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Впервые методом высокоэффективной жидкостной хроматографии исследованы состав и содержа-
ние основных компонентов фенольного комплекса надземных органов растений гречихи (Fagopy-
rum esculentum Moench) с различным уровнем плоидности (2n и 4n) на начальных этапах онтогенеза
и их изменениях при действии кадмия (Cd; 65 мкМ). Фенольные соединения (ФС) во всех вариан-
тах были представлены хлорогеновой кислотой (фенилпропаноид), рутином (флавонол), а также
ориентином, изоориентином, витексином и изовитексином (флавоны). Их количество в семядоль-
ных листьях в большинстве случаев превышало таковое в гипокотилях. Для проростков гречихи тет-
раплоидного генотипа характерно более высокое накопление ФС по сравнению с диплоидным.
При действии Cd содержание отдельных их представителей изменялось: в гипокотилях диплоидно-
го генотипа оно в большинстве случаев снижалось, а у тетраплоидного – возрастало, тогда как в се-
мядольных листьях – тенденция была противоположной. Установлено, что проростки двух геноти-
пов F. esculentum с различным уровнем плоидности отличались по содержанию основных ФС и от-
ветной реакции на действие Cd, что имеет важное значение для селекции этой культуры в
отношении стресс-устойчивости.
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Фенольные соединения (ФС) представляют
собой одни из наиболее распространенных вто-
ричных метаболитов растений, для которых ха-
рактерна высокая антиоксидантная активность
[1]. Они имеют важное значение при защите рас-
тительных клеток от активных форм кислорода
(АФК), количество которых повышается при
стрессовых воздействиях, и “дополняют” дей-
ствие высокомолекулярных ферментов-антиок-
сидантов [2].

К наиболее агрессивным стрессорам в биосфе-
ре относятся тяжелые металлы, в том числе широ-
ко распространенный и высокотоксичный кад-
мий (Cd) [3]. Он влияет на рост растений, изменя-
ет их физиолого-биохимические характеристики,
снижает качество сельскохозяйственной продук-
ции, а также наносит вред здоровью человека в
связи с поступлением в пищевые цепи. Известно,
что Cd вызывает повреждение мембран, наруша-
ет транспорт электронов, ингибирует/активирует
ферменты, влияет на структуру ДНК и приводит
к другим метаболическим изменениям [4]. Не-
смотря на все это, растения сохраняют жизнеспо-
собность, в том числе и за счет накопления анти-
оксидантов фенольной природы [5, 6]. Предпола-
гают, что эти вторичные метаболиты могут
выступать в качестве биомаркеров воздействия на
них металлов.

К числу важнейших культур промышленного
использования во многих странах мира относится
гречиха посевная (Fagopyrum esculentum). Для нее
характерно накопление ФС, преимущественно
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флавоноидов – веществ с высокой антиоксидант-
ной активностью [7]. Литературные данные сви-
детельствуют об ее высокой устойчивости к дей-
ствию алюминия [8], способности к накоплению
свинца [9], но крайне мало данных о влиянии на
нее Cd [10, 11].

Одной из характерных особенностей расти-
тельных организмов является уровень их плоид-
ности [12]. Предполагается, что при его повыше-
нии может отмечаться более выраженная устой-
чивость растений к действию неблагоприятных
факторов окружающей среды. В некоторых слу-
чаях это сопровождалось накоплением в тканях
ФС [13]. Однако до сих пор ясности в этом вопро-
се нет.

В настоящей работе представлены приоритет-
ные данные, полученные методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии, о составе и
содержании основных компонентов фенольного
комплекса надземных органов проростков гречи-
хи с различным уровнем плоидности (2n и 4n),
выращенных в стандартных условиях и в присут-
ствии Cd. Впервые выявлено более высокое на-
копление ФС у тетраплоидного генотипа этой
культуры по сравнению с диплоидным. Получе-
ны новые данные о влиянии Cd на содержание

фенольных биоантиоксидантов в ценной сель-
скохозяйственной культуре гречихи.

Исследования проводили на проростках гре-
чихи посевной (F. esculentum Moench) с различ-
ным уровнем плоидности, используя для этого
сорта Девятка (2n = 16) и Большевик 4 (4n = 32).
Их выращивали рулонным способом в течение
14 дней на воде (контроль) или водном растворе
Сd(NO3)2 (концентрация 65 мкМ была подобрана
в предварительных экспериментах, не вызывала
гибели проростков) при +24°С и 16-час. фотопе-
риоде (5000 люкс).

Состав и содержание ФС определяли методом
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) [14]. Гипокотили и семядольные ли-
стья проростков гречихи экстрагировали 96% эта-
нолом (45°С, 45 мин). Гомогенат центрифугиро-
вали (18000 g/мин, 2 мин), надосадочную
жидкость отделяли и анализировали с использо-
ванием системы Agilent Technologies (модель
1100). Хроматограф укомплектован проточным
вакуумным дегазатором G1379А, 4-канальным
насосом градиента низкого давления G13111А, ав-
томатическим инжектором G1313А, термостатом
колонок G13116А, диодноматричным детектором
G1316A и флуоресцентным детектором G1315B.

