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АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ АНТИОКСИДАНТОВ  
И АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ В ТРАНСГЕННЫХ  

РАСТЕНИЯХ NICOTIANA TABACUM, ВЫРАЩЕННЫХ  
В УСЛОВИЯХ АБИОТИЧЕСКОГО СТРЕССА

К. В. ПРИСТУПА1), Т. А. КУКУЛЯНСКАЯ 1), Е. А. ХРАМЦОВА1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Проведен сравнительный анализ ряда биохимических показателей нетрансгенных и трансгенных растений 
Nicotiana tabacum, выращенных в почве с повышенной концентрацией солей тяжелых металлов. Трансгенные рас-
тения несли в своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий фермент 1-аминоциклопропан-1-карбоксилат-
дезаминазу (АЦК-дезаминазу). Обработка почвы ионами меди, хрома и свинца в концентрациях, превышающих 
предельно допустимые, способствовала индукции экспрессии acdS-гена и увеличению активности АЦК-дезаминазы 
в трансгенных растениях. Также показано, что в условиях абиотического стресса у исследуемых образцов возрас-
тало содержание фенольных соединений (в частности, флавоноидов) и аскорбиновой кислоты, повышалась общая 
антиоксидантная активность. 

Ключевые слова: антиоксидантная система; низкомолекулярные антиоксиданты; acdS-ген; Nicotiana tabacum.
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We conducted a comparative analysis of biochemical parameters of non-transgenic and transgenic Nicotiana tabacum, 
plants cultivated in heavy metal polluted soils. Transgenic plants had in their genome a bacterial acdS-gene encoding the 
1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC-deaminase) enzyme. The introduction of elevated concentrations 
of copper, chromium, and lead ions into the soil promotes induction of the acdS-gene expression and an increase in 
ACC-deaminase activity in transgenic plants. It was shown that the content of phenolic compounds (flavonoids), ascorbic 
acid, the total antioxidant activity of plants increased under abiotic stress.

Keywords: antioxidant system; low-molecular weight antioxidants; acdS-gene; Nicotiana tabacum.

Введение
Повышение устойчивости сельскохозяйственных культур к неблагоприятным факторам окружаю-

щей среды является одной из важнейших задач, стоящих перед учеными. Растения, которые произрас-
тают в  сложных условиях, подвергаются абиотическому стрессовому воздействию, что может быть 
обусловлено засолением или загрязнением почв тяжелыми металлами, засухой и т. д. [1; 2].

При стрессовых воздействиях содержание активных форм кислорода (АФК) в растительных клетках 
начинает быстро увеличиваться и, как следствие, значительно повышается интенсивность свободнора-
дикальных окислительных процессов. АФК подавляют активность ферментов, вызывают деградацию 
клеточных биополимеров, нарушают проницаемость биологических мембран, останавливают клеточ-
ный цикл и приводят к развитию апоптоза. В ответ на усиление генерации АФК, как правило, проис-
ходит активация ферментативных и неферментативных элементов антиоксидантной защитной системы 
растений. К ключевым неферментативным антиоксидантам относятся аскорбиновая кислота, феноль-
ные соединения (в частности, флавоноиды), α-токоферол и др. [3; 4].

Развитие абиотического стресса сопровождается образованием избыточного количества этилена 
в растениях. Этилен представляет собой фитогормон, который участвует в регуляции прорастания се-
мян, роста корней и стеблей, образования цветков, созревания плодов. Однако его чрезмерное накопле-
ние приводит к изменению параметров роста и развития растений. 

Одним из современных способов снижения избыточного количества этилена в растениях являет-
ся создание трансгенных форм, которые несут в своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий 
АЦК-дезаминазу. Данный фермент катализирует разложение предшественника этилена – АЦК – до ам-
миака и α-кетобутирата [5–7].

Устойчивость растений к неблагоприятным условиям, вызывающим стресс, в значительной степени 
обеспечивается активным функционированием антиоксидантной системы. Во  многих странах мира 
проводится изучение антиоксидантной активности растений под влиянием стрессовых воздействий, 
создаются трансгенные растения, которые характеризуются сверхэкспрессией генов, кодирующих фер-
менты антиоксидантной защиты [8]. Данные об изменении состояния и эффективности антистрессового 
действия антиоксидантной системы получены также для ряда растений, инокулированных бактериями, 
которые имеют acdS-ген [9]. Однако исследование состояния антиоксидантной системы трансгенных 
растений, несущих этот ген, в условиях абиотического стресса не проводилось.

