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Изучено влияние продолжительности ультразвукового воздействия (5, 10 и 20 мин) с
интенсивностью 25 кВт/м2 и частотой 26.1 кГц на уровень перекисного окисления липидов,
окислительной модификации белков, активность цистеиновых протеиназ и экспрессии гена
цистеиновой протеиназы в прорастающих семенах гороха. Показано, что интенсивность в области
локализации семян, т.е. непосредственно над центральным пьезопреобразователем,
распределялась достаточно равномерно, но при этом носила диффузный характер. Наблюдалась
разнонаправленная тенденция изменения исследуемых показателей в ответ на ультразвуковое
воздействие. Уровень малонового диальдегида возрастал с увеличением времени воздействия.
Повышенное содержание окисленных белков зафиксировано в прорастающих семенах гороха при
десятиминутном действии ультразвука, тогда как при двадцатиминутном воздействии выявлено
снижение уровня окислительной модификации белков. Активность цистеиновых протеиназ была
выше в семенах гороха после пятиминутного воздействия ультразвуком, а содержание
транскриптов иРНК возрастало во всех опытных образцах. 
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Прорастания семян – это ключевой этап роста
и развития растений, который до конца еще не
исследован. Важное значение на данном этапе
принадлежит процессам катаболизма, в том чис-
ле, дыханию и гидролизу веществ, содержащихся
в запасных тканях [1–3]. Ключевыми фермента-
ми прорастания являются гидролазы, расщепля-
ющие запасные вещества до мономеров, включа-
ющихся в общий метаболизм [4–6]. Одними из
наиболее значимых ферментов данного класса
для прорастания семян гороха являются цистеи-
новые протеиназы. По их активности можно су-
дить об уровне катаболизма прорастающих се-
мян.

Исследования влияние ультразвука на прорас-
тание семян представляют как теоретический ин-
терес, для понимания механизмов ответа расте-

ния на действия ультразвуковой волны, так и
практический, дающий возможность оценки
перспектив его применения в растениеводстве. В
литературе имеются данные по влиянию ультра-
звука на морфофизиологические показатели про-
растания различных растений [7–11]. Однако ма-
ло внимания уделено его воздействию на уровень
окислительного гомеостаза и гидролиза запасно-
го вещества при прорастании семян. Это форми-
рует определенный пробел в понимании его ком-
плексного физиологического действия. 

Значительный интерес представляет изучение
продуктов перекисного окисления липидов
(ПОЛ) [12, 13] и окислительной модификации
белков (ОМБ) [14], свидетельствующих об окис-
лительном гомеостазе, который является важным
параметром оценки степени ультразвукового воз-
действия, как возможного модифицирующего
фактора [15, 16]. 

Особый интерес в исследовании содержания
окисленных метаболитов представляет определе-
ние продуктов ОМБ в прорастающих семенах го-

Сокращения: ПОЛ – перекисное окисление липидов,
ОМБ – окислительная модификация белков, АФК –
активные формы кислорода, СР – ген цистеиновой
протеиназы, МДА – малоновый диальдегид.
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роха. С одной стороны, в литературе мало инфор-
мации по вопросам оборота окисленных белков в
растениях, с другой стороны, в связи с большим
количеством белка, содержащегося в семенах бо-
бовых, именно они чаще всего встречаются с ак-
тивными формами кислорода (АФК) [17–19], и,
как следствие, являются важными маркерами
окислительного гомеостаза. Стоит так же отме-
тить, что «сломанные», в том числе окисленные
аминокислоты, вероятно, могут встраиваться в
синтезируемый белок в процессе трансляции
[20–22]. В частности, была показана возможность
встраивать канаванин вместо аргинина с исполь-
зованием белоксинтезирующего комплекса E. сoli
[23], алкилированного D-аланина – в пептидо-
гликаны бактерий [24], а также способность му-
тантов E. coli включать алкильные группировки в
молекулы белка за счет работы тиразил-тРНК-
синтетазы [25]. Однако процесс встраивания
«сломанных» аминокислот – нечастое явление,
так как система защиты создаваемых белков от
бракованных аминокислот работает довольно хо-
рошо. 

