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УДК 581. 1

учасТие КаТалаЗы и ПероКсидаЗы  
В ПоВыШении усТойчиВосТи ПШеницы 
К ниЗКой ТемПераТуре

а. а. игнатенко, н. с. репкина, В. В. Таланова
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Исследовали динамику активности каталазы (Кат) и гваякол-зависимой перок-
сидазы (гПо) в листьях озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) при действии низ-
кой закаливающей температуры 4 °с в течение 7 сут. установлено, что уже через 
1 ч от начала действия этой температуры повышается устойчивость проростков 
к промораживанию, затем она продолжает увеличиваться и достигает максимума 
на 7-е сут. в течение первых 2 сут холодового воздействия происходило неболь-
шое повышение содержания малонового диальдегида, которое в дальнейшем 
снижалось, что может указывать на уменьшение окислительного стресса в клетках 
растений. также обнаружено, что через 1 ч действия холода начинает повышать-
ся активность одного из ключевых антиоксидантных ферментов, задействован-
ных в утилизации перекиси водорода (h2O2) – Кат. в дальнейшем ее активность 
продолжала расти, достигая максимума на 2-е сут, и затем снижалась. наряду 
с этим на протяжении всего низкотемпературного закаливания происходило уве-
личение активности гПо. Кроме того, выявлено слабое повышение содержания 
h2O2 в листьях в течение первых 24 ч холодового воздействия, однако к его концу 
уровень перекиси водорода в клетках снижался. на основании полученных данных 
можно заключить, что в повышении устойчивости растений пшеницы к гипотермии 
важную роль играет увеличение активности антиоксидантных ферментов. При этом 
на начальном этапе низкотемпературной адаптации растений в утилизации h2O2 
принимают участие Кат и гПо, а в дальнейшем она происходит в основном за счет 
гПо. таким образом, активизация антиоксидантных ферментов в листьях препят-
ствует развитию окислительного стресса и способствует повышению устойчивости 
пшеницы к низкой температуре.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Triticum aestivum L.; низкая температура; устойчивость; ката-
лаза; пероксидаза; малоновый диальдегид.

A. A. Ignatenko, N. S. Repkina, V. V. Talanova. CATALASE AND 
PEROXIDASE CONTRIBUTION TO PROMOTING COLD TOLERANCE IN 
WHEAT

The dynamics of catalase (CaT) and guaiacol peroxidase (POD) activity in winter wheat 
(Triticum aestivum L.) leaves under exposure to a low hardening temperature of 4°C for 
7 days was studied. It was established that the freezing tolerance of the seedlings in-
creased already after 1 hour of exposure, and then continued to grow, reaching a maxi-
mum on the 7th day. The content of malondialdehyde increased slightly during the first 
2 days of cold exposure and then declined, possibly pointing to attenuation of the oxi-
dative stress in plant cells. It was also found that the activity of one of the key antioxi-
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Введение

одним из основных неблагоприятных фак-
торов среды абиотической природы, оказы-
вающим негативное влияние на растительные 
организмы, является низкая температура. 
воздействие низких температур вызывает уси-
ление генерации активных форм кислорода 
(аФК) в клетках растений [huang et al., 2016], 
которые в оптимальных условиях образуются 
лишь в небольших количествах [Kreslavski et al., 
2012]. При этом умеренное повышение уровня 
аФК может выступать в качестве сигнала, ак-
тивирующего защитные механизмы [Blokhina 
et al., 2003], в то время как их чрезмерная ге-
нерация приводит к нарушению структуры ли-
пидов, белков и днК, перекисному окислению 
липидов (Пол) и гибели клеток [Sevillano et al., 
2008; Gill, Tuteja, 2010].

