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В последние годы для биохимических исследований активно разрабатываются методы ультра-
быстрого хроматомасс-спектрометрического профилирования протеомов. Данные методы пред-
назначены для экспресс-мониторинга ответа клеток на биотический стимул, соотнесения моле-
кулярных изменений с биологическими процессами и изменениями фенотипа. Для повышения 
рентабельности сельского хозяйства внедряют новые биотехнологии, в том числе с применением 
наноматериалов. При этом необходимы комплексные испытания новых препаратов и исследо-
вание механизмов биотического действия на показатели всхожести, роста и развития растений. 
Целью данной работы являлась адаптация разработанного нами метода ультрабыстрой хромато-
масс-спектрометрии DirectMS1 для быстрого количественного профилирования молекулярных 
изменений в 7-дневных проростках пшеницы, возникающих в ответ на обработку семян препа-
ратами железа. Экспериментальный метод позволяет анализировать до 200 образцов в сутки, его 
практическая ценность заключается в возможности осуществлять протеомную экспресс-диа-
гностику биотического действия новых препаратов, в том числе и для нужд сельского хозяйства. 
При обработке семян препаратами, содержащими полимерный пленкообразователь (ПЭГ-400, 
Na-КМЦ, Na2-ЭДТА), наночастицы железа (II,  III) или сульфат железа  (II), показаны измене-
ния в процессах фотосинтеза, биосинтеза хлорофилла, порфирин- и тетрапиррол-содержащих 
соединений, расщепления глюкозы в тканях побегов и метаболизма полисахаридов в тканях кор-
ней. Наблюдения на уровне протеома согласуются с результатами морфометрии и подтверждены 
измерениями активности супероксиддисмутазы и микроэлементным анализом проросших семян 
и тканей побегов и корней 7-дневных проростков. Предложена характеристическая молекулярная 
сигнатура для определения регуляции процессов фотосинтеза и расщепления глюкозы на уровне 
белков. Такая сигнатура рассматривается в качестве потенциального маркера биотического эффек-
та обработки семян препаратами железа и будет подтверждаться дальнейшими исследованиями.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика растений, наночастицы, биоинформатика, масс-спектрометрия.

DOI: 10.31857/S032097252309018X, EDN: WUBPDY

Принятые сокращения: ГО – генные онтологии; НЧ – наночастицы; ПП – полимерный пленкообразователь; СОД – 
супероксиддисмутаза; FC  – кратное изменение концентрации белка (англ. Fold Сhange); FDR  – статистическая зна-
чимость с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга (англ. false discovery rate); 
p-value – статистическая значимость с корректировкой на множественные значения методом Бонферрони.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Последние разработки хроматомасс-спек-
трометрических методов для протеомных 

исследований направлены на решение двух 
основных проблем: сокращение времени ана-
лиза образцов и увеличение покрытия про-
теома [1–5]. Часовое хроматографическое 
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разделение и сбор масс-спектрометрических 
данных, подразумевающий последовательную 
изоляцию и фрагментацию пептидов, накла-
дывают существенные ограничения на произ-
водительность анализа (~10 образцов в сутки) 
и его чувствительность  (⅓ или  ¼ часть белок-
кодирующего генома, для которого половина 
белков идентифицирована по одному амино-
кислотному фрагменту из 10–15 аминокислот). 
Одним из возможных подходов к решению 
обозначенных проблем является использова-
ние коротких хроматографических градиен-
тов и измерение масс ионов пептидов без их 
фрагментации  [2]. На основе этих принципов 
нами был разработан метод DirectMS1, в кото-
ром реализуется 5-минутное хроматографиче-
ское разделение и регистрация масс-спектров 
пептидов с высоким разрешением  (120 000 
при отношении массы к заряду (m/z), равном 
200 томсон  (Th)), а белки идентифицируются 
непосредственно в пространстве поиска (m/z; 
хроматографическое время удерживания) с ис-
пользованием алгоритмов машинного обуче-
ния [6]. На  данный момент метод продемон-
стрировал возможность идентифицировать 
более 2000 белков протеома клеток человека в 
5-минутных анализах  [6] и высокую точность 
сравнительного количественного анализа, в 
том числе на примере клеточных моделей зло-
качественных заболеваний  [7]. Важным пре-
имуществом метода DirectMS1 является вы-
сокая производительность (~200  образцов в 
сутки) и высокое покрытие аминокислотных 
последовательностей идентифицированных 
белков (~10 фрагментов длиной 10–15 амино-
кислот на белок), что способствует более точ-
ным количественным оценкам по сравнению 
со стандартными подходами  [7]. Метод пред-
ставляется перспективным для протеомной 
экспресс-диагностики биоматериалов и может 
являться молекулярным базисом для контро-
ля биохимических процессов при проведе-
нии биологических экспериментов. В  данной 
работе DirectMS1 был впервые применен для 
протеомного анализа тканей растительного 
происхождения на примере лабораторного 
исследования эффектов от применения нано-
частиц железа (НЧ Fe) в составе биопрепарата 
для предпосевной обработки семян мягкой 
озимой пшеницы.

Озимая пшеница широко культивируется 
как ценный и основной продукт питания  [8]. 
Основными дестабилизирующими факторами 
в производстве озимой пшеницы являются 
неблагоприятные погодные условия, потери 
урожая от вредителей и болезней, отсутствие 
полноценного питания, обеспечивающего нор-

мальный рост и развитие растений. Для реше-
ния этих проблем в сельском хозяйстве актив-
но разрабатываются новые биотехнологии, в 
том числе на основе наноматериалов  [9]. Ос-
новные области применения нанотехнологий в 
растениеводстве включают использование на-
номатериалов на основе пестицидов для защи-
ты растений, создание наносенсоров для кон-
троля роста растений и разработку удобрений 
с учетом потребностей растений [10]. Эффект 
от применения наноматериалов зависит от 
многих факторов, включая вид элемента, его 
концентрации, физико-химических парамет-
ров наночастиц  (НЧ), биологических особен-
ностей растений, фазы роста, почвенных и 
геофизических характеристик произрастания 
культур [9]. Многочисленные обзоры по лабо-
раторным и полевым испытаниям наномате-
риалов в растениеводстве демонстрируют как 
положительное, так и отрицательное влия-
ние НЧ на рост и развитие различных культур, 
вплоть до проявления фитотоксичности [9, 11–
13]. Однако при тщательном исследовании кон-
центрационных зависимостей, учете особенно-
стей растения, фазы роста, элементного состава 
почв использование нанотехнологий способно 
обеспечить прогресс в защите растений [9].

