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Образование активных форм кислорода (АФК) необходимо для жизнедеятельности
любого растительного организма. Низкий уровень АФК всегда присутствует в клетках,
вовлекаясь в ее нормальный метаболизм. АФК задействованы в гормональной регуляции
экспрессии генов защиты от стресса, их рассматривают как сигнальные молекулы,
контролирующие активность стресс-протекторных систем [1, 2]. Поскольку избыток
АФК возникает при действии практически любого фактора окружающей среды, в
клетке существуют различные механизмы, направленные на поддержание определен-
ного оптимального уровня АФК. В их основе лежит работа ферментов и неэнзимати-
ческих компонентов, образующих вместе антиоксидантную систему (АОС). Ферменты
АОС принимают участие в регуляции метаболизма в ходе онтогенеза, обеспечивая
быстрое приспособление организма к постоянно изменяющимся условиям среды [3].

Наши исследования показали изменение активности ферментов АОС (каталазы
(КАТ) и пероксидазы (ПОД)) при нарушении ксилогенеза у карельской березы (Betula
pendula Roth var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti). Ксилогенез – процесс формирования дре-
весины, играет ключевую роль в повышении продуктивности древесных растений. Ка-
рельская береза – форма березы повислой (B. pendula var. pendula), у которой в результате
нарушения деятельности камбия в местах аномалий формируется узорчатая древесина,
представляет собой уникальный объект для изучения механизмов ксилогенеза. В период
активной камбиальной деятельности у растений с аномальной структурой древесины в
тканях ствола активность КАТ и ПОД значительно выше, чем в нормальных по строе-
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нию тканях [4–8]. В ряду растений карельской березы с увеличением степени узорчато-
сти древесины активность ПОД возрастает [9], что позволяет проводить количествен-
ную экспресс-диагностику аномальной древесины карельской березы по определению
активности гваякол-пероксидазы в ксилеме [10]. Отличительные особенности по актив-
ности ферментов антиоксидантной системы проявляются у карельской березы уже на
ранних этапах онтогенеза, когда внешние видимые признаки еще отсутствуют [5, 7].

Принимая во внимание повышенную активность ПОД и КАТ в камбиальной зоне
карельской березы, мы предположили, что другие ферменты АОС, связанные за счет
метаболических реакций с ПОД и КАТ, также могут биохимически отражать струк-
турные аномалии и служить для их обнаружения на разных этапах онтогенеза. В дан-
ной статье особое внимание мы уделяем двум ферментам: супероксиддисмутазе
(СОД) (EC 1.15.1.1) и полифенолоксидазе (ПФО) (EC 1.14.18.1). СОД является неотъ-
емлемой частью АОС и выступает на первой линии защиты, а вот вопрос о том, отно-
сится ли ПФО к АОС растений, остается дискуссионным.

За счет деятельности СОД поддерживается баланс между супероксид-радикалом и
перекисью водорода, которые играют роль вторичных мессенджеров во многих про-
цессах. Среди них: толерантность при высоких и низких температурах; сигнальная ак-
тивация генов, ответственных за стресс; защита от патогенов за счет запуска перокси-
даз; поддержание взаимодействия между активными формами кислорода и азота; ре-
гуляция генов, связанных с фотосинтезом во время естественного старения и
клеточной смерти; контроль за ростом и развитием растений и др. [11].

ПФО, в основном, относят к ключевым ферментам вторичного метаболизма, выде-
ляя данный фермент в отдельную линию защиты с выполнением особых функций в
окислительных процессах растения [3, 12, 13]. Однако некоторые исследователи вклю-
чают ее непосредственно в состав АОС [14, 15]. Для древесных растений изучение ПФО
активности представляет особый интерес в связи с участием в процессах синтеза лигни-
на [16, 17]. Также ПФО приписывают роль в оценке качества древесины за счет того, что
фермент контролирует реакции окислительного потемнения тканей [17–20].

