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Исследовали влияние обработки отрезков колеоптилей пшеницы (Triticum aestivum L.) 
пероксидом водорода на их теплоустойчивость и показатели прооксидантно-антиоксидантного 
равновесия. Двухчасовая обработка 1 мМ Н2О2 вызывала снижение активности 
гваяколпероксидазы и уменьшение генерации колеоптилями О2

.-. При этом активность 
супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы возрастала. Воздействие экзогенного Н2О2 
незначительно увеличивало содержание в тканях пероксидов и продукта пероксидного 
окисления липидов - малонового диальдегида (МДА). Последующий повреждающий нагрев 
(43оС, 10 мин) вызывал повышение активности гваяколпероксидазы, генерации О2

.- и 
содержания МДА как в контрольных, так и в опытных отрезках. Однако в колеоптилях, 
обработанных перед нагревом пероксидом водорода, подобные изменения проявлялись в 
меньшей степени. Нагрев вызывал незначительное повышение активности СОД в колеоптилях 
всех вариантов. При этом в отрезках, обработанных пероксидом водорода, активность СОД и 
каталазы была выше, чем в контроле. Предобработка пероксидом водорода повышала 
теплоустойчивость колеоптилей пшеницы, что связано с индуцированием им адаптивных 
реакций, среди которых, по-видимому, значительную роль играет ферментативная система 
антиоксидантной защиты. 
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1Изменение окислительно-восстанови-
тельного баланса является неспецифической 
составляющей ответа растительных и живот-
ных клеток на действие абиотических и биоти-
ческих стрессоров [17, 26, 36]. Усиление гене-
рации активных форм кислорода (АФК) и/или 
уменьшение пула антиоксидантов может быть 
одной из причин развития повреждений живых 
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организмов при воздействии неблагоприятных 
факторов различной природы [30]. Лишь в кон-
це ХХ ст. начались интенсивные исследования 
возможной физиологической роли генерации 
АФК клетками и было признано, что АФК «вы-
зывают не только плохие изменения» [2]. В по-
следние годы обосновывается гипотеза о роли 
некоторых АФК как вторичных мессенджеров 
и возможных индукторов защитных реакций 
клеток [20, 22, 39].  

Одним из агентов индуцирования окис-
лительного стресса в экспериментальных усло-
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виях является экзогенный пероксид водорода. 
Н2О2 - относительно стабильная АФК с про-
должительным временем существования [17]. 
Имеются сведения о способности экзогенного 
пероксида водорода повышать устойчивость 
растений к неблагоприятным абиотическим 
воздействиям, в частности, к засухе [40], низ-
ким [32] и высоким [20, 24] температурам. 
Проводятся параллели между эффектами акти-
вации генов протеинфосфатаз под влиянием 
теплового шока и Н2О2 [31].  

Логично ожидать модификации активно-
сти антиоксидантных ферментов в растениях 
под влиянием экзогенного агента окислитель-
ного стресса. В то же время сведения о дейст-
вии пероксида водорода на активность антиок-
сидантных ферментов неоднозначны. Известно, 
что Cu/Zn-СОД – одна из распространенных 
форм фермента у эукариот - инактивируется 
Н2О2 in vitro [14]. При этом данные in vivo о 
влиянии пероксида водорода на активность 
СОД и некоторых других антиоксидантных 
ферментов противоречивы даже для одинако-
вых объектов. Так, на примере проростков 
пшеницы показано, что Н2О2 ингибировал ак-
тивность супероксиддисмутазы (СОД) и ката-
лазы в корнях [15]. Однако в листьях растений 
пшеницы при обработке пероксидом водорода 
происходило повышение активности СОД [40], 
каталазы и глутатионредуктазы [35].  

В целом же, до настоящего времени не-
достаточно исследований, демонстрирующих 
связь между характером изменения про-
/антиоксидантного равновесия, вызываемого 
экзогенным Н2О2, временной динамикой со-
держания АФК и продуктов пероксидного 
окисления липидов (ПОЛ), индуцированием 
антиоксидантной ферментативной системы и 
повышением устойчивости высших растений к 
действию других стресс-факторов. В связи с 
изложенным, мы изучали влияние обработки 
колеоптилей пшеницы (Triticum aestivum L.) 
Н2О2 на их теплоустойчивость, динамику гене-
рации одной из первичных АФК – супероксид-
ного радикала [21], содержание в тканях перок-
сидов, конечного продукта ПОЛ малонового 
диальдегида (МДА) [1] и активности ключевых 
ферментов, участвующих в метаболизме АФК – 
гваяколпероксидазы, СОД и каталазы [14, 20, 
30]. 

