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В работе изучено влияние свободного L-гистидина на поступление никеля (Ni) в побеги гиперакку-
муляторов Alyssum murale, A. fallacinum, A. corsicum, A. tenium, A. lesbiacum, A. bertolonii, A. pintodasilvae,
A. obovatum, а также близкородственного негипераккумулятора Aurinia saxatilis (ранее Alyssum saxa-
tile). Содержание Ni в ксилемном соке растений определяли с помощью графитной и пламенной
атомно-абсорбционной спектрофотометрии. Наибольшая концентрация Ni в ксилемном соке рас-
тений без предобработки L-гистидином или L-аланином была обнаружена у A. murale и A. corsicum.
Установлено увеличение поступления Ni в сосуды ксилемы после предобработки L-гистидином
только у двух видов гипераккумуляторов из рода Alyssum (A. pintodasilvae и A. obovatum), а также у не-
гипераккумулятора A. saxatilis. Отсутствие увеличения содержания Ni в ксилемном соке у всех изу-
ченных видов после предобработки L-аланином свидетельствует о том, что наблюдаемый эффект
специфичен для гистидина, а не является общим свойством аминокислот. Таким образом, вклад ги-
стидина в избирательное накопление Ni в побегах может существенно различаться даже у близко-
родственных видов, принадлежащих к одному роду, что, по-видимому, может быть связано как с
различным эндогенным уровнем гистидина в корнях, так и с особенностями транспорта и распре-
деления металла у разных видов.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из ключевых задач современной эколо-

гической физиологии растений является изуче-
ние механизмов, определяющих избирательное
накопление металлов у двух контрастных групп
растений: исключателей, у которых металлы на-
капливаются главным образом в корневой систе-
ме, и аккумуляторов, у которых они накаплива-
ются преимущественно в надземных органах [1].
Среди аккумуляторов выделяют особую группу
растений гипераккумуляторов. К ним относят ви-
ды, содержание цинка (Zn) и марганца (Mn) у ко-
торых превышает 1%; никеля (Ni), кобальта (Co),
меди (Cu) и селена (Se) – 0.1%, а кадмия (Сd) и
мышьяка (As) – 0.01% от сухой массы побегов [2].
Всего в настоящее время известно около 500 ви-

дов гипераккумуляторов, большинство из кото-
рых относится к гипераккумуляторам Ni [2–4].
Среди них около 50 видов относятся к роду Alyssum
[5], что позволяет рассматривать его представите-
лей в качестве идеальной системы для изучения
феномена гипераккумуляции [6]. Способность к
гипераккумуляции Ni в трибе Alysseae возникала в
процессе эволюции неоднократно [6], в результате
чего на территории России, стран Средиземно-
морья, Армении и Ирака в настоящее время про-
израстают виды рода Alyssum, способные накап-
ливать в побегах от 1280 до 29400 мг Ni/кг сухой
массы [2].

Гипераккумуляторы обладают высокой устой-
чивостью к одному или нескольким металлам и
металлоидам. Способность к гипераккумуляции
определяется высокой эффективностью механиз-
мов детоксикации и транспорта металлов из кор-
ней в побеги, существенной составляющей кото-
рых является связывание металлов с хелаторами,
обладающими к ним высоким сродством [4].

