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Исследовано влияние низкой закаливающей температуры (4 °С) на динамику ак-
тивности фермента супероксиддисмутазы (СОД) и накопление транскриптов коди-
рующих ее генов – FeSOD и MnSOD – в листьях семидневных проростков озимой 
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Московская 39. Показано, что уже через 1 ч от 
начала действия закаливающей температуры 4 °С происходит достоверное увели-
чение холодоустойчивости проростков пшеницы, которая затем продолжает мо-
нотонно возрастать, достигая максимума на 7-е сутки эксперимента. Процесс хо-
лодовой адаптации проростков пшеницы сопровождался повышением активности 
СОД в листьях, фиксируемым уже через 1 ч от ее начала. С увеличением продолжи-
тельности холодового воздействия наблюдалось дальнейшее повышение активно-
сти СОД, которая достигала максимума на 7-е сутки эксперимента. Помимо этого 
установлено, что увеличение общей активности СОД сопровождается накоплением 
транскриптов генов FeSOD и MnSOD в листьях проростков. Причем повышение со-
держания мРНК гена FeSOD происходило значительно раньше (через 1 ч от начала 
воздействия низкой температуры 4 °С), чем гена MnSOD (через 1 сутки), и в тече-
ние всего периода холодового воздействия уровень содержания мРНК гена FeSOD 
был выше, чем гена MnSOD. На основании совокупности полученных данных сделан 
вывод о том, что возрастание активности СОД и усиление экспрессии генов FeSOD 
и MnSOD в условиях действия низкой закаливающей температуры обеспечивает 
эффективную нейтрализацию супероксид-радикала и является важным элементом 
процесса адаптации растений озимой пшеницы к холоду.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: низкая температура; пшеница; экспрессия генов FeSOD и 
MnSOD; активность супероксиддисмутазы; устойчивость.

N. S. Repkina, A. A. Ignatenko, K. M. Panfilova, A. F. Titov, V. V. Tala-
nova. THE DYNAMICS OF SUPEROXID DISMUTASE ACTIVITY AND ITS 
GENE EXPRESSION IN WHEAT LEAVES DURING COLD ADAPTATION

The effect of low hardening temperature (4 °С) on the dynamics of the enzyme superoxide 
dismutase (SOD) activity and the transcript accumulation of its encoding genes – FeSOD 
and MnSOD – in the leaves of 7-day-old seedlings of winter wheat (Triticum aestivum L.) 
variety Moscowskaya 39 was investigated. It was shown that already in 1 hour from the 
beginning of the treatment, the hardening temperature of 4 °С causes a significant in-
crease in cold tolerance of the seedlings, which then continues to increase monotonically, 
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Введение

Воздействие на растения неблагоприятных 
факторов среды, в том числе низких темпера-
тур, активизирует в их клетках образование ак-
тивных форм кислорода (АФК) [Колупаев, Кар-
пец, 2010], что может приводить к нарушению 
структуры макромолекул (белков, нуклеиновых 
кислот, липидов и др.) и развитию окислитель-
ного стресса [Pal et al., 2013; Baxter et al., 2014]. 
В этой ситуации одной из первых защитных 
реакций растений, направленных на нейтра-
лизацию АФК и предотвращение окиcлитель-
ного стресса, является активизация антиокси-
дантной системы [Demidchik, 2015], связанная, 
в частности, с усилением генерации ряда вы-
соко- и низкомолекулярных протекторных со-
единений [Szőllősi, 2014]. Среди них особо важ-
ную роль в защите растений от окислительного 
стресса играют антиоксидантные ферменты, 
к которым относится супероксиддисмутаза 
(СОД) [Pal et al., 2013]. Данный фермент ката-
лизирует реакцию дисмутации супероксидных 
радикалов [Бараненко, 2006]. В зависимос-
ти от металла (марганец, железо, медь/цинк), 
расположенного в активном центре фермен-
та, различают три типа СОД: Mn-СОД, Fe-СОД 
и Cu/Zn-СОД [Bowler et al., 1994]. Mn-СОД об-
наружена в митохондриях и пероксисомах, Fe-
СОД и Cu/Zn-СОД представлены практичес-
ки во всех компартментах клетки (цитозоле, 
хлоропластах, митохондриях, пероксисомах) 
[Szőllősi, 2014]. Одной из особенностей СОД 
растений является наличие множественных мо-
лекулярных форм (изоферментов), количество 
которых видоспецифично [Бараненко, 2006]. 
Ядерные гены, кодирующие СОД, высококон-
сервативны и малокопийны [Scandalios, 1990].