МЕТОДИКА  

Объектом исследования были отрезки 
колеоптилей озимой пшеницы сорта Донецкая 
48, находящиеся в фазе растяжения [8]. Подго-

товка растительного материала описана нами 
ранее [4]. Колеоптили выдерживали 14 ч на 2%-
ном растворе сахарозы, после чего к образцам 
опытных вариантов добавляли Н2О2 в конечной 
концентрации 0,5 - 20 мМ и выдерживали от-
резки на этих растворах в течение 2 ч. После 
соответствующей обработки одну часть расти-
тельного материала снова переносили на рас-
твор сахарозы, а другую – подвергали повреж-
дающему нагреву в водном ультратермостате 
при температуре 43,0±0,10С в течение 10 мин. 
После прогрева колеоптили всех вариантов пе-
реносили на 2%-ный раствор сахарозы. 

Биохимические анализы проводили до и 
после двухчасовой обработки колеоптилей 
Н2О2, а также через 1, 3 и 24 ч после переноса 
образцов на раствор сахарозы или через соот-
ветствующие временные отрезки после повре-
ждающего нагрева. Как показали предвари-
тельные эксперименты, в этих временных ин-
тервалах в образцах, подвергнутых прогреву, 
происходили заметные изменения исследуемых 
показателей, но еще не наблюдалось видимых 
повреждений тканей. Перед всеми анализами 
колеоптили промывали проточной дистиллиро-
ванной водой. 

Для оценки генерации колеоптилями 
«внешнего» супероксидного анион-радикала 
(О2

.-) по 8 колеоптилей помещали в пробирки с 
5 мл 0,1 М фосфатного буфера (рН 7,6), содер-
жащего 0,05% нитротетразолия синего 
(«Serva», США), 10 мкМ ЭДТА и 0,1% тритона 
Х-100. Пробы инкубировали на шейкере «Elpan 
358S» (Польша) в течение 1 ч (120 кача-
ний/мин), после чего колеоптили извлекали из 
инкубационного раствора и определяли его оп-
тическую плотность при 530 нм [13]. Для про-
верки специфичности регистрации О2

.- в специ-
альных опытах в пробы добавляли СОД (50 ед./ 
мл среды) («Serva», США). СОД ингибировала 
генерацию супероксида не менее чем на 90%. В 
связи с этим считали, что количество восста-
новленного нитротетразолия синего определя-
ется содержанием О2

.-[13].  

Параллельно определяли и способность 
гомогенатов колеоптилей восстанавливать нит-
ротетразолий синий. Для этого навеску расти-
тельного материала гомогенизировали на холо-
ду в 5 мл 0,1 М фосфатного буфера (рН 7,6), 
содержащего 1 мМ ингибитора СОД диэтилди-
тиокарбамата натрия [37] и центрифугировали 
10 мин при 7000g, к 3 мл супернатанта добав-
ляли 1 мл 0,05%-ного нитротетразолия синего, 
смесь инкубировали в течение 30 мин в темно-
те при комнатной температуре и определяли 
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А530. Результаты выражали в относительных 
единицах.  
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Содержание пероксидов в тканях колеоп-
тилей определяли ферротиоцианатным мето-
дом [34]. Навеску растирали на холоду в 5%-
ной ТХУ, центрифугировали 10 мин при 7000g, 
к 3 мл супернатанта добавляли по 0,5 мл 50%-
ной ТХУ, 2,5 М NH4SCN и 10 мМ 
(NH4)2Fe(SO4)2 и определяли оптическую плот-
ность раствора при длине волны 480 нм. Кон-
центрацию пероксидов рассчитывали по калиб-
ровочному графику, построенному на основе 
Н2О2 с последующим пересчетом на 1 г сухой 
массы. 

Рис. 1. Влияние пероксида водорода на выжи-
вание (%) колеоптилей пшеницы после пов-
реждающего нагрева (430 С, 10 мин). 

Интенсивность ПОЛ оценивали по со-
держанию соединений, реагирующих с 2-
тиобарбитуровой кислотой (в основном МДА), 
используя для анализа гомогенат, приготовлен-
ный на 0.1 М Трис-HCl буфере (рН 7,6) [9]. 

 

Определение активности растворимой 
пероксидазы и ионносвязанной пероксидазы 
клеточных стенок (ЕС 1.11.1.7) проводили по 
методу [33] с некоторыми модификациями [4]. 
В качестве экстрагента использовали 0,06 М 
K,Na-фосфатный буфер Серенсена (pH 6,2). 
Активность растворимой формы фермента оп-
ределяли в супернатанте после центрифугиро-
вания гомогената при 1000 g в течение 15 мин. 
Ионносвязанную пероксидазу определяли в 
осадке фракции клеточных стенок, извлекая ее 
с помощью 0,06 М буфера Серенсена с добав-
лением 0,5 М NaCl. В качестве субстратов ис-
пользовали H2O2 и гваякол («Merck», ФРГ) как 
донор водорода.  

