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Исследовали влияние одноминутного закаливающего прогрева при температуре 42°С на 
динамику генерации оксида азота (NO) в проростках пшеницы (Triticum aestivum L.). 
Показано, что в течение первых 2 ч после действия гипертермии в корнях и побегах 
увеличивалось содержание оксида азота, затем (к 24 ч) оно снижалось почти до уровня 
контроля. Предварительная обработка проростков ингибиторами NO-синтазы (NG-nitro-L-
arginine methyl ester – L-NAME) или нитратредуктазы (вольфрамат натрия) частично 
нивелировала повышение содержания оксида азота в тканях, вызываемое закаливающим 
прогревом. Обработка проростков донором оксида азота нитропруссидом натрия увеличивала 
содержание NO в тканях и повышала их теплоустойчивость. В то же время на фоне теплового 
закаливания положительное влияние донора оксида азота на теплоустойчивость проростков 
было незначительным. Ингибиторы NO-синтазы и нитратредуктазы снижали положительное 
влияние закаливающего прогрева на теплоустойчивость проростков. Сделано заключение о 
вовлечении оксида азота, образующегося с участием фермента, подобного NO-синтазе 
животных и, возможно, нитратредуктазы, в развитие теплоустойчивости проростков, 
индуцированной закаливающим прогревом.  
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1 В настоящее время оксид азота (NO) 
рассматривается как один из важнейших участ-
ников сигнальной трансдукции в растительных 
клетках. Он задействован в процессах индуци-
рования синтеза ряда фитогормонов (Xing et al., 
2004; Tewari et al., 2008; Wilson et al., 2008), в 
регуляции клеточного цикла растительной 
клетки, процессов дифференциации и морфоге-
неза растений (Wilson et al., 2008; Красиленко и 
др., 2010), формирования симбиоза между бо-
бовыми растениями и ризобиальными бактери-
ями (Глянько, Васильева, 2007).  

Молекулы NO принимают участие в раз-
витии адаптивных реакций растений на дей-
ствие абиотических и биотических стрессоров 
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(Siddiqui et al., 2011; Hasanuzzaman et al., 2013). 
В многочисленных работах показаны защитные 
эффекты доноров оксида азота при действии на 
растения стрессоров различной природы (Zhang 
et al., 2006; Wang et al., 2010; Srivastava, Dubey, 
2012), в т.ч. высокотемпературного (Uchida et 
al., 2002; Карпец и др., 2011). Менее исследо-
ванными остаются процессы образования эндо-
генного NO в растениях при действии стресс-
факторов.  

Усиление синтеза NO в ответ на действие 
высоких температур зарегистрировано в про-
ростках люцерны (Leshem et al., 1998), культуре 
клеток табака (Gould et al., 2003), каллусной 
культуре тростника (Song et al., 2006), растени-
ях арабидопсиса (Бакакина и др., 2009) и риса 
(Song et al., 2013). При этом отмечаются как 
быстрые и транзиторные эффекты повышения 
содержания оксида азота (Бакакина и др., 2009), 
так и постепенные и относительно продолжи-
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тельные (Gould et al., 2003). С другой стороны, 
в экспериментах с изолированными корнями 
пшеницы не выявлено изменений содержания 
оксида азота при двухчасовом действии темпе-
ратуры 42°С (Бояршинов, Хохлова, 2013). Мало 
исследованной остается возможная связь меж-
ду процессами образования оксида азота и 
формированием устойчивости. В работе Song et 
al. (2013) показано повышение содержания ок-
сида азота в листьях риса при двухчасовом дей-
ствии закаливающей температуры 38°С. Обра-
ботка растений скавенжером оксида азота пре-
пятствовала развитию их теплоустойчивости. 
При этом, однако, остается неясным, участвует 
ли оксид азота в индуцировании устойчивости 
растений при кратковременном действии высо-
ких температур (Карпець, Колупаєв, 2008). 
Также остается открытым вопрос о том, акти-
вация каких ферментов обусловливает накоп-
ление NO, вызываемое умеренно высокими 
температурами.  

В связи с изложенным, в настоящей ра-
боте исследовали влияние кратковременного 
воздействия закаливающей температуры на об-
разование оксида азота в органах проростков 
пшеницы и связь этого эффекта с формирова-
ниям теплоустойчивости. Также в задачу рабо-
ты входило выяснение возможной роли фер-
мента подобного NO-синтазе животных и нит-
ратредуктазы в индуцированном гипертермией 
синтезе оксида азота в проростках пшеницы.  

