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Влияние аноксии и последующей реаэрации на образование пероксида водорода, активность ката-
лазы (КФ 1.11.1.6) и гваяколпероксидазы (КФ 1.11.1.7) были изучены у растений пшеницы и риса,
контрастных по устойчивости к гипоксии. Показано, что у неустойчивой к гипоксии пшеницы дей-
ствие аноксии и реаэрации приводило к значительному усилению продукции Н2О2, особенно при
продолжительных сроках воздействия. У риса, устойчивого к кислородной недостаточности, суще-
ственной продукции Н2О2 выявлено не было. Под влиянием аноксии и последующего окислительного
стресса наблюдалось быстрое повышение активности каталазы, а также внутри- и внеклеточной гвая-
колпероксидазы у устойчивого растения. У пшеницы стимуляции каталазы не происходило, а перокси-
даза активировалась только в побегах после краткосрочной аноксии и продолжительной реаэрации.
Повышение или поддержание активности каталазы и пероксидазы в проростках риса в условиях
аноксии и реоксигенации снималось в результате действия циклогексимида и, в меньшей степени,
актиномицина D. Стимуляция каталазы у риса сопровождалась усилением экспрессии генов, осо-
бенно OsCatB и OsCatС. Активность апопластных пероксидаз подавлялась брефельдином А. Элек-
трофоретическое исследование не выявило появления новых изоформ гваяколпероксидазы в усло-
виях аноксии и постаноксической аэрации. Однако была показана значительная стимуляция как
большинства уже имеющихся изоформ у риса, так и отдельных изоформ у пшеницы. Предполагается,
что у устойчивого растения активация пероксидаз в апопласте в условиях аноксии и постаноксиче-
ской аэрации является адаптивным механизмом, необходимым для разрушения пероксида водоро-
да в клеточной стенке, что препятствует проникновению его в цитозоль. Детоксикации АФК в ци-
топлазме клеток риса может способствовать повышение активности каталазы и внутриклеточной
пероксидазы при продолжительной реаэрации. В отличие от риса, у пшеницы отсутствие активации
ферментов антиоксидантной защиты в клеточной стенке, по-видимому, открывает доступ АФК
внутрь клеток, где в их обезвреживании участвуют цитоплазматические формы гваяколпероксидаз.
Эффективная работа антиоксидантных ферментов при аноксии и постаноксической аэрации у
устойчивого растения предотвращает накопление АФК и является важным адаптивным механиз-
мом как к недостатку кислорода, так и последующему окислительному стрессу.
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ВВЕДЕНИЕ

Кислородная недостаточность – один из широ-
ко распространенных неблагоприятных факторов,
с которым сталкиваются представители культур-

ной и дикорастущей флоры при затоплении, осо-
бенно стоячей водой, создании асфальтовых по-
крытий в городах, образовании ледяной корки на
поверхности почвы, прорастании семян и даже
при неправильном хранении плодов и овощей.
Способность произрастать в обедненной кисло-
родом среде связана с наличием у растений опре-
деленных морфолого-анатомических и физиоло-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330322060033 для авторизованных поль-
зователей.
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го-биохимических приспособлений, подробно
рассмотренных в ряде обзоров [1–9]. Кратко, у
приспособленных растений существуют две стра-
тегии адаптации: активное избегание кислород-
ной недостаточности (low oxygen escape syndrome,
LOES) и пассивная стратегия покоя (low oxygen
quiescence syndrome, LOQS) [7–11]. Первая стра-
тегия включает в себя (1) быстрый рост побегов,
гипонастический изгиб листьев, образование аэ-
ренхимы, закладку придаточных корней, преобра-
зование анатомии листьев и формирование газовой
пленки на их гидрофобной поверхности для улуч-
шения диффузии газов и т.п. В результате этих пре-
имущественно морфолого-анатомических при-
способлений надземная часть растения транс-
портирует кислород в затопленные корни, что
позволяет им поддерживать обмен веществ. Вто-
рая стратегия (LOQS) характеризуется торможе-
нием роста и реализуется, в первую очередь, как
метаболическая адаптация, заключающаяся в (2)
эффективном обеспечении растительного орга-
низма энергией за счет создания запасов углеводов,
интенсификации гликолиза и брожений и исполь-
зования альтернативных дыхательных субстратов;
(3) обезвреживании токсичных метаболитов анаэ-
робного обмена за счет их удаления или использова-
ния альтернативных метаболических путей реокис-
ления восстановленных коферментов; (4) поддер-
жании стабильности тканей (особенно меристем),
клеток и клеточных мембранных компонентов (ми-
тохондрий, пластид) [1–5, 9]. Эти адаптации позво-
ляют приспособленным растениям получать доста-
точное для жизнедеятельности количество энергии,
поддерживать водно-минеральный баланс и расти
даже в условиях полного отсутствия кислорода.

Однако выход растений из дефицитной по
кислороду среды таит в себе еще больше опасно-
стей. С гипоксическим (недостаток кислорода)
или аноксическим (отсутствие кислорода) воз-
действиями тесно связано влияние окислитель-
ного стресса, который возникает еще в анаэроб-
ной среде и особенно усиливается сразу после
действия дефицита кислорода, когда растения
снова оказываются в условиях нормальной аэра-
ции. Накопившиеся во время кислородного голо-
дания восстановленные субстраты начинают
окисляться кислородом воздуха, что приводит к
генерации активных форм кислорода (АФК) и
развитию постаноксических повреждений, кото-
рые также могут привести растение к гибели [2, 10,
11]. В природе окислительный стресс – прямое
следствие гипоксии и аноксии. Постаноксические
повреждения были выявлены у ириса германского
(Iris germanica) [2, 12], риса (Oryza sativa) [13], пше-
ницы (Triticum aestivum) и овса (Avena sativa) [12,
13], сои (Glycine max) [14], желтого люпина (Lupinus
luteus) [15] и других растений, однако сравнение
степени повреждения у объектов с разной устой-
чивостью к кислородному дефициту проводится

исследователями крайне редко. Ранее мы показа-
ли большие окислительные повреждения липи-
дов и белков в растениях пшеницы по сравнению
с растениями риса [13, 16]. Во время постанокси-
ческой реаэрации у растений возрастает уровень
АФК [14, 15, 17–20] и свободных радикалов [21].

Для предотвращения действия окислительно-
го стресса растения располагают многоуровневой
системой защиты от повреждающего действия
АФК. Важнейшей частью антиоксидантной си-
стемы являются ферменты, предотвращающие
образование АФК или разрушающие их. Главную
роль среди этих ферментов выполняют различ-
ные пероксидазы.

Каталаза (КФ 1.11.1.6) осуществляет распад
двух молекул H2O2 с образованием воды и свобод-
ного кислорода. Этот фермент не нуждается в до-
полнительных субстратах и проводит окисление
молекулы пероксида водорода за счет кислорода
другой молекулы H2O2. Локализован фермент
преимущественно в пероксисомах, где он отвеча-
ет за антиоксидантную защиту, в том числе и при
фотодыхании. Особенно его роль возрастает при
действии неблагоприятных факторов. Стимуля-
ция каталазы показана под действием реаэрации
для растений желтого люпина [15, 21], лотоса
(Nelumbo nucifera) [22], резуховидки (Arabidopsis
thaliana) [19] и риса [23]. Данные о сравнении дей-
ствия постаноксического окислительного стресса
на растения с контрастной устойчивостью к ги-
поксии приводятся в работе Monk с соавт. [24].
Показано, что в корневищах менее устойчивых
растений реаэрация вызывала существенное воз-
растание каталазной активности. Сравнительно-
го анализа изменений активности этого фермента
в зеленых побегах и корнях растений пшеницы и
риса не проводилось.

