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С помощью сочетания эксклюзионной хроматографии низкого давления с аналитическим электро-
форезом в полиакриламидном геле из гуминовых кислот (ГК) чернозема и почвенного стандарта
Международного гуминового общества ГК-1S102H получены по три стабильные электрофоретиче-
ские фракции А, В и C + D, различающиеся по электрофоретической подвижности и молекулярно-
му размеру (МР), причем МРА > МРB > МРC + D. Исходные ГК и их фракции были проанализиро-
ваны на наличие биологической активности (способности стимулировать или ингибировать рост
первичных корней трехдневных проростков редиса) в концентрациях 1, 10–3 и 10–4 мг/л. Статисти-
чески значимый стимулирующий эффект (p < 0.05) для обоих ГК и их фракций А и В наибольшего
МР был получен при ультранизкой концентрации 10–3 мг/л. Фракция C + D наименьшего МР из
обоих препаратов ГК при этой концентрации статистически значимо ингибировала прорастание
семян редиса. На основании анализа структурных характеристик можно предположить, что опреде-
ляющим фактором стимуляции роста является наличие алифатических компонентов в составе ГК
и фракций, а не их МР. В то же время ароматические компоненты обусловливают ингибирование
роста растений.

Ключевые слова: гуминовые вещества, фракционирование гуминовых кислот, электрофорез, экс-
клюзионная хроматография
DOI: 10.31857/S0032180X21060150

ВВЕДЕНИЕ
В 1914 г. профессор ботаники Королевского

колледжа Лондонского университета Вильям Бо-
томли впервые на основании лабораторных экспе-
риментов пришел к выводу о том, что гуминовые
вещества (ГВ) в небольших количествах стимули-
руют рост ряски (Lemna minor) и опубликовал се-
рию статей, назвав экстрагированные им торфя-
ные вытяжки “ауксиномами” [19]. В течение про-
шлого столетия учеными разных стран было
показано, что малые дозы ГВ, экстрагированные
из почв, торфов, углей, компостов и др., оказыва-
ют прямое и косвенное влияние не только на рост
высших растений, но и на микроорганизмы, во-
доросли и грибы, влияя как на многие физиоло-
гические, так и биохимические свойства живых
организмов [4, 11, 12, 35, 51, 52]. Убедительно
продемонстрировано, что опосредованное влия-

ние малых доз растворимых ГВ на рост заключа-
ется в облегчении ассимиляции растениями и мик-
рооганизмами минеральных питательных макро- и
микроэлементов [10, 13, 24], что создало фундамен-
тальную основу для разработки гуминовых удобре-
ний [14, 17, 25, 36, 42]. Прямое влияние ГВ на рост,
возможное лишь в случае их проникновения внутрь
клеток, было впервые продемонстрировано на выс-
ших растениях с помощью оригинальных агро-
химических приемов в серии работ 1949–1954 гг.
Л.А. Христевой с соавт. [10, 12]. Проникновение
ГВ в клетки высших растений, а также грибов, во-
дорослей и микроорганизмов было подтверждено
другими исследователями с использованием ГВ и
их аналогов, меченных радиоактивными изото-
пами углерода 14С [3, 40, 51] или тритием [31]. В
50-х годах прошлого века Христевой [10], Гумин-
ским [2], Фляйгом [28] для объяснения прямого
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физиологического влияния на рост растений вы-
двинута гипотеза о том, что ГВ и их аналоги, со-
держащие хиноны и полифенолы, могут прини-
мать участие в окислительно-восстановительных
реакциях, влияя на процессы дыхания и фото-
синтеза и стимулируя общий метаболизм расти-
тельного организма. Далее было обнаружено сти-
мулирующее и/или ингибирующее влияние пре-
паратов ГВ на активность нескольких протеаз,
пероксидазы, протонной АТФазы, инвертазы,
холинэстеразы и других ферментов [12, 18, 35]. В
отдельных работах продемонстрировано влияние
препаратов ГВ на синтез белков и нуклеиновых
кислот [45, 52].

