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GSH системы оценивали по изменению редокс-статуса глутатиона и активности 
глутатионредуктазы (GR). Наблюдаемые изменения в функциональном состоянии GR-GSH 
системы при совместном действии Zn и Ni были направлены на поддержание более 
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Проблема устойчивости растений к антропогенному загрязнению окружающей 

среды является одной из приоритетных в современной экспериментальной биологии. 
Среди большого числа стресс-факторов техногенного происхождения в настоящее 
время все большую актуальность приобретает токсическое действие тяжелых металлов 
(ТМ) на растения. Особое место среди ТМ-поллютантов занимают элементы цинк (Zn) 
и никель (Ni), поскольку их избыточное содержание в почве может быть результатом 
не только хозяйственной деятельности человека, но и естественных 
почвообразовательных процессов [Kabata-Pendias, Pendias, 2001; Yadav, 2010]. 

Zn и Ni являются эссенциальными элементами, которые в небольших количествах 
необходимы для нормальной жизнедеятельности растений. Известно, что Zn 
функционирует как кофактор многих ферментов, участвующих в метаболизме азота, 
фотосинтезе, биосинтезе гормонов, нуклеиновых кислот и белков, тогда как Ni, являясь 
компонентом некоторых Ni-зависимых ферментов, принимает участие в гораздо 
меньшем количестве биохимических процессов. При этом в высоких концентрациях Zn 
и Ni оказывают токсическое действие на клеточный метаболизм, тем самым могут 
снизить жизнеспособность растений или привести их к гибели [Krämer, Clemens, 2005]. 

Очевидно, что в природных экосистемах растения часто подвергаются 
комбинированному токсическому действию данных ТМ, которое может иметь 
антагонистический или синергический характер влияния на уровне различных 
физиологических и биохимических процессов [Kabata-Pendias, Pendias, 2001]. Однако в 
литературе совместному действию Zn и Ni в растении уделено чрезвычайно мало 
внимания. Например, фрагментарно изучено совместное действие Zn и Ni на 
клеточный редокс-статус. Это делает крайне важным исследование изменений 
прооксидантно-антиоксидантного статуса, обусловленных совместным действием Zn и 
Ni в растении. 

Индикатором протекающих в тканях растений процессов перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) является уровень малонового диальдегида (МДА) [Yadav, 2010]. 
Трипептид глутатион (γ-Glu-Cys-Gly) является наиболее значимым тиольным 
соединением, участвующим в поддержании внутриклеточного редокс-потенциала в 
растении. При этом основу клеточного окислительно-восстановительного гомеостаза 
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определяет соотношение восстановленный/окисленный глутатион (GSH/GSSG) и 
общее содержание глутатиона (GSHt) [Noctor et al., 2012]. Глутатион также играет 
важную роль в детоксикации различных активных форм кислорода (АФК) [Anjum et al., 
2012]. Известно, что увеличение соотношения GSH/GSSG и уровня GSHt приводит к 
снижению редокс-потенциала (более восстановленному состоянию внутриклеточной 
среды), что способствует понижению уровня АФК в клетках и повышению 
устойчивости растений к окислительному стрессу [Szalai et al., 2009]. 

Цель настоящей работы заключалась в исследовании роли GR-GSH системы в 
антиоксидантном ответе на совместное действие Zn и Ni, которое было нами впервые 
проведено в лабораторных условиях на высоко устойчивом исключателе ТМ из 
семейства Фримовых (Phrymaceae) M. guttatus [Pollard et al., 2002]. 

Растения выращивали в камере фитотрона при температуре воздуха 23/18 °C 
(день/ночь), с 12-часовым световым периодом при интенсивности света 140±20 
µE/(м2·с) на модифицированной питательной среде Роризона без Na2ЭДТА (pH=6.8 – 
6.5). На момент постановки экспериментов ювенильные растения в возрасте 6 нед. 
имели 3 яруса листьев. Растения подвергали раздельному (50, 100 и 200 мкМ ZnSO4; 20 
и 80 мкМ NiSO4) и совместному (20 мкМ NiSO4 + 100 мкМ ZnSO4, 20 мкМ NiSO4 + 200 
мкМ ZnSO4, 80 мкМ NiSO4 + 50 мкМ ZnSO4 и 80 мкМ NiSO4 + 100 мкМ ZnSO4) 
воздействию солей ТМ. Контрольные растения выращивали на питательной среде, 
концентрация ZnSO4 в которой составляла 1 мкМ, в отсутствие NiSO4. 
Продолжительность экспериментов составляла 4 нед. [Башмакова и др., 2016]. 