Известно, что в настоящее время расшифрова-
но множество геномов, в том числе и у растений
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), протеом
же остается не изученным ни у одного организма.
Немаловажное значение стоит уделять именно
обороту окисленных белков и аминокислот, как
одного из возможных факторов формирования
протеома. 

У гороха именно белки являются ключевыми
запасными веществами, которые на стадии про-
растания претерпевают существенный метабо-
лизм [26–29], с этой точки зрения горох является
удобной модельной культурой.

На основании сказанного целью работы яви-
лось изучение влияние продолжительности уль-
тразвукового воздействия на уровень ПОЛ, ОМБ,
активность цистеиновой протеиназы и экспрес-
сию ее гена (СР) в прорастающих семенах гороха. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве объекта исследования использова-
ли семена гороха посевного (Pisum sativum), сорта
«Альбумен». Семена обрабатывали ультразвуком
через 24 ч после замачивания. Исследуемые семе-
на общей массой 50 г помещали в центр ультра-
звуковой ванны UM-4 (LABIMEX, Польша),
имеющей три пьезоэлектрических преобразова-
теля, встроенных в центральную часть ее дна.
Семена были размещены непосредственно на
дне ванны одним слоем без применения каких-
либо сосудов, их удерживали в центре с помощью
пластиковых пластин, образовавших барьер по
периферии центрального пьезопреобразователя
высотой 2 см. Использованные в работе семена

были откалиброваны по массе и размеру и явля-
лись морфологически идентичными. Ультразву-
ковая ванна имела следующие характеристики: ча-
стота – 26.1 кГц, характерная максимальная ампли-
туда акустического давления (p) – 250 ± 20 кПа,
интенсивность излучения – 25 кВт/м2, объем –
4 л, размеры ванны – длина 260 мм, ширина
160 мм, глубина 120 мм. Для определения па-
раметров воздействующего ультразвука исполь-
зовали метод визуализации распределений
интенсивностей в ультразвуковых пучках и кави-
тационных микропузырьков, генерируемых пье-
зопреобразователями, путем визуализации уль-
тразвуковых полей с использованием красителей
методом «краска/бумага» предложенным в рабо-
тах [30, 31], в качестве красителя применяли
0.005%-й водный раствор метиленового синего,
регистрируемой пластинкой служила белая офис-
ная бумага размером 260×160 мм. Бумажную пла-
стинку помещали непосредственно на дно уль-
тразвуковой ванны, а также на расстоянии 2 и
10 см от него. Ультразвуковое воздействие на бу-
мажную пластинку проводили в течение минуты.
Семена находились в акустическом поле, образо-
ванном устойчивой структурой стоячих волн. Об-
работку проводили в водной среде объемом 3 л в
течение 5, 10 и 20 мин, без термостатирования.
Температура в течении 20 мин увеличивалась на
7°C (с 24°C до 31°C). Контролем служили одно-
временно замоченные, но не обработанные уль-
тразвуком семена. По окончанию обработки в се-
менах определяли уровень ПОЛ путем определе-
ния содержания малонового диальдегида (МДА),
уровень ОМБ – путем определения производных
2,4-динитрофенилгидразина, активность тиоло-
вой протеиназы и экспрессию ее гена. Гомогени-
зацию семян осуществляли в течении 30 мин по-
сле обработки ультразвуком целиком, в случае
исследования экспрессии гена использовали
только зародышевую ткань. Навески всех иссле-
дуемых групп в рамках применяемой методики
имели равное количество семян. Содержание
МДА определяли согласно методике, основанной
на его способности реагировать с тиобарбитуро-
вой кислотой с образованием окрашенных про-
изводных [32]. Продукты ОМБ определяли по ме-
тодике, основанной на способности окисленных
белков взаимодействовать с 2,4-динитрофенил-
гидразином [33] с авторской модификацией, при-
менимой к растительным объектам. Раститель-
ный материал массой 1 г растирали в форфоровой
ступке с 9 мл фосфатного буфера (рН 7.2), полу-
ченный гомогенат центрифугировали 15 мин при
3000 g. К 0.1 мл супернатанта добавляли 1 мл
10 мМ 2,4-динитрофенилгидразина, растворен-
ного в 1 М HCl, инкубировали в течении 60 мин,
по окончании инкубации добавляли 1 мл 20%
трихлоруксусной кислоты, затем центрифугиро-
вали 15 мин при 3000 g. Надосадочную жидкость
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сливали, осадок промывали трижды раствором
этанол/ацетон в соотношении 1:1, далее осадок
просушивали в течении 12 ч и ресуспендировали
в 3 мл 8 М мочевины в закрытых пробирках на во-
дяной бане. После полного растворения осадка
пробирки охлаждали и измеряли оптическую
плотность растворов на спектрофотометре СФ-
2000 (ЛОМО, Россия) при четырех длинах волн:
356 нм – соответствует алифатическим альдегид-
динитрофенилгидразонам нейтрального характе-
ра, 370 нм – алифатическим альдегид-динитро-
фенилгидразонам основного характера, 430 нм –
алифатическим кетон-динитрофенилгидразонам
нейтрального характера и 530 нм – алифатиче-
ским кетон-динитрофенилгидразонам основного
характера. Активность протеиназ определи по
методике Ансона [34]. Экспрессию гена СР в про-
растающих семенах определяли полуколиче-
ственно с помощью полимеразной цепной реак-
ции по конечной точке с последующей визуали-
зацией в агарозном геле [35]. Для этого 0.05 г
растительного материала зародышевой ткани го-
могенизировали с использованием набора «Ex-
tractRNA» для выделения тотальной РНК («Евро-
ген», Россия). кДНК синтезировали, используя
набор для обратной транскрипции ОТ-1 с М-
MLV обратной транскриптазой и случайными
(random) гексапраймерами («Синтол», Россия). В
качестве референсного гена использовали ген ак-
тина. Подбор праймеров проводили по кодирую-
щему участку гена в программе Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).
Полученные олигонуклеотиды представлены в
табл. 1.