Гваяколпероксидаза (секреторная пероксидаза
III класса, КФ 1.11.1.7) катализирует окисление
разнообразных химических соединений за счет
кислорода перекиси водорода [25]. Она вовлечена
в фенольный обмен и лигнификацию клеточной
стенки. Велика адаптивная роль пероксидаз при
неблагоприятных воздействиях, особенно при па-
тогенезе. Кроме того, многие ее изоформы участ-
вуют в окислении ауксина, поэтому ее активность
связана с регуляцией ростовых процессов. Анти-
оксидантная функция гваяколпероксидазы состо-
ит в детоксикации пероксида водорода как одной
из АФК. Фермент локализован в вакуолях, системе
везикулярного транспорта и клеточной стенке [26].

Известно, что под влиянием гипо- и аноксии
активность пероксидазы возрастает, появляются
ее новые изоформы [20, 27–29]. Увеличение ак-
тивности фермента связывают с необходимостью
разрушения накапливающихся продуктов анаэроб-
ного обмена, в том числе и фенольных соединений.
При постаноксической аэрации было обнаружено
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участие гваяколпероксидазы в процессе разложе-
ния пероксида водорода в культуре клеток сои
[14] и резуховидки [19]. С другой стороны, в кор-
нях люпина пероксидаза не играла существенной
роли в детоксикации АФК при реоксигенации [21].
Имеются сведения и об отсутствии стимуляции
этого фермента у коровьего гороха (Vigna unguicula-
ta) при гипоксии [30]. Наряду с этим, известны дан-
ные и о снижении активности гваяколпероксидазы
в условиях гипоксии в колеоптилях проростков
риса, что связывали с ускорением роста этих ор-
ганов [31].

Таким образом, в литературе имеются немно-
гочисленные и неоднозначные данные о влиянии
недостатка кислорода на активность каталазы и
гваяколпероксидазы. В наших работах с растени-
ями, контрастными по устойчивости к дефициту
кислорода, была показана активация пероксидазы
в результате действия аноксии [1, 29], причем в
большей степени в апопласте клеток корней
устойчивых растений [32]. Однако в этих работах
не рассматривали роль гваяколпероксидазы как
антиоксидантного фермента в постаноксический
период и не сопоставляли его активность с на-
коплением пероксида водорода.

Цель работы – изучение действия аноксии и
постаноксического окислительного стресса на
продукцию перекиси водорода и активность ката-
лазы и гваяколпероксидазы у растений пшеницы и
риса, контрастных по устойчивости к недостатку
кислорода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал и условия выращивания.
Эксперименты проводили на 7-дневных пророст-
ках пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Ленин-
градка и 10-дневных проростках риса (Oryza sativa L.)
сорта Лиман. Пшеницу использовали в качестве
неустойчивого, а рис – устойчивого к гипоксии
растения. Семена поверхностно стерилизовали
5% раствором гипохлорита натрия и выращивали
в гидропонных условиях, как было описано нами
ранее [33]. Анаэробные условия создавали про-
пусканием газообразного азота (содержание кис-
лорода < 0.01%) через камеры с растениями, кото-
рые затем герметично закрывали и помещали в
темноту для предотвращения образования кисло-
рода на свету. Анаэробные условия проверяли с по-
мощью индикатора Anaerotest (“Merck”, Германия).
Экспозиция в атмосфере азота составляла 12, 24 и
72 ч. Контрольные растения помещали в темноту
в условиях аэрации.

Для создания условий реаэрации опытные
растения вынимали из камер и оставляли на воз-
духе в темноте на 1, 12 и 24 ч после каждого из трех
сроков пребывания в бескислородной среде. Для
определения продукции перекиси водорода ис-

пользовали более короткие сроки реаэрации: 5,
15, 30 мин и 1 ч. Относительный уровень тран-
скриптов генов каталазы у риса детектировали
после 1 и 24 ч реаэрации.

Определение продукции перекиси водорода про-
водили спектрофотометрическим методом при
помощи ксиленового оранжевого [34]. Об уровне
продукции судили на основании изменения оптиче-
ской плотности раствора при 560 нм на спектрофо-
тометре СФ-26 (“ЛОМО”, Россия). Стандартные
растворы пероксида водорода были использованы
для построения калибровочной кривой. Специ-
фичность была подтверждена ингибированием
продукции Н2О2 добавлением 500 ед. каталазы на
1 мл среды инкубации. 

Получение апопластной жидкости (для анализа
активности гваяколпероксидазы клеточной стенки).
Растительный материал (1 г) ополаскивали ди-
стиллированной водой, обсушивали на фильтро-
вальной бумаге, нарезали отрезками по 30 мм
длиной и в течение 20 мин подвергали вакуум-ин-
фильтрации (–70 кПа) 0.05 М MES-буфером (рН
6.0), содержавшем 1 М NaCl [35]. Соотношение
ткань : буфер составляло 1 : 10 (w/v). После ин-
фильтрации растительный материал обсушивали
и центрифугировали над сеточкой при 1000 g в тече-
ние 15 мин. В результате описанной выше процеду-
ры получали 180–250 мкл апопластной жидкости, в
которой определяли активность и изоферментный
состав гваяколпероксидазы. Возможность загряз-
нения выделяемой апопластной фракции цито-
плазматическими белками проверяли, анализируя
активность маркерного фермента цитоплазмы –
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы. Во всех случаях в
исследуемой фракции активность этого фермента
не была обнаружена.

Экстракция симпластной гваяколпероксидазы и
каталазы. Все операции по выделению фермен-
тов проводили при температуре 0…+4°С. Остав-
шуюся после центрифугирования инфильтрата
растительную ткань (для гваяколпероксидазы)
или навеску растительного материала (1 г, для ката-
лазы) гомогенизировали и экстрагировали охла-
жденным 0.02 М K, Na-фосфатным буфером 30 мин
(рН 6.5, соотношение 1 : 10, w/v). После центри-
фугирования (15 мин, 5500 g) супернатант собира-
ли, а осадок ресуспендировали с 1/2 первоначаль-
ного объема буфера, снова экстрагировали 20 мин,
после чего вновь центрифугировали. Промывку
повторяли. Объединенную фракцию использова-
ли для определения активности ферментов в ци-
топлазме, а также для определения изофермент-
ного спектра гваяколпероксидазы.

Определение содержания белка в ферментной
вытяжке проводили методом Брэдфорда [36].

Определение активности каталазы. Реакцион-
ная среда для определения активности каталазы
содержала 0.02 М K, Na-фосфатный буфер (pH 6.5)
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и 40 мкл ферментной вытяжки (7–25 мкг белка).
Реакцию начинали введением перекиси водорода
(10 мМ), в контрольном варианте добавляли ди-
стиллированную воду. Конечный объем среды –
3 мл. Измерение оптической плотности произво-
дили при 240 нм на спектрофотометре СФ-46
(“ЛОМО”, Россия) в течение 2 мин с 20-секундным
интервалом. Активность фермента рассчитывали в
микромолях разрушаемой перекиси водорода на 1 г
сырой массы в минуту, используя коэффициент
экстинкции H2O2 39.4 мМ–1 см–1 [37].

