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Исследовали влияние экзогенных брассиностероидов 24-эпибрассинолида и 24-

эпикастастерона на генерацию активных форм кислорода (АФК) и устойчивость колеоптилей 

пшеницы (Triticum aestivum L.) к повреждающему прогреву. Под влиянием брассиностероидов 

происходило транзиторное усиление генерации супероксидного анион-радикала (О2
•–

) и 

повышение содержания пероксида водорода в колеоптилях пшеницы. Оба брассиностероида в 

концентрации 1-10 нМ повышали выживание колеоптилей после их прогрева в водяном 

термостате (43°С, 10 мин). Антиоксидант ионол (бутилгидрокситолуол) и ингибитор НАДФН-

оксидазы (имидазол) устраняли вызываемое брассиностероидами усиление генерации О2
•–

 

колеоптилями пшеницы и препятствовали индуцированию их теплоустойчивости. Сделано 

заключение о роли АФК, генерируемых с участием НАДФН-оксидазы, в реализации стресс-

протекторного действия экзогенных брассиностероидов. 

Ключевые слова: Triticum aestivum L., брассиностероиды, активные формы кислрода, 

НАДФН-оксидаза, теплоустойчивость 

1 Экзогенные брассиностероиды и их 

синтетические аналоги повышают устойчи-

вость растений ко многим абиотическим и био-

тическим стресс-факторам (Khripach et al., 

2000; Bajguz, 2012), в т.ч. к тепловому шоку. 

Такие эффекты получены в экспериментах с 

растениями арабидопсиса (Divi et al., 2008), ка-

пусты (Kumar et al., 2012), томатов (Ogweno et 

al., 2008; Mazorra et al., 2011; Nie et al., 2013), 

вигны (Hayat et al., 2010) и др. Менее исследо-

вано стресс-протекторное влияние брассино-

стероидов на однодольные растения. Показано 

повышение интенсивности биосинтеза белка в 

листьях пшеницы в условиях теплового (Ku-

laeva et al., 1991) и в мезокотилях кукурузы в 

условиях холодового (Скатерная и др., 2012) 

стрессов. Также выявлена индукция брассино-
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стероидами синтеза белков с шаперонными 

функциями (Скатерная и др., 2012). Имеются 

сведения о повышении устойчивости пророст-

ков и взрослых растений пшеницы к солевому 

стрессу под влиянием 24-эпибрассинолида 

(Авальбаев и др., 2010; Talaat et al., 2012). В то 

же время в работе Shahbaz et al. (2008) показано 

отсутствие положительного влияния 24-

эпибрассинолида на рост солечувствительного 

сорта пшеницы в условиях засоления. Есть ос-

нования полагать, что физиологические эффек-

ты брассиностероидов могут зависеть от видо-

вых и даже сортовых особенностей растений 

(Shahbaz et al., 2008; Yusuf et al., 2011).  

Установлено, что действие брассиносте-

роидов реализуется с участием ряда сигналь-

ных и гормональных посредников. Так, показа-

на роль активных форм кислорода (АФК) и 

МАР-киназного каскада в индуцировании брас-

синостероидами устойчивости растений огурца 

к тепловому и фотоокислительному стрессам 

(Xia et al., 2009). Установлено, что в индуциро-
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вании устойчивости огурца к холодовому 

стрессу и параквату задействован также оксид 

азота как сигнальный посредник (Cui et al., 

2011).  

Целью настоящей работы явилось срав-

нительное исследование влияния 24-

эпибрассинолида и 24-эпикастастерона, отно-

сящихся соответственно к 7-оксалактонам и к 

6-оксотипу брассиностероидов и отличающих-

ся по биологической активности (Bajguz, 2012), 

на теплоустойчивость колеоптилей пшеницы. 

Изолированные колеоптили являются моделью, 

чувствительной к действию экзогенных стрес-

совых фитогормонов (Колупаев и др., 2013). В 

задачу исследования входило также выяснение 

участия АФК в реализации физиологических 

эффектов исследуемых брассиностероидов.  

МЕТОДИКА  

В качестве объекта исследования исполь-

зовали отрезки колеоптилей пшеницы (Triticum 

aestivum L.) сорта Элегия, которые отделяли от 

4-суточных этиолированных проростков, вы-

ращенных при температуре 20°С. Подготовка 

растительного материала описана ранее (Колу-

паев и др., 2012; 2013).  

