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Проведено сравнение физиологической активности брассиностероидов (БС) разного химического
строения – лактонсодержащего 24-эпибрассинолида (ЭБЛ) и кетонсодержащего брассиностероида
24-эпикастастерона (ЭПК), при темновом старении отсеченных листьев ячменя. Оценивали функ-
циональное состояние фотосинтетического аппарата, количество фотосинтетических пигментов,
содержание продуктов перекисного окисления липидов, а также экспрессию гена HvS40 – маркера
старения. Отделенные листья ячменя инкубировали на растворах ЭБЛ и ЭПК в диапазоне концен-
траций 0.01–1 мкМ в чашках Петри на фильтровальной бумаге. В качестве положительного контро-
ля использовали синтетический цитокинин – 6-бензиламинопурин (БАП) в концентрации 10 мкМ,
в качестве отрицательного – дистиллированную воду. Чашки Петри с листьями выдерживали в те-
чение пяти суток в темноте. Измерения анализируемых показателей проводили на 1, 3 и 5 сутки с
начала инкубации, преимущественно в средней части листовой пластины. ЭПК в концентрации 1 мкМ
снижал окислительный стресс к пятым суткам инкубации в большей степени, чем ЭБЛ в аналогичной
концентрации. В отношении поддержания уровня хлорофилла a (Хл а) 24-эпикастастерон (1 мкМ) был
более эффективен, чем 24-эпибрассинолид. Показано, что экзогенные брассиностероиды проявляли
протекторный эффект на основные фотохимические процессы второй фотосистемы при старении
листьев ячменя. Причем при оценке коэффициента нефотохимического тушения (qN), показателей
регулируемого (Y(NPQ)) и нерегулируемого (Y(NO)) рассеивания тепловой энергии ЭПК демон-
стрировал более выраженное защитное действие для второй фотосистемы по сравнению с ЭБЛ.
Установлено, что обработка брассиностероидами снижала уровень экспрессии гена HvS40 – марке-
ра старения на пятые сутки инкубации, что было особенно характерно для кетонсодержащего брас-
синостероида. Таким образом, можно заключить, что кетонсодержащий брассиностероид не только
проявляет высокую биологическую активность, но и, по ряду параметров, является более эффек-
тивным по сравнению с лактонсодержащим брассиностероидом для уменьшения повреждений,
вызванных старением.

Ключевые слова: Hordeum vulgare, брассиностероиды, старение, фотосинтетические пигменты, фо-
тосистема II, 24-эпибрассинолид, 24-эпикастастерон
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ВВЕДЕНИЕ
Старение растений представляет собой слож-

ный физиологический процесс, реализация кото-
рого значительно влияет на жизнедеятельность
растений, приводя к угнетению функционирова-

ния фотосинтетического аппарата, снижению
продуктивности растений и их естественной ги-
бели [1]. С одной стороны, благодаря искусствен-
ной регуляции процессов старения можно до-
биться сокращения жизненного цикла растений
для ускоренного получения плодов и семян, что
представляет значительный интерес в регионах с
коротким летним периодом в условиях быстрого
сокращения длины светового дня. С другой сто-
роны, управляемое ингибирование процесса ста-

Сокращения: БЛ – брассинолид, БС – брассиностероиды,
ТБК-активные вещества – вещества, реагирующие с тио-
барбитуровой кислотой, Хл – хлорофилл, ФлХ – флуорес-
ценция хлорофилла, ЭБЛ – 24-эпибрассинолид, ЭПК –
24-эпикастастерон.
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рения позволит дольше поддерживать активное
физиологическое состояние растения, что пред-
ставляет особый интерес при транспортировке и
хранении срезанных цветов, фруктов и овощей. Ис-
следование влияния различных факторов на замед-
ление или ускорение старения растений имеет боль-
шое практическое значение [2].

Старение является четко контролируемым
процессом, который регулируется и реализуется в
определенном порядке. В ходе старения наблюда-
ются значительные морфологические, физиологи-
ческие, молекулярные и цитологические преобра-
зования, что выражается в изменении экспрессии
определенных генов, колебании уровня и соотно-
шения фитогормонов, а также в запускании про-
цессов разрушения клетки. В листьях одним из на-
чальных признаков старения является деградация
хлоропластов, что, в свою очередь, приводит к
угнетению фотосинтеза. Кроме того, существуют
сведения, что старение может запускаться хлоро-
пластами, а механизмы его развития могут зави-
сеть как от факторов окружающей среды, так и от
вида растения [3].