Определение активности гваяколпероксидазы
проводили на спектрофотометре СФ-26 (“ЛОМО”,
Россия) при помощи гваякола, который в перок-
сидазной реакции превращается в тетрагваякол.
Состав реакционной среды: 0.5 мл 0.05 М гваякола
(“Sigma”, США), 0.5 мл 0.03% Н2О2 и 25 мкл фер-
ментной вытяжки, содержащей 7–25 мкг белка, в
0.02 М фосфо-цитратном (рН 5.0, для апопласт-
ной фракции) или 0.02 М K, Na-фосфатном бу-
фере (рН 6.5, для внутриклеточной фракции).
Конечный объем среды – 3 мл. Реакцию запуска-
ли добавлением перекиси водорода. Оптическую
плотность измеряли при 470 нм в течение 2 мин с
момента начала реакции с 20-секундным интер-
валом. Активность фермента рассчитывали в
микромолях окисляемого гваякола на 1 г сырой
массы в минуту, используя коэффициент экс-
тинкции тетрагваякола 26.6 мМ–1 см–1.

Определение изоферментного спектра пероксидаз
проводили методом нативного электрофореза в
пластинах полиакриламидного геля в кислой бу-
ферной системе [38]. Разделение проводили в ка-
мерах Mini-PROTEAN® с источником тока Pow-
erPacTM Universal (“Bio-Rad Laboratories”, США)
при напряжении 300 мВ в течение 40 мин. После
разделения гели промывали 3 раза по 10 минут в
0.2 М ацетатном буфере (рН 5.0). Проявку перок-
сидаз проводили в среде, содержавшей 35 мМ гва-
якол, 3.3 мМ H2O2, и 0.1 М ацетатный буфер (рН 5.0).
После проявления гели сканировали на сканере
НР ScanJet 2000C (“Hewlett-Packard”, США). По-
лученные изображения анализировали с помощью
ImageJ 1.53k. Оцифровывали денситограммы доро-
жек электрофореза и рассчитывали интенсивность
окраски пятен. На графиках Дополнительных ма-
териалов (рис. 1, 2) приведены средние из трех
повторностей.

Ингибиторный анализ. Для выявления возмож-
ных механизмов регуляции активности изучаемых
ферментов растения обрабатывали ингибиторами
транскрипции (актиномицин D, 6 × 10–5 М, “Re-
anal”, Венгрия), трансляции (циклогексимид, 3 ×
× 10–5 М, “Sigma”, США) и везикулярного транс-
порта (брефельдин А, 7 × 10–5 М, “Sigma”, США).
Перед постановкой в экспериментальные усло-
вия растения помещали в стаканы, содержавшие

20 мл 20% раствора Кнопа с растворенным инги-
битором на 3 ч.

Подбор праймеров для генов каталазы. Экс-
прессию генов каталазы изучали в проростках риса,
поскольку только в них возрастала активность
этого фермента. Пероксидазы III класса, т.е. гва-
яколпероксидазы, кодируются у риса 125–160 ORF,
и изучение их экспрессии требует отдельного тран-
скриптомного исследования. Для подбора прайме-
ров были проанализированы электронные базы
данных аннотированного генома риса (“Rice Ge-
nome Annotation Project”, http://rice.plantbiology.
msu.edu/ и “The rice annotation project database”,
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/search/), а также
референсный геном риса IRGSP-1.0 Oryza sativa
var. japonica сорта Nipponbare, доступный на сайте
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Были найдены по-
следовательности нуклеотидов трех генов, коди-
рующих каталазу. Исследованы кодирующие по-
следовательности ДНК (CDS), определяющие ва-
рианты альтернативного сплайсинга (изоформы)
ферментов одного типа (Cat A и B). С помощью
программы MegAlign 5.05 из набора программ
DNAStar было проведено выравнивание всех
CDS соответствующих изоформ по алгоритму
ClustalW. К консенсусным участкам были подо-
браны праймеры в программе Beacon Designer 8
(табл. 1), т.е. разработанные нами праймеры поз-
воляют оценить экспрессию любых вариантов
альтернативного сплайсинга по изучаемым ге-
нам. В качестве гена сравнения (референсного)
был использован OsTUB4 (Os01g0805900), кодиру-
ющий бета-4-тубулин и продемонстрировавший
наиболее стабильную экспрессию в предваритель-
ных экспериментах. Специфичность праймеров
проверяли с помощью поиска гомологии с гено-
мом и транскриптомом риса по алгоритму
BLASTn на сайте базы данных NCBI http://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/. Праймеры заказывали в компании
Бигль (Россия, http://www.biobeagle.com/). Ка-
чество работы праймеров проверяли по резуль-
татам ПЦР.

Выделение РНК и синтез кДНК проводили из
тканей проростков риса. Для этого взвешивали
по 150 мг побегов и 200 мг корней. Образцы замо-
раживали в жидком азоте и гомогенизировали с
помощью шаровой мельницы Tissue Lyser LT
(“Qiagen”, Германия) три раза по 1 мин, 50 уд./с.
К образцу добавляли 1 мл изолирующего РНК ре-
агента PureZOL™ (“Bio-Rad Laboratories”, США)
и проводили дальнейшее выделение по методике
производителя. Очистку выделенной РНК от
примеси ДНК осуществляли ДНКазой I (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США). Качество ДНКазной
обработки проверяли с помощью ПЦР, где в каче-
стве матрицы использовали РНК, и последующего
электрофоретического разделения продуктов в 1%
агарозном геле (ТАЕ-буфер, 120 В, 40 мин) с окра-
шиванием бромистым этидием (0.5 мкг/мл). Для
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всех пар использованных праймеров продуктов
полимеризации с РНК не было обнаружено.
Определение концентрации РНК проводили на
спектрофотометре NanoDrop 1000 (“Thermo Fisher
Scientific”, США). После измерения было прове-
дено выравнивание проб по концентрации РНК
до 2.5 мкг/мкл, необходимое для количественно-
го анализа экспрессии. Комплементарную ДНК
(кДНК) синтезировали c помощью набора Rever-
tAid Reverse Transcriptase (“Thermo Fisher Scientific”,
США) с применением ингибитора РНКаз Ribo-
Lock (“Thermo Fisher Scientific”, США). Все ма-
нипуляции осуществляли в соответствии с прото-
колом производителя. Синтез кДНК проводили с
использованием Oligo(dT) праймеров (“Бигль”,
Россия). Образцы кДНК осаждали 0.1 М раство-
ром ацетата натрия в этаноле, растворяли сте-
рильной деионизированной водой, разделяли на
аликвоты и хранили при –80°C до анализа.