Колеоптили инкубировали на простери-

лизованном 2% растворе сахарозы с добавлени-

ем пенициллина (Na-соль, 100000 ед.) (кон-

троль). Для исследований использовали 24-

эпибрассинолид и 24-эпикастастерон, синтези-

рованные в лаборатории химии стероидов Ин-

ститута биоорганической химии НАН Белару-

си. Исследуемые брассиностероиды вносили в 

среду инкубации колеоптилей соответствую-

щих вариантов. В отдельных вариантах в нее 

добавляли антиоксидант ионол (бутилгидрок-

ситолуол) или ингибитор НАДФН-оксидазы 

имидазол либо комбинации этих соединений с 

брассиностероидами. В этом случае эффекторы 

вносили в среду инкубации колеоптилей за 3 ч 

до введения в нее брассиностероидов. Брасси-

ностероиды предварительно растворяли в не-

большом объеме этанола. В вариантах без 

брассиностероидов в инкубационную среду до-

бавляли эквивалентное количество этанола.  

После 20 ч инкубации колеоптилей на 

растворах исследуемых соединений часть от-

резков каждого варианта подвергали потенци-

ально летальному прогреву в водяном ультра-

термостате в стерильной дистиллированной во-

де при температуре 43 ± 0,1°С в течение 10 

мин. Затем колеоптили помещали в чашки Пет-

ри с простерилизованным 2% раствором саха-

розы с добавлением пенициллина. Через 2 сут 

после прогрева оценивали их повреждения по 

появлению специфического оттенка, обуслов-

ленного инфильтрацией тканей, и потере тур-

гора.  

Продукцию супероксидных анион-

радикалов интактными колеоптилями опреде-

ляли по восстановлению нитросинего тетразо-

лия (НСТ) по методике, подробно описанной 

ранее (Колупаев и др., 2013). Для проверки 

специфичности генерации О2
•–

 в специальных 

опытах в пробы добавляли СОД (50 ед./мл). 

СОД ингибировала генерацию супероксидного 

анион-радикала не менее, чем на 90%. При 

этом полагали, что количество восстановленно-

го НСТ определяется генерацией О2
•–

. Суперок-

сид-продуцирующую активность оценивали как 

изменение светопоглощения А530 реакционной 

смеси за 1 ч инкубации в расчете на один отре-

зок колеоптиля. За 100% принимали величину в 

контрольном варианте в первой временной 

точке наблюдений.  

Содержание пероксида водорода опреде-

ляли ферротиоцианатным методом, экстраги-

руя его из растертых на холоде колеоптилей 5% 

ТХУ (Sagisaka, 1976). Пробы центрифугирова-

ли при 8000 g в течение 10 мин при температу-

ре не более 4°С и в супернатанте определяли 

концентрацию H2O2 с использованием соли 

Мора и тиоцианата аммония (Sagisaka, 1976).  

Опыты проводили в трехкратной биоло-

гической повторности и воспроизводили неза-

висимо не менее трех раз. На рисунках приве-

дены средние значения и их стандартные от-

клонения.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Предобработка колеоптилей растворами 

24-эпибрассинолида и 24-эпикастастерона в 

концентрациях 1-10 нм повышала теплоустой-

чивость колеоптилей пшеницы (рис. 1). Досто-

верных различий в эффектах двух брассиносте-

роидов выявить не удалось.  

В связи с имеющимися данными о воз-

можном участии АФК как сигнальных посред-

ников в реализации физиологических эффектов 

брассиностероидов (Xia et al., 2009) исследова-

ли их влияние на генерацию супероксидного 

анион-радикала колеоптилями пшеницы. Оба 

брассиностероида вызывали усиление генера-

ции О2
•–

 колеоптилями пшеницы на 15-30% от-

носительно контроля в течение первых 1-5 ч 

наблюдений, к 20 ч их эффекты уменьшались 

(рис. 2, А).  
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Под влиянием 24-эпибрассинолида и 24-

эпикастастерона также наблюдалось транзи-

торное увеличение содержания пероксида во-

дорода в колеоптилях пшеницы (рис. 2,Б). Од-

нако оно фиксировалось только через 5 ч после 

начала обработки колеоптилей брассиносте-

роидами.  

Для выяснения роли АФК в реализации 

стресс-протекторного действия 24-

эпибрассинолида и 24-эпикастастерона иссле-

довали влияние антиоксиданта ионола на про-

явление эффектов этих брассиностероидов. В 

данной серии опытов продукцию супероксид-

ного анион-радикала определяли через 2 и 5 ч 

после начала обработки колеоптилей брассино-

стероидами – во временные отрезки, в которых 

наблюдалось наиболее заметное влияние пре-

паратов на количество супероксидных анион-

радикалов, образуемых растительными клетка-

ми. Предобработка колеоптилей скавенжером 

радикальных АФК ионолом вызывала сниже-

ние количества супероксидного анион-

радикала, выявляемого в среде инкубации (рис. 

3). В вариантах с сочетанием действия брасси-

ностероидов и ионола количество выявляемого 

О2
•–

 было значительно ниже, чем в вариантах с 

обработкой колеоптилей только брассиносте-

роидами.  