Предпосевная обработка семян озимой 
пшеницы фунгицидами и стимуляторами роста 
является важным этапом ее производства [14]. 
Показано, что введение в препарат для обра-
ботки семян НЧ различных микроэлементов 
(TiO2, FeS2, CuO, коллоидного Ag, ZnO и  др.) 
также способствует увеличению всхожести и 
активному росту растений  [9, 15–16]. Наблю-
даемые эффекты, как правило, коррелируют 
с особенностями строения НЧ и их физико-
химическими характеристиками (размер, фа-
зовый и элементный состав). Применение 
наноматериалов рассматривается как способ 
адресной и контролируемой доставки микро-
элементов, необходимых для роста растений, 
соответственно, наиболее заметные эффекты 
можно ожидать в условиях, когда имеется не-
достаток макро- и микронутриентов. В  связи 
с этим, разрабатывая состав нанобиопрепа-
рата, необходимо учитывать не только свой-
ства НЧ, но и микроэлементный состав почвы, 
особенности сорта и потребность в отдельных 
микроэлементах. Так, например, дефицит в 
почве железа приводит к развитию хлороза, 
который проявляется в пожелтении и опада-
нии листьев, ухудшении состояния корневой 
системы, ослаблении роста растений и, как 
следствие, снижении урожая. Возникновение 
дефицита обусловлено тем, что биодоступной 
формой железа для растений является (Fe2+), 
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в то время как сельскохозяйственные почвы 
содержат железо в форме (Fe3+), которое тре-
бует либо химического восстановления, либо 
восстановления микробиотой почвы, либо фер-
ментативными системами самого растения. 
Для предотвращения хлороза сельскохозяй-
ственных растений применяют органические 
и минеральные удобрения, которые включают 
жизненно важные элементы, в том числе желе-
зо в ионной или хелатной формах. Было пока-
зано, что при корневой подкормке Capsicum 
annuum питательной средой с НЧ Fe в концен-
трации 0,05 мМ, содержащих α-Fe и магнетит 
FeO·Fe2O3, наблюдалось улучшение морфо-
метрических и физиологических показателей 
по сравнению с применением Fe2+ в концен-
трации 0,1 мМ  [17]. В  связи с этим имеются 
экспериментальные основания предполагать, 
что при дефиците железа такой состав НЧ  Fe 
может являться эффективным источником био-
доступных форм железа, однако механизм 
высвобождения микроэлемента остается пред-
метом дискуссии. Показано, что аккумуляция 
НЧ в тканях растений возможна и зависит от 
концентрации [17, 18]. Так, при корневой под-
кормке C. annuum питательной средой с НЧ Fe 
в концентрации 0,05 мМ единичные  НЧ на-
блюдались в наружных слоях клеток эпидер-
миса, а высокие концентрации НЧ  Fe (2 мМ) 
приводили к визуализации НЧ в клетках эпи-
дермиса и в эндодерме [17].

Разработка новых комплексных препа-
ратов требует наличия точных методик моле-
кулярной экспресс-диагностики, способных 
в короткие сроки оценить по совокупности 
маркеров перспективность состава. Так, на-
пример, литературные данные об исследова-
нии морфофизиологических характеристик и 
протеомного ответа зерновых культур на об-
работку НЧ  металлов в настоящий момент 
немногочисленны  [19, 20]. Имеются работы, 
в которых исследовали протеомный ответ на 
обработку НЧ различных металлов в тканях 
пшеницы (корнях и листьях). Нанопрепарат в 
лабораторных или тепличных условиях либо 
вносится в почву после прорастания, либо 
наносится на  зерна перед культивированием, 
либо на 5-дневные или 6-дневные проростки. 
Протеомный анализ разных сортов пшеницы, 
дополненный измерением морфометрических, 
физиологических показателей и ферментатив-
ной активности, показал, что при обработке 
препаратами НЧ различных металлов, как пра-
вило, наблюдается увеличение среднего ко-
личества зерен в колосе и массы 1000  зерен, 
увеличение содержания сахара, активности 
супероксиддисмутазы  (СОД), пероксидазы и 

каталазы, в то время как молекулярный ответ 
и регуляция белков, а также результаты мик-
роэлементного анализа зависят от сорта пше-
ницы, вида элемента и способа применения. 
Показано, что в первую очередь на молекуляр-
ном уровне использование наночастиц железа 
при обработке пшеницы влияло на регуляцию 
белков, вовлеченных в фотосинтез, метабо-
лизм белков  [14], гликолиз, разложение крах-
мала и цикл трикарбоновых кислот [21].

Метод ультрабыстрой хроматомасс-спек-
трометрической идентификации и количествен-
ного анализа протеомов (экспресс-протеоми-
ка) [1, 6, 7] дает возможность в короткие сроки 
оценить по совокупности маркеров результат 
применения нового препарата для предпосев-
ной обработки семян. В  данной работе была 
продемонстрирована применимость метода для 
полуколичественного профилирования про-
теомов растений. Также показано, что полу-
ченной информации достаточно для того, что-
бы составить воспроизводимый молекулярный 
портрет, характеризующий изменения проте-
омного отклика в растительных клетках спе-
цифично внешнему стимулу, и проанализиро-
вать корреляцию этих изменений с внешним 
воздействием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез наночастиц железа. НЧ Fe получали 
левитационно-струйным методом [22]. Желез-
ная проволока чистотой 99,8% и диаметром 
0,5 мм («Advent Research Materials  Ltd», Ан-
глия) подавалась в кварцевую трубку со скоро-
стью 5,88 г/ч к противоточному высокочастот-
ному (440 кГц) индуктору, где она плавилась 
и испарялась в потоке инертного газа (аргон 
высокой чистоты при давлении 0,2 атм и рас-
ходе газа 3000 см3/мин). Затем пар охлаждался, 
конденсировался в наночастицы и при темпе-
ратуре ниже 150 °С обрабатывался кислородом 
высокой чистоты (расход газа  – 118 см3/мин). 
Затем частицы охлаждали, упаковывали в кон-
тейнер и хранили при комнатных условиях до 
использования. Физико-химические свойства 
НЧ  Fe характеризовали методами рентгено-
фазового анализа  (РФА) и просвечивающей 
электронной микроскопии  (ПЭМ), согласно 
которым частицы имели сферическую форму 
со средним диаметром 55 нм, структура пред-
ставляла собой ядро из металлического желе-
за α-Fe (70,1% вес.) с оболочкой из магнетита 
FeO·Fe2O3 (29,9% вес), следовательно, массо-
вые доли Fe2+ и  Fe3+ в магнетите составляли 
приблизительно 24% и 48% соответственно.
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Обработка семян. Семена пшеницы 
(Triticum aestivum  L., сорт Таня, Националь-
ный зерновой центр им.  П.П. Лукьяненко, 
Краснодар, Россия) обрабатывали раствором 
химически чистого сульфата железа (II) («Хим-
мед», Россия) или суспензиями НЧ  Fe. Плен-
кообразующий раствор  А (0,56%  натриевой 
соли карбоксиметилцеллюлозы (Na-КМЦ); 
1,4% полиэтиленгликоля 400 (ПЭГ-400); 0,0037% 
динатриевой соли ЭДТА (Na2-ЭДТА) и раствор Б 
(водная суспензия НЧ  Fe или раствор  FeSO4) 
смешивали в соотношении 9/1  (v/v). Семена 
замачивали в смеси растворов А и Б (5 мл рас-
твора на 10 г семян) на 10 мин, откидывали на 
сито, давая стечь избытку раствора в течение 
10  мин, затем отправляли на проращивание. 
Контрольную группу семян обрабатывали рас-
твором  А и  водой, смешанными в соотноше-
нии 9/1  (v/v) без добавления железа. Вторым 
контролем были необработанные семена. 
Всего для проращивания было подготовлено 
5 групп (G1–G5) по 150 семян в каждой груп-
пе: G1 – необработанные семена; G2 – семе-
на, обработанные раствором А с водой; G3  – 
семена, обработанные суспензией НЧ Fe 10–5% 
в растворе А; G4 – семена, обработанные сус-
пензией НЧ Fe 10–7% в растворе А; G5 – семе-
на, обработанные FeSO4 10–7% в растворе А.