Ключевую роль в регуляции уровня аФК 
и продуктов Пол в клетке играет антиоксидант-
ная система (аос), включающая в себя комп-
лекс ферментов (супероксиддисмутазу (сод), 
каталазу (Кат), различные пероксидазы (По), 
ферменты аскорбат-глутатионового цикла), 
а также ряд неферментных низкомолекулярных 
соединений (глутатион, аскорбиновая кислота, 
фенольные соединения, пролин и др.) [Blokhina 
et al., 2003; Sevillano et al., 2008; Kreslavski et al., 
2012]. сод выполняет роль первичного рубежа 
защиты против аФК, поскольку катализирует 
превращение предшественника других форм 
аФК – супероксидного радикала – до перокси-
да водорода (h2O2). в детоксикации h2O2 в клет-
ках растений участвуют Кат и По, которые ката-
лизируют ее двухэлектронное восстановление 
до h2O, используя в качестве доноров водорода 
h2O2 (в случае Кат) или различные органичес-
кие соединения (в случае По) [Gill, Tuteja, 2010].

Повышение активности антиоксидантных 
ферментов может способствовать формиро-

ванию холодоустойчивости растений [Janda 
et al., 2003; джавадиан и др., 2010; синькевич 
и др., 2016; Репкина и др., 2017]. так, у холо-
достойких многолетних злаков в конце осе-
ни с понижением температуры наблюдается 
повышение активности сод, Кат и По [Zhou, 
Zhao, 2004; Колупаев, Карпец, 2009]. с другой 
стороны, воздействие низких температур мо-
жет вызывать снижение активности аФК-эли-
минирующих ферментов (прежде всего Кат) 
у арабидопсиса [Kubo et al., 1999], что приво-
дит к накоплению h2O2, выполняющей функции 
сигнальной молекулы и индуцирующей ряд мо-
лекулярных, биохимических и физиологических 
реакций, которые способствуют повышению 
устойчивости растений [Kreslavski et al, 2012].

учитывая вышеизложенное, цель данного 
исследования заключалась в изучении участия 
Кат и гПо в повышении устойчивости растений 
пшеницы к низкой температуре.

материалы и методы

Исследования проводили с проростками 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта 
Московская 39, выращенными в течение 7 сут 
на питательном растворе (ph 6,2–6,4) с добав-
лением микроэлементов в камере искусствен-
ного климата при температуре воздуха 22 °с, 
его относительной влажности 60–70 %, осве-
щенности ФаР 180 мкмоль/м2·с, фотопериоде 
14 ч. Затем проростки подвергали действию 
низкой закаливающей температуры 4 °с в те-
чение 7 сут, сохраняя прочие условия неизмен-
ными. выбор температуры закаливания и его 
продолжительности основан на результатах 
предыдущих исследований [титов и др., 2006; 
титов, таланова, 2009]. все измерения прово-
дили на первом листе проростков пшеницы.

устойчивость растений к действию низ-
кой температуры оценивали по реакции 

dant enzymes involved in hydrogen peroxide (h2O2) recycling – CaT, increased after 
1 hour of cold exposure. CaT activity then continued to increase, reaching a maximum 
on the 2nd day, with a decline following afterwards. along with this, POD activity increased 
throughout the cold hardening period. In addition, a slight increase in h2O2 content 
in leaves was detected during the first 24 hours of cold exposure, but then h2O2 level 
in the cells decreased towards the end of chilling. Based on these data we can conclude 
that the increase in the activity of antioxidant enzymes plays an important role in promot-
ing the tolerance to hypothermia in wheat. CaT and POD are involved in h2O2 recycling at 
the initial stage of low-temperature adaptation in the plants, whereas later on POD plays 
the main role in this process. Thus, the activation of antioxidant enzymes in leaves pre-
vents the development of oxidative stress and promotes the tolerance of low temperature  
in wheat.

K e y w o r d s: Triticum aestivum L.; low temperature; cold tolerance; catalase; peroxi-
dase; malondialdehyde.
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палисадных клеток высечек из листьев 
на 5-минутное тестирующее промораживание 
в термоэлектрическом микрохолодильнике 
тЖР-02/-20 («Интерм», Россия) при последова-
тельном изменении температуры с интервалом 
0,4 °с [балагурова и др., 1982]. в качестве кри-
терия устойчивости использовали температуру 
гибели 50 % паренхимных клеток (лт50), опре-
деляемую по деструкции хлоропластов и коагу-
ляции цитоплазмы.

Интенсивность Пол оценивали по накопле-
нию малонового диальдегида (Мда), опреде-
ляемого по цветной реакции с тиобарбитуро-
вой кислотой [Stewart, Bewley, 1980].

