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Изучено действие пероксидазы в зернах злаковых культур, находящихся в 
состоянии покоя и на начальных этапах прорастания. Показано, что перокси- 
даза может участвовать в поддержании жизнеспособности зерен в состоянии 
вынужденного покоя и испытывающих в этот период недостаток экзогенной 
воды. Кроме того, пероксидаза может участвовать в инициировании дыхания 
в начальный период прорастания зерен, когда их энергетические возможности 
резко понижены, что подтверждается наличием корреляции активности фер
мента со всхожестью зерен.
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Пероксидаза (ПО) (КФ 1.11.1.7) 
входит в состав антиоксидантной си
стемы (АОС) живых организмов [5, 
15]. Высокая активность фермента и 
широкая субстратная специфичность 
свидетельствует о ее разнообразной 
функциональной деятельности в клет
ках растений [1]. Пероксидаза способ
на катализировать реакции оксидаз- 
ного (1), пероксидазного (2) и окси- 
геназного (3) окисления. Субстратами 
фермента могут быть неорганические 
и органические соединения, окисляю
щиеся кислородом и перекисью водо
рода [8].

функции: 1) участвовать в процес
сах синтеза лигнина; 2) защищать 
клетки от действия активных форм 
кислорода; 3) обеспечивать защиту 
растений от различных патогенных 
бактерий; 4) регулировать активность 
функционально активных веществ; 
5) поддерживать окислительно-вос- 
становительный потенциал живых 
организмов; 6) регулировать концен
трацию перекиси водорода и др.

Семена растений, находящихся 
в состоянии вынужденного покоя, 
способны сохранять длительное вре
мя жизнеспособность [13]. При этом 
влажность зерновок должна быть бо
лее 5%, что позволяет поддержи
вать нормальное дыхание клеток 
и активность окислительно-восста- 
новительных ферментов. Последнее 
подтверждается окрашиванием кле
ток зародыша тетразолием. Однако 
при создании благоприятных условий 
(положительная температура, до
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В клетках растений пероксида
за способна выполнять следующие



ступность кислорода и воды) семена 
с жизнеспособным зародышем спо
собны прорастать. В инициировании 
прорастания зерновок участвуют раз
личные формы кислорода (Оа

-, Н2Оа, 
НО-, НОС1 и др.), активность которых 
регулируется компонентами анти- 
оксидантной системы. В состав АОС 
входят низко- и высокомолекулярные 
соединения, взаимосвязь между ко
торыми была показана в кинетиче
ских исследованиях [4, 9, 10].

Пероксидаза способна катализи
ровать реакции окисления различ
ных биологически активных соеди
нений (NADH, ИУК, аскорбиновая 
кислота, флавоноиды и др.), среди 
которых следует выделить антиок
сиданты (АО), соединения способные 
подавлять образование свободных ра
дикалов, ингибировать перекисное 
окисление липидов (ПОЛ). Таким об
разом, между пероксидазой и анти
оксидантами должна наблюдаться 
взаимная зависимость, которая, к со
жалению, недостаточно изучена.

Поэтому целью нашего исследова
ния было изучить роль пероксидазы 
в период покоя зерновок и на началь
ных этапах их прорастания.

Методика
Объектом исследования служили 

семена пшеницы (Triticum aestivum L.) 
и ячменя (Hordeum distichon L.) раз
личных сортов. Для индукции пере- 
кисного окисления липидов воз- 
душно-сухие семена с влажностью 
5~6% в открытых чашках Петри по
мещали под ртутно-кварцевую лампу 
БНП02-30-001УЗ,5, (Россия) с интен
сивностью облучения 30 Вт/м2, рас
положенной на расстоянии 25 см от 
семян.

Для анализа продуктов тиобар- 
битуровой кислоты (ТБК) и антиок
сидантов 1 г зерен или сырой массы 
проростков гомогенизировали в фар
форовой ступке с 3 мл 50%-го эта
нола, гомогенат центрифугировали 
10 мин при 7000 g. Супернатант для

исследования активности пероксида
зы получали аналогично, используя 
0,1 М Na-фосфатный буфер, pH 7,0.