Количественную оценку ампликонов прово-
дили путем анализа агарозного геля и выражали в
условных (относительных) единицах [36].

Результаты обрабатывали статистически; рас-
считывали среднее арифметическое (М) и стан-
дартные отклонения (σ) с использованием про-
граммы Microsoft Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Показано пространственное распределение

интенсивностей в ультразвуковом пучке, форми-
руемом тремя пьезопреобразователями в ультра-
звуковой ванне, как в горизонтальном, так и в
вертикальном сечении ультразвукового пучка.
Данное распределение обусловлено сложной ин-
терференционной картиной волн, формируемой
как за счет расположения пьезопреобразователей
(рис. 1), так и за счет отражения волн от стенок
ванны. Так, на дне ванны области с наибольшей
интенсивностью локализованы непосредственно
над пьезопреобразователями, а также на двух
участках между ними (рис. 1а), на периферии ин-
тенсивность распределялась в виде параллельных
дорожек. На расстоянии 2 см от дна ванны было
показано распределение интенсивностей над
пьезопреобразователями (рис. 1б). На расстоя-
нии 10 см наблюдалось более равномерное
распределение интенсивности ультразвуковой
волны по сравнению с предыдущими картинами
распределения интенсивностей ультразвука
(рис. 1в). 

Пространственное распределение кавитаци-
онных микропузырьков отражает пространствен-
ное распределение интенсивностей в ультразву-
ковом пучке. 