Для определения активности СОД (ЕС 
1.15.1.1) и каталазы (ЕС 1.11.1.6) ткани колеоп-
тилей гомогенизировали в 0,15 М фосфатном 
буфере (рН 7,8) с добавлением детергента три-
тона Х-100 (конечная концентрация – 0,2 %). 
Для анализа использовали супернатант после 
центрифугирования гомогената (7000g, 15 
мин). Общую активность СОД измеряли ис-
пользуя метод, основанный на способности 
фермента конкурировать с нитросиним тетра-
золием за супероксидные анионы, образую-
щиеся а результате аэробного взаимодействия 
НАДН и феназинметасульфата [10]. Актив-
ность каталазы определяли по количеству раз-
ложившейся Н2О2 [4]. 

Количество колеоптилей, выживших по-
сле нагрева, определяли визуально через 48 ч 
после теплового стресса. 

Во избежание артефактов, которые могут 
быть связаны с действием раневого стресса и 
старением (гибелью) отделенных колеоптилей, 
во всех экспериментах параллельно оценивали 
выживание отрезков, не подвергнутых нагреву, 
но испытавших влияние всех процедур экспе-
римента. Мертвые колеоптили теряли тургор и 
приобретали специфический белесоватый отте-
нок [8]. Выживание колеоптилей без прогрева 
во всех вариантах (независимо от наличия до-
бавок) составляло не менее 95-97%. В связи с 
этим погрешностью, связанной с раневым 
стрессом и/или естественным старением коле-
оптилей, пренебрегали. 

Каждый опыт воспроизводили независи-
мо 3-5 раз при трехкратной биологической по-
вторности. На рисунках приведены результаты 
типичных опытов и их квадратические откло-
нения. Кроме случаев, оговоренных отдельно, 
обсуждаются эффекты, достоверные при Р ≤ 
0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ   

Предобработка колеоптилей 1 и 10 мМ 
Н2О2 повышала их выживание после повреж-
дающего нагрева на 16-20% (рис. 1). 20 мМ 
Н2О2 проявлял токсический эффект (вызывал у 
колеоптилей торцевые некрозы), хотя и незна-
чительно повышал их выживание после нагре-
ва. Следует отметить, что пероксид водорода в 
концентрации 0,5-10 мМ не влиял на жизнеспо-
собность отрезков колеоптилей, которые не 
подвергались тепловому стрессу. Через 48 ч 
после обработки Н2О2 выживание составляло 
не менее 95%. Пероксид водорода в концентра-
ции 20 мМ вызывал появление торцевых некро-
зов и некоторое сжатие отрезков. В целом же, 
ткани оставались неповрежденными. 
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В дальнейших экспериментах при изуче-
нии влияния пероксида водорода на биохими-
ческие показатели его использовали в концен-
трации 1 мМ.  

Воздействие пероксида водорода вызы-
вало уменьшение генерации «внешнего» су-
пероксида интактными колеоптилями (рис. 2а, 
кривые 1, 3). При оценке содержания О2

.- в го-
могенатах тканей отмечалась лишь тенденция к 
его снижению под действием Н2О2 (рис. 2б, 
кривые 1, 3). Последующий перенос колеопти-
лей, обработанных 1 мМ пероксидом водорода, 
на раствор сахарозы без добавок приводил к 
повышению генерации супероксида до уровня, 
который наблюдался до воздействия Н2О2. При 
этом тенденции, выявленные при анализе 
«внешнего» О2

.- и О2
.- гомогенатов тканей су-

щественно не отличались.  

Повреждающий нагрев вызывал повыше-
ние генерации «внешнего» супероксида коле-
оптилями всех вариантов (рис. 2а, кривые 2, 4). 
Однако при этом образование «внешнего» О2

.- 
колеоптилями, обработанными 1 мМ Н2О2, бы-
ло ниже значительно, чем соответствующими 
контрольными. Через 1-3 ч после нагрева со-
держание О2

.- в гомогенатах тканей также по-
вышалось, но различия между вариантами бы-
ли недостоверными (рис. 2б,  кривые 2, 4). Че-
рез 24 ч после нагрева полностью нивелирова-
лась разница между всеми вариантами в вели-
чинах содержания супероксида в гомогенатах. 
Однако генерация «внешнего» супероксида ко-
леоптилями, которые подвергались нагреву бы-
ла ниже, чем соответствующими контрольны-
ми, предобработка Н2О2 на этой фазе опыта не 