Значительную роль в регуляции старения иг-
рают фитогормоны. Известно, что этилен, жас-
моновая и абсцизовая кислоты могут способство-
вать старению, тогда как цитокинины, напротив,
замедляют его. Среди всех гормонов особое место
занимают брассиностероиды (БС), представляю-
щие собой полигидроксилированные производ-
ные стеринов, близкие по строению стероидным
гормонам млекопитающих [4]. Они выполняют
решающую роль в реализации жизненного цикла
растений: от прорастания семян до естественной
смерти. БС на протяжении всего онтогенеза рас-
тений способны влиять на процессы деления и
растяжения клеток, сосудистую дифференциров-
ку, процесс этиоляции, фотоморфогенез, имму-
нитет, репродуктивное развитие, а также могут ока-
зывать протекторный эффект в ответ на действие
различных стрессоров [5]. В настоящее время выде-
лено около 70 природных брассиностероидов. На
основании различий в структуре циклической ча-
сти молекулы их можно отнести к В-лактонам, 6-ке-
тонам и 6-дезоксопроизводным [6].

Для некоторых представителей брассиностеро-
идов, таких как брассинолид (БЛ), 24-эпибрасси-
нолид и 28-гомобрассинолид, показана высокая
биологическая активность, которая обусловлена
такими структурными особенностями молекул,
как присутствие 6-кето- или 7-окса-6-оксо струк-
турного фрагмента в кольце В, наличие 2α-, 3α-ди-
ольной группировки в кольце А, существование
диольной системы в положениях 22 и 23 с R-конфи-
гурацией гидроксильных групп, наличие метиль-
ной или этильной группы в положении 24 (боковая
цепь), транс-сочленение циклов А/В [7].

Лактонсодержащие брассиностероиды явля-
ются продуктом ключевой стадии биосинтеза
брассиностероидов из их кетонсодержащих пред-
шественников. 24-эпибрассинолид (ЭБЛ) относит-
ся к лактонсодержащим БС, тогда как 24-эпикаста-
стерон (ЭПК) – к кетонсодержащим. Предполага-
ется, что наличие цис-диольной группировки в
цикле А, а также присутствие гидроксильных групп
в положениях 22 и 23 боковой цепи необходимы для
проявления высокой биологической активности БС
в растениях [7], что характерно для молекул ЭБЛ и
ЭПК. Важно отметить, что физиологическое дей-
ствие ЭБЛ, как лактонсодержащего брассиносте-
роида, исследовано более детально, в отличие от
его кетонсодержащего предшественника.

Исследование влияния брассиностероидов на
старение растений представляет значительный
интерес, однако до сих пор остается невыясненной
их роль в этом процессе. Ряд исследований свиде-
тельствует о том, что брассиностероиды способны
ускорять старение [8–11], однако существуют до-
казательства, указывающие на их способность
ингибировать эти процессы [12, 13]. На примере
мутантного растения Arabidopsis thaliana, у кото-
рого инактивирован ген, кодирующий один из
ключевых ферментов биосинтеза брассиностеро-
идов, было показано, что недостаток гормонов
приводит к замедлению старения и формирова-
нию карликовых растений с продолжительным
жизненным циклом [14]. С другой стороны, экзо-
генные лактонсодержащие брассиностероиды спо-
собствуют мобилизации фотосинтетических про-
цессов, повышению уровня пигментов и активно-
сти транскрипции хлоропластных генов у растений
исходного родительского фенотипа [15]. Показано,
что у растений картофеля баланс кетон- и лактон-
содержащих БС характеризуется органоспецифич-
ностью, а также зависит от возраста растений. Так,
например, в корнях преобладали представители
лактонового ряда, в побегах – кетонового, при
этом по мере роста растений содержание лакто-
нов снижалось, а кетонов возрастало [16]. Тем не
менее, данные о динамике и балансе брассино-
стероидов разного химического строения в расте-
ниях представлены недостаточно, а влияние эк-
зогенных фитогормонов на уровень эндогенных
брассиностероидов слабо изучено.

Можно предположить, что в зависимости от
химического строения (лактон- или кетонсодержа-
щие) и действующей концентрации брассиностеро-
иды могут оказывать различное по направленности
и степени выраженности влияние на процесс старе-
ния. Кроме того, до сих пор остается открытым во-
прос об эффективности действия лактон- (ЭБЛ) и
кетонсодержащих (ЭПК) брассиностероидов на
состояние фотосинтетической системы, как од-
ного из основных маркеров оптимального физио-
логического состояния растений при темновом
старении срезанных листьев ячменя. Для иссле-
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дования специфичности действия ЭБЛ и ЭПК не
только на физиологическом, но и на молекуляр-
ном уровне изучена активность экспрессии гена
HvS40, продукт которого участвует в регуляции
старения и может быть использован в качестве
молекулярного маркера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на растениях ячменя
обыкновенного (Hordeum vulgare L.) сорта “Луч”.
Это однодольное травянистое растение семейства
Злаковые (Poaceae), которое широко использует-
ся во многих странах мира как одна из основных
сельскохозяйственных культур. Удобство экспе-
риментального использования ячменя для оценки
активности и эффективности действия веществ
гормональной природы обусловлено доступностью
семенного материала, неприхотливостью растений,
возможностью их выращивания в лабораторных
условиях с быстрым получением большого коли-
чества растений.

