
119

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 12. 2019. С. 119–126
DOI: 10.17076/eb1109

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 581.1

ОБРАЗОВАНИЕ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА В ЛИСТЬЯХ 
ПШЕНИЦЫ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ВЫСОКИХ ТЕМПЕРАТУР

И. А. Нилова, Л. В. Топчиева, А. Ф. Титов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Исследовали влияние высоких температур (37 и 43 °С) на образование супероксид 
анион-радикала, пероксида водорода, активность супероксиддисмутазы (СОД) 
и накопление малонового диальдегида (МДА) в листьях пшеницы. Установлено, что 
действие на растения указанных температур вызывает в клетках листьев усиление 
продукции супероксид анион-радикала. Причем этот процесс развивался более ак-
тивно под влиянием температуры 37 °С. Активность СОД в листьях проростков, на-
ходящихся при этой температуре, увеличивалась на 2–3-и сутки, а при температуре 
43 °С она повышалась уже через 15 мин и продолжала возрастать до конца экспе-
римента. Действие температуры 43 °С также приводило к повышению образования 
пероксида водорода в листьях пшеницы, особенно явно это было выражено через 
двое и трое суток эксперимента. Кроме того, при температуре 43 °С было отме-
чено высокое содержание МДА, которое значительно превышало этот показатель 
в листьях проростков, подвергнутых действию температуры 37 °C. Сопоставление 
динамики образования АФК, активности СОД и содержания МДА с формировани-
ем устойчивости проростков при температуре 37 и 43 °C позволяет заключить, что 
в первом случае активные формы кислорода (АФК) могут рассматриваться не толь-
ко как фактор повреждения биологических структур, но и как посредники в процес-
се активации приспособительных механизмов. Во втором случае (при температуре 
43 °C) интенсивное образование АФК указывает на развитие деструктивных про-
цессов, ведущих к повреждению и гибели растений.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: пшеница; высокая температура; активные формы кислоро-
да; супероксиддисмутаза; устойчивость.

I. A. Nilova, L. V. Topchieva, A. F. Titov. FORMATION OF REACTIVE 
OXYGEN SPECIES IN WHEAT LEAVES UNDER HIGH TEMPERATURES

The study dealt with the effect of high temperatures (37 and 43 °C) on the formation 
of superoxide anion radical, hydrogen peroxide, superoxide dismutase (SOD) activity 
and the accumulation of malondialdehyde (MDA) in wheat leaves. The exposure of plants 
to the said temperatures was found to promote superoxide anion radical production in leaf 
cells. This process developed more actively under the effect of the 37 °C temperature. 
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Введение

Известно, что в ответ на повышение темпе-
ратуры воздуха в клетках и тканях растений, как 
и у других организмов, происходит большое 
количество изменений, в том числе увеличи-
вается образование активных форм кислоро-
да (АФК) и возрастает активность ферментов 
антиоксидантной системы (АОС) [Полесская, 
2007; Креславский, 2012; Шарова, 2016]. При 
этом если повышение температуры не дости-
гает критического уровня, определенного для 
каждого вида (сорта, экотипа), то эти измене-
ния, наряду с другими, могут приводить к росту 
устойчивости растений к этим условиям [Ко-
лупаев, Карпец, 2010]. Также установлено, что 
АФК в небольших концентрациях выступают 
в роли сигнальных молекул [Полесская, 2007; 
Колупаев, Карпец, 2010], что косвенно доказы-
вают результаты исследования по применению 
антиоксидантов, таких как ионол, обработка 
которыми может даже препятствовать повы-
шению устойчивости пшеницы [Kolupaev et al., 
2008].

В высоких концентрациях АФК являются од-
ной из причин повреждения клеток и тканей ра-
стения. В частности, чрезмерное образование 
АФК приводит к перекисному окислению липи-
дов и значительным нарушениям в структурно-
функциональной организации мембран [Kong 
et al., 2016; Khan et al., 2017]. Для защиты от не-
гативного воздействия АФК у растений суще-
ствует АОС, одним из ключевых элементов ко-
торой является фермент супероксиддисмутаза 
(СОД). Он относится к ферментам так называ-
емого первого уровня защиты биологических 
структур от АФК [Apel, Hirt, 2004; Прадедова 
и др., 2011], катализируя дисмутацию суперок-
сидного анион-радикала в пероксид водорода 
[Бараненко, 2006].