Количественную ПЦР в реальном времени (ОТ-
ПЦР-РВ) проводили в реакционной смеси объе-
мом 12.5 мкл следующего состава: 50 нг кДНК, по
10 пмоль прямого и обратного праймеров (F и R),
0.75 мкл MgCl2, 5 мкл 2.5× реакционной смеси
SYBRGreen (“Синтол”, Россия, http://www.syntol.ru),
до необходимого объема смесь доводили биди-
стиллированной водой из набора. Каждую реак-
цию проводили в трех аналитических повторно-
стях. Контролем к каждому праймеру служила
проба без кДНК. ОТ-ПЦР-РВ проводили на тер-
моциклере C1000 с оптическим модулем CFX96
(“Bio-Rad Laboratories”, США). Использовали
оборудование ресурсного центра СПбГУ “Разви-
тие молекулярных и клеточных технологий”.
Программа амплификации включала 45 циклов
следующего состава: плавление 15 с при 95°С, от-
жиг 15 с при 60°С, элонгация 30 с при 72°С. Началу
амплификации предшествовала 7-минутная инку-
бация при 95°С, а завершению – замер кривых
плавления продуктов с постепенным нагревани-
ем от 65 до 95°С. Для получения относительного

количества транскриптов из пороговых циклов
амплификации (Ct) использовали метод 2–ΔCt, а
для получения степени изменения относитель-
ного количества транскриптов каждого гена –
метод 2–ΔΔCt [39]. Изменение уровня экспрессии
рассчитывали относительно контрольных (нор-
моксических) значений, принимая их за единицу.

Все опыты проводили в 4–8-кратной биологи-
ческой повторности. Статистическую обработку
данных осуществляли с помощью GraphPad Prism 5
для Windows. На графиках (рис. 1–5) приведены
средние значения величин и их стандартные
ошибки. Значения с разными буквами достоверно
различаются при P < 0.05 (метод группирования
выборок с наименее значимой разницей, Least
Significant Difference test). В таблицах 2–4 данные
ингибиторного анализа выражены в процентах от
соответствующего значения без ингибитора и
приведены их средние значения и стандартные
ошибки. Звездочками обозначены статистически
значимые различия от контроля (множественный
парный тест Вилкоксона; P  ≤  0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исходный уровень продукции перекиси водо-

рода у риса был выше, чем у пшеницы, особенно
в корнях (рис. 1). У проростков пшеницы аноксия
не приводила к существенному изменению в ко-
личестве анализируемого пероксида водорода. У
риса, в отличие от пшеницы, аноксическое воз-
действие снижало уровень продукции перекиси
тканями. Во время реоксигенации у обоих расте-
ний уровень продукции пероксида водорода по-
вышался. У пшеницы, как в побегах, так и в кор-
нях, после 12 и 24 ч аноксии происходило увели-
чение продукции Н2О2 через 15 мин пребывания
на воздухе почти в 5 раз, после чего она снижалась
до контрольного уровня (рис. 1а, б). После 72 ч
аноксии уровень пероксида сохранялся высоким
не только после 15, но и после 30 мин реаэрации,

Таблица 1. Праймеры к генам риса, кодирующим каталазы и бета-2-тубулин

Ген RAP-DB NCBI Праймеры (5'–3')
Длина

продукта, 
п.н.

Локализация 
белка

OsCatA Os02g0115700 LOC4328073 GGAGGCAGAAGGCGACGATACA
AACGACTCATCACACTGGGAGAGG 187

Пероксисомы
глиоксисомы
митохондрии

OsCatB Os06g0727200 LOC4342124 CAAGGAGAACAATTTCCAACAGGC
CACTGCGACCAGTAGGAGATCCAG 153 Пероксисомы

OsCatC Os03g0131200 LOC4331509 GTGATTGCCAAGGAGAACAACTTCA
GCCAGTTTCTGACCCAGAGACCTG 188 Пероксисомы

OsTUB4 Os01g0805900 LOC4327550 GAACCATTTGATTTCTGCCACCA
CGGTACTGCTGGGAGCCACG 171 Тубулин-бета 4

ген сравнения
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и не достигал исходной величины даже через 1 ч.
Продукция перекиси водорода в побегах и корнях
риса при реаэрации превышала контрольные зна-
чения не столь значительно, как у пшеницы. В
корнях риса она возрастала в большей степени,
чем в побегах (рис. 1г). У обоих исследованных
растений максимум продукции перекиси тканя-
ми приходился на 15 мин реаэрации после всех
сроков аноксии.

Каталаза – один из основных ферментов, осу-
ществляющих детоксикацию перекиси водорода.
Исходный уровень ее активности у пшеницы и
риса почти не различался (рис. 2). Аноксия и по-
следующая реаэрация не приводили к изменени-
ям активности фермента в проростках пшеницы,
но при длительной (24 ч) реоксигенации после 72 ч
аноксии его активность понижалась (рис. 2а, б). У
риса, напротив, происходила активация каталазы
при 12 ч аноксии в корнях и 24 ч аноксии в побе-
гах. Отсутствие кислорода в течение 72 ч стимули-
ровало активность в обоих органах (рис. 2в, г). Во
время реаэрации каталазная активность в про-

ростках риса была выше контрольной после всех
сроков аноксического воздействия. Максималь-
ная активация каталазы (в 2–3 раза) в проростках
риса была обнаружена во время реаэрации после
72 ч аноксии. Поэтому было рассмотрено дей-
ствие ингибиторов на активность каталазы у риса
именно в этом варианте. Для сравнения было
проанализировано влияние ингибиторов и у пше-
ницы, активность каталазы у которой, наоборот,
падала. Растения обрабатывали ингибиторами
транскрипции (актиномицин D) и трансляции
(циклогексимид). Предобработка проростков ак-
тиномицином D не приводила к каким-либо за-
метным изменениям в активности каталазы у
пшеницы, тогда как циклогексимид вызывал ин-
гибирование при 12–24 ч реаэрации (табл. 2). У
риса ингибиторы в большей степени подавляли
активность каталазы, причем циклогексимид
также был более эффективен. Наиболее сильное
подавление активности было при 12 ч реаэрации
(табл. 2). В связи с этим у риса исследовали экс-
прессию генов, кодирующих каталазы. Исходно,

Рис. 1. Продукция перекиси водорода в побегах (а, б) и корнях (в, г) проростков пшеницы (а, в) и риса (б, г) в условиях
аноксии и последующей реаэрации. Значения с разными буквами (a–g) достоверно различаются (LSD тест, P  <  0.05).
Условные обозначения:  – аэрация,  – аноксия,  – 5 мин реаэрация,  – 15 мин реаэрация,  – 30 мин ре-
аэрация,  – 1 ч реаэрация.
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Рис. 2. Активность каталазы в побегах (а, б) и корнях (в, г) проростков пшеницы (а, в) и риса (б, г) в условиях аноксии

и реаэрации. Значения с разными буквами (a–d) достоверно различаются (LSD тест, P  <  0.05). Условные обозначе-

ния:  – аэрация,  – аноксия,  – 1 ч реаэрация,  – 12 ч реаэрация,  – 24 ч реаэрация.
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Таблица 2. Действие ингибиторов транскрипции и трансляции на активность каталазы проростков пшеницы и
риса в условиях 72 ч аноксии и последующей реаэрации, % от активности без ингибитора

Примечание. * – статистически значимые различия от контроля (тест Вилкоксона; P  ≤  0.05).

