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Исследовали значение оксида азота и его функциональных связей с активными формами кислорода
(АФК) и кальцием в реализации стресс-протекторных эффектов полиамина путресцина на про-
ростки пшеницы (Triticum aestivum L.) при гипертермии. Обработка проростков 1 мМ путресцином
в течение 24 ч вызывала быстрое и транзиторное повышение содержания NO в корнях с максиму-
мом через 1 ч после ее начала. При этом отмечалось двукратное увеличение активности диаминок-
сидазы (ДАО) и снижение активности нитратредуктазы в корнях на 25–30%. Ингибитор ДАО ами-
ногуанидин полностью устранял повышение содержания NO, вызываемое путресцином. Увеличе-
ние активности ДАО и содержания NO устранялось и при обработке проростков антагонистами
кальция этиленгликоль-бис(2-аминоэтил-эфир)тетрауксусной кислотой (ЭГТА)и неомицином.
Скавенджер оксида азота 2-фенил-4,4,5,5-тетраметилимидазолин-1-оксил-3-оксид (PTIO) полно-
стью нивелировал эффект повышения содержания пероксида водорода в корнях проростков пше-
ницы при их обработке путресцином. В то же время обработка антагонистом пероксида водорода
диметилтиомочевиной лишь немного уменьшала эффект повышения содержания NO в корнях, вы-
зываемый путресцином. Антагонисты NO, АФК и кальция устраняли защитное действие путресци-
на при тепловом стрессе, определяемое по интенсивности перекисного окисления липидов и выжи-
ванию проростков. Сделано заключение о роли оксида азота, синтезирующегося по окислительно-
му пути, и его функционального взаимодействия с АФК и ионами кальция в реализации стресс-
протекторного действия путресцина на растительные объекты.

Ключевые слова: путресцин, оксид азота, диаминоксидаза, нитратредуктаза, активные формы кис-
лорода, кальций, теплоустойчивость, Triticum aestivum
DOI: 10.31857/S0555109921030065

Полиамины – мультифункциональные фи-
зиологически активные вещества, синтез кото-
рых характерен для разных групп организмов [1].
У растений их относят к группе стрессовых мета-
болитов. Во многих работах обнаружено повыше-
ние эндогенного содержания полиаминов в ответ
на стрессовые воздействия [2–4]. С другой сторо-
ны, показана способность экзогенных полиами-
нов индуцировать устойчивость растений к раз-
личным стресс-факторам [1, 3], в том числе к ги-
пертермии [5].

К настоящему времени накоплен определен-
ный объем сведений о механизмах стресс-протек-
торного действия полиаминов. В клеточной среде
полиамины находятся в состоянии органических
катионов, что обусловливает их связывание с от-
рицательно заряженными молекулами белков и

нуклеиновых кислот [2]. Считается, что это способ-
ствует формированию функционально эффектив-
ной конформации макромолекул и их защите от
действия гидролитических ферментов [6]. Показана
также способность полиаминов ингибировать ак-
тивность ДНКаз, РНКаз и протеаз [7]. Мембрано-
стабилизирующее действие полиаминов обуслов-
лено их связыванием с фосфолипидными головка-
ми [8]. Также полиамины в клетках могут оказывать
прямое антиоксидантное действие, обусловленное
связыванием свободных радикалов [9]. Показано,
что полиамины обладают способностью модулиро-
вать изменение экспрессии отдельных генов непо-
средственно или путем влияния на процесс фосфо-
рилирования транскрипционных факторов [8].

В последние годы однако феномены защитного
действия полиаминов ассоциируют уже не только
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с прямым влиянием на макромолекулы и клеточ-
ные структуры, а и с их вовлечением в сигнальные
процессы [8]. Так, полиамины оказывают влияние
на состояние ионных каналов различных типов.
Имеются сведения об их способности ингибиро-
вать калиевые и неспецифические потенциал-не-
зависимые катионные каналы [10]. В то же время,
показано, что путресцин может вызывать повыше-
ние концентрации цитозольного кальция в расти-
тельных клетках [11].

Катаболизм полиаминов с участием ди- и по-
лиаминоксидаз приводит к образованию перок-
сида водорода в апопласте и пероксисомах [10].
Пероксид водорода является относительно долго-
живущей активной формой кислорода с большим
сигнальным потенциалом [12]. Его эффекты обу-
словлены вовлечением в редокс-регуляцию состо-
яния многих белков, влиянием на функционирова-
ние ионных каналов и экспрессию ряда генов, важ-
ных для защитных реакций [13, 14].