Несмотря на более чем вековую историю изу-
чения, представления о взаимосвязи между со-
держанием структурных компонентов ГВ (жир-
ных кислот, протеиноподобных и ароматических
соединений, углеводов) и их влиянием на рост,
физиологические и биохимические функции рас-
тений и микроорганизмов до конца не выяснены.
Из-за чрезвычайно сложной и до конца не установ-
ленной структурной организации коллоидных на-
ночастиц ГВ крайне трудно идентифицировать ха-
рактеристические компоненты, осуществляющие
регуляцию тех или иных процессов и их взаимо-
связь. В частности непонятно, стимулируют ли
усиление дыхания и увеличение сухой массы расте-
ния одни и те же или разные структурные компо-
ненты ГВ [30, 37]. Не доказана прямая связь меж-
ду увеличением количества хлорофилла в присут-
ствии ГВ и фотосинтезом [15, 52], усилением
дыхательной активности и ростом высших расте-
ний [1, 10, 44].

Выявление корреляции между структурой и
функцией отдельных соединений в составе ГВ мо-
жет быть перспективным для создания нового по-
коления природоподобных стимуляторов роста
растений и расширит применение ГВ из различных
источников (торфов, сапропелей, углей и др.) или
их синтетических аналогов, полученных с помо-
щью методов “зеленой химии”, в сельскохозяй-
ственном производстве.

Одним из подходов, позволяющих расширить
имеющиеся сведения о механизмах биологической
активности почвенных ГВ, является параллельный
структурный и функциональный анализ большого
набора различных по генезису препаратов ГВ с ис-
пользованием современных статистических мето-
дов для установления типа химических структур,
отвечающих за различные типы биологической
активности [20, 21, 29, 32, 39].

Другим подходом является разделение ГВ на от-
дельные компоненты или фракции, обладающие
неодинаковым влиянием на рост и/или физиоло-
гическую и биохимическую активности растений с
последующим всесторонним анализом химиче-
ской структуры каждой фракции. Рядом исследо-

вателей продемонстрировано более сильное стиму-
лирующее влияние гуминовых кислот (ГК) по
сравнению с фульвокислотами (ФК) на рост кор-
ней и стеблей многих культур высших растений
[51]. Однако имеются данные о том, что актив-
ность ФК может быть сравнима или даже быть
выше активности ГК [5, 43]. Очевидно, что для
понимания механизмов стимуляции роста расте-
ний требуются более “тонкие” методы фракцио-
нирования ГВ, чем их традиционное разделение
на ГК, ФК и гумин. Для получения субфракций
ГВ, ГК или ФК различного происхождения были
использованы методы диализа [15, 16, 33, 38], экс-
клюзионной хроматографии низкого давления на
сефадексе [27, 50], высокоэффективной эксклю-
зионной хроматографии [16, 22], а также ультра-
фильтрации [18, 26, 49]. В большинстве проведен-
ных исследований фракционированию подверга-
лись исходные препараты ГВ из почв [15, 16, 33,
49], компостов различных сроков созревания [26]
или вермикомпоста [38]. В работе [50] фракцио-
нированию подвергали препарат почвенной ГК, а
в работе [18] – препараты почвенных ГК и ФК,
однако в обоих исследованиях была изучена лишь
их способность влиять на ферментативную ак-
тивность инвертазы [50] или четырех протеолити-
ческих ферментов [18], но не на рост растений.
Лишь в одной работе [22] было проведено препа-
ративное фракционирование ГК из вермикомпо-
ста на фракции различного молекулярного раз-
мера (МР), изучены как некоторые структурные
характеристики фракций, так и их способность
влиять на скорость роста двух видов высших рас-
тений.