Семена ячменя проращивали в почве в климати-
ческой камере при температуре 21 ± 2°С, с фото-
периодом 16/8 ч (день/ночь), при 150 мкмоль
фотонов/м2с под люминесцентными лампами
(“OSRAM”, Германия) в течение 5 суток. Перед
началом эксперимента часть растительного мате-
риала фиксировали для определения содержания
фотосинтетических пигментов, показателей ак-
тивности ФС II и оценки уровня транскриптов
гена HvS40 – исходная точка (ИТ). Отделенные
листья H. vulgare инкубировали на растворах
24-эпибрассинолида и 24-эпикастастерона в кон-
центрациях 0.01, 0.1 и 1 мкМ в чашках Петри на
фильтровальной бумаге. В качестве положительно-
го контроля использовали синтетический аналог
природного цитокинина – 6-бензиламинопурин в
концентрации 10 мкМ, в качестве отрицательного –
дистиллированную воду. Важно отметить, что
именно БАП используется в качестве положи-
тельного контроля, поскольку ранее были полу-
чены данные о его ингибирующем влиянии на
старение [17]. Чашки Петри со срезанными ли-
стьями выдерживали в течение пяти суток без
света. Измерения анализируемых показателей
проводили на 1, 3 и 5 сутки после начала инкуба-
ции, фиксацию растительного материала осу-
ществляли на зеленом свету низкой интенсив-
ности (0.25 мкмоль/м2 с). Каждый лист условно
разделяли на три части – низ (2 см от основания ли-
ста), верх (2 см от верхушки листа), середина (часть
листа между верхом и низом, около 2–3 см).

О возникновении окислительного стресса при
старении отделенных листьев ячменя судили по
накоплению веществ, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК-активные вещества). За-
фиксированную в жидком азоте пробу листьев

(около 100 мг) растирали в 1 мл 20% трихлорук-
сусной кислоты (ТХУ). Перемешивали на вортек-
се, центрифугировали 15 мин, при 12000 g при 4°C.
500 мкл супернатанта отбирали и добавляли в
стеклянные пробирки, содержащие 1.5 мл тио-
барбитуровой кислоты. В контрольные образцы
вместо супернатанта добавляли равный объем
ТХУ. Реакцию с образованием окрашенного ком-
плекса проводили в течение 30 мин при 98°C на во-
дяной бане [18]. Оптическую плотность получен-
ных растворов измеряли на спектрофотометре
(Genesys 10S UV-Vis, “ThermoScientific”, США)
при длине волны 532 и 600 нм.

Содержание фотосинтетических пигментов в
листьях рассчитывали на сырую массу. Навеску
растительного материала (около 10 мг), зафиксиро-
ванную в 96% спирте, растирали и центрифугирова-
ли (MiniSpin, “Eppendorf”, Германия) в течение
8 мин при 8000 g. Надосадочную жидкость пере-
носили в чистую пробирку типа Эппендорф и до-
водили объем до 1.5 мл 96% спиртом. Оптическую
плотность растворов промеряли при длине волн:
470, 664, 648, 720 нм на спектрофотометре (Genesys
10S UV-Vis, “ThermoScientific”, США). В каче-
стве контрольного образца использовали 96%
этанол. Количество фотосинтетических пигментов
в спиртовой вытяжке рассчитывали по формулам
согласно Lichtenthaler [19].

Исследование фотохимической активности
ассимиляционного аппарата растений проводили
при помощи модулирующего импульсного флуо-
риметра Junior-PAM (“Heinz-Walz”, Germany)
[20]. Параметры флуоресценции регистрировали
при наведении светодиода флуориметра на пробы
листьев после 20 минут темновой адаптации. Хло-
рофиллы фотосистемы II (ФС II) возбуждали све-
тодиодом при длине волны 450 нм. Детекция флу-
оресценции хлорофилла (ФлХ) осуществлялась
PIN-фотодиодом, защищенным фильтром (длина
волны при 50% пропускании – 645 нм). Макси-
мальная плотность светового потока составляла
10000 мкмоль фотонов/(м2с), продолжительность
светового импульса – 0.6 с. Параметры флуорес-
ценции рассчитывали в программе WinControl.
Параметры флуоресценции хлорофиллов: Fo –
базовый уровень ФлХ при низкой интенсивности
света, не вызывающей фотохимических реакций;
Fm – максимальный уровень ФлХ, вызванный
импульсом света после адаптации тканей к тем-
ноте;  – максимальный уровень ФлХ, вызван-
ный импульсом света после адаптации тканей к
свету; Fv – “вариабельность” ФлХ, рассчитывается
как разность Fo и Fm;  – “вариабельность” ФлХ,
рассчитывается как разность Fo и ; Fv/Fm – мак-
симальный фотохимический квантовый выход
ФС II после адаптации тканей к темноте; Y(II),
или  – эффективный фотохимический
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квантовый выход ФС II после адаптации тканей к
свету; qP, или (  – Ft)/(  – Fo) – коэффициент
фотохимического тушения ФлХ; qN, или (Fm –

)/(Fm – Fo) – коэффициент нефотохимическо-
го тушения ФлХ; доля открытых центров второй
фотосистемы – qL; Y(NPQ) – регулируемое рас-
сеяние тепловой энергии; Y(NO) – нерегулируемое
рассеивание тепловой энергии; ETR – плотность
транспорта электронов по электрон-транспорт-
ной цепи тилакоидных мембран.

