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Сероводород (H2S) ныне рассматривается как один из важных сигнальных посредников, 

задействованных в адаптации растений к стресс-факторам различной природы. Однако его 

участие в формировании устойчивости растений к низким температурам остается 

малоизученным. Исследовали раздельное и совместное влияние холодового закаливания (7 сут 

при температуре 2-4°С) и обработки донором сероводорода гидросульфидом натрия (NaHS – 

0,1 мМ) на показатели вторичного метаболизма проростков озимой ржи (Secale cereale L.). 

Обработка донором H2S повышала морозоустойчивость незакаленных проростков и усиливала 

положительное влияние закаливания. Под действием экзогенного сероводорода происходило 

повышение активности фенилаланинаммонийлиазы в незакаленных проростках и усиление 

эффекта ее увеличения, вызываемого холодовым закаливанием. При обработке 

гидросульфидом натрия также повышалось общее содержание фенольных соединений и 

флавоноидов, поглощающих в УФ-B, содержание антоцианов изменялось незначительно. 

Холодовое закаливание вызывало повышение содержания в проростках фенольных 

соединений, антоцианов и бесцветных флавоноидов. Обработка донором сероводорода 

усиливала вызываемое холодом увеличение общего содержания фенольных соединений и 

флавоноидов, поглощающих в УФ-B. После холодового закаливания происходило снижение 

содержания в проростках продукта пероксидного окисления липидов малонового диальдегида 

(МДА), обработка донором H2S усиливала этот эффект. Также обработка проростков 

гидросульфидом натрия снижала накопление МДА в проростках после их 4-часового 

промораживания при –5°С. Предполагается, что одной из значимых составляющих 

положительного влияния экзогенного сероводорода на морозоустойчивость проростков ржи 

является активация вторичного метаболизма и накопление низкомолекулярных соединений, 

обладающих антиоксидантными свойствами. 

Ключевые слова: Secale cereale, сероводород, фенилаланинаммонийлиаза, фенольные 

соединения, флавоноиды, пероксидное окисление липидов, 

морозоустойчивость 

1 Сероводород (H2S) в настоящее время 
рассматривается в качестве одного из ключе-
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вых сигнальных посредников, участвующих в 
процессах адаптации растений к действию 
стресс-факторов различной природы: экстре-
мальным температурам, засухе, солевому 
стрессу, действию тяжелых металлов, УФ-В и 
пр. (Banerjee et al., 2018; Hancock, 2018). Одна-
ко влияние доноров сероводорода на устойчи-
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вость растений к некоторым стресс-факторам, в 
частности к действию отрицательных темпера-
тур, остается малоизученным (Shi et al., 2013; 
Колупаев и др., в печати).  

Одной из причин повреждения растений 
при гипотермии является вторичный окисли-
тельный стресс, обусловленный повышением 
вязкости липидов мембран и, как следствие, 
нарушением функционирования электрон-
транспортных цепей в митохондриях и хлоро-
пластах (Пиотровский и др., 2011). В связи с 
этим важной составляющей защитных систем 
при действии холода считается антиоксидант-
ная система (Janmohammadi et al., 2012), кото-
рая представлена комплексом ферментативных 
и низкомолекулярных компонентов, находя-
щихся в функциональном взаимодействии друг 
с другом (Колупаев, 2016).  

В ряде работ изучена роль эндогенного 
сероводорода и его функционального взаимо-
действия с активными формами кислорода 
(АФК) в активации ряда стресс-протекторных 
систем (Ma et al., 2016), в т. ч. антиоксидант-
ной. Так, установлено, что H2S во взаимодей-
ствии с АФК принимает участие в индуцируе-
мой обезвоживанием активации экспрессии ге-
нов ферментов аскорбат-глутатионового цикла 
(Shan et al., 2018).  

