемые воздей-
ствия имели несколько иной характер: н-гек-
садекан стимулировал его синтез, присутствие 
только металла не оказывало влияния, но ниве-
лировало стимулирующий эффект н-гексадека-
на, в то  же время бактеризация растений инги-
бировала синтез хлорофилла б во всех вариантах 
(на 33–56%).

Никель оказывал серьезное воздействие на 
содержание каротиноидов, снижая его на 25% в 
отсутствие других факторов и еще больше в со-
четании с микроорганизмом (35%), н-гексаде-
каном (30%) и при комплексе стрессоров (55%). 
н-Гексадекан, также как и бактеризация, по-от-
дельности не вызывали заметного влияния на 
каротиноиды, но при совместном присутствии 
снижали его на 40% (недостоверно), что, веро-
ятно, может быть вызвано воздействием образу-
ющихся в этом варианте бактериальных метабо-
литов разрушения н-гексадекана.

С целью выяснения влияния загрязнителей 
и штамма-инокулянта на показатели антистрес-
совой защиты исследовали спектр и активность 

экссудируемых корнями сорго ферментов, в 
частности пероксидаз.

С помощью гель-электрофореза в неденату-
рирующих условиях установлено, что профиль 
пероксидаз в корневых экссудатах сорго был 
представлен как минимум двумя пероксидаза-
ми с Rf в диапазоне 0.18–0.70, одна из которых 
имела 5 изоформ (рис. 4). Обращает на себя вни-
мание появление дополнительной пероксидазы 
с Rf 0.76 только в варианте N7Г  – в случае со-
вместного присутствия н-гексадекана и штамма. 
Влияние металла выражалось в снижении коли-
чества продуцируемых ферментов.

Исследование субстратной специфичности 
пероксидаз, выделяемых сорго с корневыми экс-
судатами, показало различные активности этих 
ферментов по отношению к трем тестовым суб-
стратам: АБТС, ОДА и ДАФ (рис. 5). Перокси-
дазная активность, определяемая с АБТС, была 
наиболее высокой в чистых условиях (4.6 мк-
моль/мин/г корней) (рис. 5). Наличие в среде 
загрязнителей существенно ее снижало: на 68% 
в присутствии н-гексадекана и на 28%  – нике-
ля. При  их совместном воздействии никель ни-
велировал влияние н-гексадекана. Инокуляция 
растения штаммом Gordonia sp. N7 наиболее за-
метно (на 90%) снижала активность фермента 
вплоть до ее полного ингибирования в присут-
ствии металла и всего комплекса компонентов. 
В случае анализа с ДАФ (рис. 5) также наблюда-
лось снижение пероксидазной активности с не-
которыми вариациями (на 35–80%), вызванное 
присутствием загрязнителей и еще в большей 
степени  – бактерий. В  случае совместного при-
сутствия штамма и никеля ДАФ-пероксидазная 
активность не выявлялась.

В отличие от предыдущих тестовых субстра-
тов использование ОДА (рис. 5) обнаружило 
повышение активности пероксидазы в присут-
ствии никеля в качестве единственного компо-
нента (на 24%). Это,  вероятно, отразилось на 
детектировании пониженной, но достаточно от-

Таблица 3. Содержание фотосинтетических пигментов в листьях Sorghum bicolor (мг/г сырой биомассы)

Пигменты
Варианты опыта

Ч Г М ГМ N7 N7Г N7М N7ГМ

Хлорофилл а 0.71 ± 0.06 0.68 ± 0.19* 0.49 ± 0.12* 0.47 ± 0.09* 0.78 ± 0.10 0.41 ± 0.15* 0.41 ± 0.01* 0.33 ± 0.13*

Хлорофилл б 0.27 ± 0.02 0.31 ± 0.11* 0.26 ± 0.02 0.26 ± 0.06 0.18 ± 0.06* 0.14 ± 0.01* 0.19 ± 0.07* 0.19 ± 0.03*

Каротин +
+ ксантофил 0.20 ± 0.04 0.19 ± 0.05 0.15 ± 0.04* 0.14 ± 0.02* 0.16 ± 0.04 0.12 ± 0.01* 0.13 ± 0.04 0.09 ± 0.04*

Примечание. В таблице приведены средние значения (n ≥ 3) ± стандартное отклонение; звездочкой обозначены значения, 
достоверно отличающиеся от контроля (Ч) при P ≤ 0.05. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – 
бактерии Gordonia sp. N7.
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четливой активности этой пероксидазы в вари-
антах N7М и N7ГМ, в которых активность дру-
гих пероксидаз не выявлялась.