влияла на показатель выделения О2
.-отрезками 

(см. рис. 2). 
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Рис. 2. Генерация «внешнего» супероксида (а) и его содержание в тканях (б) колеоптилей 
пшеницы (% от контроля без обработки Н2О2 и нагревания). 
Здесь и на рис. 3-7: 1 – 2%-ная сахароза (контроль), без нагревания; 2 - 2%-ная сахароза (кон-
троль), после нагревания при 43 0С, 10 мин; 3 - 2%-ная сахароза + 1 мМ Н2О2, без нагревания; 4 - 
2%-ная сахароза + 1 мМ Н2О2, после нагревания при 43 0С, 10 мин. Стрелкой указан момент на-
чала 10 мин нагрева. 
 

Обработка колеоптилей Н2О2 приводила 
к увеличению содержания пероксидов в них 
почти в 3 раза (рис. 3). Оно составило 570 
нмоль/г сухого вещества или 45,2 нмоль/г сы-
рого вещества, что на 5-6 порядков меньше 
концентрации Н2О2, введенной в среду инкуба-
ции колеоптилей. Через 1 ч после прекращения 
обработки колеоптилей пероксидом водорода и 
переноса их на раствор сахарозы без добавок 
содержание эндогенных пероксидов снижалось 
приблизительно в 1,5 раза. К 26 ч наблюдений 
отмечалось дальнейшее снижение содержания 
пероксидов в колеоптилях, обработанных Н2О2, 
до уровня контрольного варианта (рис. 3, кри-
вые 1, 3). 

Через 1-3 ч после нагрева в контрольных 
колеоптилях содержание пероксидов практиче-
ски не изменялось, в то время как в отрезках, 
обработанных Н2О2, оно резко снижалось. При 
этом абсолютные величины в контроле и опыте 
становились практически одинаковыми (рис. 3, 
кривые 2, 4). Через 24 ч после воздействия вы-
сокой температуры содержание пероксидов в 
контрольном варианте с нагреванием несколько 
возрастало и становилось выше, чем в колеоп-
тилях, обработанных перед нагревом перокси-
дом водорода (рис. 3, сравнить кривые 1, 2 и 4). 

На фоне сниженной генерации суперок-
сида и повышенного содержания пероксидов в 
колеоптилях, обработанных в течение 2 ч Н2О2, 
происходило незначительное увеличение ин-
тенсивности ПОЛ, регистрируемое по содер-
жанию МДА (рис. 4). Этот эффект был обрати-
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мым: после переноса колеоптилей на раствор 
сахарозы без добавок пероксида водорода со-
держание МДА в отрезках снижалось и через 
24 ч (26 ч от начала наблюдений) было ниже, 
чем в контроле (сравнить кривые 1, 3 на рис. 4). 

Через 1 ч после воздействия температуры 
430С содержание МДА повышалось в колеоп-
тилях всех вариантов (рис. 4). В дальнейшем в 
колеоптилях, не обработанных пероксидом во-
дорода, содержание МДА увеличивалось в те-
чение всего периода наблюдений, а в отрезках, 
подвергнутых действию Н2О2, уже через 3 ч 
после нагрева происходило снижение содержа-
ния продукта ПОЛ, невысоким оно было и че-
рез 24 ч после повреждающего теплового 
стресса (рис. 4, сравнить кривые 2, 4).  

Обработка колеоптилей 1 мМ раствором 
пероксида водорода снижала активность рас-
творимой гваяколпероксидазы (рис. 5а). Такое 
угнетение активности фермента было обрати-
мым: при последующем переносе колеоптилей 
на раствор сахарозы без добавления пероксида 
водорода активность постепенно восстанавли-

валось почти до уровня контроля (рис. 5а, срав-
нить кривые 1, 3). 

Через 1 ч после нагрева (3 ч от начала на-
блюдений) происходило увеличение активно-
сти растворимой гваяколпероксидазы во всех 
вариантах опыта. Однако абсолютные величи-
ны активности в колеоптилях, обработанных 
Н2О2, были значительно ниже, чем в соответст-
вующем контроле (рис. 5а, сравнить кривые 2, 
4). В последующие часы после нагрева разница 
в активности фермента в контрольных колеоп-
тилях и обработанных 1 мМ Н2О2 нивелирова-
лась. 

Активность ионносвязанной гваяколпе-
роксидазы сразу после 2 ч обработки колеопти-
лей Н2О2 не изменялась (рис. 5б). Не наблюда-
лось существенных изменений активности этой 
формы фермента и при последующем переносе 
колеоптилей на раствор сахарозы без добавле-
ния пероксида водорода, хотя через 26 ч от на-
чала наблюдений она была несколько ниже, 
чем в контроле. 

