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Изучено влияние окислительного стресса на активность и множественные формы рибонуклеазы (КФ 3.1.) и пероксидазы (КФ 1.11.1.7) 
проростков культурной сои, выращенных под воздействием тяжелых металлов. В связи с этим в проростках сои сорта Лидия опре-
деляли активность антиоксидантного фермента пероксидазы и содержание малонового диальдегида, характеризующего степень 
перекисного окисления липидов. Повышенный уровень малонового диальдегида под влиянием тяжелых металлов указывает на то, 
что токсичность этих поллютантов проявилась через стимуляцию образования активных форм кислорода, что привело к развитию 
окислительного стресса. Показано, что в условиях окислительного стресса, вызванного сульфатом кадмия, активность рибонуклеазы 
в проростках сои повышается. Биогенные элементы Cu и Zn снижали, а Cd значительно повышал ее за счет появления новых форм 
фермента, что свидетельствует о способности клеток проростков сои противостоять воздействию тяжелого металла кадмия – 
стрессору растений. В то же время усиление перекисного окисления липидов служит сигналом, который реализуется посредством из-
менений пероксидазной и рибонуклеазной активности, что обеспечивает защиту растительной клетки от стрессового воздействия.
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The article shows the effect of oxidative stress on the activity and multiple forms of ribonuclease (EC 3.1.) And peroxidase (EC 1.11.1.7) of seedlings 
of cultured soybean grown under the influence of heavy metals. In this regard, the activity of the antioxidant peroxidase enzyme and the content of 
malon dialdehyde, which characterizes the degree of lipid peroxidation, was determined in soybean seedlings of varieties Lydia. The increased level 
of malondialdehyde (MDA) under the influence of heavy metals indicates that the toxicity of these pollutants appeared through the stimulation of 
the formation of reactive oxygen species (ROS), which led to the development of oxidative stress. Studies have established that under conditions 
of oxidative stress caused by cadmium sulfate, ribonuclease activity in soybean seedlings increases. Studies have established that under conditions 
of oxidative stress caused by cadmium sulfate, the ribonuclease activity in soybean seedlings increases. The biogenic elements Cu and Zn reduced 
the activity of ribonuclease, and Cd significantly increased it due to the emergence of new forms of the enzyme, which indicates the ability of soy 
sprout cells to withstand the effects of heavy metal cadmium plant stressor. At the same time, the enhancement of lipid peroxidation is a signal that 
is realized by changes in the peroxidase and ribonuclease activity, which protects the plant cell from stress.
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 Избыточное поступление в организм тяжелых ме-
таллов способствует формированию окислительного 
стресса, сопровождающегося повреждением мембран-
ных структур клеток, биологических макромолекул, 
в том числе ферментов [1, 2]. Растения подвергаются 
окислительному стрессу постоянно. Вследствие того, 
что процесс фотосинтеза является оксигенным, кон-
центрация молекулярного кислорода в листьях может 
увеличиваться и превращаться в активные формы кис-
лорода (АФК). Нарушение структуры мембран клеток 
связано с образованием свободных радикалов, что при-
водит к перекисному окислению липидов (ПОЛ). Пе-

роксид водорода участвует в образовании токсичных 
АФК, к которым относится синглетный кислород (1О2), 
свободные радикалы (О2− •и НО•) и другие вещества 
[3]. В качестве маркера окислительного стресса можно 
использовать активность пероксидазы [4, 5]. Согласно 
гипотезе Реголи с коллегами [6], несмотря на то, что 
пероксидаза, как и каталаза, участвует в удалении Н2О2, 
ее основная функция состоит в разрушении органиче-
ских гидропероксидов и предотвращении продукции 
цитотоксичных ненасыщенных альдегидов и кетонов в 
процессах ПОЛ. 

Ведущую роль в поддержании внутриклеточного 
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гомеостаза и адаптации к стрессорам играют фермен-
ты [7, 8]. Интерес к гидролитическим ферментам об-
условлен рядом причин, среди которых одна из важ-
нейших связана с их участием в инициации и развитии 
патологического процесса в растительных тканях. К 
защитным энзимам, обладающим широкой субстрат-
ной специфичностью и способным нейтрализовать 
действие большого спектра вирусных, бактериальных 
и других инфекций, относится рибонуклеаза (РНКаза) 
(КФ 3.1.). Установлено, что она чувствительна к изме-
нениям факторов внешней среды [9, 10].