 

Пшеница

побег корень

актиномицин циклогексимид актиномицин циклогексимид

Аноксия 99.5 ± 7.3 92.1 ± 10.1 98.4 ± 11.3 91.9 ± 11.2

1 ч реаэрация 98.9 ± 7.0 92.2 ± 9.1 96.8 ± 10.5 83.4 ± 9.1

12 ч реаэрация 96.8 ± 6.0 81.6 ± 7.2* 98.0 ± 9.9 83.1 ± 8.4

24 ч реаэрация 97.7 ± 7.1 68.4 ± 7.6* 98.0 ± 3.9 71.3 ± 13.1*

 

Рис

побег корень

актиномицин циклогексимид актиномицин циклогексимид

Аноксия 97.0 ± 7.4 73.6 ± 6.7* 95.9 ± 6.4 72.6 ± 7.7*

1 ч реаэрация 87.7 ± 4.0* 62.1 ± 4.8* 75.1 ± 2.5* 58.9 ± 4.1*

12 ч реаэрация 83.6 ± 2.4* 59.6 ± 3.9* 72.4 ± 2.7* 55.2 ± 4.0*

24 ч реаэрация 91.5 ± 5.6 72.7 ± 3.4* 79.0 ± 6.4* 62.4 ± 6.0*
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Рис. 3. Относительный уровень транскрипции генов каталазы OsCatA (а, г), OsCatB (б, д) и OsCatC (в, е) в побегах (а–в) и

корнях (г–е) проростков риса в условиях аноксии и реаэрации. За единицу принят уровень экспрессии в контроле
(аэрация). Значения с разными буквами (a–h) достоверно различаются (LSD тест, P  <  0.05). Условные обозначения:

 – аэрация,  – аноксия,  – 1 ч реаэрация,  – 24 ч реаэрация.
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до начала эксперимента, в побеге 10-дневных
проростков преимущественно экспрессировался
ген OsCatA (80% суммарной экспрессии генов ка-
талаз оценивалось относительно гена сравнения
OsTUB4), а в корне с таким же преимуществом –
OsCatB. Экспрессия OsCatC в побеге не превыша-
ла 5%, а в корне – 1%. В побеге проростков риса
короткие сроки аноксии (12 ч) почти не сказыва-
лись на экспрессии генов каталаз, а реаэрация
стимулировала накопление транскриптов всех
трех генов, причем у OsCatB и OsCatС через 1 ч, то-
гда как у OsCatA – после 24 ч (рис. 3а–в). При дли-
тельных сроках аноксии (24 и 72 ч) экспрессия
OsCatA в побеге риса подавлялась в бескислород-
ных условиях и восстанавливалась только после
24 ч, тогда как OsCatB и OsCatC, наоборот, стимули-
ровались именно в условиях аноксии и оставались
активными при реаэрации. В корнях проростков
риса краткосрочная аноксия (12 ч) стимулировала
накопление транскриптов всех генов каталаз, кото-
рое оставались на высоком уровне и во время ре-
аэрации, причем, так же как и в побегах, максимум
аккумуляции мРНК OsCatB и OsCatC приходился на
1 ч, а OsCatA – на 24 ч постаноксии (рис. 3г–д). Как
и в побегах, при длительном анаэробном воздей-
ствии OsCatA в корнях инактивировался, а OsCatB
и OsCatC – стимулировались, причем изменения
экспрессии в корне на протяжении всего времени
действия стрессора почти на 100% были связаны с
геном OsCatB. При реаэрации уровень транскрип-
тов у OsCatA в корнях стремился к контрольным

значениям, а у OsCatB и OsCatC оставался выше
контроля. Таким образом, все гены каталаз явля-
лись чувствительными к аноксии и постанокси-
ческому окислительному стрессу.

Гваяколпероксидаза представляет собой один
из самых распространенных ферментов в сим-
пласте и апопласте растительных клеток, осу-
ществляющий окисление фенольных соединений
при помощи пероксида водорода. Каталитиче-
ская активность гваяколпероксидазы проявляет-
ся при одновременном связывании в активном
центре фермента двух молекул фенольных соеди-
нений и молекулы H2O2. Апопластная форма пе-

роксидазы первой сталкивается с АФК, проника-
ющими в клетку извне, в связи с чем в нашей ра-
боте ей уделено особое внимание. Активность
пероксидазы клеточной стенки в исходных кон-
трольных вариантах обоих растений была при-
близительно одинаковой (рис. 4). В результате
действия анаэробиоза у пшеницы в течение первых
12 ч происходило снижение активности фермента
как в побегах, так и в корнях. При 24 ч экспозиции
в ее побегах активность оставалась низкой, а в кор-
нях – почти не изменялась, как и в обоих органах
при 72 ч аноксии (рис. 4а, в). У риса в побегах по-
давление активности фермента было обнаружено
только при более коротких экспозициях (12 ч), в
корнях же под влиянием анаэробиоза активность
гваяколпероксидазы даже вырастала, что особен-
но четко проявлялось после 24 и 72 ч экспозиции
(рис. 4б, г). В период постаноксической аэрации,
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особенно после 12 ч реоксигенирования, у пше-

ницы происходила некоторая активация гваякол-

пероксидазы апопласта и в побегах, и в корнях

(рис. 4а, в). Однако она была значительно слабее,

чем у риса (рис. 4б, г), у которого активация гвая-

колпероксидазы апопласта наблюдалась уже в

первые часы реоксигенации и была наиболее зна-

чительной в побегах после длительных сроков

аноксии (рис. 4г).

Активность симпластной формы гваяколпе-

роксидазы была значительно выше, чем апо-

пластной, у обоих растений, что было наиболее

показательным для корней (рис. 5). В результате

действия анаэробиоза активность фермента сни-

жалась в проростках обоих растений, причем осо-

бенно сильно в побегах. Восстановление условий

аэрации стимулировало фермент у пшеницы в

значительно большей степени, чем у риса (рис. 5а).

Наибольшая активация внутриклеточной перок-

сидазы у пшеницы была обнаружена в побегах

при 12–24 ч реаэрации и после самого короткого

срока пребывания в бескислородной среде (12 ч).

У риса максимум активации симпластной формы

этого фермента во всех рассмотренных вариантах

приходился на 24 ч после восстановления нор-
мальной аэрации (рис. 5б, г).

Поскольку результаты проведенной работы
показали активацию фермента в апопласте у риса
и в симпласте у обоих растений в условиях поста-
ноксической аэрации, то представляло интерес
определить, связано ли это активирование с про-
цессами биосинтеза мРНК и белка. Кроме того,
было рассмотрено влияние ингибитора везику-
лярного транспорта (брефельдин А) на интенсив-
ность функционирования гваяколпероксидазы в
апопласте клеток растений.

Выбрать наиболее оптимальный срок аноксии
для изучения влияния ингибиторов на актив-
ность гваяколпероксидазы оказалось довольно
трудно. Анализ результатов показал, что суще-
ственных различий в активации фермента при
разных сроках аноксии не было. Тем не менее, в
условиях аноксии гваяколпероксидаза активиро-
валась только в апопласте корней риса после 24 и
72 ч аноксии. 12-часовая аноксия практически не
изменяла активности апопластной пероксидазы у
риса. Однако в условиях реаэрации гваяколпе-
роксидазы риса как апопластные, так и внутри-
клеточные активировались именно после 12 ч

Рис. 4. Активность апопластной пероксидазы в побегах (а, б) и корнях (в, г) проростков пшеницы (а, в) и риса (б, г) в

условиях аноксии и реаэрации. Значения с разными буквами (a–e) достоверно различаются (LSD тест, P  <  0.05).

Условные обозначения:  – аэрация,  – аноксия,  – 1 ч реаэрация,  – 12 ч реаэрация,  – 24 ч реаэрация.