Содержание малонового диальде
гида (МДА) исследовали по реакции с 
тиобарбитуровой кислотой (ТБК) при 
532 нм (е=155 мМ-1см-1 [3]) с нашими 
модификациями [14]. К 0,5 мл супер
натанта последовательно добавляли 
0,5 мл 1%-го раствора тритона Х-100, 
0,2 мл 0,6 М НС1 и 0,8 мл 0,06 М ТБК. 
Смесь нагревали на кипящей водя
ной бане 10 мин. Охлаждение прово
дили 30 мин при температуре 15°С. 
Для стабилизации окраски добавля
ли 0,2 мл 5 мМ трилона Б и 5-10 мл 
96%-го этанола. Контролем служила 
пробирка, в которую добавляли те 
же растворы, кроме ТБК. Содержа
ние МДА в проростках выражали в 
нмоль/г сухой массы. Анализ анти
оксидантов проводили по методике 
[12]. К 0,2 мл супернатанта последо
вательно добавляли 0,2 мл 0,5%-го 
о-фенантролина в 96%-м этаноле и 
0,2 мл 0,2%-го FeCL в 96%-м эта
ноле. Затем объем доводили до 3 мл в 
96%-м этаноле и выдерживали 
10 мин в темноте. Определение анти
оксидантов проводили по калибро
вочному графику, построенному для 
кверцетина. Количество антиокси
дантов, содержащихся в проростках, 
рассчитывали в мкг/г влажной массы. 
Определение содержания стероидных 
гликозидов (СГ) проводили по методи
ке [12]. Типичный эксперимент состоял 
в следующем. В опытную пробирку 
последовательно добавляли 1 мл су
пернатанта, 1,95 мл 50%-го этанола, 
0,05 мл 0,43 мМ пикриновой кислоты, 
0,5 мл 2,7 М NaOH. Образовавшийся 
творожистый осадок удаляли центри
фугированием (10 мин при 7000 g). 
Полученный прозрачный супернатант 
спектрофотометрировали при 490 нм. 
В качестве контроля использовали 
растворы, которые исключали фоно
вое поглощение опытных растворов. 
Содержание сердечных гликозидов 
рассчитывали в мг/100 г сухой массы.
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Определение содержания аскорбино
вой кислоты (АК) проводили по мето
дике [11]. В опытную пробирку после
довательно вносили 1 мл фильтра
та; 2,8 мл 0,1 М цитратного буфера 
pH 3,69; 0,05 мл 0,03 М K3[Fe(CN)e]; 
0,05 мл 0,476 М NaF; 0,1 мл 0,074 М 
FeCI3. Смесь выдерживали в тече
ние 5 мин, после чего спектрофото- 
метрировали при 700 нм. В качестве 
контроля использовали растворы, 
которые исключали фоновое поглоще
ние опытных растворов. Содержание 
аскорбиновой кислоты рассчитывали 
в мг/100 г сухой массы. Активность 
пероксидазы определяли при 22°С по 
начальной скорости окисления в их 
присутствии о-дианизидина переки
сью водорода [7]. К 2,5 мл 0,1 М Na- 
фосфатного буфера (pH 7,0) добав
ляли 0,2 мл раствора супернатанта и 
0,1 мл 0,43 мМ раствора о-дианизидина 
в 96%-м этаноле. Реакцию иницииро
вали введением 0,1 мл 16 мМ переки
си водорода. Увеличение поглощения 
раствора регистрировали при 460 нм 
(е=30 мМ-1см-1 [7]) для продукта окис
ления о-дианизидина, после быстрого 
перемешивания реагентов. За едини
цу активности фермента принимали 
количество о-дианизидина (мкмоль), 
окисленного за 1 мин 1 г сухой (влаж
ной) массы.