активность Кат (КФ 1.11.1.6) определяли 
спектрофотометрически по ферментативному 
разложению h2O2 при 240 нм [aebi, 1984; нике-
рова и др., 2016].

об активности гПо (КФ 1.11.1.7) суди-
ли по увеличению оптической плотности 
при 470 нм в результате окисления гваяко-
ла (ε = 0,0266 мкМ-1 см-1) в присутствии h2O2 
[Maehly, Chance, 1954].

содержание белка анализировали методом 
бредфорда [Bradford, 1976].

содержание h2O2 оценивали согласно ме-
тоду, основанному на окислении перекисью 
водорода ионов железа Fe+2 до Fe+3, которые 
образуют окрашенные соединения с ксилено-
ловым оранжевым [Bellincampi et al., 2000].

Повторность в пределах одного варианта 
опыта при определении устойчивости – 6-крат-
ная, при измерении содержания Мда – 5-крат-
ная, при анализе активности ферментов и пе-
рекиси водорода – 3-кратная. Каждый опыт 
повторяли не менее 3–4 раз. о достоверности 
различий между вариантами судили по крите-
рию стьюдента при p ≤ 0,05. на рисунках пред-
ставлены средние арифметические значения 
и их стандартные ошибки.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 

Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Ран».

результаты

в ходе проведенного исследования было 
обнаружено, что уже через 1 ч от начала дей-
ствия низкой закаливающей температуры 4 °с 
у проростков пшеницы повышается устойчи-
вость к промораживанию. с увеличением про-
должительности холодового воздействия она 
продолжала монотонно возрастать и достигала 
максимального значения через 168 ч (табл.).

установлено, что низкотемпературное воз-
действие вызывало накопление Мда в клет-
ках проростков пшеницы. так, повышение его 
уровня в листьях происходило через 1 ч от на-
чала действия холода (табл.). Затем (в течение 
48 ч) содержание Мда продолжало увеличи-
ваться, однако впоследствии (72–168 ч) снижа-
лось (табл.).

действие температуры 4 °с вызывало ак-
тивизацию антиоксидантного фермента Кат 
в листьях проростков пшеницы (рис. 1, а). 
в частности, уже через 1 ч от начала охлажде-
ния растений отмечено небольшое повыше-
ние ее активности. с увеличением продолжи-
тельности действия температуры 4 °с (в тече-
ние 48 ч) активность Кат продолжала расти, 
а в дальнейшем (72–168 ч) нами было обнару-
жено ее снижение (рис. 1, а).

в начальный период низкотемпературно-
го закаливания также происходила активи-
зация гПо в листьях пшеницы. в частности, 
активность фермента повышалась примерно 
на 20 % через 1 ч действия низкой температу-
ры (рис. 1, б). с увеличением экспозиции она 
продолжала возрастать и через 168 ч повыси-
лась на 90 % относительно исходного уровня 
(рис. 1, б).

отметим также, что в листьях проростков 
пшеницы через 24 ч действия температуры 

влияние низкой закаливающей температуры 4 °с на холодоустойчивость и содержание Мда в листьях 
пшеницы
Effect of low hardening temperature 4 °с on the cold tolerance and MDa content in wheat leaves

Показатель
Index

Экспозиция, ч
Exposure, h

0 1 24 48 72 168

устойчивость, °с
Cold tolerance, °с –5,6 ± 0,03 –6,0 ± 0,09* –6,8 ± 0,08* –7,4 ± 0,07* –7,9 ± 0,08* –8,6 ± 0,05*

содержание Мда, 
мкмоль/г сырого веса 
MDa content, μmol /g 
fresh weight

11,5 ± 0,2 13,7 ± 0,6* 15,7 ± 0,8* 18,4 ± 0,7* 15,2 ± 0,8* 15,1 ± 0,5*

Примечание. *отличия от исходного уровня достоверны при p ≤ 0,05.
Note. *Statistically significant differences were set at p ≤ 0,05.
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4 °с происходило слабое повышение содер-
жания h2O2. однако с увеличением продолжи-
тельности действия низкой температуры ее 
уровень начинал снижаться (рис. 2).