Целью настоящей работы является анализ влияния тяжелых металлов, внесенных в почву, на общую 
антиоксидантную активность, а также содержание неферментативных антиоксидантов в нетрансген-
ных и трансгенных растениях Nicotiana tabacum, несущих acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования выступали нетрансгенные и  трансгенные растения Nicotiana 

tabacum, несущие acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37. Предметом исследования являлись об-
щая антиоксидантная активность данных растений и содержание в них низкомолекулярных антиокси-
дантов (аскорбиновой кислоты и фенольных соединений, в частности флавоноидов). 
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Создание трансгенных растений осуществлялось согласно методике, описанной А. А. Мельниковой 
и соавторами [10].

Растения были разделены на четыре группы:
•• контрольная серия (без обработки почвы тяжелыми металлами);
•• 1-я серия (обработка CuSO4 в концентрации 30 мг на 1 кг почвы);
•• 2-я серия (обработка K2Cr2O7 в концентрации 15 мг на 1 кг почвы);
•• 3-я серия (обработка Pb(CH3COO)2 в концентрации 15 мг на 1 кг почвы).

Обработку почвы ионами тяжелых металлов проводили однократно с учетом их предельно допусти-
мой концентрации (ПДК): вносимое количество должно было превышать ПДК в 5 раз. 

Каждая серия включала по 5 трансгенных растений линий 4-12 и 10-38, а также 5 нетрансгенных 
растений Nicotiana tabacum.

Семена стерильно высевали на увлажненные фильтры и в течение 2 сут выдерживали при темпера-
туре (20,0 ± 0,5) °С в темноте для прорастания. Затем проростки помещали в климатокамеру с темпера-
турой (20,0 ± 0,5) °С и 16-часовым световым днем. Через 14 сут растения пересаживали в стаканчики со 
стерильной почвой (50 г). Дальнейшее культивирование производили при температуре (20,0 ± 0,5) °С, 
влажности 70 – 80 %, 16-часовом световом дне на протяжении 8 нед. 

Растительный материал (0,5 г) гомогенизировали в 0,1 моль/л калий-фосфатном буфере (рН 7,8), 
затем объем доводили до 10 мл. Полученные гомогенаты трижды по 15 с подвергали ультразвуковому 
воздействию при частоте 11 кГц с помощью дезинтегратора УЗДН-2Т (НПП «Академприбор», Россия), 
после чего центрифугировали в течение 15 мин при 10 000 об/мин. Все процедуры производили на хо-
лоде (4 °С). Клеточные экстракты использовали для определения общей антиоксидантной активности, 
а также содержания низкомолекулярных антиоксидантов и белка в растениях. 

Общую антиоксидантную активность растительных экстрактов оценивали по степени ингибиро-
вания окисления парафенилендиамина пероксидом водорода с применением спектрофотометрического 
метода при длине волны 530 нм [11]. 

Общее содержание фенольных соединений в растительных экстрактах определяли спектрофото-
метрически по методу Singleton при длине волны 765 нм [12].

Общее содержание флавоноидов в растительных экстрактах измеряли спектрофотометрически по 
методу Quettier при длине волны 415 нм [13].

Содержание аскорбиновой кислоты устанавливали спектрофотометрически с использованием ме-
тода Das, который основан на способности фосфомолибдата восстанавливаться данной кислотой до 
молибдата синего цвета. Измерение проводили при длине волны 660 нм [14].

Содержание белка в растительных экстрактах определяли биуретовым методом при длине волны 
540 нм [15].