Однако имеющиеся в литературе данные 
о генерации АФК и активности различных фер-
ментов АОС растений в условиях действия 
высоких температур неоднозначны. С одной 
стороны, установлено, что более устойчивыми 
к ним являются растения, обладающие высо-
кой способностью к нейтрализации АФК, ко-
торая обеспечивается высокой активностью 
ферментов АОС [Almeselmani et al., 2009; Man-
soor, Naqvi, 2013]. С другой стороны, известно, 
что обработка растений пероксидом водорода 
вызывает накопление мРНК белков теплово-
го шока (БТШ) – HSP17,6, HSP18,2 и двух ци-
тозольных аскорбатпероксидаз – APX1 и APX2 
[Volkov et al., 2006]. Но в присутствии аскор-
биновой кислоты или ингибитора накопления 
АФК DPI (diphenyleneiodonium chloride) индук-
ция синтеза мРНК этих генов резко снижается 
[Volkov et al., 2006].

Цель данного исследования – изучить обра-
зование супероксид анион-радикала и перок-
сида водорода, динамику активности фермен-
та СОД и накопление малонового диальдегида 
(МДА) у недельных проростков пшеницы сорта 
Московская 39, подвергнутых действию высо-
ких температур.

Материалы и методы

Исследования проводили на проростках 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта 
Московская 39, которые выращивали в руло-
нах фильтровальной бумаги на питательном 
растворе в течение 7 сут с добавлением микро-
элементов (рН 6,2–6,4) в камере искусственно-
го климата при температуре воздуха 22 °С, его 
относительной влажности 60–70 %, освещен-
ности ФАР 180 мкмоль/(м2·с) и фотопериоде 
14 ч. Затем проростки переносили в климати-
ческую камеру, где их подвергали воздействию 

SOD activity in the leaves of seedlings exposed to this temperature increased on the 2nd 
and 3rd days, while and at 43 °C the rise started as soon as after 15 minutes of expo-
sure and continued until the end of the experiment. Also, exposure to 43 °C promoted 
hydrogen peroxide formation in wheat leaves, and the rise was especially pronounced 
after two and three days of the experiment. Plants exposed to 43 °C also exhibited a high 
content of MDA, which was significantly higher than in the leaves of seedlings exposed 
to 37 °C. Having compared changes in the formation of ROS, SOD activity and MDA con-
tent with the development of resistance in the seedlings at 37 and 43 °C temperatures, we 
can conclude that in the first case, reactive oxygen species (ROS) can be considered not 
only as a damaging factor for biological structures, but also as mediators in the process 
of activating adaptive mechanisms. In the second case (43 °C), the intensive formation 
of ROS indicates the development of destructive processes, leading to plant damage 
and death.

K e y w o r d s: wheat; high temperatures; reactive oxygen species; superoxide dismutase; 
resistance.
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температуры 37 или 43 °С. При этом все прочие 
условия сохраняли без изменений. Продолжи-
тельность высокотемпературного воздействия 
составляла от 15 мин до 3 сут.

Образование супероксид анион-радикала 
определяли путем восстановления нитроси-
него тетразолия с образованием фиолетового 
преципитата формазана методом, описанным 
Джабсом с соавт. [Jabs et al., 1996]. Уровень 
продукции пероксида водорода оценивали 
с помощью метода, основанного на полимери-
зации 3,3-диаминобензидина при вступлении 
в контакт с пероксидом водорода в присутст-
вии пероксидазы [Thordal-Christensen et al., 
1997]. О результатах судили по размеру пя-
тен, возникающих на первом листе проростков 
пшеницы и регистрируемых фотографически. 
Анализ фотографий проводили с помощью спе-
циальной программы ImageJ (Image Processing 
and Data Analysis in Java), предназначенной для 
изучения медико-биологических изображений. 
Об уровне накопления АФК судили по доле 
окрашенных областей, отнесенной к общей 
площади листа и выраженной в процентах.