Рис. 1. ВЭЖХ хроматограммы этанольных экстрактов гипокотилей (а) и семядольных листьев (б) проростков гречихи
(Base Peak Chromatogram, 350 нм). По оси абсцисс – время удерживания, мин; по оси ординат – сигнал детектора, еди-
ницы оптической плотности. Основные фенольные соединения: хлорогеновая кислота (1), ориентин (2), изоориентин
(3), витексин (4), изовитексин (5), рутин (6).
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Для разделения ФС применяли хроматографи-
ческую колонку “ZORBAX” SB-C18 (2.1 × 150 мм),
заполненную силикагелем с привитой октаде-
цилсилильной фазой зернением 3.5 мкм. Состав
элюента: раствор А – метанол, раствор В – 0.6%-
ный водный раствор трифторуксусной кислоты.
Хроматографирование проводили в градиентном
режиме. Состав элюента изменялся по следую-
щей схеме (по содержанию компонента В): 0 мин –
8%; 0–8 мин – 8–38%; 8–24 мин – 38–100%; 24–
30 мин – 100%. Скорость потока элюента –
0.25 мл/мин. Объем вводимой пробы – 1 мкл.
Хроматограммы регистрировали при 280 нм (для
хлорогеновой кислоты) и 350 нм (для флавонои-
дов). Идентификацию ФС производили путем
сравнения их спектральных характеристик и вре-
мени удерживания с аналогичными характери-
стиками стандартов. Спектральные характери-
стики отдельных веществ получали с использова-
нием данных литературы [14, 15]. Содержание
ФС рассчитывали по калибровочным графикам
зависимости площади пика от концентрации ве-
щества.

В экспериментах использовали 3-кратные
биологические и 2-кратные аналитические по-
вторности измерений. Статистическую обработ-
ку данных осуществляли с помощью программ
Microsoft Excel 2010 и SigmaPlot 12.5. На рисунках
представлены средние арифметические значения
определений и их стандартные ошибки (±SEM).
Достоверность различий средних значений опре-
деляли по t-критерию Стьюдента при p ≤ 0.05 и
обозначали ее разными латинскими буквами.

Состав ФС, экстрагируемых этанолом из над-
земных органов проростков двух генотипов гре-
чихи, выращенных как в стандартных условиях,
так и в присутствии Cd, был одинаков (рис. 1). Он
представлен наиболее разнообразной группой
ФС – флавоноидами, образование которых ха-
рактерно для большинства растений [7]. Их на-
копление в большей степени было выражено в се-
мядольных листьях, которое значительно превы-
шало таковое в гипокотилях (рис. 2, 3). Это,
вероятно, обусловлено функционированием в
них хлоропластов – одного из основных мест их
биосинтеза [1]. Преобладающими флавоноидами

Рис. 2. Содержание различных фенольных соединений в гипокотилях (а) и семядольных листьях (б) проростков ди-
плоидного (ДГГ) и тетраплоидного (ТГГ) генотипов гречихи, выращенных в стандартных условиях. Достоверность
различий средних значений определяли по t-критерию Стьюдента при p ≤ 0.05 и обозначали ее разными латинскими
буквами.
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надземных органов проростков двух генотипов
гречихи были флавоны, такие как ориентин,
изоориентин, витексин, изовитексин, а также
флавонол рутин (рис. 1).

Как отмечалось ранее, образование флавонов
характерно лишь для начальных этапов онтогене-
за гречихи [7]. Во всех вариантах присутствовала
хлорогеновая кислота, представляющая собой
сложный эфир кофейной и хинной кислот и от-
носящаяся к фенилпропаноидам, количество ко-
торой было высоким в гипокотилях (рис. 1а).

Следующим этапом наших исследований бы-
ло определение содержания основных ФС в
надземных органах проростков двух генотипов
гречихи, выращенных в стандартных условиях в
отсутствие Cd (рис. 2). В гипокотилях доминиро-

вали хлорогеновая кислота и рутин, содержание
которых у ДГГ было выше, по сравнению с ТГГ.

В семядольных листьях преобладали флавоны
(ориентин, изоориентин, изовитексин, витек-
син) и флавонолы (рутин), содержание которых
превышало таковое в гипокотилях в среднем на
96 и 61% у ДГГ, а у ТГГ – на 99 и 94% соответ-
ственно. Следует также отметить более высокую
способность к накоплению этих метаболитов в
семядольных листьях проростков ТГГ, которое
было вдвое выше, чем у ДГГ. Основными ФС бы-
ли изоориентин и изовитексин, содержание ко-
торых у ДГГ и ТГГ составило 56 и 29% от общего
количества ФС (рис. 2).