Большой объем сведений об индуцирова-
нии защитных систем получен при изучении 
действия на растения экзогенных доноров се-
роводорода. Во многих работах показано по-
вышение донорами сероводорода активности 
антиоксидантных ферментов у растений, осо-
бенно на фоне действия стресс-факторов 
(Zhang et al., 2010; Cheng et al., 2013; Li et al., 
2014). Наряду с этим выявлено усиление под 
влиянием сероводорода накопления полифунк-
циональных низкомолекулярных протекторов: 
сахаров (Shi et al., 2013), пролина (Banerjee et 
al., 2018), бетаина (Li, Zhu, 2015).   

К важным низкомолекулярным протекто-
рам с антиоксидантными свойствами относятся 
флавоноиды (Khlestkina, 2013). Однако влияние 
сероводорода на их содержание остается мало-
изученным. Выявлено некоторое увеличение 
содержания бесцветных флавоноидов (погло-
щающих УФ) и антоцианов у растений ячменя 
при индуцировании их устойчивости к дей-
ствию УФ-B обработкой донором сероводорода 
(Li et al., 2016). В наших экспериментах пока-
зано существенное (почти двукратное) повы-
шение количества антоцианов под влиянием 
0,3 мМ гидросульфида натрия (NaHS) в листьях 

растений пшеницы в обычных условиях и при 
почвенной засухе (Колупаев и др., 2019). Также 
в условиях засухи под влиянием донора серо-
водорода отмечалось повышение в листьях со-
держания флавоноидов, поглощающих в обла-
сти УФ-B (Колупаев и др., 2019). В плодах ба-
нанов при низкотемпературном хранении под 
влиянием донора сероводорода NaHS выявлено 
повышение общего содержания фенольных со-
единений и активности фенилаланинаммоний-
лиазы (ФАЛ, КФ 4.3.1.5) (Luo et al., 2015). 
ФАЛ, превращающая L-фенилаланин в транс-
коричную кислоту, являющуюся предшествен-
ником большинства вторичных метаболитов, 
считается стартовым ферментом в процессах 
синтеза флавоноидов (Khlestkina, 2013). 

Растения ржи отличаются от других зла-
ков, в том числе пшеницы, наличием опреде-
ленного уровня конститутивной морозоустой-
чивости – способности выживать при умерен-
ном действии отрицательных температур без 
предварительного закаливания низкими поло-
жительными температурами (Колупаев и др., 
2015). Антиоксидантная и осмопротекторная 
системы вида Secale cereale (L.) также имеют 
определенные отличия от других злаков, про-
являющиеся в высоком содержании пролина и 
разнообразных вторичных метаболитов, обла-
дающих высокой антиоксидантной активно-
стью (Колупаев и др., 2016). Однако влияние 
сероводорода на показатели вторичного мета-
болизма растений ржи при холодовой адапта-
ции до сих пор не исследованы.  

Целью работы было изучение влияния 
донора H2S гидросульфида натрия на актив-
ность ФАЛ, содержание вторичных метаболи-
тов в проростках ржи в обычных условиях и 
при холодовом закаливании и связи этих пока-
зателей с изменениями базовой и индуцирован-
ной морозоустойчивости.  

МЕТОДИКА  

В работе использовали этиолированные 
проростки озимой ржи сорта Память Худоерко. 
Семена в течение 40 мин обеззараживали в 6% 
растворе пероксида водорода и проращивали в 
темноте при температуре 20-22°С.  

В серии экспериментов по исследованию 
влияния донора сероводорода на вторичный 
метаболизм проростков без закаливания гидро-
сульфид натрия в концентрации 0,1 мМ (Колу-
паев и др., в печати) добавляли в среду в начале 
проращивания семян и на третьи сутки. Через 
4 суток этиолированные проростки использо-
вали для биохимических анализов.  
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В экспериментах по изучению влияния 
донора сероводорода на развитие морозоустой-
чивости ржи при закаливании 3-суточные этио-
лированные проростки обрабатывали 0,1 мМ 
NaHS и помещали на 7 суток в холодильную 
камеру (без освещения) с температурой 2-4°С. 
Через 3 сут закаливания проростки соответ-
ствующих вариантов повторно обрабатывали 
растворами гидросульфида натрия. Контроль-
ные проростки в процессе закаливания инкуби-
ровали на очищенной водопроводной воде. Оп-
тимальный режим закаливания был установлен 
ранее (Колупаев и др., 2015). Для сравнения 
использовали 4-дневные этиолированные про-
ростки, не подвергавшиеся закаливанию (см. 
выше). Поскольку при низкой температуре раз-
витие проростков замедлялось, 10-дневные за-
каленные растения были такими же, как 4-
дневные контрольные, выращенные при 20-
22°С.  