Проращивание семян. Семена проращива-
ли рулонным способом (ГОСТ 12038-84, РФ) в 
течение 7 дней. Пятьдесят семян располагали в 
линию на полоске стерилизованной фильтро-
вальной бумаги размером 10 × 100  см на рас-
стоянии 2–3 см от верхнего длинного края, на-
крывали влажной бумагой такого же размера, 
свободно скручивали и помещали вертикаль-
но в стерильные стаканы емкостью 0,5  литра. 
В  стаканы наливали 70 мл дистиллированной 
воды и помещали в термостат ТС-1/80 ЦП 
(«Смоленское СКТБ СПУ», Россия) при тем-
пературе 20 ° ± 1 °С на 7 суток.

Микроэлементный анализ. Концентрации 
химических элементов были проанализиро-
ваны в проросших семенах на третьи сутки 
(по  100  штук в каждой группе); в корнях 
(от  500  проростков в каждой группе)  – на 
7-е сутки прорастания; в зеленых ростках 
(от  500  проростков в каждой группе)  – на 7-е 
сутки прорастания. Всего для микроэлементного 
анализа было подготовлено 4  группы (G1, G2, 
G4 и G6) по 50 семян в каждой группе: G1 – не-
обработанные семена; G2 – семена, обработан-
ные раствором А с водой; G4 – семена, обрабо-
танные суспензией НЧ  Fe  10–7% в растворе А; 
G6 – семена, обработанные пленкообразовате-
лем с НЧ Fe 10–6%. Измерения были выполне-
ны ООО «Микронутриенты» (Россия) методом 

масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой на квадрупольном масс-спектрометре 
Nexion  300D («Perkin Elmer», США), образцы 
проанализированы в двух повторах.

Измерение активности супероксиддисму-
тазы. Активность  СОД была измерена при 
использовании гидроксиламинового метода 
(Hydroxylamine Method) с помощью коммер-
ческого набора Total Superoxide Dismutase 
(T-SOD) Activity Assay Kit («Elabscience Bio-
technology», США) в свежих тканях корней и 
побегов 7-дневных проростков пшеницы в не 
менее двух и не более четырех повторах. Всего 
для анализа активности СОД было подготовле-
но 5 групп (G1–G4 и G6) по 50 семян в каждой 
группе: G1 – необработанные семена; G2 – се-
мена, обработанные раствором А с водой; G3 – 
семена, обработанные суспензией НЧ Fe 10–5% 
в растворе А; G4 – семена, обработанные сус-
пензией НЧ Fe  10–7% в растворе  А; G6  – се-
мена, обработанные пленкообразователем с 
НЧ Fe  10–6%. Побеги и корни проростков за-
мораживали в жидком азоте и измельчали в 
криомельнице CryoMill M-400, («Retsch», Гер-
мания) (3 криоцикла: 30 с – 30 Гц/30 с – 5 Гц). 
К  навеске 200 мг размолотой ткани добавляли 
1 мл натрий-фосфатного буфера (pH 7,4) и ин-
кубировали при 30 °С в течение 30 мин. Затем 
смесь центрифугировали и отбирали супер-
натант, содержащий белки в нативной форме. 
Концентрации белков измеряли с помощью 
коммерческого набора Pierce BCA Protein Assay 
Kit («Thermo Scientific», Германия) и спектро-
фотометрии на SPECTROStar Omega microplate 
reader («BMG LABTECH», Германия).

Морфометрия. Семидневные проростки из-
влекали из рулонов и вручную измеряли длину 
побега, длину максимального корня и суммар-
ную длину всех корней у 50 растений, выбран-
ных случайным образом из каждой группы 
G1–G5. Статистический анализ выполнялся 
с помощью библиотеки функций SciPy языка 
программирования Python  [23]. Для опреде-
ления статистически значимых различий в 
средних значениях морфометрических пара-
метров использовался критерий Манна–Уит-
ни с поправкой Бонферрони, порог отбора: 
p-value < 0,05. Нормальность распределения 
данных определяли с помощью критерия Ша-
пиро–Уилка.

Экстракция и ферментативный гидролиз 
белков для протеомного анализа. На  7-е сутки 
проростки были заморожены в жидком азоте 
и подвержены диссекции на корни и  побеги. 
Для масс-спектрометрического анализа было 
подготовлено по  6  проб для каждой группы 
G1–G5 (2  технических повтора подготовки 
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проб × 3 биологических повтора). Биологичес-
ким повтором называем число бумажных ру-
лонов с семенами для проращивания. В  на-
шем случае в каждой группе было 3  рулона 
по  50  растений. Бумажный рулон с семенами 
рассматривается как сильно упрощенная лабо-
раторная модель поля. Для экстракции белков 
отдельно корни и отдельно побеги каждого 
биоповтора измельчили в криомельнице. Из по-
лученных гомогенатов приготовили навески 
по  200 мг. Аликвоты измельченной ткани ли-
зировали в растворе 50 мМ аммония бикарбо-
ната (pH 7,8), содержащем 8 М  мочевины и 
2%  натрия додецилсульфата, с использованием 
ультразвуковой гомогенизации (40%  амплиту-
да; 20 с  ВКЛ. × 10 с  ВЫКЛ.; 2 мин рабочего 
времени) («QSonica Q125», США). Осаждение 
белков выполняли с использованием хлоро-
форм-метанольной экстракции  [21]. Концен-
трации белков измеряли колориметрическим 
методом, основанным на Биуретовой реакции, 
используя набор Pierce («Thermo Scientific», 
Германия). Белковый осадок растворяли в 
50 мМ растворе аммония бикарбоната (pH 7,8); 
дисульфидные связи восстанавливали с помо-
щью 10 мМ  дитиотреитола и алкилировали с 
помощью 10 мМ  йодацетамида, затем обраба-
тывали в течение 18 ч трипсином («Promega», 
США; для ВЭЖХ-МС), добавленным в соот-
ношении 1/50 (w/v).