1 Авторы внесли одинаковый вклад в эту работу.
2 Адрес для корреспонденции: Серегин Илья Владимирович.
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Наряду с глутатионом, фитохелатинами, ме-
таллотионеинами, органическими кислотами и
никотианамином, к важнейшим хелаторам отно-
сится свободный гистидин [7, 8], который у Noc-
caea caerulescens (ранее Thlaspi caerulescens) вовле-
чен в механизм гипераккумуляции Ni и Zn [9, 10],
но не Cd [11]. Анализ литературных источников
выявил существование определенных противоре-
чий в данных, полученных разными авторами.
Так, у гипераккумулятора Alyssum lesbiacum до-
бавление в среду L-гистидина не влияло на по-
ступление Ni в ксилему [12], тогда как у различ-
ных экотипов гипераккумулятора N. сaerulescens в
большинстве случаев наблюдалась стимуляция
загрузки Ni и Zn в сосуды ксилемы [9, 10]. У ис-
ключателей эффект обработки гистидином тоже
был различным. Предобработка растений L-ги-
стидином вызывала увеличение содержания Ni в
ксилемном соке Alyssum montanum [13] и Brassica
juncea [12], тогда как у Тhlaspi arvense увеличения
содержания как Ni, так и Zn в пасоке не наблюда-
лось [9, 10]. Возникает закономерный вопрос, яв-
ляются ли полученные различия во влиянии эк-
зогенного L-гистидина на поступление металлов
результатом методических различий в проведе-
нии эксперимента или вклад гистидина в избира-
тельное накопление Ni в побегах действительно
может различаться даже у близкородственных ви-
дов исключателей или гипераккумуляторов. Со-
держание металлов в тканях и органах растений в
значительной степени зависит от концентрации
солей металлов, времени инкубации, условий вы-
ращивания растений [7]. Поэтому корректное
сравнение данных разных авторов во многих слу-
чаях становится затруднительным. Однако реше-
ние поставленного нами вопроса кажется прин-
ципиально важным для дальнейшего изучения ме-
ханизмов избирательного накопления металлов у
растений, так как впервые позволит понять, на-
сколько универсален механизм с участием гистиди-
на и какой вклад вносит гистидин в феномен гипе-
раккумуляции у разных видов растений. Учитывая
высокую способность различных видов рода Alys-
sum накапливать Ni, целью работы было сравни-
тельное изучение влияния свободного L-гистидина
на поступление Ni в побеги ряда видов этого рода.
Для корректного сравнения полученных в настоя-
щей работе результатов с данными, полученными
нами ранее для разных экотипов гипераккумуля-
тора N. сaerulescens, эксперименты проводились в
тех же самых условиях [9] и при одинаковой кон-
центрации соли Ni в растворе (250 мкМ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выращивание растений. Семена гипераккуму-
ляторов Ni Alyssum murale Waldst. & Kit., A. fallaci-
num Hausskn., A. corsicum Duby, A. tenium Halácsy,
A. lesbiacum (Candargy) Rech.f., A. bertolonii Desv.,

A. pintodasilvae Dudley (syn. A. serpyllipholium Desf.
subsp. lusitanicum Dudley & Pinto da Silva), A. obova-
tum (C.A. Mey.) Turcz., произрастающих на бога-
тых Ni серпентиновых почвах, а также семена
близкородственного негипераккумулятора Auri-
nia saxatilis (L.) Desv. (ранее Alyssum saxatile L.)
проращивали в чашках Петри на смоченной во-
допроводной водой фильтровальной бумаге в те-
чение двух недель при температуре 20ºС в темном
термостате. Проростки пересаживали в вегетаци-
онные сосуды объемом 1 л (по 4 проростка на со-
суд) на 0.5 N раствора Хогланда и выращивали в
течение 8 недель в климатической камере
(20/15°C день/ночь, 14-часовой световой день). В
качестве среды Хогланда использовали следующие
концентрации солей: KNO3 (3 мМ); Ca(NO3)2
(2 мМ); NH4HPO4 (1 мМ); MgSO4 (0.5 мМ); KCl
(1 мкМ); H3BO3 (25 мкМ); ZnSO4 (2 мкМ); MnSO4
(2 мкМ); CuSO4 (0.1 мкМ); (NH4)6Mo7O24 (0.1 мкМ);
Fe(Na)ЕДТА (20 мкМ). Среду доводили до рН
5.25 с помощью MES (2 мМ)/КОН, что позволило
предотвратить связывание Ni и Zn c ЭДТА [14].
Питательную среду сменяли еженедельно.

Определение содержания никеля в пасоке. Перед
сбором ксилемного сока 8-недельные растения
инкубировали в течение 4 часов на 1 мМ растворах
L-гистидина или L-аланина (рН 5.5, MES/KOH).
В качестве контроля служили растения без пред-
обработки. После предобработки корни отмывали
дистиллированной водой, а побеги отрезали, по-
сле чего корневые системы инкубировали на 0.5 N
раствора Хогланда в присутствии 250 мкМ NiSO4.
Концентрация соли Ni была подобрана в предва-
рительных экспериментах и не оказывала токси-
ческого действия на растения при краткосрочной
инкубации. Ксилемный сок собирали в течение
ночи через силиконовые трубки в микропробирки
типа Эппендорф объемом 2 мл. Образцы хранили
при –20°С до дальнейшего анализа, который про-
водили методами графитной и пламенной атомно-
абсорбционной спектрофотометрии по стандарт-
ной методике [9].