Изучение влияния ионов никеля на актив-
ность очищенной пероксидазы из корней сорго 
веничного показало, что в диапазоне концен-
траций 0–10 мМ (0–590 мг) никель не ока-
зывал заметного влияния на активность фер-
мента (рис. 6). Это  позволяет предположить, 
что металл снижает не активность, а именно 

продукцию фермента, отчетливо выявляемую 
электрофорезом в неденатурирующих услови-
ях (рис. 4).

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о существенных различиях во вли-
янии индивидуальных загрязнителей и их ком-
плекса на исследованные параметры растения 
сорго веничного. Бактеризация способствовала 
лучшему развитию растений в условиях загряз-
нения, вызывая при этом определенные реак-

Ч Г М ГМ N7 N7Г Rf

0.76

N7М N7ГМ

0.18

0.48−0.70

Рис. 4. Спектр пероксидаз в корневых экссудатах Sorghum bicolor в присутствии ионов металла (никеля), н-гексаде-
кана и штамма Gordonia sp. N7. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia 
sp. N7.
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Рис. 5. Активность пероксидаз из корневых экссуда-
тов Sorghum bicolor в отношении тестовых субстра-
тов: 1  – ОДА; 2  – ДАФ; 3  – АБТС. Одинаковыми 
заглавными буквами отмечены значения для ОДА, 
достоверно не отличающиеся между собой; одина-
ковыми строчными буквами отмечены значения для 
ДАФ, достоверно не отличающиеся между собой; 
одинаковыми символами отмечены значения для 
АБТС, достоверно не отличающиеся между собой 
при P ≤ 0.05. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, 
М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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Рис. 6. Влияние никеля в возрастающей концентра-
ции на активность очищенной катионной перок-
сидазы из корней Sorghum bicolor (с ДАФ). По  оси 
ординат активность фермента в % к варианту без 
никеля. При концентрации никеля 0 мМ активность 
принимали за 100%.
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ции фотосинтетического аппарата и ферментов 
антистрессовой защиты сорго. Наконец, повы-
шение ТФ никеля в результате бактеризации 
явилось отчетливым свидетельством положи-
тельного влияния Gordonia sp. N7 на фитореме-
диационный потенциал сорго.

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное нами исследование на примере 

бинарной смеси никеля и н-гексадекана показа-
ло, что сорго веничное меняет свои биометриче-
ские и физиолого-биохимические показатели в 
условиях комбинированного загрязнения отно-
сительно воздействия индивидуальных поллю-
тантов.

Известно, что никель, являясь микроэлемен-
том, в небольших количествах необходим выс-
шим растениям, являясь структурным элемен-
том нескольких металлоферментов, таких как 
уреаза, супероксиддисмутаза, Ni-Fe гидрогена-
за, ацетил-коэнзим-синтаза и др. [24]. Следова-
тельно, он важен для окислительно-восстанови-
тельных реакций и осуществления различных 
клеточных функций. Однако в высоких кон-
центрациях этот металл проявляет токсичность 
и изменяет нормальный метаболизм растений, 
вызывая клеточные повреждения и даже гибель 
[25]. Симптомы отравления никелем у растений 
включают хлороз, некроз, задержку роста кор-
ней и уменьшение площади листьев [24]. В  на-
шем исследовании никель существенно снижал 
накопление биомассы побегов и корней, сохра-
няя практически такие  же величины ингибиро-
вания и при комбинированном внесении загряз-
нителей.