Нагрев вызывал незначительное повыше-
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Рис. 3. Содержание пероксидов (нмоль/г сухо-
го вещества) в колеоптилях пшеницы. Обо-
значения как на рис. 2 

Рис. 4. Содержание МДА (нмоль/г сухого ве-
щества) в колеоптилях пшеницы. Обозначе-
ния как на рис. 2 
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ние активности ионносвязанной гваяколперок-
сидазы в контрольных колеоптилях и посте-
пенное (к 26 ч наблюдений) ее снижение в от-
резках, обработанных пероксидом водорода 
(рис. 5б, кривые 2, 4).  

Воздействие на колеоптили пероксида 
водорода существенно повышало активность 
СОД (рис. 6). В процессе последующей инку-
бации колеоптилей на растворе сахарозы без 
добавления Н2О2 происходило снижение ак-
тивности СОД, хотя активность фермента в ва-
рианте колеоптилях, ранее обработанных Н2О2, 
все равно оставалась выше, чем в контроле 
(рис. 6, сравнить кривые 1, 3). 

Через 1 ч после нагрева проявлялась тен-
денция к незначительному повышению актив-
ности СОД во всех вариантах опыта (рис. 6, 
кривые 2, 4). При этом абсолютные значения 
активности СОД в варианте с обработкой коле-
оптилей пероксидом водорода были выше, чем 
в контроле. Повышенный по сравнению с соот-
ветствующим контролем уровень активности 
фермента сохранялся в этом варианте и через 3 
ч после нагрева (5 ч от начала наблюдений). 
Через 24 ч после нагрева разница между вари-
антами нивелировалась. 

Предобработка колеоптилей пероксидом 
водорода повышала и активность каталазы в 
них (рис. 7). Последующий перенос отрезков на 
раствор сахарозы без добавления Н2О2 приво-
дил к постепенному снижению активности 
фермента практически до уровня контроля 
(рис. 7, сравнить кривые 1, 3). 

Через 1 ч после нагрева активность ката-
лазы существенно не изменялась, а через 3 ч 
после воздействия температуры 430С происхо-
дило повышение активности фермента в обоих 
вариантах опыта (рис. 7, кривые 2, 4). При этом 

абсолютные значения активности каталазы в 
вариантах с обработкой Н2О2 превышали вели-
чину соответствующего контроля. К концу на-
блюдений (через 24 ч после нагрева) актив-
ность фермента во всех вариантах несколько 
снижалась, однако в колеоптилях, обработан-
ных Н2О2, была выше, чем в контроле.  

ОБСУЖДЕНИЕ  

Обсуждая полученные результаты, сле-
дует сразу отметить, что, несмотря на то, что 
обработка колеоптилей экзогенной Н2О2 и по-
вышала эндогенное содержание пероксидов, 
оно было приблизительно на 5 порядков ниже 
концентрации Н2О2 в инкубационной среде, 
т.е., по-видимому, находилось в пределах фи-
зиологических концентраций. Можно предпо-
лагать, что проникновение экзогенного перок-
сида водорода довольно строго регулируется 
клетками колеоптилей. Кроме того, вероятно, 
значительная часть Н2О2 может разрушаться 
каталазой и различными формами пероксидаз, 
локализованными в цитозоле и многих компар-
тментах клетки [21, 30]. Имеются сведения, что 
обработка изолированных органов растений эк-
зогенным пероксидом водорода в миллимоляр-
ных концентрациях фактически эквивалентна 
действию эндогенных микромолярных концен-
траций [3]. 

Наблюдаемое нами повышение содержа-
ния пероксидов в колеоптилях под действием 
экзогенного Н2О2 было обратимым и при пе-
реносе отрезков на среду без добавления Н2О2 
в течение нескольких часов снижалось (см. 
рис. 3). Еще более существенное снижение со-
держания пероксидов в колеоптилях, обрабо-
танных Н2О2, вызывал нагрев. Однозначно 
объяснить этот эффект сложно. Нельзя исклю-
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Рис. 6. Активность СОД (Е, усл. ед/(мин·г су-
хого вещества)) в колеоптилях пшеницы. 
Обозначения как на рис. 2. 