Есть большое количество работ, в которых описаны методы определения активно-
сти СОД и ПФО. Как правило, активности данных ферментов имеют относительные
значения (% от контроля при воздействии различных факторов), и ввиду отсутствия
информации о некоторых минорных особенностях протекания реакций, сравнение
результатов исследований между разными видами растений становится практически
невозможным. Дополнительные трудности могут возникнуть, если предстоит анализ
тканей древесного растения, так как информация о подборе условий для проведения
реакции определения активностей СОД и ПФО для древесного растения в известной
нам литературе недостаточна.

Таким образом, целью нашей работы является модификация имеющихся методов
определения активностей СОД и ПФО и их адаптация для определения активностей в
тканях ствола древесных растений (на примере карельской березы). А также проверка
гипотезы о различных метаболических стратегиях данных ферментов у карельской бе-
резы при разных сценариях ксилогенеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Растительный материал
В качестве объектов исследования мы отбирали высокоствольные растения карель-

ской березы с высокой степенью узорчатости древесины (узорчатые растения) и рас-
тения, у которых признак узорчатости не проявился (безузорчатые растения). Всего
было взято 26 растений: 16 узорчатых и 10 безузорчатых. Все растения были выращены
из сеянцев, полученных из семян от контролируемого опыления деревьев карельской
березы. Растения карельской березы произрастали на лесосеменной плантации в
Медвежьегорском районе Республики Карелия. Возраст растений 25 лет.
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Исследование проводили в период камбиального роста (30 июня 2016 г.), когда из-
менения метаболического статуса клеток камбиальной зоны могут привести к появле-
нию структурных аномалий ксилемы и флоэмы. На стволе березы вырезали окошки
10 × 6 см и отделяли кору от древесины. С поверхности древесины соскабливали тка-
ни ксилемы, куда входили материнские клетки ксилемы и наружные слои прироста
ксилемы текущего года. С внутренней поверхности коры препарировали ткани фло-
эмы, которые включали камбиальную зону, проводящую флоэму и самые внутренние
слои непроводящей флоэмы. Отбор образцов тканей ствола контролировали под све-
товым микроскопом. У узорчатых растений карельской березы ткани отбирали из
участков ствола с характерными вздутиями, неровностями, крупными бугорками и
бугорчатыми выпуклостями. Весь растительный материал замораживали в жидком
азоте и хранили в низкотемпературной морозильной камере при –70 °C.

Биохимические исследования
Ткани ксилемы и флоэмы растирали с жидким азотом и гомогенизировали при 4 °C в

буфере следующего состава: 50 мМ Hepes (pH 7.5), 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 3 мМ ДТТ,
5 мМ MgCl2, 0.5 мМ PMSF. После 20-минутной экстракции гомогенат центрифугиро-
вали при 10000 g в течение 20 мин (центрифуга MPW-351R, Польша). Далее проводили
диализ при 4 °C в течение 18–20 ч против буфера для гомогенизации, разбавленного в
10 раз [21]. В полученных после диализа ферментативных препаратах спектрофото-
метрически (СФ 2000, Россия) определяли активность ферментов.

Об активности СОД судили по ингибированию фотовосстановления нитросинего
тетразолия (НСТ). Инкубационная среда для определения активности СОД содержала
50 мМ K, Na-фосфатный буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 210 мкМ метионин, 24 мкМ
рибофлавин, 0.1% тритон Х-100. Для определения активности СОД измеряли умень-
шение оптической плотности при 560 нм после 30 минут инкубации. Активность СОД
выражали в усл. ед. на 1 мг белка за 30 минут (усл. ед./мг белка). Содержание белка в
ферментативном препарате определяли по методу Бредфорда.