н-Гексадекан увеличивал биомассу побегов 
и корней сорго, однако присутствие никеля ни-
велировало этот эффект. Стимулирующая ак-
тивность углеводородов нефти на рост растений 
описана в литературе [24, 26]. Ряд  авторов свя-
зывают ее с усилением биологической активно-
сти углеводородокисляющих микроорганизмов 
и стимулированием метаболических процессов 
в ризосферной зоне [26]. Однако в нашем слу-
чае условия культивирования растений изна-
чально стерильные, что предполагает наличие 
иных причин. Следует отметить, что механиз-
мы влияния именно н-гексадекана или других 
индивидуальных алифатических углеводородов 
на растения в литературе представлены доволь-
но скупо. Известно, что н-гексадекан способен 
проникать в ткани растений и даже подвергаться 
там биохимическим модификациям под влияни-
ем цитохрома P450 и пероксидаз [27].

Напротив, у микроорганизмов процессы 
контактов с н-парафинами и их деградации 
исследованы в достаточной степени [28]. По-
скольку для инокуляции растений нами ис-

пользовался штамм деструктор н-гексадекана 
Gordonia sp. N7, необходимо учитывать, что он 
взаимодействует с углеводородом как с пита-
тельным субстратом по известным механиз-
мам: либо путем адгезии, либо солюбилизации. 
Оба  варианта описаны для актинобактерий, в 
том числе и для рода Gordonia. В  присутствии 
гидрофобных субстратов, в частности н-пара-
финов, эти бактерии повышают гидрофобность 
своей поверхности и сродство к углеводородам 
за счет высокого содержания липидов в клеточ-
ной стенке, либо синтезируют биосурфактанты, 
повышая биодоступность соединений за счет 
их эмульгирования [28, 29]. По  этой причине 
воздействие н-гексадекана на растение в при-
сутствии модифицирующих его бактерий может 
измениться.

Ионы никеля также способны взаимодейство-
вать как с корнями растения, так и с бактериями, 
проявляя в определенной концентрации по от-
ношению к ним токсические свойства. Интерес-
ным является тот факт, что синтезируемые при 
культивировании актинобактерий в углеводород-
содержащей среде биосурфактанты, являясь по-
тенциальными металлохелаторами, связываются 
с ионами тяжелых металлов, тем самым препят-
ствуя их поступлению в бактериальные клетки, 
что в свою очередь сопровождается повышением 
устойчивости последних к данным ксенобиоти-
кам. Например, резистентность к ионам тяже-
лых металлов актинобактерий, культивируемых 
в присутствии н-гексадекана, в 2–4 раза выше по 
сравнению с таковой культур, выращенных в бо-
гатой питательной среде [30].

Таким образом, все воздействующие на рас-
тения компоненты находятся в активном вза-
имодействии друг с другом, что меняет как их 
собственные характеристики, так и реакции 
растений. Вполне вероятно, что изменение по-
верхностных свойств бактерий в присутствии 
н-гексадекана и никеля может способство-
вать изменению контактных взаимодействий 
PGP-бактерии, каковой является Gordonia sp. N7, 
с корнями растения. Полученные нами результа-
ты косвенно свидетельствуют об этом. Особенно 
ярко это выражалось на примере влияния нике-
ля и бактерии на прирост биомассы сорго. Бак-
теризованные растения в чистых условиях нака-
пливали значительно больше биомассы корней 
и побегов относительно контроля. Это  может 
являться следствием проявления микроорганиз-
мом-инокулянтом активности АЦК-деаминазы, 
которая, как известно, снижает образование 
фитогормона этилена и тем самым стимулиру-
ет рост растений [31]. В присутствии никеля эта 
стимулирующая активность штамма нивелиро-
валась и наблюдалось существенное ингибиро-
вание роста побегов и корней, что можно объ-
яснить ингибированием тяжелыми металлами 
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активности бактериальной АЦК-деаминазы [31]. 
Однако если сравнить варианты индивидуаль-
ного присутствия никеля и совместно с бакте-
риальным штаммом, прирост биомассы корня 
в последнем случае недостоверно, но выше, что 
с осторожностью позволяет говорить о “смяг-
чении” бактериями токсичности никеля в от-
ношении корней. В  литературе также описаны 
данные о проявлении стимуляции роста расте-
ний природным ризобактериальным изолятом в 
условиях мультизагрязнения металлами [32].