Трубецким с соавт. [7, 41, 48] разработан эф-
фективный метод фракционирования почвенных
ГК различного происхождения, основанный на
сочетании препаративной эксклюзионной хро-
матографии низкого давления на сефадексе G-75
(ЭХ) и аналитического электрофореза в полиа-
криламидном геле (ЭПАГ). Использование соче-
тания ЭХ-ЭПАГ впервые позволило получить из
ГК различного генезиса препаративные количе-
ства стабильных фракций, различающихся по
электрофоретической подвижности и МР. Ана-
литический электрофорез использовался в каче-
стве надежного критерия, позволяющего оценить
эффективность фракционирования ГВ с помо-
щью хроматографии. Стабильные электрофоре-
тические фракции каждого образца ГК изучали с
использованием рутинных и новейших аналити-
ческих методов, доказавших их контрастную хи-
мическую структуру [6–9, 23, 41, 46, 47].

Цель работы – исследование биологической
активности контрастных по химической струк-
туре стабильных электрофоретических фрак-
ций, полученных из препаратов ГК чернозема и
ГК-1S102H – почвенного стандарта Междуна-
родного гуминового общества (International Hu-
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mic Substances Society – IHSS). Данное исследо-
вание является частью комплексного изучения
структуры и функции почвенных ГК различного
генезиса и их электрофоретических фракций, про-
водимое нами в течение последних 30 лет.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Гуминовые вещества экстрагировали раствором
0.1 М пирофосфата натрия + 0.1 М NaOH (рН 13) из
почвенного образца, взятого из горизонта А чер-
нозема типичного тяжелосуглинистого на лёссе
(Haplic Chernozem (Loamic, Pachic) (Курская об-
ласть)). ГК чернозема получали кислотным оса-
ждением как в работах [7, 41, 47, 48]. Препарат ГК,
выделенный из почвы Эллиот (штат Иллинойс,
США), являющийся основным международным
почвенным гуминовым стандартом (1S102H), по-
лучен из Международного гуминового общества
(IHSS). Информацию о методе выделения и струк-
турных характеристиках данного стандарта можно
найти на сайте IHSS (http://humic-substances.org/).
Элементные составы в массовых процентах в пере-
счете на сухое беззольное вещество ГК чернозема
(С – 62.5, Н – 4.3, N – 4.2) и стандарта ГК – 1S102H
(С – 58.1, Н – 3.7, N – 4.1) весьма сходны, несмот-
ря на различное географическое положение почв.
Согласно американской классификации, обе
почвы относятся к одному типу – моллисоль.

Сочетание препаративной ЭХ на колонке с се-
фадексом G-75 в 7М мочевине с аналитическим
электрофорезом в 10% полиакриламидном геле
(ЭПАГ) использовали для получения стабильных
электрофоретических фракций ГК чернозема и
стандарта ГК-1S102H согласно ранее разработан-
ной методике [48]. Из препаратов ГК готовили по
три индивидуальные стабильные электрофоре-
тические фракции, названные А, В и C + D и
различающиеся по времени выхода с хроматогра-
фической колонки. Для получения 100–200 мг
фракций в 2010 г. проведено препаративное
фракционирование 1 г ГК чернозема, включаю-
щее около 50 стандартных ЭХ-ЭПАГ процедур.
В 2011 г. выделено 15–25 мг фракций из 100 мг
почвенного стандарта ГК-1S102H. После очист-
ки диализом и высушивания лиофилизацией су-
хие препараты фракций А, В и C + D, а также ис-
ходные препараты ГК хранили в темных плотно
закрытых стеклянных баночках в темноте при
комнатной температуре, периодически контро-
лируя электрофоретические и некоторые спек-
тральные характеристики препаратов. Фракции
названы стабильными, так как в течение 9–10 лет
наблюдения имели неизменные электрофорети-
ческую подвижность, коэффициенты специфи-
ческой абсорбции в ультрафиолетовой и видимой
областях, а также идентичные спектры флуорес-
ценции при длине волны возбуждения 270 нм.