Нуклеотидную последовательность гена HvS40
(маркера старения) брали из биоинформатической
базы данных NCBI (National Center for Biotechnolog-
ical Information, USA – FI496079.1). Специфические
праймеры подбирали с использованием программ
Primer-BLAST и Vector NTI 11 [21]. Выделение
ДНК, для проверки специфичности отжига прай-
меров, проводили с помощью коммерческого на-
бора Сорб-ГМО-А (“Синтол”, Россия). РНК вы-
деляли с использованием коммерческого набора
RNeasy miniKit (“Qiagen”, Германия). Для синтеза
кДНК использовали набор MMLV RT kit (“Евро-
ген”, Россия). Оценку уровня экспрессии целево-
го гена проводили методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени в амплификаторе LightCycler96
(“Roсhe”, Швейцария) с применением красителя
SybrGreen I (“Евроген”, Россия). Амплификацию
проводили с использованием специфических прай-
меров для референсных генов (Ef1 (KP293845.1),
прямой: GAAGATGATTCCCACCAAGC, обратный:
TGACACCAACAGCCACAGTT; TubB (AM502854),

m'F m'F

m'F

прямой: TCCAAGGTTTCCAGGTGTG, обратный:
AGACGGAGAAGGTGAGCATC [22], при темпе-
ратуре отжига 60°C) и целевого гена – маркера
старения – HvS40 (прямой: GGAGACATCGC-
CAAGGTGTC, обратный: TGCAGTCGTCGTTGC-
CACT, при температуре отжига 62°C).

Каждый эксперимент был повторен не менее
трех раз. Для каждого биологического повтора
использовали не менее 25 листьев. Полученные
результаты представлены на рисунках в виде
средней арифметической со стандартной ошибкой.
Для оценки достоверности различий использовали
критерий Стьюдента. Значения t-критерия находи-
ли для 95% уровня значимости (P < 0.05). Статисти-
ческая обработка данных была проведена с ис-
пользованием программы Statistica 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка пигментного состава 

в разных частях листовой пластины

Известно, что листья однодольных растений
растут основанием, поэтому распределение фото-
синтетических пигментов в разных частях листо-
вой пластины неодинаково. Мы проанализирова-
ли содержания фотосинтетических пигментов в
разных частях листьев ячменя при их темновой
инкубации на 1, 3 и 5 сутки (рис. 1).

В исходной точке эксперимента (ИТ) содержа-
ние хлорофиллов было одинаково во всех частях
листа, при этом уровень каротиноидов в верхней

Рис. 1. Содержание фотосинтетических пигментов в разных частях листовой пластины ячменя при темновой инкуба-
ции. Столбики черного цвета – хлорофилл a, белого цвета – хлорофилл b, серого цвета – каротиноиды. Достоверные
различия в пределах одних суток на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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части листовой пластины был выше. После суток
инкубации, в нижней части листа, содержание
всех исследуемых групп пигментов снизилось
примерно в 2 раза. На пятые сутки наибольшее
содержание хлорофилла a наблюдалось в средней
части листовой пластины (рис. 1).

Оценка функционального состояния второй 
фотосистемы в разных частях листовой пластины

При исследовании фотохимической активности
второй фотосистемы в разных частях листа 5-днев-
ных проростков ячменя было показано, что величи-
ны максимального (Fv/Fm) и эффективного (Y(II))
квантового выхода, показатель плотности потока
электронов (ETR) существенно не отличались в
разных частях листа, тогда как показатели регули-
руемого (Y(NPQ)) и нерегулируемого (Y(NO))
рассеивания тепловой энергии, коэффициентов
фотохимического (qP) и нефотохимического (qN)
тушения, а также доля открытых центров второй
фотосистемы (qL) были сходны в верхней и сред-
ней части листа, при этом значительно отличаясь
от данных показателей в нижней части листовой
пластины (табл. 1).

Таким образом, основываясь на этих результа-
тах, для проведения дальнейших исследований
использовали среднюю часть листовой пластины.

Влияние ЭБЛ и ЭПК 
на пигментный состав листьев ячменя

Для определения оптимальной действующей
концентрации гормонов исследовали содержа-
ние основных фотосинтетических пигментов в
отделенных листьях ячменя при их старении, ин-
дуцированном темнотой. Использовали ЭБЛ и
ЭПК в диапазоне концентраций 0.01–1 мкМ. Об-
работка брассиностероидами не оказала значи-
тельного влияния на содержание хлорофилла b

(Хл b) и каротиноидов. К пятым суткам инкуба-
ции наблюдалось большее содержание хлорофил-
ла a при обработке 1 мкМ ЭПК в сравнении с су-
точным контролем (табл. 2).