У большинства вирусов растений генетический 
материал представлен РНК, поэтому можно предпо-
ложить, что экстраклеточные РНКазы, индуцируемые 
поранением, являются одним из компонентов проти-
вовирусной защиты на начальных этапах инфекции. 
С.С. Сангаев [11] показал, что растения табака с по-
вышенной активностью экстраклеточной рибонуклеа-
зы характеризуются высокой устойчивостью к вирусу 
табачной мозаики. Это подтверждает гипотезу об уча-
стии экстраклеточных рибонуклеаз растений в форми-
ровании устойчивости к вирусам. 

В связи с этим исследование проростков сои на 
активность рибонуклеазы в условиях окислительного 
стресса, вызванного действием тяжелых металлов, ста-
ло главной целью настоящей работы. Определяли так-
же содержание малонового диальдегида и активность 
пероксидазы в этих условиях.

 Методика. Материалом исследования служил сорт 
сои Лидия селекции Всероссийского научно-исследова-
тельского института сои. Сою выращивали на питатель-
ной среде по общепринятой методике в модификации 
С.А. Бегуна [4] в течение 21 суток до появления первого 
тройчатого листа при температуре 25 °С и освещенно-
сти 450 lx. Ранее было установлено, что при загрязнении 
почвы медью и цинком в концентрации, соответствую-
щей 2 ПДК, эти металлы накапливаются в проростках 
семян [9, 12]. Поэтому интоксикацию солями сульфата 
меди (II), сульфата цинка и сульфата кадмия проводили 
путем внесения их в питательную среду в концентрации 
2 ОДК (ориентировочно допустимая концентрация), 
или 2·10-3 М, 3·10-3 М и 1,8·10-5 М соответственно (Гиги-
енический норматив ГН 2.1.7.2511-09). В эксперименте 
использовали соли серной кислоты в связи с тем, что 
ионная сила действия солей убывает в ряду СО3

2- >Cl-

>SO4
2- [13]. Контролем служили проростки, выращен-

ные на питательной среде без добавления солей тяже-
лых металлов. 

Содержание белка определяли биуретовым мето-
дом, удельную активность рибонуклеаз – спектрофото-
метрическим методом по Расселу [14]. Субстратом для 
определения РНКазной активности служила высокопо-
лимерная РНК из дрожжей. Инкубационную смесь го-
товили из 0,1 мл соевого экстракта, содержащего РНКа-
зы, 0,4 мл 1 %-ной дрожжевой РНК в 0,2 М ацетатном 
буфере (рН 5,6). Смесь инкубировали при 37 °С в тече-
ние 45 мин, после чего не гидролизованную РНК осаж-
дали, добавляли к пробам по 1 мл спиртово-магниевого 
осадителя. Затем пробирки ставили на 1 ч на лед для 
формирования осадка, который удаляли центрифугиро-
ванием при 8000 мин-1 в течение 10 мин. Из супернатан-
та отбирали пробы по 0,5 мл, к каждой прибавляли по 
3 мл воды и измеряли оптическую плотность раствора 
при длине волны 260 нм против воды. Параллельно об-
рабатывали контрольную пробу. За единицу активности 
принимали такое количество фермента, которое вызы-
вает увеличение поглощения раствора на единицу оп-
тической плотности при 260 нм/ мин.