15

10

5

0

(а) (б)

d
c

а

c

а a

d d

bc ab

cd
c

abab
c

c

а
b

c
b

d

c

e

e

cc
ab

bc

cd

cd

15

10

5

0

(в) (г)

b b
a

b
bc

b

c
b b b

b b

c

bb
а a

c

b
b

a

bc

b
b

aaa

bc
bc

b

А
к

ти
в

н
о

с
ть

 п
е
р

о
к

с
и

д
а
зы

, 
м

м
о

л
ь
 г

в
а
я

к
о

л
а
/г

 с
ы

р
о

й
 м

а
с
с
ы

 *
 м

и
н

12 ч 24 ч 72 ч 12 ч 24 ч 72 ч

Продолжительность воздействия, ч



684

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 6  2022

ЕМЕЛЬЯНОВ и др.

аноксии. В побегах пшеницы активация внутри-
клеточной гваяколпероксидазы при реаэрации
происходила только после 12 ч аноксии, снижа-
ясь после 24 и 72 ч экспозиции. Поэтому в насто-
ящей работе было исследовано влияние ингиби-
торов на активность гваяколпероксидазы и у
пшеницы, и у риса после 12 ч аноксии и последу-
ющей аэрации. Показано, что актиномицин D
почти не изменял активности гваяколпероксидазы
после аноксии у обоих растений ни в апопласте, ни
внутри клеток, за исключением проростков риса, у
которых в условиях 12 ч реаэрации наблюдалось
достоверное снижение активности фермента кле-
точной стенки в корне (табл. 3), а после 24 ч ре-
аэрации – симпластной формы и в побеге, и в корне
(табл. 4). Воздействие циклогексимида приводило
к снижению активности обеих форм пероксидаз у
устойчивого растения, особенно заметному в апо-
пласте (табл. 3, 4). Применение брефельдина А вы-
звало уменьшение активации фермента в апопла-
сте у обоих растений (табл. 3).

Поскольку пероксидазы III класса, т.е. гвая-
колпероксидазы, кодируются у риса около 150 ORF,
то изучение их экспрессии требует отдельного
транскриптомного исследования. В настоящем

исследовании был проведен нативный электро-
форез пероксидаз, который у риса выявил в побе-
ге шесть и в корне пять апопластных изоформ.
Внутриклеточных изоферментов у риса обнару-
жено пять в побеге и три – в корне. У пшеницы
было определено пять изоформ клеточной стенки
в побеге и три – в корне, а также пять локализован-
ных внутри клеток побега и две – корней (рис. 6).
В целом для риса было характерно большее коли-
чество изоформ и они отличались более интен-
сивной окраской, особенно ферменты клеточной
стенки. В апопласте обоих растений изоформ пе-
роксидазы было больше, чем внутри клеток, за
исключением побегов пшеницы, где изоперокси-
даз было равное количество.

У неустойчивого растения при действии анок-
сии и последующей реаэрации не наблюдалось
изменений в количестве изоформ. У большинства
апопластных и внутриклеточных изопероксидаз
интенсивность окраски уменьшалась в условиях
кислородной недостаточности и восстанавлива-
лась или становилась выше контроля при поста-
ноксии (рис. 6; Дополнительные материалы,
рис. 1, 2). Однако изоформа 2 апопласта клеток
корня (Rf 0.09, рис. 6в; Дополнительные матери-

Рис. 5. Активность внутриклеточной пероксидазы в побегах (а, б) и корнях (в, г) проростков пшеницы (а, в) и риса (б, г)

в условиях аноксии и реаэрации. Значения с разными буквами (a–e) достоверно различаются (LSD тест, P  <  0.05).

Условные обозначения:  – аэрация,  – аноксия,  – 1 ч реаэрация,  – 12 ч реаэрация,  – 24 ч реаэрация.
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алы, рис. 1г) в наибольшей степени стимулирова-
лась аноксией, а симпластная изоформа 5 побега
(Rf 0.42, рис. 6б; Дополнительные материалы,
рис. 2б) – реаэрацией. В проростках риса интен-
сивность окраски изоформ клеточных стенок воз-
растала как в побегах, так и в корнях (рис. 6а, в; До-
полнительные материалы, рис. 1а, в). У симпласт-

ных изоформ в побегах риса динамика изменений
была близка к таковой у пшеницы (рис. 6б; Допол-
нительные материалы, рис. 2а), а в корнях значи-
тельных изменений выявлено не было (рис. 6г;
Дополнительные материалы, рис. 2в). Появления
новых или исчезновения имеющихся изоформ
также не детектировано.

Таблица 3. Действие ингибиторов транскрипции, трансляции и везикулярной секреции на активность перокси-
дазы апопласта проростков пшеницы и риса под влиянием 12 ч аноксии и реаэрации, % от активности без инги-
битора

Примечание. * – статистически значимые различия от контроля (тест Вилкоксона; P  ≤  0.05).

 

Пшеница

побег корень

актиномицин циклогексимид брефельдин актиномицин циклогексимид брефельдин

Аноксия 95.0 ± 5.4 79.3 ± 9.6 100.0 ± 8.1 96.8 ± 4.0 133.8 ± 18.5 96.0 ± 6.2

1 ч реаэрация 107.6 ± 9.0 119.4 ± 12.9 71.6 ± 6.2* 99.5 ± 9.8 104.2 ± 3.2 90.2 ± 2.2*

12 ч реаэрация 98.6 ± 2.3 96.1 ± 0.2* 47.1 ± 4.2* 94.9 ± 7.1 106.0 ± 2.4 78.5 ± 4.2*

24 ч реаэрация 96.0 ± 7.0 102.8 ± 6.8 51.4 ± 4.2* 103.3 ± 9.0 91.0 ± 7.5 97.2 ± 6.2

 

Рис

побег корень

актиномицин циклогексимид брефельдин актиномицин циклогексимид брефельдин

Аноксия 99.2 ± 8.3 96.8 ± 9.5 94.7 ± 6.2 94.1 ± 4.3 76.9 ± 10.2* 76.5 ± 7.4*

1 ч реаэрация 98.7 ± 3.9 91.6 ± 2.4* 72.0 ± 3.9* 94.4 ± 7.0 66.3 ± 6.4* 64.9 ± 7.8*

12 ч реаэрация 95.6 ± 5.0 77.2 ± 5.3* 62.9 ± 4.3* 69.7 ± 0.7* 48.1 ± 4.6* 47.6 ± 2.7*

24 ч реаэрация 93.0 ± 5.4 73.0 ± 7.7* 57.9 ± 4.5* 98.4 ± 1.6 68.9 ± 5.6* 67.7 ± 5.6*

Таблица 4. Действие ингибиторов транскрипции и трансляции на активность пероксидазы симпласта пророст-
ков пшеницы и риса под влиянием 12 ч аноксии и реаэрации, % от активности без ингибитора

Примечание. * – статистически значимые различия от контроля (тест Вилкоксона; P  ≤  0.05).