Содержание малонового диальдегида (МДА) 
оценивали спектрофотометрически по нако-
плению продукта его реакции с тиобарбитуро-
вой кислотой [Stewart, Bewley, 1980].

Общую активность супероксиддисмутазы 
(СОД) определяли спектрофотометрически, 
по способности фермента ингибировать фо-
тохимическое восстановление нитросине-
го тетразолия [Beauchamp, Fridovich, 1971]. 
Содержание белка анализировали методом 
Бредфорда [Bradford, 1976].

Повторность в пределах одного варианта 
3–6-кратная. Каждый опыт повторяли не менее 
3 раз. При исследовании активности СОД и на-
копления МДА о достоверности различий от ис-
ходного уровня судили по критерию Стьюдента 
при р < 0,05. При изучении образования супе-
роксид анион-радикала и пероксида водорода 
оценку достоверности отличий от исходного 
уровня проводили с помощью непараметриче-
ского критерия Вилкоксона – Манна – Уитни.

Работа выполнена с использованием обору-
дования Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

Результаты проведенных исследований по-
казали, что воздействие на проростки пшени-
цы высоких температур 37 и 43 °С вызывало 
в клетках листьев усиление образования су-
пероксид анион-радикала, о чем свидетельст-

вует увеличение на поверхности листьев пло-
щади окрашенных областей с преципитатами 
формазана (рис. 1). Этот процесс развивался 
более интенсивно под влиянием температуры 
37 °С, в то время как при 43 °С активизация на-
копления супероксид анион-радикала наблю-
далась только через 1–2 ч с начала экспери-
мента. При продолжительном действии указан-
ных температур (4 ч и более) зафиксировано 
уменьшение площади окрашенных областей. 
Это может быть связано с активной работой 
антиоксидантных ферментов [Полесская, 2007; 
Креславский, 2012; Шарова, 2016].

Ранее усиленное образование супероксид 
анион-радикала в разных частях и клеточных 
компартментах растений при действии высо-

Рис. 1. Влияние температуры 37 и 43 °С на образо-
вание супероксид анион-радикала в листьях расте-
ний пшеницы с. Московская 39:
А – внешний вид, Б – площадь окрашенных областей листа 
(% от общей площади). Здесь и далее: * – отличия от ис-
ходного уровня статистически значимы при р < 0,05

Fig. 1. The effect of temperature of 37 and 43 °С on 
the formation of superoxide anion radical in the leaves 
of wheat, v. Moscow 39:
A – appearance, B – stained leaf area (% of the total area). Here 
and further: * – differences from baseline are statistically signif-
icant at p < 0.05



122

ких неблагоприятных температур отмечали 
и другие авторы [Wang et al., 2014; Zhang et al., 
2016; Nahar et al., 2017; Zhao et al., 2018]. Так, 
температура 40 °С, действующая на проростки 
пшеницы в течение 4 часов, вызывала повыше-
ние образования такой формы АФК примерно 
в 4 раза [Zhang et al., 2016]. При этом интенсив-
ность образования супероксид анион-радикала 
может зависеть не только от величины действу-
ющей температуры, но и от режима темпера-
турной обработки растений [Wang et al., 2014; 
Zhao et al., 2018].

Как следует из литературных данных, увели-
чение генерации супероксид анион-радикала 
способно индуцировать экспрессию ряда су-
пероксид-чувствительных генов, в частности 
WRKY30 [Scarpeci et al., 2008]. Поэтому усиле-
ние образования супероксид анион-радика-
ла в начальный момент (15–30 мин) действия 
температуры 37 °С можно рассматривать как 
сигнальную составляющую каскада реакций, 
связанных с активизацией защитно-приспосо-
бительных механизмов растений.