Стоит отметить, что интенсивности в области
локализации семян, т.е. непосредственно над
центральным пьезопреобразователем на дне и на
2 см выше распределялись достаточно равномер-
но. Таким образом, на прорастающие семена в
достаточном количестве и равномерно оказыва-
лось воздействие ультразвуком высокой интен-
сивности, сопровождающимся генерацией кави-
тационных микропузырьков, с изменением ре-
докс-равновесия. Воздействие осуществлялось
одновременно по трем механизмам: а) за счет ме-
ханических колебаний в среде и объекте исследо-
вания, увеличения микротечений в среде и вокруг
объекта воздействия; б) за счет теплового воздей-

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность праймеров для проведения ПЦР

№ Ген Тип 
праймера Последовательность 5'–3' Номер NCBI Температура 

отжига
Размер 

ампликона

1 СР
F: ACATCACCTTGGGTGCTGAG

AJ278699.1
60.00°C

292 bp
R: CATGCACCACCTCAAATGCC 60.00°C

2 Act
F: AACCGGAATGGTTAAGGCTG

U81047.1
59.86°C

84 bp
R: AAGCGGAGCTTCAGTGAGAA 60.11°C
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ствия вследствие поглощения ультразвуковых
волн; в) за счет интенсификации процессов мас-
сообмена вблизи колеблющихся кавитационных
ми кропузырьков, возможных разрывов различ-
ного типа связей за счет кавитации, возможного
кавитационного повреждения клеточных мем-
бран и оболочек исследуемого объекта.

Было выявлено неоднозначное действие уль-
тразвука на изучаемые показатели. Наблюдалось
увеличение содержания МДА во всех прорастаю-
щих семенах, подверженных ультразвуковому
воздействию, но существенное усиление процес-
сов ПОЛ показано после 20-минутного воздей-

ствия ультразвуком, что проявилось в увеличении
содержания МДА в несколько раз относительно
контроля (Р ≤ 0.05) (рис. 2а). 

Интересно отметить, что окисленные метабо-
литы белковой природы вели себя иначе, чем ме-
таболиты липидной природы. Не было замечено
статистически значимых отличий в суммарном
содержании 2,4-динитрофенилгидразонов в об-
разцах, на которые воздействовали ультразвуком
в течении 5 мин (Р ≥ 0.05). Однако в прорастаю-
щих семенах, на которые действовали ультразву-
ком в течении 10 мин, наблюдалось увеличение
содержания окисленных метаболитов, а в образ-

Рис. 1. Распределение интенсивностей ультразвуковой волны, зарегистрированных методом «краска/бумага», в
ультразвуковой ванне UM-4 в сечении пучка при средней интенсивности 25 кВт/м2 и времени облучения 1 мин: на дне
установки (а), на расстоянии 2 см (б) и 10 см (в) от пьезоэлектрических преобразователей.

Рис. 2. Содержание МДА (а) и сумма всех продуктов ОМБ (б) в прорастающих семенах гороха в зависимости от
продолжительности ультразвукового воздействия: ГК – контроль, Г5, Г10 и Г20 – прорастающие семена были
подвержены ультразвуковому воздействию в течение 5, 10 и 20 мин соответственно; * – p ≤ 0.05 относительно контроля
по критерию Стьюдента; *** – p ≤ 0.05 относительно предыдущей опытной группы по критерию Стьюдента.
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цах после 20-минутного ультразвукового воздей-
ствия, напротив, было зафиксировано снижение
суммарного содержания 2,4-динитрофенилгид-
разонов (Р ≤ 0.05) (рис. 2б).

Резюмируя динамику содержания продуктов
ПОЛ и ОБМ, можно отметить ее независимость
относительно точек ультразвукового воздей-
ствия. Так, чем длительнее было действие ультра-
звука, тем больше накапливалось МДА в прорас-
тающих семенах, а в случае с окисленными белка-
ми наблюдалось вначале накопление продуктов,
а далее прослеживалась тенденция снижения ко-
личества продуктов. Фактически наблюдались
более резкие колебания в содержании продукта
ПОЛ по сравнению с продуктами ОМБ. Вероят-
но, это связано с большим содержанием белка в
запасных тканях, которые слабо подвержены дей-
ствию АФК на ранних этапах прорастания семян,
а также большим содержанием ферментов белко-
вого обмена, в том числе входящих в состав про-
теасом, которые, в свою очередь, участвуют в де-
градации окисленных белков [37–41]. Например,
ряд авторов рассматривает протеолитический
комплекс как вторичную антиоксидантную за-
щиту, которая, по сути, регулирует оборот окис-
ленных белков [14, 42].