 

Пшеница

побег корень

актиномицин циклогексимид актиномицин циклогексимид

Аноксия 112.8 ± 5.0 136.5 ± 19.1 96.8 ± 2.1 104.9 ± 14.7

1 ч реаэрация 92.2 ± 6.1 116.2 ± 11.5 98.8 ± 4.0 117.4 ± 3.4

12 ч реаэрация 98.2 ± 2.3 92.5 ± 2.4 * 97.4 ± 3.3 102.2 ± 3.8

24 ч реаэрация 95.4 ± 9.3 88.4 ± 5.7 96.6 ± 9.7 108.6 ± 7.1

 

Рис

побег корень

актиномицин циклогексимид актиномицин циклогексимид

Аноксия 99.0 ± 13.8 69.4 ± 8.0 * 92.6 ± 5.2 106.3 ± 6.3

1 ч реаэрация 92.7 ± 11.9 89.3 ± 7.3 104.6 ± 7.5 96.0 ± 4.5

12 ч реаэрация 95.0 ± 7.8 91.5 ± 8.2 99.9 ± 3.2 90.9 ± 3.5*

24 ч реаэрация 67.4 ± 8.9* 51.9 ± 5.2 * 57.0 ± 3.5 * 90.4 ± 7.3
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ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведенной работы показали, что
в условиях нормальной аэрации устойчивое к ги-
поксии растение (рис) продуцирует большее ко-
личество пероксида водорода, чем неустойчивое –
пшеница (рис. 1). Однако в условиях аноксии у
риса накопление АФК отсутствовало, а при по-
станоксической аэрации оно было не столь ин-
тенсивным и достигало максимума на более позд-
них сроках, чем у пшеницы (рис. 1). В то же время
в проростках пшеницы и в побегах, и в корнях на-
блюдалась значительная аккумуляция Н2О2, осо-

бенно хорошо заметная после 15–30-минутной
реаэрации.

Из литературы известны примеры накопления
пероксида в период аноксии и постаноксической
аэрации. Так, аккумуляция H2O2 при гипоксиче-

ских и аноксических условиях показана как в
корнях, так и в листьях различных растений [14,
17]. Накопление H2O2 в апопласте и в области

плазматической мембраны устойчивых и не-
устойчивых к недостатку кислорода растений при
аноксии, и особенно в период постаноксической
аэрации, показано при помощи трансмиссион-
ной электронной микроскопии. Blokhina с соавт.
продемонстрировали, что в корнях и корневищах
у устойчивых к гипоксии растений (рис, болот-
ный ирис – I. pseudacorus) во время аноксии, и
особенно, постаноксической реоксигенации, ак-
кумуляция H2O2 происходила в основном в апо-

пласте, а у неустойчивых (пшеница и ирис герман-
ский – I. germanica) – в цитоплазме клеток [18].

При взаимодействии АФК с компонентами
мембранных липидов, а также белков и ДНК об-
разуются различные гидропероксиды, что свиде-
тельствует о возникновении процессов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ), которые ведут к
нарушению целостности мембран клеток. В лите-
ратуре приведены доказательства того, что у при-
способленных к гипоксии объектов уровень ПОЛ
ниже, чем у неприспособленных, как при аноксии,
так и, главным образом, при аэрации в постанокси-
ческий период. Об этом судили по меньшему на-
коплению диеновых и триеновых конъюгатов – ин-
термедиатов ПОЛ, так и его конечного продукта –
малонового диальдегида [12, 13, 16]. Данные об
ограничении ПОЛ у устойчивых растений свиде-
тельствуют о большей стабильности их мембран.
Это хорошо согласуется с нашими данными о
меньшем накоплении перекиси водорода при
аноксии и реоксигенации у риса, что может ука-
зывать на более эффективную регуляцию постав-
ки и использования АФК у устойчивого растения.

Меньшее накопление H2O2 рисом, показанное

в нашей работе, может быть связано с большей
эффективностью работы антиоксидантных фер-
ментов именно у устойчивых к гипоксии растений.
В пользу последнего предположения говорит и тот
факт, что исходный уровень АФК в тканях риса
был выше, чем у пшеницы. По-видимому, анти-

Рис. 6. Изоферментный спектр апопластных (а, в) и внутриклеточных (б, г) пероксидаз в побегах (а, б) и корнях (в, г)
проростков пшеницы и риса в условиях 12 ч аноксии и реаэрации; к – контроль, аэрация, а – аноксия, р1 – 1 ч реаэра-
ция, р24 – 24 ч реаэрация.
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оксидантная система клеток риса находится в
большей готовности к разрушению АФК. Сниже-
ние уровня пероксида водорода у риса может
быть результатом более интенсивной переработ-
ки его в реакциях, катализируемых каталазами и
пероксидазами – ферментами, отвечающими за
разрушение H2O2 или использующими ее в каче-

стве одного из субстратов для получения феноль-
ных полимеров.

В детоксикации пероксида, образующегося в
цитоплазме или поступающего туда из апопласта,
у риса принимает участие каталаза. В проростках
неустойчивой пшеницы в нашей работе не пока-
зано существенных изменений активности ката-
лазы. Более того, в корнях пшеницы фермент
инактивировался после длительной (72 ч) анок-
сии и 24 ч реаэрации (рис. 2в). Исследуя причины
повышенной активности каталазы риса при ре-
аэрации после 72 ч аноксии удалось показать, что
ее стимуляция происходит на транскрипционном
и трансляционном уровнях (рис. 2, 3; табл. 2). У
пшеницы действия ингибиторов на синтез мРНК
каталазы выявлено не было (табл. 2). В работах
Garnczarska с соавт. показана стимуляция каталазы
в корнях желтого люпина под действием реаэрации,
но только после краткосрочной (не более суток) ги-
поксии [15, 21]. В клеточной культуре резуховидки
наложение условий аноксии приводило к сниже-
нию активности каталазы, а восстановление нор-
мальной аэрации – к ее повышению в 1.4 раза вы-
ше контроля [19]. В проростках выращенного под
водой риса активность каталазы была в 10 раз ниже,
чем у аэробно-выращенного, а во время постгипо-
ксической реаэрации она многократно возрастала и
становилась в 1.5 раза выше аэробного контроля
[23]. Сходный эффект был продемонстрирован и
для проростков лотоса (Nelumbo nucifera) [22]. Де-
фицит кислорода вызывал существенную актива-
цию каталазы в листьях рдеста (Potamogeton anguil-
lanus), причем аноксия была более эффективна, чем
гипоксия [20]. Увеличение активности каталазы в
корневищах у рогоза (Typha domingensis) при затоп-
лении связывают с продукцией кислорода в ре-
зультате распада перекиси водорода [40]. В наших
экспериментах активность каталазы в проростках
аэробно выращенного риса, подвергнутого дей-
ствию аноксии, либо не отличалась от контроля,
либо несколько возрастала, и повышалась далее
при действии постаноксии, особенно после долго-
срочного анаэробного воздействия (72 ч, в 2–3 раза,
рис. 2б, г), что сопровождалось усилением экс-
прессии генов, особенно OsCatB и OsCatС (рис. 3).
Ранее в корневищах ряда неустойчивых к гипо-
ксии растений (Glyceria maxima, Juncus effusus и
I. germanica) было показано, что постаноксия вызы-
вала существенное возрастание каталазной актив-
ности [24]. В значительной степени эта активация
стимулировалась этанолом, который накапливался
при дефиците кислорода. Весьма любопытно, что

в данном случае каталаза участвовала не только в
антиоксидантной защите, но и в превращении
этанола в ацетальдегид, токсическое действие кото-
рого вносит существенный вклад в постаноксиче-
ские повреждения, вызывающие быструю гибель
корневищ у неустойчивых видов [11, 24]. У более
устойчивых растений (Schoenoplectus lacustris, Acorus
calamus и I. pseudacorus) активность каталазы в кор-
невищах при реаэрации не изменялась или воз-
растала несущественно. Таким образом, каталаза
в условиях постаноксии, по-видимому, является
важным компонентом системы антиоксидантной
защиты, обеспечивающим деградацию пероксида
водорода. Однако степень ее активации у адапти-
рованных к дефициту кислорода растений зави-
сит от видовой и органной принадлежности, а
также стадии развития.