Биологическую активность препаратов ГК чер-
нозема, почвенного стандарта ГК-1S102H, а также
фракций А, В и C + D, полученных из каждого об-
разца ГК, оценивали методом фитотестирования
по изменению длины первичных корней трех-
дневных проростков редиса (Raphanus sativus) от-
носительно контроля (воды). В чашку Петри по-
мещали диск фильтровальной бумаги диаметром
90 мм, равным диаметру чашки, на него раскла-
дывали 10 семян редиса, бумагу смачивали 5 мл
дистиллированной воды (контроль) или раство-
ром ГК или фракции заданной концентрации.
Сверху помещали второй бумажный диск, накры-
вали чашку крышкой и оставляли в темноте при
комнатной температуре на 3 дня. Через 72 ч у каж-
дого проростка измеряли длину первичного кор-
ня, затем все проростки выкладывали на темную
пластиковую подложку и фотографировали. С
помощью программы Excel рассчитывали среднее
значение, стандартное отклонение, а также до-
стоверность различий между экспериментальны-
ми и контрольными данными с использованием
t-теста (критерия Стьюдента). Базовые растворы
готовили растворением препаратов ГК и фрак-
ций до концентрации 1 мг/мл в 0.05 М NaOH и
использовали в течение 1 месяца. В эксперимен-
тах по подбору оптимальных концентраций для
фитотеста брали препарат ГК чернозема с кон-
центрацией от 100 до 10–4 мг/л. Нужные концен-
трации получали путем разбавления аликвот базо-
вого раствора в 10, 100 и 1000 раз до объема 10 мл
дистиллированной водой. Более низкие концен-
трации (10–3–10–4 мг/л) получали последова-
тельным разбавлением раствора с концентраци-
ей 1 мг/л. При сравнительном изучении биологи-
ческой активности ГК и соответствующих
фракций использовали три различные концентра-
ции растворов: 1, 10–3 и 10–4 мг/л, то есть каждый
эксперимент включал анализ 13 чашек Петри: 1 –
контроль, 2–4 – ГК, 5–7 – фракция А, 8–10 –
фракция В, 11–13 – фракция C + D. В одном экс-
перименте было использовано 130 семян редиса.
Для ГК чернозема и фракций эксперимент прово-
дили в шести повторностях в апреле–мае 2013 (две),
марте–апреле 2018 (две) и апреле–мае 2019 гг. (две).
Для почвенного стандарта ГК-1S102H и фракций
эксперимент проводили в четырех повторностях в
марте–апреле 2018 (две) и апреле–мае 2019 гг. (две).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены электрофореграммы

ГК чернозема и международного почвенного
стандарта ГК-1S102H в 10%-ном полиакриламид-
ном геле (ПАГ). ГК, выделенные из почв различ-
ного генезиса и географического положения, раз-
делились в электрическом поле на три дискрет-
ные естественно окрашенные коричневые зоны
со сходными электрофоретическими подвижно-



ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 7  2021

ВЛИЯНИЕ НИЗКИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 865

стями, обозначенные А (стартовая зона, не входя-
щая в поры 10% ПАГ), В (узкая зона в середине
геля) и С + D (зона в нижней части геля, состоя-
щая из двух полос с близкими электрофоретиче-
скими подвижностями). С помощью сочетания
ЭХ-ЭПАГ получены препаративные количества
индивидуальных стабильных электрофоретиче-
ских фракций А, В и C + D из обоих препаратов ГК.