Закаленные образцы подвергали промо-
раживанию в отсутствие света при температу-

рах –5  или –9°С в течение 4 ч, снижая темпе-
ратуру со скоростью 1°С/ч.  

Активность ФАЛ определяли по образо-
ванию транс-коричной кислоты из L-
фенилаланина по методике Zucker (1965) с мо-
дификациями (Олениченко и др., 2008). Побеги 
проростков гомогенизировали в 0,1 М борат-
ном буфере (pH 8,8), содержавшем 0,5 мМ 
ЭДТА и 3 мМ дитиотреитол при температуре 
около 4°С, после чего экстрагировали в течение 
30 мин при такой же температуре. Гомогенат 
центрифугировали при 8000 g в течение 20 мин 
при 4°С. Супернатант использовали для опре-
деления ферментативной активности. Реакци-
онную смесь, состоящую из 0,5 мл супернатан-
та, 1,5 мл боратного буфера (pH 8,8) и 2 мл 
50 мМ L-фенилаланина, инкубировали в термо-
стате в течение 1 ч при 37°С. По окончании ин-
кубации сразу определяли оптическую плот-
ность при 290 нм. Оптическим контролем слу-
жила идентичная смесь с ферментной вытяж-
кой, инактивированной кипячением.  

Общее содержание фенольных соедине-
ний определяли с помощью реактива Фолина 
(Запрометов, 1971). Навеску растительного ма-
териала (200 мг) растирали в 6 мл 70% этанола, 
оставляли для экстракции на 20 мин при ком-
натной температуре, после чего фильтровали. В 
пробирку вносили 0,5 мл фильтрата, 7 мл ди-
стиллированной воды и 0,5 мл реактива Фоли-
на, перемешивали и через 3 мин добавляли 1 мл 
10% карбоната натрия, затем доводили водой 
до 10 мл. Через 1 ч измеряли оптическую плот-

ность раствора при 725 нм относительно набора 
реактивов без растительного материала. В ка-
честве стандарта использовали хлорогеновую 
кислоту. 

Для определения содержания антоцианов 
навески побегов (50 мг) гомогенизировали в 
10 мл 1% раствора HCl в 80% этаноле. После 
центрифугирования гомогената при 8000 g в 
течение 15 мин определяли оптическую плот-
ность супернатанта при длинах волн 300 и 530 
нм (Havaux, Kloppstech, 2001).  

Интенсивность ПОЛ в тканях проростков 
определяли по количеству продуктов, реагиру-
ющих с 2-тиобарбитуровой кислотой (в основ-
ном МДА), как описано ранее (Колупаев и др., 
2015).  

Повторность независимых опытов 3-
кратная при 3-кратной биологической повтор-
ности в каждом из них. На рисунках приведены 
средние величины и их стандартные ошибки. 
Кроме оговоренных случаев, обсуждаются раз-
личия, достоверные при P ≤ 0,05.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

В экспериментах, проведенных нами ра-
нее, было установлено, что предобработка про-
ростков ржи 0,1 мМ NaHS в отсутствие закали-
вания повышала их выживание после промора-
живания при –5°С до 55% при соответствую-
щем показателе в контроле около 40% (Колупа-
ев и др., в печати). Закаливание существенно 
повышало морозоустойчивость проростков. В 

Рис. 1. Активность ФАЛ (E, усл. ед./г сухой 

массы • мин) в проростках ржи при холодо-

вом закаливании и действии донора серово-

дорода.  
I – без закаливания, II и III – через 4 и 7 сут закали-

вания при 2-4°С; 1 – контроль, 2 – NaHS (0,1 мМ).  
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контроле выживание после промораживания 
при –9°С составило 59%, а в варианте с обра-
боткой 0,1 мМ NaHS – 76% (Колупаев и др., в 
печати).  

