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растения проверяли с помощью системы лазерной сканирующей конфо-

кальной микроскопии Axio Observer Z1 LSM 710 NLO/Duo (Carl Zeiss, 

Германия) и получали флуоресцентные изображения клеток.  

Далее проверяли работу сенсора HyPer7 в целом растении в уста-

новке флуоресцентного имиджинга DVS-03 (ИФТ РАН, Россия) и исполь-

зовали для возбуждения сенсора светодиоды 395/25 нм и 490/20 нм, флу-

оресцентные изображения создавали с помощью CMOS-камеры в диапа-

зоне 535/43 нм с экспозицией 2000 мс. Для проверки реакции сенсора на 

экзогенную Н2О2 на лист наносили раствор 10% H2O2 в 0,05% адъюванте 

Сильвет 408, в качестве контроля использовали раствор 0,05% Сильвет 

408. Соотношение флуоресценции F490/F395 повысилось в месте раздра-

жения в ответ на это раздражение. Затем смотрели распространение волны 

АФК по всему листу при локальном нагреве части листа элементом Пель-

тье до 65℃ в течение 5 минут. Было зафиксировано быстрое распростра-

няющееся изменение флуоресценции сенсора по всему листу. Параметры 

волн АФК были сопоставлены с волнами кальция, визуализированными с 

помощью генетически кодируемого флуоресцентного сенсора Case12, 

была выполнена оценка этих волн в ответ на один и тот же стимул. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что растения с гене-

тически кодируемыми сенсорами отличный инструмент для визуализации 

сигнальных веществ как на уровне клеток, так и на уровне целого расте-

ния. 
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Растения, произрастающие в неблагоприятных условиях, подверга-

ются сильному стрессу, который может быть обусловлен загрязнением 

почв тяжёлыми металлами, засухой, засолением, воздействием высоких и 

низких температур и т.д. [1]. При стрессовых воздействиях значительно 

повышается интенсивность свободнорадикальных окислительных про-

цессов. Одним из элементов, способных в высоких концентрациях инду-

цировать развитие стресса в растениях, является никель (II). Несмотря на 
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то, что никель – необходимый для растений микроэлемент, его избыточ-

ные концентрации являются фактором абиотического стресса для расте-

ний. ПДК никеля в почве – 20,0 мг/кг, в среднем по Беларуси в землях 

содержится 4,8 мг/кг никеля [2]. Активные формы кислорода подавляют 

активность ряда ферментов, вызывают деградацию клеточных биополи-

меров, нарушают проницаемость биологических мембран, останавливают 

клеточный цикл и приводят к развитию апоптоза. В ответ на усиление ге-

нерации АФК, как правило, наблюдается активация энзиматических ком-

понентов антиоксидантной защитной системы растений [3, 4]. 

Развитие абиотического стресса сопровождается образованием избы-

точного количества стрессового фитогормона – этилена, что приводит к 

ингибированию процессов роста и развития растений. Одним из подходов 

к снижению уровня «стрессового» этилена является использование фер-

мента 1-аминоциклопропан-1-карбоксилат-дезаминазы (АЦК-дезамиазы), 

который синтезируют некоторые ризобактерии. Фермент АЦК-

дезаминаза, кодируемый геном acdS, разлагает предшественник этилена – 

АЦК – до аммиака и α–кетобутирата. Устойчивость растений к неблаго-

приятным условиям окружающей среды, вызывающим стресс, в значи-

тельной степени обеспечивается функционированием антиоксидантной 

системы. В настоящее время во многих странах проводится изучение со-

стояния антиоксидантной системы растений под влиянием избыточной 

концентрации тяжелых металлов в почве, а также создаются трансгенные 

формы растений, которые характеризуются сверхэкспрессией генов, ко-

дирующих ферменты антиоксидантной защиты [5, 6]. Целью настоящей 

работы является изучение влияния хлорида никеля (II), внесенного в 

почву, на активность ряда ферментов в нетрансгенных и трансгенных рас-

тениях Nicotiana tabacum, несущих acdS-ген бактерий Pseudomonas putida 

B-37. 

Материалы и методы исследования. В качестве объектов исследова-

ния выступали нетрансгенные и трансгенные растения Nicotiana tabacum, 

несущие acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37. Предметом исследо-

вания являлись общая антиоксидантная активность данных растений, а 

также активность ферментов аскорбат-глутатионового цикла (глутати-

онпероксидазы, глутатионредуктазы, аскорбатпероксидазы) и содержание 

низкомолекулярных антиоксидантов (аскорбиновой кислоты, глуттати-

она) в исследуемых растениях. Растения были разделены на 2 серии: кон-

трольная серия (без обработки почвы); опытная серия (однократная обра-

ботка почвы NiCl2 в концентрации 20 мкг на 1 кг почвы). Каждая серия 

включала в себя 10 трансгенных растений линий 4-12 и 10- 38, а также 10 

нетрансгенных растений Nicotiana tabacum.  
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Создание трансгенных растений осуществлялось согласно методике, 

описанной А.А. Мельниковой и соавторами [7]. Трансгенные растения N. 

tabacum были получены с использованием векторной конструкции 

pBI121-acdS, несущей ген acdS бактерий Pseudomonas putida B-37, кото-

рый находится под контролем конститутивного CaMV 35S промотора. Ге-

нетическая конструкция была введена в клетки Agrobacterium tumefaciens 

AGL0. Полученный агробактериальный штамм был использован для 

трансформации каллусов N. tabacum.  

