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ВВЕДЕНИЕ

Антиоксидантная система (АОС) – важнейший меха-
низм, формирующий устойчивость растений к стрессо-
рам [1], участвующий в иммунном ответе [2] и клеточ-
ном сигналинге [3, 4]. Она представлена ферментами, 
в т. ч. супероксиддисмутазой (СОД), каталазой (КАТ), 
пероксидазой (ПО) и др., и низкомолекулярными анти-
оксидантами (НМАО), такими как аскорбат, глутатион, 
каротиноиды, фенольные соединения, филлохиноны, 
токоферолы и др. вещества [5, 6].

Количество генов, кодирующих антиоксидантные 
ферменты, на порядок больше, чем самих ферментов, 
однако каждый из этих ферментов имеет множество 
изоформ. Например, в геноме Arabidopsis thaliana L. 

≈40 генов кодируют антиоксидантные ферменты [7]. 
Общее количество генов, задействованных в фор-
мировании АОС, гораздо больше и включает в себя 
гены, кодирующие ферменты обмена НМАО [8–14].

Гены АОС являются важными объектами как 
классической [15, 16], так и генетически модифици-
рованной [1, 17] селекции, позволяющей выводить 
наиболее устойчивые сорта.

Регуляция образования компонентов АОС в клет-
ках растений может осуществляться на уровне транс-
крипции, трансляции, процессинга и посттранс-
ляционной модификации белка (ПТМ) [18]. Было 
показано, что цитозольная аскорбатпероксидаза 
у Pisum sativum L. регулируется контролем синтеза 
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Изучили реакции антиоксидантной системы (АОС) суточных прорастающих семян и 8-суточных 
проростков гороха, культивированных с использованием 10%- и 100%-го водного экстракта из 
отработанного соломенного субстрата вешенки (далее – экстракт). За 100%-й экстракт прини-
мали маточный раствор после его приготовления, а 10%-й получали путем разбавления маточ-
ного. Растения выращивали в олиготрофных гидропонных условиях и в эвтрофных условиях на 
серой лесной почве. В качестве основных показателей реакции АОС исследовали активность су-
пероксиддисмутазы (СОД), каталазы (КАТ), пероксидазы (ПО), экспрессию генов SOD-1, CAT-
1, POD, содержание низкомолекулярных антиоксидантов (НМАО): аскорбата, филлохинонов и 
свободного пролина. Показано ингибирующие действие 10%- и 100%-го экстрактов на актив-
ность СОД и КАТ, но не на активность ПО в суточных прорастающих семенах. При этом со-
держание транскриптов иРНК генов SOD-1 и POD лишь незначительно снижалось в семенах, 
культивируемых на 100%-ном экстракте, в остальных опытных группах уровень экспрессии 
генов не отличался от контроля. Содержание аскорбата во всех опытных группах не отличалось 
от контроля, а филлохинонов и свободного пролина было меньше, чем в контроле. В листьях 
8-суточных проростков, культивированных в гидропонной среде, во всех опытных группах ак-
тивность ферментов АОС, экспрессия кодирующих их генов и содержание филлохинонов, сво-
бодного пролина не отличались от контроля. При этом содержание аскорбата было больше. У 
растений, культивируемых в  почве с использованием 10%-го экстракта, все показатели АОС 
не отличались от контроля. У растений, выращенных с использованием 100%-го экстракта, 
активность СОД, уровень экспрессии гена SOD-1, содержание аскорбата и свободного проли-
на были больше, а остальные показатели не отличались от контроля. Таким образом, экстракт 
на начальных этапах прорастания ингибировал АОС гороха с последующим восстановлением 
(в олиготрофных условиях) и усилением (в эвтрофных условиях культивирования) ее работы.
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белка, вероятно, на уровне инициации трансляции 
во время засухи [19]. Установлено, что экспрессия 
2-х генов Cu/Zn SOD регулируется микроРНК 398, 
а экспрессия микроРНК 398 репрессируется в ус-
ловиях стресса, что позволяет системе активиро-
вать целевые гены SOD для защиты [20, 21]. Для гена 
CAT‑2 обнаружена световая зависимость накопления 
иРНК [22]. Гены CAT семян рапса и хлопка были 
мишенями для некоторых микроРНК [23, 24]. Ана-
лиз предполагаемых сайтов-мишеней микроРНК 
в генах TaCAT показал, что 7 из этих генов могут 
регулироваться 8-ю различными микроРНК. Два 
члена семейства микроРНК 395 пшеницы нацелены 
на 3 TaCAT (TaCAT1-A/B/D), а микроРНК 408 наце-
лены на 2 TaCAT (TaCAT2-A/B) [25]. Известно, что 
стрессовое воздействие активирует гены АОС, в том 
числе: SOD [20, 21, 26], САТ [26], APX [19, 26], GPX 
[26], синтез каротиноидов [27], α-токоферолов [27], 
пластохинонов [27], дегидринов [28] и др. Предва-
рительная обработка регуляторами роста растений 
(РРР) способствует активации АОС, в том числе 
путем усиления экспрессии генов [29–32].