МЕТОДИКА  
В качестве объекта исследования исполь-

зовали этиолированные проростки мягкой ози-
мой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Эле-
гия, выращенные на очищенной водопроводной 
воде при температуре 22°С. Трехсуточные про-
ростки соответствующих вариантов опыта в те-
чение 24 ч инкубировали на растворах донора 
оксида азота нитропруссида натрия (НПН) в 
концентрациях от 0,5 до 20 мМ, ингибиторов 
NO-синтазы (NG-nitro-L-arginine methyl ester – 
L-NAME, 2 мМ) или нитратредуктазы (воль-
фрамат натрия, 1 мМ) (Santa-Cruz et al., 2010). 
Концентрации ингибиторов выбирали на осно-
вании предварительных опытов. Контрольные 
проростки в это время продолжали инкубиро-
вать на воде.  

После обработки исследуемыми соедине-
ниями часть проростков подвергали одноми-
нутному закаливающему прогреву в водяном 
термостате при температуре 42,0±0,1°С (Кар-
пець, Колупаєв, 2008). Затем растительный ма-
териал соответствующих вариантов снова пе-

реносили на растворы исследуемых эффекто-
ров и выдерживали на них 24 ч (до момента те-
стирующего (потенциально летального) про-
грева). Образцы, которые не обрабатывались 
эффекторами, все время инкубировали на воде.  

Как было установлено ранее, максималь-
ная теплоустойчивость проростков развивалась 
через 24 ч после закаливающего прогрева (Кар-
пець, Колупаєв, 2008). В этот момент опреде-
ляли их теплоустойчивость. Для этого пророст-
ки подвергали потенциально летальному про-
греву в водяном ультратермостате при темпе-
ратуре 46,0±0,1°С в течение 10 мин. Через 4 сут 
после воздействия повреждающего прогрева 
оценивали относительное количество выжив-
ших проростков.  

Содержание NO в корнях и побегах опре-
деляли по методу, описанному Zhou et al. 
(2005) с модификациями. Навеску растительно-
го материала массой 1 г на льду гомогенизиро-
вали в 50 мМ ацетатном буфере (рН 3,6) с до-
бавлением 2%-ного ацетата цинка (конечный 
объем гомогената 15 мл). Гомогенат центрифу-
гировали при температуре не выше 4°С при 
8000 g в течение 15 мин, затем к 10 мл суперна-
танта добавляли 250 мг древесного угля. Смесь 
фильтровали через бумажный фильтр, после 
чего смешивали 2 мл фильтрата с 1 мл 1%-ного 
реактива Грисса в 12%-ной уксусной кислоте. 
Через 30 мин определяли светопоглощение рас-
твора при длине волны 530 нм. В качестве 
стандарта использовали растворы нитрита 
натрия.  

Опыты проводили в трехкратной биоло-
гической повторности и каждый воспроизводи-
ли независимо три раза. На рисунках приведе-
ны средние величины и их стандартные откло-
нения. Кроме специально оговоренных случаев 
обсуждаются различия, достоверные при 
p ≤ 0,05.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
В корнях проростков контрольного вари-

анта содержание оксида азота в течение 24 ч 
эксперимента практически не изменялось. За-
каливающий прогрев проростков вызывал по-
вышение содержания оксида азота уже через 15 
мин (рис. 1, А). Количество NO в тканях корней 
оставалось увеличенным на 25-35% в течение 
двух часов после закаливания. Затем эффект 
прогрева уменьшался и через 24 ч содержание 
оксида азота в корнях закаленных проростков 
почти не отличалось от величин в соответству-
ющем контроле.  
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В побегах проростков в контроле количе-
ство NO существенно не изменялось. После за-
каливающего прогрева в побегах, как и в кор-
нях, в течение 2 ч отмечалось повышение со-
держания оксида азота, однако оно было менее 
существенным и составляло 12-14% (рис. 1, Б). 
В связи с этим в дальнейших исследованиях ре-
гистрировали изменения содержания оксида 
азота в корнях.  

На основании полученных результатов 
можно предположить, что оксид азота вовлека-
ется в процесс формирования теплоустойчиво-
сти после закаливания кратковременным дей-
ствием высокой температуры. Для проверки 
этого предположения исследовали влияние до-
нора оксида азота НПН на теплоустойчивость 
проростков пшеницы и содержание в них эндо-
генного NO. Обработка проростков НПН в 
концентрациях от 0,5 до 5 мМ вызывала замет-
ное повышение их теплоустойчивости (рис. 2). 
В концентрации 20 мМ донор оксида азота не-
много снижал теплоустойчивость проростков 
пшеницы, что может быть связано с токсиче-
ским эффектом высокой концентрации. В по-
следующих экспериментах использовали НПН 
в концентрации 2 мМ, вызывающей макси-
мальное повышение теплоустойчивости про-
ростков.  