Рис. 7. Активность каталазы (Е, мМ Н2О2/ 
(мин·г сухого вещества)) в колеоптилях пше-
ницы. Обозначения как на рис. 2. 
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чить методические причины: нагрев отрезков в 
водном термостате мог приводить к вымыва-
нию пероксида водорода через мембраны, 
проницаемость которых, вероятно, увеличива-
лась в ответ на стрессовое воздействие [8]. В 
то же время вполне возможно, что в снижение 
содержания пероксидов внесло вклад повыше-
ние активности каталазы и других ферментов, 
утилизирующих Н2О2, например, аскорбатпе-
роксидазы, которая может индуцироваться пе-
роксидом водорода [20]. Примечательно, что в 
наших опытах заметное повышение активно-
сти каталазы в колеоптилях, обработанных 
Н2О2, наблюдалось именно после нагрева, на 
фоне снижения содержания пероксидов в от-
резках (сравнить рис. 3 и 7). При этом в мо-
мент окончания наблюдений (через 24 ч после 
нагрева) содержание пероксидов в контроле 
несколько возрастало и достоверно превышало 
величины, наблюдаемые в опытных вариантах 
(см. рис. 3). 

В целом, обработка колеоптилей перок-
сидом водорода вызывала весьма существен-
ные изменения в их про-/антиоксидантном 
статусе и реакции на последующий повреж-
дающий нагрев.  

Обращает на себя внимание снижение 
образования супероксида колеоптилями после 
обработки их Н2О2 (см. рис. 2). Оно четко вы-
являлось при определении «внешнего» О2

.-, 
выделяемого интактными колеоптилями и бы-
ло менее выраженным при анализе гомогена-
тов тканей. Одной из причин различий в вели-
чинах генерации супероксида, полученных для 
интактных тканей и гомогенатов, может быть 
локализация значительной части ферментов, 
генерирующих О2

.- (НАДН-оксидаза, перокси-
даза), в плазмалемме и внеклеточном про-
странстве [25, 28, 41]. Кроме того, такие отли-
чия могли быть следствием образования под 
влиянием пероксида водорода дополнитель-
ных связей между фенольными группами в 
клеточных стенках и изменением их прони-
цаемости для супероксида и(или) экзофермен-
тов, которые его продуцируют [11].  

В целом же, наблюдаемый нами эффект 
уменьшения генерации «внешнего» суперок-
сида колеоптилями и его содержания в гомо-
генатах тканей под действием пероксида во-
дорода может быть связан как с угнетением 
О2

.--генерирующих ферментативных систем, 
так и с активацией СОД. Результаты наших 
экспериментов позволяют допускать вклад 
обоих явлений.  

Необходимо отметить, что снижение ге-
нерации супероксида колеоптилями происхо-
дило на фоне уменьшения активности гвая-
колпероксидазы (см. рис. 2 и 5а). Имеются 
сведения о возможной причастности разных 
форм этого фермента к генерации супероксида 
[38]. Угнетение активности пероксидазы ее же 
субстратом – пероксидом водорода – может 
показаться трудно объяснимым феноменом. 
Однако такое явление зарегистрировано на 
примере колеоптилей злаков и другими авто-
рами [11]. Правда, в этой работе ингибирую-
щее влияние оказывал 40 мМ пероксид водо-
рода. Эффект угнетения основного изофер-
мента пероксидазы в присутствии пероксида 
водорода in situ и in vitro зарегистрирован на 
примере гипокотилей Lupinus albus [23]. Од-
ной из причин угнетения пероксидазной ак-
тивности под действием пероксида водорода 
может быть ее переключение на каталазную. 
Такое явление, в частности, зарегистрировано 
для нескольких форм апопластных пероксидаз, 
которые при высоких концентрациях перокси-
да водорода проявляли каталазную активность 
[29]. Возможно, что оно имеет защитное зна-
чение, направленное на предотвращение обра-
зования избытка АФК. Важно, что в наших 
экспериментах уменьшение активности перок-
сидзы происходило параллельно со снижением 
генерации супероксидного радикала, который 
может быть продуктом пероксидазных реак-
ций. Вполне естественно, что нельзя исклю-
чить и модификации активности других фер-
ментов, которые могут быть источниками об-
разования супероксида – НАДФН-оксидазы 
[28], оксалатоксидазы [18] и пр.  

Одновременно обработка колеоптилей 
Н2О2 вызывала и повышение активности СОД 
(см. рис. 6), которая элиминирует супероксид, 
превращая его в пероксид водорода. Как уже 
отмечалось, литературные данные о влиянии 
Н2О2 на активность СОД весьма противоречи-
вы: зарегистрированы как эффекты угнетения 
фермента, так и его активации [15, 35]. Не-
смотря на однозначно показанную инактива-
цию Cu/Zn-СОД под действием пероксида in 
vitro [14], возможно индуцирование его синте-
за in vivo. Кроме того, известно, что у злаков 
присутствует определенный пул устойчивой к 
Н2О2 Mn-СОД [20]. Примечательно, что на та-
кой же растительной модели (колеоптили 
пшеницы) нами был показан эффект повыше-
ния активности СОД под влиянием экзогенной 
салициловой кислоты [6]. При этом увеличен-
ная активность СОД проявлялась на фоне су-
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щественного повышения содержания в тканях 
пероксидов. Данный эффект может быть ре-
зультатом разнонаправленного влияния сали-
циловой кислоты на активность СОД (активи-
рующий эффект) и каталазы (ингибирующий 
эффект).  