Таким образом, регулирование работы АОС воз-
можно не только за счет подбора оптимальных ге-
нов (участвующих в ее формировании) с помощью 
селекции, но и за счет технологических приемов, 
в том числе используя РРР. Сочетание этих 2-х под-
ходов может существенно увеличить устойчивость 
растений и, как следствие, повысить продуктивность 
агроценозов. Перед применением РРР важно изучить 
их способность как активировать, так и подавлять 
АОС, что в полной мере может быть использовано 
в качестве инструмента для управления защитными 
механизмами растений. В качестве сырья для полу-
чения РРР могут выступать различные компоненты 
растительного, животного, грибного происхождения 
или микроорганизмы [33]. Одним из перспективных 
сырьевых ресурсов выступают грибы: они действуют 
за счет содержащихся в них регуляторных молекул 
(сахаров, аминокислот, пептидогликанов, хитозана, 
аллелопатов и др. компонентов), ряд из которых обла-
дает элиситорным и эффекторным действием [34, 33].

В связи с этим цель работы – исследование реак-
ции АОС прорастающих семян и проростков гороха 
(Pisum sativum L.) при действии экстракта из отра-
ботанного соломенного субстрата гриба вешенки.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Экстракт готовили согласно технологии, описан-
ной в работе [35]. В качестве объекта исследования 
влияния экстракта на растения использовали семена 
гороха посевного (Pisum sativum L.) сорта Альбумен. 
Семена замачивали в растворах экстракта с концен-
трацией 10 и 100%. За 100%-ный экстракт принима-
ли полученный маточный раствор после его приго-
товления, а 10%-ный готовили путем добавления 
к маточному раствору воды (V = 1 : 9). Далее часть 
проростков культивировали на гидропонных средах 
с использованием соответствующих растворов экс-
тракта, в качестве контроля использовали отстоянную 
водопроводную воду. Другую часть выращивали на 
серой лесной почве, где опытные образцы поливали 
экстрактом с концентрацией 10 и 100%, а контроль – 
отстоянной водопроводной водой.

Антиоксидантный статус прорастающих семян 
и проростков определяли за счет измерения активно-
сти ключевых антиоксидантных ферментов суперок-
сиддисмутазы (СОД), каталазы (КАТ), растворимой 
пероксидазы (ПО), экспрессии их некоторых генов 
(SOD‑1, CAT‑1, POD) и содержания ряда низкомо-
лекулярных антиоксидантов (НМАО) (аскорбата, 
филлохинонов, свободного пролина). Активность 
СОД определяли по ее способности реагировать с ни-
тросиним тетразолием [36]. Активность КАТ в про-
растающих семенах определяли газометрическим 
методом [37], в листьях – спектрофотометрическим, 
по восстановлению пероксида водорода  [38]. Актив-
ность растворимых ПО оценивали по интенсивности 
окрашивания раствора бензидиновой синью [37].