Удельную активность пероксидаз сои определяли 
фотометрическим методом по Бояркину в модифика-
ции Мокроносова по изменению оптической плотно-
сти [15]. В качестве субстрата использовали бензидин 
солянокислый. В две кварцевые кюветы с толщиной 
оптического слоя 20 мм приливали 0,02-0,1 мл вытяж-
ки в зависимости от общей активности фермента, 4 мл 
ацетатного буфера (рН 4,7) и 3 мл бензидина. Кюветы 
в колориметре фотоэлектрическом концентрационном 
располагали против светофильтров при 670 нм. Уста-
навливали стрелку гальванометра на нуль. Автомати-
ческой пипеткой вносили в открытую кювету 0,5 мл 
раствора 0,3%-ной Н2О2 и одновременно включали 
секундомер. Быстро закрывали кюветную камеру и по 
шкале оптической плотности следили за развитием си-
ней окраски. По секундомеру замечали время достиже-
ния оптической плотности 0,5. Удельную активность 
выражали в единицах/мг белка. 

Множественные формы РНКаз и пероксидаз выяв-
ляли методом электрофореза на колонках полиакрила-
мидного геля (ПААГ). Фракционирование раствори-
мых белков проводили в 7,5%-ном ПААГ при 4°С по 
Дэвису [16] в модификации для белков сои [4]. На ка-
ждую колонку ПААГ наносили 0,1 мл экстракта соево-
го белка. Электрофорез проводили на приборе ПЭФА-
1 в трис-глициновом буфере (рН 5,7; ионная сила – 0,1) 
при напряжении 200-500В, силе токе 2,5 мА на каждую 
колонку, в течение первых 15 мин и 5 мА на колонку – в 
последующие 1,0-1,5 ч при температуре 2-6 °С. В каче-
стве метчика использовали бромфеноловый синий.

Места локализации РНКаз на электрофореграмме 
выявляли после инкубации гелей в течение 30 мин в 
0,5%-ном растворе РНК в ацетатном буфере  (рН 5,7) и 
последующей окраски 0,2%-ным раствором метилено-
вой сини в течение 30 мин. Избыток красителя удаляли 
5%-ным раствором уксусной кислоты. Зоны рибону-
клеазной активности проявлялись в виде бесцветных 
полос на голубом фоне.

Выявление множественных форм пероксидазы по-
сле электрофореза проводили бензидиновым реагентом 
в ацетатном буфере (рН 4,7). Соляно-кислый бензидин 
(0,5 г) растворяли в 100 см3 ацетатного буфера, состоя-
щего из 2,3 см3 уксусной кислоты (ледяной), 5,45 г ук-
суснокислого натрия и доводили Н2О до 200 см3. Гели 
помещали на 20 мин в бензидиновый реагент, а затем 
переносили в 0,1%-ный водный раствор пероксида во-
дорода, через несколько секунд (в зависимости от ак-
тивности фермента) проявлялись формы пероксидаз в 
виде четких синих полос, переходящих через некоторое 
время в бурые.

Стандартным критерием для характеристики мно-
жественных форм ферментов служит их относитель-
ная электрофоретическая подвижность (Rf). Ранее ка-
ждой форме фермента сои мы присвоили сокращенное 
обозначение в соответствии со значениями их Rf (для 
пероксидазы – П1-П18, рибонуклеазы – Р1-Р12) [8]. 
Cодержание малонового диальдегида (МДА) опреде-
ляли с помощью тиобарбитуровой кислоты [17]. 

Биохимические исследования проводили в 2 биоло-
гических и 3 аналитических повторностях. Статисти-
ческая обработка материала и расчет коэффициентов 
корреляций проведены по методу Плохинского [18].

Результаты и обсуждение. Выявленный нами 
повышенный уровень МДА под влиянием тяжелых 
металлов указывает на то, что токсичность этих пол-
лютантов проявилась через стимуляцию образования 
АФК, что привело к развитию окислительного стрес-
са (рис. 1). Его негативные последствия выражаются в 
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комплексе системных перестроек мембранных струк-
тур клетки (ПОЛ), дестабилизации и нарушении ее ге-
нома. Данные наших исследований позволяют сделать 
вывод о том, что аккумуляция тяжелых металлов при-
водит к стимуляции адаптационно-детоксикационных 
возможностей биохимических систем.

Рис. 1. Содержание МДА в проростках сои, выращенных 
на питательной среде: К – контроль (без солей тяжелых 

металлов), 1 – CuSO4 ,  2 – ZnSO4 ,  3 – CdSO4 .

