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УДК 581.1 

ИНГИБИРОВАНИЕ РОСТОВЫХ ПРОЦЕССОВ И ИНДУКЦИЯ  
ЗАПРОГРАММИРОВАННОЙ КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ  

В КОРНЕ HELIANTHUS ANNUUS L. ПОД ДЕЙСТВИЕМ ИОНОВ  
НИКЕЛЯ И НИКЕЛЬ -ГИСТИДИНОВЫХ КОМПЛЕКСОВ
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Никель (Ni2+ ) выполняет ряд незаменимых функций у растений, но в высоких концентрациях вызывает токси-
ческие эффекты, подавляет их рост и развитие. Проблема загрязнения никелем занимает особое место в экологи-
ческой физиологии, поскольку отказ от никелевых сплавов и, как следствие, снижение выброса данного металла 
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в биосферу на современном этапе не представляются возможными. Одним из природных механизмов приспособ
ления к чрезмерному содержанию никеля в среде является усиленный синтез свободного гистидина, формирую-
щего хелаты с Ni2+. В настоящей работе проведен детальный анализ воздействия никеля и никель-гистидиновых 
комплексов на рост и развитие корней подсолнечника (Helianthus annuus L.) белорусской селекции (гибрид Орион). 
Установлено, что Ni2+, начиная с концентрации 0,3 ммоль/л, вызывает статистически достоверное ингибирова-
ние роста корней этого важного сельскохозяйственного вида, а при концентрации 3 ммоль/л и выше полностью 
подавляет его. Гистидин, введенный совместно с Ni2+, уменьшал негативное влияние данного металла, сдвигая 
приблизительно на порядок действующие концентрации никеля, вызывающие один и тот же токсический эффект. 
Обработка Ni2+ приводила к увеличению доли клеток с  симптомами запрограммированной клеточной гибели, 
при этом добавление гистидина снижало развитие указанных симптомов. Таким образом, в настоящей работе 
впервые установлены закономерности дозозависимости токсического воздействия никеля и никель-гистидино-
вых комплексов на рост корня подсолнечника и  развитие симптомов запрограммированной клеточной гибели 
в ризодерме.

Ключевые слова: подсолнечник; корень; рост; запрограммированная клеточная гибель; тяжелые металлы; ни-
кель; гистидин.
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Nickel (Ni2+ ) performs a number of vital functions in plants, but at high concentrations it causes toxic effects and inhi
bits their growth and development. The problem of nickel contamination has a special place in environmental physiology, 
since the refuse to use nickel alloys and therefore the reduction of Ni2+ release into the biosphere are practically impossible 
today. In nature one of the mechanisms of adaptation to the excessive nickel content in the medium is increased synthesis of 
histidine, which forms chelates with Ni2+. In the present work, for the first time, a detailed analysis of the effects of nickel 
and nickel-histidine complexes on the growth and development of sunflower roots (Helianthus annuus L.) of Belarusian 
selection (variety Orion) was carried out. It was established that Ni2+, starting from its level in the medium of 0.3 mmol/L, 
caused a significant growth inhibition of this agricultural plant. At a nickel concentration in the medium above 3 mmol/L, the 
growth of sunflower stopped completely. Histidine, introduced together with Ni2+, caused a decrease in the toxicity of this 
metal for the root system, in some cases shifting by single-order nickel concentrations, causing the same effect. Nickel 
treatment caused a significant increase in the percentage of cells with programmed cell death symptoms, while histidine 
inhibited the development of these symptoms. Thus, the concentration dependences of nickel and nickel-histidine comp
lexes effects on root growth and the processes of programmed cell death in the sunflower root were first demonstrated.

Keywords: sunflower; root; growth; programmed cell death; heavy metals; nickel; histidine.