Еще одним сигнальным посредником, вовле-
ченным в реализацию действия полиаминов, яв-
ляется оксид азота (NO). Показано повышение
его содержания в проростках арабидопсиса [15] и
каллусной культуре сои [16] при действии экзоген-
ных полиаминов. Однако механизмы усиления ге-
нерации NO растениями под влиянием полиами-
нов пока изучены очень слабо. Предполагают, что
NO может образовываться при их деградации с уча-
стием ди- и полиаминоксидаз. Так, в корнях рас-
тений арабидопсиса, нокаутных по Cu-аминокси-
дазе 1, в ответ на обработку путресцина образовы-
валось меньшее количество NO, чем у растений
дикого типа [17]. Однако в семядолях и листьях та-
ких различий не выявлено. С другой стороны, по-
казана способность экзогенных путресцина, спер-
мина и спермидина ингибировать (по крайней ме-
ре, временно) активность нитратредуктазы (НР) в
листьях пшеницы [18]. Также показано снижение
экспрессии гена НР у растений померанца (Citrus
aurantium) при действии на них путресцина на
фоне солевого стресса, что, в свою очередь, при-
водило к уменьшению количества нитрозилиро-
ванных белков [19]. В последние годы получены
сведения о значительном вкладе в синтез оксида
азота именно пути восстановления нитратов с
участием НР [20]. Таким образом, сведения о мо-
дификации синтеза NO у растений в присутствии
полиаминов пока достаточно противоречивы.
Тем более остается открытым вопрос о роли из-
менений NO-статуса растений в индуцировании
их устойчивости к стрессорам экзогенными по-
лиаминами.

Ранее было показано зависимое от образова-
ния пероксида водорода индуцирование анти-
оксидантной системы проростков пшеницы и
их теплоустойчивости экзогенным путресци-
ном [21]. При этом эффекты транзиторного по-

вышения содержания пероксида водорода и по-
следующего увеличения активности суперок-
сиддисмутазы, каталазы и пероксидазы в корнях
проростков, обработанных путресцином, оказа-
лись зависимыми от поступления кальция в ци-
тозоль [22]. Как известно, NO как сигнальный
посредник находится в тесном функциональном
взаимодействии с активными формами кисло-
рода (АФК) и ионами кальция [23].

Цель работы − изучить влияние путресцина на
синтез оксида азота по окислительному и восста-
новительному путям и возможное участие NO в
развитии теплоустойчивости проростков, инду-
цируемой обработкой этим полиамином. Также
исследовали влияние кальциевого гомеостаза на
синтез NO в корнях проростков и возможные
связи между изменениями содержания NO и пе-
роксида водорода при действии путресцина.

МЕТОДИКА

Семена пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта
Досконала обеззараживали 6%-ным пероксидом
водорода в течение 30 мин и проращивали в тем-
ноте в течение 4 сут на очищенной водопровод-
ной воде при температуре 18–20°С. Затем в среду
инкубации корней добавляли путресцин (в ко-
нечной концентрация 1 мМ) и выдерживали про-
ростки в течение 24 ч. Оптимальная концентрация
путресцина, при которой наблюдалось максималь-
ное повышение теплоустойчивости проростков,
была выбрана ранее [21].

При изучении влияния скавенджера NO PTIO
(2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-
oxide – 0.1 мМ), ингибитора диаминоксидазы
(ДАО) аминогуанидина (1 мМ) [24], ингибитора
НР вольфрамата натрия (2 мМ) [23], скавендже-
ра пероксида водорода диметилтиомочевины
(ДМТМ – 0.15 мМ) [23], а также 0.5 мМ этилен-
гликоль-бис(2-аминоэтил-эфир)тетрауксусной кис-
лоты (ЭГТА − хелатор внеклеточного кальция) и
0.2 мМ неомицина – ингибитора образования
инозитол-1,4,5-фосфата в реакции, катализируе-
мой фосфолипазой C [22], инкубация корней в
растворах составляла 26 ч. При оценке комбини-
рованного действия путресцина и антагонистов
сигнальных посредников последние вносили в
среду инкубации корней за 2 ч до введения в нее
путресцина. Концентрации указанных соедине-
ний, максимально модулирующие изучаемые эф-
фекты, но не проявляющие видимого токсиче-
ского действия, выбирали на основании предва-
рительных опытов.

