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Изучали влияние кратковременного закаливания (одноминутный прогрев в водном термостате 
при температуре 42°С) и последующего повреждающего нагрева (десятиминутное воздействие 
температуры 45°С через 24 ч после закаливания) на интенсивность пероксидного окисления 
липидов (ПОЛ) и активность супероксиддисмутазы (СОД) в корнях и побегах проростков 
пшеницы. Закаливание вызывало уменьшение содержания в тканях продукта ПОЛ – 
малонового диальдегида (МДА) и индуцировало увеличение активности СОД. После 
повреждающего нагрева отмечалось увеличение содержания МДА и снижение активности 
СОД в корнях проростков. Предварительное закаливание проростков способствовало 
сохранению более высокой активности СОД. Антиоксидант ионол и ингибитор биосинтеза 
белка циклогексимид в значительной степени нивелировали влияние закаливания на 
активность СОД. Обосновывается предположение о роли активных форм кислорода в 
индуцировании защитных реакций, в частности, в активации синтеза СОД при тепловом 
закаливании растений. 
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1Вопрос о природе посредников между 
тепловым воздействием и биохимическим 
ответом растительной клетки до настоящего 
времени является предметом дискуссии [5, 17]. 
Феномен кратковременного теплового закали-
вания представляет интерес как одна из экспе-
риментальных моделей для изучения механиз-
мов активации защитных реакций растений на 
температурные стрессы [7]. В последние годы 
выяснилось, что увеличение теплоустойчивос-
ти растений под влиянием кратковременных 
сублетальных тепловых воздействий связано не 
только с изменением конформации уже сущес-
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твующих белков [2, 4], но и с индуцированным 
синтезом белков [7, 16]. Для его запуска необ-
ходима передача температурного сигнала в ге-
ном с участием сигнальных систем раститель-
ных клеток.  

Ранее нами показано, что одноминутное 
воздействие на проростки пшеницы сублеталь-
ной температуры (42°С) приводило к кратков-
ременному увеличению содержания перокси-
дов и повышению теплоустойчивости пророст-
ков [1]. Подобные эффекты в значительной 
степени нивелировались экзогенным антиокси-
дантом, что свидетельствует о роли активных 
форм кислорода (АФК) в индуцировании защи-
тных реакций, приводящих к повышению теп-
лоустойчивости.  
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Существует мнение, что сигнальные фун-
кции могут выполнять не только сами по себе 
АФК [15], но и продукты пероксидного окис-
ления липидов (ПОЛ) [14]. Естественно пола-
гать, что одной из защитных реакций, индуци-
руемых окислительным стрессом, может быть 
активация антиоксидантных ферментов [3]. 
Так, на примере проростков пшеницы нами 
продемонстрировано индуцированное закали-
ванием повышение активности каталазы и пе-
роксидазы, происходившее после увеличения 
содержания пероксидов [1]. Повышению акти-
вности супероксиддисмутазы (СОД) при адап-
тации растений гороха к высокой температуре 
предшествовало возрастание содержания про-
дуктов ПОЛ [5]. В то же время известно, что 
одна из наиболее распространенных у эукариот 
форм СОД – Cu/Zn-СОД – может инактивиро-
ваться пероксидами [10]. Необходимо отме-
тить, что в целом конкретных доказательств 
участия АФК в процессах термоиндуцирован-
ного повышения активности антиоксидантных 
ферментов пока очень мало. 

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние возможности индуцирования кратковре-
менным тепловым закаливанием активности 
одного из важнейших антиоксидантных ферме-
нтов – СОД – в проростках пшеницы и выясне-
ние возможного значения эффекта окислитель-
ного стресса в запуске такой адаптивной реак-
ции. 

МЕТОДИКА  

Объектом исследования явились четырех-
суточные проростки озимой мягкой пшеницы 
Triticum aestivum L. сорта Донецкая 48. Усло-
вия проращивания семян и подготовки пророс-
тков к эксперименту описаны нами ранее [1]. 
Кратковременное закаливание осуществляли 
путем одноминутного прогрева проростков в 
ванне ультратермостата при температуре 
42,0±0,1°С.  

Обработку проростков антиоксидантом 
ионолом (бутилгидрокситолуол – 90 мкМ) или 
ингибитором биосинтеза белка на 80S рибосо-
мах циклогексимидом (ЦГ – 20 мкМ) начинали 
за 24 ч до закаливания. После закаливания кор-
невую систему проростков соответствующих 
вариантов в течение 24 ч также выдерживали 
на растворах ионола или ЦГ. Концентрации 
этих соединений, которые нивелировали разви-
тие теплоустойчивости, но в физиологически 
нормальных условиях не проявляли признаков 
фитотоксического действия, выбирали на осно-
вании предварительных опытов. 