Обобщая вышеуказанные данные и исполь-
зуя такой показатель, как общее производство 
биомассы растений, можно заключить, что у со-
рго он повышался относительно контроля под 
влиянием исследуемых факторов в следующем 
ряду: н-гексадекан (43%), инокуляция штаммом 
(47%), н-гексадекан + штамм Gordonia sp. (59%). 
Никель, напротив, во всех вариантах его присут-
ствия снижал этот показатель на 50–70%. Вычис-
ленный нами на основе показателей продукции 
растительной биомассы индекс толерантности 
(ИТ), характеризующий степень устойчивости 
растения к стрессору, определил характер влия-
ния никеля на сорго как сильное угнетение, не-
значительно варьирующее в присутствии других 
компонентов.

Важным аспектом нашей работы явилось 
выяснение поглощения растениями сорго ио-
нов никеля, характеризующего фиторемедиа-
ционный потенциал растений [32]. Этот металл 
относится к элементам с высокой способностью 
проникновения в растение, но особый интерес с 
точки зрения технологических процессов пред-
ставляло определить локализацию поглощенно-
го никеля, поскольку надземную часть растений 
легче удалять с очищаемого участка.

Показано, что накопление никеля за 3 не-
дели роста сорго на никельсодержащем песке 
происходило преимущественно в корнях. До-
полнительные вносимые компоненты влияли 
на этот процесс. Вычисленный нами для всех 
вариантов опыта показатель ТФ, на основании 
которого можно судить о преимущественном 
накоплении металлов в корнях или побегах [16, 
23] показал, что присутствие углеводородно-
го загрязнения, а также инокуляция растений 
PGP-бактериями не только увеличивали со-
держание никеля в растении, но и смещали его 
локализацию в надземную часть. Максималь-
ное значение ТФ получено в варианте никель 
+ бактеризация + гексадекан, в котором бакте-
рии имели дополнительный источник углеро-
да для роста, увеличивающий их численность. 
Подобный эффект описан в работе [33], авторы 
которой считают, что повышение содержания 
никеля в надземных частях растений происхо-
дит за счет выделения устойчивыми к металлу 
ризосферными бактериями сидерофоров и ор-

ганических кислот, в комплексе с которыми мо-
жет осуществляться дальний транспорт ионов 
никеля по сосудам ксилемы.

Одним из самых значимых физиолого-био-
химических показателей состояния растения яв-
ляется функционирование его фотосинтетиче-
ского аппарата, который в условиях стрессового 
воздействия реагирует каскадом защитных реак-
ций [34]. Негативное влияние тяжелых металлов 
связывают с их прямым ингибирующим воздей-
ствием на активность ферментов биосинтеза 
зеленых пигментов, что сказывается на содер-
жании хлорофиллов а и б и каротиноидов. Кро-
ме того, нарушение биосинтеза хлорофиллов в 
присутствии тяжелых металлов, в том числе Ni2+, 
может быть вызвано замещением ионов магния 
ионами этих металлов в молекулах пигмента [35].

В наших экспериментах никель отрицательно 
влиял на содержание хлорофилла а и каротино-
идов, не оказывая воздействия на хлорофилл б. 
Присутствие только н-гексадекана проявлялось 
в повышении уровня хлорофилла б. Воздействие 
комплекса загрязнителей практически было 
равнозначным влиянию никеля, нивелирующе-
го воздействие н-гексадекана. Интересно, что 
инокуляция актинобактериями рода Gordonia 
(штаммом N7) явилась серьезным ингибирую-
щим фактором, существенно снижающим со-
держание исследованных фотосинтетических 
пигментов в листьях сорго. При  этом присут-
ствие загрязнителей в основном усиливало этот 
эффект. Наибольшее снижение хрофилла а и 
каротиноидов  – более чем в 2 раза  – происхо-
дило под воздействием композиции всех трех 
компонентов. Между тем, по литературным дан-
ным инокуляция семян пшеницы эндофитным 
штаммом Bacillus subtilis снижала токсический 
эффект никеля, что проявлялось в сохранении 
фотосинтетической активности и лучших пока-
зателях роста растений [36].