Проведено исследование биологической актив-
ности исходных препаратов ГК чернозема, между-
народного почвенного стандарта ГК-1S102H, а так-
же их индивидуальных стабильных электрофорети-
ческих фракций А, В и C + D. Влияние препаратов
ГК на рост высших растений оценивали с помощью
метода проращивания семян редиса на фильтро-
вальной бумаге, смоченной водой (контроль) или
растворами ГК заданной концентрации. Первона-
чально проведена серия экспериментов по опреде-
лению оптимальной концентрации ГК чернозема,
вызывающей максимальное увеличение длины
первичных корней трехдневных проростков ре-
диса. Использовали концентрации ГК чернозема
(СГКчернозема) в диапазоне от 100 до 10–4 мг/л. Оказа-
лось, что в данном тесте при СГКчернозема = 10 мг/л и
больше наблюдали ингибирование роста первич-
ных корней редиса. Существенный стимулирую-
щий эффект был обнаружен для СГКчернозема в диапа-
зоне от 1 до 10–4 мг/л, причем по критерию Стью-
дента при СГКчернозема = 10–3 мг/л различия между
контрольными экспериментами в воде и раство-
ре ГК были достоверны с p < 0.05, в то время как
для СГКчернозема = 1 мг/л достоверность соблюда-
лась c p < 0.25, а при 10–4 мг/л – c p < 0.1. На ос-
новании вышеприведенного эксперимента для
сравнительного анализа биологической активно-
сти ГК различного генезиса и их стабильных
электрофоретических фракций (далее фракций)
использовали концентрации препаратов 1, 10–3 и
10–4 мг/л.

На рис. 2 и в табл. 1 приведены результаты двух
экспериментов, проведенных в апреле 2018 г. Меж-
дународный почвенный стандарт ГК-1S102H пока-
зал результаты, сходные с ГК чернозема при кон-
центрациях 10–3 и 10–4 мг/л. Оба препарата стиму-
лировали рост первичных корней трехдневных
проростков редиса (ГК чернозема – на 111 и 65%,
ГК-1S102H – на 125 и 104% соответственно). Одна-
ко при концентрации 1 мг/л препарат ГК-1S102H
на 44% снизил среднюю длину корней в противо-
положность ГК чернозема, где наблюдалось уве-
личение средней длины корней на 30%. Макси-
мальный стимулирующий эффект обоих препа-
ратов ГК – увеличение длины первичных корней
трехдневных проростков редиса более, чем в два
раза, проявлялся при концентрации 10–3 мг/л.

Биологические активности фракций А, В и
C + D в пределах каждого образца ГК значитель-

но различались между собой. Фракции А и В из
обоих образцов ГК стимулировали рост корней, а
фракции C + D ингибировали прорастание семян
редиса. По критерию Стьюдента ингибирование
роста корней было достоверным (p < 0.05) при кон-
центрациях фракции C + D, равных 1 и 10–3 мг/л.
При снижении концентрации фракции C + D до
10–4 мг/л ее ингибирующая способность заметно
уменьшилась. Максимальная стимулирующая ак-
тивность была обнаружена во фракции В из ГК
чернозема (увеличение длины корней по сравне-
нию с контролем в 1.9 и 2.5 раза при концентрациях
1 и 10–3 мг/л соответственно), а также во фрак-
ции А из международного почвенного стандарта
ГК-1S102H (увеличение длины корней по срав-
нению с контролем в 2.7 и 2.2 раза при концен-
трациях 1 и 10–3 мг/л соответственно).

Тестирование биологической активности фрак-
ций ГК чернозема проводили в шести повторно-
стях – по две в 2013, 2018 и 2019 гг., а с почвенным
стандартом ГК-1S102H в четырех – по две в 2018 и
2019 гг. Оказалось, что стимулирующая и ингиби-
рующая активности фракций сохраняются на од-
ном уровне в течение наблюдаемого периода, и
максимальную активность фракции проявляют
при ультранизкой концентрации 10–3 мг/л. Сле-

Рис. 1. Электрофореграмма ГК чернозема (1) и меж-
дународного почвенного стандарта ГК-1S102H (2) в
10% ПАГ. Естественно окрашенные коричневые зо-
ны на электрофореграмме представляют собой фрак-
ции А, В и C + D. Знаками + и – обозначено положе-
ние анода и катода.