ВЭЖХ-МС1-анализ. Данные ВЭЖХ-МС1 
были получены с использованием масс-спек-
трометра Orbitrap Fusion Lumos, оснащенного 
интерфейсом FAIMS Pro («Thermo Scientific», 
США), в сочетании с нанопоточной системой 
ВЭЖХ UltiMate 3000 («Thermo Fisher Scientific», 
Германия). Короткие хроматографические гра-
диенты были реализованы, как описано ра-
нее  [6]. Для хроматографического разделения 
использовали предколонку μ-Precolumn  C18 
PepMap100 (неподвижная фаза диаметром 
5 мкм и размером поры 100 Å, внутренний диа-
метр – 300 мкм, длина – 5 мм («Thermo Fisher 
Scientific»)) и самодельную аналитическую ко-
лонку (неподвижная фаза Reprosil-Pur диа-
метром 3 мкм, внутренний диаметр  – 75 мкм, 
длина – 5 см). Подвижные фазы имели следую-
щий состав: (A)  – 0,1%  муравьиной кисло-
ты  (МК) в воде; (B)  – 80%  ацетонитрила и 
0,1% МК в воде. Для элюции пептидов исполь-
зовали градиент  В (5–35%) за 4,8 мин при 
скорости потока 1,5 мкл/мин. Общее время 
эксперимента, включая промывку колонки и 
уравновешивание, составляло 7,5 мин. Сбор 
данных выполнялся в режиме сбора только 
MS1-спектров в диапазоне 375–1500 m/z при 
разрешении 120 000 (m/z = 200 Th), максималь-

ном значении накопленного заряда (Automatic 
Gain Control, AGC) 4·105 и максимальном вре-
мени накопления заряда 50 мс. Гидролизаты, 
растворенные в фазе А, вводили в хроматограф 
в количестве 1 мкг.

Обработка протеомных данных. Для обра-
ботки данных ВЭЖХ-МС1 использовали про-
грамму ms1searchpy  [1] для идентификации 
и постпоисковой валидации белков. Поиск 
был выполнен с использованием канониче-
ской базы белков UniProt TrEMBL (организм 
T. aestivum, идентификатор  4565), соединен-
ной с базой заведомо ложных белков, создан-
ной путем случайной перестановки амино-
кислот в последовательностях белков из базы 
UniProt TrEMBL. Точность измерения массы 
иона в МС1 составляла ±8 ppm, пропущенные 
сайты гидролиза не допускались, все цистеины 
предполагались карбоксиамидометилирован-
ными. Список идентифицированных белков 
был отфильтрован до 5% ложноположительных 
идентификаций методом «target-decoy» [24]. 
Программы Diffacto [25] и DirectMS1Quant  [7] 
использовали для статистического анализа 
белков на основе интенсивностей ионов пеп-
тидов в масс-спектрах. Для результатов, по-
лученных с помощью программы  Diffacto, 
дифференциально регулированные белки отби-
рали согласно следующим критериям: FDR <
< 10–10 и |log2FC| ≥ 3,0 (сравнение побеги/кор-
ни); FDR < 5∙10–3 и  |log2FC| ≥ 1,32 (сравнение 
побеги/побеги и корни/корни), где FDR – зна-
чение p-value с корректировкой на множествен-
ные сравнения методом Бенджамини–Хохбер-
га [26], FC – кратное изменение концентрации 
белка. Для результатов, полученных с помощью 
DirectMS1Quant, дифференциально-регулиро-
ванными считались белки, удовлетворяющие 
|log2FC ≥ 3,0 и  FDR ≤ 0,05 (сравнение побеги/
корни); |log2FC| ≥ 0,6 и  FDR ≤ 0,05 (сравнение 
побеги/побеги и корни/корни). Визуализацию 
результатов количественного анализа выполня-
ли с помощью программы QRePS  [27], расчет 
метрики активности биологических процес-
сов, GO  Score, на основе протеомных данных 
выполняли, как описано ранее [27]. Аннотация 
функций белков была выполнена с использова-
нием DeepGOPlus [28]. Для анализа генных он-
тологий (ГО) с пользовательской базой аннота-
ций использовали программу GOATOOLS [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проростки из семян, обработанных 
НЧ Fe 10–5% в полимерном пленкообразователе, 
характеризовались уменьшением средней длины 
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стеблей и корней. На рис. 1, а, в и д показаны ре-
зультаты измерения длины стебля, длины мак-
симального корня и суммарной длины корней 
в контрольных группах (G1  – необработанное 
зерно, G2 – зерно, обработанное раствором А) 
и опытных группах растений (G3  – НЧ  Fe в 
концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe в 
концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в 
концентрации 10–7% в растворе А). Для началь-
ной оценки статистически значимых различий 
между группами был применен многомерный 
ранговый тест Краскела–Уоллиса без поправки 
на множественные сравнения. Тест показал, 
что медианы выборок отличаются (статисти-
ческая значимость: побеги  – pKW = 3,22·10–5; 
максимальный корень – pKW = 2,95·10–19; сумма 
корней  – pKW = 1,39·10–20). Далее было выпол-
нено попарное сравнение выборок с помощью 
рангового теста Манна–Уитни с поправкой на 
множественные сравнения методом Бонфер-
рони (рис. 1, б, г и е). Результаты попарного 
сравнения показали, что обработка зерна по-
лимерным пленкообразователем  (ПП) в соста-
ве ПЭГ-400, Na-КМЦ и Na2-ЭДТА привела к 
статистически значимому увеличению средней 
длины стебля, максимального корня и суммар-
ной длины корней по сравнению с необрабо-
танным зерном  (G1). Добавление FeSO4 в  ПП 
для обработки зерна не сказалось на измене-
нии длин стеблей и корней 7-дневных про-
ростков  (G5 по сравнению с контролем  G2). 
При этом обработка зерна суспензией НЧ  Fe 
в составе  ПП показала статистически значи-
мое уменьшение средней длины стебля, мак-
симального корня и суммарной длины корней 
(G3 и G4 по сравнению с контролем G2).

Молекулярная диагностика задержки роста 
проростков, по данным ультрабыстрой хрома-
томасс-спектрометрии DirectMS1. Определение 
маркерных процессов биотического действия 
препаратов железа. Маркерными будем назы-
вать обогащения воспроизводимо регистрируе-
мых биологических процессов, для которых, 
по возможности, наблюдается зависимость 
от концентрации железа в препарате и обога-
щение которого не зависит от метода анализа 
данных. В данной работе количественный ана-
лиз был выполнен двумя вычислительными ал-
горитмами: DirectMS1Quant [7] и Diffacto [25], 
чтобы убедиться в воспроизводимости резуль-
татов. DirectMS1Quant разработан специально 
для работы с данными ультрабыстрой хро-
матомасс-спектрометрии DirectMS1 и заре-
комендовал себя как точный метод оценки 
кратных изменений концентраций белков. Ал-
горитм Diffacto отличается высокой чувстви-
тельностью к изменениям в протеомах, но за 

счет более высокой доли ложноположительных 
результатов [30].