Исследования последних лет показали, 
что активность СОД у растений повышается 

в неблагоприятных условиях: при дефиците 
воды [Zhang et al., 2007; Sánchez-Rodríguez 
et al., 2016], засолении [Mandhania et al., 2006; 
Yan et al., 2016], УФ-облучении [Tang et al., 2010; 
Inostroza-Blancheteau et al., 2016], действии тя-
желых металлов [Goswami, Das, 2016], высо-
ких [Asthir et al., 2012; Chen et al., 2014] и низ-
ких температурах [Szőllősi, 2014] и др. Вместе 
с тем имеются данные и о снижении активно-
сти СОД под влиянием таких стрессоров, как 
тяжелые металлы [Dandan et al., 2011], низ-
кие температуры [Lado et al., 2016], засоление 
[Oufdou et al., 2014]. Это свидетельствует о не-
однозначности ответной реакции СОД на раз-
ные стрессовые воздействия, которая, видимо, 
может различаться в зависимости от их типа, 
интенсивности и продолжительности, а также 
от биологических особенностей объекта. Что 
касается экспрессии генов СОД у растений 
в стрессовых условиях, то имеющиеся на этот 
счет сведения весьма немногочисленны и так-
же противоречивы [Baek, Skinner, 2006; Gao 
et al., 2009; Airaki et al., 2012].

Учитывая вышеизложенное, целью данной 
работы явилось исследование динамики ак-
тивности СОД и экспрессии кодирующих ее 
генов – FeSOD и MnSOD – в листьях пророст-
ков озимой пшеницы в процессе их холодо-
вой адаптации.

материалы и методы

В качестве объекта исследований использо-
вали проростки озимой пшеницы (Triticum aes‑
tivum L.) сорта Московская 39. Их выращивали 
в рулонах фильтровальной бумаги на пита-
тельном растворе (рН 6,2–6,4) с добавлением 
микроэлементов в климатической камере при 
температуре воздуха 22 °С, его относитель-
ной влажности 60–70 %, освещенности около 

reaching a peak on the 7th day of the experiment. The process of cold adaptation in wheat 
seedlings was accompanied by an increase in SOD activity in wheat leaves, observed 
as soon as 1 hour after the beginning of the treatment. As the cold exposure continued, 
there was a further increase in SOD activity, which peaked on the 7th day of the experi-
ment. In addition, it was determined that the increase in total SOD activity was accompa-
nied by the accumulation of FeSOD and MnSOD gene transcripts in the seedlings’ leaves. 
The level of FeSOD gene mRNA rose significantly earlier (1 hour from the start of expo-
sure to a temperature of 4 °С) than MnSOD gene mRNA (after 1 day), and FeSOD mRNA 
level remained higher than MnSOD mRNA level throughout the period of cold exposure. 
Based on our results, we can conclude that the increase of SOD activity and upregulation 
of MnSOD and FeSOD genes under low hardening temperature enable effective neutral-
ization of superoxide radicals and represent an important element in the process of cold 
adaptation in winter wheat plants.

K e y w o r d s: low temperature; wheat; FeSOD and MnSOD gene expression; superoxide 
dismutase activity; tolerance.
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10 клк и 14-часовом фотопериоде. По достиже-
нии недельного возраста проростки пшеницы 
подвергали действию низкой закаливающей 
температуры (4 °С) в течение 7 сут, сохраняя 
прочие условия неизменными.

Устойчивость растений к действию низ-
ких температур оценивали по реакции клеток 
высечек из листьев на 5-минутное тестирую-
щее промораживание в термоэлектрическом 
микрохолодильнике ТЖР-02/–20 («Интерм», 
Россия) при последовательном изменении 
температуры с интервалом 0,4 °С [Балагуро-
ва и др., 1982]. В качестве критерия устой-
чивости использовали температуру гибели 
50 % паренхимных клеток (ЛТ50), определяе-
мую по деструкции хлоропластов и коагуля-
ции цитоплазмы.

