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Проведено исследование Cd-индуцированного развития окислительного стресса и динамики актив-
ности антиоксидантных ферментов в органах ×Triticosecale. Показано, что изменения редокс-гомеостаза 
у растений, выращенных на содержавшей 0,04 мМ Cd2+ среде, носили органоспецифичный характер, об-
условленный, по-видимому, преимущественной аккумуляцией кадмия в корнях. В проростках содержание 
пероксида достигало максимальной величины (39 ± 3 мкмоль/г сырой массы) уже к концу первого дня. 
Уровень пероксида в корнях после 12 часов увеличивался и оставался примерно на том же уровне до 24 ч. 
Одной из важнейших мишеней для пероксида являются липиды. Исследование показало, что в проростках 
уровень малонилдиальдегида в течение первого дня эксперимента возрастал в 1,5 раза. В корнях содержа-
ние МДА снижалось на 15 % после 12 ч. Таким образом, «окислительный взрыв» в побегах в начальный 
период экспозиции включал повышение уровня H2O2 и детерминированную им интенсификацию перекис-
ного окисления липидов. Это сопровождалось изменением активности аскорбатпероксидазы и гваяколовой 
пероксидазы. Увеличение активности гваяколовой пероксидазы в течение первых 12 ч эксперимента могло 
быть начальным звеном в ответе растений на стресс, который может быть связан с необходимостью раз-
рушения пероксида, а также необходимостью укрепления клеточных оболочек за счет повышения их лиг-
нификации. Стресс-динамика активности антиоксидантных ферментов свидетельствовал о разной их роли 
в органах растений тритикале для защиты от образующегося пероксида.
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The research of the Cd-induced oxidative stress formation and dynamics of antioxidative enzymes levels has 
been studied in ×Triticosecale`s organs. It was shown that alterations in a red-ox-gomeostasis of plants, growing 
on a mixture with 0,04 mmol/l of Cd2+ had a specifi c character. It was connected with preferential accumulation of 
cadmium in roots. In sprout the peroxide content reached the maximum value (39  ±  3 μmol/g wet weigh) already 
by the end of fi rst day. The peroxide level in roots after 12 hours has increased and remained the same till 24 hs. One 
of the main targets for a peroxide reaction are lipids. The research has shown that in sprouts the malonyldialdehyde 
level for the fi rst day of experiment has increased in 1,5-fold. In roots MDA level has decreased 15 % after 12 hours. 
Thus «oxidative explosion» in sprouts included the increase of H2O2 level and lipid peroxidation level determined 
by a peroxide in an exposure initial stage. It was accompanied with alteration of ascorbate peroxidases and guaiacol 
peroxidases activities. The increase of a guaiacol peroxidase activity during the fi rst 12 hs of experiment may be 
an initial part of a plant stressful response which could be connected with the necessity of a peroxide destroy, and 
also with the necessity of solidifying of cellular envelopes at the expense of their lignifi cation. The stress dynamics 
of antioxidative enzymes activity said about different their roles in ×Triticosecale plant organs for protection from 
peroxide formation. 
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Токсичность тяжелых металлов как ши-
роко распространенных поллютантов обу-
словливает пристальное внимание иссле-
дователей к загрязнению ими окружающей 
среды. При этом кадмий относят к числу 
наиболее опасных тяжелых металлов, по-
скольку он обладает высоким кумулятивным 
эффектом, не подвергается биодеградации 
и практически не выводится из организ-
ма [7]. Повышенное содержание кадмия 
в окружающей среде приводит к ингиби-
рованию роста, изменению интенсивности 
и направленности многих метаболических 
процессов в клетке [10]. В частности, уста-
новлено, что одной из неспецифических 
реакций растений на кадмий является раз-
витие в клетках окислительного стресса, 

основу которого составляет образование из-
быточного количества активных форм кис-
лорода (АФК) [16]. 

Пероксид водорода, обладающий наи-
большим временем жизни (около 1 мс) 
и способный диффундировать от места об-
разования, является одним из важнейших 
кислородных редуктантов, который в кле-
точных компартментах приводит к окис-
лению липидов, углеводов, белков, по-
вреждению ДНК и РНК, дезорганизации 
цитоскелета [8]. Одним из главных меха-
низмов защиты является функционирова-
ние антиоксидантных ферментов, разлага-
ющих H2O2. При этом многие особенности 
поддержания редокс-гомеостаза в данных 
условиях остаются по-прежнему не иссле-
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дованными. В связи с этим цель работы 
состояла в изучении временной динамики 
Cd-индуцированного развития окислитель-
ного стресса и сопутствующего функцио-
нирования ферментативной составляющей 
ликвидации пероксида водорода (аскорбат-
пероксидазы и гваяколпероксидазы) в орга-
нах тритикале. 

