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Активность антиоксидантных 
ферментов и термостабильность 
мембран у генотипов твердой 
пшеницы при тепловом стрессе*
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Недостаточная устойчивость к экстремально высоким температу-
рам окружающей среды является одной из главных причин снижения урожайности 
сельскохозяйственных культур.  

Методы. В данной работе были использованы два контрастных по стрессоустой-
чивости генотипа твердой пшеницы (Triticum durum Desf.): Баракатли-95 (устойчи-
вый) и Гарагылчыг-2 (чувствительный). Активность антиоксидантных ферментов, 
каталазы, аскорбатпероксидазы, гваяколпероксидазы и бензидинпероксидазы 
исследовали спектрофотометрически. Термостабильность мембран определяли 
по выходу электролитов из интактных растительных тканей. 

Результаты. Выявлено, что ключевая роль в элиминации активных форм кисло-
рода при воздействии высоких температур принадлежит гваяколпероксидазе, 
так как при кратковременном тепловом стрессе наблюдалось значительное по-
вышение активности этого фермента.  Тепловой стресс вызвал незначительное 
снижение активности каталазы и существенное снижение активности аскорбат-
пероксидазы и бензидинпероксидазы. Наблюдалось повышение концентрации 
тотального белка при тепловом шоке. Коэффициент повреждаемости мембран 
возрастал прямо пропорционально температуре нагрева и показал наибольшее 
значение у чувствительного сорта Гарагылчыг-2. По показателям выхода элек-
тролитов из тканей листьев при гипертермии сделан вывод о сортспецифической 
термостабильности мембран у пшеницы.

Antioxidant enzymes activity 
and membrane thermostability 
in durum wheat genotypes 
under heat stress
ABSTRACT
Relevance. Insufficient tolerance to extremely high temperatures is one of the main 
reasons for the decline in crop yields.  

Methods. Two contrasting durum wheat genotypes (Triticum durum Desf.) were used in 
the present study: Barakatli 95 (tolerant genotype) and Garagylchyg 2 (stress-sensitive 
genotype). The activity of antioxidant enzymes, ascorbate peroxidase (APO), catalase 
(CAT), guaiacolperoxidase (GPO), and benzidine peroxidase (BPO), were studied 
spectrophotometrically. The membrane thermostability was determined by the release 
of electrolytes from intact plant tissue. 

Results. It was revealed that guaiacolperoxidase plays a key role in the elimination 
of reactive oxygen species when exposed to high temperatures, since a significant 
increase in the activity of this enzyme was observed during short-term thermal stress. 
Heat stress caused a slight decrease in catalase activity and a significant decrease in the 
activity of ascorbate peroxidase and benzidine peroxidase. An increase in total protein 
concentration was observed under heat stress. The indicators of the electrolyte leakage 
from leaf tissues confirm the variety-specific thermostability of wheat membranes. The 
membrane damage rate (MDR) increased in direct proportion to the heating temperature 
and showed the highest value in the sensitive Garagylchyg 2 variety. According to the 
electrolyte leackage parameters from leaf tissues during hyperthermia, was concluded 
variety-specific thermal stability of wheat plant membranes.
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Введение
Температура окружающей среды является одним из 

главных экологических факторов, оказывающих наи-
более сильное влияние на жизнедеятельность расте-
ний и их продуктивность [1]. Повышение устойчивости 
пищевых растений к высоким температурам считает-
ся серьезной проблемой для сельского хозяйства во 
всем мире. Пшеница является самой важной зерновой 
культурой, основным продуктом и источником питания 
человека с мировым производством 761,7 млн т в год 
[2]. В первой половине вегетационного периода расте-
ния пшеницы часто страдают от действия таких небла-
гоприятных условий среды, как засуха, тепло, мороз, 
что отражается в отклонениях физиологических про-
цессов, которые приводят к снижению продуктивности 
растений. Устойчивость растений к тепловому стрессу 
связана со множеством физиологических, биохимиче-
ских и молекулярно-генетических изменений, включая 
модификацию физических свойств мембран [3, 4]. Теп-
лоустойчивость с генетической точки зрения — поли-
генный признак, находящийся под контролем не просто 
нескольких геномов, а всего генотипа растения в це-
лом [5].

