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Аннотация 
   Проведена оценка роли антиоксидантов (тролокс, 

аскорбат и восстановленный глутатион) и ингибитора 

НАД(Ф)Н-оксидазы плазмалеммы дифенилениодониума 

в модуляции окислительных повреждений липидов 

при негативном воздействии окислительного стресса, 

развивающегося под действием аноксии / реаэрации или 

прооксидантов. Растения пшеницы и риса выдерживали 

в течение суток в растворе анализируемого антиоксидан-

та / дифенилениодониума, а затем меняли раствор 

на новый и подвергали их действию 24 ч аноксии / 24 ч 

реаэрации или прооксиданта (перекись водорода 

и менадион). Интенсивность перекисного окисления 

липидов (ПОЛ) оценивали по содержанию окончатель-

ных продуктов, взаимодействующих с тиобарбитуровой 

кислотой (ТБК). Воздействие аноксии / реаэрации 

и обработка прооксидантами приводили к сопоставимо-

му возрастанию уровня ПОЛ у изученных растений 

с незначительным преобладанием у пшеницы. Предоб-

работка антиоксидантами, напротив, способствовала 

снижению уровня ПОЛ. Причём позитивный эффект был 

более выражен в корнях, вероятно, вследствие поступле-

ния исследуемых веществ через корневую систему. 

В корнях риса все использованные антиоксиданты 

снижали интенсивность ПОЛ до контрольного уровня. 

Тролокс представляется наиболее эффективным антиок-

сидантом, подавлявшим ПОЛ во всех случаях у обоих 

видов растений. Дифенилениодониум оказался эффек-

тивным в подавлении ПОЛ только в проростках риса, 

что может указывать на важную роль именно плазма-

леммы в сигналинге и развитии повреждений при 

аноксии и реаэрации. Большая эффективность подавле-

ния ПОЛ антиоксидантами у растений риса, по-

видимому, обусловлена более функционально активной 

антиоксидантной системой у устойчивого растения. 
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Abstract 

   The role of antioxidants (trolox, ascorbate, and reduced 

glutathione) and the plasma membrane NAD(P)H oxidase 

inhibitor diphenylene iodonium in modulating lipid oxidative 

damage under oxidative stress caused by anoxia / reaeration 

or prooxidants was assessed. Plants were kept for 24 h 

in the analyzed antioxidant / DPI and then exposed to 24 h 

anoxia / 24 h reaeration or a prooxidant (H2O2 

or menadione). The intensity of lipid peroxidation (LP) 

was assessed by measuring the content of thiobarbiturate 

(TBA)-reactive products. The effects of anoxia / reaeration 

and prooxidant treatment resulted in a comparable increase 

in LP in both plants, with a slight predominance in wheat. 

Pretreatment with antioxidants contributed to LP reduction. 

The positive effect was more pronounced in the roots, 

probably due to the studied substances administration 

through the roots. All antioxidants reduced LP intensity 

to the control level in rice roots. Trolox was identified 

as the most effective antioxidant. DPI lowered LP only 

in rice, which may indicate the importance of the plasma 

membrane in signaling and the development of oxidative 

damage during anoxia and reaeration. The highest 

suppression of LP by antioxidants was observed in rice 

plants, probably due to a more effective antioxidant system.
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ВВЕДЕНИЕ 

В условиях резко изменяющегося климата выяснение механизмов адаптации 

растительных организмов становится важнейшим направлением современной биологии 

растений. Довольно часто затопление корневой системы и надземных частей растения 

приводит к постепенному развитию гипоксии (дефициту кислорода), а длительное полное 

затопление растений вызывает аноксию (полное отсутствие кислорода). От дефицита 

кислорода нередко страдают посевы озимых культур в зимне-весенний или осенний 

периоды. Гипоксия возникает также при весенних паводках и в период летней вегетации 

от выпадения обильных осадков или использования тяжелой сельскохозяйственной техники. 

Согласно Всемирной продовольственной и сельскохозяйственной организации ООН (FAO) 

среднемировые потери урожая от гипо- и аноксии составляют от 10 до 50% в год [Chirkova, 

Yemelyanov 2018] и исчисляются миллионами долларов [Bailey-Serres et al. 2012]. Растения 

природных сообществ, обитающие в условиях постоянного переувлажнения или в водной 

среде, также сталкиваются с проблемой гипоксии. При затоплении снижается диффузия 

кислорода, углекислого газа и этилена, а также усиливается накопление токсичных газов 

и ионов в почве, что влечет за собой ингибирование аэробного дыхания и нарушение 

фотосинтеза [Bailey-Serres, Voesenek 2008; Chirkova, Yemelyanov 2018; Шиков и др. 2020]. 

Кислородное голодание вызывает энергетический кризис, ацидоз цитоплазмы, провоцирует 

накопление токсичных продуктов обмена, в частности, ацетальдегида и этанола [Chirkova, 

Yemelyanov 2018; Jethva et al. 2022, Yemelyanov et al. 2023]. Помимо этого анаэробиоз 

снижает общий синтез белка и других полимеров клетки [Chirkova, Yemelyanov 2018], 

индуцирует генерацию NO [Paradiso et al. 2016] и активных форм кислорода (АФК) [Blokhina 

et al. 2001; Blokhina, Fagerstedt 2010; Pucciariello, Perata 2021], которые запускают перекисное 

окисление липидов (ПОЛ) уже во время кислородного голодания [Чиркова и др. 1998; Xu 

et al. 2020; Chakraborty et al. 2024].  