Обработка проростков донором серово-
дорода вызывала повышение в них активности 
ФАЛ почти в 1,5 раза (рис. 1). В процессе зака-

ливания происходило небольшое, но достовер-
ное повышение активности фермента. При этом 
обработка проростков NaHS вызывала допол-
нительное увеличение активности ФАЛ 
(рис. 1).  

Под влиянием донора сероводорода в 
проростках ржи, которые инкубировались при 
обычной температуре, общее содержание фе-
нольных соединений повышалось приблизи-
тельно на 22% (рис. 2А). В ходе закаливания 
также происходило небольшое, но достоверное 
уже через 4 суток повышение количества фе-
нольных соединений. При обработке пророст-
ков гидросульфидом натрия в процессе закали-
вания происходило заметное увеличение обще-
го содержания фенолов, этот показатель пре-
вышал значения контроля (без закаливания и 
обработки NaHS) почти в 1,6 раза (рис. 2А).  

Обработка незакаленных проростков до-
нором H2S не оказывала влияния на содержа-
ние в них антоцианов (рис. 2Б). При закалива-
нии происходило некоторое увеличение их ко-
личества, более заметное на 7-е сутки. В то же 
время обработка проростков в процессе закали-
вания донором сероводорода не вызывала за-
метного дополнительного увеличения в них со-
держания антоцианов.  

Под влиянием обработки гидросульфи-
дом натрия в проростках достоверно увеличи-
валось содержание бесцветных флавоноидов, 
поглощающих в области УФ-B (рис. 2В). В 
процессе холодового закаливания оно также 
возрастало, более заметно на 7-е сутки. В вари-
анте с обработкой донором сероводорода со-
держание флавоноидов при закаливании суще-
ственно увеличивалось уже на 4-е сутки. В мо-
мент окончания закаливания этот показатель 
превышал значения контроля примерно в 
1,5 раза.  

Содержание продукта ПОЛ МДА в про-
ростках ржи при обработке донором сероводо-
рода при обычной температуре не изменялось 
(рис. 3). Под влиянием закаливания количество 
МДА в проростках несколько снижалось, при 
этом в варианте с действием NaHS оно было 
ниже, чем в контроле. Промораживание про-
ростков при –5°С вызывало существенное по-
вышение содержания продукта ПОЛ в контро-
ле, а обработка донором сероводорода снимала 
этот эффект (рис. 3).  

Таким образом, под влиянием обработки 
донором сероводорода в проростках ржи смяг-
чались проявления окислительных поврежде-
ний, вызываемых криострессом. Также под 
влиянием донора H2S происходило повышение 

 
 

Рис. 2. Содержание фенольных соединений 

(мкмоль хлорогеновой кислоты/г сухой мас-

сы, А), антоцианов (A530/г сухой массы, Б) и 
флавоноидов (A300/г сухой массы, В) в проро-

стках ржи при холодовом закаливании и 

действии донора сероводорода.  
I – без закаливания, II и III – через 4 и 7 сут закали-

вания при 2-4°С; 1 – контроль, 2 – NaHS (0,1 мМ) . 
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выживания проростков после промораживания, 
причем этот эффект проявлялся как на фоне 
холодового закаливания, так и в обычных усло-
виях (Колупаев и др., в печати).  

По крайней мере, одной из причин смяг-
чения экзогенным сероводородом проявлений 
вызываемого отрицательной температурой 
окислительного стресса может быть накопле-
ние в проростках ржи вторичных метаболитов. 
В условиях наших экспериментов при обработ-
ке NaHS отмечалось повышение активности 
ФАЛ как в обычных температурных условиях, 
так и при холодовом закаливании (рис. 1). По-
видимому, повышение активности ФАЛ вызы-
вало накопление вторичных метаболитов, что 
выражалось в повышении общего содержания 
фенольных соединений и количества флавоно-
идов, поглощающих в УФ-B (рис. 2).  