Семена растений стерильно высевали на увлажненные фильтры и в 

течение 2 суток выдерживали при 20 ± 0,5˚С в темноте для прорастания. 

Затем проростки помещали в климатокамеру с температурой 20 ± 0,5˚С и 

16-часовым световым днем. Через 14 суток растения пересаживали в ста-

канчики со стерильной почвой (50 г). Дальнейшее культивирование про-

изводили при температуре 20 ± 0,5˚С, влажности 70-80%, 16-часовом све-

товом дне в течение 8 недель. 

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 «Академпри-

бор», Россия), после чего центрифугировали в течение 15 мин при 10 000 

об/мин. Все процедуры производили на холоде (4°С). Клеточные экс-

тракты использовали для определения общей антиоксидантной активно-

сти, а также активности ферментов аскорбат-глутатионового цикла, со-

держания низкомолекулярных антиоксидантов и белка в растениях. Со-

держание белка в растительных экстрактах определяли биуретовым мето-

дом при длине волны 540 нм. Общую антиоксидантную активность расти-

тельных экстрактов оценивали по степени ингибирования окисления па-

рафенилендиамина пероксидом водорода с применением спектрофото-

метрического метода при длине волны 530 нм. Активность супероксид-

дисмутазы оценивали по степени ингибирования реакции аутоокисления 

кверцетина. Определение активности каталазы проводили методом, осно-

ванным на способности пероксида водорода образовывать с молибдатом 

аммония стойкий окрашенный комплекс при λ=410 нм. Пероксидазную 

активность определяли кинетическим методом, основанном на определе-

нии скорости накопления продуктов окисления бензидина пероксидом во-

дорода в присутствии экстракта растений. Активность аскорбатперокси-

дазы (АРХ) в растительных экстрактах определяли спектрофотометриче-

ски по методу Verma, Dubey при длине волны 290 нм. Активность глута-

тионпероксидазы (GPХ) в растительных экстрактах устанавливали спек-

трофотометрически по количеству накопленного окисленного глутатиона 
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в среде инкубации при длине волны 260 нм. Активность глутатионредук-

тазы (GR) в растительных экстрактах измеряли спектрофотометрически 

по количеству НАДФН, образующегося при восстановлении окисленного 

глутатиона в среде инкубации, при длине волны 340 нм. Общее содержа-

ние фенольных соединений в растительных экстрактах определяли спек-

трофотометрически по методу Singleton при длине волны 765 нм. Общее 

содержание флавоноидов в растительных экстрактах измеряли спектро-

фотометрически по методу Quettier при длине волны 415 нм. Содержание 

аскорбиновой кислоты в растительных экстрактах устанавливали спектро-

фотометрически с использованием метода Das, который основан на спо-

собности фосфомолибдата восстанавливаться данной кислотой до молиб-

дата синего цвета. Измерение проводили при длине волны 660 нм. Содер-

жание восстановленного глутатиона в растительных экстрактах измеряли 

спектрофотометрическим методом с использованием реактива Эллмана 

при длине волны 412 нм. 

Результаты и обсуждение. Воздействие никеля на растение проявля-

ется в виде множества ответных реакций, которые нейтрализуют избыток 

поступающего в растение металла. Общая реакция на присутствие из-

бытка никеля в среде – это увеличение содержания АФК, а также низко-

молекулярных антиоксидантов и ферментов, которые противодействуют 

накоплению АФК и способствуют выживанию растений в условиях повы-

шенной концентрации металла.  

Несмотря на то, что данных о токсичности никеля для растений 

много, точный механизм действия этого металла до сих пор не установлен. 