Введение
Загрязнение почв тяжелыми металлами  – одна из важнейших экологических проблем современ-

ности. Повышенные уровни тяжелых металлов вызывают угнетение роста и нарушают развитие рас-
тений, а  их накопление в  растительных тканях представляет серьезную угрозу здоровью человека 
и животных [1]. Практически для всех позвоночных животных ионы никеля (Ni2+ ) являются крайне 
опасным токсикантом и канцерогеном: уже начиная с концентрации 1–5 мкмоль/л возникают патофи-
зиологические реакции [2]. Для растительного организма Ni2+, вероятно, менее токсичен [3]. У боль-
шинства видов растений токсические эффекты наблюдаются при концентрации Ni2+ в  среде свыше 
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10 –50 мкмоль/л [4]. Избыток Ni2+ в почве вызывает торможение или полную остановку роста корневой 
системы, хлороз и некроз листьев, отмирание репродуктивных органов и нарушение дифференцировки 
клеток и тканей, что часто связывают с подавлением активности некоторых ферментативных систем 
и деструкцией фотосинтетического аппарата [5]. 

В последние годы сформировалось мнение, согласно которому токсичность избытка Ni2+ для рас
тений обусловлена его высокоспецифичным связыванием с рядом групп лигандов в  белках и  поли-
сахаридах, а  также индукцией окислительного стресса вследствие гиперпродукции активных форм 
кислорода (АФК) [6]. Тем не менее, несмотря на многочисленные факты обнаружения продуктов окисли-
тельных повреждений в клетках растений в присутствии высоких уровней Ni2+, природа редокс-зави-
симых токсических реакций Ni2+ остается непонятной. Известно, что в «биологических условиях», таких 
как среда цитоплазмы или пространство апопласта, ионная форма Ni2+ не обладает редокс-активностью, 
т. е. Ni2+ напрямую не может катализировать реакции Хабера – Вейса, синтезирующие гидроксильный 
радикал [7]. По одному из предложенных в литературе вариантов объяснения АФК-генерирующей спо-
собности никеля катализатором синтеза АФК, вероятно, выступают не сами ионы никеля, а их редокс-
активные комплексы, способные к переносу электронов на молекулу H2O2 и генерации гидроксил-радика-
ла [8]. Немаловажно отметить, что растения в ответ на никелевый стресс синтезируют протеиногенную 
аминокислоту гистидин (Гис), которая может формировать редокс-активные хелатные комплексы дан-
ного металла (Ni – Гис и Ni – Гис2)  [9]. Общепризнано, что синтез Гис, приводящий к устранению 
избытка свободной формы никеля, является важной эволюционной стратегией выживания на фоне 
повышенных уровней Ni2+ в среде [10]. Однако, по ряду оценок, никель-гистидиновые комплексы мо-
гут обладать большей токсичностью, отличаясь от свободных ионов никеля высокой способностью 
катализировать генерацию АФК [9; 11–13]. Соответственно, возникает вопрос о токсичности никель-
гистидиновых комплексов для важнейших видов растений, а также о роли генерации АФК при никелевом 
стрессе. Согласно гипотезе, развиваемой авторами настоящей работы, редокс-активность никель-гисти-
диновых комплексов может использоваться для индукции редокс-зависимых реакций клеточной сигна-
лизации, которые выступают в роли триггеров процессов адаптации и индуцированной устойчивости 
к повышенным уровням никеля в среде. В связи с  этим значительный интерес представляет анализ 
влияния никеля и никель-гистидиновых комплексов на рост и развитие растений в стандартизирован-
ных условиях, а также на жизнеспособность клеток корня, являющегося первичной мишенью токси-
ческого воздействия данного металла. В представленной работе было рассмотрено растение Helianthus 
annuus L. – наиболее важная масличная культура в мире, для которой пока не изучено влияние никеля 
и редокс-активных комплексов данного металла. Помимо жизнеспособности клеток корня оценивалось 
развитие морфологических симптомов запрограммированной клеточной гибели (ЗКГ), представляю-
щей собой «центральную» реакцию корневой системы на избыток практически любых тяжелых метал-
лов в среде. 