Хлорофилл а связан с реакционными цен-
трами фотосистем, а форма б – со светособира-
ющим комплексом фотосистемы II. Вызванное 
бактеризацией снижение содержания хлорофил-
ла б может иметь в своей основе существенные 
изменения процессов поглощения света  [34]. 
Об  этом  же свидетельствует уменьшение содер-
жания каротиноидов, участвующих в нейтрали-
зации активных форм кислорода в стрессовых 
условиях.

Представленные в литературе данные как 
положительного [37], так и отрицательного [38] 
влияния инокуляции PGP-бактериями расте-
ний на содержание фотосинтетических пиг-
ментов, предполагают, что распознавание хозя-
ин-бактерия приводит к стресс-специфической 
модуляции реакции корня и дифференциально-
му независимому от стресса влиянию на фото-
синтез [38].
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Существенный интерес в ответных реакциях 
растений на стрессоры представляют пероксида-
зы, экссудируемые корнями. Физиологические 
функции этих ферментов связаны с механиз-
мами защиты, метаболизмом ауксина и био-
синтезом полимеров клеточной стенки, таких 
как лигнин и суберин, выполняющих функцию 
физического барьера при воздействии биотиче-
ских и абиотических стрессовых факторов. Кро-
ме того, с пероксидазами сорго связывают его 
термотолерантность и устойчивость к грибным 
инфекциям [39]. Широкая субстратная специ-
фичность пероксидаз позволяет рассматривать 
их как важный инструмент детоксикации/дегра-
дации загрязнителей окружающей среды [11].

Как правило, пул ферментов, экссудируемых 
корнями, представлен несколькими фермен-
тами и их изоформами. Считается, что именно 
варьируя изоформный состав пероксидаз расте-
ние обеспечивает необходимые биохимические 
реакции в ответ на какой-либо стресс. При этом, 
множественные молекулярные формы перок-
сидаз отличаются по ряду физико-химических 
свойств и локализации [40].

Полученные нами результаты показали при-
сутствие в корневых экссудатах сорго в задан-
ных условиях эксперимента как минимум двух 
пероксидаз, одна из которых имела несколько 
изоформ. Наибольший интерес представля-
ет появление еще одной пероксидазы с самой 
высокой электрофоретической подвижностью 
(0.76) в варианте одновременного присутствия 
н-гексадекана и бактерий рода Gordonia N7, при-
чем, добавление никеля к этим компонентам 
существенно уменьшало активность этой фор-
мы, но полного ингибирования не происходи-
ло. Функция выявленной пероксидазы не ясна, 
однако в связи с тем, что штамм-инокулянт 
является деструктором н-гексадекана, можно 
предположить, что это  – реакция растения на 
биосурфактанты, продуцируемые бактериями 
в присутствии гидрофобного субстрата, либо 
на метаболиты и активные формы кислорода 
(АФК), образующиеся при микробном окисле-
нии углеводорода.

Активность пероксидаз сорго, исследованная 
нами в концентрированных корневых экссуда-
тах, различалась в зависимости от использован-
ного тестового субстрата. Однако во всех вари-
антах тенденция была одинаковой: активность 
относительно чистого контроля снижалась в 
присутствии как загрязнителей, так и штам-
ма-инокулянта, достигая в отдельных случаях 
практически полного ингибирования (при воз-
действии всех трех компонентов). Присутствие 
бактерий вызывало наиболее понижающий эф-
фект, причем, как индивидуально, так и в еще 
большей степени  – в композиции с другими 
компонентами. Исключением явились резуль-

таты с тестовым субстратом ОДА, в которых ни-
кель (индивидуально) повышал пероксидазную 
активность на 25%. В целом, можно заключить, 
что из всех исследуемых факторов наиболее вли-
яющим на пероксидазную активность корневых 
экссудатов сорго являлся биотический фактор – 
инокуляция штаммом Gordonia sp. N7. Возмож-
но, что такой ответ растения на ризосферную 
бактерию, охарактеризованную нами как PGPR, 
является особенностью ее взаимодействия с 
корнями сорго, понижающего стрессовый от-
клик растения. Однако следует учитывать, что 
проведенный анализ дает картину активности 
ферментов на конец эксперимента  – на 20 сут. 
Вполне вероятно, что в этот период растение уже 
адаптировалось к стрессовым условиям.