Экспрессию генов SOD‑1, CAT‑1, POD в зароды-
шевой ткани прорастающих семян и листьях про-
ростков, а также подбор праймеров для постановки 

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность праймеров для проведения ПЦР

Ген Тип 
прай-
мера

Последовательность 5'–3' Номер NCBI Темпе-
ратура 

отжига, °C

Размер 
ампли-

кона, п. н.
Ps Aktin L AACCGGAATGGTTAAGGCTG U81047.1 60.00 292

R AAGCGGAGCTTCAGTGAGAA 60.00
Ps SOD‑1 L TGAAGGCTGTGGCAGTTCTT AB189165.1 59.82 164

R GCAACCGTTTGTGGTGTCTC 59.97
Ps CAT‑1 L GCTTGCATTTTGTCCTGCCA X60169.1 59.97 125

R GTTGCAGGTAGTTCGGTCCA 59.97
Ps POD L TTGTGCTTGGAGGCTTACCC AB193820.1 60.25 510

R GGGTGAGGCCTTGTTTAGCA 60.25
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полимеразной цепной реакции (ПЦР) проводи-
ли в соответствии с описанными ранее методика-
ми [39]. Полученные олигонуклеотиды представ-
лены в табл. 1. 

Аскорбат определяли по Тильмансу. Филлохи-
ноны измеряли спектрофотометрическим методом 
в гексановой вытяжке [37]. Свободный пролин фик-
сировали по методу Bates и др. [40] в модификации 
Калинкиной и др. [41].

Эксперимент проводили в 3-х биологических по-
вторностях, а каждый образец анализировали в 3-х 
аналитических повторностях. Результаты обрабатыва-
ли статистически, рассчитывая среднее арифметиче-
ское (М) и стандартные отклонения (σ) с использова-
нием программы Microsoft Excel 2010. Достоверность 
различий оценивали по t-критерию Стьюдента с по-
правкой Бонферрони и H‑критерию Крускала–Уол-
лиса, уровень значимости достоверности – 95% [42].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование активности и экспрессии некоторых 
генов основных антиоксидантных ферментов (СОД, 
КАТ и ПО) показали зависимость изученных пара-
метров от дозы экстракта, однако данные ферменты 
реагировали не одинаково. В суточных прорастающих 
семенах гороха, культивируемых как на 10%-ном, так 
и на 100%-ном экстрактах, активность СОД была су-
щественно подавлена (Р  ≤ 0.05) (рис.  1-Ia), при этом 
отмечена дозозависимая реакция (чем больше концен-
трация экстракта, тем меньше активность фермента).

Экспрессия одного из генов SOD‑1 совпадала с ди-
намикой активности фермента частично: в опытных 
группах прорастающих семян с применением 10%-
ного экстракта содержание транскриптов иРНК дан-
ного гена не отличалось от контроля (Р  ≥ 0.05), а в за-
родышах семян, культивируемых на 100%-ном экс-
тракте, содержание транскриптов иРНК гена SOD‑1 
было снижено (рис. 1-IIa) (Р  ≤ 0.05). В листьях всех 
опытных групп 8-суточных проростков гороха, выра-
щенных на гидропонике, и в проростках, культиви-
руемых на 10%-ном экстракте на почве, активность 
СОД (рис. 1-Iб) и содержание транскриптов иРНК 
исследованного гена SOD‑1 (рис. 1-IIб) достоверно не 
отличались от контроля (Р ≥ 0.05). При этом в листьях 
проростков, культивированных в почве с использова-
нием 100%-ного экстракта, активность СОД (рис. 1-Iв) 
и экспрессия исследованного гена данного фермента 
(рис. 1-II в) была больше контроля (Р  ≤  0.05).

Активность КАТ в прорастающих семенах и ис-
следованных проростках частично отличалась от 
активности СОД. Во всех опытных группах гороха 
суточных прорастающих семян активность данного 
фермента была подавлена (Р  ≤ 0.05), при этом так 
же,  как и в случае с СОД, имела место дозозависи-
мая реакция (рис. 2-Ia).