В настоящей работе при обработке коле-
оптилей экзогенным пероксидом водорода по-
вышение активности СОД регистрировалось 
на фоне умеренного увеличения внутрикле-
точного содержания пероксидов и сохранялось 
некоторое время после нагрева и/или переноса 
колеоптилей на среду без добавления Н2О2. 
Можно полагать, что увеличение внутрикле-
точного содержания пероксидов, происходив-
шее под действием экзогенной Н2О2, служило 
сигналом для активации экспрессии генов ан-
тиоксидантных ферментов. Не исключено 
также, что сигнальными посредниками в про-
цессе повышения активности антиоксидант-
ных ферментов могли быть и продукты ПОЛ 
[7]. Естественно, что для более определенных 
выводов необходимы прямые исследования 
экспрессии генов СОД и каталазы.  

В целом, выявленные нами эффекты 
снижения генерации супероксида колеоптиля-
ми, повышения активности СОД и каталазы на 
фоне угнетения гваяколпероксидазы, происхо-
дящие под влиянием экзогенного пероксида 
водорода, по-видимому, следует рассматри-
вать как защитную реакцию, направленную на 
предотвращение развития неуправляемого 
окислительного стресса.  

Можно полагать, что кратковременный 
окислительный стресс и происходящая прак-
тически одновременно с ним активация анти-
оксидантных систем делала растительные 
клетки «компетентными» к последующему бо-
лее сильному стрессовому воздействию – по-
вреждающему нагреву. Это воздействие высо-
кой температуры приводило к развитию глу-
бокого окислительного стресса в контрольных 
колеоптилях, что выражалось в монотонном 
увеличении в них содержания продукта ПОЛ 
(МДА) после нагрева (см. рис. 4). В таких же 
условиях в колеоптилях, предобработанных 
Н2О2, в период после нагрева отмечалась более 
низкая активность растворимой и особенно 
ионносвязанной гваяколпероксидазы, которая 
может быть причастна к генерации АФК. В то 
же время в этих отрезках проявлялась повы-
шенная активность АФК-элиминирующих 
ферментов – СОД и каталазы (см. рис. 6, 7), а 

содержание МДА было ниже, чем в контроле 
(см. рис. 4). 

Таким образом, в настоящей работе нам 
удалось показать возможность индуцирования 
теплоустойчивости растительных тканей с по-
мощью экзогенного пероксида водорода, что 
сопровождалось кратковременными проявле-
ниями окислительного стресса и последующей 
активацией ферментативной антиоксидантной 
системы. Следует заметить, что регистрируе-
мые нами изменения в функционировании 
про-/антиоксидантной системы, происходящие 
под влиянием пероксида водорода, были обра-
тимыми и практически не проявлялись уже 
через несколько часов после переноса колеоп-
тилей на среду без пероксида водорода. При 
этом, однако, в случае последующего теплово-
го стресса в колеоптилях, предварительно об-
работанных Н2О2, происходило существенное 
повышение активности антиоксидантных 
ферментов. В связи с этим следует упомянуть 
работу Lopez-Delgado et al. [24], в которой по-
казано, что у микрорастений картофеля, вы-
ращенных из эксплантов, предбоработанных 
пероксидом водорода, повышенная теплоус-
тойчивость сохранялась даже через месяц по-
сле обработки экзогенным агентом окисли-
тельного стресса. Выяснение возможности со-
хранения индуцированной агентами окисли-
тельного стресса способности растений к 
«компетентному» ответу на стрессор и биохи-
мических механизмов такого явления может 
иметь большое значение не только для позна-
ния феномена формирования адаптивных ре-
акций, но и для практики защиты растений от 
неблагоприятных факторов среды. Вполне ес-
тественно предполагать, что индуцирование 
пероксидом водорода активности ключевых 
антиоксидантных ферментов важная, но не 
единственная реакция, благодаря которой 
формируется устойчивость к стрессорам. На-
ми на примере колеоптилей пшеницы показана 
способность экзогенного Н2О2 вызывать уве-
личение содержания в них пролина [5], кото-
рый является антиоксидантом и полифунк-
циональным низкомолекулярным протекто-
ром. Известно, что пероксид водорода может 
вызывать не только усиление экспрессии ге-
нов PR-белков [19], но и активацию синтеза 
белков теплового и холодового шока [16, 27]. 
При этом, однако, остается открытым вопрос о 
том, насколько специфично в таких реакциях 
действие Н2О2  как компонента сложной сиг-
нальной сети. 
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OXIDATIVE STRESS AND THE STATE OF ANTIOXIDATIVE SYSTEM  
IN WHEAT COLEOPTILES AT THE ACTION OF HYDROGEN PEROXIDE  