В присутствии никеля также отмечено сни-
жение активности пероксидаз с использовани-
ем в качестве тестовых субстратов ДАФ и АБТС. 
Относительно ОДА этот эффект отсутствовал. 
В  то  же время, отдельным экспериментом по-
казано, что никель в широком диапазоне кон-
центраций не влиял на активность очищенной 
ДАФ-пероксидазы. Это может объясняться тем, 
что в корневых экссудатах содержится широкий 
набор пероксидаз и их изоформ, которые, есте-
ственно, имеют различное сродство к тестовым 
субстратам и по-разному подвержены влиянию 
никеля.

Таким образом, подводя итог проведенно-
му эксперименту, можно констатировать, что 
исследованные стрессоры оказывали суще-
ственное влияние как на ростовые, так и физи-
олого-биохимические характеристики Sorghum 
bicolor. При  индивидуальном присутствии их 
воздействие выглядело следующим образом.

н-Гексадекан повышал выживаемость сор-
го, биомассу корней и побегов, ИТ, накопление 
никеля в побегах, ТФ, содержание хлорофилла б, 
понижал активность пероксидаз в корневых экс-
судатах.

Бактеризация актинобактериями рода 
Gordonia N7 повышала прирост биомассы, ИТ, 
накопление никеля в побегах, ТФ, понижала со-
держание хлорофилла б, активность пероксидаз 
в корневых экссудатах.

Никель оказывал практически на все изучен-
ные параметры негативное воздействие: умень-
шал биомассу, понижал ИТ, содержание хлоро-
филла а и каротиноидов, понижал активность 
пероксидаз в корневых экссудатах, аккумулиро-
вался в основном в корнях сорго.

Добавление других компонентов оказывало 
влияние на изучаемые параметры, однако ток-
сическое воздействие никеля было доминирую-
щим и нивелировало эффекты других факторов, 
например, стимулирующее влияние н-гексаде-
кана и бактерий на прирост растительной био-
массы. Тем  не менее, влияние н-гексадекана и 
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ризосферного штамма Gordonia sp. N7 на эф-
фекты, вызванные никелем в сравнении с его 
индивидуальными показателями, были весьма 
отчетливыми.

В присутствии бактерий влияние никеля на 
растения менялось по всем показателям за ис-
ключением прироста биомассы: снижалась вы-
живаемость, существенно повышался ИТ кор-
ней, ТФ увеличивался более чем в 2 раза, смещая 
накопление никеля в побеги, пероксидазная ак-
тивность снижалась почти в 7 раз, уменьшалось 
содержание всех фотосинтетических пигментов, 
особенно хлорофилла б.

н-Гексадекан в меньшей степени, но влиял 
на ингибирующее воздействие никеля, отчетли-
во повышая ТФ и понижая пероксидазную ак-
тивность в корневых экссудатах по отдельным 
тестовым субстратам.

Таким образом, смоделированный нами 
комбинированный стресс, сочетающий абиоти-
ческие факторы с биотическим, продемонстри-
ровал существенный эффект их сочетания на 
растения сорго, особенно со штаммом Gordonia 
sp. N7. Его внесение вызывало как положитель-
ные, так и отрицательные реакции сорго ве-
ничного, свидетельствующие об особенностях 
коммуникаций макро- и микропартнеров в усло-
виях загрязненной среды и возможном участии в 
адаптивных реакциях растения в экстремальной 
среде. Полученные результаты дают обоснование 
эффективности использования актинобактерий 
как технологического приема, способствующе-
го процессу фиторемедиации по извлечению 
никеля из загрязненного грунта. В то же время, 
необходимо отметить, что выявленный эффект 
следует учитывать в сельскохозяйственном кор-
мопроизводстве, поскольку он свидетельствует о 
загрязнении растительной продукции тяжелыми 
металлами. Эти два аспекта взаимоисключаемы 
в названных технологических процессах и край-
не важны в фундаментальном плане по исследо-
ванию влияния мультизагрязнений на растения.

В исследованиях использовалось оборудова-
ние Центра коллективного пользования (ЦКП) 
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