Для определения активности ПФО в качестве субстрата использовали пирокатехин.
Инкубационная среда для определения активности ПФО содержала 50 мМ K, Na-фос-
фатный буфер (рН 5), 16.4 мМ пирокатехин. Для определения активности ПФО измеряли
увеличение оптической плотности при длине волны 420 нм, где поглощают продукты
окисления пирокатехина. Время наблюдения за реакцией – 20 минут. Активность ПФО
выражали в усл. ед. на 1 мг белка за 1 минуту (усл. ед./мг белка).

Исследования выполнены на научном оборудовании Центра коллективного поль-
зования Федерального исследовательского центра “Карельский научный центр Рос-
сийской академии наук”.

Математическая обработка
Математическая обработка данных осуществлялась в среде Microsoft Excel. Экспе-

рименты проводили в 10 (для безузорчатых) и 16 (для узорчатых растений) биологиче-
ских повторностях. На диаграммах приведены средние значения и их стандартные
ошибки (n = 10 и 16 соответственно). Для оценки достоверности различий использо-
вали двухвыборочный t-тест с различными дисперсиями. Статистически значимыми
считали различия при р ≤ 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор условий для определения активности супероксиддисмутазы
Некоторые сложности в определении активности СОД рассматриваются еще со

времен знаменитой работы “Superoxide dismutase: Improved assays and an assay applica-
ble to acrylamide gels” [22], в которой активность СОД было предложено определять по
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ингибированию фотовосстановления НСТ. Позднее вышла статья о спектрофотомет-
рическом приложении данного метода [23], который сейчас широко используется ис-
следователями. Суть реакции в том, что на свету рибофлавин генерирует супероксид-
радикалы, которые окисляют НСТ в присутствии метионина до формазана, имеющего
синюю окраску. СОД, находящаяся в ферментативном препарате, катализирует обра-
зование перекиси водорода, используя рибофлавин в качестве источника супероксид-
радикала и метионин в качестве донора водорода. При этом не происходит окисление
НСТ, и соответственно синяя окраска не развивается в той или иной степени. Подав-
ление образования синей окраски прямо пропорционально активности СОД. За еди-
ницу активности СОД принимают количество фермента, вызывающее 50% ингибиро-
вания фотовосстановления НСТ [14, 24–26].

Для определения активности СОД были подготовлены рабочие растворы: 1.72 мМ
НСТ, 2.1 мМ метионин, 1%-й тритон Х-100, 0.24 мМ рибофлавин [27]. В качестве кон-
трольного варианта (D1 в формуле для расчета) использовали следующую смесь: 50 мМ K,
Na-фосфатный буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 210 мкМ метионин, 24 мкМ рибофлавин,
0.1%-й тритон Х-100. Общий объем инкубационной среды – 1 мл. В качестве опытного
варианта (D2 в формуле для расчета) использовали смесь: 50 мМ K, Na-фосфатный
буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 210 мкМ метионин, 24 мкМ рибофлавин, 0.1%-й тритон
Х-100 и 500 мкл ферментного препарата. Общий объем инкубационной среды – 1 мл.

Пробы инкубировали под светом флюоресцентных ламп [28]. Постоянный свето-
вой режим является важным условием протекания реакции, так как образование ри-
бофлавином супероксидных радикалов интенсивно протекает при облучении, и при
различных видах нестандартного светового воздействия активность СОД может изме-
няться [29]. После 30 мин инкубации измеряли оптическую плотность образцов при
длине волны 560 нм против холостой кюветы, содержащей фосфатный буфер. При
дальнейшем наблюдении за реакцией во времени окраска не становилась интенсивнее.

При проведении анализа было обнаружено, что оптические плотности некоторых
опытных образцов превосходили оптическую плотность контрольного образца, при
чем при изменении концентраций рибофлавина и метионина этого эффекта избежать
не удавалось. Подобный эффект мог быть вызван присутствием в ферментных препа-
ратах веществ, подобных метионину и рибофлавину. Для устранения их мешающего
воздействия были проведены дополнительные серии измерений, при которых в инку-
бационную среду поочередно не добавляли метионин и рибофлавин.