В растениях, подвергшихся тепловому стрессу, часто 
образуются деструктивные АФК, включая синглетный 
кислород (1O2), супероксидный радикал (O2-), пероксид 
водорода (H2O2) и гидроксильный радикал (OH-), ответ-
ственные за возникновение окислительного стресса [6]. 
Окислительный стресс заметно увеличивает перекис-
ное окисление мембран и снижает термостабильность 
мембран у многих растений, включая пшеницу [7]. Са-
мой стабильной из активных форм кислорода является 
перекись водорода (Н2О2), которая играет главную роль 
в координации реакций устойчивости, включая реакцию 
сверхчувствительности [8]. С целью предотвращения 
повреждения клеточных компонентов, вызванного АФК, 
а также для поддержания роста, метаболизма, развития 
и общей продуктивности баланс между производством 
и удалением АФК на внутриклеточном уровне должен 
строго регулироваться. Равновесие между производ-
ством и детоксикацией АФК поддерживается фермен-
тативными и неферментативными антиоксидантами [6]. 
Растения пшеницы при различных абиотических стрес-
сах изменяют активность антиоксидантных ферментов, 
таких как аскорбатпероксидаза (АПО), каталаза (КАТ), 
гваяколпероксидаза  (ГПО) и бензидинпероксидаза 
(БПО) [9–11].

Биомембраны, являясь мишенями первичного воз-
действия, раньше других компонентов клетки подвер-
гаются действию стрессовых факторов. Биологические 
мембраны клеток растений — это системы, чувстви-
тельные к абиотическим и биотическим факторам окру-
жающей среды [12]. При более высоких температурах 
резко повышается проницаемость цитоплазматических 
мембран, а затем наступают коагуляция белков и отми-
рание клеток. Основными показателями термостабиль-
ности мембран являются повышенная стойкость и со-
хранение структурной целостности в условиях стресса 
[13]. Это стало основой для интереса в изучении тер-
мостабильности мембран, выражающейся в устойчиво-
сти и лучшем сохранении их структурной целостности в 
стрессовых условиях.

Цель работы заключалась в исследовании воздей-
ствия кратковременного теплового стресса на актив-
ность некоторых антиоксидантных ферментов и термо-
стабильность мембран у растений твердой пшеницы.

Методика
Растительный материал. В данной работе были ис-

пользованы два контрастных генотипа твердой пшени-
цы (Triticum durum Desf.), взятые из Генофонда Научно- 
исследовательского института земледелия (Баку): 
устойчивый генотип Баракатли-95 и неустойчивый к 
стрессовым условиям генотип Гарагылчыг-2. Семена 
протравливали в течение 20 мин. в 3%-м растворе пе-
рекиси и замачивали в темноте в течение 24 ч. Затем 
проклюнувшиеся семена высаживали в сосуды с почвой 
(в каждый сосуд высевали одно замоченное семя). Рас-
тения выращивали в течение 12 суток в автоматизиро-
ванном мини-фитотроне с регулируемой температурой 
19–23 °С, относительной влажности воздуха около 50%, 
при фотопериоде 8/16 (темно/свет). 12-дневные расте-
ния подвергали тепловому стрессу. Для предадаптации 
растения подвергали тепловому шоку в течение 30 мин 
при 38 °С, затем постепенно увеличили температуру до 
40 °С. Стресс длился 30 мин. Затем, подняв температу-
ру до 42 °С, 2 ч подвергали растения жесткому теплово-
му шоку. Такая схема опытов предусматривала возмож-
ность развития приобретенной термотолерантности и 
воздействие на растения «мягкого» и «жесткого» тепло-
вого режима [12]. Листья заворачивали в фольгу и сразу 
же замораживали в жидком азоте. Полученные образцы 
хранили в холодильнике при минус 80 °С. 

Выделение ферментного экстракта. Для получения 
общего клеточного экстракта листья пшеницы гомоге-
низировали в среде, содержащей 1 мМ ЭДТА, 2 мМ фе-
нилметилсульфонилфторид (PMSF), 1% ПВП, 100 мМ 
Na-фосфатный буфер (pH 7,8) и 0,1% тритон X-100, а 
затем центрифугировали при 15 тыс. g в течение 20 мин 
при 4 °С. Полученный супернатант использовали для 
анализа антиоксидантных ферментов.