Обработка проростков НПН вызывала 
стабильное увеличение содержания оксида азо-
та в корнях приблизительно в 1,5 раза по срав-
нению с контролем (рис. 3). В корнях пророст-
ков, обработанных донором оксида азота, зака-
ливание не вызывало дополнительного увели-

чения содержания оксида азота. При совмест-
ном действии донора оксида азота и закалива-
ния не наблюдалось суммации их положитель-
ного влияния на теплоустойчивость проростков 
(рис. 4). Наоборот, количество выживших по-
сле повреждающего прогрева проростков в ва-
рианте с комбинированным действием закали-
вания и НПН было даже ниже, чем в варианте 
только с закаливанием (различия достоверны 
при р ≤ 0,1). Не исключено, что постоянно по-
вышенное содержание NO в растительных тка-
нях может нарушать сигнальные процессы, не-
обходимые для развития теплоустойчивости.  

В последующих экспериментах методом 
ингибиторного анализа определяли возможный 
вклад ферментативных систем в вызываемое 
закаливающим прогревом увеличение содер-
жания оксида азота в тканях проростков. Из-
вестно, что основным ферментом, катализиру-
ющим синтез оксида азота в клетках животных, 
является NO-синтаза. Несмотря на то, что 
наличие гена NO-синтазы у растений до сих 
пор ставится под сомнение (Neill et al., 2008; 
Leitner et al., 2009), данные ингибиторного ана-
лиза свидетельствуют о наличии у растений 
ферментного комплекса, по крайней мере, по-
добного NO-синтазе животных. В частности, 
известно, что образование оксида азота у рас-
тений в значительной степени угнетается таким 
известным ингибитором NO-синтазы живот-
ных, как L-NAME (Santa-Cruz et al., 2010). Дру-
гим ферментативным источником оксида азота 
у растений является нитратредуктаза, которая 
может преобразовывать нитрит в оксид азота в 
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Рис. 1. Динамика содержания оксида азота (нмоль/г сырого вещества) в корнях (А) и побегах 
(Б) проростков пшеницы после одноминутного закаливающего прогрева при температуре 
42°С.  
1 –контроль; 2 – закаливание.  
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НАДФН-зависимой реакции (Neill et al., 2003). 
Значение нитратредуктазы для образования NO 
было показано методом ингибиторного анализа 
(Neill et al., 2008). Наиболее часто в качестве 
ингибитора этого фермента используют воль-
фрамат натрия.  

В наших экспериментах ингибитор NO-
синтазы L-NAME сам по себе снижал содержа-
ние эндогенного оксида азота в корнях про-
ростков пшеницы как через 24, так и через 48 ч 
инкубации (рис. 3). Ингибитор нитратредукта-
зы вольфрамат такого эффекта не проявлял. В 
то же время оба ингибитора нивелировали уве-
личение содержания оксида азота, которое 
наблюдалось в корнях через 1 ч после закали-

вания. Через 24 ч после закаливающего воздей-
ствия при обработке L-NAME содержание NO в 
корнях оставалось сниженным по сравнению с 
контролем, а в варианте с обработкой вольфра-
матом не отличалось от него.  