DirectMS1Quant: сравнение протеомов по-
бегов относительно корней. На  рис. 2 показа-
ны результаты сравнения протеомов побегов 
относительно корней 7-дневных проростков 
пшеницы из одной и той же опытной группы. 
Данное сравнение выявило существенные от-
личия в регуляции белков, что является зако-
номерным при сравнении тканей разных орга-
нов. Протеомные отличия между двумя типами 
тканей описывались дифференциальной регу-
ляцией примерно 700  белков. Среди белков с 
повышенной регуляцией были найдены шапе-
ронины, рибосомальные белки и АТP-синтазы 
хлоропластов, субъединицы митохондриальных 
АТP-синтаз, АТP-зависимые цинк-металлопро-
теазы, хлорофилл-связывающие белки, фак-
торы элонгации митохондрий и хлороплас-
тов, ферредоксины и многие другие. Белки с 
пониженной регуляцией были представлены 
альфа- и бета-амилазами, ингибиторами ами-
лаз, различными белками защитного ответа на 
патогены, пероксидазами и др.

Анализ ГО для белков с повышенной регу-
ляцией (log2FC ≥ 3 и  FDR < 0,05) не выявил 
зависимости обогащений биологических про-
цессов от состава препарата для обработ-
ки семян, в том числе от концентрации же-
леза  (рис. 3, а). Рис. 3, а показывает, что в 
побегах обогащены процессы, связанные с 
фотосинтезом, регуляцией активности  СОД, 
биосинтезом хлорофила, образованием соеди-
нений железа в комплексе с порфириновым 
(тетрапиррольным) кольцом из менее сложных 
предшественников, а также гликолиз и про-
цессы из цикла трикарбоновых кислот. Обра-
ботка семян препаратом с  FeSO4  (G5) соот-
ветствует наибольшим значениям GO  Score 
для процессов, связанных с фотосинтезом 
и регуляцией активности  СОД, образова-
нием хлорофила и соединений с порфирино-
вым/тетрапиррольным кольцом, однако при-
мерно на том же уровне это обогащение вид-
но и в контрольных группах (G1  и  G2). Для 
процессов, связанных с поглощением све-
та фотосистемами I и II, наибольшими зна-
чениями GO  Score характеризуется обработ-
ка НЧ Fe 10–5%  (G3) и необработанный кон-
троль (G1).

На рис. 3, б показаны биологические про-
цессы, обогащенные на белках, чья регуляция 
в корнях выше, чем в побегах (log2FC ≤ –3,0 
и FDR < 0,05 на рис. 2). Среди них можно выде-
лить группы процессов, связанные с ответом на 
токсичные вещества и метаболизм дисахари-
дов и полисахаридов (сахароза, крахмал и др.). 
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Рис. 1. Отличия морфометрических показателей (средние значения длины побега, длины максимального корня и сум-
марной длины корней) в 7-дневных проростках озимой пшеницы вследствие обработки препаратами железа. Сред-
ние значения и значения стандартных отклонений рассчитаны для значений из середины распределения, с 25-го 
по 75-й процентиль включительно (панели а, в и д). Статистический анализ выполняли с использованием критерия 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони, p-value (панели б, г и е). Обозначения: G1 – необработанное зерно; G2 – 
зерно, обработанное раствором А; G3 – НЧ Fe в концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe в концентрации 10–7% 
в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А
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Рис. 2. Диаграммы рассеивания для попарных сравнений протеомов 7-дневных проростков озимой пшеницы при об-
работке семян препаратами на основе наночастиц и сульфата железа (обработка данных методом DirectMS1Quant [7]). 
Дифференциально регулированные белки удовлетворяют критериям |log2FC| ≥ 3,0 и FDR < 0,05. Обозначения: G1 – 
необработанное зерно; G2  – зерно, обработанное раствором  А; G3  – НЧ  Fe в концентрации  10–5% в растворе  А; 
G4 – НЧ Fe в концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А; FDR – статисти-
ческая значимость с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга, рассчитанная 
DirectMS1Quant; FC  =  T/R, где FC  – кратное изменение количественного содержания белка в побегах  (T) относи-
тельно корней (R)



ПРОТЕОМНЫЙ ОТВЕТ ПШЕНИЦЫ НА ПРЕПАРАТЫ ЖЕЛЕЗА 1689

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Рис. 3. Результаты анализа обогащений биологических процессов при различных типах обработки семян для генов, 
кодирующих дифференциально регулированные белки (метод DirectMS1Quant): а – процессы, обогащенные в побе-
гах; б – процессы, обогащенные в корнях. GO Score =  log10(E) ×  |log10(FDR)|, где E – обогащение биологического 
процесса, FDR  – статистическая значимость обогащения с корректировкой на множественные сравнения методом 
Бенджамини–Хохберга



КУСАИНОВА и др.1690

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Рис. 4. Диаграммы рассеивания для попарных сравнений протеомов 7-дневных проростков озимой пшеницы при 
обработке семян препаратами на основе наночастиц и сульфата железа (обработка данных методом Diffacto). Диффе-
ренциально регулированные белки удовлетворяют критериям: FDR < 10–10 и |log2FC| ≥ 3,0. Обозначения: G1 – необра-
ботанное зерно; G2 – зерно, обработанное раствором А; G3 – НЧ Fe в концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe 
в концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А; FDR – статистическая значи-
мость (рассчитанно программой Diffacto [25]) с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–
Хохберга [26]; FC = T/R, где FC – кратное изменение количественного содержания белка в побегах (T) относительно 
корней (R)

Для обработки НЧ  Fe  10–5%  (G3) обогащение 
процесса, снижающего токсичность вещества 
(detoxification на рис. 3, б) оказалось на порядок 
выше, чем в контрольных группах (G1  и  G2). 
Кроме того, для этого процесса наблюдалась 
концентрационная зависимость от процент-
ного содержания железа в препарате от макси-
мальной к минимальной (НЧ 10–5%, соль 10–7%, 
НЧ  10–7%, 0%,  0%). По обогащению метабо-
лизма полисахаридов в опытных и контроль-
ных группах концентрационной зависимости 
не наблюдалось.