Спектрофотометрические иссле
дования проводили на двухлучевом 
спектрофотометре DMS 100 S фирмы 
«Varian» (США). Контрольные и опыт
ные (после УФ облучения)семена вна
чале замачивали в дистиллированной 
воде 24 ч, а затем проращивали на 
фильтровальной бумаге в чашках Пе
три при 23С на свету, смачивая их 
дистиллированной водой (10 мл на 
чашку Петри). Количество семян в 
одной чашке — 100, число повторно
стей в каждом варианте — 4, число 
опытов 4. Жизнеспособность зерновок 
определяли тетразолиевым методом.

В работе использовали о-фенан- 
тролин фирмы «Serva» (Германия), 
ТБК — о.с.ч.(Реахим), тритон Х-100 —

препарат фирмы «Ferak Berlin» (Гер
мания), этанол очищали перегонкой, 
о-дианизидин марки ч. очищали воз
гонкой в вакууме, перекись водоро
да — 30%-й водный раствор, ос. ч.

В таблицах приведены средние 
значения и их стандартные ошибки, 
полученные из четырех отдельных 
опытов, каждый из которых состоял 
из четырех повторностей (чашек Пе
три), ошибку средней рассчитывали 
по методике [6]. Различия обсуждали 
при уровне значимости Р<0,05.

Результаты
На рисунке 1 показана динамика 

накопления малонового диальдегида 
и содержание антиоксидантов в за
родыше, щитке и эндосперме в про
цессе набухания зерновок пшеницы 
в дистиллированной воде. В течение 
24 ч набухания в различных частях 
семени отмечается плавное возраста
ние уровня антиокислительной актив
ности (АОА) в эндосперме в 3,3 раза, 
зародыше — 2,7 раза, а в щитке от
мечается понижение антиоксидантной 
активности на 22-35% (рис. 1 а). Хотя 
АОА щитка была в начале набухания 
выше в 12 раз, чем в эндосперме, и в 
2 раза, чем в зародыше. Повышенная 
АОА в эндосперме и зародыше обе
спечивается возрастанием содержа
ния антиоксидантов, способных пода
влять свободнорадикальные процес
сы, что проявляется в своеобразной 
динамике ПОЛ в этих частях семени. 
Причем уровень ПОЛ находится в 
обратной зависимости и возрастает в 
эндосперме в 2,2 раза, зародыше — 
в 3,3 раза, с резким увеличением в 
щитке в 7,2 раза (рис. 1 б). Из при
веденных данных видно, что наибо
лее активно деструктивные процессы 
протекают в щитке семени пшеницы, 
что, возможно, имеет важное биоло
гическое значение в пусковом меха
низме при выходе зерновок из состо
яния покоя. Можно предположить, 
что активация ПОЛ в щитке приво
дит к нарушению структуры его мем
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Время набухания зерновок, ч

Рис. 1. Динамика накопления антиоксидантов (а) и малонового диальдегида (б) 
и в эндосперме (1), зародыше (2) и щитке (3) семян пшеницы сорта Приленская 19 

от времени набухания (t23°C; среда набухания—дистиллированная вода)

бран, вследствие этого создается воз
можность поступления из эндосперма 
веществ, повышающих ростовую ак
тивность зародыша.

Поскольку нас интересовало со
держание продуктов ТБК и антиок
сидантов в первые дни прорастания 
зерновок, когда только начинает

25



формироваться корневая система и 
надземная часть проростка растения, 
то показатели ПОЛ и АО определяли 
суммарно в проростке, корнях и эн
досперме (рис. 2). Из рисунка 2 видно, 
что содержание МДА и антиоксидан
тов в проростках в процессе прорас
тания зерновок различается. Нако
пление антиоксидантов в проростках 
происходит значительно медленнее, 
чем увеличение содержания продук
тов ТБК. В первые пять дней прорас
тания проростка перекисное окисле
ние липидов возрастает в 7 раз, а со
держание антиоксидантов увеличива
ется всего в 2-2,5 раза. Плавное воз
растание содержания антиоксидан
тов, возможно, связано с тем, что 
на начальных этапах прорастания 
проростков активность ПОЛ в них 
подавляется за счет резервного коли