Активность супероксиддисмутазы (СОД, КФ 
1.15.1.1) определяли по способности фермен-
та ингибировать фотохимическое восстанов-
ление нитросинего тетразолия [Beauchamp, 
Fridovich, 1971]. Содержание белка анализиро-
вали методом Бредфорда [Bradford, 1976].

Накопление транскриптов генов FeSOD 
и MnSOD анализировали методом ПЦР в ре-
жиме реального времени. Для этого навеску 
листьев пшеницы (50 мг) растирали в жидком 
азоте. Тотальную РНК выделяли с помощью 
набора ExtractRNA («Евроген», Россия). Для 
удаления остатков ДНК препарат РНК обра-
батывали ДНКазой (10 ед/мл) («Синтол», Рос-
сия). кДНК синтезировали, используя набор 
для обратной транскрипции с М-MLV обратной 
транскриптазой и случайными (random) гек-
сапраймерами («Евроген», Россия) (табл. 1). 
Количество и качество выделенной РНК и син-
тезированной кДНК проверяли спектрофото-
метрически (SmartSpecPlus, «Био-Рад»). Амп-
лификацию образцов проводили в приборе iCy-
cler с оптической приставкой iQ5 («Био-Рад»), 
используя наборы для амплификации с интер-
калирующим красителем SYBR Green («Евро-
ген», Россия). Смесь для ПЦР объемом 25 мкл 
содержала 1 мкл кДНК (100 нг), 10 мкл реак-
ционной смеси, по 1 мкл прямого и обратно-
го праймеров (10 мкМ) (табл. 1), 1 мкл MgCl2 

и 17 мкл деионизованной воды, свободной от 
нуклеаз. В качестве референсного гена ис-
пользовали актин. Протокол ПЦР: 5 мин при 
95 °С, далее 45 циклов 15 с при 95 °С, 30 с при 
56 °С. Специфичность продуктов амплифи-
кации проверяли плавлением ПЦР фрагмен-
тов: 1 мин при 95 °С, 1 мин при 50 °С, 10 с при 
60 °С (80 циклов, повышая в каждом цикле тем-
пературу на 0,5 °С). Накопление транскриптов 
генов вычисляли по формуле:

Накопление транскриптов гена = 
= 2Ст (контрольный) – Ст (тестовый образец),

где Ст – значения пороговых циклов.
В качестве контрольных образцов были вы-

браны кДНК, выделенные из растений, не под-
вергнутых воздействию низкой температуры.

Повторность при определении холодоустой-
чивости проростков в пределах одного вари-
анта опыта 6-кратная, при анализе активности 
СОД и проведении ПЦР-анализа – 3-кратная. 
На рисунках приведены средние арифметичес-
кие значения из нескольких независимых опы-
тов и их стандартные отклонения. Расчет ко-
эффициентов корреляции для малых выборок 
проводили общепринятым методом [Зайцев, 
1984]. В статье обсуждаются величины, досто-
верные при р ≤ 0,05.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании ЦКП НО ИБ КарНЦ РАН «Комплекс-
ные фундаментальные и прикладные исследо-
вания особенностей функционирования живых 
систем в условиях Севера».

результаты

В ходе исследований установлено, что уже 
через 1 ч от начала действия низкой закалива-
ющей температуры (4 °С) холодоустойчивость 
листьев проростков пшеницы достоверно уве-
личивается, затем она продолжает монотонно 
возрастать и достигает максимума на 7-е сут 
(рис. 1).

Действие температуры 4 °С вызывало по-
вышение активности фермента СОД в листь-
ях проростков (рис. 2). В частности, уже через 

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени
Ген Прямой и обратный 

праймеры
Нуклеотидная последовательность праймера

5ʹ… 3ʹ
Номер доступа в базе 

данных NCBI
Actin прямой GGGACCTCACGGATAATCTAATG AJ579382

обратный AACCTCCACTGAGAACAACATTAC
FeSOD прямой GGGTCTGGTTGGGTTTG JX398977

обратный TCGCCTGTCATCCTTGTAATC
MnSOD прямой ACATAACTGTAACTGCCACG AY963808

обратный TTGCTCATTTCCCAT
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1 ч от начала охлаждения проростков отмече-
но достоверное увеличение активности СОД, 
которая в дальнейшем в ходе адаптации по-
степенно повышалась, достигая максимума на 
7-е сутки. При этом коэффициент корреляции 
между активностью СОД и холодоустойчивос-
тью проростков оказался довольно высоким 
и составил +0,88 (табл. 2).