Определение активности антиоксидантных  
ферментов 
Активность аскорбатпероксидазы (АПО, КФ 1.11.1.11) 

определяли спектрофотометрически на основе разло-
жения H2O2 ферментом аскорбатпероксидазы в тече-
ние 1 мин при 290 нм [14]. Реакционная среда состояла 
из 0,1 мМ ЭДТА (pH 8,0), 0,05 мМ аскорбиновой кисло-
ты, 0,1 мМ H2O2, 50 мМ Na-фосфатного буфера (pH 7,6) 
и 100 мкл ферментативного экстракта. Активность рас-
считывали на основе снижения оптической плотности в 
течение первых 30 с реакции и выражали в мкмоль/(мг 
белка мин.) с коэффициентом молярной экстинкции ε = 
2,8 мМ-1 см-1.

Активность гваяколпероксидазы (ГПО, КФ 1.11.1.7) 
изучали спектрофотометрическим методом при 470 нм 
в течение 2 мин.(с интервалом 12 с) [15]. Реакционная 
среда состояла из 50 мМ Na-фосфатного буфера (pH 
7,0), 25 мМ гваякола, 25 мМ H2O2 и 20 мкл ферментно-
го экстракта. В качестве молярного коэффициента экс-
тинкции принимали ε = 26,6 мМ-1см-1, а активность фер-
мента выражали по количеству окисленного гваякола в 
мкмоль/мг белка мин.

Активность бензидинпероксидазы (БПО, КФ 1.11.1.7.) 
определяли спектрофотометрическим методом по уве-
личению оптической плотности при 590 нм в реакцион-
ной смеси за 2 мин. [16]. Реакционная среда состояла 
из 50 мМ Na-фосфатного буфера (pH 5,0), 0,01% бен-
зидина, 0,3% H2O2 и 20 мкл ферментного экстракта. 
Активность БПО рассчитывали по количеству израсхо-
дованного бензидина в мкмоль/мг белка мин. с учетом 
коэффициента экстинкции ε = 39 мМ-1см-1.
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Активность каталазы (КАТ, КФ 1.11.1.6) определяли по 
изменению оптической плотности реакционной смеси 
при 240 нм за 1 мин. [17]. Метод основан на определе-
нии скорости разложения перекиси водорода каталазой 
исследуемого образца с образованием воды и кислоро-
да. Реакционная смесь содержала 50 мМ фосфатный 
буфер (pH 7,0), 2 мМ H2O2 и 1 мМ EDTA (pH 8,0). Актив-
ность рассчитывали в мкмоль/(мг белка мин) на основе 
коэффициента молярной экстинкции ε = 39,4 мМ-1см-1.

Определение количества белка
Общее количество белка определяли по методу 

Брэдфорда [18] с использованием красителя кумасси 
ярко-голубого (Coomassie Blue G-250) (50 мг), 50 мл ме-
танола и 100 мл 85% ортофосфатной кислоты (H3PO4). 
Приготовленный раствор Брэдфорда разбавляли водой 
и затем фильтровали через фильтровальную бумагу. 
Для определения общего количества белка в исследуе-
мых образцах была построена калибровочная кривая, 
используя бычий сывороточный альбумин (БСА). Для 
этого использовались определенные концентрации 
100% бычьего сывороточного альбумина (БСА) и дис-
тиллированная вода. Спектрофотометрическая опти-
ческая плотность измерялась при длине волны 595 нм 
(ULTROSPEC 3300 PRO «Amersham» США).

Проницаемость мембран
Термостабильность мембран определяли по методу 

Л.П. Хохлова [12]. Измельченные и взвешенные листья 
проростков (250 мг) помещали в эрлейнмеровские кол-
бы с 25 мл дистилированной водой и в течение 5 мин.
прогревали в водном термостате с интервалом 1 °С. 
Данный режим был выбран согласно методическому 
указанию, что кратковременное воздействие высоких 
температур является проверкой на первичную тер-
мостабильность растительных клеток. Контрольным 
образцом служили проростки листьев без тепловой 
обработки. Прогретые колбы инкубировали в течение 
2 ч в лабораторном шейкере. С целью определения 
полного выхода электролитов из тканей, принимаемо-
го за 100%, выдерживали колбы с образцами на кипя-
щей водяной бане в течение 30 мин. После охлаждения 
колб, по выходу электролитов из интактных раститель-
ных тканей, определяли проницаемость мембран. Для 
этого с помощью кондуктометра (Horiba Scientific) ре-
гистрировали электропроводность водных экстрактов. 
Проницае мость мембран установили по концентрации 
электролитов в жидком экстракте, вычисленной в про-
центах от полного выхода.