Влияние ЭПК и ЭБЛ 
на перекисное окисление липидов

Наряду с содержанием фотосинтетических
пигментов определяли степень окислительного
стресса по накоплению веществ, реагирующих с
тиобарбитуровой кислотой. Анализ показал, что
как лактон-, так и кетонсодержащие БС снижали
перекисное окисление липидов к пятым суткам
воздействия при большинстве исследуемых кон-
центраций. Особенно ярко данный эффект выра-
жен для ЭБЛ и ЭПК в концентрации 1 мкМ (рис. 2).

Опираясь на полученные данные, для даль-
нейшей оценки эффективности функционирова-
ния второй фотосистемы нами была использова-
на концентрация брассиностероидов 1 мкМ.

Влияние ЭБЛ и ЭПК на активность 
фотосинтетических процессов

второй фотосистемы

PAM-флуориметрия, основанная на импульсной
амплитудной модуляции, широко используется для
исследования активности фотосинтетических про-
цессов [23]. Одним из основных показателей функ-
ционирования фотосинтетического аппарата яв-
ляется максимальный фотохимический кванто-
вый выход, который определяют как отношение
значения переменной флуоресценции к макси-
мальной (Fv/Fm). В течение пяти суток показатель
Fv/Fm постепенно снижался у всех вариантов,
включая контрольный и варианты с гормональ-
ной обработкой (рис. 3а). Тем не менее, на третьи
сутки величина данного показателя у контроль-
ного варианта была выше, чем у опытных. На пя-

Таблица 1. Параметры фотосинтеза в разных частях листовой пластины.

Примечание. Fv/Fm – максимальная фотохимическая эффективность второй фотосистемы, Y(II) – эффективный квантовый
выход, Y(NPQ) – регулируемое рассеивание тепловой энергии, Y(NO) – нерегулируемое рассеивание тепловой энергии,
ETR – плотность потока электронов, qP – коэффициент фотохимического тушения, qN – коэффициент нефотохимического
тушения, qL – доля открытых центров второй фотосистемы. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).

низ середина верх

Fv/Fm 0.764 ± 0.014 0.761 ± 0006 0.779 ± 0.005
Y (II) 0.656 ± 0.007 0.646 ± 0.006 0.651 ± 0.008
Y(NPQ) 0.072 ± 0.003* 0.126 ± 0.009 0.138 ± 0.010
Y (NO) 0.272 ± 0.008* 0.229 ± 0.014 0.211 ± 0.003
ETR 52.322 ± 0.532 51.511 ± 0.445 51.956 ± 0.589
qP 0.912 ± 0.021* 0.962 ± 0.019 0.956 ± 0.005
qN 0.255 ± 0.010* 0.431 ± 0.033 0.470 ± 0.026
qL 0.745 ± 0.060* 0.894 ± 0.054 0.875 ± 0.017
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Таблица 2. Влияние ЭБЛ и ЭПК на содержание фотосинтетических пигментов в отделенных листьях ячменя

Примечание. Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).

Вариант Концентрация, 
мкМ

Хл а,
мг/г сырой массы

Хл b,
мг/г сырой массы

Каротиноиды, 
мг/г сырой массы

ИТ ИТ 0 0.73 ± 0.05 0.19 ± 0.02 0.22 ± 0.01

1 сутки

К 0 0.83 ± 0.01 0.21 ± 0.01 0.26 ± 0.00
БАП 10 0.98 ± 0.06* 0.26 ± 0.02* 0.29 ± 0.02*

ЭБЛ
0.01 0.81 ± 0.07 0.20 ± 0.02 0.24 ± 0.02
0.1 0.78 ± 0.07 0.22 ± 0.02 0.23 ± 0.02
1 0.90 ± 0.07 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.02

ЭПК
0.01 0.95 ± 0.07* 0.26 ± 0.02* 0.27 ± 0.02
0.1 0.79 ± 0.03 0.21 ± 0.01 0.24 ± 0.01*
1 0.85 ± 0.06 0.24 ± 0.02 0.24 ± 0.02

3 сутки

К 0 0.64 ± 0.06 0.17 ± 0.02 0.21 ± 0.02
БАП 10 0.83 ± 0.03* 0.23 ± 0.01* 0.26 ± 0.01*

ЭБЛ
0.01 0.57 ± 0.04 0.15 ± 0.01 0.20 ± 0.01
0.1 0.59 ± 0.05 0.16 ± 0.01 0.20 ± 0.02
1 0.57 ± 0.04 0.16 ± 0.01 0.19 ± 0.01

ЭПК
0.01 0.58 ± 0.04 0.17 ± 0.01 0.19 ± 0.02
0.1 0.68 ± 0.04 0.19 ± 0.02 0.22 ± 0.01
1 0.65 ± 0.09 0.19 ± 0.03 0.20 ± 0.03

5 сутки

К 0 0.29 ± 0.03 0.10 ± 0.01 0.14 ± 0.01
БАП 10 0.75 ± 0.03* 0.20 ± 0.01* 0.24 ± 0.01*

ЭБЛ
0.01 0.22 ± 0.04 0.07 ± 0.01* 0.12 ± 0.01
0.1 0.23 ± 0.02* 0.07 ± 0.01* 0.12 ± 0.01
1 0.31 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.02