Уже через 1 ч от начала действия темпера-
туры 4 °С в листьях проростков происходит 
повышение уровня мРНК гена FeSOD (рис. 3). 
С увеличением продолжительности холодово-
го воздействия накопление транскриптов гена 
FeSOD усиливалось, несколько замедляясь на 
третьи сутки эксперимента, но и в этом слу-
чае уровень экспрессии данного гена оставал-
ся высоким. Наибольшее содержание мРНК 
гена FeSOD отмечено на 5–7-е сутки опыта. 
Накопление мРНК гена MnSOD в листьях про-
ростков начиналось значительно позже, чем 

FeSOD, – через одни сутки от начала действия 
температуры 4 °С. Дальнейшее повышение 
уровня относительной экспрессии гена MnSOD 
происходило в течение 5–7 суток эксперимен-
та. Отметим, что в течение всего периода холо-
дового воздействия содержание транскриптов 
гена MnSOD в листьях было существенно ниже, 

Рис. 2. Влияние температуры 4 °С на активность СОД в листьях 
проростков пшеницы

Рис. 1. Влияние температуры 4 °С на холодоустойчивость проростков 
пшеницы

Таблица 2. Коэффициенты корреляции* между холо-
доустойчивостью, активностью СОД и содержанием 
транскриптов ее генов у проростков пшеницы, под-
вергнутых действию температуры 4 °С

Показатель и его 
порядковый номер 1 2 3 4

1. Холодоустойчивость 1 0,88 0,85 0,75
2. Активность СОД 1 0,89 0,88
3. Экспрессия FeSOD 1 0,84
4. Экспрессия MnSOD 1

Примечание. *Все представленные в таблице коэффициен-
ты корреляции достоверны при p < 0,05.
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чем мРНК гена FeSOD (рис. 3). Коэффициенты 
корреляции между содержанием транскриптов 
генов FeSOD и MnSOD в листьях и активностью 
СОД, а также холодоустойчивостью проростков 
были довольно высокими (табл. 2).

обсуждение

Известно, что в защите клеток растений от 
АФК важную роль играют антиоксидантные 
ферменты [Pal et al., 2013]. Причем «первую ли-
нию защиты» обеспечивает фермент СОД, так 
как в отличие от других антиоксидантных фер-
ментов именно он способен преобразовывать 
супероксид-радикалы с образованием молеку-
лярного кислорода и перекиси водорода [Perry 
et al., 2010; Zeinali et al., 2015].

В наших исследованиях показано, что воз-
действие низкой закаливающей температуры 
(4 °C) приводит к быстрому повышению актив-
ности СОД, которое зафиксировано уже через 
1 ч от его начала. В дальнейшем на протяжении 
всего периода холодовой адаптации пророст-
ков активность СОД сохранялась на повышен-
ном уровне, а между активностью СОД и уров-
нем холодоустойчивости выявлена высокая 
положительная корреляция (r = +0,88). Это 
указывает на участие СОД в процессах форми-
рования повышенной устойчивости растений 
пшеницы к низким температурам.

Полученные нами данные об изменении ак-
тивности СОД в целом согласуются с результа-
тами других авторов. В частности, повышение 
активности СОД при гипотермии отмечено не 
только у пшеницы [Li et al., 2014], но и у огурца 
[Yang et al., 2011], картофеля [Нарайкина и др., 
2014] и нута [Kazemi-Shahandashti, 2014]. Од-
нако не всегда воздействие низких температур 