Как было установлено ранее [1], макси-
мальная теплоустойчивость проростков наблю-
далась через 24 ч после закаливания. Именно 
через такой промежуток времени проростки 
подвергали повреждающему (тестирующему) 
нагреву в водном термостате (воздействие тем-
пературы 45,0±0,1°С в течение 10 мин).  

На разных стадиях эксперимента (см. 
ниже) в корнях и побегах определяли содержа-
ние конечного продукта ПОЛ малонового диа-
льдегида (МДА) и активность СОД. 

Для определения содержания МДА наве-
ску корней или побегов (0,3 г) гомогенизирова-
ли в 0,1 М трис-НСl буфре (рН 7,6) с добавле-
нием 0,35 М NaCl, конечный объем гомогената 
- 10 мл. К гомогенату добавляли 2 мл 0,5%-
ного раствора ТБК в 20%-ной трихлоруксусной 
кислоте, нагревали на кипящей водяной бане 30 
мин и фильтровали. Оптическую плотность 
определяли при длине волны 532 нм относите-
льно буфера с реагентом [6]. Концентрацию 
МДА рассчитывали по молярной экстинции 
МДА (ε = 1,56 · 105/(М·см)). 

Для анализа активности СОД раститель-
ные ткани гомогенизировали в 0,15 М К/Na-
фосфатном буфере (рН 7,8), конечный объем 
гомогената - 20 мл. Гомогенат центрифугиро-
вали в течение 15 мин при 7000 g. Активность 
фермента определяли, используя метод, в осно-
ве которого способность фермента конкуриро-
вать с нитротетразолием синим за супероксид-
ные анион-радикалы, образующиеся вследствие 
аэробного взаимодействия НАД·Н и феназин-
метасульфата [8]. 

Для оценки теплоустойчивости пророст-
ков через 24 ч после тестирующего нагрева их 
выставляли на рассеянный свет (2 клк, фотопе-
риод – 14 ч) и через 3 сут определяли выжива-
ние. 

Повторность независимых опытов 3-4-
кратная (биохимические показатели) или шес-
тикратная (оценка выживания). В последнем 
случае в каждом варианте оценивали не менее 
30 проростков. На рисунках приведены средние 
значения и их стандартные отклонения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ  

В корнях проростков контрольного вари-
анта изменения содержания продукта ПОЛ 
(МДА) за время наблюдений были несущест-
венными (рис. 1А, а-г, е), в побегах происходи-
ло снижение количества продукта ПОЛ через 
24 ч от начала наблюдений (рис. 1Б, г), через  
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48 ч с момента начала наблюдений данный по-
казатель не изменялся (рис. 1Б, е).  

Предварительная обработка проростков 
пшеницы антиоксидантом ионолом сама по се-
бе не вызывала достоверного изменения содер-
жания МДА в корнях (рис. 1А, а) и побегах 
(рис. 1Б, а). Кратковременное тепловое закали-
вание приводило к уменьшению содержания 
МДА в органах проростков. В корнях такой 
эффект проявлялся уже через 1 ч после закали-
вания рис. 1А, в), в побегах тенденция к уме-
ньшению содержания МДА была зарегистри-
рована через 24 ч с момента закаливания рис. 1, 
г). В предыдущей работе [1] нами показано, что 
тепловое закаливание вызывало кратковремен-
ное увеличение содержания пероксидов в кор-
нях проростков пшеницы, которое наблюдалось 
через 15 мин после нагрева. МДА является ко-
нечным продуктом ПОЛ и его изменения при 
стрессовых воздействиях не столь динамичны 
[5]. Возможно, по этой причине нам не удалось 
установить эффекта увеличения его содержа-
ния, которое, как элемент окислительного 
стресса, могло предшествовать зарегистриро-
ванному нами снижению уровня ПОЛ через 1-
24 ч после закаливания (рис. 1). В пользу пред-
положения о том, что снижение содержания 
МДА в корнях и побегах закаленных пророст-
ков связано именно с вызываемым закаливани-
ем кратковременным окислительным стрессом, 
свидетельствует не только выявленное ранее 
увеличение содержания пероксидов после зака-
ливания [1], но и снятие антиоксидантом ионо-
лом вызываемого закаливанием снижения по-

казателя ПОЛ. Такой эффект ионола был до-
стоверным в корнях (рис. 1А, в-г).  