На рис. 3 представлен фракционный состав 
исследуемых продуктов ОМБ. Отчетливо видно 
преобладание альдегид и кетон-динитрофенил-
гидразонов нейтрального характера, при этом не 
наблюдается преобладание какого-либо из этих 
продуктов. Содержание же алифатических альде-
гид- и кетон-динитрофенилгидразонов основного 
характера ниже. Стоит так же отметить явный пе-
ревес в содержании альдегид-динитрофенилгид-

разонов по сравнению с кетон-динитрофенил-
гидразонами. 

Важным показателем является не только об-
щее количество карбонильных групп белков и их
фракционный состав, но и соотношение первич-
ных (альдегидных) и вторичных (кетонных) груп-
пировок [43]. По их соотношению можно судить
о степени фрагментации и агрегации окисленных
белков [44]. На рис. 4 показано соотношение пер-
вичных и вторичных маркеров ОМБ относитель-
но общего содержания всех карбонильных произ-
водных белков. Как было сказано выше, во всех
группах преобладают первичные маркеры ОМБ,
при этом их максимальное количество зафикси-
ровано в образцах подверженных 10-минутному
ультразвуковому воздействию. Во всех остальных
группах показано примерно равное соотношение
первичных и вторичных маркеров ОМБ. Если
рассматривать их соотношение в динамике, мож-
но сказать, что при воздействии ультразвуком в
течении 5 мин соотношение маркеров ОМБ не
изменяется, 10-минутное ультразвуковое воздей-
ствие увеличивало долю первичных маркеров, а
20-минутное воздействие, напротив, приводило к
повышению вторичных маркеров по сравнению с
образцами после 10-минутного ультразвукового
воздействия. 

Для более глубокого понимания влияния вре-
мени ультразвукового воздействия на уровень
окислительного гомеостаза прорастающих семян
гороха были изучены некоторые детали оборота
окисленных продуктов. Одним из механизмов
безусловно является протеолиз запасного веще-
ства семени, у бобовых растений, в том числе и у
гороха, это белки, окисление которых было рас-

Рис. 3. Фракционный состав продуктов ОМБ 2,4-динитрофенилгидразонов в прорастающих семенах гороха в зависимо-
сти от продолжительности ультразвукового воздействия: АН – алифатические альдегид-динитрофенилгидразоны ней-
трального характера, АО – алифатические альдегид-динитрофенилгидразоны основного характера, КН – алифатиче-
ские кетон-динитрофенилгидразоны нейтрального характера, КО – алифатические кетон-динитрофенилгидразоны ос-
новного характера. Остальные обозначения как на рис. 2.
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смотрено выше. Ключевыми ферментами, участ-
вующими на начальных этапах прорастания се-
мян растений, являются кислые протеиназы [45],
в том числе цистеиновые протеиназы. Так как ре-
акции карбонилирования белков – необратимый
процесс, для нормальной жизнедеятельности
клетка осуществляет их деградацию путем про-
теолиза [46].