Содержание металлов анализировали методом атомно-абсорбционной 
спектрометрии [Башмакова и др., 2016]. Содержание МДА определяли согласно 
методике Heath и Packer [1968]. GSHt и содержание окисленного глутатиона (GSSG) 
определяли методом ферментативной рециклизации по модифицированной методике 
Griffith [1980]. Содержание восстановленного глутатиона (GSH) рассчитывали 
вычитанием содержания GSSG из GSHt [GSH + 2 GSSG]. Активность GR определяли 
спектрофотометрическим методом, согласно методике, предложенной Smith с соавт. 
[1988]. 

Установлено, что растения M. guttatus способны ограничивать поступление Zn и 
Ni в надземные органы, аккумулируя их преимущественно в корнях, что не 
противоречит ранее полученным экспериментальным данным [Pollard et al., 2002]. 
Обнаружен дозозависимый характер накопления этих металлов как в корнях, так и в 
листьях растений M. guttatus [Башмакова и др., 2016]. 

Интенсивность ПОЛ в корнях и листьях возрастала с увеличением концентрации 
солей ТМ в культуральной среде, причем при действии ZnSO4 она была значительно 
выше, чем при действии NiSO4. При совместном воздействии 20 мкМ NiSO4 и 100 (или 
200) мкМ ZnSO4, а также 80 мкМ NiSO4 и 50 (или 100) мкМ ZnSO4 уровни МДА как в 
корнях, так и в листьях достоверно не различались и были несколько выше, чем при 
раздельном действии NiSO4, но ниже, чем при воздействии 100 (или 200) мкМ ZnSO4. 

Содержание GSHt в корнях снижалось при увеличении концентрации ZnSO4 в 
культуральной среде, в то время как в листьях снижение GSHt было установлено лишь 
при действии 200 мкМ ZnSO4. В ответ на воздействие 20 мкМ NiSO4 содержание GSHt 
увеличивалось как в корнях, так и в листьях, а при действии 80 мкМ NiSO4 возрастало 
только в корнях. При увеличении концентрации ZnSO4 в присутствии NiSO4 уровень 
GSHt в корнях возрастал, а в листьях снижался и становился немного ниже, чем в 
контроле. 

В корнях и листьях содержание GSSG возрастало при увеличении концентрации 
ZnSO4 в культуральной среде, тогда как в присутствии NiSO4 увеличение уровня GSSG 
наблюдалось только в корнях при действии 80 мкМ NiSO4. С увеличением 
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концентрации ZnSO4 в присутствии NiSO4 наблюдали возрастание уровня GSSG в 
корнях, тогда как в листьях была установлена противоположная тенденция. 

В корнях и листьях соотношение GSH/GSSG снижалось при увеличении 
концентрации ZnSO4 в культуральной среде. Так, в корнях при действии 200 мкМ 
ZnSO4 установлено практически 2-кратное снижение соотношения GSH/GSSG. Однако 
в присутствии 80 мкМ NiSO4 соотношение GSH/GSSG снижалось незначительно, а при 
действии 20 мкМ NiSO4 заметно увеличивалось как в корнях, так и в листьях. Обнаружено, 
что с увеличением концентрации ZnSO4 в присутствии NiSO4 соотношение GSH/GSSG 
несколько снижалось в корнях, в то время как в листьях увеличивалось. 
Примечательно, что при совместном действии 20 мкМ NiSO4 и 200 мкМ ZnSO4 
соотношение GSH/GSSG в листьях было почти в 2 раза выше, чем в контроле. 