Можно полагать, что в усилении образо-
вания оксида азота в тканях проростков пше-
ницы в течение 1-2 ч после закаливания задей-
ствованы два ферментативных источника окси-
да азота. Эти результаты согласуются с данны-
ми, полученными на арабидопсисе. На этом 
объекте увеличение содержания NO, происхо-
дящее под влиянием жесткого теплового стрес-
са, угнеталось ингибиторами как NO-синтазы, 
так и нитратредуктазы (Бакакина и др., 2009). 
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Рис. 2. Концентрационная зависимость влияния донора оксида азота НПН на выживание 
(%) проростков пшеницы после 10-минуного прогрева при температуре 46°С.  
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Рис. 3. Содержание оксида азота (нмоль/г сырого вещества) в корнях проростков пшеницы: 
А – через 24 ч после начала обработки эффекторами; Б – через 1 ч после закаливающего 
прогрева; В – через 48 ч после начала обработки эффекторами; Г – через 24 ч после закали-
вающего прогрева.  
Здесь и на рис. 4: 1 – контроль; 2 – закаливание; 3 –НПН (2 мМ); 4 –закаливание + НПН (2 мМ); 5 – L-
NAME (2 мМ); 6 – закаливание + L-NAME (2 мМ); 7– вольфрамат натрия (1 мМ); 8 – закаливание + воль-
фрамат натрия (1 мМ).  
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Однако в наших опытах проростки выращива-
лись в отсутствие специального азотного пита-
ния, а нитратредуктаза, как известно, относится 
к ферментам, синтез которых индуцируется 
субстратом. В связи с этим ее вклад в образо-
вание оксида азота в таких условиях не являет-
ся очевидным. Тем не менее, в условиях наших 
экспериментов ингибитор нитратредуктазы 
вольфрамат натрия частично снимал увеличе-
ние содержания NO в корнях, вызываемое за-
каливающим прогревом (рис. 3). В работе Гале-
евой и соавт. (2012) показано наличие активно-
сти нитратредуктазы в листьях 6-10-суточных 
проростков пшеницы, выращиваемой на воде. 
Известно, что синтез нитратредуктазы может 
индуцироваться не только субстратом, но и не-
которыми другими факторами, в частности све-
том (Rockel et al., 2002; Галеева и др., 2012). В 
связи этим с определенной осторожностью 
можно предположить, что в условиях наших 
экспериментов происходило индуцирование 
нитратредуктазы как ферментативного источ-
ника NO действием гипертермии. Примеча-
тельно, что без воздействия гипертермии инги-
битор нитратредуктазы вольфрамат натрия не 
влиял на содержание оксида азота в корнях 
пшеницы. Заметим, однако, что данные о влия-
нии этого ингибитора на содержание оксида 
азота в литературе противоречивые. В работе 
Глянько и соавт. (2011), выполненной на этио-
лированных проростках гороха, в корнях под 
влиянием вольфрамата натрия зарегистрирова-
но не снижение содержания NO, а его повыше-
ние. По мнению, авторов, не исключены неспе-
цифические эффекты вольфрамата натрия.  

Представляло интерес оценить влияние 
ингибиторов ферментов, синтезирующих оксид 

азота, на базовую и индуцированную закалива-
нием теплоустойчивость проростков пшеницы. 
Обработка проростков ингибитором NO-
синтазы L-NAME вызывала относительно не-
большое, но достоверное при р ≤ 0,05 повыше-
ние их теплоустойчивости (рис. 4). Ингибитор 
нитратредуктазы вольфрамат натрия сам по се-
бе не влиял на теплоустойчивость проростков. 
Однако как L-NAME, так и вольфрамат натрия, 
частично снимали повышение теплоустойчиво-
сти проростков, вызываемое закаливающим 
прогревом. Эти результаты указывают на уча-
стие оксида азота, образуемого ферментом, по-
добным NO-синтазе животных, и, возможно, 
нитратредуктазой в формировании защитных 
реакций проростков, обусловливающих повы-
шение их теплоустойчивости. В то же время 
однозначно трактовать результаты опытов с 
указанными ингибиторами сложно. Так, в слу-
чае с вольфраматом нельзя исключить его об-
щетоксический эффект как тяжелого металла. 
Непросто объяснить и повышение теплоустой-
чивости проростков, вызываемое ингибитором 
NO-синтазы L-NAME. Такой эффект может 
быть связан с побочным действием этого инги-
битора. В то же время нельзя исключить, что 
угнетение NO-синтазной сигнальной системы 
само по себе может выступать в качестве 
стресс-фактора, индуцирующего защитные ре-
акции растения. Так, в работе Vital et al. (2008) 
показано повышение активности антиокси-
дантных ферментов в каллусах хлопчатника 
под влиянием скавенжера оксида азота PTIO (2-
phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-
oxide). Однако вопрос о возможности индуци-
рования протекторных систем в используемой 
нами модели (проростках пшеницы) ингибито-
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Рис. 4. Выживание (%) проростков пшеницы после 10-минуного прогрева при температуре 
46°С.  
Обозначения, как на рис. 3.  
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ром NO-синтазы L-NAME выходит за рамки 
обсуждаемого экспериментального материала.  

Итак, кратковременное воздействие вы-
сокой температуры на проростки пшеницы вы-
зывало повышение в них содержания оксида 
азота. Результаты ингибиторного анализа поз-
воляют полагать, что этот эффект обусловлен 
повышением активности фермента, подобного 
NO-синтазе животных. В то же время, по край-
ней мере, минорным источником оксида азота-
может быть и нитратредуктаза.  