Экспрессия исследованного гена CAT‑1 как в опыт-
ных, так и в контрольной группе, имела одинаковую 
интенсивность (Р  ≥ 0.05) (рис. 2-IIa). В листьях во 
всех опытных группах недельных проростков гороха 
активность КАТ статистически значимо не отлича-
лась от контроля (Р  ≥ 0.05), а если сравнивать с су-
точными прорастающими семенами, то можно го-
ворить об усилении (или нормализации) активности 
данного фермента в динамике (рис. 2-Iб), экспрес-
сия исследованного гена в опытных группах, так же 
как и в суточных прорастающих семенах, не отли-
чалась от контроля (Р  ≥ 0.05) (рис. 2-IIб), что могло 
свидетельствовать об ингибировании компонентов 
экстракта на уровне белковой молекулы фермента.

Оценка активности растворимой ПО и экспрессии 
одного из ее генов показала результат, отличный по 
сравнению с другими исследованными ферментами 
АОС. В опытных группах суточных прорастающих 
семян гороха активность ПО статистически значи-
мо не отличалась от контроля (Р  ≥  0.05) (рис. 3-Ia), 
хотя и имелась тенденция к ее угнетению в семенах, 
культивируемых на 100%-ом экстракте.

Экспрессия гена данного фермента в семенах, 
прораставших на 10%-ном экстракте, также не отли-
чалась от контроля, а в зародышах семян, культиви-
руемых с применением 100%-ного экстракта, была 
меньше контроля (Р  ≤ 0.05) (рис. 3-IIa). В листьях 
всех опытных групп недельных проростков гороха, 
выращенных как на гидропонике, так и в почве, 
активность ПО и содержание транскриптов иРНК 
одного из генов РОD достоверно не отличались от 
соответствующих показателей контроля (Р  ≥ 0.05).

Экстракт влиял на содержание НМАО в прораста-
ющих семенах и в листьях проростков гороха неоди-
наково. Не было выявлено статистически значимого 
воздействия экстракта на содержание аскорбата в су-
точных прорастающих семенах (Р  ≥ 0.05), но в ли-
стьях недельных проростков во всех опытных группах, 
выращенных на гидропонике, отмечено увеличение 
содержания данного вещества (Р  ≤ 0.05) (табл. 2).

В листьях проростков опытных растений гороха, 
культивируемых на почве, содержание аскорбата 
было меньше, чем у опытных растений, выращенных 
на гидропонике. Достоверное отличие от контроля 
растений, выращенных на почве, было только при 
использовании 100%-ного экстракта.

Влияние экстракта на содержание филлохинонов 
было иным: во всех опытных группах прорастающих 
семян гороха их концентрация была меньше, чем 
в контроле (Р  ≤ 0.05). Содержание филлохинонов 
в листьях недельных проростков во всех опытных 
группах не имело статистически значимых отличий 
от контроля (Р  ≥ 0.05). Однако стоит отметить, что 
в растениях, культивированных в почве, количество 
филлохинонов было больше, чем в растениях, вы-
ращенных на гидропонике.
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Содержание свободного пролина во всех опытных 
группах суточных прорастающих семян было мень-
ше, чем в контроле. Количество свободного пролина 
в листьях недельных проростков во всех опытных 
группах гороха, выращенных на гидропонике, так-
же достоверно не отличалось от контроля (Р  ≥ 0.05). 
При использовании почвы в качестве среды куль-
тивирования с применением 100%-ного экстракта 
содержание свободного пролина было больше, чем 
в листьях контрольных растений (Р  ≤ 0.05), а при 
использовании 10%-ного экстракта достоверно не 
отличалось от контроля (Р ≥0.05).

Механизм, лежащий в основе изменения АОС 
растений под действием экстракта, вероятнее всего, 

связан с действием элиситоров (в том числе хитозана, 
содержащего в исследованном экстракте), эффекто-
ров, аллелопатов, гуминовых веществ и др. компо-
нентов в составе экстракта на изученные прораста-
ющие семена и проростки гороха [43].