Статистическая обработка данных. Экспери-
менты были проведены в трех независимых по-
вторностях. Каждая повторность включала 4 рас-
тения на вариант. Количественный анализ содер-
жания Ni в пасоке проведен в трех независимых
аналитических повторностях. Полученные данные
обработаны с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа и представлены как средние
значения и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наибольшая концентрация Ni в ксилемном
соке растений без предобработки наблюдалась у
A. murale и A. corsicum. У остальных гипераккуму-
ляторов содержание металла было ниже и разли-
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чия между видами были незначительными. Наи-
меньшая концентрация Ni в ксилемном соке была
выявлена у негипераккумулятора A. saxatilis.

Ранее нами было показано, что экзогенный L-
гистидин поглощается корневыми системами как
исключателей, так и гипераккумуляторов [9].
Анализ влияния L-гистидина на содержание Ni в
ксилемном соке у разных видов рода Alyssum чет-
ко показал, что увеличение поступления Ni в со-
суды ксилемы наблюдается только у двух видов
гипераккумуляторов: A. pintodasilvae и A. obovatum.
У остальных гипераккумуляторов содержание Ni
в пасоке после предобработки L-гистидином су-
щественно не изменялось (рис. 1). Отсутствие
влияния L-гистидина на поступление Ni в ксиле-
му гипераккумулятора A. lesbiacum показано так-
же в работе Kerkeb и Krämer [12]. Предобработка
растений L-гистидином вызывала увеличение со-
держания Ni в ксилемном соке негипераккуму-
лятора A. saxatilis (рис. 1), а также у исключате-
лей Alyssum montanum [13] и Brassica juncea [12],
тогда как у исключателя Тhlaspi arvense увеличе-
ния содержания Ni в пасоке не наблюдалось [9].
Выявленные различия по влиянию предобработ-
ки L-гистидином на содержание Ni в ксилемном
соке разных видов могут быть связаны с разным
конститутивным уровнем гистидина в корнях
этих видов. Решение этого вопроса требует даль-
нейшего изучения.

Увеличение содержания Ni и Zn в ксилемном
соке после предобработки экзогенным L-гисти-
дином наблюдалось нами ранее у четырех экоти-
пов гипераккумулятора Nоссаеа caerulescens: La
Calamine (LC, Бельгия), Saint Félix de Palliéres (SF,
Франция); Monte Prinzera (MP, Италия) и Lellingen
(LE, Люксембург) [9, 10]. В случае Zn была обнару-

жена более значительная стимуляция его загрузки
в ксилему, чем в случае Ni, что может быть связано
с перераспределением и мобилизацией для загруз-
ки в ксилему Zn, накопленного в корнях до пред-
обработки гистидином, так как Zn присутствует в
растворе Хогланда [9, 10]. При низкой концентра-
ции Ni в среде (25 мкМ), предобработка гистиди-
ном не влияла на содержание Ni в ксилемном соке у
экотипа LC, для которого характерно наименьшее
накопление металла в побегах, тогда как наиболь-
ший эффект даже при низкой концентрации Ni на-
блюдался у экотипа MP, эволюция которого прохо-
дила на серпентиновых почвах, богатых Ni. При бо-
лее высокой концентрации Ni (250 мкМ) эффект
гистидина отчетливо наблюдался у всех изучен-
ных экотипов N. caerulescens [9]. При инкубации
выделенных из корней тонопластных везикул в
среде, содержащей комплекс Ni или Zn с гисти-
дином, поступление металлов в везикулы было
значительно менее интенсивным у гипераккуму-
лятора N. caerulescens по сравнению с исключате-
лем T. arvense [9, 10]. Прямой количественный
анализ показал, что содержание Zn в вакуолях
клеток исключателя Т. arvense в 2.4 раза выше,
чем у гипераккумулятора N. caerulescens. Кроме
того, скорость транспорта Zn из вакуоли была
примерно в 2 раза выше у N. caerulescens по срав-
нению с Т. arvense [15]. Учитывая высокий эндоген-
ный уровень гистидина в корнях и более низкое со-
держание металлов в вакуолях клеток коры у гипер-
аккумуляторов по сравнению с исключателями,
можно предположить, что связывание металлов с
гистидином ограничивает поступление металлов в
вакуоли клеток коры корня, облегчая их поступле-
ние в ксилему у гипераккумуляторов, тогда как у ис-
ключателей Ni и Zn накапливаются в клетках коры