ЭПК
0.01 0.26 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.13 ± 0.02
0.1 0.25 ± 0.02 0.07 ± 0.00* 0.13 ± 0.00
1 0.39 ± 0.04* 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.02

Рис. 2. Влияние ЭБЛ (0.01, 0.1 и 1 мкМ) и ЭПК (0.01, 0.1 и 1 мкМ) на содержание ТБК-активных веществ в средней
части листа ячменя в динамике. Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены
звездочкой (*).
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Рис. 3. Влияние ЭБЛ (1 мкМ) и ЭПК (1 мкМ) на параметры фотосинтеза: максимальный квантовый выход (а), эффек-
тивный квантовый выход (б), регулируемое рассеивание тепловой энергии (в), нерегулируемое рассеивание тепловой
энергии (г), плотность потока электронов (д), доля открытых центров второй фотосистемы (е), коэффициент фотохи-
мического тушения (ж), коэффициент нефотохимического тушения (з). Черная пунктирная линия – контроль, серая
пунктирная линия – БАП, серая сплошная линия – ЭБЛ, черная сплошная линия – ЭПК. Достоверные различия на
уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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тые сутки отмечалось некоторое повышение по-
казателя Fv/Fm у опытных вариантов в сравнении
с суточным контролем (рис. 3а).

На протяжении всего периода инкубации бы-
ло отмечено снижение эффективного квантового
выхода (Y(II)) во всех исследуемых вариантах.
При этом уже на третьи сутки данный показатель
увеличивался у вариантов с обработкой брасси-
ностероидами относительно контроля. У всех ва-
риантов с гормональной обработкой на пятые сутки
показатель Y(II) был выше примерно на 17%, чем у
суточного контроля (рис. 3б).

Для оценки нефотохимического тушения флу-
оресценции используется параметр регулируемо-
го рассеяния тепловой энергии (Y(NPQ)). Дан-
ный показатель служит оценкой интенсивности
нефотохимического тушения возбужденных со-
стояний хлорофилла – защитного механизма ре-
гуляции фотосинтеза от избыточного облучения.
Было отмечено незначительное повышение данного
показателя на пятые сутки воздействия ЭПК, тогда
как для варианта с ЭБЛ этот параметр был ниже су-
точного контроля (рис. 3в). Величина нерегулируе-
мого рассеивания тепловой энергии (Y(NO)) повы-
шалась к пятым суткам инкубации, особенно в
контрольном варианте. Гормональная обработка
приводила к снижению данного показателя на
20–30% (рис. 3г).

О стабильной эффективности ФС II свидетель-
ствует восстановление скорости переноса электро-
нов (ETR) в ответ на гормональное воздействие.
Так, на рисунке 3д показано, что относительная ско-
рость транспорта электронов совпадала с динами-
кой эффективного квантового выхода Y(II).

Показатель qL отражает долю открытых реак-
ционных центров ФС II. ЭПК и ЭБЛ способство-
вали увеличению данного показателя на третьи и
пятые сутки воздействия (рис. 3е).

Данные, представленные на рисунке 3ж, сви-
детельствуют о том, что значение коэффициента
фотохимического тушения флуоресценции (qP) в
присутствии лактон- и кетонсодержащих брасси-
ностероидов было выше в сравнении с контролем
на третьи и пятые сутки инкубации. qN – коэф-
фициент нефотохимического тушения флуорес-

ценции – к пятым суткам эксперимента повы-
шался при инкубации с 24-эпикастастероном и
не отличался от суточного контроля при обработ-
ке 24-эпибрассинолидом (рис. 3з).

Оценка экспрессии гена HvS40
Ген HvS40 ячменя относится к семейству генов

S40, участвующих в регуляции старения растений, и
может быть использован для оценки процесса ста-
рения, индуцированного темнотой, у отделенных
листьев ячменя. После суток инкубации экспрес-
сия гена HvS40 была выше, чем в исходной точке
эксперимента (до начала воздействия) (рис. 4).
При этом гормональная обработка листьев сни-
жала активность экспрессии гена старения.

На третьи сутки воздействия наблюдалось
выравнивание с суточным контролем уровня
транскриптов гена HvS40 при обработке брасси-
ностероидами. К пятым суткам эксперимента
экспрессия гена HvS40 в суточном контроле бы-
ла выше, чем в вариантах с гормональным воз-
действием (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Брассиностероиды, как класс фитогормонов,

открыты сравнительно недавно и значительные
успехи по исследованию их свойств и функций в
растениях достигались благодаря использованию
мутантных растений. При этом у разных видов рас-
тений, содержащих мутации по генам, отвечающим
за синтез или сигналлинг брассиностероидов, на-
блюдалось проявление сходных фенотипических
черт, в частности, карликовость [24]. Данные иссле-
дования положили начало изучению стероидных
гормонов растений, как регуляторов развития, ока-
зывающих значительное воздействие на рост, растя-
жение, деление и дифференциацию клеток. Позже
было установлено, что влияние БС на рост осу-
ществляется путем сложного сигнального каска-
да, модулирующего активность генов и баланс
других фитогормонов [25]. Также было показано,
что брассиностероиды способны участвовать в
формировании защитного потенциала растений
от биотических и абиотических стрессоров [26].

