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Гидроксильный радикал (НО●) является наиболее реакционноспособ-

ной АФК и представляет наибольшую опасность для живых систем [1]. За 

счет высокого редокс-потенциала (Е0 = +2,32 В, рН 7) гидроксильный ра-

дикал может окислять практически любое химическое соединение, вклю-

чая ДНК, белки и липиды [2], опосредуя большинство цитотоксических 

эффектов в аэробных организмах. Один из путей образования НО● в жи-

вых системах – это восстановление Н2О2, катализируемое ионами пере-

ходных металлов (Fe2+, Cu+ и др.). В связи с этим, данная реакция часто 

используется для количественной оценки антиоксидантной способности 

растительных экстрактов и биологически активных веществ. Известно, 

что пул свободных аминокислот играет важную роль в росте и развитии 

растений, сигнальных явлениях, а также участвует в реакции растения на 

стресс [3]. Целью данной работы было оценить способность важнейших 

аминокислот влиять на продукцию НО● в условиях in vitro и in vivo.  

Материалы и методы. Анализ продукции гидроксильных радикалов 

осуществлялся методом спектрометрии электронного парамагнитного ре-

зонанса. В качестве спиновой ловушки добавляли ДМПО (5,5-диметил-1-

пирролин-N-оксид) в концентрации 100 ммоль/л. Сигнал ДМПО-НО• ре-

гистрировался при помощи ЭПР-спектрометра SpinscanX и анализиро-

вался в программе eSpinoza (ADANI). Эксперименты in vivo проводились 

с использованием модельных растений Arabidopsis thaliana природного 
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экотипа Col-0. Растения выращивались в стерильной вертикальной куль-

туре в чашках Петри на полной среде Мурасиге и Скуга, pH 6,0, 1% саха-

роза, 0,35% Phytagel в контролируемых условиях (22°С, 16 ч свет/ 8 ч тем-

нота). Уровень АФК в клетках корня 7-дневных проростков арабидопсиса 

после 30 мин воздействия стресс растворов регистрировался при помощи 

флуоресцентного зонда дигидроэтидиум (ДГЭ; λex = 490 нм, λem = 540 нм) 

на флуоресцентном микроскопе Nikon TS100. Изображения анализирова-

лись при помощи приложения ImageJ. 

Результаты и их обсуждение. C использованием ЭПР-спектрометрии 

было показано, что смесь 1 ммоль/л CuCl2, 1 ммоль/л L-аскорбата, 

1 ммоль/л H2O2, рН 6 (Cu/а) с добавлением 100 ммоль/л ДМПО генерирует 

характерный четырехпиковый сигнал аддуктов ДМПО-НО●. Интенсив-

ность данного ЭПР-сигнала была в 70 раз выше по сравнению с контролем 

(буферный раствор: 0,1 ммоль/л KCl, 0,1 ммоль/л CaCl2, 1 ммоль/л ТРИС, 

2 ммоль/л МЕС). Было продемонстрировано, что интенсивность ЭПР-

сигнала ДМПО-НО● значительно снижалась в присутствии свободных 

аминокислот (1 ммоль/л гистидина, аланина, аспарагина и пролина). Сами 

аминокислоты не модифицировали сигнал ДМПО, т.е. не обладали 

редокс-активностью. В случае добавления гистидина Cu/а ЭПР-сигнал 

уменьшался приблизительно на 80%, аланина – на 95%, аспарагина – на 

90%. Добавление пролина не воздействовало на ЭПР-сигнал, вызываемый 

аддуктами ДМПО-НО●. Результаты также были подтверждены с исполь-

зованием эпифлуоресцентной микроскопии и зонда дигидроэтидиум в ин-

тактных корнях Arabidopsis thaliana, однако в данном случае эффекты 

были ниже. Таким образом, в работе было продемонстрировано, что сво-

бодные аминокислоты могут снижать неферментативную продукцию НО● 

в водных растворах и оказывать умеренное протекторное влияние на ге-

нерацию активных форм кислорода в интактных корнях растений при 

окислительном стрессе. 

Работа выполнена при поддержке БРФФИ (проект Б24-060) и ГПНИ 

(№ ГР 20241163). 
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