Рис. 1. Содержание МДА (нмоль/г сухого вещества) в корнях (А) и побегах (Б) проростков 
пшеницы.  
Здесь и на рис. 2: 1 – контроль, 2 – закаливание (42°С, 1 мин), 3 – ионол (90 мкМ), 4 – закалива-
ние + ионол, 5 – повреждающий нагрев, 6 – закаливание + повреждающий нагрев, 7 – ионол + 
повреждающий нагрев, 8 – закаливание + ионол + повреждающий нагрев; а – через 24 ч после 
обработки ионолом (до закаливания), б, в, г – соответственно через 0,25, 1 и 24 ч после закалива-
ния, д – через 1 ч после повреждающего нагрева, е – через 24 ч после повреждающего нагрева 
либо через 48 ч после закаливания. 
 

Через 24 ч после повреждающего нагрева 
(48 ч от начала наблюдений) происходило уве-
личение содержания МДА в корнях проростков 
всех вариантов. При этом достоверной разницы 
между вариантами выявить не удалось (рис. 
1А, е). В корнях проростков, которые не подве-
ргались повреждающему нагреву, через 48 ч 
после закаливания и/или через 24 ч после пре-
кращения обработки ионолом содержание 
МДА было немного меньшим, чем в прогретых 
образцах (рис. 1А, е). При этом достоверные 
различия между вариантами опыта не проявля-
лись.  

В побегах после повреждающего нагрева 
интенсивность ПОЛ изменялась мало (рис. 1Б, 
д, е). Наименьшие величины содержания МДА 
наблюдались в образцах, повергнутых предва-
рительному закаливанию. Ионол снимал дан-
ный эффект, что позволяет предполагать роль 
АФК в регуляции адаптивных изменений в ан-
тиоксидатнтной системе. В побегах пророст-
ков, не подвергнутых повреждающему нагреву, 
через 48 ч после закаливания разница между 
вариантами была недостоверной, хотя, как уже 
отмечалось, в целом наблюдалось уменьшение 
содержания МДА по сравнению с исходными 
значениями (рис. 1Б, е).  

В следующей серии экспериментов изу-
чали изменение активности СОД после закали-
вания и действия повреждающих температур. 
Кроме того, используя экзогенный антиокси-
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дант (ионол), оценивали значение подъема со-
держания АФК как возможного триггера в уве-
личении активности антиоксидантного фермен-
та. 
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В процессе инкубации проростков конт-
рольного варианта (без закаливания и повреж-
дающего нагрева) происходили флуктуации ак-
тивности фермента. Так, через 24 ч от начала 
наблюдалось некоторое увеличение активности 
СОД как в корнях (рис. 2А, г), так и в побегах 
(рис. 2Б, г). Как и отмеченные выше изменения 
интенсивности ПОЛ, такие эффекты могут 
быть связаны с периодическими колебаниями 
интенсивности окислительных процессов в хо-
де развития проростка [9]. Похожие флуктуа-
ции выявлены нами на пример

цы и для пероксидазы [1].  

Сама по себе обработка проростков ио-
нолом вызывала снижение активности СОД в 
корнях (рис. 2А, а) и побегах (рис. 2Б, а). Такой 
эффект может быть связан с уменьшением в 
тканях количества супероксид

щегося субстратом СОД. 

Закаливание индуцировало увеличение 
активности СОД. Наибольшие величины про-
являлись в корнях (рис. 2А, б-г) и побегах (рис. 
2Б, б-г) через 24 ч после действия закаливаю-
щей температуры. Ионол нивелировал вызыва-
емое закаливанием увеличение фе

тивности в корнях и побегах.  

Последующий повреждающий нагрев вы-
зывал снижение активности СОД в корнях всех 
вариантов (рис. 2А, д, е). Однако в корнях 
предварительно закаленных проростков сохра-
нялась более высокая активность СОД. В вари-
антах с обработкой образцов ионолом значения 
активности фермента на этой фазе опыта не от-
личались от контроля. В корнях проростков, не 
подвергнутых повреждающему нагреву, актив-

ность СОД через 48 ч от начала наблюдений во 
всех вариантах опыта мало отличалось от вели-
чин, которые наблю

Рис. 2. Активность СОД (Е, усл. ед. /(г сухого вещества·мин)) в корнях (А) и побегах (Б) 
проростков пшеницы (обозначения как на рис. 1). 
 

 (рис. 2А, е). 