DirectMS1Quant: побеги и корни с обработ-
кой НЧ и сульфатом железа относительно необ-
работанного контроля. Попарное сравнение 
протеомов побегов, принадлежавших расте-
ниям из опытных групп  G2, G3, G4 и  G5, с 
контрольной группой  G1 показало полное 
отсутствие статистически значимых отличий 
(рис.  П1,  а–г в  Приложении). Малый отклик 
был зарегистрирован при сравнении протео-
мов корней из опытных групп G2, G3, G4 и G5 

с контрольной группой G1: 3↑ и 32↓ (G2/G1), 
9↓  (G3/G1), 7↓  (G4/G1), 55↑  и  8↓  (G5/G1), 
где ↑ и ↓ обозначают повышенную и понижен-
ную регуляцию соответственно (рис.  П1,  д–з 
в Приложении). Среди дифференциально регу-
лированных белков были представлены альфа- 
и бета-амилазы, субъединицы ингибиторов 
амилаз, регуляторы активности ферментов, 
пероксиредоксины, белки теплового шока и 
стресса. Анализ  ГО выявил обогащение ме-
таболизма дисахаридов и полисахаридов, в 
том числе крахмала, для белков с повышен-
ной регуляцией в сравнении G5/G1 и  G2/G1 
(рис. П1, и в Приложении). Данный результат 
может свидетельствовать о том, что отклик на 
предпосевную обработку препаратами железа 
в 7-дневных проростках достаточно слабый, 
чтобы при таком выборе относительного кон-
троля применяемый экспериментальный ком-
плекс (DirectMS1 [1]) или метод количествен-
ного анализа интенсивностей ионов пептидов 
(DirectMS1Quant  [7]) могли зарегистрировать 
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Рис. 5. Результаты анализа обогащений биологических процессов при различных типах обработки семян для генов, 
кодирующих дифференциально регулированные белки (метод Diffacto): а  - побеги, б - корни. GO Score = log10(E) × 
× |log10(FDR)|, где E – обогащение биологического процесса, FDR – статистическая значимость обогащения с кор-
ректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга
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изменения в числе молекул белков. По этой 
причине количественный анализ интенсивно-
стей также был выполнен более чувствитель-
ным методом: Diffacto [25].

Diffacto: сравнение протеомов побегов отно-
сительно корней. На  рис. 4 и  рис. 5 показаны 
результаты обработки данных ультрабыстрого 
хроматомасс-спектрометрического профилиро-
вания протеомов побегов относительно кор-
ней 7-дневных проростков пшеницы методом 
Diffacto. Диаграммы рассеивания, построен-
ные для попарных сравнений протеомов по-
бегов относительно корней 7-дневных про-
ростков пшеницы из одной и той же опытной 
группы (рис. 4), также показали существенную 
разницу в протеомах, что соответствует срав-
нению разных типов тканей. Анализ ГО для 
белков с log2FC ≥ 3,0 и  FDR < 10–10 показал 
обогащение таких же процессов, как и в слу-
чае с DirectMS1Quant: фотосинтез, регуляция 
активности СОД, синтез хлорофила и соедине-
ний с порфириновым/тетрапиррольным коль-
цом и др. (рис. 5, а). При этом топовые обога-
щения процессов, отсортированные по значе-
ниям GO  Score, совпадали для разных типов 
обработки семян (photosynthesis, regulation of 
superoxide dismutase activity, chlorophyll biosynthet-
ic process и др.). Вероятную зависимость от кон-
центрации железа можно отметить только для 
гликолиза и родственных ему процессов (G5 – 
FeSO4  10–7%, G4  – НЧ  10–7%, G2  – 0%, G1  – 
0%), однако для G3 – НЧ 10–5% обогащение не 
обнаружилось. При этом в группах с обработ-
кой НЧ Fe (G3 и G4) по сравнению с контроля-
ми (G2 и G1) и FeSO4 (G5) процессы фотосин-
теза имеют меньшие значения GO  Score, что 
трактуется, скорее, как «негативный» эффект.

На рис. 5, б показаны результаты анализа 
обогащений биологических процессов, в кото-
рые вовлечены белки, чья регуляция в корнях 
выше, чем в побегах (log2FC ≤ –3,0 на рис. 4). 
Здесь также, как и на  рис. 3, б, отметим вос-
производимость обогащения метаболизма поли-
сахаридов и ответа на токсичные вещества, для 
которого наблюдается зависимость от состава 
препарата и концентрации железа (НЧ  10–5%, 
НЧ 10–7%, 0%, FeSO4 10–7%, 0%).

Diffacto: сравнение протеомов побегов от-
носительно необработанного контроля. Срав-
нение протеомов побегов с помощью Diffacto 
выявило следующее число дифференциаль-
но регулированных белков: 21↑  (G2/G1), 35↑ 
и  23↓  (G4/G1), 213↑  и  48↓  (G5/G1), где  ↑ и  ↓ 
обозначают повышение и понижение относи-
тельной концентрации белков соответствен-
но (рис.  П2,  а–г в  Приложении). Анализ  ГО 
показал отсутствие пересекающихся обога-

щений между опытными и контрольными 
группами растений, а значения GO  Score у 
обогащений не превышали  20, что тракту-
ется как слабое обогащение, похожее на слу-
чайный шум (рис. П3, а и б в  Приложении). 
Единственным значимым обогащением может 
считаться защитный отклик в побегах груп-
пы  G5 на присутствие грамположительных 
бактерий (рис. П3, а в Приложении). В целом, 
данный результат хорошо согласуется с ре-
зультатами анализа методом DirectMS1Quant 
(рис. П2 в Приложении).

Diffacto: сравнение протеомов корней отно-
сительно необработанного контроля. Сравне-
ние протеомов корней выявило следующее 
число дифференциально регулированных бел-
ков: 54↑ и 83↓ (G2/G1), 169↑ и 291↓ (G3/G1), 
225↑  и  158↓  (G4/G1), 532↑  и  278↓  (G5/G1), 
где ↑ и ↓ обозначают повышенную и понижен-
ную регуляцию соответственно (рис. П2, д–з 
в Приложении). Анализ ГО на белках с повы-
шенной регуляцией показал для корней обо-
гащение биологических процессов, связанных 
с метаболизмом полисахаридов и дисахаридов 
(G4/G1, G5/G1 и  G3/G1), регуляцией актив-
ности эндопептидазы (G2/G1, G5/G1,  G4/G1) 
и ответом на воспаление и цитокины (G2/G1, 
G4/G1) (рис. П3, в в Приложении). На белках с 
пониженной регуляцией был зарегистрирован 
защитный отклик на бактерии и фосфорили-
рование белков (G3/G1) (рис. П3, г в Приложе-
нии). Данный результат согласуется с результа-
тами, представленными на рис. 3, б и рис. 5, б. 
При этом метаболизм полисахаридов в корнях 
может быть рассмотрен как маркер биотиче-
ского действия предпосевной обработки зерна 
препаратами железа в рамках введенных ранее 
определений. Отметим также, что, по совокуп-
ности полученных данных, ответ на токсичные 
вещества, наиболее ярко выраженный в группе 
с обработкой НЧ Fe 10–5% (рис. 3, б и рис. 5, б), 
может быть связан с прорастанием колоний 
микроорганизмов в субстрате для проращива-
ния семян, что требует дополнительных иссле-
дований.