Биохимические показатели определяли в кор-
нях проростков, поскольку они более чувстви-
тельны по сравнению с другими органами про-
ростка к действию экзогенных соединений и по-
вреждающего прогрева [21, 22].
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Содержание оксида азота в корнях определяли с
использованием реактива Грисса по методу, опи-
санному в работе [25], с незначительными модифи-
кациями, подробно изложенными ранее [26].

Содержания пероксида водорода определяли с
использованием ферротиоцианатного метода [27].

Активность ДАО (КФ 1.4.3.6) в корнях опреде-
ляли по количеству ∆1пирролина, образующегося
при окислении путресцина, с использованием
нингидринового метода [28] с некоторыми моди-
фикациями. Растительный материал гомогенизи-
ровали на льду в 0.05 М K, Na-фосфатном буфере,
рН 7.8. Гомогенат центрифугировали в течение
15 мин при 10000 g на центрифуге MPW 350R
(“MPW MedInstruments”, Польша) при темпера-
туре 2–4°C. В пробирку вносили 3.0 мл реакци-
онной смеси, содержащей 10 мкМ путресцин и
0.1 мкМ пиридоксальфосфат, приготовленные на
0.05 мМ фосфатном буфере, pH 7.8. Реакцию на-
чинали добавлением 0.5 мл супернатанта расти-
тельного материала, смесь инкубировали в водя-
ном термостате при 37°С в течение 1 ч. Реакцию
останавливали добавлением 0.5 мл 10%-ной ТХУ,
смесь снова центрифугировали в течение 7 мин
при 10000 g. В реакционные пробирки вносили
по 1 мл супернатанта, добавляли по 1 мл нингид-
ринового реактива, содержащего 250 мг нингид-
рина и 37.6 мг гидриндантина, растворенных в 10 мл
смеси из ледяной уксусной кислоты и 6 M o-фос-
форной кислоты в соотношении 3:2. После этого
в смесь добавляли по 1.5 мл ледяной уксусной
кислоты, перемешивали и кипятили на водяной
бане в течение 30 мин для проявления окрашива-
ния. Смесь затем охлаждали и измеряли оптиче-
скую плотность (ОП) на спектрофотометре СФ-46
(“ЛОМО”, Россия) при 510 нм. Измерения про-
водили относительно контрольной пробы с
идентичным набором реактивов и супернатан-
том, предварительно инактивированным 10-ми-
нутным нагревом на кипящей водяной бане. Ак-
тивность фермента выражали в мкмоль ∆1пир-
ролина/(г сырой массы × ч).

Активность НР (КФ 1.7.1.1) определяли in vitro
по количеству образующегося продукта реакции
нитрита [29]. Растительный материал гомогени-
зировали на льду в 0.05 М K, Na-фосфатном бу-
фере, pH 7.8, гомогенат центрифугировали в тече-
ние 15 мин при 4000 g при температуре 2–4°C. К
3 мл супернатанта добавляли по 0.5 мл 0.1 М
KNO3 и 5 мМ НАДН. В контрольную пробу вме-
сто НАДН добавляли 0.5 мл дистиллированной во-
ды. Реакцию проводили при 25°C в течение 30 мин,
после чего останавливали добавлением 0.5 мл ледя-
ной уксусной кислоты. Для осаждения белков
пробы центрифугировали 10 мин при 8000 g. К 3 мл
супернатанта добавляли 3 мл 1%-ного реактива
Грисса в 12%-ной уксусной кислоте. Через 30 мин
измеряли ОП раствора при 527 нм. Активность

фермента выражали в мкмоль нитрита/(г сырой
массы ч).

Для определения продуктов пероксидного
окисления липидов (ПОЛ), реагирующих с 2-тио-
барбитуровой кислотой (преимущественно мало-
новый диальдегид, МДА), через 1 сут после по-
вреждающего прогрева проростков в водяном
ультратермостате при температуре 45.0 ± 0.1°С в
течение 10 мин, корни гомогенизировали в реак-
ционной среде, содержащей 0.25%-ную 2-тиобар-
битуровую кислоту в 10%-ной ТХУ. Гомогенат по-
мещали в кипящую баню на 30 мин, затем охлажда-
ли и центрифугировали 15 мин при 10000 g. ОП
супернатанта определяли при 532 нм (максимум
светопоглощения МДА) и 600 нм (для поправки
на неспецифическое поглощение) [30].