Дополнительная серия измерений 1 (в инкубационной среде отсутствовал метионин):
В качестве контрольного варианта (D3 в формуле для расчета) использовали следу-

ющую смесь: 50 мМ K, Na-фосфатный буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 24 мкМ рибо-
флавин, 0.1%-й тритон Х-100. Общий объем инкубационной среды – 1 мл. В качестве
опытного варианта (D4 в формуле для расчета) использовали смесь: 50 мМ K, Na-фос-
фатный буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 24 мкМ рибофлавин, 0.1%-й тритон Х-100 и 500 мкл
ферментного препарата. Общий объем инкубационной среды – 1 мл.

Дополнительная серия измерений 2 (в инкубационной среде отсутствовал рибо-
флавин):

В качестве контрольного варианта (D5 в формуле для расчета) использовали следу-
ющую смесь: 50 мМ K, Na-фосфатный буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 210 мкМ метионин,
0.1%-й тритон Х-100. Общий объем инкубационной среды – 1 мл. В качестве опытно-
го варианта (D6 в формуле для расчета) использовали смесь: 50 мМ K, Na-фосфатный
буфер (рН 7.8), 172 мкМ НСТ, 210 мкМ метионин, 0.1%-й тритон Х-100 и 500 мкл фер-
ментного препарата. Общий объем инкубационной среды – 1 мл.

При наблюдении за дополнительными сериями измерений для опытных образцов,
мы отметили развитие окраски, выраженное в разной степени у разных образцов, что
подтверждает присутствие в ферментных препаратах веществ, подобных метионину и



217ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ

Рис. 1. Измерение активности супероксиддисмутазы в образцах ксилемы и флоэмы. a – инкубационная
среда содержит НСТ, метионин и рибофлавин, b – инкубационная среда без рибофлавина, c – инкубаци-
онная среда без метионина. Слева направо: 1 – контрольная проба, 2 и 3 – инкубационная среда с добавле-
нием ферментных препаратов из тканей ксилемы карельской березы, 4 и 5 – инкубационная среда с добав-
лением ферментных препаратов из тканей флоэмы карельской березы.
Fig. 1. Changes in superoxide dismutase activity in xylem and phloem samples. a – incubation medium containing NBT,
methionine and riboflavin, b – incubation medium without riboflavin, c – incubation medium without methionine. Left
to right: 1 – control sample, 2 and 3 – incubation medium with addition of enzyme from B. pendula var. carelica xylem
tissues, 4 and 5 – incubation medium with addition of enzyme form B. pendula var. carelica phloem tissues.
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рибофлавину. А, как известно, система рибофлавин–метионин является источником
активных форм кислорода [30] (рис. 1).

Показатель степени ингибирования образования окраски (В), который соответ-
ствует условной активности супероксиддисмутазы, определяли по формуле:

( )
( )

− −
= −

− −
D2 D4 D6

B 1 ,
D1 D3 D5
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где D – оптическая плотность при длине волны 560 нм для: D1 и D2 – контрольный и
опытный варианты с метионином и рибофлавином в среде инкубации; D3 и D4 –
контрольный и опытный варианты без метионина в среде инкубации; D5 и D6 – кон-
трольный и опытный варианты без рибофлавина в среде инкубации.

Для нахождения активности СОД (А) использовали формулу:

где V – объем супернатанта, мл; m – масса белка в навеске, взятой для анализа, мг; 2 – ко-
эффициент, показывающий разведение супернатанта; 10 – длина оптического пути, мм.

Подбор условий для определения активности полифенолоксидазы

Обычно активность полифенолоксидазы выражают в условных единицах, как ко-
личество фермента, вызывающее увеличение оптической плотности на 0.1, 0.01 или
0.001 единицу абсорбции за 1 минуту. В качестве субстрата реакции чаще всего ис-
пользуют пирокатехин [31–34].