Материалы и методы исследования
В работе использовались растения Helianthus annuus L. (гибрид Орион), семена которых были предо-

ставлены Полесским институтом растениеводства. Ранее нами показано, что гибрид Орион отличается 
устойчивостью к воздействию некоторых абиотических стрессоров, таких как NaCl [14]. Проростки 
подсолнечника культивировались рулонным методом. Перед посадкой семена 20 мин обрабатывались 
раствором детергента (20 % Domestos), после чего промывались в проточной воде и выкладывались на 
влажную фильтровальную бумагу (15 × 15 см) на расстоянии 1 см от верхнего края, накрывались вторым 
листом бумаги и скручивались в рулон. Далее рулоны помещались в стаканы с питательным раствором, 
содержащим 10 % стандартного набора солей Мурасиге и Скуга  [15] производства компании Duchefa 
(Нидерланды). В данную среду вводились тестируемые растворы Ni2+ (NiCl2 ⋅ 6H2O) и Ni2+ – Гис, рН 
устанавливался на уровне 6,0. Комплексы Ni2+ – Гис генерировались путем добавления растворов Ni2+ 
и Гис в соотношении 1 : 2 [16]. Стаканы с рулонами помещались в стерильную ростовую камеру с конт
ролируемыми условиями освещения (16 ч (свет)/8 ч (темнота)) и температурным режимом (22 °С), где 
инкубировались в течение 7 сут. Ежедневно осуществлялся мониторинг прироста корней, фотографии 
делались SLR-камерой Nikon D5500 (Япония). На 7-е сутки регистрировалась длина основного корня. 
Расчеты морфологических параметров производились при помощи приложения ImageJ.

Морфологические симптомы ЗКГ выявлялись в корневых волосках 7-дневных проростков подсол-
нечника с  использованием инвертированного микроскопа Nikon Eclipse TS100F. Проростки подсол-
нечника помещались в Ni2+-содержащие растворы на 3 и 24 ч. Для каждой серии экспериментов под-
счет относительного количества клеток с симптомами ЗКГ производился в 15 независимых группах 
(по 100 корневых волосков каждая). Фотографирование при проведении морфологических тестов осу-
ществлялось при 40-кратном увеличении. 
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Жизнеспособность клеток корня определялась с использованием красителя Evans blue (AppliChem, 
Германия). Обработанные стрессорами растения подсолнечника помещались в водный раствор 0,025 % 
Evans blue и  выдерживались 30  мин, после чего корни тщательно промывались в  течение 10  мин 
в растворе, содержащем по 0,1 ммоль/л KCl и CaCl2 (pH 6,0; 2 ммоль/л Mes и 1 ммоль/л Tris), и ана-
лизировались при помощи инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse TS100F 
(λex = 470 нм, λem = 680 нм). Интенсивность флуоресценции определялась в приложении NIS Elements 
Imaging Software отдельно для зрелой зоны и зоны кончика корня.

Результаты и их обсуждение
Введение в среду выращивания Ni2+, начиная с уровня 0,1 ммоль/л, индуцировало снижение ско-

рости роста основного корня Helianthus annuus  L. (рис.  1). Полумаксимальный ингибирующий эф-
фект (снижение скорости роста в 2 раза) регистрировался на фоне 0,4 ммоль/л Ni2+, а концентрация 
10 ммоль/л Ni2+ была летальной. При введении в питательную среду 1 ммоль/л Ni2+ семена прорас-
тали, однако в дальнейшем рост корней останавливался. Обнаруженный концентрационный диапазон 
токсических эффектов никеля указывает на то, что подсолнечник является относительно устойчивым 
к данному металлу видом по сравнению со многими сельскохозяйственными растениями. Например, 
для корней лука (Allium cepa L.) полумаксимальный эффект был отмечен при 0,25 ммоль/л Ni2+ (против 
0,4 ммоль/л для подсолнечника) [17]. Кукуруза (Zea mays L.) намного более чувствительна к никелю: 
полумаксимальное ингибирование роста корня, а также снижение жизнеспособности клеток наблюда-
лись при обработке 2 мкмоль/л Ni2+ [18]. 

Введение в среду выращивания Ni2+ совместно с Гис в соотношении 1 : 2 значительно снижало токси-
ческий эффект данного металла. Например, на фоне летальной концентрации Ni2+ (10 ммоль/л) добавле-
ние Гис восстанавливало прорастание семян (см. рис. 1, з, и). Сублетальные уровни Ni2+ (1 и 3 ммоль/л) 
в присутствии Гис вызывали в 3 раза меньший ингибирующий эффект (см. рис. 1, г – ж). 