вызывало однотипные изменения активности 
СОД. По-видимому, снижение или повышение 
активности СОД связано с интенсивностью 
и продолжительностью низкотемпературно-
го воздействия, а также с разной реакцией 
теплолюбивых и холодостойких растений на 
действие холода. Например, у теплолюбивых 
растений, в частности у огурца, зафиксирова-
но снижение активности СОД при кратковре-
менном действии температуры 2,5 °C [Kang, 
Saltvelt, 2001]. У холодостойкого арабидопсиса 
активность СОД немного повышалась на тре-
тьи сутки действия температуры 2 °С, но затем 
снижалась [Синькевич и др., 2016]. У озимой 
пшеницы сорта Московская 39 активность СОД 
заметно уменьшалась при кратковременном 
действии (2–6 ч) температуры –9 °С [Загоскина 
и др., 2011]. Поскольку авторы последней ра-
боты не приводят данных об изменении устой-
чивости растений, то нельзя исключить, что 
в этом случае происходило их повреждение, 
как это было показано нами ранее при дей-
ствии более 5 ч температуры –2 °С [Топчиева 
и др., 2015].

Очевидно, что в начальный период действия 
низкой температуры у пшеницы происходит по-
вышение активности уже существующих в клет-
ках молекул фермента СОД. Это соответствует 
представлениям о так называемой «модуляци-
онной» стратегии биохимической адаптации, 
которая связана с регуляцией ферментативной 
активности, не зависящей от синтеза фермен-
та de novo, и которая в первую очередь опре-
деляется наличием субстрата и кофакторов, 
а также их взаимодействием с модуляторами 
(метаболитами) [Хочачка, Сомеро, 1977]. В на-
ших опытах при холодовом воздействии быс-
трое повышение активности СОД, очевидно, 

Рис. 3. Влияние температуры 4°С на содержание транскриптов генов 
FeSOD (1) и MnSOD (2) в листьях проростков пшеницы
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являлось непосредственным ответом на усиле-
ние продукции супероксид-радикала, которое 
зафиксировано нами ранее у растений пшени-
цы в аналогичных условиях уже через 0,5–1 ч от 
его начала [Фенько и др., 2015].

С другой стороны, продолжающееся воз-
действие холода, по-видимому, достаточно 
быстро приводит к ситуации, когда имеющий-
ся в норме пул молекул фермента оказывается 
израсходованным и требуется его восполнение 
за счет усиления его синтеза. В пользу этого го-
ворит обнаруженная нами высокая корреляция 
между активностью СОД и уровнем экспрессии 
кодирующих ее генов (FeSOD и MnSOD). Неслу-
чайно наибольшее содержание транскриптов 
этих генов отмечено на 7-е сутки, когда зафик-
сированы максимальная активность СОД и мак-
симальная холодоустойчивость и одновремен-
но с этим происходит снижение содержания 
супероксид-радикала [Фенько и др., 2015].

В нашей работе показано, что уровень 
содержания транскриптов гена FeSOD был 
бóльшим, чем MnSOD. Возможно, вклад ко-
дируемых этими генами изоформ фермента 
в общую активность СОД неодинаков. Учиты-
вая, что Fe-SOD преимущественно локали-
зован в хлоропластах, бóльшее накопление 
транскриптов FeSOD может быть связано с не-
обходимостью активизации данного изофер-
мента для обеспечения защиты хлоропластов 
и одного из важнейших и наиболее холодочув-
ствительных процессов – фотосинтеза. Однако 
для подтверждения этого предположения не-
обходимы дальнейшие исследования, в част-
ности изучение динамики активности конкрет-
ных изоформ СОД.

Заключение

Исследование влияния низкой закаливаю-
щей температуры (4 °С) на проростки озимой 
пшеницы показало, что рост их холодоустой-
чивости сопровождается повышением актив-
ности СОД и накоплением мРНК генов FeSOD 
и MnSOD в листьях, свидетельствующими об 
активном участии данного фермента и кодиру-
ющих его генов в процессе холодовой адапта-
ции. Учитывая, что динамика накопления транс-
криптов этих генов имела сходный характер, 
но их содержание различалось количественно, 
можно предполагать, что разные изоформы 
СОД вносят неодинаковый вклад в общую ак-
тивность фермента. Совокупность полученных 
данных и анализ литературы позволяет заклю-
чить, что активизация СОД является одним из 
важных элементов успешной адаптации рас-
тений пшеницы к действию холода, так как 

обеспечивает своевременную нейтрализацию 
супероксид-радикала и тем самым способству-
ет повышению холодоустойчивости растений.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания (тема № 0221‑2014‑0032).
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