Значения выхода электролитов использовали для 
вычисления коэффициента повреждаемости (КП) мем-
бран по формуле [19]: 
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где LD — выход электролитов из прогретой ткани, % от 
полного выхода; L0 — выход электролитов из тканей 
контрольных растений, % от полного выхода.

Результаты 
Устойчивость к тепловому стрессу у зерновых куль-

тур связана с активностью антиоксидантной системы [1, 
20]. Активность различных антиоксидантных ферментов 
чувствительна к температуре, и активация происходит 
в разных температурных диапазонах, но с повышением 
температуры активность этих ферментов увеличивает-

ся. Активность этих ферментов также зависит от устой-
чивости или чувствительности зерновых культур, от ста-
дии их роста и вегетационного периода [13].

Результаты по определению активности антиокси-
дантных ферментов значительно отличались в стрессо-
вых растениях по сравнению с контролем. Контрольные 
значения всех ферментов было выше у генотипа Бара-
катли-95 (рис. 1). Тепловой стресс вызвал незначитель-
ное уменьшение активности КАТ у этого генотипа, в то 
время как в чувствительном генотипе Гарагылчыг-2 не 
было обнаружено разницы в активности этого фермента 
между контрольными и стрессовыми растениями. Как 
видно из рисунка, тепловой стресс способствует зна-
чительному снижению активности АПО (приблизитель-
но в 2 раза) в листьях исследуемых генотипов. После 
температурного стресса активность бензидинперокси-
дазы,как в устойчивом генотипе Баракатли-95, так и в 
чувствительном генотипе Гарагылчыг-2, снижается в 1,6 
и 1,3 раза соответственно. Однако активность гваякол-
пероксидазы после температурного стресса увеличива-
ется в обоих генотипах (примерно в 1,3 раза). 

Многие исследования показали, что эффект абиоти-
ческого стресса у пшеницы является специфичным, так 
как некоторые генотипы показали разные реакции в од-
ном и том же стрессовом состоянии [20, 21]. Толерант-
ные генотипы обычно сохраняли более высокую антиок-
сидантную способность, что приводило к более низкому 
окислительному повреждению. По данным Chakraborty 
и Pradhan (2011) [22], у чувствительных сортов макси-
мальная активность антиоксидантных ферментов на-
блюдалась в температурном диапазоне 28–30 °С, в то 
время как в устойчивых сортах — при температурном 
диапазоне 35–40 °С. Almeselmani и соавторы [20, 23] 
доказали увеличение активности антиоксидантных фер-
ментов при повышенных температурах. Они сообщили, 
что механизм антиоксидантной защиты играет важную 
роль в устойчивости генотипов пшеницы к тепловому 
стрессу. Ими было обнаружено, что активность катала-
зы и аскорбатпероксидазы, а также других ферментов, 
таких как супероксиддисмутаза, глутатионредуктаза, 
значительно увеличивалась на всех стадиях роста у 
термостойких сортов в ответ на тепловой стресс, в то 
время как чувствительные сорта показали значительное 
снижение активности тех же ферментов при тепловом 
стрессе. 

Также была определена концентрация тотального 
белка в листьях пшеницы при температурном стрессе 
(рис. 2). При повышении температуры концентрация 
общего белка повышалась у всех исследованных ге-
нотипов, так как при высокой температуре начинается 
синтез белков теплового шока. 

Белки теплового шока (БТШ) — это группа бел-
ков, экспрессия которых усиливается при повышении 
температуры или при других стрессирующих клетку ус-
ловиях. В генотипах пшеницы, подвергнутых тепловому 
стрессу, была обнаружена мРНК, кодирующая класс 
БТШ с низкомолекулярной массой [24]. Исследования 
показали, что устойчивые сорта пшеницы по сравнению 
с неустойчивыми сортами демонстрируют сильный от-
вет к высокотемпературному стрессу благодаря стрес-
совым белкам [25].