При кратковременной обработке проростков подсолнечника никельсодержащими растворами в клет-
ках корня развивалась ЗКГ (рис. 2). В результате воздействия 0,3–10,0 ммоль/л Ni2+ в течение 3–24 ч в кор-
невых волосках подсолнечника доминировали типичные морфологические симптомы ЗКГ: отслоение 
цитоплазматической мембраны от клеточной стенки, образование темных телец на месте ядра, конденса-
ция протопласта, видимые нарушения целостности мембран (см. рис. 2, а – в). В контрольных образцах, 
выдержанных в безникелевой среде, данных симптомов практически не наблюдалось (см. рис. 2), а доля 
клеток с ЗКГ не превышала 8 %. При 3-часовой экспозиции симптомы ЗКГ отмечались лишь при высоких 
уровнях Ni2+: при 3 ммоль/л Ni2+ –  у 15 % клеток, при 10 ммоль/л Ni2+ – у 25 %. Обработка 3 и 10 ммоль/л 
Ni2+ на протяжении 24 ч индуцировала гибель 35 % трихобластов (корневых волосков). Концентрация 
0,3–1,0 ммоль/л Ni2+ не оказывала негативного эффекта при 3-часовом воздействии, однако индуциро-
вала развитие морфологических симптомов ЗКГ при 24-часовой экспозиции. Добавление Гис подавляло 
токсические эффекты Ni2+: доля клеток с симптомами ЗКГ «возвращалась» к уровню контрольных необ-
работанных никелем групп растений. Таким образом, в случае Ni2+-индуцированной ЗКГ Гис оказывал 
сильное протекторное воздействие, предотвращая отмирание клеток корня как на начальных этапах (3 ч), 
так и при увеличении времени экспозиции (24 ч).

Схожие результаты были получены в  тестах жизнеспособности клеток с  использованием Evans 
blue (рис. 3). Добавление сублетальных концентраций Ni2+ снижало общую жизнеспособность клеток 
в 1,5–2,0 раза как в зрелой зоне, так и в зоне деления. Обработка проростков подсолнечника леталь-
ной концентрацией Ni2+ (10 ммоль/л) на протяжении 24 ч уменьшала жизнеспособность клеток корня 
примерно в 3 раза по сравнению с контрольными необработанными группами растений. Введение Гис 
снижало токсическое действие Ni2+, в особенности при обработке 10 ммоль/л Ni2+.

Исследования ЗКГ, индуцируемой абиотическими стрессорами в корне высших растений, проведе-
ны на многих видах, включая важнейшие однодольные и двудольные растения [19 –22]. Предложен ряд 
механизмов данного явления, в частности ионный механизм (посредством активации гидролитических 
ферментов в результате изменения уровней важнейших катионов в цитоплазме), механизм транслокации 
специализированных протеаз (фитоспаз) из клеточной стенки в цитоплазму и вакуолярный механизм (пу-
тем разрушения центральной вакуоли специальными ферментами) [19]. Соответственно, на морфологи-
ческом уровне ЗКГ у высших растений подразделяется на два основных типа – апоптозоподобный и ва-
куолярно-литический. Описанный в настоящей работе тип ЗКГ по своим признакам относится к первой 
группе, так как содержимое клеток корня остается интактным и отсутствуют признаки разрыва вакуоли. 
Подобный тип ЗКГ доминирует и при воздействии других переходных металлов, например ионов меди, 
а также при засолении [23]. Важно отметить, что протекторное влияние Гис на ЗКГ, вызываемую тяже-
лыми металлами, обнаружено в данной работе впервые. Ранее протекторные эффекты были выявлены 
только для антиоксидантов и блокаторов Са2+- и K+-проницаемых катионных каналов [19]. 
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Рис. 1. Воздействие Ni2+ и Ni2+-гистидиновых комплексов на рост корней подсолнечника.  
Внешний вид 7-дневных проростков подсолнечника: а – безникелевая среда (контроль);  

среда с Ni2+ в концентрации (ммоль/л): б – 0,3; г – 1; е – 3; з – 10;  
среда с Ni2+-гистидиновыми комплексами в концентрации:  

в – 0,3 ммоль/л Ni2+ + 0,6 ммоль/л Гис; д – 1 ммоль/л Ni2+ + 2 ммоль/л Гис;  
ж – 3 ммоль/л Ni2+ + 6 ммоль/л Гис; и – 10 ммоль/л Ni2+ + 20 ммоль/л Гис.  