Материал и методы исследования
Объектами исследования являлись побеги 

и корни тритикале озимого (×Triticosecale Wittm. & 
Camus), сорта Дон (семена любезно предоставлены 
ГНУ Тульский НИИСХ РАСХН). Семена предвари-
тельно стерилизовали в 2,5 %-м растворе KMnO4, 
после чего проращивали на фильтровальной бумаге 
в присутствии 1/10 среды Кнопа с микроэлементами 
по Хогланду. Десятидневные проростки пересажи-
вали в вегетационные сосуды и выращивали в аэ-
рируемой водной культуре на полной питательной 
среде. Растения выращивали при 12-часовом свето-
вом периоде, температуре воздуха 23 ± 1/15 ± 1 °С 
(день/ночь), относительной влажности воздуха – 
55/75 % (день/ночь) и освещенности 35 Вт/м2. При 
достижении проростками фазы кущения, их пере-
саживали на питательный раствор, содержащий 
0,04 мМ Cd(NO3)2. Побеги и корни после 12, 24, 48, 
72 и 96 часов экспозиции на Cd-содержащем раство-
ре исследовали непосредственно, а при необходимо-
сти фиксировали и хранили при температуре –18 °С. 

Определение содержания пероксида водорода про-
водили по методу, основанному на образовании окрашен-
ного комплекса пероксида титана [14]. Оценка степени 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) была проведена 
по методу, основанному на определении соединений, вза-
имодействующих с тиобарбитуровой кислотой в пере-
счете на малоновый диальдегид (МДА) [13]. 

Активность гваяколовой пероксидазы (ПО) опре-
деляли в экстракте, содержавшем Na/K-фосфатный 
буфер (pH 6,7), при 430 нм на спектрофотометре 
СФ-26 (Россия) по количеству образующегося пур-
пурогаллина (ε = 2,47/(мМ∙см)) [2]. Активность 
аскорбатпероксидазы (АПО) определяли в цитратно/
фосфатно-буферном экстракте (pH 6,0) по количеству 
окисленной аскорбиновой кислоты [12]. 

Каждый опыт проводили в трех биологических 
по три аналитические повторности. Статистическую 
обработку данных осуществляли с помощью пакета 
прикладных компьютерных программ MS Excel 2003 
и SigmaStat 3.1. В таблицах и на рисунках представ-
лены средние арифметические значения определя-
емых величин и их стандартные ошибки (Р > 0,95). 
К полученным данным применен стандартный одно-
факторный дисперсионный анализ с использованием 
для оценки достоверности при множественном срав-
нении фактического значения q-критерия Ньюмена-
Кейсля.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Проведенное исследование показало, 
что изменения в про/антиоксидантной си-
стеме тритикале озимого под действием 
0,04 мМ Cd2+ носили органоспецифичный 
характер. В частности, в побегах количе-
ство H2O2 существенно возрастало и дости-
гало максимального значения (39 мкмоль/г 
сырой массы) уже к концу 1-х суток экс-
позиции на Cd-содержащей среде, после 
чего оно несколько снижалось к 48 часам 
(до 32 мкмоль/г сырой массы) и оставалось 
примерно на одном уровне до конца экспе-
римента (рис. 1). 

Рис. 1. Динамика образования H2O2 в органах тритикале под действием кадмия

В то же время количество H2O2 в корнях 
после повышения его уровня к 12-часам 
оставалось почти неизменным до 24 часов, 
после чего вновь повышалось к 48 часам. 
Далее количество H2O2 в корнях снижалось, 
достигая минимального значения к 96 ча-
сам (15 мкмоль/г сырой массы). 

Известно, что кадмий при кратковре-
менной обработке растений, накапливается 
преимущественно в корнях. Напр., Казнина 
с соавт. [7] показали, что у растений ячме-
ня до 90 % всего поглощенного за трое су-
ток кадмия аккумулировалось в корневой 
системе. С этой позиции не вполне ясно, 
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почему содержание пероксида водорода 
в побегах к 24 часам нашего эксперимента 
увеличивалось практически вдвое. Возмож-
но, какое-то незначительное количество 
металла проникло в побеги через апопласт. 
Такая возможность перемещения ионов по-
казана, напр., для растений кукурузы [10]. 
С другой стороны, авторами [10] установле-
но, что кадмий практически не обнаружи-
вался в клетках мезофилла.