1 2

–

+

A

B

C + D
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дует отметить, что все проведенные ранее други-
ми исследователями эксперименты по влиянию
препаратов ГВ различного происхождения на
прорастание семян различных культур проводи-
лись при концентрациях не меньше 1 мг/л [1, 5,
10, 11, 35, 45, 51, 52].

Высокую эффективность ультранизких концен-
траций стабильных электрофоретических фракций
почвенных ГК можно объяснить их контрастной
химической структурой и физико-химическими
свойствами, определенными ранее. На основании

объема элюции индивидуальных фракций с сефа-
дексной колонки, а также данных электрофореза
в 10% ПАГ, ультрафильтрации на серии мембран
с различным диаметром пор, сделан вывод о том,
что в обоих препаратах ГК фракция А обладает наи-
большим МР, сравнимым с размерами глобуляр-
ных белков молекулярной массы более 100 кДа,
фракция В – 100–30 кДа, а фракция C + D – 30–
5 кДа [6–8]. Электрофоретические слабозаря-
женные фракции А и В наибольшего МР состоят,
главным образом, из гидрофобных алифатиче-
ских длинноцепочечных углеводородных цепо-

Рис. 2. Влияние концентрации ГК чернозема и международного почвенного стандарта ГК-1S102H и их фракций А, В
и C + D различного МР, полученных с помощью сочетания ЭХ-ЭПАГ, на длину первичных корней трехдневных про-
ростков редиса. Слева (А, В) – результаты оригинальных экспериментов, справа (Б, Г) – диаграммы средних значений
длины первичных корней со стандартными отклонениями.
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чек (насыщенных и ненасыщенных жирных кис-
лот, алканов и алкенов), белковых и углеводных
фрагментов. Напротив, наиболее гидрофильная
легкорастворимая в воде фракция C + D наи-
меньшего МР обогащена ароматическими струк-
турными компонентами и карбоксильными груп-
пами. Совокупность этих свойств для каждой
фракции получена с использованием методов об-
ратно-фазовой высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) [7], Н1- и С13-ЯМР [47],
пиролитической газовой хроматографии/масс-
спектроскопии метилированных препаратов [9],
горячего кислотного гидролиза [46], трехмерного
флуоресцентного анализа [8], капиллярного
электрофореза [23]. Можно предположить, что
наличие алифатических амфифильных компо-
нентов типа жирных кислот, которыми в особен-
ности обогащены фракции А и В, облегчает про-
никновение активных компонентов ГВ из водных
растворов в клеточные мембраны корней пророст-
ков редиса, способствуя прямой стимуляции роста
корней, несмотря на значительный МР фракций.
Для подтверждения данного предположения
требуются дополнительные эксперименты с ис-
пользованием радиоактивно-меченных стабиль-
ных электрофоретических фракций.

Следует принять во внимание высокую сте-
пень очистки фракций в процессе фракциониро-
вания ГК предложенным методом ЭХ-ЭПАГ.
Раствор 7 М мочевины, использованный в каче-
стве подвижной фазы в процессе препаративной
ЭХ, разрывает водородные связи, предотвращая
как взаимодействие между отдельными компонен-
тами ГК, так и между ГК и частицами сефадекса.

Одновременно мочевина является дезагрегирую-
щим агентом, взаимодействующим с гидрофобной
неполярной частью насыщенных жирных кислот
[53], входящих в состав ГК. Кроме того, отбор
фракций осуществляли на основании тестирова-
ния хроматографического профиля с помощью
аналитического электрофореза. Это позволило вы-
делить фракции, формирующие в ПАГ только одну
электрофоретическую зону. Использование ана-
литического электрофореза совместно с УФ-де-
текцией было дополнительным критерием, позво-
ляющим эффективно отобрать хроматографиче-
ские фракции, контрастирующие не только по МР
и электрофоретической подвижности, но и по хи-
мической структуре.