Изучая активность данного фермента, мы вы-
явили ее усиление в образцах, подверженных
5-минутному ультразвуковому воздействию, по-

сле чего активность начинает падать и становится
существенно ниже контрольного значения
(рис. 5а). По-видимому, схожим образом прохо-
дила и эспрессия гена СР. На рис 5б показана ди-
намика накопления транскриптов иРНК данного
гена. Стоит отметить существенное усиление
транскрипции в образцах, подверженных 5-ми-
нутному ультразвуковому воздействию. В семе-
нах, на которые воздействовали ультразвуком в
течении 10 и 20 мин, содержание транскриптов не
сильно отличается от образцов после 5-минутно-
го действия ультразвуком. Это может свиде-
тельствовать об отсутствии дозозависимости экс-
прессии данного гена, а также о стимулирующем
эффекте ультразвукового воздействия интенсив-
ностью 25 кВт/м2 и частотой 26.1 кГц в течении
5–20 мин. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Обсуждая и интерпритируя полученные ре-

зультаты, стоит выделить ряд ключевых аспектов,
связанных с эффектом ультразвукового воздей-
ствия на живые объекты. В частности, это образо-
вание кавитационных микропузырьков, как в
водном растворе, так и в биологических тканях,
эффект генерации электродвижущей силы (соно-
ЭДС) на мембранах клеток, тепловыделение в
биологических тканях, обусловленное акустиче-
скими и механическими свойствами [30, 47] и
влияние ультразвука на отдельные молекулы в
водных раствовах [48] с учетом особенностей ис-
пользуемого объекта исследований. 

Так, известно, что в водной среде в результате
соносенсибилизированных реакций образуются
отрицательно заряженные кавитационные мик-
ропузырьки [49], в состав которых входят АФК

Рис. 4. Доля первичных и вторичных маркеров относи-
тельно общего содержания карбонильных производ-
ных белков. Обозначения как на рис. 2.

Рис. 5. Активность цистеиновых протеиназ (а) и экспрессия гена СР (б) в прорастающих семенах гороха в зависимости
от продолжительности ультразвукового воздействия. ** – Достоверные различия в сравнении с контролем по критерию
Крускала–Уоллиса, остальные обозначения как на рис. 1.
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[48], а интенсивность их генерации, количество и
природа будут обусловлены показателями ультра-
звука (мощностью, частотой), временем воздей-
ствия и природой раствора. Выявлена способ-
ность ультразвука усиливать мембранную прони-
цаемость [50] и образовывать микротрещины в
семенной кожуре [51], что может способствовать
выходу продуктов гидролиза запасных веществ
семян в водный раствор, с одной стороны и про-
никновение АФК, образовавшихся в результате
ультразвуковой кавитации в воде, с другой сторо-
ны. Ряд работ показывает, что ароматические ве-
щества способны усиливать образование АФК
под действием ультразвука [48, 52], а, следова-
тельно, можно сделать предположение о некой
цепной сонохимической реакции в биосистемах,
богатых ароматическими соединениями. В част-
ности, при усиленном гидролизе белка в среду
поступают ароматические аминокислоты, кото-
рые, по-видимому, могут являться катализатора-
ми образования АФК, что, в свою очередь, спо-
собствует усилению свободнорадикальных про-
цессов в водной среде, в которой находились
прорастающие семена. В работах [30, 49] также
было показано образование кавитационных мик-
ропузырьков в биологических тканях, что, без-
условно, не могло не сказываться на процессах
окисления биомолекул, в том числе исследуемых
липидов и белков. 

Таким образом, основными причинами усиле-
ния процессов ПОЛ и ОМБ в прорастающих се-
менах гороха вероятнее всего можно считать:

– усиление мембранной проницаемости, и об-
разование микротрещин в семенной кожуре, что,
по-видимому, усиливало мембранный транспорт
в обоих направлениях, в том числе приводило к
увеличению проникновения АФК, образовав-
шихся в водной среде в результате генерации ка-
витационных микропузырьков;

– выход ароматических соединений из семян в
водную среду в результате образования микротре-
щин в семенной кожуре и усилении мембранной
проницаемости, что способствовало увеличению
степени генерации АФК, которые, в свою оче-
редь, проникали внутрь тканей семян;

– механическое и тепловое воздействие на
клеточные структуры семян, что могло приводить
к нарушению функционирования электронно-
протонного транспорта, в том числе митохондри-
альной электронно-транспортной цепи, что, в
свою очередь, усиливало утечку электронов и об-
разование АФК;

– образование кавитационных микропузырь-
ков в тканях прорастающих семян гороха, компо-
нентами которых являются АФК.