Поэтому повышение уровня H2O2 в по-
бегах, по-видимому, является опосредован-
ной реакцией действия токсичных ионов на 
растения. Напр., в экспериментах Балахни-
ной с соавт. [1] наблюдали снижение тур-
гора, а также визуальные признаки водного 
стресса у гороха под действием кадмия, что 
могло быть связано с нарушением поглоще-
ния и транспорта воды, а также транспира-
ции вследствие снижения устьичной про-
водимости [9], т.е. в результате подобных 
явлений нарастает осмотический стресс. 
В данных условиях в ходе фотосинтеза 
в хлоропластах происходит накопление 
НАДФН и АТФ, которые не успевают рас-
ходоваться вследствие нехватки СО2, а ЭТЦ 
начинает испытывать недостаток акцептора 

(НАДФ+). Такое физиолого-биохимическое 
состояние фотосинтетического аппарата 
может провоцировать перенос электронов 
на O2 и генерацию АФК [3]. 

Известно, что одной из основных ми-
шеней действия пероксида, как и других 
АФК, являются липиды. Проведенное ис-
следование показало, что в побегах коли-
чество малонового диальдегида (МДА), 
являющегося основным продуктом пере-
кисного окисления фосфолипидов мем-
бран, за первые сутки экспозиции на среде, 
содержавшей Cd2+, возрастало в 1,5 раза, 
после чего оставалось неизменным на 
уровне 0,24 мкмоль/г сырой массы до конца 
эксперимента. В корнях содержание МДА 
варьировалось, вначале снижаясь и до-
стигая минимального значения к 24 часам 
(0,17 мкмоль/г сырой массы). К 48 часам 
оно увеличивалось и оставалось на уров-
не 0,21 мкмоль/г сырой массы до 72 ча-
сов, после чего вновь снижалось к 96 ча-
сам эксперимента (рис. 2). Обнаруженное 
нами снижение интенсивности ПОЛ после 
12 часов в корнях и после 24 часов в побе-
гах соответствовало процессам, наблюдае-
мым ранее в листьях гороха [1]. 

Рис. 2. Динамика накопления МДА в органах тритикале под действием кадмия

Возрастание интенсивности ПОЛ 
в начальный период экспозиции на Cd-
содержащей среде могло быть связано с из-
быточной генераций H2O2 в органах тритика-
ле. Очевидное соответствие наблюдавшихся 
изменений (см. рис. 1 и 2) подтверждается 
высокими коэффициентами корреляции 
(r), рассчитанными для пары: количество 
пероксида и МДА. Они оказались равны-
ми 0,93 и 0,84 соответственно для побегов 
и корней. Радотик с соавт. [16] правильно 
полагают, что интенсивность ПОЛ опреде-
ляется, с одной стороны, степенью развития 
окислительного стресса, а с другой – уров-
нем активности компонентов антиокси-
дантной системы. Поэтому наблюдавшийся 

нами в начальный период стрессового воз-
действия кадмия «окислительный взрыв» 
(см. рис. 1) мог инициировать включение 
адаптационных механизмов. Одним из них 
является увеличение активности фермен-
тов, разлагающих пероксид.

Было установлено, что активность ПО 
в побегах в течение первых 3-х суток оста-
валась примерно на одном уровне, после 
чего к 96 часам эксперимента увеличива-
лась, достигая 3,2 мкмоль/мин∙г (рис. 3). 
Резкий рост содержания пероксида водо-
рода (см. рис. 1) и незначительное возрас-
тание активности ПО (рис. 3) в побегах 
в первые 48 часов эксперимента свидетель-
ствуют о том, что данный фермент не игра-
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ет существенной роли в разложении перок-
сида в побегах. Это может быть связано 
с наличием небольшого конститутивного 

пула фермента, de novo синтезом которого 
можно объяснить повышение его активно-
сти к 96 часам эксперимента.

Рис. 3. Динамика активности гваяколовой пероксидазы 
в органах тритикале под действием кадмия

Рис. 4. Динамика активности аскорбатпероксидазы в органах 
тритикале под действием кадмия

В то же время в корнях наблюдали 
13-кратное увеличение активности фермен-
та в течение первых 12 часов экспозиции на 
Cd-содержащей среде. Далее происходило 
постепенное снижение активности перок-
сидазы, достигавшей к 96 часам величины 
1,6 мкмоль/мин∙г. Значительное увеличение 
активности ПО в корнях в первые 12 часов 
экспозиции (см. рис. 3), по-видимому, яв-
лялось ответной реакцией, связанной с не-
обходимостью ликвидации избыточного 
образования H2O2. При этом реакция, ка-
тализируемая данным ферментом, лежит 
в основе неупорядоченной полимеризации 
оксикоричных спиртов (n-кумарового, кони-
ферилового и синапового), в результате ко-
торой образуется лигнин [6]. Известно, что 
кадмий может связываться с карбоксильны-
ми и гидроксильными радикалами различ-
ных соединений, к которым можно отнести 