Можно полагать, что накопление флаво-
ноидных соединений является одним из важ-
ных механизмов защитного действия донора 
сероводорода на растения при стрессах различ-
ной природы. Хотя проявление этого эффекта, 
по-видимому, зависит от особенностей объекта 
исследования. При хранении корней лотоса 
(Nelumbo nucifera Gaertn.) при низкой темпера-
туре под влиянием донора сероводорода повы-
шались активность ФАЛ и содержание феноль-
ных соединений (Sun et al., 2015). Недавно бы-
ло показано повышение под действием NaHS 
общего содержания флавоноидов и количества 
антоцианов при низкотемпературном хранении 
плодов боярышника (Aghdama et al., 2018). Как 

уже отмечалось, содержание антоцианов уве-
личивалось у растений пшеницы под влиянием 
экзогенного сероводорода при адаптации к за-
сухе (Колупаев и др., 2019). Однако в пророст-
ках ржи в наших экспериментах, несмотря на 
повышение под влиянием донора сероводорода 
общего количества фенольных соединений и 
бесцветных флавоноидов, существенного уве-
личения содержания антоцианов не выявлено 
(рис. 2Б). Возможно, что это обусловлено вы-
соким базовым их содержанием у ржи, превос-
ходящим таковое у пшеницы в несколько раз 
(Колупаев и др., 2016).  

Естественно, что усиление вторичного 
метаболизма и накопление флавоноидных со-
единений, по-видимому, далеко не единствен-
ный механизм повышения экзогенным серово-
дородом устойчивости растений к действию 
стресс-факторов. Сероводород оказывает суще-
ственное влияние на различные составляющие 
антиоксидантной и других стресс-
протекторных систем (Banerjee et al., 2018; 
Hancock, 2018). Например, при индуцировании 
теплоустойчивости проростков кукурузы доно-
ром сероводорода происходило увеличение пу-
ла восстановленных аскорбата и глутатиона (Li 
et al., 2014). Повышение засухоустойчивости 
растений пшеницы, обработанных донором се-
роводорода, сопровождалось увеличением ак-
тивности антиоксидантных ферментов – супе-
роксиддисмутазы, пероксидазы и каталазы (Ко-
лупаев и др., 2019). Кроме того, обработка рас-
тений пшеницы гидросульфидом натрия при 
засухе увеличивала содержание в листьях про-
лина, который является не только осмолитом, 
но и антиоксидантом (Liang et al., 2013). Сооб-
щается, что составляющей стресс-
протекторного действия сероводорода может 
быть и индуцирование экспрессии генов белков 
теплового шока – БТШ 90, БТШ 80 и БТШ 70, а 
также аквапоринов (Christou et al., 2014).  

Итак, по-видимому, в целом сероводород 
как компонент сигнальной сети растительных 
клеток может индуцировать комплекс защит-
ных систем, задействованных в адаптации рас-
тений к стрессорам различной природы. В со-
ставе этого комплекса важное место занимают 
вторичные метаболиты. С такими представле-
ниями о действии H2S согласуются недавние 
результаты, полученные с использованием мо-
лекулярно-биологических подходов, согласно 
которым у растений пшеницы сероводород 
наиболее существенно влиял на экспрессию ге-
нов белков, связанных с углеводным обменом, 
вторичным метаболизмом и синтезом низкомо-
лекулярных антиоксидантов (Ding et al., 2018). 

 

Рис. 3. Содержание МДА (нмоль/г сухой мас-
сы) в проростках ржи при холодовом зака-
ливании и действии донора сероводорода. 