Для определения теплоустойчивости пророст-
ки всех вариантов после повреждающего прогре-
ва переносили на очищенную водопроводную во-
ду. Через 3 сут оценивали относительное количе-
ство выживших проростков, к которым относили
проростки, не имеющие признаков некроза на
листьях и сохраняющие способность к росту.

Эксперименты проводили в 4-кратной био-
логической повторности. На рисунках приведе-
ны средние величины и их стандартные ошибки.
Кроме случаев, оговоренных специально, об-
суждаются различия между вариантами, досто-
верные при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Обработка проростков пшеницы путресцином

вызывала значительное повышение содержания
оксида азота в корнях уже через 0.5 ч после ее на-
чала (рис. 1). Через 1 ч количество NO в варианте
с путресцином превышало соответствующую ве-
личину контроля на 73%. Однако уже к 2 ч инку-
бации в присутствии путресцина содержание ок-
сида азота в корнях проростков опытного варианта
заметно снижалось, а через 4 и 24 ч не отличалось
от контроля.

Одним из возможных ферментов, задейство-
ванных в синтезе NO по окислительному пути,
считается ДАО [31]. Добавление путресцина в
среду приводило к быстрому увеличению актив-
ности ДАО в корнях проростков (рис. 2а), замет-
ный эффект наблюдался уже через 15 мин действия
полиамина. Максимальные значения активности
фермента, которые превышали величины контро-
ля почти в 2 раза, наблюдались через 1 ч после на-
чала обработки проростков путресцином. В даль-
нейшем активность ДАО в корнях опытного вари-
анта постепенно снижалась, однако и через 24 ч
несколько превышала значения в контроле.

В качестве основного фермента, который мо-
жет катализировать образование NO по восстано-
вительному пути, рассматривается НР [20]. Одна-
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ко обработка проростков путресцином вызывала
снижение активности НР (рис. 2б). Существен-
ный эффект отмечался через 1–4 ч после начала
инкубации на среде с добавлением полиамина, а
через 24 ч значения активности фермента при-
ближались к величинам контроля.

Обработка проростков ингибитором ДАО ами-
ногуанидином уменьшала активность фермента и
полностью нивелировала ее повышение, вызывае-
мое путресцином (рис. 3). Поскольку, как отмеча-
лось, оксид азота, АФК и ионы кальция находятся

в тесных функциональных связях друг с другом [23],
исследовали влияние скавенджера пероксида во-
дорода ДМТМ и кальциевых антагонистов на ак-
тивность ДАО в корнях проростков пшеницы, об-
работанных путресцином. Установлено, что обра-
ботка ДМТМ лишь незначительно уменьшала
происходящее под влиянием путресцина повыше-
ние активности ДАО (рис. 3). В то же время под вли-
янием как ЭГТА, так и неомицина, отмечалось пол-
ное устранение вызываемого путресцином повы-
шения активности ДАО (рис. 3).

Характер изменения содержания NO в корнях
проростков пшеницы под влиянием исследуемых
модуляторов совпадал с таковым для ДАО. Обна-
ружено, что обработка проростков аминогуани-
дином, ингибирующим ДАО и NO-синтазу (фер-
менты окислительного пути синтеза NO), вызы-
вала уменьшение содержания оксида азота в
корнях (рис. 4). При комбинированном действии
на проростки путресцина и аминогуанидина этот
ингибитор полностью устранял повышение со-
держания NO, вызываемое действием полиами-
на. Обработка проростков ингибитором НР воль-
фраматом натрия почти не влияла на количество
оксида азота в корнях и очень слабо уменьшала
вызываемый путресцином эффект усиления ге-
нерации NO клетками корней (рис. 4).

Антагонисты кальция ЭГТА и неомицин сами
по себе практически не влияли на содержание ок-
сида азота в корнях, однако полностью устраняли
эффект увеличения количества NO в корнях в
присутствии путресцина (рис. 4).

Антиоксидант ДМТМ не влиял на содержание
оксида азота в корнях и лишь частично снимал
вызываемое путресцином повышение количества

Рис. 1. Динамика содержания оксида азота (нмоль/г
сырой массы) в корнях проростков пшеницы при дей-
ствии путресцина. 1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ).
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Рис. 2. Динамика активности ДАО ((а), мкмоль ∆1пирролина/г сырой массы × ч) и НР ((б), мкмоль /г сырой
массы × ч) в корнях проростков пшеницы при действии путресцина. 1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ).
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NO в корнях (рис. 4). В то же время под влиянием
скавенджера оксида азота PTIO происходило
практически полное устранение эффекта повы-
шения содержания пероксида водорода в корнях
проростков в присутствии путресцина (рис. 5). В
варианте с обработкой корней только PTIO со-
держание H2O2 почти не отличалось от контроля.
Таким образом, происходящее при обработке
проростков путресцином повышение содержа-
ния пероксида водорода в корнях зависело от их
NO-статуса. Ранее в идентичных эксперимен-
тальных условиях было обнаружено устранение
эффектов вызываемого путресцином повышения
содержания H2O2 в корнях проростков при их об-
работке антагонистами кальция – ЭГТА и неоми-
цином [22].