Для определения активности ПФО был подготовлен 1 М раствор пирокатехина. За
единицу активности ПФО принимали увеличение оптической плотности на 0.001 еди-
ницу абсорбции за 1 минуту [35–39]. Часто расчет ПФО ведется именно по изменению
оптической плотности на 0.001 единицу абсорбции, в связи с тем, что эта величина поз-
воляет оценить окислительные возможности пирокатехина во многих растительных
объектах. Использование для расчета активности ПФО увеличения абсорбции на 0.01
[40, 41] и даже 0.1 [42–44] единицу, вероятно, связано с наличием высокой активности
ПФО в изучаемых объектах. Инкубационная среда содержала 50 мМ K, Na-фосфатный
буфер (рН 5), 16.4 мМ пирокатехин. Общий объем инкубационной среды – 1.22 мл.

Ферментные препараты могут существенно отличаться друг от друга по значению
оптической плотности при 420 нм, также добавление пирокатехина приводит к изме-
нению оптической плотности. Поэтому для получения корректных результатов эти
факты нужно обязательно учитывать при расчете активности ПФО.

Для изучаемых объектов была адаптирована следующая схема определения поли-
фенолоксидазной активности. В качестве холостой пробы использовали фосфатный
буфер. Первая кювета (D1 в формуле для расчета) содержала фосфатный буфер и
16.4 мМ пирокатехин. Во вторую кювету (D2 в формуле для расчета) к фосфатному бу-
феру добавляли 200 мкл ферментного препарата. Измеряли оптические плотности
при 420 нм относительно холостой кюветы, содержащей фосфатный буфер. Затем во
вторую кювету добавляли пирокатехин, тем самым, запуская реакцию полифенолок-
сидазного окисления, и наблюдали за реакцией в течение 20 минут, периодически из-
меряя оптическую плотность (D3 в формуле для расчета) при длине волны 420 нм про-
тив холостой кюветы (рис. 2).

Для нахождения активности ПФО сначала строили график зависимости изменения
оптической плотности образца (D) от времени (рис. 3), где D = D3 – D2 – D1, D1 и D3 –
изменяются при наблюдении за реакцией во времени, для каждой точки измерения
оптической плотности при разном времени будут принимать новые значения.

Затем находили активность фермента (А) используя формулу:

где t = 1 мин; D – оптическая плотность при длине волны 420 нм; m – масса белка в
навеске, содержащейся в 200 мкл ферментного препарата, мг.

× ×=
×
2A ,

10
B V

m

( )= × =
×

А D 0.001 , а D R(коэффициент 
по уравнению графика) ,

m
t
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Рис. 2. Изменение электронных спектров инкубационной смеси, содержащей: (D1) фосфатный буфер и
16.4 мМ пирокатехин (оптическая плотность практически не изменяется за время наблюдения за реакци-
ей); (D2) фосфатный буфер и 200 мкл ферментного препарата; (D3) фосфатный буфер, 200 мкл ферментно-
го препарата и 16.4 мМ пирокатехин (оптическая плотность увеличивается при наблюдении за реакцией,
что связано с окислением пирокатехина). Общий объем инкубационной смеси во всех вариантах 1.22 мл.
Измерения производили через 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 мин после запуска реакции.
По горизонтали: длина волны; по вертикали: оптическая плотность.
Fig. 2. Changes in the electronic spectra of incubation mixture containing: (D1) phosphate buffer and 16.4 mm pyro-
catechin (optical density is almost unchangeable for the duration of observation); (D2) phosphate buffer and 200 μl of
enzyme; (D3) phosphate buffer, 200 μl of enzyme and 16.4 mm pyrocatechin (optical density increases during the ob-
servation, which is associated with the pyrocatechin oxidation). The total volume of each incubation mixture was
1.22 ml. Measurements were made 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 min after start of reaction.
X-axis: wavelength, nm; y-axis: optical density.
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Активность СОД и ПФО у безузорчатых и узорчатых растений карельской березы