Ранее установлено, что тяжелые металлы связыва-
ются с сульфгидрильными группами белков [18]. Это в 
свою очередь приводит к нарушению структуры бел-
ков и ингибированию активности ферментов. Полу-
ченные нами результаты свидетельствуют о снижении 
активности пероксидаз, что, возможно, связано с инги-
бированием данного фермента ионами кадмия (рис. 2).

Рис. 2. Удельная активность (А) и множественные формы (Б) пероксидаз 
проростков сои, выращенных на питательной среде: К – контроль (без солей 

тяжелых металлов), 1 – CuSO4 ,  2 – ZnSO4 ,  3 – CdSO4 .  Стрелка – направление 
электрофореза от катода к аноду.

Рис. 3. Удельная активность (А) и множественные формы (Б) рибонуклеаз 
проростков сои, выращенных на питательной среде: К – контроль (без солей 

тяжелых металлов), 1 –CuSO4 ,  2 – ZnSO4 ,  3 – CdSO4 .  Стрелка – направление 
электрофореза от катода к аноду

К.С. Волковым [19] обнаружена индукция ионами 
меди и цинка экспрессии генов металлотионеинов у 
растений. Причем адаптация растений к окислитель-
ному стрессу сопровождалась снижением токсическо-
го эффекта меди [20]. Роль металлотионеина состоит 
в регуляции концентрации таких микроэлементов, как 
цинк и медь в клетке [21, 22]. В наших исследованиях 
в присутствии сульфата меди удельная активность пе-
роксидаз проростков незначительно повышалась отно-
сительно контроля, а число множественных форм со-
хранялось на начальном уровне. Интересно отметить, 
что в среде тяжелых металлов выявлена форма П14, 
отсутствующая в контроле. Возможно, она появляется 
в ответ на окислительный стресс растений сои. В сре-
де с сульфатом кадмия отсутствуют формы пероксидаз 
с высокой электрофоретической подвижностью, что 
существенно сужает диапазон физико-химических ус-
ловий экспрессии генов этого фермента. Данный факт, 
вероятно, и отразился на удельной активности перок-
сидазы, которая была минимальной и составила 0,1 ед./
мг белка.

Активность рибонуклеазы проростков под влия-
нием сульфата кадмия увеличилась в 1,5 раза по срав-
нению с контролем (рис. 3). Так, удельная активность 
РНКаз проростков возросла с 1,2 до 1,8 ед./мг белка, а 
число множественных форм фермента – с 4 до 6. В то 
же время удельная активность рибонуклеаз под влия-
нием сульфата цинка снизилась почти до критического 
значения (0,02 ед./мг белка), а число множественных 
форм фермента ‒ с 9 до 3.

Известно, что кадмий может замещать цинк во мно-
гих биохимических процессах, 
нарушая работу большого коли-
чества ферментов [1]. Цинк необ-
ходим для стабилизации структу-
ры нуклеиновых кислот и играет 
важную роль в процессе трансля-
ции и экспрессии генов [22, 23]. 
Комплексы меди (II) ингибируют 
рибонуклеазную активность рас-
тений [24]. Данные, полученные 
в наших исследованиях, также по-
казывают, что в среде с сульфатом 
меди рибонуклеазная активность 
проростков снижается почти в 10 
раз. При этом число множествен-
ных форм фермента сократилось 
до 3, и не обнаружены формы со 
средней и высокой электрофоре-
тической активностью фермента, 
что значительно уменьшает его 
гетерогенность.

Таким образом, выявлена за-
висимость активности рибону-
клеазы от вида тяжелого металла. 
Биогенные элементы Cu и Zn сни-
жали, а Cd значительно повышал 
ее за счет появления новых форм 
фермента, что указывает на спо-
собность клеток проростков сои 
противостоять воздействию тяже-
лого металла кадмия – стрессору 
растений. В то же время  актива-
ция перекисного окисления липи-
дов служит сигналом, который пе-
реключает геном на новый режим 
экспрессии, реализация которого 
в комплексе с пероксидазой и ри-
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бонуклеазой обеспечивает защиту растительной клет-
ки от стрессового воздействия.
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