Обработка путресцином индуцировала разви-
тие теплоустойчивости, что выражалось в умень-
шении проявления окислительного стресса, ре-
гистрируемого по накоплению продукта ПОЛ
МДА, и повышении выживания проростков че-
рез 3 сут после повреждающего воздействия
(рис. 6). Воздействие на проростки PTIO не ока-
зывало влияния на уровень ПОЛ и теплоустойчи-
вость, но полностью снимало защитные эффекты
путресцина. При обработке проростков ингиби-
тором ДАО и NO-синтазы аминогуанидином су-
щественных изменений содержания МДА в корнях
проростков после теплового стресса не наблюдали.
При этом аминогуанидин частично снимал эффект
защиты от окислительного стресса, вызываемый

путресцином. Выживание проростков в вариантах
с аминогуанидином и его комбинацией с путрес-
цином не отличалось от контроля (рис. 6). Таким
образом, этот ингибитор устранял стресс-протек-
торное действие путресцина. Под влиянием ин-
гибитора НР вольфрамата натрия содержание
МДА в корнях проростков, как и их выживание
после повреждающего нагрева, не изменялось.

Рис. 3. Активность ДАО (мкмоль ∆1пирролина/г сы-
рой массы × ч) в корнях проростков пшеницы при
действии путресцина, аминогуанидина, ДМТМ и мо-
дуляторов кальциевого гомеостаза. 1 – контроль; 2 –
путресцин (1 мМ); 3 – аминогуанидин (1 мМ); 4 – пу-
тресцин (1 мМ) + аминогуанидин (1 мМ); 5 – ДМТМ
(0.15 мМ); 6 – путресцин (1 мМ) + ДМТМ (0.15 мМ);
7 – ЭГТА (0.5 мМ); 8 – путресцин (1 мМ) + ЭГТА
(0.5 мМ); 9 – неомицин (0.2 мМ); 10 – путресцин
(1 мМ) + неомицин (0.2 мМ). Активность ДАО опре-
деляли через 1 ч после начала инкубации проростков
на среде с путресцином и/или через 3 ч после начала
обработки другими соединениями.
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Рис. 4. Содержание оксида азота (нмоль/г сырой
массы) в корнях проростков пшеницы при действии
путресцина, аминогуанидина, вольфрамата натрия,
ДМТМ и модуляторов кальциевого гомеостаза. 1 –
контроль; 2 – путресцин (1 мМ); 3 – аминогуанидин
(1 мМ); 4 – путресцин (1 мМ) + аминогуанидин
(1 мМ); 5 – вольфрамат натрия (2 мМ); 6 – пу-
тресицн (1 мМ) + вольфрамат натрия (2 мМ); 7 –
ДМТМ (0.15 мМ); 8 – путресцин (1 мМ) + ДМТМ
(0.15 мМ); 9 – ЭГТА (0.5 мМ); 10 – путресцин (1 мМ) +
+ ЭГТА (0.5 мМ); 11 – неомицин (0.2 мМ); 12 – пу-
тресцин (1 мМ) + неомицин (0.2 мМ). Содержание
NO определяли через 1 ч после начала инкубации
проростков на среде с путресцином и/или через 3 ч
после начала обработки другими соединениями.
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Рис. 5. Содержание пероксида водорода (нмоль/г сы-
рой массы) в корнях проростков пшеницы при дей-
ствии путресцина и PTIO. 1 – контроль; 2 – путресцин
(1 мМ); 3 – PTIO (0.1 мМ); 4 – путресцин (1 мМ) +
+ PTIO (0.1 мМ). Содержание H2O2 определяли через
2 ч после начала инкубации проростков на среде с
путресцином и/или через 4 ч после начала обработ-
ки PTIO.
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При этом в присутствии указанного ингибитора в
значительной степени сохранялись эффекты за-
щиты от окислительного стресса и повышения
выживания проростков после повреждающего
прогрева, вызываемые путресцином (рис. 6).