В результате проведенного исследования получено, что активность СОД у узорча-
тых растений по сравнению с безузорчатыми была выше как в тканях ксилемы, так и в
тканях флоэмы. Статистическая обработка данных с применением двухвыборочного
t-теста с различными дисперсиями показала, что различия значимы: в ксилеме (p = 0.0051) и
во флоэме (p = 0.00065). При этом в тканях флоэмы активность СОД превосходила та-
ковую в тканях ксилемы в 6 и 4 раза у безузорчатых и узорчатых растений соответ-
ственно (рис. 4).

Активность СОД повышается при возрастании уровня свободнорадикальных про-
цессов, которые, как правило, связывают с различными видами стрессовых воздей-
ствий: водный дефицит, переувлаженение почвы, различное световое и температур-
ное воздействие, обработка растений озоном, тяжелыми металлами, гормонами, ино-
куляция патогенами [11, 24, 27, 45–47]. Формирование аномальной древесины у
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Рис. 3. График зависимости изменения оптической плотности от времени реакции в образцах ксилемы
узорчатых (узор) и безузорчатых (безузор) растений карельской березы. По горизонтали: время наблюдения
за реакцией (t); по вертикали: оптическая плотность (D). На графике отображены уравнения зависимостей
с указанием коэффициента аппроксимации (R2).
Fig. 3. Dependence of the optical density on the duration of the reaction in the patterned and straight-grained xylem
samples of B. pendula var. carelica.
X-axis: time of measurement (t, min); y-axis: optical density (D).
The graph shows the dependence equations and the approximation coefficient (R2).
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карельской березы сопровождается повышением степени паренхиматизации прово-
дящих тканей [48, 49]. В ходе камбиального роста здесь происходит изменение про-
грамм клеточной дифференцировки: вместо ситовидных трубок флоэмы, сосудов и
волокон ксилемы формируются клетки паренхимы [50]. Сценарии ксилогенеза, при
которых идет образование безузорчатой и узорчатой древесины, отличаются между
собой по способу утилизации основной транспортной формы сахаров у березы – саха-
розы. При формировании нормальной по строению древесины (преобладают сосуды
и волокна) метаболизация сахарозы идет преимущественно сахарозосинтазой [51] с
образованием УДФ-глюкозы и фруктозы. УДФ-глюкоза расходуется непосредственно
на синтез компонентов клеточных стенок, выводя, тем самым, углеродные субстраты
из обмена веществ. При нарушении камбиальной деятельности (увеличение количе-
ства паренхимных клеток) гидролиз сахарозы происходит преимущественно по ин-
вертазному пути [52], в результате которого дисахарид расщепляется на глюкозу и
фруктозу. Избыток гексоз утилизируется за счет работы цикла Кребса и пентозофос-
фатного пути. При этом образуются АФК за счет деятельности ферментов дегидроге-
наз и оксигеназ [53–55]. К тому же, клетки паренхимы характеризуются активными
дыхательными процессами, благодаря чему в электрон-транспортной цепи образуется
большое количество супероксидных радикалов [11, 56].

В конце июня дифференцирующаяся ксилема является основным местом потреб-
ления ассимилятов, донорами которых служат фотосинтезирующие листья. У обыч-
ной березы имеет место интенсивный поток сахарозы из флоэмы в ксилему, где она
расходуется на формирование структурных элементов древесины, а у карельской бе-
резы отток сахарозы из флоэмы замедлен, и ее использование в значительной степени
происходит во флоэме [51]. Ранее было показано, что метаболизация сахарозы во фло-
эме у березы происходит преимущественно по инвертазному пути [52], а в ксилеме –
по сахарозосинтазному пути [51]. Вероятно, причиной более высокой активности
СОД в аномальных тканях, по сравнению с нормальными по строению тканями, и в



221ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ

Рис. 4. Активность СОД (усл. ед./мг белка) в ксилеме и флоэме у безузорчатых (безузор) и узорчатых (узор)
растений карельской березы. Различия значимы при p ≤ 0.01 (**) и p ≤ 0.001 (***).
Fig. 4. SOD activity (U/mg protein) in xylem and phloem of straight-grained and patterned B. pendula var. carelica.
Differences are significant at p ≤ 0.01 (**) and p ≤ 0.001 (***).
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тканях флоэмы, по сравнению с тканями ксилемы, является возрастание метаболиза-
ции сахарозы по инвертазному пути в паренхимных клетках и, как следствие, интен-
сивное образование АФК.

Образующаяся в результате работы СОД перекись водорода нейтрализуется КАТ и
ПОД, активность которых в период камбиального роста у узорчатых растений выше,
чем у безузорчатых [4, 6, 8]. Высокая активность ПОД, которая часто выполняет окси-
дазную функцию, сопровождается образованием супероксид-радикалов [57], что так-
же может повышать активность СОД в аномальных тканях.

Ферменты АОС находятся во взаимосвязи друг с другом за счет образования и ути-
лизации АФК. Поддержание необходимого для клетки равновесия супероксид-ради-
калов и перекиси водорода происходит за счет взаимосвязанного функционирования
СОД, ПОД и КАТ [11, 47]. Известны взаимопревращения АФК друг в друга при под-
держании свободнорадикальных процессов и ферментативных превращений [2]. Кроме
того, активный синтез фенольных соединений у растений делает возможным исполь-
зование АФК в качестве субстратов окислительных пероксидазных и полифенолокси-
дазных реакций [58]. Продуктами реакции каталазного окисления являются вода и
молекулярный кислород, который, в свою очередь, может вызвать возрастание актив-
ности ПФО. Так, КАТ, ПОД и ПФО связаны друг с другом посредством молекулярно-
го кислорода, как продукта каталазной реакции, и фенолов растительного организма,
а также перекиси водорода, генерируемой деятельностью СОД [50, 60].

Изучение активности ПФО выявило те же закономерности, как и для СОД. Стати-
стическая обработка данных с применением двухвыборочного t-теста с различными дис-
персиями показала, что активность ПФО в узорчатых тканях превосходила таковую у без-
узорчатых растений в ксилеме в 3.5 раза (p = 0.00015), а во флоэме в 7 раз (p = 0.000095).
При этом, у безузорчатых растений активность ПФО во флоэме была выше по сравне-
нию с ксилемой в 1.5 раза, в то время как у узорчатых растений – в 3 раза (рис. 5).

В качестве сигнальной молекулы, запускающей гены ПФО, может выступать пере-
кись водорода [61], большие количества которой, судя по активности СОД (рис. 4),
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Рис. 5. Активность ПФО (усл. ед./мг белка) в ксилеме и флоэме у безузорчатых (безузор) и узорчатых (узор)
растений карельской березы. Различия значимы при p ≤ 0.001 (***) и p ≤ 0.0001 (****).
Fig. 5. PPO activity (U/mg protein) in xylem and phloem of straight-grained and patterned B. pendula var. carelica.
Differences are significant at p ≤ 0.001 (***) and p ≤ 0.0001 (****).
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ПОД и КАТ [4, 6–8], образуются в узорчатых тканях. Продуктами полифенолоксидаз-
ной реакции являются высокоактивные молекулы – хиноны, образующие семихи-
нонные радикалы, которые ковалентно присоединяться к другим молекулам или ге-
нерируют большое количество супероксидных радикалов, приводя, в свою очередь, к
увеличению активности СОД [61, 62]. Следует отметить, что высокий уровень экс-
прессии генов, кодирующих ПФО, наблюдается в паренхимных клетках. Например,
такой эффект обнаруживали в клетках ксилемной паренхимы у растений томата при
поранении [61], в паренхиме плодов и листьев оливы при созревании [19]. Информа-
ция о количественных значениях ПФО в известной нам литературе недостаточна, и, в
основном, представлена для травянистых растений. Так, при расчете активности
ПФО, используя увеличение абсорбции на 0.001 единицу, было показано, что у цветов
брокколи она достигает сотен и тысяч условных единиц [37], у плодов водяного ореха
около 1000 [38], а у щавеля около 1300 [39].