АФК, образовавшиеся в результате ультразву-
ковой кавитации, вероятнее всего участвуют в
окислении биологических молекул, в том числе

исследуемых в работе липидов и белков [53–57],
что объясняет усиление процессов ПОЛ и ОМБ в
прорастающих семенах после ультразвукового
воздейстия. Однако в работе показано и сниже-
ние содержания исследумых метаболитов (про-
дуктов ОМБ). Известно, что ультразвуковое воз-
действие заранее окисленного белка способство-
вало увеличению степени его растворения [58],
однако длительное воздействие ультразвука на
неокисленный белок, напротив, способствовало
его агрегации и снижало степень растворимости
[59, 60]. Вероятнее всего, 5-минутное ультразву-
ковое воздействие только запускало процессы
ОМБ, а его прерывание фактически не приводи-
ло к существенному изменению содержания про-
дуктов ОМБ. Действие ультразвука на прораста-
ющие семена гороха в течении 10 мин, возможно,
в полной мере активировали свободнорадикаль-
ные процессы, что выражалось в увеличении пер-
вичных продуктов ОМБ (альдегидных группиро-
вок). Несмотря на то, что количество регистриру-
емых продуктов ОМБ при ультразвуковом
воздействии в течение 20 мин уменьшалось, само
воздействие, вероятнее всего, продолжало усили-
вать деструктивные процессы. Исходя из про-
центных соотношений первичных и вторичных
продуктов ОМБ в прорастающих семенах после
20-минутного ультразвукового воздействия, ко-
торые приближались к контрольным значениям и
процентным соотношениям продуктов ОМБ в
прорастающих семенах, подвергнутых 10-минут-
ному ультразвуковому воздействию (рис. 3), мож-
но предположить, что происходило существенное
увеличение вторичных продуктов (кетонных
группировок), однако из-за того, что данных про-
дуктов было много, они с высококй долей вероят-
ности агрегировали между собой, образуя белко-
вые конгламераты за счет формирования битиро-
зиновых сшивок [61], S–S-сшивок и конъюгации
с продуктами окисления, что в итоге затрудняло
их фиксацию и визуально демонстрировало их
снижение [14, 62]. 

Усиление активности цистеиновой протеина-
зы в образцах, подвергавшихся 5-минутному воз-
действию ультразвуком, можно объяснить увели-
чением общей доступности белкового субстрата
для фермента. Последующее падение активно-
сти, вероятно, связано как с прямым действием
ультразвука, так и с действием АФК на структуру
фермента, что приводит к нарушению его кон-
формации, а следовательно, существенно снижа-
ет как процесс образования фермент-субстрат-
ных комплексов, так и регуляцию работы молеку-
лы фермента.