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью лицензионного пакета программ 
Statistiсa 6.0. Оценку достоверности различий средних арифметических проводили на основании коэф
фициента Стьюдента. Различия между группами считали достоверными при двустороннем уровне зна-
чимости р ≤ 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Развитие стресса у растений сопровождается активацией свободнорадикальных окислительных 

процессов в клетке [3]. Нами была определена общая антиоксидантная активность всех серий расте-
ний, которая выражается степенью инактивации антиоксидантами растений окисления парафенилен-
диамина пероксидом водорода (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Общая антиоксидантная активность нетрансгенных  

и трансгенных растений Nicotiana tabacum, %
Ta b l e  1

The total antioxidant activity of non-transgenic  
and transgenic plants Nicotiana tabacum, %

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 60,0 ± 1,5 56,0 ± 1,4 54,0 ± 1,4

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 77,0 ± 1,8* 63,0 ± 1,5* 60,0 ± 1,6*
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Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 83,0 ± 2,1* 68,0 ± 1,7* 65,0 ± 2,2*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 73,0 ± 1,7* 59,0 ± 1,4* 58,0 ± 1,5*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 1, нетрансгенные растения Nicotiana tabacum отличаются более высокой антиок-
сидантной активностью, чем трансгенные. Установлено, что при обработке почвы солями тяжелых ме-
таллов общая антиоксидантная активность исследуемых образцов увеличивается. Причем и у нетранс-
генных, и у трансгенных форм максимальная ее величина обнаружена при внесении в почву 5-кратной 
ПДК Cr6+: в первом случае антиоксидантная активность возросла на 40 % по сравнению с контрольной 
серией, во втором – на 20 %.

Вероятно, в  трансгенных растениях, несущих бактериальный acdS-ген, образуется меньше АФК, 
следовательно, они имеют более низкую интенсивность свободнорадикальных окислительных процес-
сов, чем нетрансгенные. Поэтому в трансгенных растениях в меньшей степени происходит активация 
элементов антиоксидантной защиты, что, возможно, обусловливает более низкую общую антиокси-
дантную активность трансгенных форм по сравнению с нетрансгенными.

Приведенные нами данные коррелируют с полученными ранее результатами, согласно которым транс-
генные растения имели более низкую активность ферментативных антиоксидантов (пероксидазы, ката-
лазы, супероксиддисмутазы), а также более низкую интенсивность процессов перекисного окисления 
липидов, чем нетрансгенные [16]. 

Одними из наиболее активных низкомолекулярных антиоксидантов являются фенольные соеди-
нения, в частности флавоноиды. Поэтому нами было определено общее содержание фенольных сое
динений в исследуемых растениях (табл. 2). Оно выражается количеством танина (в микрограммах) 
на 1 г растительного экстракта.

Т а б л и ц а  2
Общее содержание фенольных соединений в экстрактах  

нетрансгенных и трансгенных растений Nicotiana tabacum, мкг/г

Ta b l e  2
The total content of phenolic compounds in extracts  

of non-transgenic and transgenic plants Nicotiana tabacum, µg/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 59,0 ± 2,9 75,0 ± 3,6 69,0 ± 3,1

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 84,0 ± 4,1* 122,0 ± 6,1* 150,0 ± 7,2*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 106,0 ± 5,5* 131,0 ± 6,6* 161,0 ± 7,8*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 80,0 ± 4,0* 88,0 ± 4,1* 104,0 ± 4,8*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 2, исходное количество фенольных соединений в трансгенных растениях было на 
15–25 % выше, чем в нетрансгенных формах. При обработке почвы ионами тяжелых металлов содер-
жание фенольных соединений увеличилось и в трансгенных, и в нетрансгенных растениях. В резуль-
тате внесения в почву 5-кратной ПДК ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) в трансгенных образцах 
оно выросло на 40; 80 и 35 % соответственно по сравнению с контрольной серией, а в нетрансгенных – 
на 120; 130 и 50 %.

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Возможно, это связано с тем, что в условиях абиотического стресса в трансгенных растениях об-
разующийся АЦК подвергается не только ферментативному разрушению АЦК-дезаминазой, но также 
может превращаться в ряд конденсированных соединений (например, жасмонил-АЦК), которые со-
держат в своем составе ароматические кольца, необходимые для синтеза вторичных метаболитов в рас-
тениях, в том числе и фенольных соединений.

Помимо этого, нами было определено общее содержание флавоноидов в исследуемых растениях 
(табл. 3). Оно выражается количеством рутина (в микрограммах) на 1 г растительного экстракта.