Одним из основных ферментов, обуслов-

ливающих генерацию АФК поверхностью рас-

тительных клеток, является НАДФН-оксидаза 

(Глянько и др., 2009; Marino et al., 2012). Как 
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Рис. 1. Влияние брассиностероидов на выживание (%) колеоптилей пшеницы после повреж-

дающего прогрева (10 мин при температуре 43°С).  
1 – 24-эпибрассинолид; 2 – 24-эпикастастерон.  
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Рис. 2. Временная динамика генерации супероксидного анион-радикала (% к величине в 

первой временной точке контрольного варианта) (А) и содержания пероксида водорода 

(нмоль/г сырого вещества) (Б) в колеоптилях пшеницы.  
1 – контроль; 2 – 24-эпибрассинолид (10 нМ); 3 – 24-эпикастастерон (10 нМ).  
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уже отмечалось, на растениях огурца ранее был 

показан эффект повышения активности 

НАДФН-оксидазы под влиянием 24-

эпибрассинолида (Xia et al., 2009). В наших 

экспериментах обработка колеоптилей ингиби-

тором НАДФН-оксидазы имидазолом полно-

стью снимала эффект усиления генерации О2
•–

, 

вызываемый 24-эпибрассинолидом и 24-

эпикастастероном (рис. 3). Следовательно, есть 

основания полагать, что усиление генерации 

АФК колеоптилями пшеницы под влиянием 

брассиностероидов связано с активацией 

НАДФН-оксидазы.  

Установлено, что индуцируемое обработ-

кой брассиностероидом повышение устойчиво-

сти растений огурца к холоду и параквату угне-

талось предобработкой ингибитором НАДФН-

оксидазы дифенилениодониумом или антиок-

сидантом диметилтиомочевиной (Xia et al., 

2009). По-видимому, зависимое от НАДФН-

оксидазы усиление генерации АФК, вызывае-

мое брассиностероидами, необходимо и для 

реализации их стресс-протекторного действия 
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Рис. 3. Влияние ионола, имидазола и брассиностероидов, на генерацию супероксидного ани-

он-радикала колеоптилями пшеницы (% к величине в первой временной точке контрольно-

го варианта).  
Здесь и на рис. 4: 1 – контроль; 2 – ионол (5 мкМ); 3 – имидазол (1 мкМ); 4 – 24-эпибрассинолид (10 нМ); 5 – 

24-эпибрассинолид (10 нМ) + ионол (5 мкМ); 6 – 24-эпибрассинолид (10 нМ) + имидазол (1 мкМ); 7 – 24-

эпикастастерон (10 нМ); 8 – 24-эпикастастерон (10 нМ) + ионол (5 мкМ); 9 – 24-эпикастастерон (10 нМ) + 

имидазол (1 мкМ).  
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Рис. 4. Влияние ионола, имидазола и брассиностероидов на выживание (%) колеоптилей 

пшеницы после повреждающего прогрева (10 мин при температуре 43°С).  
Обозначения, как на рис. 3.  
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на колеоптили пшеницы. В наших эксперимен-

тах как антиоксидант ионол, так и ингибитор 

НАДФН-оксидазы имидазол в значительной 

степени нивелировали положительное влияние 

24-эпибрассинолида и 24-эпикастастерона на 

теплоустойчивость колеоптилей пшеницы (рис. 

4). При этом сами по себе ионол и имидазол не 

оказывали достоверного влияния на теплоус-

тойчивость колеоптилей пшеницы.  

Таким образом, можно полагать, что 

АФК задействованы как сигнальные посредни-

ки в процессе индуцирования теплоустойчиво-

сти клеток колеоптилей пшеницы экзогенными 

брассиностероидами. С помощью АФК активи-

руются многие защитные реакции растений, в 

частности, транзиторное повышение их содер-

жания (в пределах физиологических концен-

траций) приводит к индуцированию антиокси-

дантной системы (Demidchik, 2012).  

Обсуждая полученные результаты, мож-

но утверждать, что одним из основных проду-

центов сигнальных АФК является НАДФН-

оксидаза, по крайней мере, в рамках исполь-

зуемой экспериментальной модели. Так, инги-

битор НАДФН-оксидазы имидазол полностью 

снимал стимулируемое брассиностероидами 

образование супероксидного анион-радикала 

колеоптилями пшеницы (рис. 3). Наряду с этим, 

ингибирование НАДФН-оксидазы препятство-

вало проявлению в условиях повреждающего 

прогрева защитного действия на колеоптили 

обоих исследуемых брассиностероидов (рис. 4). 