Рис. 1. Влияние предобработки L-гистидином или L-аланином на содержание Ni в ксилемном соке разных видов
рода Alyssum: (1) – A. obovatum, (2) – A. pintodasilvae, (3) – A. murale, (4) – A. fallacinum, (5) – A. corsicum, (6) – A. tenium,
(7) – A. lesbiacum, (8) – A. bertolonii, (9) – Aurinia saxatilis (ранее Alyssum saxatile). 1 – растения без предобработки амино-
кислотами, 2 – растения, предобработанные раствором L-гистидина, 3 – растения, предобработанные раствором
L-аланина. Статистически достоверные различия между содержанием Ni в ксилемном соке у предобработанных и
контрольных растений показаны звездочками: *р < 0.05; **р < 0.01; ***р < 0.001. Достоверно различающиеся между
собой значения концентраций Ni в ксилемном соке непредобработанных растений разных видов обозначены раз-
ными буквами.
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[9, 10, 12, 13, 16–18]. Однако, как показывают ре-
зультаты нашей работы, вклад гистидина в избира-
тельное накопление Ni в побегах даже у близко-
родственных видов, принадлежащих к одному
роду, может существенно различаться.

Комплексы металла с гистидином могут быть
формой, в которой происходит их загрузка в кси-
лему [19], однако прямые доказательства этого
факта в настоящее время отсутствуют. В загрузке
Zn в ксилему участвует АТФаза P-типа НМА4,
локализованная на плазмалемме, высокий уро-
вень экспрессии генов которой достигается за
счет увеличения числа их копий у гипераккуму-
ляторов [4, 20, 21]. Так, например, высокий уро-
вень транскрипции гена HMA4 у гипераккумуля-
тора Zn Arabidopsis halleri является результатом
присутствия у него трех копий гена AhHMA4 под
одним промотором, тогда как у исключателя
A. thaliana есть только одна копия гена AtHMA4 [21].
Уровень экспрессии гена NcHMA4 у N. caerulescens
был даже выше уровня экспрессии AhHMA4 у
A. halleri как в корнях, так и в побегах [22]. Меха-
низм загрузки Ni или его комплексов в сосуды кси-
лемы остается в настоящее время неизученным.
Возможно, эффективность его функционирования
может различаться не только у гипераккумуляторов
и исключателей, но и у разных представителей од-
ной группы растений.

Поступив в сосуды ксилемы, комплексы ги-
стидина с металлом, вероятно, частично разру-
шаются, так как их стабильность при рН ксилем-
ного сока (≈ 5.5–6.2) ниже, чем при рН цитоплаз-
мы (≈ 7.2–7.5) за счет протонирования азота
имидазольной группы гистидина [23, 24]. Поми-
мо гистидина [13], дальний транспорт Ni по сосу-
дам ксилемы осуществляется в составе комплек-
сов с органическими кислотами [25], никотиана-
мином [26, 27], а также в ионной форме [28].

После предобработки аланином, который
имеет в 5 раз более низкую стабильность ком-
плексов с Ni по сравнению с гистидином [29], у
большинства изученных нами видов содержание
Ni в ксилемном соке не изменялось. Снижение
содержания Ni наблюдалось только у A. corsicum
(рис. 1). Аналогичное отсутствие увеличения со-
держания Ni и Zn в ксилемном соке N. caerulescens
после предобработки аланином [9, 10] свидетель-
ствует о том, что наблюдаемый эффект специфи-
чен для гистидина, а не является общим свой-
ством аминокислот.

Таким образом, существующие в литературе
противоречивые данные по влиянию экзогенного
L-гистидина на поступление Ni в побеги у разных
видов не являются следствием различий в методи-
ке постановки экспериментов. Вклад гистидина в
избирательное накопление Ni в побегах может су-
щественно различаться даже у близкородственных
видов, принадлежащих к одному роду, что, по-ви-

димому, может быть связано как с различным эндо-
генным уровнем гистидина в корнях, так и с осо-
бенностями транспорта металла у разных видов.
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