Реакция на токсины в корнях подтвержда-
ется измерением активности СОД. Из протеом-
ных данных следует, что эффекты от обработки 
семян могут быть связаны с изменениями фер-
ментативных систем, участвующих в поддер-
жании окислительно-восстановительного ста-
туса клетки. Для независимого подтверждения 
этого наблюдения в побегах и корнях 7-днев-
ных проростков пшеницы была измерена ак-
тивность СОД, ферментного антиоксиданта, 
обеспечивающего защиту растения от пов-
реждающего действия активных форм кисло-
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Рис. 6. Активность СОД в свежих побегах и корнях 
7-дневных проростков пшеницы. Обозначения: G1  – 
необработанное зерно; G2  – зерно, обработанное рас-
твором  А; G3  – НЧ  Fe в концентрации  10–5% в раство-
ре  А; G4  – НЧ  Fe в концентрации  10–7% в растворе  А; 
G6 – НЧ Fe в концентрации 10–6% в растворе А. Актив-
ность  СОД (в  отн.  ед. на  мг белка) вычисляли, согласно 
рекомендациям производителя (T-SOD activity assay, 
«Elabscience»)

рода (АФК), которые, в том числе, образуются 
в результате работы фотосистем  I и  II и не-
благоприятных факторов окружающей среды. 
Измерения показали, что независимо от обра-
ботки семян активность СОД в корнях выше, 
чем в побегах, как минимум на один порядок. 
При этом в проростках, полученных из семян, 
обработанных ПП и  НЧ  Fe, активность  СОД 
увеличилась относительно необработанного 
контроля  G1 (побеги G2–G4; корни G2–G3 
на рис. 6). Снижение активности СОД по срав-
нению с контролем  G1 наблюдалось в тканях 
корней, проростков из семян, обработанных 
более низкими концентрациями НЧ  Fe  10–6% 
и НЧ Fe 10–7% (корни G4 и G6 на рис. 6).

По совокупности данных мы полагаем, что 
высокие значения активности СОД в корнях 
и разброс значений относительно контроль-
ной группы (отсутствие корреляции с типом 
обработки семян) могут быть связаны с окис-
лительным стрессом в корнях, который возник 
в результате действия неблагоприятных факто-
ров внешней среды.

Обработка семян препаратами с НЧ  Fe не 
влияла на содержание железа в растительных 
тканях. Сравнительный анализ концентраций 
микроэлементов в растительных тканях (про-
росшее зерно на третьи сутки, побеги и корни 
7-дневных проростков) показал, что с тече-
нием времени наблюдается увеличение содер-
жания микроэлементов (проанализировано 
25 элементов, в том числе железо) (табл. П1, а 
в  Приложении). По количественным показа-
телям такое накопление микроэлементов воз-

можно только из окружающей среды (субстрат, 
использованный для проращивания, и вода 
для полива) и не коррелирует с обработкой се-
мян. При сравнении разных типов обработки 
для одного и того же типа ткани (табл.  П1,  а 
в  Приложении) видно, что введение НЧ  Fe в 
полимерный пленкообразователь для обработ-
ки семян перед проращиванием не приводило 
к достоверному увеличению содержания железа 
по сравнению с необработанным контролем 
ни в проросших семенах, ни в побегах и кор-
нях 7-дневных проростков. Обратим внима-
ние, что средние концентрации микроэлемен-
тов Na, Pb, Cd, Co, Sn, Hg, As увеличились в 12 
и более раз в корнях по сравнению с содержа-
нием этих элементов в проросших семенах. 
Сравнение концентраций Pb, Cd и Hg (среднее 
по G1–G6 для каждого типа ткани) с гигиени-
ческими требованиями СанПин 2.3.2.1078-01 
(табл.  П1,  б в  Приложении) дает основание 
предполагать, что накопленные в корнях кон-
центрации токсичных элементов могли стать 
причиной окислительного стресса. Отметим, 
что это наблюдение коррелирует с высокими 
значениями активности  СОД, которые в кор-
нях на один порядок выше, чем в побегах, 
и с обогащением процессов детоксикации в 
корнях, согласно протеомным данным.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе был апробирован метод ультра-
быстрого хроматомасс-спектрометрического про-
филирования  [1, 6, 7] для количественного 
анализа протеомов растительных тканей. Объ-
ектами исследования были побеги и корни 
7-дневных проростков мягкой озимой пше-
ницы, семена которой были обработаны пе-
ред проращиванием препаратами наночастиц 
железа (II, III) или сульфата железа (II). В тка-
нях побегов была показана дифференциаль-
ная регуляция белков, вовлеченных в процес-
сы фотосинтеза, регуляции активности СОД, 
гликолиза, биосинтеза хлорофилла, а также 
процессов из цикла трикарбоновых кислот. 
Полученные результаты согласуются с ранее 
опубликованными данными. В  частности, в 
недавнем исследовании влияния наночастиц 
железа на рост побегов засухоустойчивых и 
солеустойчивых сортов было показано, что 
при однократном внесении в почву раствора 
наночастиц дифференциальная экспрессия 
белков в побегах обоих сортов в основном свя-
зана с фотосинтезом и зависела от сорта куль-
туры  [14]. Также было показано увеличение 
количества белков, связанных с деградацией 
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крахмала, гликолизом и циклом трикарбо-
новых кислот при корневой подкормке  [21]. 
По нашим данным, увеличение количества 
белков, вовлеченных в метаболизм дисахари-
дов и полисахаридов, в том числе крахмала, 
наблюдалось в тканях корней.

Результаты морфометрии показали, что 
группы с обработкой ПП, FeSO4  10–7% и 
НЧ Fe 10–7% характеризовались одинаковой 
средней длиной стебля и максимального кор-
ня по сравнению с необработанным контро-
лем и обработкой препаратом с НЧ  Fe  10–5% 
(рис.  1,  в–е). Соответственно, группа с обра-
боткой  ПП в среднем выросла лучше, чем не-
обработанный контроль, а добавление соеди-
нений железа в  ПП для обработки семян либо 
не сказывалось на росте растений (FeSO4 10–7% 
и  НЧ  Fe  10–7%), либо способствовало умень-
шению длины стеблей и корней (НЧ Fe 10–5%). 
Возможно, имеются другие причины, повли-
явшие на развитие проростков. Так, протеом-
ный анализ не выявил зависимость обогаще-
ния биологических процессов от содержания 
железа в составе препаратов, за исключением 
ответа на токсичные вещества в корнях. Однако 
остальные процессы регистрировались вос-
производимым образом (рис. 3, б и  рис. 5, б), 
что дает основание предположить наличие сла-
бых эффектов от обработки, на грани чув-
ствительности метода. Обработка семян пре-
паратами железа в составе  ПП потенциально 
способствует фотосинтезу, регуляции активно-
сти СОД и гликолизу в побегах и метаболизму 
дисахаридов и полисахаридов в корнях. Про-
теомный анализ также выявил, что при срав-
нении НЧ  Fe  10–5% относительно необрабо-
танного контроля наблюдался защитный ответ 
на присутствие микроорганизмов (рис. П3, д 
в  Приложении). Защитный ответ представ-
лен сигнатурой белков-гомологов, среди ко-
торых Powdery mildew resistance protein и Rx 
N-terminal domain-containing protein, контро-
лирующие распознавание патогенов и защит-
ный отклик на них. В группах с обработкой ПП 
и НЧ  Fe  10–7% при сравнении с необработан-
ным контролем наблюдался ответ на воспа-
ление, представленный сигнатурами авенин-
подобных белков, обладающих антигрибковой 
активностью  [31]. При этом защитный ответ 
на токсичные вещества сильнее всего был вы-
ражен в группах с обработкой НЧ Fe 10–5% 
и НЧ Fe 10–7%, что на данный момент не под-
дается однозначной трактовке и требует допол-
нительных экспериментов. Например, необхо-
димо сравнение с 7-дневными проростками из 
семян, подвергшихся обработке противогриб-
ковыми препаратами, так как не исключено, 