Обработка антиоксидантом ДМТМ сама по
себе немного уменьшала вызываемое прогревом
накопление МДА в корнях проростков, хотя этот
эффект не был достоверным при P ≤ 0.05 (рис. 6).
Также в присутствии ДМТМ, по крайней мере ча-
стично, сохранялся эффект защиты клеток кор-
ней от окислительного стресса, индуцированный
путресцином. При этом, однако, ДМТМ, не
влияя сам по себе на выживание проростков по-
сле теплового стресса, полностью устранял поло-
жительный эффект путресцина (рис. 6).

Антагонисты кальция ЭГТА и неомицин, сами
по себе не оказывая влияния на накопление про-
дукта ПОЛ МДА при тепловом стрессе, частично
снимали эффект предотвращения развития окис-
лительного стресса, вызываемый путресцином.
Также эти антагонисты полностью устраняли по-
вышение выживания проростков, обработанных
путресцином. При этом сами по себе антагони-
сты кальция существенного влияния на тепло-
устойчивость проростков не оказывали (рис. 6).

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствовали об участии NO как сигнального
посредника в развитии теплоустойчивости про-
ростков пшеницы под влиянием экзогенного пу-
тресцина. На это указывало транзиторное увели-
чение содержания оксида азота в корнях при их
инкубации в присутствии путресцина и устране-
ние его стресс-протекторного действия скавен-
джером NO PTIO. Есть основания полагать, что
одной из основных причин повышения содержа-
ния NO в клетках корней в присутствии путресци-
на является увеличение активности ДАО, которое

было особенно заметным в течение первого часа
после начала воздействия полиамина (рис. 2). Ме-
ханизм образования NO в клетках растений под
влиянием ДАО остается не известным [8]. Однако
этот фермент рассматривается в качестве одной
из составляющих ферментативной системы син-
теза оксида азота в растительных клетках [31].
Вызываемое путресцином повышение содержа-
ния оксида азота устранялось ингибитором ДАО
аминогуанидином (рис. 4). Как уже отмечалось,
аминогуанидин обладает способностью наряду с
ДАО ингибировать NO-синтазу [24]. Наличие
этого фермента у высших растений не доказано
молекулярно-генетическими методами. Предпо-
лагается, что наземные растения во время эволю-
ции утратили ген, гомологичный NO-синтазе жи-
вотных [32]. Однако не исключено, что у высших
растений в пероксисомах имеются белки, отлич-
ные от NO-синтазы, но способные генерировать
NO, используя L-аргинин в качестве субстрата.
Следует отметить, что в качестве основных суб-
стратов для образования NO в окислительном пу-
ти в настоящее время рассматривают не только
L-аргинин, но и полиамины, в том числе диамин −
путресцин, окисление которого катализируется
ДАО [33]. Таким образом, данные ингибиторного
анализа в нашем случае позволяют говорить об
основном вкладе окислительного пути синтеза
NO, который угнетается аминогуанидином.

С другой стороны, активность НР в корнях
проростков в условиях наших экспериментов под
влиянием путресцина не только не повышалась, а
заметно снижалась (рис. 2б). Это указывало на
перераспределение в присутствии экзогенного
путресцина вклада окислительного и восстанови-
тельного путей синтеза NO в пользу первого. Как
отмечалось, в работе [18] была установлена спо-
собность различных полиаминов ингибировать

Рис. 6. Содержание МДА (%, к контролю без прогрева) в корнях (а) и выживание (%) проростков пшеницы (б) после по-
вреждающего прогрева: 1 – контроль; 2 – путресцин (1 мМ); 3 – PTIO (0.1 мМ); 4 – путресцин (1 мМ) + PTIO (0.1 мМ);
5 – аминогуанидин (1 мМ); 6 – путресцин (1 мМ) + аминогуанидин (1 мМ); 7 – вольфрамат натрия (2 мМ); 8 – путресцин
(1 мМ) + вольфрамат натрия (2 мМ); 9 – ДМТМ (0.15 мМ); 10 – путресцин (1 мМ) + ДМТМ (0.15 мМ); 11 – ЭГТА
(0.5 мМ); 12 – путресцин (1 мМ) + ЭГТА (0.5 мМ); 13 – неомицин (0.2 мМ); 14 – путресцин (1 мМ) + неомицин (0.2 мМ).
Содержание МДА определяли через 24 ч, выживание проростков – через 3 сут после повреждающего прогрева.
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активность НР. Такой эффект полиаминов имеет
сходство с действием одного из основных суб-
стратов окислительного пути синтеза NO у расте-
ний – L-аргинина. Ранее был показан эффект
угнетения зависимого от экзогенных нитратов
синтеза NO в корнях проростков пшеницы при их
обработке L-аргинином [34]. Данные настоящей
работы, также полученные на корнях проростков
пшеницы, указывают на сходство ингибирующе-
го влияния L-аргинина и путресцина на актив-
ность НР и, как следствие, на образование NO по
восстановительному пути. При этом путресцин
оказывает сильное активирующее влияние на
ДАО и, возможно, другие ферментативные систе-
мы, обеспечивающие образование оксида азота
по окислительному пути и увеличение его коли-
чества в корнях.