Повышение активности ПФО может быть обусловлено ее участием в синтезе лиг-
нина [16, 17]. Высокоактивные хиноны могут модифицировать и сшивать большое ко-
личество клеточных молекул с получением полимеров [33]. При этом одревеснение
клеточных стенок трахеальных и волокнистых элементов происходит с участием кле-
ток паренхимы: синтезирующиеся в них монолигнолы экспортируются в клеточную
стенку соседних одревесневающих клеток [63–67]. В предыдущих наших исследова-
ниях было показано, что в тканях ксилемы у B. pendula var. carelica выше жесткость
структуры клеточной стенки, по сравнению с B. pendula var. pendula, за счет увеличе-
ния доли компонентов фенольной природы, как в составе лигнина, так и в виде попе-
речных диферуловых мостиков [68].

Кроме того, в клетках паренхимы содержится большое количество фенолов [69], та-
ким образом, нет недостатка для действия ПОД и ПФО, которые, выполняя сходные
каталитические функции, нейтрализуют перекись водорода и активный кислород, на-
личие которых сопровождает активные дыхательные процессы в этих тканях.
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Таким образом, на примере безузорчатых и узорчатых растений карельской березы,
различающихся по структуре древесины, показана не раз отмечаемая в литературе,
взаимосвязь ферментов АОС. Причиной возрастания активности ферментов антиок-
сидантной защиты при аномальном ксилогенезе является возрастание роли инвер-
тазного пути при утилизации сахарозы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методы определения активности ферментов не являются статичным явлением.
Проведенное исследование еще раз подтверждает сложность подбора условий для
проведения биохимических реакций и необходимость их адаптации в соответствии с
особенностями разных объектов.

Предложенные в статье методы определения активности СОД и ПФО, как нам ка-
жется, позволят учитывать особенности ферментного препарата исследуемых образ-
цов, что особенно важно для тканей древесного растения.

Используя модифицированные методы, мы определили активность СОД и ПФО у
карельской березы в нормальных и аномальных тканях ксилемы и флоэмы. Оказа-
лось, что и активность СОД, и активность ПФО, будучи вовлеченными в общую цепь
реакций АОС, отличаются у узорчатых и безузорчатых растений карельской березы,
подтверждая их различный метаболический статус при разных сценариях ксилогенеза.
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Determination of Superoxide Dismutase and Polyphenol Oxidase Activity
in Betula pendula var. carelica (Betulaceae) Wood with Different Degree 

of Xylogenesis Disturbance

K. M. Nikerovaa, *, N. A. Galibinaa, Yu. L. Moshchenskayaa,
M. N. Borodinaa, I. N. Sofronovaa
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Abstract—Effect of modifications in experimental conditions for determining superoxide
dismutase and polyphenol oxidase activity in xylem and phloem tissues of woody plants by
the example of Karelian birch, also known as curly birch, (Betula pendula Roth var. carelica
(Mercl.) Hämet-Ahti) was studied. Some minor features of enzyme reactions were taken in-
to consideration while testing the proposed chemical reaction techniques and mathematically
evaluating enzyme activity. The multidirectional trends in behavior of superoxide dismutase
and polyphenol oxidase enzymes under different birch xylogenesis scenarios are shown.

Keywords: superoxide dismutase, polyphenol oxidase, antioxidant system, xylogenesis, curly
birch, Karelian birch.
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