Одна из начальных неспецифических ответных ре-
акций растений на температурный стресс — увеличе-
ние проницаемости мембран, связанная с множеством 
структурно-функциональных изменений, происходящих 
в мембранах. По этой причине проницаемость рассма-
тривается в качестве интегрального показателя состо-
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яния мембран. Усиленный выход 
электролитов из клеток является 
доказанным диагностическим по-
казателем повреждения раститель-
ных мембран и их термостабильно-
сти. На рис. 3 приведены кривые 
зависимости динамики экзоосмоса 
электролитов из интактных тканей 
листьев и коэффициент повреж-
дения недельных проростков со-
ртов пшеницы — от воздействия 
температур в диапазоне 49–57 °С 
с интенрвалом в 1 °С. При 5-минут-
ном нагревании листьев, высокая 
температура вызывало увеличе-
ние проницаемости мембран, что 
сказывалось на усилении утечки 
электролитов из тканей растений. 
Тепловой стресс вызвал увеличе-
ние скорости утечки электролитов у 
исследованных генотипов твердой 
пшеницы. Если сравнить начальное 
(49 °C) и конечное (57 °C) значения 
выхода электролитов у устойчивого 
сорта Баракатли-95, то можно уви-
деть, что оно увеличилось в 2 раза 
(60–120% соответственно). Обра-
щает на себя внимание тот факт, что 
проницаемость мембраны у этого 
сорта увеличивалась медленно и 
слабее до температуры 56 °С, при 
температуре 57 °С наблюдалось 
существенное повышение. Темпе-
ратуру, при которой наблюдалось 
значительное повышение прони-
цаемости мембран, можно считать 
температурным порогом поврежде-
ния мембран (ТППМ) [12]. ТППМ яв-
ляется качественным показателем 
характеристики мембран. Различие 
в величинах ТППМ рассматривает-
ся как показатель ответных реакций 
мембран разных сортов на тепло-
вой стресс. ТППМ для чувствитель-
ного сорта Гарагылчыг-2 можно 
взять температуру 54 °С, при кото-
рой показатель выхода электроли-
тов повышается на 10%.

Между устойчивостью растений 
к воздействию высоких температур 
и термостабильностью мембран су-
ществует прямая корреляция [26]. 
На основании результатов дина-
мики выхода электролитов из тка-
ней были рассчитаны КП мембран. 
Как было указано выше, величина 
КП является относительной мерой 
выхода электролитов из тканей, 
индуцированного действием тем-
пературы. КП является прямым 
количественным показателем тер-
моповреждения мембран и обрат-
ным — термостабильности [19]. 
Исходя из наших данных, можно 
прийти к выводу, что у чувствитель-
ного сорта КП мембран возрастал 
прямо пропорционально темпера-

Рис. 1.  Активность антиоксидантных ферментов в листьях пшеницы при действии высокой 
температуры

Fig. 1. Antioxidant enzyme activities in wheat leaves under high temperature

Рис. 3.  Коэффициент повреждаемости мембран и температурная зависимость 
проницаемости мембран для электролитов листьев твердых сортов пшеницы

Fig. 3.  Membrane damage rate and temperature dependence of membrane permeability of electrolytes 
of durum wheat leaves
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Рис. 2.  Концентрация белка в листьях пшеницы при действии 
высокой температуры

Fig. 2. Protein concentration in wheat leaves under high temperature
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туре нагрева. При температуре 49 °С КП у Гарагылчыг-2 
составляет 16,2%, тогда как у устойчивого Баракатли-95 
при той же температуре КП = 12,5%. При температур-
ном диапазоне 53–55 °С у обоих сортов наблюдается 
повышение КП. Если сравнить температурный диапазон 
55–57 °С у обоих сортов, то можно увидеть, что у чув-
ствительного генотипа Гарагылчыг-2 наблюдалось бо-
лее заметное повышение КП. Максимальное значение 
КП у обоих сортов наблюдается при температуре 57 °С, 
что составило у устойчивого сорта 50%, а у чувствитель-
ного — 57,2%. 