МР является одной из наиболее важных физи-
ко-химических характеристик ГВ, однако сте-
пень влияния этого параметра на способность
стимулировать рост растений до конца не опреде-
лена. Используя метод ультрафильтрации Дель’
Амико с соавт. [26], обнаружили, что независимо
от времени компостирования городских отходов
фракция ГВ наименьшего МР (<1 кДа) ингиби-
ровала прорастание семян ячменя, а фракция
наибольшего МР (>10 кДа) оказывала стимулиру-
ющее действие. Причем как стимулирующий, так
и ингибирующий эффекты не превышали 5–10%.
Сходный эффект был продемонстрирован Альбу-
зио с соавт. [15] на почвенном препарате ГВ, фрак-
ционированном с помощью диализа на две фрак-
ции с номинальными МР более и менее 8 кДа.
Фракция с МР > 8кДа на 10–20% стимулирова-
ла рост 15-дневных проростков овса и перенос в
корни растений макроэлементов, а фракция с

Таблица 1. Биологическая активность ГК чернозема, международного почвенного стандарта ГК-1S102H и их
стабильных электрофоретических фракций А, В, C + D, полученных с помощью сочетания ЭХ-ЭПАГ, в фито-
тесте по стимуляции или ингибированию длины первичных корней трехдневных проростков редиса (Raphanus
sativus). Эксперименты проведены в апреле 2018 г.

* Т-тест (критерий Стьюдента) использовали для сравнения экспериментов по прорастанию семян в растворах гуминовых ве-
ществ и контрольных экспериментов в воде. В эксперименте с ГК чернозема и фракций среднее контрольное значение длины
корней в воде составляло 13.1 ± 9.0 мм, в эксперименте с ГК-1S102H и фракций – 16.7 ± 11.0 мм.

Образец

Номинальный 
молекулярный 

размер фракций, 
кДа

Биологическая активность

СГК, 1 мг/л СГК, 10–3 мг/л СГК, 10–4 мг/л

среднее 
значение 

длины корней,
мм

Т-тест*

среднее 
значение 

длины корней, 
мм

Т-тест
значение 

длины корней, 
мм

Т-тест

ГК чернозема – 17.0 ± 8.7 0.22 28.7 ± 20.5 0.03 21.7 ± 12.0 0.07
фракция А >100 14.7 ± 7.4 0.37 22.9 ± 8.0 0.03 14.8 ± 13.0 0.38
фракция В 100-30 24.4 ± 8.7 0.01 32.8 ± 13.6 0.002 17.1 ± 5.7 0.19
фракция C + D 30-5 3.5 ± 1.2 0.02 3.1 ± 2.6 0.01 8.0 ± 3.8 0.12