Считается, что одной из первых реакций растений 
на действие элиситоров является генерация актив-
ных форм кислорода (АФК) [43–45]. АФК, в свою 
очередь, могут выступать мессенджерами, запуска-
ющими реакции ответа растений на элиситорное 
воздействие   [46–48], тем самым они способству-
ют активации или подавлению АОС растений [43, 
49]. Например, усиление активности СОД, по-ви-
димому, связано с активацией экспрессии генов за 
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Рис. 1. Влияние дозы экстракта на активность СОД (I) и содержание транскриптов гена SOD‑1 (II) в прорастаю-
щих семенах и листьях проростков гороха: ГК – контроль, Г10 и Г100 – концентрация экстракта, %; а – суточные 
прорастающие семена, б – недельные проростки, культивированные в гидропонной среде, в – недельные про-
ростки, культивированные в условиях почвы. То же на рис. 2, 3. * Р ≤ 0.05 – достовеность различий в соответ-
ствии с t-критерием Стьюдента по сравнению с контролем. ** Р ≤ 0.05 – в сравнении с контролем по критерию 
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счет сигнализации элиситорами, содержащимися 
в экстракте. Похожие результаты были продемон-
стрированы при действии дрожжевых экстрактов 
на каллусные культуры Linum grandiflorum Desf., что 
приводило к усилению биосинтеза фенольных соеди-
нений (являющихся НМАО) [50]. При обработке гли-
копротеиновым элиситором, выделенным из культуры 
гриба Magnaporthe oryzae, была индуцирована анти-
оксидантная активность в листьях Oryza sativa L. [51].

Гуминовые вещества (ГВ), содержащиеся в экс-
тракте, также могли влиять на изменение АОС. На-
пример, была продемонстрирована способность ГВ 
снижать биотический стресс у пшеницы, вызван-
ный патогенным грибком Fusarium graminearum [52]. 
Внекорневое применение ГВ повышало концентра-
цию НМАО (β-токоферол, β-каротин и аскорбиновая 

кислота) и увеличивало активность СОД, в тканях 
злаковых травянистых растений (Festuca arundinacea 
Schreb, Poa pratensis L., Agrostis palusttis Huds.) [53]. Была 
показана способность ГВ снижать солевой стресс 
у кормового сорго [54], что способствовало усилению 
активности АО ферментов и снижению уровня пере-
кисного окисления липидов. Эти данные согласуются 
с данными, полученными в работе, таким образом 
усиление активности АО ферментов, экспрессии их 
генов и увеличение содержания некоторых НМАО 
может быть также обусловлено умеренным наличием 
ГВ в составе 10%-ного экстракта, с одной стороны, 
и подавление работы АОС из-за высокого содержания 
ГВ в составе 100%-ного экстракта, с другой.

Известно, что лектины, являющиеся эффек-
торами для растений, содержатся в вешенке [55], 
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а следовательно, с большой долей вероятности могли 
находиться в экстракте. Показано влияние лектинов 
на АОС растений: в частности лектин С, выраба-
тываемый паразитической нематодой (Meloidogyne 
incognita), снижал работу КАТ, способствуя проник-
новению в ткани [56], а наличие подобных веществ 
в экстракте возможно подавляло функционирование 
данного фермента в прорастающих семенах гороха.

Ингибирование работы АОС на начальных этапах 
прорастания, по-видимому, обусловлено не только 
прямым действием высоких доз компонентов экс-
тракта на антиоксидантные ферменты, экспрес-
сию их генов, пути биосинтеза НМАО, но и в це-
лом связан с замедлением процессов прорастания, 
что, в том числе, сказалось на замедлении работы 
АОС по сравнению с контролем. В листьях про-
ростков, культивированных на 100%-ном экстракте, 