обсуждение результатов

При действии низких температур, как из-
вестно, в клетках растений происходит усиле-
ние генерации аФК, возникающее в результа-
те нарушения работы электрон-транспортной 
цепи. Это, в свою очередь, приводит к накоп-
лению первичных продуктов Пол (диеновые 
конъюгаты и гидропероксиды липидов), кото-
рые в результате дальнейших превращений 
образуют вторичные продукты Пол, к числу 

которых относится Мда [Попов и др., 2010]. 
При этом первоначальное накопление продук-
тов Пол может служить сигналом для запус-
ка защитных механизмов, что способствует 
повышению устойчивости растений, а значи-
тельное увеличение их уровня в клетке может 
привести к необратимым изменениям клеточ-
ного метаболизма и гибели растения. нашими 
исследованиями выявлено, что низкая темпе-
ратура 4 °с вызывает повышение содержания 
Мда в листьях пшеницы, указывающее на раз-
витие окислительного стресса в клетках. од-
нако к концу закаливания (на 7-е сут) уровень 
Мда снижался, что может свидетельствовать 
об уменьшении интенсивности Пол в результа-
те адаптации проростков к низкой температуре, 
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Рис. 1. влияние низкой закаливающей температуры 4 °с на ак-
тивность Кат (а) и гПо (б) в листьях пшеницы
Fig. 1. Effect of low hardening temperature 4 °с on the activity 
of CaT (а) and POD (б) in wheat leaves
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поскольку именно в этот период отмечено мак-
симальное повышение холодоустойчивости 
растений. Полученные нами данные об изме-
нении содержания Мда в целом согласуются 
с результатами других авторов. так, в листьях 
табака к концу охлаждения (при 8 °с) выявле-
но снижение уровня Мда, что сопровождалось 
повышением холодоустойчивости растений 
[Попов и др., 2010]. отсутствие существенного 
повышения содержания Мда и интенсивнос-
ти Пол в процессе закаливания также наблю-
далось у холодостойких растений картофеля 
и арабидопсиса [дерябин и др., 2003; синьке-
вич и др., 2016].

Известно, что интенсивность Пол, с одной 
стороны, определяется скоростью генерации 
аФК, а с другой – эффективностью аос, зави-
сящей от активности антиоксидантных фер-
ментов и накопления низкомолекулярных ан-
тиоксидантов [синькевич и др., 2011]. низкие 
температуры могут как повышать, так и снижать 
активность аос, что зависит от вида растения 
(теплолюбивые виды, как правило, имеют более 
низкую антиоксидантную активность по срав-
нению с холодоустойчивыми), стадии его раз-
вития, продолжительности и интенсивности 
низкотемпературного воздействия, а также 
сопутствующих условий [лукаткин, 2002]. так, 
например, при гипотермии выявлено повыше-
ние активности сод в листьях картофеля, яч-
меня, овса и пшеницы [Demin et al., 2008; Радюк 
и др., 2009; Liu et al., 2013; Репкина и др., 2017], 
По – в листьях риса, ячменя, овса и араби-
допсиса [Радюк и др., 2009; Cui et al., 2013; Liu 
et al., 2013; Mutlu et al., 2013; синькевич и др., 

2016], Кат – в листьях пшеницы, овса и ячме-
ня [Yordanova, Popova, 2007; Радюк и др., 2009; 
Liu et al., 2013; Mutlu et al., 2013]. в то же время 
другими исследователями обнаружено сниже-
ние активности сод и По в листьях пшеницы 
и ячменя при действии низких температур [За-
госкина и др., 2011; Mutlu et al., 2013].