Рис. 4. Влияние ЭБЛ (1 мкМ) и ЭПК (1 мкМ) на относительный уровень транскриптов гена HvS40 в листьях ячменя.
Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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Несмотря на то, что ученые вплотную приблизи-
лись к пониманию механизмов действия брасси-
ностероидов, вопрос об их регуляторной роли
при старении до сих пор остается открытым. Так-
же не определено, зависит ли направленность
действия разных представителей БС от их хими-
ческой структуры.

Например, отмечено ускорение процессов
старения отделенных листьев гороха в результате
изменения липидного состава при действии
0.1 мкМ 24-эпибрассинолида [8]. Кроме того, на
15 сутки воздействия снижалось накопление хло-
рофиллов a и b при действии 0.1 мкМ ЭБЛ по
сравнению с контролем и ЭБЛ в концентрациях 1
и 10 нМ [8]. Брассинолид способствовал ускоре-
нию старения отделенных семядолей проростков
огурца [9] и листьев пшеницы [10]. Было показано,
что брассинолид способствовал опосредованному
этиленом послеуборочному созреванию плодов то-
матов, увеличивая содержание растворимых саха-
ров, аскорбиновой кислоты, содержание ликопина,
скорости дыхания и выработки этилена, но значи-
тельно снижал содержание хлорофилла по сравне-
нию с контролем. При этом применение брасси-
назола – ингибитора биосинтеза брассиностеро-
идов – задерживало созревание томатов [11].
В исследованиях по влиянию брассинолида на рост
и развитие сои продемонстрировано замедление
процесса опадения и пожелтения листьев при фи-
зиологическом старении растений. Анализ экс-
прессии генов белков семейства WRKY, участву-
ющих в регуляции старения, показал снижение их
активности при действии брассинолида [12]. Кроме
того, важно учитывать зависимость эффекта брасси-
ностероидов от возраста листьев. Было показано,
что обработка брассиностероидами зрелых ли-
стьев папайи отсрочила их пожелтение и опаде-
ние, тогда как развитию старения более молодых
листьев она не препятствовала [13]. По большей
части исследование влияния брассиностероидов
на старение проводится с применением гормонов
лактонового ряда – брассинолида, 24-эпибрасси-
нолида. Тогда как кастастерон и 24-эпикастасте-
рон – представители кетонового ряда БС, пред-
шественники БЛ и ЭБЛ, в данном аспекте изуче-
ны недостаточно [27].

Ведущая роль в функционировании ассими-
лирующих систем листа принадлежит фотосинте-
тическим пигментам. Содержание и соотноше-
ние разных групп пигментов отражает состояние
фотосинтетического аппарата. Важной характе-
ристикой фотосинтетической активности также
является соотношение скорости образования но-
вых и разрушение старых молекул хлорофилла.
Последнее же напрямую зависит от физиологиче-
ского состояния клетки и растения в целом.
К условиям, снижающим фотосинтетическую
активность, относится и старение. На пятые сут-
ки инкубации листьев ячменя отмечено положи-

тельное влияние 1 мкМ 24-эпикастастерона на со-
держание фотосинтетических пигментов (табл. 2).

Хлорофиллы содержатся в составе фотосистем
растений, и снижение их количества может значи-
тельно тормозить протекание фотохимических про-
цессов. Оценка функционального состояния второй
фотосистемы показала зависимость ее активности
от старения. Так, к пятым суткам воздействия на-
блюдалось значительное снижение максимального
и эффективного квантового выхода, плотности по-
тока электронов, регулируемого рассеивания тепло-
вой энергии, коэффициентов фотохимического и
нефотохимического тушения электронов, а также
доля открытых центров второй фотосистемы.
При этом наблюдалось увеличение нерегулируе-
мого рассеивания тепловой энергии (рис. 3а-з).
Все это, несомненно, свидетельствует об угнете-
нии активности фотосинтетического аппарата при
старении.

ЭБЛ и ЭПК способствовали поддержанию ряда
показателей на уровне выше суточного контроля
к пятым суткам эксперимента. Величина эффек-
тивного квантового выхода, плотности потока
электронов и доля открытых центров второй фо-
тосистемы была выше как при обработке ЭБЛ,
так и ЭПК в сравнении с суточным контролем
(рис. 3б, д, е).