I – без закаливания, II – после закаливания (7 сут 

при 2-4°С), III – после промораживания закаленных 

проростков (4 ч при –5°С); 1 – контроль, 2 – NaHS 

(0,1 мМ).  
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Hydrogen sulfide (H2S) is now considered as one of the important signal mediators involved in plant 

adaptation to stress factors of various nature. However, its participation in the formation of plant re-

sistance to low temperatures remains poorly understood. The separate and combined effects of cold 

hardening (7 days at 2-4°C) and treatment with hydrogen sulfide donor sodium hydrosulfide (NaHS 

– 0.1 mM) on secondary metabolism of winter rye (Secale cereale L.) seedlings were investigated. 

Treatment with the H2S donor increased the frost resistance of unhardened seedlings and amplified 

the positive effect of hardening. Under the action of exogenous hydrogen sulfide, an augmentation 

of the activity of phenylalanine ammonia-lyase occurred in unhardened seedlings and magnification 

of the effect of its increase caused by cold hardening. When treated with sodium hydrosulfide, the 

total content of phenolic compounds and flavonoids absorbing in UV-B also raised, the content of 

anthocyanins did not change significantly. Cold hardening caused an increase in the content of ph e-

nolic compounds, anthocyanins and colorless flavonoids in the seedlings. The hydrogen sulfide d o-

nor treatment increased the cold-induced rise in the total content of phenolic compounds and flavo-
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noids absorbing in UV-B. After cold hardening, in the seedlings, there was a decrease in the content 

of the lipid peroxidation product malonic dialdehyde (MDA), treatment with the H2S donor en-

hanced this effect. Also, treatment of seedlings with sodium hydrosulfide reduced the accumulation 

of MDA in seedlings after their 4-hour freezing at –5°С. It is assumed that one of the significant 

components of the positive effect of exogenous hydrogen sulfide on the frost resistance of rye seed-

lings is the activation of secondary metabolism and accumulation of low-molecular-weight com-

pounds with antioxidant properties. 

Key words: Secale cereale, hydrogen sulfide, phenylalanine ammonia-lyase, phenolic compounds, 

flavonoids, lipid peroxidation, frost resistance 
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Сірководень (H2S) нині розглядається як один з важливих сигнальних посередників, задіяних 

в адаптації рослин до стрес-факторів різної природи. Однак його участь у формуванні стійко-

сті рослин до низьких температур залишається маловивченою. Досліджували роздільний і 

сумісний вплив холодового загартування (7 діб за температури 2-4° С) та обробки донором 

сірководню гідросульфідом натрію (NaHS – 0,1 мМ) на показники вторинного метаболізму 

проростків жита (Secale cereale L.). Обробка донором H2S підвищувала морозостійкість неза-

гартованих проростків і посилювала позитивний вплив загартування. Під дією екзогенного 

сірководню відбувалося підвищення активності фенілаланінамонійліази (ФАЛ) у незагарто-

ваних проростках і посилення ефекту її збільшення, спричинюваного холодовим загартуван-

ням. При обробці гідросульфідом натрію також підвищувався загальний вміст фенольних 

сполук і флавоноїдів, що поглинають в УФ-B, вміст антоціанів змінювався неістотно. Холо-

дове загартовування викликало підвищення вмісту в проростках фенольних сполук, антоціа-

нів і безбарвних флавоноїдів. Обробка донором сірководню посилювала спричинюване холо-

дом збільшення загального вмісту фенольних сполук і флавоноїдів, що поглинають в УФ-B. 

Після холодового загартовування відбувалося зниження вмісту в проростках продукту перо к-

сидного окиснення ліпідів малонового діальдегіду (МДА), обробка донором H2S посилювала 

цей ефект. Також обробка проростків гідросульфідом натрію знижувала накопичення МДА в 

проростках після їх 4-годинного проморожування при –5 ° С. Висловлено припущення, що 

однією зі значних складових позитивного впливу екзогенного сірководню на морозостійкість 

проростків жита є активація вторинного метаболізму і накопичення низькомолекуляр них 

сполук, що мають антиоксидантні властивості. 

Ключові слова: Secale cereale, сірководень, фенілаланінамонійліаза, фенольні сполуки, фла-

воноїди, пероксидне окиснення ліпідів, морозостійкість 
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