Интересно, что в условиях действия тем-
пературы 37 °С наблюдалось снижение уров-
ня пероксида водорода в листьях проростков 
по сравнению с исходным уровнем (рис. 2), 
что может быть обусловлено активацией фер-
ментов, нейтрализующих пероксид водорода, 
таких как каталаза и пероксидаза [Полесская, 
2007; Mei, Song, 2010]. Воздействие темпе-
ратуры 43 °С приводило к усилению продук-
ции пероксида водорода в листьях растений, 
особенно явно это было выражено через двое 
и трое суток эксперимента. По данным лите-
ратурных источников, содержание пероксида 
водорода, как правило, повышается в клетках 
разных тканей растений в ответ на действие 
высоких температур [Zhang et al., 2016; Nahar 
et al., 2017; Zhao et al., 2018]. Этот процесс мо-
жет сопровождаться как усилением активности 
антиоксидантных ферментов, например ката-
лазы [Zhang et al., 2016], так и ее снижением 
[Nahar et al., 2017; Zhao et al., 2018]. Вероятно, 
это может быть связано не только с интенсив-
ностью прогрева, но и с его продолжительно-
стью, а также спецификой ответных реакций 
растения или сорта.

Несмотря на то что пероксид водорода мо-
жет выступать в роли сигнальной молекулы, 
участвующей в регуляции транскрипционной 
активности ряда генов стрессовых белков, 
в частности белков теплового шока [Volkov et al., 
2006], он также способен оказывать разруши-
тельное действие на все компартменты клетки 
и приводить к ингибированию роста и развития 
растений, и даже к их гибели [Gill, Tuteja, 2010; 

Hossain et al., 2015]. В частности, в результате 
действия АФК и усиления перекисного окисле-
ния липидов происходит повреждение клеточ-
ных мембран. Очевидно, следствием этого яви-
лось отмеченное нами увеличение содержания 
МДА в листьях проростков под влиянием темпе-
ратуры 43 °С, которое было существенно выше, 
чем при температуре 37 °C (табл.).

Накопление МДА в тканях растений при дли-
тельном (более 2 суток) или кратковременном 
(несколько часов) действии неблагоприятных 
высоких температур показано во многих рабо-
тах [Wang et al., 2014; Zhang et al., 2016; Nahar 
et al., 2017; Zhao et al., 2018]. Важно, что его 
максимальный уровень повышается с ростом 
действующей температуры и зависит от сор-
та растений [Zhao et al., 2018]. Более того, 

Рис. 2. Влияние температуры 37 и 43 °С на образо-
вание пероксида водорода в листьях растений пше-
ницы с. Московская 39:
А – внешний вид, Б – площадь окрашенных областей листа 
(% от общей площади)

Fig. 2. Effect of temperature of 37 and 43 °C on the for-
mation of hydrogen peroxide in the leaves of wheat, 
v. Moscow 39:
A – appearance, B – stained leaf area (% of the total area)
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этот показатель, предположительно, связан 
с уровнем образования АФК. Например, у сор-
тов риса, которые характеризовались разным 
уровнем продукции супероксид анион-ради-
кала и перекиси водорода, отмечена сущест-
венная разница в содержании МДА [Zhao et al., 
2018]. Так, чем выше была продукция АФК, тем 
больше образовывалось МДА.

Как уже отмечалось, для защиты клеток 
от АФК у растений функционирует АОС. В на-
ших опытах установлено, что активность СОД 
в листьях проростков, находящихся при 37 °С, 
увеличивалась на 2-е и 3-и сут (рис. 3), а при 
температуре 43 °С она повышалась уже через 
15 мин и продолжала возрастать до конца экс-
перимента (рис. 3).

Отметим, что имеющиеся в литературе дан-
ные, касающиеся активности разных антиокси-
дантных ферментов (включая СОД) у растений, 
испытывающих влияние высоких температур, 

неоднозначны. В зависимости от вида расте-
ний и продолжительности температурного воз-
действия активность ферментов АОС может как 
повышаться, так и понижаться [Mei, Song, 2010; 
Chakraborty, Pradhan, 2011]. Но у пшеницы в от-
вет на действие высоких температур чаще на-
блюдается повышение активности основных 
ферментов АОС – СОД, каталазы и пероксида-
зы [Kumar et al., 2012; Zhang et al., 2016].