Чтобы избежать повреждений реакционных
центров повышенной инсоляцией, растениям не-
обходимо рассеивать в виде тепла часть энергии
поглощенных квантов света. Такие процессы так-
же активизируются, когда листья повреждены в
результате действия других стрессовых факторов.
Ведущую роль в этом процессе играют каротино-
иды. Для оценки нефотохимического тушения
флуоресценции используется параметр регулиру-
емого рассеяния тепловой энергии (Y(NPQ)),
служащий для оценки функционирования за-
щитного механизма регуляции фотосинтеза от
избыточного облучения. Исходя из полученных
данных, 24-эпикастастерон влиял на поддержа-
ние данного показателя на уровне выше суточно-
го контроля, тогда как ЭБЛ снижал его на пятые
сутки (рис. 3в). Показатель, характеризующий
нерегулируемое рассеивание тепловой энергии,
повышался к пятым суткам во всех исследуемых ва-
риантах в сравнении с исходной точкой экспери-
мента. При этом на пятый день воздействия гормо-
нальная обработка значительно снижала данный
показатель относительного суточного контроля, а
кетонсодержащий брассиностероид – ЭПК, в срав-
нении с лактонсодержащим – ЭБЛ, оказался бо-
лее эффективен (рис. 3г).

В основе фотохимического тушения флуорес-
ценции хлорофилла лежит тот факт, что, в зави-
симости от окислительно-восстановительного
состояния первичного акцептора второй фотоси-
стемы – пластохинона, уровень флуоресценции
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хлорофиллов может различаться в несколько раз:
увеличиваться при восстановлении пластохинона и
уменьшаться при его окислении. Для оценки доли
окисленных пластохинонов используют коэффици-
ент фотохимического тушения (qP). Чем выше
значение qP, тем больше количество окисленных
пластохинонов, а значит эффективность исполь-
зования энергии света и пропускной способности
фотосинтетической электрон-транспортной цепи
достаточно высока для продуктивного функциони-
рования фотосинтетического аппарата. При этом
как 24-эпибрассинолид, так и 24-эпикастастерон
повышали данный показатель уже на третьи сут-
ки воздействия (рис. 3ж).

Старение способно вызывать разрушение хло-
ропластов. Во время деструкции пластид одно-
временно с уменьшением содержания хлорофил-
лов значительно понижается и содержание воды в
листьях. Возникновение водного дефицита ведет
к развитию осмотического стресса и, как след-
ствие, к усилению генерации активных форм
кислорода [28]. АФК обладают высокой реакци-
онной способностью и могут окислять липиды,
значительное количество которых содержится в
клеточных мембранах [29]. При распаде жирных
кислот, сопровождающим перекисное окисление
липидов, первоначально образуются нестойкие и
довольно быстро разрушающиеся диеновые ко-
ньюгаты [30]. Они быстро разрушаются с образо-
ванием вторичных продуктов, таких как малоно-
вый диальдегид, составляющий основной компо-
нент группы так называемых ТБК-активных
веществ, которые взаимодействуют с тиобарби-
туровой кислотой. Таким образом, нагрузка на
фотосинтетический аппарат при старении зна-
чительно возрастает не только за счет АФК, об-
разующихся в процессе фотосинтеза, но и за счет
окислительного стресса, возникающего в клетках
растений. Нами показано значительное увеличе-
ние ПОЛ к пятым суткам инкубации в контроль-
ном варианте, при этом гормональная обработка
способствовала снижению стрессорного воздей-
ствия на липидную мембрану, о чем свидетель-
ствует уменьшение содержания ТБК-активных
веществ в пробах. На основании описанных пара-
метров можно сделать заключение об эффектив-
ности ЭБЛ и ЭПК в поддержании структуры фо-
тосинтетического аппарата и фотосинтетической
активности стареющих листьев ячменя (рис. 2).

Оценка уровня экспрессии гена старения HvS40
на пятые сутки инкубации показала снижение
накопления его транскриптов при гормональной
обработке, причем кетонсодержащий брассино-
стероид оказался более эффективен (рис. 4).

Полученные данные свидетельствую о том, что
кетонсодержащий брассиностероид – 24-эпикаста-
стерон – оказывает значительное физиологическое
действие на растения. В условиях старения отделен-

ных листьев как лактон-, так и кетонсодержащие
брассиностероиды оказали протекторное действие,
однако при обработке 24-эпикстастероном защит-
ный эффект был выражен сильнее. На фотосинте-
тический аппарат брассиностероиды также ока-
зали положительное влияние, поддерживая фото-
химическую активность второй фотосистемы.
Однако в отношении защиты фотосинтетического
аппарата кетонсодержащий брассиностероид ока-
зался эффективнее лактонсодержащего. Снижение
накопления транскриптов гена HvS40 при действии
брассиностероидов на 5 сутки может свидетельство-
вать о замедлении развития старения в сравнении с
суточным контролем. При этом для большинства
анализируемых параметров гормоны играли реша-
ющую роль к пятым суткам воздействия. Таким
образом, кетонсодержащий брассиностероид, как
предшественник лактонсодержащего брассино-
стероида, не менее эффективен, а в некоторых
случаях биологически более активен в отноше-
нии исследуемых показателей.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний, проект № 19-34-50076 мол_нр.
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