Ранее в экспериментах, выполненных на коле-

оптилях пшеницы, нами показано участие этого 

фермента в реализации стресс-протекторного 

действия двух других «стрессовых» фитогор-

монов – салициловой (Колупаев и др., 2012) и 

жасмоновой (Карпец и др., 2013) кислот. Впол-

не естественно, что при этом нельзя полностью 

исключить и участие других ферментов, кото-

рые могут быть потенциальными продуцентами 

АФК, в частности, внеклеточных пероксидаз 

(Minibaeva et al., 2009) и аминооксидаз (Neill et 

al., 2002).  

Можно полагать, что пероксид водорода, 

образование которого усиливается под влияни-

ем брассиностероидов, выступает в роли «сиг-

нального узла» (Petrov, Van Breusegem 2012), 

задействованного в регуляции других сигналь-

ных путей. Так, на растениях огурца показано, 

что повышение содержания АФК под влиянием 

брассиностероидов необходимо для последую-

щей активации MAP-киназного каскада (Xia et 

al., 2009).  

С другой стороны, активация НАДФН-

оксидазы, как правило, происходит с участием 

кальция (Глянько и др., 2009; Demidchik, 2012). 

В регуляции ее активности может быть задей-

ствована и фосфатидная кислота (Marino et al., 

2012) – важный посредник липидного сигна-

линга. Роль этих компонентов клеточного сиг-

налинга в реализации физиологических, в част-

ности, стресс-протекторных эффектов брасси-

ностероидов пока остается малоисследованной. 
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THE PARTICIPATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN THE INDUCTION  

OF THERMOTOLERANCE OF WHEAT COLEOPTILES CAUSED  

BY EXOGENOUS BRASSINOSTEROIDS 

A. A. Vayner
1
, Yu. E. Kolupaev

1
, T. O. Yastreb

1
, V. A. Khripach

2
 

V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University  

(Kharkiv, Ukraine)  

Institute of Bioorganic Chemistry  

National Academy of Sciences of Byelorussia  

(Minsk Byelorussia) 

The effect of exogenous brassinosteroids such as 24-epibrassinolide and 24-epicastasterone on 

reactive oxygen species (ROS) generation and wheat coleoptiles resistance (Triticum aestivum L.) to 

the damaging heating was investigated. of brassinosteroid. There was a transient enhancement of 

superoxide anion radical (О2
•–

) generation and increase in the content of hydrogen peroxide in wheat 

coleoptiles under the influence of brassinosteroids. Both brassinosteroids in the concentration of 1-

10 nM increased the survival of coleoptiles after their heating in water thermostate (43°C, 10 min). 

Antioxidant ionol (butylhydroxytoluene) and an inhibitor of NADPH oxidase (imidazole) eliminated 

the enhancement of O2
•–

 generation in wheat coleoptiles and prevented the induction of heat 

resistance caused by brassinosteroids. The conclusion about the role of ROS generated with the 

participation of NADPH oxidase in the implementation of the stress-protective effect of exogenous 

brassinosteroids has been made. 

Key words: Triticum aestivum L., brassinosteroids , reactive oxygen species , NADPH oxidase, 

thermotolerance 

УЧАСТЬ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ В ІНДУКУВАННІ  

ТЕПЛОСТІЙКОСТІ КОЛЕОПТИЛІВ ПШЕНИЦІ  

ЕКЗОГЕННИМИ БРАССИНОСТЕРОЇДАМИ 

А. О. Вайнер
1
, Ю. Є. Колупаєв

1
, Т. О. Ястреб

1
, В. О. Хрипач

2
 

1
Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва  

(Харків, Україна)  
2
Інститут біоорганічної хімії  

Національної академії наук Білорусі  

(Мінськ, Білорусь) 

Досліджували вплив екзогенних брассиностероїдів 24-епібрассиноліду і 24-епікастастерону 

на генерацію активних форм кисню (АФК) і стійкість колеоптилів пшениці (Triticum aestivum 

L.) до ушкоджуючого прогріву. Під впливом брассиностероїдів відбувалося транзиторне по-

силення генерації супероксидного аніон-радикала (О2
•–

) і підвищення вмісту пероксиду вод-

ню в колеоптилях пшениці. Обидва брассиностероїди в концентрації 1-10 нМ підвищували 

виживаність колеоптилів після їх прогріву у водяному термостаті (10 хв, 43°С). Антиокси-

дант іонол (бутилгідрокситолуол) та інгібітор НАДФН-оксидазі (імідазол) усували спричи-

нюване брассиностероїдами посилення генерації О2
•–

 колеоптилями пшениці і перешкоджали 

розвитку їх теплостійкості. Зроблено висновок про роль АФК, що генеруються за участю 

НАДФН-оксидази, в реалізації стрес-протекторної дії екзогенних брассиностероїдів. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., брассиностероїди, активні форми кисню, НАДФН-

оксидаза, теплостійкість 