Через 1-24 ч после повреждающего на-
грева активность СОД в побегах незакаленных 
и закаленных проростков существенно не из-
менялась (рис. 2Б, д, е). В побегах предварите-
льно закаленных проростков при этом сохраня-
лась более высокая активность, чем в незака-
ленных (рис. 2Б, д). Через 1 ч после поврежда-
ющего нагрева отмечалось повышение актив-
ности СОД в вариантах с предобработкой ио-
нолом. В побегах проростков, которые не по-
двергались повреждающему нагреву, через 24 ч 
после их переноса на среду без ионола (48 ч от 
начала наблюдений) активность антиоксидант-
ного фе

. 

Таким образом, в целом, полученные 
данные свидетельствуют о повышении актив-
ности СОД в корнях и побегах проростков 
пшеницы под влиянием кратковременного вы-
сокотемпературного закаливания. Нивелирова-
ние антиоксидантом ионолом такого эффекта 
закаливания позволяет полагать, что в качестве 
индуктора повышения активности СОД может 
выступать увеличение содержания АФ

щее под влиянием закаливания.  

Для проверки возможности индуцирова-
ния синтеза СОД под действием закаливающих 
температур в специальной серии опытов иссле-
довали влияние ингибитора биосинтеза белка 
ЦГ на активность СОД в корнях проростков в 
условиях закаливания и пос

ающей температуры. 

Предобработка проростков ЦГ сама по 
себе не влияла на активность СОД в корнях 
(рис. 3, а), однако она снимала увеличение ак-
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тивности СОД, наблюдавшееся через 1-24 ч по-
сле закаливания (рис. 3, б, в). Как уже отмеча-
лось, в последующие 24 ч происходило повы-
шение активности СОД в корнях проростков 
контрольного варианта. Этот эффект практиче-
ски полностью угнетался ингибитором биосин-
теза белка (рис. 3, в). Таким образом, весьма 
значительное нивелирование изменений актив-
ности СОД ингибитором биосинтеза белка по-
зволяет полагать важную роль новообразования 
ферме

х 
закале

в а ом нг

 

на те

функционированию в условиях 
действия на растение х высоких 
температур. 

1. 

кості проростків пшениці короткочасною ді-

нта в регуляции его активности. 

После повреждающего нагрева наиболее 
высокая активность СОД сохранялась в корня

нных проростков, при этом обработка их 
ЦГ уменьшала эффект закаливания (рис. 3, г). 

Необходимо отметить, что обработка 
проростко нтиоксидант  ионолом и и иби-
тором биосинтеза белка ЦГ не только модифи-
цировала изучаемые показатели про-
/антиоксидантного равновесия, но и нивелиро-
вала влияние закаливания на интегральный по-
казатель – теплоустойчивость проростков, 
определяемую по их выживанию через 3 сут 
после повреждающего нагрева. Обработка про-
ростков ионолом значительно снижала эффект 
повышения теплоустойчивости, вызываемый 
закаливанием (рис. 4), хотя антиоксидант ионол 
сам по себе несколько повышал теплоустойчи-
вость проростков, что согласуется с результа-
тами экспериментов, проведенных ранее [1]. 
ЦГ в используемой концентрации мало влиял 
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Рис. 3. Влияние ЦГ на активность СОД (Е) в 
корнях проростков пшеницы. 
1 – контроль, 2 – закаливание (42°С, 1 мин), 3 – 
ЦГ (20 мкМ), 4 – закаливание + ЦГ, 5 – повреж-
дающий нагрев, 6 – закаливание + повреждаю-
щий нагрев, 7 – ЦГ + повреждающий нагрев, 8 – 
закаливание + ЦГ + повреждающий нагрев; а – 
через 24 ч после обработки ЦГ (до закаливания), 
б, в – соответственно через 1 и 24 ч после зака-
ливания, г – через 1 ч после повреждающего на-
грева. 
 

плоустойчивость проростков, однако по-
лностью устранял эффект закаливания (рис. 4).  