Оксид азота, как сигнальная молекула, 
по-видимому, вовлечен в процессы формиро-
вания теплоустойчивости. Об этом свидетель-
ствует индуцирование теплоустойчивости про-
ростков пшеницы экзогенным донором оксида 
азота НПН и угнетение развития теплоустойчи-
вости при обработке проростков ингибиторами 
ферментов, синтезирующих NO. Известна спо-
собность оксида азота индуцировать экспрес-
сию генов белков теплового шока (Uchida et al., 
2002), антиоксидантных ферментов (Sang et al., 
2008), ферментов синтеза флавоноидов (Santa-
Cruz et al., 2010) и других вторичных метаболи-
тов (Xu et al., 2008), участвующих в защитных 
реакциях растений. Для выяснения природы 
протекторных систем, которые индуцируются 
закаливающим прогревом с участием оксида 
азота как сигнального посредника, необходимы 
специальные исследования.  
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PARTICIPATION OF NITRIC OXIDE IN DEVELOPMENT  
OF HEAT RESISTANCE OF WHEAT PLANTLETS INDUCED  

BY SHORT-TERM HEATING 

Yu. V. Karpets, Yu. E. Kolupaev, M. V. Shvydenko, G. А. Lugova 

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

e-mail: plant_biology@mail.ru 

The influence of one-minute hardening heating at temperature 42°С on dynamics of generation of 
nitric oxide (NO) in wheat (Triticum aestivum L.) plantlets has been investigated. It is shown that 
the nitric oxide content increased during the first 2 hours after the action of hyperthermia in roots 
and shoots, then (to 24 hour) it decreased almost to control level. Preliminary treatment of plantlets 
with inhibitors of NO-synthase (NG-nitro-L-arginine methyl ester – L-NAME) or nitrate reductase 
(sodium wolframate) partially levelled the increase of content of nitric oxide in the tissues, caused 
by hardening heating. Treatment of plantlets with the donor of nitric oxide sodium nitroprusside in-
creased the NO content in tissues and increased their heat resistance. At the same time against the 
background of heat hardening the positive influence of nitric oxide donor on heat resistance of plant-
lets was insignificant. The inhibitors of NO-synthase and nitrate reductase lowered the positive ac-
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tion of hardening heating on heat resistance of plantlets. The conclusion about the involvement of 
nitric oxide, which is generated with the participation of the enzyme similar to NO-synthase of ani-
mals and, probably, of the nitrate reductase, in the development of heat resistance of plantlets, in-
duced by hardening heating, is made.  

Key words: Triticum aestivum L., nitric oxide (NO), NO-synthase, nitrate reductase, heat harden-
ing, heat resistance 

 

УЧАСТЬ ОКСИДУ АЗОТУ У РОЗВИТКУ ТЕПЛОСТІЙКОСТІ  
ПРОРОСТКІВ ПШЕНИЦІ, ІНДУКОВАНОЇ  

КОРОТКОЧАСНИМ ПРОГРІВОМ 

Ю. В. Карпець, Ю. Є. Колупаєв, М. В. Швиденко, Г. А. Лугова 

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

e-mail: plant_biology@mail.ru 

Досліджували вплив однохвилинного загартовуючого прогріву за температури 42°С на дина-
міку генерації оксиду азоту (NO) в проростках пшениці (Triticum aestivum L.). Показано, що 
протягом перших 2 год після дії гіпертермії в коренях і пагонах збільшувався вміст оксиду 
азоту, потім (до 24 год) він знижувався майже до рівня контролю. Попередня обробка проро-
стків інгібіторами NO-синтази (NG-nitro-l-arginine methyl ester – L-NAME) або нітратредукта-
зи (вольфрамат натрію) частково нівелювала підвищення вмісту оксиду азоту в тканинах, 
спричинюване загартовуючим прогрівом. Обробка проростків донором оксиду азоту нітроп-
русидом натрію збільшувала вміст NO в тканинах і підвищувала їх теплостійкість. У той же 
час на тлі теплового загартування позитивний вплив донора оксиду азоту на теплостійкість 
проростків був незначним. Інгібітори NO-синтази і нітратредуктази знижували позитивний 
вплив загартовуючого прогріву на теплостійкість проростків. Зроблено висновок про залу-
чення оксиду азоту, утворюваного за участю ферменту, подібного NO-синтазі тварин і, ймо-
вірно, нітратредуктази, у процес розвитку теплостійкості проростків, що індукується загарто-
вуючим прогрівом.  

Ключові слова: Triticum aestivum L., оксид азоту (NO), NO-синтаза, нітратредуктаза,  
теплове загартування, теплостійкість 
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