Следует отметить, что модулировать содержа-
ние оксида азота могут различные полиамины,
при этом их влияние на ферментативные систе-
мы, синтезирующие NO, может быть достаточно
специфичным. Например, на растениях томатов
показано повышение содержания NO в листьях в
условиях гипотермии под влиянием спермина и
спермидина, но не путресцина [35]. При этом по-
вышение содержания оксида азота при обработке
растений спермином и спермидином было связа-
но с увеличением активности НР.

Другим важным участником сигнальной сети,
задействованной в реализации эффектов экзоген-
ных полиаминов, является пероксид водорода. Ра-
нее было показано, что при обработке проростков
скавенджером H2O2 ДМТМ не происходило акти-
вации антиоксидантных ферментов (супероксид-
дисмутазы, каталазы и гваяколпероксидазы), вы-
зываемой путресцином [21]. В настоящей работе
установлено, что вызываемое путресцином усиле-
ние синтеза пероксида водорода в значительной
степени зависит от наличия в клетках оксида азота
и угнетается его скавенджером PTIO (рис. 5). С
другой стороны, образование NO, усиливающее-
ся при обработке проростков путресцином, лишь
частично уменьшалось в присутствии скавендже-
ра пероксида водорода ДМТМ. Динамика увели-
чения содержания NO и H2O2 в корнях пророст-
ков пшеницы была похожей. Повышенное коли-
чество обоих посредников отмечалось в течение
первых двух часов после начала инкубации кор-
ней в присутствии путресцина. Однако максимум
содержания NO был зарегистрирован через 1 ч
(рис. 1), а пероксида водорода через 2 ч после на-
чала воздействия путресцина [21]. Можно пола-
гать, что образование двух посредников взаимо-
зависимое, но не исключено, что оксид азота в
сигнальном пути все же находится выше перок-
сида водорода. H2O2 может быть продуктом реак-
ции окисления путресцина под действием ДАО.
Ранее было показано уменьшение содержания

пероксида водорода в корнях, обработанных пу-
тресцином, в присутствии аминогуанидина. С
другой стороны, стимулируемое путресцином на-
копление пероксида водорода угнеталось и инги-
битором НАДФH-оксидазы имидазолом [21].
Возможно, что при обработке корней путресци-
ном сначала происходила активация ДАО, за счет
которой формируется начальный, необходимый
для запуска сигнальных процессов пул пероксида
водорода. В начальный период такого воздей-
ствия, усиливалась и генерация NO. Не исключе-
но, что поддержание достаточно высокого пула
H2O2 при действии путресцина в дальнейшем мо-
жет быть обусловлено повышением активности
НАДФH-оксидазы. Известно, что активность
этого фермента может повышаться под влиянием
NO [36], причем такой эффект может быть опо-
средован NO-индуцированным изменением кон-
центрации кальция в цитозоле [13].

Как отмечалось, ионы кальция находятся в тес-
ном функциональном взаимодействии как с NO,
так и с АФК. В условиях наших экспериментов
эффект повышения содержания оксида азота в
корнях проростков, вызываемый путресцином,
устранялся двумя используемыми кальциевыми
антагонистами – ЭГТА (хелатор внеклеточного
кальция) и неомицином (ингибитор фосфолипа-
зы C, с участием которой образуется инозитол-
1,4,5-фосфат, открывающий внутриклеточные
кальциевые каналы) (рис. 4). Эти же антагонисты
кальция снимали эффект активации путресци-
ном ДАО (рис. 3).