ГК-1S102H – 9.1 ± 6.6 0.05 37.5 ± 7.9 0.0001 34.0 ± 11.8 0.002
фракция A >100 44.8 ± 26.0 0.003 36.8 ± 11.5 0.0006 19.8 ± 11.1 0.28
фракция B 100-30 13.6 ± 7.4 0.25 30.2 ± 7.5 0.004 21.2 ± 14.2 0.23
фракция C + D 30-5 1.7 ± 2.0 0.0006 5.8 ± 5.2 0.009 14.4 ± 5.8 0.30
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МР < 8кДа стимулировала увеличение количе-
ства хлорофилла в листьях в два раза, но не влияла
на рост растений. Авторы предположили, что по-
ведение фракции с МР < 8кДа сходно с влиянием
на растения растворимых фенолполикарбоновых
кислот, проявляющих сходное действие на про-
ростки высших растений. Однако авторами не
было проведено структурного анализа получен-
ных фракций ГВ, подтверждающих данное пред-
положение. В работе Мусколо с соавт. [33] после
фракционирования диализом подкисленных ук-
сусной кислотой препаратов ГВ, выделенных из
почв различного генезиса, фракции с МР менее и
более 3.5 кДа одинаково влияли на рост каллуса
черной сосны. В более поздних исследованиях
этих авторов показано, что ГВ после удаления водо-
растворимых фенолов стимулировали рост расте-
ний в целом ряде тестов, в то время как фракция
экстрагированных водорастворимых фенолов про-
являла ингибирующее действие [34]. К сожалению,
они не оценивали МР полученных фракций, а о на-
личии фенолов судили лишь на основании ис-
пользования классической методики их экс-
тракции. Канеллас и Пикколо [22] с помощью
ЭХ-ВЭЖХ провели препаративное фракциониро-
вание препарата ГК из вермикомпоста на шесть
фракций, различающихся по МР. Для каждой
фракции и исходного препарата были определены
С13-ЯМР спектры и биологическая активность.
Несмотря на различные МР, фракции имели сход-
ные С13-ЯМР-спектры, и их структура отличалась
от исходного препарата ГК в сторону существен-
ного увеличения содержания алифатических и
уменьшения ароматических компонентов, что
частично можно объяснить необратимой сорбци-
ей части вещества на колонке, использованной
для фракционирования, или его потери в процес-
се очистки фракций диализом. Фракции ГК вер-
микомпоста различного МР, слабо различающи-
еся по структуре, одинаково стимулировали уве-
личение длины первичных корней и количества
боковых корней проростков арабидопсиса и ку-
курузы, причем стимулирующий эффект фрак-
ций был в 3–5 раз больше по сравнению с исход-
ным препаратом ГВ. В использованных биологи-
ческих тестах показана прямая взаимосвязь между
содержанием алифатических компонентов и сти-
муляцией роста экспериментальных растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя вышеприведенные литературные
данные и результаты наших исследований с
большой долей вероятности можно предполо-
жить, что определяющим фактором стимуляции
роста является наличие алифатических компо-
нентов в составе ГВ и фракций, а не их МР, в то
время как наличие ароматических компонентов

(например, полифенолов) вызывает ингибирова-
ние роста растений.

Идентификация в составе почвенных ГВ раз-
личного происхождения индивидуальных фрак-
ций различной химической структуры с контраст-
ными биологическими свойствами и возможность
их выделения в препаративных количествах от-
крывает широкие перспективы для химического
синтеза препаратов с функцией стимуляции или
ингибирования роста растений, а также целевого
поиска природного сырья (отработанных угледо-
бывающих отвалов, сапропелей, торфов и др.),
обладающего заданными свойствами.
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Influence of Low Concentrations of Stable Electrophoretic Fractions
of Soil Humic Acids on Stimulation/Inhibition of Root Length of Radish Seedlings

O. E. Trubetskaya1 and O. A. Trubetskoi2, *
1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry (Pushchino Branch), Russian Academy of Sciences,

Pushchino, 142290 Russia
2Institute of Fundamental Problems of Biology, Russian Academy of Sciences, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: olegi03@yahoo.com

By combining low-pressure size exclusion chromatography with analytical polyacrylamide gel electrophore-
sis, three stable electrophoretic fractions A, B, and C + D were obtained from soil humic acids (HAs) of cher-
nozem and soil HA IHSS standard 1S102H. The fractions differed in electrophoretic mobility and molecular
size (MS); MSA > MSB > MSC + D. The initial HAs and their fractions were analyzed for the presence of bio-
logical activity (the ability to stimulate or inhibit the growth of primary roots of three-day-old radish seedlings)
at concentrations of 1, 10–3, and 10–4 mg/L. A statistically significant stimulating effect (P < 0.05) for both HAs
and their fractions A and B of the highest MS was obtained at an ultralow concentration of 10–3 mg/L. The
C + D fraction from both HA preparations significantly inhibited the germination of radish seeds at this con-
centration. Based on the analysis of structural characteristics, it can be assumed that the main factor in stim-
ulating growth is the presence of aliphatic components in the composition of HAs and their fractions, rather
than their MS. At the same time, aromatic components cause inhibition of plant growth.

Keywords: humic substances, fractionation of humic acids, electrophoresis, size exclusion chromatography
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