и лигнин [5]. Так, Загоскина с соавт. [4] на-
блюдали усиленную лигнификацию клеток 
корневых каллусов чайного растения при 
обработке их растворами нитрата кадмия. 
Также известно, что фенольные соедине-
ния используются для образования другого 
полимера – суберина, который является ма-
триксом газо- и водонепроницаемого слоя, 
образуемого на поверхности клеточных 
стенок [11]. В результате растениям удает-
ся препятствовать поступлению токсичных 
компонентов среды через корневую систему.

Активность АПО в побегах тритика-
ле в течение первых 12 часов экспози-
ции на Cd-содержащей среде снижалась 
в 2,3 раза, после чего повышалась до уров-
ня в 0,27 мкмоль/мин∙г (что было всё же на 
30 % ниже первоначального значения), и да-
лее она стабилизировалась до конца экспе-
римента (рис. 4). 
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Такое падение активности фермента 
можно объяснить быстрой инактивацией 
его пула в ходе катализируемой реакции. 
Ресинтез новых порций фермента (или 
изозимов), по-видимому, обеспечил воз-
растание активности после 12 часов экспе-
римента. Синтез новых молекул фермента, 
отчасти, возможно инициирован самим об-
разующимся пероксидом в силу известной 
сигнальной роли этого вещества [3]. Выход 
активности на стационарную величину до 
конца эксперимента (см. рис. 4) и посте-
пенное снижение количества пероксида 
(см. рис. 1) можно объяснить, с одной сто-
роны, поддержанием необходимой скоро-
сти синтеза фермента, и повышенной ско-
ростью образования аскорбата из продуктов 
фотосинтеза, с другой.

В корнях активность фермента до 24 ча-
сов поддерживалась на примерно одном 
уровне, а затем к 48 часам снижалась вдвое. 
Такие данные могут быть объяснены инак-
тивацией конститутивного пула фермента 
после 24 часов с последующей индукцией 
синтеза новых его порций (или изофермен-
тов). Подобная динамика активности фер-
мента в корнях на фоне данных по содержа-
нию пероксида водорода (см. рис. 1) может 
свидетельствовать о незначительной роли 
этой биохимической реакции в корнях, по-
видимому, отчасти из-за невозможности 
(или низкой скорости) синтеза аскорбата 
в этой части растений. Повышение актив-
ности фермента к 96 часам эксперимента 
может быть обусловлено, как синтезом фер-
мента de novo, так и поступлением синте-
зированного аскорбата из листьев растений 
тритикале.

Полесская [8] утверждает, что на долю 
аскорбатпероксидазы выпадает основная 
работа по ликвидации H2O2 в клетках. Од-
нако наши результаты показывают разную 
значимость действия этого фермента в ор-
ганах растений тритикале. 

Заключение
Проведенное исследование показало, 

что регуляция редокс-гомеостаза у трити-
кале, выращенного на содержащей 0,04 мМ 
Cd2+ среде, носила органоспецифичный ха-
рактер, обусловленный, по-видимому, преи-
мущественной аккумуляцией кадмия в кор-
нях. При этом значительное накопление 
пероксида водорода в побегах может быть 
как опосредованным из-за возникновения 
осмотического стресса, так и, отчасти, за 
счёт работы внеклеточных форм перокси-
дазы клеток корня [15], в результате чего 
образуется пероксид, который переносится 
в побег с током воды по ксилеме. В резуль-
тате мы обнаруживаем повышенную вели-

чину ПОЛ для клеток побега. Показанная 
высокая корреляция между накоплением 
Н2О2 и величиной ПОЛ подтверждает взаи-
мосвязь этих процессов у растений трити-
кале на ранних этапах онтогенеза.

Стресс-индуцированные изменения 
активности антиоксидантных ферментов 
(аскорбатпероксидазы и гваяколовой перок-
сидазы) впервые позволили обнаружить их 
разную значимость в функционировании 
антиоксидантной системы разных органов 
растения. При этом показанное возрастание 
активности ферментов может быть обуслов-
лено их синтезом de novo, который отчасти 
можно объяснить сигнальной ролью обра-
зованного пероксида водорода. Динамика 
активности ферментов антиоксидантной 
защиты свидетельствует о разной величине 
пула исследованных ферментов в органах 
тритикале и разной скорости активации их 
синтеза de novo в ответ на образование пе-
роксида.
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