чества АО, которые накапливаются в 
зерновках в период их формирования 
осенью. Синтез новых антиоксидантов 
требует больших энергетических за
трат, которые возможны только при 
активной работе фотосинтетического 
аппарата проростка, что возможно 
только в более поздние сроки.

Кроме того, исследована динами
ка ПОЛ и содержание антиоксидан
тов в проростках пшеницы на 4-7-й 
день их проращивания. Количество 
МДА и антиоксидантов в зеленых се
мядолях колебалось в пределах 100— 
284 и 68-159%, корнях — 87-100 и 
38-117, а в эндосперме — 100-174 и 
65-100% соответственно. Значения 
малонового диальдегида в эндосперме 
и корнях проростков пшеницы раз
личаются незначительно, в пределах 
26,3-45,7 и 46,6-53,5 нмоль/г сухой

Время прорастания, сут.

Рис. 2. Изменение содержания малонового диальдегида (1) и антиоксидантов (2) 
в проростках пшеницы сорта Приленская 19
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массы соответственно, тогда как в зе
леных семядолях концентрация МДА 
в 4-15 раз выше и колебалось в диа
пазоне от 219 до 623 нмоль/г сухой 
массы. Содержание антиоксидантов в 
эндосперме — 0,379-0,579, корнях — 
0,65-1,98, зеленых семядолях — 
2,06-4,79 мг/г сухой массы. Показано, 
что изменение концентрации малоно
вого диальдегида в проростках всег
да находится в обратной зависимости 
от содержания в них антиоксидантов. 
Причем скорость ПОЛ, определяемая 
в различных частях растения (зеле
ных семядолях, корнях и эндосперме 
зерна), различна. Наиболее высокий 
уровень ПОЛ и антиоксидантов на
блюдается в надземной части про
ростков, а затем по убывающей в 
корнях и эндосперме.

Возрастание уровня ПОЛ и содер
жания АО свидетельствует о том, 
что на начальных этапах прораста
ния зерновок повышается дыхатель

ная активность митохондрий, в дея
тельности которых принимают уча
стие окислительно-восстановительные 
ферменты. Поэтому мы изучили ак
тивность пероксидазы в различных 
частях проростков в первые дни про
растания (рис. 3). Видно, что в течение 
6 сут. активность пероксидазы в над
земной части проростков возрастала 
в 1,5-2,0, а в корнях — в 12-14 раз 
по сравнению с покоящимися зернов
ками (табл. 1).

Повышение активности перокси
дазы свидетельствует о важной роли 
фермента в процессе прорастания 
зерновок злаковых культур, выпол
няющего, по-видимому, на началь
ных этапах роль инициатора дыха
тельной активности митохондрий.

Подтверждением выдвинутых 
предположений служат данные по 
активности пероксидазы у зерновок 
пшеницы разных сроков хранения 
(табл. 2). Видно, что значения актив-

Время после прорастания, сут.

Рис. 3. Активность пероксидазы корней (1), зерновок (2), побегов зерновок (3) 
пшеницы сорта Якутянка 224 в зависимости от времени прорастания

27



Т а б л и ц а  1
Активность пероксидазы (мкмоль/мин г) 

в жизнеспособных прорастающих 
и находящихся в состоянии покоя 

зерновках пшеницы сорта 
Скороспелка улучшенная

Т а б л и ц а  2
Физиологические показатели 

и активность пероксидазы (мкмоль/мин • г) 
зерновок пшеницы сорта Скороспелка 

улучшенная в зависимости 
от сроков сбора урожая

ности пероксидазы преимущественно 
коррелируют с показателями всхоже
сти зерновок пшеницы, играя важ
ную роль в поддержании их жизне
способности.