Т а б л и ц а  3
Общее содержание флавоноидов в экстрактах нетрансгенных  

и трансгенных растений Nicotiana tabacum, мкг/г
Ta b l e  3

The total content of flavonoids in extracts  
of non-transgenic and transgenic plants Nicotiana tabacum, g/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 34,0 ± 1,6 42,0 ± 1,9 40,0 ± 1,8

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 64,0 ± 3,0* 78,0 ± 3,5* 82,0 ± 3,9*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 86,0 ± 4,5* 102,0 ± 4,1* 112,0 ± 4,7*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 53,0 ± 2,7* 68,0 ± 3,2* 75,0 ± 3,6*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Из приведенных в табл. 3 результатов следует, что при обработке почвы 5-кратной ПДК ионов тя-
желых металлов количество флавоноидов увеличилось и в трансгенных, и в нетрансгенных растениях. 
При внесении в почву ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) общее содержание флавоноидов в не-
трансгенных образцах составило 190; 250 и 155 % соответственно по сравнению с контрольной серией, 
а в трансгенных – 210; 280 и 190 %.

Также в ходе работы было определено содержание аскорбиновой кислоты во всех сериях в расчете 
на 1 г растительного материала (табл. 4).

Т а б л и ц а  4
Содержание аскорбиновой кислоты в нетрансгенных  

и трансгенных растениях Nicotiana tabacum, мкг/г
Ta b l e  4

The content of ascorbic acid in non-transgenic  
and transgenic plants Nicotiana tabacum, µg/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 0,73 ± 0,015 0,81 ± 0,016 0,78 ± 0,015

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 0,96 ± 0,018* 0,99 ± 0,020* 1,07 ± 0,019*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 1,38 ± 0,027* 1,53 ± 0,031* 1,74 ± 0,037*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 0,75 ± 0,016* 0,88 ± 0,018* 0,88 ± 0,017*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Исходя из данных табл. 4, можно сделать вывод, что при обработке почвы солями тяжелых метал-
лов содержание аскорбиновой кислоты повышается как в нетрансгенных, так и в трансгенных образ-
цах. При этом трансгенные растения Nicotiana tabacum отличаются несколько большим увеличением 



25

Биохимия 
Biochemistry

количества аскорбиновой кислоты, чем нетрансгенные формы. Так, при внесении в почву ионов Cr6+ 
у нетрансгенных растений содержание витамина С выросло в 1,9 раза, а у трансгенных – в 2,2 раза по 
сравнению с контрольной серией. 

Полученные нами результаты показывают, что общая антиоксидантная активность у нетрансгенных 
растений в условиях стресса в среднем на 25 % выше, чем у трансгенных форм. При этом содержание 
фенольных соединений и  аскорбиновой кислоты выше в  трансгенных растениях Nicotiana tabacum. 
Значительное увеличение общей антиоксидантной активности может быть связано с возрастанием со-
держания общего пула низкомолекулярных антиоксидантов, таких как глутатион, токоферолы, пролин 
и ряд других, количество которых в данной работе не оценивалось. Помимо этого, фенольные произ
водные, в частности флавоноиды, могут проявлять прооксидантную активность, что способствует сни-
жению интенсивности антиоксидантной защиты [17; 18]. 

Заключение
Таким образом, трансгенные растения, несущие в своем геноме бактериальный acdS-ген и способ-

ные синтезировать АЦК-дезаминазу [16], в меньшей степени подвержены воздействию повышенных 
концентраций ионов тяжелых металлов, присутствующих в почве. Следует отметить, что трансгенные 
растения Nicotiana tabacum, которые выращивались на загрязненной почве, имели лучшие ростовые 
характеристики (бóльшая длина стебля, корня) и более высокую биомассу, чем нетрансгенные образ-
цы [10].

Полученные результаты свидетельствуют об увеличении активности антиоксидантной системы в ус-
ловиях абиотического стресса, вызванного обработкой почвы ионами Cu2+, Cr6+, Pb2+. Показано, что наи-
меньшая чувствительность растений к  загрязнению почвы солями тяжелых металлов отмечалась при 
внесении в почву солей свинца(II).

Практическая значимость данного исследования связана с использованием трансгенных растений, 
экспрессирующих бактериальный ген АЦК-дезаминазы (acdS ) и обладающих повышенной устойчи
востью к неблагоприятным воздействиям окружающей среды.
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