Средние значения прироста длины основного корня (Х ± S x, n = 30), полученные  
в контроле и при обработке Ni2+ и Ni2+-гистидиновыми комплексами (к).  

Достоверность различий рассчитывалась по отношению  
к растениям, обработанным Ni2+: *** – p < 0,001

Fig. 1. Ni2+ and Ni2+-histidine complexes effect on the sunflower root growth.  
Typical photos of 7-day sunflower seedlings: a – nickel-free medium (the control);  

medium with Ni2+ in concentration (mmol/L): b – 0.3; d – 1;  f – 3; h – 10; 
medium with Ni2+-histidine complexes in concentration: 

c – 0.3 mmol/L Ni2+ + 0.6 mmol/L histidine; e – 1 mmol/L Ni2+ + 2 mmol/L histidine;  
g – 3 mmol/L Ni2+ + 6 mmol/L histidine; i – 10 mmol/L Ni2+ + 20 mmol/L histidine.  

Mean length gain of the main root (Х ± S x, n = 30) ( j ). The significance  
of differences was calculated with respect to the Ni2+-treated plants: *** – p < 0.001
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Таким образом, проведенные опыты показывают, что добавление Гис и формирование его комп
лексов с никелем приводит к значительному снижению токсичности Ni2+ как в виде восстановления 
ростовых процессов, так и путем повышения жизнеспособности поврежденных клеток. Предположи-
тельно, протекторный эффект Гис может быть связан с образованием редокс-активных комплексов, 
способных активировать АФК- и Ca2+-зависимые механизмы адаптации к никелю. Однако возможны 
и другие механизмы, объясняющие обнаруженный эффект. Например, недавно было выявлено сни-
жение Ni2+-индуцированного окислительного стресса посредством активации ферментов глутатион-
аскорбатного цикла, важным звеном синтеза компонентов которого может выступать экзогенный 
Гис [24]. В таком случае Гис, вероятно, способствует увеличению пула ключевых антиоксидантов. 
Будущие исследования эффектов никеля и никель-гистидиновых комплексов на уровне сигнальных 
реакций клетки и модификаций генетической экспрессии позволят глубже понять природу обнару-
женных явлений. 

Рис. 2. Влияние Гис на развитие морфологических симптомов ЗКГ в клетках корня подсолнечника  
при никелевом стрессе. Внешний вид корневых волосков без обработки (а)  

и после 24-часовой экспозиции на фоне 3 ммоль/л Ni2+ (б ) 
и 3 ммоль/л Ni2+ + 6 ммоль/л Гис (в). Средняя доля корневых волосков  

с симптомами ЗКГ при инкубировании подсолнечника в Ni2+-содержащих растворах  
в течение 3 ч (г) и 24 ч (д). Достоверность различий рассчитывалась  

по отношению к контролю: *** – p < 0,001 (n = 15)
Fig. 2. The effect of histidine on the development of morphological symptoms of programmed cell death (PCD)  

in sunflower roots under nickel stress. Typical photos of root hairs without treatment (a) and after 24-hour exposure  
in solutions containing 3 mmol/L Ni2+ (b) and 3 mmol/L Ni2+ + 6 mmol/L histidine (c).  

The percentage of root hairs with programmed cell death symptoms in sunflower incubated  
in solutions containing Ni2+ for 3 h (d ) and 24 h (e). The significance of differences  

was calculated with respect to the control: *** – p < 0.001 (n = 15)
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Данное исследование было выполнено в рамках совместных международных белорусско-индий-
ских (№ Б17ИНДГ-003) и белорусско-китайских (№ Б19КИТГ-006) научных проектов, финансируемых 
Государственным комитетом по науке и технологиям Республики Беларусь. 
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