Субстратами пероксидазы мо
гут быть антиоксиданты, в частно
сти, дигидрокверцетин, кверцетин 
и аскорбиновая кислота. Последняя 
способна окисляться как в оксидаз- 
ных, так и пероксидазных реакциях, 
катализируемых пероксидазой. Ре
гулировать протекание этих реакций 
могут стероидные гликозиды, кото
рые хотя и не являются субстратами 
фермента, но оказывают влияние на 
скорость окисления медленно окис
ляемых субстратов, превращая их в 
быстро окисляемые. Поэтому было 
изучено содержание СГ и АК в заро
дыше и эндосперме зерновок ячменя и 
пшеницы сорта Якутянка 224 (табл. 3). 
Показано, что в эндосперме зерновок 
ячменя со всхожестью 76% СГ и АК 
содержится больше на 30 и 37% со
ответственно, чем в зародыше. Тогда 
как в эндосперме зерновок пшеницы 
с лабораторной всхожестью 28%, но 
высокой жизнеспособностью (86%) 
стероидов содержится на 20, а АК на 
30% меньше, чем в зародыше.

Эти изменения служат подтверж
дением того, что содержание и состав 
функционально активных соединений 
эндосперма может оказывать влия
ния на интенсивность метаболических 
процессов в зародыше. Понижение 
концентрации СГ и АК в эндосперме 
приводит к замедлению процессов де
ления и роста клеток зародыша. Это 
условие реализуется на начальных 
этапах развития, когда автономность 
зародыша, отражающая его неза
висимость развития от окружающих 
тканей и проявляющаяся в способ

Т а б л и ц а  3
Содержание стероидных гликозидов и аскорбиновой кислоты (мг/кг сухой массы) 

в эндосперме и зародыше зерновок ячменя 
и пшеницы (зерновки замачивали 17 ч в воде)
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ности нормально развиваться вне 
материнского организма, еще очень 
слабо выражена и эндогенные функ
ционально активные вещества эндо
сперма лимитируют дифференциа
цию и рост клеток [2]. Для подтверж
дения высказанных предположений 
мы исследовали экзогенное влияние 
СГ на выход зерновок из состояния 
гипобиоза и рост проростков. Замачи
вание и проращивание зерновок про
водили в водных растворах строфан
тина G 0,025-250 мкг/мл. Показано, 
что строфантин может избирательно 
влиять на всхожесть и рост вегета
тивной массы проростков. Высокие 
концентрации строфантина G оказы
вают сильное угнетающее действие на 
всхожесть зерновок овса независимо 
от условий замачивания и проращи
вания. Тогда как эти же концентрации 
строфантина G на семена ячменя и 
пшеницы сортов Скороспелка и Яку
тянка 224 оказывают стимулирующее 
действие. Малые дозы строфантина 
G (2,5-0,025 мкг/мл) на семена всех 
видов оказывали преимущественно 
стимулирующее действие, всхожесть 
повышалась на 15-30%, вегетативная 
масса проростков увеличивалась на 
20-25%. Причем следует отметить, 
что как ингибирующий, так и акти

вирующий эффекты строфантина G 
проявляются особенно сильно при 
предварительном замачивании зер
новок в растворе. Для зерновок овса 
при замачивании и проращивании в 
растворе строфантина G отмечает
ся ингибирующий эффект, который 
аддитивно возрастает, если эти два 
действия производятся последова
тельно. Активация всхожести зерно
вок малыми дозами строфантина G 
наблюдалась в основном, если семена 
проращивали в растворе.