Также был исследован уровень экспрессии гена 
транскрипционного фактора DREB1 в листьях этих 
же генотипов при тепловом стрессе. DREBs-белки 
(Dehydration-Responsive Element binding proteins), при-
надлежащие к суперсемейству растительных транс-
крипционных факторов AP2/ERF, регулируют различ-
ные процессы развития растений и реакции на стресс 
[27]. Генотипических различий в базовой экспрессии 

DREB1 в контрольных условиях не было выявлено. 
Уровни транскриптов в генотипах, подвергшихся теп-
ловому шоку, значительно увеличились (данные не 
приводятся). В целом в условиях теплового стресса 
уровень экспрессии гена транскрипционного фактора 
DREB1 у толерантного генотипа повышался больше, 
чем у чувствительного.

Выводы
Выявлено, что ключевая роль в элиминации активных 

форм кислорода при воздействии кратковременного 
теплового стресса принадлежит гваяколпероксидазе. 

По показателям выхода электролитов из тканей ли-
стьев при гипертермии сделан вывод о сортспецифи-
ческой термостабильности мембран у пшеницы. Коэф-
фициент повреждаемости мембран возрастал прямо 
пропорционально температуре нагрева. КП показал 
наибольшее значение у чувствительногогенотипа.
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НОВОСТИ • НОВОСТИ • НОВОСТИ • НОВОСТИ • НОВОСТИ •
На развитие отечественного АПК 
в 2022 году федеральным бюджетом 
предусмотрено 355,5 млрд рублей

Минсельхоз обеспечит необходимую поддержку льгот-
ного кредитования для успешного проведения весенних 
полевых работ, сообщила замминистра сельского хо-
зяйства РФ Елена Фастова в рамках 13-й Международ-
ной аграрной конференции «Где маржа 2022», передает 
пресс-служба Минсельхоза России. 
Замминистра отметила, что Министерство сельского 
хозяйства РФ разработало изменения в Постановление 
Правительства РФ № 1528, согласно которым размер 
субсидирования процентной ставки по новым льготным 
кредитам будет составлять 70% размера ключевой став-
ки Центробанка. При этом банки не смогут поднимать 
процентную ставку по уже принятым обязательствам, а 
по вновь выдаваемым кредитам она не будет превышать 
5% годовых. По ее словам, поправки могут быть приняты 
15.02.2022. Общий объем средств, предусмотренных на 
реализацию данного механизма, в текущем году состав-
ляет 100,4 млрд руб. против 90,5 млрд руб., освоенных в 
прошлом году. В том числе 19,6 млрд руб. запланирова-
но на краткосрочные кредиты и 80,8 млрд руб. – на ин-
вестиционные. После принятия проекта постановления 
министерство доведет до регионов новые лимиты. Еле-
на Фастова уточнила, что Минсельхоз России рассчиты-
вает на выделение дополнительного финансирования, 
что позволит довести объемы поддержки краткосрочно-
го кредитования до уровня, достаточного для успешного 
проведения весенней посевной кампании.
Всего в текущем году на развитие АПК РФ федеральным 
бюджетом предусмотрено 355,5 млрд руб., в том числе 
на реализацию мероприятий госпрограммы АПК РФ – 
285,1 млрд руб.

Виктория Абрамченко поручила  
проработать вопрос выдачи 
льготных кредитов для проведения 
посевной кампании

Вице-премьер РФ Виктория Абрамченко провела со-
вещание по вопросам кредитования АПК, сообщает 
официальный портал Правительства РФ. На совеща-
нии было отмечено, что экономическая ситуация и рост 
стоимости рефинансирования в текущем году могут 
негативно отразиться на стоимости кредитов, которые 
субсидируются Правительством в рамках льготного и 
инвестиционного кредитования сельхозпроизводите-
лей. Речь, прежде всего, идет об отраслях растениевод-
ства и животноводства, уточнили участники.
Виктория Абрамченко отметила, что одна из ключевых 
задач, стоящих перед отраслью, – полная обеспечен-
ность необходимыми финансовыми и другими ресурса-
ми аграриев перед полевыми работами. «Необходимо 
не допустить скачков стоимости и снижения объемов 
льготного кредитования и полностью закрыть потреб-
ности аграриев в финансировании, – сказала она. – Это 
меры поддержки, которые позволяют эффективно про-
вести посевные и уборочные кампании и обеспечить 
страну продовольствием». 
Минфину и Минсельхозу, для обеспечения выданных и 
новых льготных краткосрочных кредитов для проведе-
ния посевной кампании, поручено проработать вопросы 
выделения дополнительного финансирования.