Как было показано нами ранее [Нилова, Ти-
тов, 2014], растения пшеницы по-разному реа-
гируют на прогрев при температуре 37 и 43 °С 
и в отношении индуцируемой у них теплоустой-
чивости. В частности, воздействие температу-
ры 37 °С приводит к постепенному и стабиль-
ному повышению устойчивости клеток листьев 
к прогреву. В отличие от этого в условиях тем-
пературы 43 °С их теплоустойчивость в течение 
первых 2–4 часов возрастает, а затем быстро 
снижается, и в дальнейшем появляются внеш-
ние признаки необратимого повреждения про-
ростков (засыхание листьев).

Возникает вопрос, связаны ли особенности 
формирования теплоустойчивости и, соответ-
ственно, защитно-приспособительные воз-
можности растений пшеницы при этих высоко-
температурных воздействиях с особенностями 
генерации АФК и активностью СОД? Поскольку 
при температуре 37 °С теплоустойчивость ра-
стений существенно возрастает, логично ду-
мать, что возникающие в этом случае наруше-
ния в структуре мембран и других внутрикле-
точных компартментов являются обратимыми, 
так как растения с ними успешно справляются 
за счет активации защитно-приспособитель-
ных механизмов, в том числе и за счет усиле-
ния активности СОД.

Можно предположить, что при 43 °С высо-
кая активность СОД в первоначальный момент 
также способна в определенной степени ком-
пенсировать повреждающие эффекты этой 
температуры, обусловленные усиленной гене-
рацией супероксид анион-радикала. Но при ее 
более продолжительном действии (6 ч и более) 
защитные механизмы, в том числе и связанные 
с активацией компонентов АОС, видимо, уже 
не справляются с накапливаемыми нарушени-
ями и/или повреждениями, и, как следствие, 
происходит необратимое повреждение клеток 
и тканей растения.

Таким образом, полученные нами резуль-
таты позволили выявить как количественные, 
так и качественные различия в генерации АФК 
и активности СОД в листьях растений пшени-
цы, подвергнутых воздействию температур 37 
и 43 °С. Образование супероксид анион-ради-
кала было более выражено при температуре 37, 

Влияние температуры 37 и 43 °С на содержание ма-
лонового диальдегида (МДА) в листьях растений 
пшеницы с. Московская 39 (в мкМ/г сырого веса)
The effect of temperature 37 and 43 °C on the content 
of malondialdehyde (MDA) in the leaves of wheat, 
v. Moscow 39 (in µm/g wet weight)

Экспозиция, ч 
Exposure, h

Температура, °С 
Temperature, °C

37 43
0 12,7 ± 1,7 12,7 ± 1,7

0,25 11,6 ± 1,0 12,9 ± 0,1
0,5 12,9 ± 2,0 13,3 ± 1,6
1 12,2 ± 1,2 12,8 ± 1,3
6 13,2 ± 0,1 21,4 ± 1,3

24 19,3 ± 1,7* 42,3 ± 1,9*
48 20,5 ± 0,5* 103,3 ± 8,0*

Рис. 3. Влияние температуры 37 и 43 °C на динамику 
общей активности СОД в листьях растений пшеницы 
с. Московская 39
Fig. 3. The effect of temperature 37 and 43 °C on the dy-
namics of the total SOD activity in the leaves of wheat 
plants, v. Moscow 39
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чем при 43 °С, тогда как накопление пероксида 
водорода, напротив, шло активнее при 43 °С. 
Содержание МДА и активность фермента СОД 
также оказались значительно выше при 43 °С. 
На основании этих данных можно заключить, 
что при субповреждающих (закаливающих) 
температурах, вызывающих рост теплоустой-
чивости и не вызывающих у растений серьез-
ных структурно-функциональных нарушений 
и/или повреждений (в нашем случае это тем-
пература 37 °С), АФК могут рассматриваться 
не только как факторы повреждения биологи-
ческих структур, но и как посредники в процес-
се активации приспособительных механизмов. 
В отличие от этого при температурах, приво-
дящих к необратимым повреждениям клеток 
и тканей (в нашем случае при 43 °С в течение 
6 ч и более), интенсивное образование АФК, 
очевидно, является одной из главных причин 
повреждения и гибели растений.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0074).
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