Подтверждением участия АК в ре
гулировании покоя зерновок являются 
выполненные нами исследования эн
догенного содержания АК в зерновках 
пшеницы до и после замачивания их 
в воде (табл. 4). Показано, что содер
жание АК в непроросших зерновках 
пшеницы на протяжении всего срока 
прорастания сохраняется на доста
точно высоком уровней в 1,5—1,8 раз 
выше, чем в сухих зерновках. Отме
чается явная тенденция к снижению 
содержания АК в проклюнувшихся 
зерновках и в проростках пшеницы 
по сравнению с уровнем этих анти
оксидантов в непроросших зерновках. 
На четвертые сутки прорастания в 
надземной части и корнях проростков 
пшеницы уровень АК снижается в

Т а б л и ц а  4
Содержание аскорбиновой кислоты (числитель — мг/100 г сухой массы, знаменатель — %) 

в зерновках и проростках пшеницы сорта Омская 12 во время прорастания
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4 раза. Эти изменения в содержании 
АК могут служить подтверждением 
участия эндогенных антиоксидантов 
в формировании механизмов покоя 
зерновок пшеницы.

Еще одним доказательством уча
стия АО в формировании механиз
мов покоя у зерновок пшеницы могут 
служить данные о пребывании зер
новок в условиях повышенной влаж
ности. Из таблицы 5 видно, что пре
бывание зерновок пшеницы в тече
ние 1—4 сут. в воде или растворах 
этанола и строфантина G приводит 
к резкому снижению их всхожести 
до 9~22%. При этом в зернах отме
чается повышение содержания АО 
в 1,7-2,2 раза, с одновременным по
нижением пероксидазной активности 
на 28-36%. Предварительное УФ-об-

Заключение

Проведенные исследования позволи
ли установить, что пероксидаза может 
участвовать в поддержании жизнеспо
собности зерновок злаковых культур, 
находящихся в состоянии вынужденно
го покоя и испытывающих в этот пе

риод недостаток экзогенной воды. Фер
мент способен катализировать реакции 
последовательного восстановления кис
лорода до воды и за счет этого воспол
няя потребности зародыша в воде:
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лучение зерновок пшеницы прово
цирует в них протекание свободно
радикальных процессов, поэтому в 
ответ на действующий фактор в зер
новках содержание АО может возрас
тать в 2-3 раза, особенно это про
является после 15 мин УФ облучения. 
Полученные данные свидетельствуют 
о том, что пероксидаза способна вы
полнять роль инициатора процессов 
прорастания зерновок, поскольку для 
углубления покоя зерновок требуется 
понижение пероксидазной активно
сти, что, по-видимому, достигается 
за счет увеличения содержания АО. 
Эти данные наглядно показывают 
взаимосвязь между пероксидазной 
активностью и содержанием АО при 
реализации механизмов формирова
ния покоя зерновок.

Т а б л и ц а  5
Содержание антиоксидантов, активность пероксидазы и всхожесть зерен пшеницы 

сорта Омская 12 в зависимости от времени их замачивания в воде, 
в растворах этанола и строфантина G. (УФ облучению подвергали семена 

с влажностью 8% перед их замачиванием в воде)



Однако для реализации этой функ
ции в каталитическом процессе расхо
дуется пластический материал клеток 
растений. Поэтому в реакциях восста
новления кислорода могут использо
ваться различные органические соеди
нения с целью реализации возможности 
широкой субстратной специфичности

пероксидазы. Кроме того, пероксидаза 
может участвовать в инициировании 
дыхания в начальный период прорас
тания зерновок, когда энергетические 
возможности зерновок резко снижены, 
что подтверждается наличием корре
ляции активности фермента со всхо
жестью зерновок.
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SUMMARY
The effect of peroxidase in grains of cereals which are in dormancy condition 

and at the initial stages of germination is studied. It has been found that peroxidase 
can take part in maintenance of viability of grains in condition of compelled 
dormancy. Also peroxidase can participate in initiation of breath at an initial stage 
of germination of grains when their power opportunities are sharply lowered which 
proves true presence of correlation of enzyme activity with germination.

Key words: peroxidase, antioxidants, grain crops, dormancy of seeds.
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