Таким образом, полученные нами резуль-
таты можно трактовать как свидетельство при-
частности АФК и индуцированного белкового 
синтеза к процессу развития теплоустойчиво-
сти проростков после кратковременного их за-
каливания высокой температурой. Необходимо 
отметить, что феномен повышения активности 
антиоксидантных ферментов (в частности, СОД 
и каталазы) у растений пшеницы зарегистриро-
ван ранее на примере продолжительного дейст-
вия акклиматизационной температуры (34°С) 
[18]. Повреждающие температуры могут вызы-
вать снижение активности СОД и каталазы в 
растениях [11, 13]. Мы показали возможность 
индуцирования антиоксидантных ферментов – 
СОД (см. рис. 2), а также каталазы и раствори-
мой пероксидазы [1] после кратковременного 
теплового закаливания повреждающими темпе-
ратурами. Посредниками в таком действии за-
каливающих температур, по-видимому, явля-
ются АФК, количество которых может увели-
чиваться почти сразу после теплового воздей-
ствия [1, 12]. Вероятно, закаливающее воздей-
ствие «готовит» антиоксидантную систему к 
адекватному 
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Рис. 4. Выживание (%) проростков пшеницы 
после повреждающего нагрева.  
1 – контроль, 2 – закаливание (42°С, 1 мин), 3 – 
ионол (90 мкМ), 4 – закаливание + ионол, 5 – ЦГ 
(20 мкМ), 6 – закаливание + ЦГ. 
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INFLUENCE OF THE SHORT-TERM HEAT HARDENING  
AND DAMAGING HEATING ON THE INDEXES OF PRO-/ANTIOXIDATIVE 

BALANCE IN WHEAT PLANTLETS  

Yu. V. Karpets1,2, Yu. Ye. Kolupaev1, T. O. Yastreb1, O. I. Obozniy1  

1V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University  
(Kharkiv, Ukraine) 

 2G.M. Vysotskiy Ukrainian Research Institute of Forestry and Forest Melioration 
(Kharkiv, Ukraine) 

The influence of short-term hardening (one-minute heating in the water thermostat at temperature 
42°С) and the subsequent damaging heating (ten-minute influence of temperature 45°С through 24 
hours after hardening) on the intensity of lipid peroxidation (LPO) and superoxide dismutases 
(SOD) activity in roots and propagules of wheat plantlets have been studied. Hardening caused re-
duction of the content of LPO product - malonic dialdehyde (MDA) and induced the increase of 
SOD activity in tissues. The increase of MDA content and decrease of SOD activity in roots of 
plantlets have been registered after the damaging heating. Preliminary hardening of plantlets pro-
moted preservation of higher SOD activity. Antioxidant ionol and inhibitor of protein biosynthesis 
cycloheximide substantially levelled influence of hardening on SOD activity. The assumption about 
the role of reactive oxygen species in the induction of protective reactions, in particular, in activa-
tion of SOD synthesis at the plants heat hardening is proving. 

Key words: Triticum aestivum L., heat hardening, heat resistance, reactive oxygen species, lipid 
peroxidation, malonic dialdehyde, antioxidants, superoxide dismutase 

ВПЛИВ КОРОТКОЧАСНОГО ТЕПЛОВОГО ЗАГАРТУВАННЯ  
І УШКОДЖУЮЧОГО НАГРІВАННЯ НА ПОКАЗНИКИ  

ПРО-/АНТИОКСИДАНТНОЇ РІВНОВАГИ  
В ПРОРОСТКАХ ПШЕНИЦІ 

Ю. В. Карпець1,2, Ю. Є. Колупаєв1, Т. О. Ястреб1, О. І. Обозний1

1Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва 
(Харків, Україна) 

2Український науково-дослідний інститут лісового господарства  
і агролісомеліорації ім. Г.М. Висоцького 

(Харків, Україна) 

Вивчали вплив короткочасного загартування (однохвилинний прогрів у водному термостаті 
за температури 42°С) та наступного ушкоджуючого нагрівання (десятихвилинний вплив тем-
ператури 45°С через 24 год після загартування) на інтенсивність пероксидного окиснення лі-
підів (ПОЛ) і активність супероксиддисмутази (СОД) в коренях і пагонах проростків пшени-
ці. Загартування спричинювало зменшення вмісту у тканинах продукту ПОЛ – малонового 
діальдегіду (МДА) та індукувало збільшення активності СОД. Після ушкоджуючого нагрі-
вання відзначалося збільшення вмісту МДА і зниження активності СОД у коренях. Попере-
днє загартування проростків сприяло збереженню більш високої активності СОД. Антиокси-
дант іонол та інгібітор біосинтезу білка циклогексимід значною мірою нівелювали вплив за-
гартування на активність СОД. Обґрунтовується припущення щодо ролі активних форм кис-
ню в індукуванні захисних реакцій, зокрема, в активації синтезу СОД за теплового загарту-
вання. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., теплове загартування, теплостійкість, активні форми 
кисню, пероксидне окиснення ліпідів, малоновий діальдегід, антиоксиданти, 
супероксиддисмутаза 
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