в почве активность СОД и экспрессия гена SOD‑1 
были выше, чем в контроле, но при этом активность 
САТ, ПО и экспрессия их генов не менялась. Зато 
увеличивалось содержание аскорбата и свободного 
пролина, что, в частности, могло быть обусловлено 
перестройкой метаболических путей детоксикации 
H2O2 в сторону его утилизации за счет НМАО необ-
ходимостью сохранить нормальными метаболиче-
ские пути (в частности, обмен ауксинов), которые 
могут подавляться за счет увеличения содержания 
растворимых ПО. Отсутствие эффекта экстракта 
на ферментативную АОС, но накопление аскорбата 
в проростках гороха, культивированных на гидро-
понике, возможно была обусловлено разной сиг-
нализацией путей биосинтеза аскорбата и работой 
ферментативной АОС, меняющейся в процессе роста 
и развития. Отличие в работе АОС проростков, куль-
тивированных в разных средах, по-видимому, было 
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Рис. 3. Влияние дозы экстракта на динамику активности ПО (I) и содержание транскриптов гена POD (II) в про-
растающих семенах и листьях проростков гороха.
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связано как с изменением конечных концентраций 
действующих компонентов экстракта на растения, 
так и с их влиянием на микрофлору, что возможно 
изменяло сигнальные пути между растением и ми-
кроорганизмами или запускало дополнительные.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экстракт в целом менял работу антиоксидантной 
системы (АОС) гороха в процессе его роста и разви-
тия, а интенсивность и вектор изменения был свя-
зан как с дозой экстракта, так и со средой обитания 
растения. При этом максимальное ингибирование 
работы АОС было в суточных прорастающих семе-
нах, что, возможно, связано не только с действием 
компонентов экстракта на саму АОС, но и с общим 
замедлением процессов прорастания. У 8-суточных 
проростков, культивированных в олиготрофных ус-
ловиях гидропоники, вся исследованная фермента-
тивная АОС не отличалась от контроля, но отмече-
но увеличение содержания аскорбата, а количество 
других изученных низкомолекулярных антиокси-
дантов (НМАО) не изменялось. Экстракт 10%-ной 
концентрации не оказал влияния на работу АОС 
8-суточных проростков гороха, выращенных в поч-
ве. Но при этом было показано усиление в работе 
АОС растений, выращенных в почве с применени-
ем 100%-го экстракта, в частности, активность су-
пероксиддисмутазы (СОД), экспрессия гена SOD‑1, 
содержание аскорбата и свободного пролина были 
больше, чем в контроле. Данные результаты могут 
говорить о модулировании работы АОС гороха под 
действием экстракта при определенных условиях, что 
в целом позволяет усиливать устойчивость растений 
к стрессорам. А также в очередной раз подтверждает 
эффективность действия регуляторов роста расте-
ний только при грамотном применении с учетом всех 
обстоятельств роста и развития растений.
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The reactions of the antioxidant system (AOS) of daily germinating seeds and 8-day-old pea seedlings 
cultivated using 10% and 100% aqueous extract from spent oyster mushroom straw substrate (hereinafter 
extract) were studied. The mother liquor was taken for 100% extract after its preparation, and the 10% 
was obtained by diluting the mother liquor. The plants were grown in oligotrophic hydroponic conditions 
and in eutrophic conditions on gray forest soil. The activity of superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT), peroxidase (POD), expression of SOD-1, CAT-1, POD genes, and the content of low molecular 
weight antioxidants (NMAO): ascorbate, phylloquinones, and free proline were studied as the main 
indicators of the AOS reaction. The inhibitory effect of 10% and 100% extract on the activity of SOD 
and CAT, but not on the activity of POD in daily germinating seeds, has been shown. At the same 
time, the content of mRNA transcripts of the SOD-1 and POD genes decreased only slightly in seeds 
cultivated with 100% extract, in the remaining experimental groups the level of gene expression did 
not differ from the control. The content of ascorbate in all experimental groups did not differ from the 
control, and phylloquinones and free proline were less than in the control. In the leaves of 8-day-old 
seedlings cultivated in a hydroponic medium, in all experimental groups, the activity of AOS enzymes, 
the expression of their coding genes and the content of phylloquinones and free proline did not differ 
from the control. At the same time, the ascorbate content was higher. In plants cultivated in soil using 
a 10% extract, all EPA indicators did not differ from the control. In plants grown using 100% extract, 
the activity of SOD, the expression level of the SOD-1 gene, the content of ascorbate and free proline 
were higher, and the remaining indicators did not differ from the control. Thus, the extract at the initial 
stages of germination inhibited the AOS of peas, followed by restoration (in oligotrophic conditions) and 
enhancement (in eutrophic cultivation conditions) of its work. 
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