AND HEATING  

Yu. Ye. Kolupaev1, Yu. V. Karpets1,2  

1V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University  
(Kharkiv, Ukraine) 

2G.M. Vysotskiy Ukrainian Research Institute of Forestry and Forest Melioration 
(Kharkiv, Ukraine) 

The influence of treatment of pieces of wheat (Triticum aestivum L.) coleoptiles with hydrogen per-
oxide on their heat resistance and parameters of prooxidative-antioxidative balance have been stud-
ied. Two-hour treatment with 1 mM Н2О2 caused decrease of guaiacol peroxidase activity and re-
duction of О2

.- generation by the coleoptiles. Thus activity of the superoxide dismutases (SOD) and 
catalases increased. At the same time the influence of exogenous Н2О2 increased the content of per-
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oxides and product of lipid peroxidation - malonic dialdehyde (MDA) in tissues. The subsequent 
damaging heating (43°С, 10 min) caused increase of the guaiacol peroxidase activity, О2

.- generation 
and MDA content both in control and in experimental pieces. However in the coleoptiles treated be-
fore heating with hydrogen peroxide, similar changes were shown to a lesser degree. Heating caused 
slight increase of SOD activity in coleoptiles of all variants. Thus in the pieces treated with hydro-
gen peroxide, the SOD and catalase activity was higher, than in the control. Pretreatment with hy-
drogen peroxide raised heat resistance of wheat coleoptiles that is connected with an induction by it 
of adaptive reactions among which, apparently, the significant role of the enzymatic system of anti-
oxidative defence. 

Key words: Triticum aestivum L., oxidative stress, hydrogen peroxide, superoxide radical, lipid 
peroxidation, guaiacol peroxidase, superoxide dismutase, catalase, heat resistance  

ОКИСНЮВАЛЬНИЙ СТРЕС І СТАН АНТИОКСИДАНТНОЇ СИСТЕМИ  
У КОЛЕОПТИЛЯХ ПШЕНИЦІ ЗА ДІЇ ПЕРОКСИДУ ВОДНЮ  

ТА НАГРІВАННЯ 

Ю. Є. Колупаєв1, Ю. В. Карпець1,2

1Харківський національний аграрний університет ім. В.В.Докучаєва  
(Харків, Україна) 

2Український науково-дослідний інститут лісового господарства  
і агролісомеліорації ім. Г.М.Висоцького 

(Харків, Україна) 

Досліджували вплив обробки відрізків колеоптилів пшениці (Triticum aestivum L.) на їх 
теплостійкість та показники прооксидантно-антиоксидантної рівноваги. Двогодинна обробка 
1 мМ Н2О2 спричинювала зниження активності гваяколпероксидази та зменшення генерації 
колеоптилями О2

.-. При цьому активність супероксиддисмутази (СОД) і каталази зростала. 
Вплив екзогенного Н2О2 незначною мірою збільшував вміст у тканинах пероксидів та про-
дукту пероксидного окиснення ліпідів – малонового діальдегіду (МДА). Наступне ушкод-
жуюче нагрівання (43ºС, 10 хв) викликало підвищення активності гваяколпероксидази, 
генерації О2

.- і вмісту МДА як у контрольних, так і в дослідних відрізках. Однак у колеопти-
лях, оброблених перед нагріванням пероксидом водню, подібні зміни виявлялися меншою 
мірою. Нагрівання викликало незначне підвищення активності СОД в колеоптилях усіх 
варіантів. При цьому у відрізках, оброблених пероксидом водню, активність СОД і каталази 
була вищою, ніж у контролі. Передобробка пероксидом водню підвищувала теплостійкість 
колеоптилів пшениці, що пов’язане з індукуванням ним адаптивних реакцій, серед яких, 
ймовірно, значну роль відіграє ферментативна система антиоксидантного захисту. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., окиснювальний стрес, пероксид водню, супероксидний 
радикал, пероксидне окиснення ліпідів, гваяколпероксидаза, 
супероксидисмутаза, каталаза, теплостійксть 
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