нами установлено влияние низкотемпера-
турного воздействия на активность Кат и гПо 
в листьях пшеницы. При этом выявлено как 
сходство, так и различие в ответной реакции 
этих ферментов на действие температуры 
4 °с. так, активность Кат в листьях пшеницы 
повышалась в первые двое сут закаливания, 
а в дальнейшем она снижалась, что, вероятно, 
связано с уменьшением количества ее субстра-
та (h2O2) к концу холодового закаливания, по-
скольку Кат, имея низкое сродство к h2O2, ак-
тивно работает лишь при достаточно высоком 
ее содержании [гарифзянов и др., 2011]. от-
меченное нами снижение активности Кат также 
могло быть связано с истощением пула фер-
мента при усиленном его расходовании на ути-
лизацию h2O2 на начальных этапах холодовой 
адаптации. Кроме того, уменьшение активности 
фермента к концу закаливания могло быть на-
правлено на повышение уровня h2O2, выполня-
ющей функции сигнальной молекулы [Blokhina 
et al., 2003] и участвующей в запуске адаптив-
ных реакций. в пользу этого свидетельствуют 
данные о том, что экзогенная обработка рас-
тений пшеницы h2O2 (или ингибирование Кат) 
приводит к активизации синтеза белков холодо-
вого шока [Колупаев, Карпец, 2009], участвую-
щих в повышении устойчивости к гипотермии.

Рис. 2. влияние низкой закаливающей температуры 4 °с на со-
держание перекиси водорода в листьях пшеницы
Fig. 2. Effect of low hardening temperature 4 °с on the of hydrogen 
peroxide content in wheat leaves
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Кроме Кат, которая задействована в ути-
лизации h2O2 в пероксисомах и глиоксисомах, 
в клетке функционируют другие ферменты, 
участвующие в этом процессе. К таким фер-
ментам относятся различные По, которые 
присутствуют практически во всех клеточных 
компартментах и обезвреживают h2O2 за счет 
окисления ею различных восстановителей 
[Колупаев и др., 2017]. Кроме того, По при-
надлежит важная роль в детоксикации ксено-
биотиков, катаболизме фитогормонов и поли-
меризации фенольных соединений с образова-
нием лигнина [сорокань и др., 2014]. выявлено 
также, что в отличие от Кат По (в частности, 
аскорбатпероксидаза (аПо)) имеет высокое 
сродство к h2O2 и способна нейтрализовать 
ее в очень низких концентрациях [гарифзянов 
и др., 2011].

в наших экспериментах воздействие низкой 
закаливающей температуры приводило к акти-
визации гПо в листьях пшеницы, однако в от-
личие от Кат активность гПо повышалась как 
в первые, так и в последующие часы гипотер-
мии. следовательно, можно предположить, что 
в начальный период действия низкой темпера-
туры в утилизации образующейся h2O2 участ-
вуют Кат и гПо, а в дальнейшем она нейтрали-
зуется за счет активизации гПо. Функциониро-
вание компенсаторного механизма активизации 
По при уменьшении каталазной активности ра-
нее показано на других видах растений. так, на-
пример, выявлено, что аПо в большей степени 
участвует в повышении устойчивости растений 
оливы к низким температурам по сравнению 
с Кат [Cansev et al., 2011]. в исследовании синь-
кевич с соавт. также установлено, что ключевую 
роль в защите растений арабидопсиса от инду-
цированного холодом накопления h2O2 играет 
гПо, активность которой при действии низкой 
температуры повышалась, в то время как актив-
ность Кат практически не изменялась [синьке-
вич и др., 2016].

в целом анализ динамики холодоустойчи-
вости, содержания Мда и h2O2, активности 
Кат и гПо при воздействии температуры 4 °с 
на растения озимой пшеницы показал, что 
в этом случае не происходит существенного 
развития окислительного стресса, поскольку 
активизация антиоксидантных ферментов пре-
пятствует накоплению h2O2, что способствует 
повышению холодоустойчивости растений.

Заключение

в ходе проведенных исследований установ-
лено, что воздействие низкой закаливающей 
температуры на проростки пшеницы вызывает 

усиление окислительного стресса в клетках 
растений. Это, в свою очередь, приводит к ак-
тивизации ферментативной аос, участвующей 
в детоксикации аФК. При этом на начальном 
этапе низкотемпературной адаптации актив-
ное участие в утилизации h2O2 принимают Кат 
и гПо, а на заключительном ведущая роль в ее 
нейтрализации принадлежит гПо. Повышение 
активности антиоксидантных ферментов при-
водит к снижению уровня h2O2 и Мда, что спо-
собствует повышению устойчивости растений 
пшеницы к низкой температуре.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (тема № 0221‑2017‑0051).
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