Влияние кальция на активность ДАО у расте-
ний исследовано слабо. Хотя на ряде растительных
объектов зарегистрировано повышение ee актив-
ности при обработке экзогенным Ca2+ [37, 38].
ДАО локализована в клеточных стенках [39]. Воз-
можно, что в ее активации задействован кальций,
попадающий в апопласт при усилении путресци-
ном его выхода из клеток [10]. Кроме того, извест-
на способность полиаминов вытеснять кальций
из его комплексов с пектиновыми веществами
клеточных стенок [40]. Таким образом, вероятно,
как начальные эффекты, вызываемые экзоген-
ным путресцином, так и последующие, обуслов-
ленные вовлечением различных посредников, яв-
ляются кальций-зависимыми. Ранее в идентичных
экспериментальных условиях было установлено,
что вызываемое путресцином повышение содер-
жания пероксида водорода в корнях пшеницы и
последующая активация антиоксидантной фер-
ментативной системы являются кальций-зависи-
мыми процессами [22].

* * *

Результаты, полученные в настоящей работе,
позволяют предположить, что наиболее ранними
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процессами, развивающимися при действии пу-
тресцина на клетки корней, являются изменения
кальциевого гомеостаза и связанная с ними акти-
вация ДАО. С участием ДАО происходит синтез
пероксида водорода и оксида азота. Эти посред-
ники также могут реализовать свои сигнальные
эффекты при участии кальция. Есть основания
полагать, что активация сигнальных каскадов,
главными компонентами которых являются Ca2+,
NO и АФК, индуцирует протекторные системы,
обеспечивающие развитие теплоустойчивости.
Одной из них является антиоксидантная система.
Об этом свидетельствуют данные о зависимости
индуцируемого путресцином повышения актив-
ности антиоксидантных ферментов [21, 22] и сни-
жения окислительных повреждений (рис. 6а) от
кальциевого гомеостаза, образования АФК с
участием ДАО и НАДФH-оксидазы, а также
синтеза NO. Таким образом, биогенные поли-
амины (в частности, путресцин) следует рассмат-
ривать в качестве достаточно мощных модулято-
ров функционирования сигнальных сетей и акти-
ваторов стресс-протекторных реакций растений.
В связи с этим в ближайшей перспективе практи-
ческий интерес может представлять как примене-
ние экзогенных полиаминов в растениеводстве,
так и трансформация растений генами фермен-
тов синтеза полиаминов [41].
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The Role of NO Synthesis Modification in the Implementation 
of the Protective Effect on Wheat Seedlings under Heat Stress by Putrescine

Yu. E. Kolupaeva, *, A. I. Kokoreva, M. A. Shkliarevskyia, A. A. Lugovayaa,
Yu. V. Karpetsa, and O. E. Ivanchenkob

aDokuchaev Kharkiv National Agrarian University, Kharkiv, 62483 Ukraine
bDnipro State Agrarian and Economic University, Dnipro, 49600 Ukraine

*e-mail: plant.biology.knau@gmail.com

The role of nitric oxide and its functional relationships with reactive oxygen species (ROS) and calcium in the
realization of stress-protective effects of polyamine putrescine on wheat seedlings during hyperthermia was
studied. A 24-hour treatment of seedlings with 1 mM putrescine caused a rapid and transient increase in the NO
content in roots with a maximum 1 h after its onset. Wherein, a twofold increase in the activity of diamine oxi-
dase (DAO) and a decrease in the activity of nitrate reductase in roots by 25–30% were noted. The DAO inhib-
itor aminoguanidine completely eliminated the increase in the NO content caused by putrescine. Treatment of
seedlings with calcium antagonists EGTA (Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid)
and neomycin also eliminated the increase in DAO activity and NO content. The nitric oxide scavenger PTIO
(2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) completely neutralized the effect of increasing
the content of hydrogen peroxide in roots of wheat seedlings when they were treated with putrescine. At the
same time, treatment with a hydrogen peroxide antagonist dimethylthiourea only slightly reduced the effect
of NO content increasing in roots caused by putrescine. Antagonists of NO, ROS, and calcium eliminated
the protective effect of putrescine under heat stress, which was determined by the intensity of LPO and seed-
ling survival. A conclusion was made about the role of nitric oxide synthesized by the oxidative pathway
and its functional interaction with ROS and calcium ions in the realization of the stress-protective effect
of putrescine on plant objects.

Keywords: putrescine, nitric oxide, diamine oxidase, nitrate reductase, reactive oxygen species, calcium, heat
resistance, Triticum aestivum



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