В нашей работе показано участие апопластной
гваяколпероксидазы в защите растений от окис-
лительного постаноксического воздействия. Этот
фермент до последнего времени не рассматри-
вался как компонент антиоксидантной защиты.
Основными его функциями считают участие в
синтезе лигнина, регуляции ростовых процессов,
а также в фенольном обмене растений. Тем не ме-
нее, в наших опытах для гваяколпероксидазы была
показана активация в условиях реаэрации. Сти-
муляция активности этого фермента у устойчивого
растения происходила уже через 1 ч реаэрации и
была более интенсивной в побеге, который первым
сталкивается с развитием окислительных процес-
сов при возвращении в нормоксические условия.
В результате этого в апопласте клеток осуществ-
ляется детоксикация перекиси водорода, образо-
вание которой при аноксии и после нее именно в
клеточной стенке было показано в работе Blokhina с
соавт. [18]. Это должно препятствовать проник-
новению H2O2 в цитоплазму и нарушению мета-

болизма клетки. У неустойчивого растения по-
добной стимуляции не показано.

Что касается симпластной формы фермента у
растений пшеницы и риса, то полученные в на-
шей работе данные показали, что активность пе-
роксидазы несколько снижалась под влиянием
аноксии как у устойчивого, так и у неустойчивого
растения (рис. 3, 4) что противоречит данным не-
которых авторов [27, 29]. Однако они регистриро-
вали суммарный уровень гваяколпероксидазы, не
разделяя ее на внутриклеточную и апопластную
формы, и, кроме того, они помещали растения в
гипоксическую среду, в то время как в нашей ра-
боте растения находились в режиме более жест-
кой аноксии (содержание кислорода < 0.01%). В
условиях, близких к нашим, активность внутри-
клеточной пероксидазы в колеоптилях и корнях
риса не изменялась [31]. Вероятно, это связано с
удалением молекулярного кислорода из окружа-
ющей среды и, как следствие этого, уменьшением



688

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 6  2022

ЕМЕЛЬЯНОВ и др.

содержания АФК, в том числе и Н2О2 как суб-

страта (рис. 1). Восстановление же нормальной
аэрации приводило к накоплению этих радика-
лов и соединений, что стимулировало активацию
внутриклеточных пероксидаз (рис. 3, 4). Повыше-
ние активности симпластных пероксидаз может
рассматриваться как второй (после апопластного)
этап антиоксидантной защиты, связанный с деток-
сикацией в цитоплазме клеток пероксида водорода,
который либо проник из апопласта, несмотря на
активацию апопластных пероксидаз, либо был син-
тезирован в цитоплазме. У неустойчивого растения
пероксидаза активировалась только к 12 часам ре-
аэрации и только внутри клеток, что, по-видимому,
связано с отсутствием внеклеточного апопласт-
ного барьера, разрушающего пероксид еще в кле-
точной стенке. Более того, после длительных воз-
действий анаэробиоза способность к активации
симпластной гваяколпероксидазы постепенно
снижалась (рис. 3), тогда как у риса она сохраня-
лась примерно на одном уровне после всех сроков
аноксии (рис. 4).

Результаты настоящей работы не выявили
влияния ингибитора транскрипции (актиноми-
цин D) на активность гваяколпероксидаз апопла-
ста и симпласта, однако возможность биосинтеза
ферментов по готовым мРНК, находящимся в
клетке, была показана (табл. 3, 4). Синтезирован-
ный таким образом фермент транспортировался в
апопласт везикулярно, поскольку брефельдин А
был эффективен в подавлении его активности у
обоих растений (табл. 3).

В результате проведенного электрофоретиче-
ского исследования пероксидаз не было выявле-
но появления новых изоформ в условиях аноксии
и постаноксической аэрации (рис. 6; Дополни-
тельные материалы, рис. 1, 2). Однако показана
значительная стимуляция как большинства уже
имеющихся изоформ у риса (при аноксии и по-
станоксии), так и отдельных изоформ у пшени-
цы. Сходные данные были получены и ранее. Так,
при анализе изоферментного состава пероксидаз
апопласта клеток сои [14] показано увеличение
имеющихся изоформ без появления новых.

Таким образом, обнаруженная нами активация
пероксидазы в клеточной стенке у риса может сви-
детельствовать о том, что этот фермент является од-
ним из компонентов антиоксидантной системы
устойчивых к гипоксии растений. Ее роль состоит
в предотвращении поступления активных форм
кислорода в цитоплазму из клеточных стенок.
Исходя из вышеизложенного, можно заключить,
что у устойчивого растения не наблюдалось зна-
чительной продукции перекиси водорода, что,
по-видимому, связано с быстрым и интенсивным
возрастанием активности апопластных форм гвая-
колпероксидазы, обеспечивающих детоксикацию
пероксида еще в клеточной стенке, препятствуя,

тем самым, его проникновению в цитоплазму кле-
ток. Образующийся же в цитоплазме пероксид, а
также проникающий туда из апопласта, разруша-
ется внутриклеточными ферментами, которые у
риса, в отличие от пшеницы, сохраняют длитель-
ное время высокий уровень активности во всех
вариантах опыта. Подобная схема работает как
при коротких, так и при длительных сроках анаэ-
робного и постаноксического воздействия.

В отличие от риса, пшеница, по-видимому, не
обладает столь четко выраженной системой коор-
динации работы антиоксидантных ферментов
при недостатке кислорода и последующей аэра-
ции. В ответ на усиление продукции пероксида не
наблюдалось быстрой активации ни каталазы, ни
апопластной гваяколпероксидазы. Последняя ак-
тивировалась только после длительных сроков
реаэрации. В результате создавались предпосылки
для проникновения Н2О2 в цитоплазму клетки, где

ее детоксикацию осуществляли внутриклеточные
формы гваяколпероксидазы. Однако, вероятно,
этого оказывалось недостаточно, поскольку все
они довольно быстро инактивировались, и АФК
способствовали дестабилизации мембран и раз-
рушению клеток пшеницы.

Таким образом, у устойчивого растения имеется
эффективно регулируемая антиоксидантная си-
стема, включающая в себя каталазу и гваяколпе-
роксидазу, которая при аноксии и постаноксиче-
ской аэрации предотвращает накопление АФК и
является важным адаптивным механизмом как к
недостатку кислорода, так и последующему окис-
лительному воздействию. У неустойчивого расте-
ния эти ферменты работают не столь эффективно,
поэтому детоксикация АФК происходит менее ин-
тенсивно, что приводит к их аккумуляции, разви-
тию повреждений и быстрой гибели растения не
только от кислородной недостаточности, но и от
окислительного стресса.

В экспериментах использована приборная ба-
за Ресурсного центра СПбГУ “Развитие молеку-
лярных и клеточных технологий”. Работа выпол-
нена при финансовой поддержке гранта Россий-
ского научного фонда №22-24-00484.
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