Есть два предполагаемых механизма токсичности никеля – оба они явля-

ются непрямыми, так как никель не является металлом, который участвует 

в окислительно-восстановительных реакциях. Во-первых, считается, что 

никель способен взаимодействовать с другими микроэлементами-метал-

лами, необходимыми для растения. В избыточных количествах никель 

способен нарушать всасывание и транспорт двухвалентных металлов, что 

приводит к возникновению их дефицита, из-за чего и развиваются различ-

ные токсические эффекты. Также стоит учесть, что железо, медь, цинк и 

марганец являются элементами, ассоциированными со многими фермен-

тами, например, СОД или каталазой. Избыток никеля способствует сни-

жению концентрации железа, меди и цинка в растительной клетке, что 

нарушает биосинтез этих ферментов и в итоге приводит к развитию окис-

лительного стресса. Во-вторых, избыточное накопление никеля в расте-

нии и, как следствие, снижение активности СОД, аскорбатоксидазы, глу-

татионпероксидазы, каталазы и других ферментов-антиоксидантов, при-

ведет к генерации АФК. Никель-индуцированные АФК вызывают ПОЛ, 

окисление белков, деструкцию ферментов и повреждение ДНК [8].  
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Нами было проведено определение активностей ферментов и оце-

нены биохимические показатели, которые характеризуют состояние анти-

оксидантной системы. Исходная общая антиоксидантная активность 

(ОАА), которая выражается степенью инактивации окисления парафени-

лендиамина пероксидом водорода антиоксидантами растений, в нетранс-

генных растениях выше, чем в трансгенных формах в 1,1 раз. Установ-

лено, что при внесении в почву Ni2+ увеличивается общая антиоксидант-

ная активность исследуемых растений. Показано, что при выращивании 

растений на почве с никелем (II) общая антиоксидантная активность по-

высилась в 1,25 раз, а для трансгенных растений обеих линий – в 1,13 раз 

по сравнению с контрольными сериями растений соответственно. Веро-

ятно, в трансгенных растениях, несущих бактериальный acdS-ген, в мень-

шем количестве образуются АФК, следовательно, они характеризуются 

более низкой интенсивностью свободнорадикальных окислительных про-

цессов по сравнению с нетрансгенными. 

Нетрансгенные растения Nicotiana tabacum отличались более высо-

кими показателями активности СОД и содержанием ТБК-активных про-

дуктов по сравнению с трансгенными образцами при обработке почвы 

ионами никеля (II). Показано, что при выращивании растений в условиях 

абиотического стресса в нетрансгенных растениях активность СОД уве-

личилась в 3,6 раз, в трансгенных – в 1,7 раз соответственно по сравнению 

с контрольной серией, интенсивность ПОЛ в нетрансгенных растениях 

выросло в 4,2 раз, в трансгенных – в 1,6 раз соответственно по сравнению 

с контрольной серией. Активность каталазы в условиях абиотического 

стресса повышалась в 2,7 раз в нетрансгенных растениях и в 1,5 раза в 

трансгенных по сравнению с контрольной серией. Пероксидазная актив-

ность в условиях загрязнения почвы никелем (II) увеличилась в 3 раза для 

нетрансгенных растений и в 1,6 раз для трансгенных растений соответ-

ственно по сравнению с контрольной серией.  

Полученные нами данные об активности каталазы, СОД и перокси-

дазы в растениях Nicotiana tabacum могут свидетельствовать об активации 

ферментов антиоксидантной защиты при внесении в почву ионов никеля 

(II). Это может быть связано с усилением процессов свободного окисле-

ния, сопровождающихся образованием АФК. Однако, в трансгенных рас-

тениях активность ферментов при загрязнении почвы увеличивается в 

меньшей степени, чем в нетрасгенных формах. Это может быть обуслов-

лено тем, что в трансгенных растениях снижается образование АФК, в 

частности пероксида водорода, который является субстратом, как для ка-

талазы, так и для пероксидазы. Поэтому трансгенные растения имеют бо-

лее низкую активность данных ферментов по сравнению с нетрансген-

ными при обработке почвы ионами никеля (II). 
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Также нами было изучено влияние абиотического стресса на общее 

содержание фенольных соединений (ФС) и флавоноидов. Присутствие в 

почве ионов никеля (II) приводило к повышению содержания фенольных 

соединений, в том числе и флавоноидов: содержание ФС выросло в 1,5 

раза в нетрансгенных растениях и в 2 раза в трансгенных по сравнению с 

контрольной серией. Содержание флавоноидов в условиях загрязнения 

почвы никелем (II) увеличилось в 1,9 раз в нетрансгенных и в 2,4 раз в 

трансгенных формах.  

О функционировании антиоксидантной системы организма и интен-

сивности свободнорадикальных окислительных процессов, вызванных, в 

первую очередь, действием токсичных веществ можно судить по состоя-

нию системы аскорбат-глутатионогвого цикла. В связи с этим на следую-

щем этапе нашей работы было определено содержание аскорбиновой кис-

лоты и глутатиона (мг и ммоль, соотвестственно, на 1 г растительного ма-

териала) во всех сериях. 

При внесении в почву ионов Ni2+ содержание аскорбиновой кислоты 

в растениях повышается: в нетрансгенных растениях в 1,6 раз, в трансген-

ных растениях линии 4-12 – в 1,7 раз и в 1,9 раз в образцах линии 10-38. 