Усиление уровня экспрессии гена СР в про-
растающих семенах при кратковременном воз-
действии на них ультразвуком согласуется с лите-
ратурными данными. Например, было показано
усиление экспрессии гена оксигеназы-1 в эндоте-
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лиях при воздействии с частотой 1 МГц при ин-
тенсивности 0.3 Вт/см2 в течение 20 с [63]. Воз-
можной причиной активации экспрессии гена СР
можно назвать снижение содержания низкомоле-
кулярных антиоксидантов и увеличение концен-
трации АФК, которые генерируются за счет
ультразвукового воздействия и являются сиг-
нальными веществами для активации протеоли-
тического комплекса [64]. Также известно, что
увеличение содержания АФК характерно для ста-
реющей клетки, а в ряде работ демонстрирова-
лось усиление уровня экспрессии генов цистеи-
новых протеиназ в стареющих участках растений
[65–67]. Таким образом, можно предположить,
что данное явление наблюдается при увеличении
содержания АФК, вызванном иными факторами,
в том числе и ультразвуковым воздействием. Со-
держание транскриптов иРНК больше во всех
опытных образцах. Однако об усилении экспрес-
сии гена достоверно можно судить только в об-
разцах, на которые действовали ультразвуком в
течении 5 мин, так как в остальных объектах мо-
гут некоторое время сохраняться наработанные
транскрипты, образованные в первые минуты
действия ультразвуком. Это наталкивает на
мысль об ингибирующем влиянии долговремен-
ного воздействия ультразвука на процессы тран-
скрипции. По видимому, этому способствуют
дезактивация ферментов транскрипции, а также
воздействие ультразвука на структуру ДНК через
разрыв сахаро-фосфатного остова, что требует
включения репарирующих механизмов, а следо-
вательно, замедляется процесс транскрипции [68,
69]. Как было сказано ранее, увеличение содер-
жания АФК в клетках по-видимому активирует
протеолиз, но это происходит до определенного
момента, после которого концентрация АФК до-
стигает такого значения, при котором их разру-
шительное действие на структуры ферментов
превалирует над их стимулирующим эффектом.
Следовательно, одной из причин замедления на-
копления транскриптов в образцах, обработан-
ных ультразвуком в течение 10 и 20 мин, можно
считать действие АФК на структуру ДНК и фер-
менты транскрипции, вызывающее их окисление
[70].

ВЫВОДЫ
1. Продолжительность ультразвукового воз-

действия неоднозначно повлияла на уровень
окислительного гомеостаза прорастающих семян
гороха. Было показано увеличение содержания
МДА во всех опытных группа подверженных уль-
тразвуковому воздействию. Содержание произ-
водных 2,4-динитрофенилгидразина статистиче-
ски значимо не изменялось в прорастающих
семенах, подверженных ультразвуковому воздей-
ствию в течение 5 мин, увеличивалось в образцах,

на которые воздействовали ультразвуком в тече-
ние 10 мин и снижалось в семенах, обработанных
ультразвуком в течение 20 мин. 

2. Активность цистеиновых протеиназ была
выше контроля в образцах, на которые воздей-
ствовали ультразвуком 5 мин; в семенах, обрабо-
танных в течении 20 мин, активность данного
фермента снижалась.

3. Содержание транскриптов иРНК было
больше во всех опытных образцах, что может сви-
детельствовать об отсутствии дозазависимой экс-
прессии гена СР, а также о стимулирующем эф-
фекте ультразвукового воздействия интенсивно-
стью 25 кВт/м2 и частотой 26.1 кГц в течении 5–
20 мин на суточные прорастающие семена. 
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 Oxidative Homeostasis in Germinating Pea Seeds (Pisum sativum L.) Depending 
on Ultrasonic Exposure Duration

 S.S. Tarasov and E.K. Krutova

Nizhny Novgorod State Agricultural Academy, prosp. Gagarina 97, Nizhny Novgorod, 603022 Russia

The effects of ultrasonic exposure durations (5, 10 and 20 min) with intensity of 25 kW/m2 and the frequency
of 26.1 kHz on the extent of lipid peroxidation, oxidative modification of proteins, the activity of cysteine pro-
teinases, and gene expression in germinating pea seeds were studied. It has been shown that the intensity in
the area that had seeds planted (just over the central ultrasound generator) was rather uniformly distributed,
but at the same time gave rise to diffuse reflection. A range of tendencies in changes of the indicators under
study were seen after ultrasound exposure. The level of malonic dialdehyde increased with increasing dura-
tion of ultrasound exposure. This study revealed the increased amount of oxidized proteins in germinating pea
seeds after a 10 min-exposure to ultrasound, and a decrease in the level of oxidative modification of proteins
present in seeds subjected to ultrasound for a period of 20 min. The activity of cysteine proteinases was higher
in pea seeds after a 5-min exposure to ultrasound, but the amount of mRNA transcripts increased in all ex-
perimental samples.

Keywords: ultrasonic action, oxidative modification of proteins, lipid peroxidation, cysteine proteinases, seed
germination