Фенилпропаноиды – еще одна группа ФС гре-
чихи, которые также являются биологически ак-
тивными соединениями и могут выполнять анти-

Рис. 3. Содержание различных фенольных соединений в гипокотилях (а) и семядольных листьях (б) проростков ди-
плоидного (ДГГ) и тетраплоидного (ТГГ) генотипов гречихи, выращенных в присутствии Cd (65 мкМ). Достоверность
различий средних значений определяли по t-критерию Стьюдента при p ≤ 0.05 и обозначали ее разными латинскими
буквами.
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оксидантную функцию [2]. При этом в большин-
ство литературных источников по гречихе
сообщается о накоплении флавоноидов и очень
мало о фенилпропаноидах. В гипокотилях ДГГ и
ТГГ, выращенных в стандартных условиях, на их
долю приходилось соответственно 35 и 40% от об-
щего содержания в них ФС, тогда как в семядоль-
ных листьях – только 0.5%. Высокое содержание
хлорогеновой кислоты в гипокотилях можно рас-
сматривать как “резерв” кофейной кислоты, ис-
пользуемой для образования лигнина в стеблях
проростков гречихи для придания им механиче-
ской прочности [1].

Литературные данные свидетельствуют о раз-
личных тенденциях в изменении содержания и
состава ФС при действии Cd на растения, хотя в
большинстве случаев сообщалось об увеличении
их накопления [16, 17]. В нашем эксперименте не
выявлено изменений в составе ФС надземных ор-
ганов проростков гречихи, хотя их содержание
изменялось (рис. 3). Так, в условиях действия Cd
в гипокотилях проростков ДГГ количество хло-
рогеновой кислоты уменьшалось на 27% по срав-
нению с контролем, ориентина и изоориентина –
на 48%, витексина – на 50%, изовитексина – на
60%, рутина – на 56%. Иная тенденция отмеча-
лась в гипокотилях проростков ТГГ, где их уро-
вень повышался относительно контроля: хлоро-
геновой кислоты – на 28%, ориентина – на 50%,
изоориентина и витексина на 86%, изовитексина
на 90%, рутина – на 38%.

Изучение содержания ФС в семядольных ли-
стьях показало, что у проростков ДГГ, подвергну-
тых действию поллютанта, количество хлороге-
новой кислоты повышалось в среднем на 32% от-
носительно контроля, количество ориентина и
изоориентина – на 23%, а количество витексина
и изовитексина не изменялось (рис. 3). У про-
ростков ТГГ в присутствии Cd тенденция была
противоположной, что выражалось в снижении
количества большинства основных компонентов
фенольного комплекса семядольных листьев.
Так, содержание хлорогеновой кислоты умень-
шалось на 60% относительно контроля, ориенти-
на – на 10%, витексина и изовитексина – на 34%,
тогда как содержание изоориентина и рутина не
изменялось.

Впервые получены данные, свидетельствую-
щие об отличиях в ответной реакции проростков
двух генотипов гречихи на действие Cd, которая
зависела как от уровня их плоидности (2n и 4n),
так и исследуемого органа (гипокотили, семя-
дольные листья). Судя по литературным данным
[1], снижение количества ФС в стрессовых усло-
виях может быть следствием либо их транспорта в
другие органы проростков, либо катаболизма и
использования в качестве дополнительного ис-
точника углерода. Таким образом, оценка гено-

типов гречихи на начальном этапе онтогенеза по
содержанию и составу ФС, в том числе в условиях
действия Cd, может быть использована в практи-
ческой селекции при отборе растений, устойчи-
вых к стрессовым факторам.
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РLANT PLOIDY LEVEL AND THE PRESENCE OF CADMIUM
IN THE GROWING ENVIRONMENT CHANGES THE CONTENT OF THE MAIN 
COMPONENTS OF THE PHENOLIC COMPLEX IN BUCKWHEAT SPROUTS

V. V. Kazantsevaa,#, E. A. Goncharuka, G. P. Zaitsevb, N. V. Zagoskinaa,
and Corresponding Member of the RAS A. G. Klykovc
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For the first time, the composition and the content of the main components of the phenolic complex of abo-
veground organs of buckwheat plants (Fagopyrum esculentum Moench) with different levels of ploidy (2n and
4n) at the initial stages of ontogenesis and their changes under the action of cadmium (Cd) have been studied
by the method of high-performance liquid chromatography. In all variants phenolic compounds (PC) were
represented by chlorogenic acid (phenylpropanoid), rutin (f lavonol), as well as orientin, isoorientin, vitexin,
and isovitexin (flavones). The amount of which in cotyledon leaves exceeded that in hypocotyls in most cases.
Buckwheat seedlings of the tetraploid genotype are characterized by a higher accumulation of PC as com-
pared to diploid genotype. Under the effect of Cd, the content of their individual representatives changed: in
hypocotyls of the diploid genotype it decreased in most cases, while in of the tetraploid genotype it increased,
while in cotyledon leaves the tendency was opposite. It was found that seedlings of two F. esculentum geno-
types with various ploidy levels differed in the content of the main PC and their response to the influence of
Cd, which is important for the selection of this culture in relation to stress resistance.

Keywords: buckwheat, Fagopyrum esculentum, seedlings, aboveground organs, cadmium, phenolic com-
pounds, composition, content
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