Очевидно, что в трансгенных формах растений в присутствии Ni2+ в почве 

содержание аскорбиновой кислоты достоверно выше, чем в нетрансген-

ных растениях, тогда как в образцах, выращенных в нормальных усло-

виях, уровень витамина С достоверно не различается. Содержание глута-

тиона в растениях при абиотическом стрессе, вызванном присутствием 

NiCl2 в почве, также возрастало. В нетрансгенных растениях содержание 

глутатиона увеличилось в 1,4 раз, а в трансгенных растениях обеих серий 

– в 1,6 раз. 

Также была определена активность основных ферментов аскорбат-

глутатионового цикла: аскорбатпероксидазы, глутатионпероксидазы и 

глутатионредуктазы в исследуемых образцах. Активность аскорбатперок-

сидазы во всех образцах повышалась при выращивании их в почве с NiCl2. 

Однако, активность данного фермента в трансгенных растениях повыша-

ется в меньшей степени, чем в нетрансгенных формах. В нетрансгенных 

растениях активность аскорбатпероксидазы возрастала в 4 раза после вне-

сения в почву никеля (II). В трансгенных растениях линии активность фер-

мента увеличилась в 3 раза  

Активность глутатионпероксидазы в нетрансгенных растениях уве-

личилась в 2,4 раз, а в трансгенных формах была в 1,5 раза после внесения 

в почву никеля (II). Активность глутатионредуктазы в растениях при вне-

сении в почву Ni2+ также увеличилась, однако, в трансгенных образцах по-

вышение активности фермента происходило в меньшей степени. В не-

трансгенных растениях активность глутатионредуктазы выросла в 2,5 раза 
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при обработке почвы ионами никеля (II). В трансгенных растениях актив-

ность фермента повысилась в 1,7 раза. 

Полученные результаты свидетельствуют, что трансгенные и не-

трансгенные формы растений отвечают на абиотическое стрессовое воз-

действие увеличением содержания низкомолекулярных антиоксидантов, 

в частности, аскорбата и глутатиона. Вероятно, в трансгенных растениях, 

несущих бактериальный acdS-ген, в меньшем количестве образуются пе-

роксид водорода, который является одним из субстратов для пероксидаз.  

Данные об активности ферментов аскорбат-глутатионового цикла со-

гласуются с тем, что трансгенные растения Nicotiana tabacum характери-

зовались более низкой активностью ферментативных антиоксидантов (пе-

роксидазы, каталазы, супероксиддисмутазы) и интенсивностью процессов 

перекисного окисления липидов по сравнению с нетрансгенными фор-

мами в условиях загрязнения почвы ионами Ni2+. Внесение в почву никеля 

(II) приводило к повышению общей антиоксидантной активности иссле-

дуемых растений, что наблюдалось также в присутствии в почве ряда дру-

гих тяжелых металлов. Также ранее нами было показано, что при внесе-

нии в почву солей Cu2+, Cr6+, Pb2+ трансгенные растения Nicotiana tabacum 

имели более высокое содержание низкомолекулярных компонентов (глу-

татиона, аскорбиновой кислоты) и более низкую активность ферментов 

(АPХ, GPХ, GR) аскорбат-глутатионового цикла по сравнению с нетранс-

генными формами [9, 10]. 

В литературе имеются также данные, что трансгенные растения та-

бака, характеризующиеся сверхэкспрессией супероксиддисмутазы, де-

монстрировали увеличение активности ферментов аскорбат-глутатионо-

вого цикла. Эти растения отличались повышенной устойчивостью к окис-

лительному стрессу, только если другие антиоксиданты (в частности, глу-

татион и аскорбат) также присутствовали в клетке в высоких концентра-

циях [11]. 

Следует также отметить, что полученные результаты согласуются с 

тем, что для ряда растений, инокулированными бактериями, которые 

несли в своем геноме acds-ген, в условиях абиотического стресса наблю-

далась более низкая активность ферментов аскорбат-глутатионового 

цикла [12]. 

Таким образом, на основании полученных данных, характеризующих 

состояние антиоксидантной системы трансгенных и нетрансгенных расте-

ний Nicotiana tabacum, можно сделать заключение о том, что трансгенные 

растения, которые имеют в своем геноме бактериальный acdS-ген и спо-

собные синтезировать АЦК-дезаминазу, в меньшей степени подвержены 

воздействию повышенных концентраций ионов никеля (II) в почве. Сле-
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дует отметить, что трансгенные растения N. tabacum, которые выращива-

лись на загрязненной почве, имели лучшие ростовые характеристики 

(бóльшая длина стебля, корня) и более высокую биомассу, чем нетранс-

генные образцы. 
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