что малый эффект от обработки мог быть скрыт 
влиянием фитопатогенов. С этой точки зрения 
интерес также представляет протеомный ана-
лиз семян на третьи сутки прорастания, так 
как такой эксперимент даст представление о 
биологических процессах при прорастании 
корешка, когда с момента обработки семян 
пройдет меньше времени и будет минимизиро-
вано возможное влияние фитопатогенов, даже 
если полностью от них избавиться не удастся. 
Отметим, что измерения активности СОД под-
тверждают наличие в корнях окислительного 
стресса для всех контрольных и тестовых групп 
растений, а анализ общего содержания микро-
элементов в тканях растений выявил вероят-
ную контаминацию токсичными элементами 
(Cd, Pb, Hg среди наиболее вероятных канди-
датов) как еще одну возможную причину акти-
вации в корнях процессов детоксикации, пред-
ставленных гомологами пероксидаз.

Тем не менее воспроизводимое детекти-
рование белков, вовлеченных в обогащенные 
процессы, предполагает, что их можно исполь-
зовать в качестве молекулярных маркеров при 
тестировании новых составов препаратов для 
обработки семян, листовой и корневой под-
кормки. Мы проанализировали совокупно-
сти белков, на которых, по нашим данным, 
наблюдалось обогащение процессов фото-
синтеза, биосинтеза порфирин-содержащих 
соединений и хлорофилла, регуляции активно-
сти СОД, гликолиза, метаболизма полисахари-
дов и др. (табл. П2 в Приложении). Совокупно-
сти белков, зарегистрированные хотя бы в трех 
из пяти групп образцов, рассматриваются нами 
как потенциальная молекулярная сигнатура, 
по экспрессии которой возможно отслеживать 
влияние состава препарата на фотосинтез, гли-
колиз и регуляцию активности СОД в побегах 
(табл.  П2 в  Приложении). Также хотелось бы 
обратить внимание на белки, вовлеченные в 
процессы биосинтеза соединений с порфири-
новым/тетрапирольным кольцом. Обогаще-
нию данных процессов сопутствовало также 
обогащение процессов, связанных с биосинте-
зом гема (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/
GO:0006783). Биосинтез гема был зарегистри-
рован слабо, зависимости от концентрации же-
леза не наблюдалось (рис. 3, б), однако процесс 
имеет непосредственное отношение к составу 
испытываемых препаратов и может представ-
лять собой интерес. Терминальным ферментом 
пути биосинтеза гема является феррохелатаза, 
широко распространенная в природе, в том 
числе в хлоропластах и митохондриях выс-
ших растений (http://www.ebi.ac.uk/interpro/
entry/InterPro/IPR019772/) [32–34]. Фермент 
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катализирует присоединение двухвалентного 
железа в кольцо протопорфирина с образова-
нием протогема. Целенаправленное исследо-
вание активности феррохелатазы в зависимо-
сти от особенностей сорта злаковой культуры, 
условий роста и состава препарата для предпо-
севной обработки также представляется инте-
ресным направлением. В  дальнейших иссле-
дованиях планируется расширить коллекцию 
протеомных данных по различным сортам 
пшеницы и типам обработки семян, чтобы 
проверить и подтвердить результаты текуще-
го исследования, а также дополнить молеку-
лярные данные для биосинтеза хлорофилла, 
гема, тетрапиррол- и порфирин-содержащих 
соединений.

Метод ультрабыстрого протеомного про-
филирования DirectMS1 продемонстрировал 
высокий потенциал для молекулярной диа-
гностики процессов, происходящих в расти-
тельных тканях, включая не только влияние 
обработки препаратами, но и определение 
возможной контаминации. В  комбинации с 
другими методами исследования предложен-
ный подход является важным источником ин-
формации при исследовании молекулярных 
механизмов действия препаратов и факторов 
внешней среды на живые системы.
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ULTRA-FAST MASS SPECTROMETRY FOR PLANT BIOCHEMISTRY: 
PROTEOMICS RESPONSE OF WINTER WHEAT 

TO IRON PRE-SOWING TREATMENT

T. T. Kusainova1,2, D. D. Emekeeva1,2, E. M. Kazakova1,2, V. A. Gorshkov3, F. Kjeldsen3, 
M. L. Kuskov1, A. N. Zhigach1, I. P. Olkhovskaya1, O. A. Bogoslovskaya1, 

N. N. Glushchenko1, and I. A. Tarasova1*

1 V. L. Talrose Institute for Energy Problems of Chemical Physics, 
N. N. Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 

119334 Moscow, Russia
2 Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University), 

141701 Dolgoprudny, Moscow Region, Russia
3 Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, 

DK-5230 Odense M, Denmark

In recent years, ultrafast chromatography-mass spectrometry profiling of proteomes has been actively devel-
oped for biochemical studies. These methods are intended for fast/rapid monitoring of cell response to a biotic 
stimulus, correlation of molecular changes with biological processes and phenotype changes. To increase 
agricultural production, new biotechnologies are being introduced, including the use of nanomaterials. 
At the same time, thorough testing of new fertilizers and investigation of mechanisms of biotic effects on 
the germination, growth, and development of plants are required. The aim of this work was to adapt the 
method of ultrafast chromatography and mass spectrometry for rapid quantitative profiling of molecular 
changes in 7-day-old wheat seedlings that occur in response to pre-sowing seed treatment with iron com-
pounds. The experimental method is capable of analyzing up to 200 samples per day; its practical value lies 
in carrying out the proteomic express diagnostics of the biotic action of new treatments, including those for 
agricultural needs. The regulation of photosynthesis, biosynthesis of chlorophyll, porphyrin- and tetrapy-
rrole-containing compounds, glycolysis in shoot tissues, and polysaccharide metabolism in root tissues were 
shown after seed treatments with suspensions containing a polymeric film former (PEG-400, Na-CMC, 
Na2-EDTA), iron (II, III) nanoparticles or iron  (II) sulfate. Observations at the protein level were con-
sistent with the results of morphometry, measurements of superoxide dismutase activity and microelement 
analysis of 3-day-old germinated seeds and shoots and roots of 7-day-old seedlings. A characteristic molec-
ular signature has been proposed to determine the regulation of photosynthesis and glycolytic process at the 
protein level. Such a signature is considered as a potential marker of the biotic effect of seed treatment with 
iron compounds and will be confirmed by further studies.

Keywords: plant proteomics, nanoparticles, bioinformatics, mass spectrometry
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