С увеличением концентрации ZnSO4 в культуральной среде активность GR в 
корнях снижалась, а в листьях возрастала. В то же время наблюдалось увеличение 
активности GR при действии 20 (или 80) мкМ NiSO4 в корнях, а при воздействии 80 
мкМ NiSO4 также и в листьях. При увеличении концентрации ZnSO4 в присутствии 
NiSO4 активность GR в корнях снижалась, а в листьях, напротив, сильно возрастала. 

Как следует из полученных данных, у растений M. guttatus с увеличением 
концентрации ZnSO4 в культуральной среде уровень GSSG увеличивался при снижении 
уровня GSHt и соотношения GSH/GSSG. Подобный эффект продемонстрировали Di 
Baccio с соавт. [2005] у растений рода Populus. Напротив, Ni-индуцирующее действие 
на биосинтез GSH было установлено у растений-гипераккумуляторов Ni из рода 
Noccaea [Freeman et al., 2004], что было также обнаружено и у растений M. guttatus. 

Считается, что компенсаторными механизмами в функциональном состоянии GR-
GSH системы в условиях стресса являются повышение уровня GSHt в ответ на 
аккумуляцию GSSG и увеличение соотношения GSH/GSSG в ответ на снижение уровня 
GSHt [Noctor et al., 2012]. Так, у растений M. guttatus при совместном действии ZnSO4 и 
NiSO4 одновременное увеличение содержания GSHt и GSSG явилось причиной 
незначительного изменения в соотношении GSH/GSSG в корнях, а незначительное 
понижение уровня GSHt на фоне снижения содержания GSSG приводило к увеличению 
соотношения GSH/GSSG в листьях. Таким образом, мы установили, что у растений M. 
guttatus совместное действие Zn и Ni увеличивает уровень GSHt в ответ на 
аккумуляцию GSSG в корнях и снижает уровень GSSG в ответ на снижение 
содержания GSHt в листьях, что является важной адаптационной реакцией, 
позволяющей снизить редокс-потенциал в тканях этих органов. 

Увеличение активности GR приводит к увеличению соотношения GSH/GSSG, что 
способствует предотвращению окислительных повреждений в клетке и повышает 
устойчивость к окислительному стрессу [Митева и др., 2010]. Так, анализ 
экспериментальных данных показывает, что ответ растений M. guttatus на действие Zn 
и Ni, оцениваемый по активности GR, является дозозависимым, а также металл- и 
органоспецифическим. Установлено Zn-дозозависимое ингибирующее действие на 
активность GR в корнях и стимулирующее действие на активность этого фермента в 
листьях. Максимальная активность GR была установлена в корнях при действии 20 
мкМ NiSO4, тогда как в листьях наибольшая активность GR была обнаружена при 
действии 80 мкМ NiSO4. С увеличением концентрации ZnSO4 в присутствии NiSO4 
активность GR в листьях значительно возрастала, в то время как в корнях 
незначительно снижалась и становилась немного ниже активности GR в контроле. 
Очевидно, у растений M. guttatus синергическое действие Zn и Ni на активность GR в 
листьях является адаптационным механизмом, направленным на снижение 
интенсивности окислительного стресса и защиту фотосинтетического аппарата от 
повреждения АФК. 
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Таким образом, результаты нашего исследования изменений содержания GSHt, 
GSSG и соотношения GSH/GSSG, а также активности GR свидетельствуют о 
двойственном (антагонистическом и синергическом) влиянии Zn и Ni на 
функциональное состояние GR-GSH системы. Было установлено антагонистическое 
действие Zn и Ni на прооксидантный статус в клетках и его зависимость от изменений 
функционального состояния GR-GSH системы, направленных на снижение 
окислительных повреждений. По-видимому, увеличение уровня GSHt, а также 
соотношения GSH/GSSG и активности GR являются важными антиоксидантными 
механизмами у растений M. guttatus в ответ на совместное действие Zn и Ni. 
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Abstract. To determine whether the enhanced stress tolerance of ZnSO4- with NiSO4-treated 
Mimulus guttatus Fischer ex DC. plants was associated with the glutathione (GR-GSH) system, we 
investigated the changes in glutathione redox state and in the enzymatic activity of glutathione 
reductase (GR). Our studies on the ZnNi interactions identified the antagonizing role of Ni in Zn 
toxicity by the GR-GSH system. 
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