Возвращение условий нормальной аэрации (реаэрация), которое всегда происходит 

при отступлении затопляющих вод, вызывает значительное развитие окислительных 

процессов [Шиков и др. 2020; Jethva et al. 2022]. Стимулируется продукция АФК [Blokhina 

et al. 2001], ПОЛ [Blokhina et al. 1999; Garnczarska, Bednarski 2004], карбонилирование 

белков [Shikov et al. 2022], деградация хлорофилла [Hemschemeier 2013], разрушение 

мембран [Pavelic et al. 2000], аккумуляция ацетальдегида [Luo et al. 2012] и метилглиоксаля 

[Devanathan et al. 2014]. Ранее у менее устойчивых растений были выявлены бо́льшие 

окислительные повреждения липидов и белков при действии аноксии и постаноксии 

[Чиркова и др. 1998; Blokhina et al. 1999; Shikov et al. 2022]. Более того, искусственный 

окислительный стресс, вызванный обработкой прооксидантами, также вызывал у менее 

устойчивых к затоплению растений бо́льшие повреждения, чем у устойчивых [Shikov et al. 

2022]. 

Цель настоящего исследования состояла в оценке роли антиоксидантов в модуляции 

окислительных повреждений липидов у растений, различающихся по устойчивости 

к дефициту кислорода, для преодоления негативного воздействия окислительного стресса 

при действии аноксии / реаэрации, пероксида водорода и менадиона. Для этого растения 

были предобработаны антиоксидантами перед индукцией окислительного стресса. 

Использовали тролокс, применяемый для стандартизации активности антиоксидантов, 

аскорбиновую кислоту и восстановленный глутатион, а также ингибитор НАД(Ф)Н-

оксидазы дифенилениодониум (ДФИ), поскольку именно НАД(Ф)Н-оксидаза активно 

участвует в генерации АФК на плазматической мембране и внутриклеточной сигнализации 

при действии различных стрессоров, включая гипоксию [Hu et al. 2020]. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Растительный материал. Эксперименты проведены на 10-дневных проростках риса 

(Oryza sativa var. japonica, сорт Рапан, ФНЦ риса, Белозёрный, Краснодар, Россия) 

и 7-дневных проростках мягкой пшеницы (Triticum aestivum, сорт Ленинградка, ОПХ 

«Суйда», Ленинградская область, Россия). Зерновки поверхностно стерилизовали раствором 

гипохлорита натрия (5%), промывали раствором теплой кипяченой воды (45-50°С) 

и замачивали в ней в течение часа. Это было проделано для уменьшения вероятности 

развития бактериальных и грибковых инфекций, а также для стимуляции одновременного 

прорастания семян. Далее растения проращивали в темноте при температуре 29°C для риса и 

21-23°С для пшеницы. На третий день проростки пересаживали на перфорированные 

пластины и выращивали в гидропонной культуре на растворе Кнопа при 23-25°C, 

постоянной аэрации, освещённости 60 мкмоль ФАР * м-2 * с-1 и 12 ч-фотопериоде 

[Емельянов и др. 2003; Shikov et al. 2022].  

Схема эксперимента. Растения разделяли на контрольные и опытные группы 

по 20 проростков. Для преодоления негативного воздействия окислительного стресса 

мы провели оценку роли антиоксидантов и ингибитора НАД(Ф)Н-оксидазы плазмалеммы 

ДФИ в модуляции окислительных повреждений липидов при действии 

аноксии / постаноксии, а также химических индукторов окислительного стресса 

(прооксидантов): пероксида водорода и менадиона. Для предобработки антиоксидантами 

были использованы тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоновая кислота, 

водорастворимый аналог витамина Е, 1 и 3 мкМ, ХИМЭКС Лимитед, СПб., Россия), 

аскорбиновая кислота (витамин С, в форме натриевой соли, 1 и 10 мМ, Sigma-Aldrich, Сент-

Луис, США), восстановленный глутатион (1 и 10 мМ, Sigma-Aldrich), а также хлорид 

дифенилениодониума (ДФИ, 10 и 20 мкМ, Sigma-Aldrich). ДФИ предобрабатывали только 

вариант, подвергшийся впоследствии действию аноксии / реаэрации. Корни растений 

выдерживали в течение суток в растворе анализируемого антиоксиданта / ингибитора, 

приготовленном на питательном растворе Кнопа без железа и микроэлементов, далее корни 

промывали, меняли раствор на новый без антиоксидантов и подвергали опытные растения 

действию аноксии / постаноксии или соответствующего прооксиданта. Для создания 

анаэробных условий растения опытных вариантов помещали в камеры, через которые 

45 минут пропускали газообразный азот, затем камеры герметично закрывали и ставили в 

темноту на 24 ч для предотвращения образования кислорода на свету. Чистоту условий 

аноксии проверяли с помощью индикатора Anaerotest® (Merck, Дармштадт, Германия). 

Далее камеры открывали и растения помещали в условия реаэрации продолжительностью 

24 ч, также в темноте. Для создания химического окислительного стресса проростки после 

предобработки антиоксидантами обрабатывали в течение суток прооксидантами: перекись 

водорода использовали в концентрации 500 мкМ, а менадион (Sigma-Aldrich) – 100 мкМ. 

Концентрации прооксидантов были подобраны ранее [Емельянов и др. 2020; Shikov et al. 

2022]. Менадион (2-метил-1,4-нафтохинон) способствует генерации супероксидного анион-

радикала внутри клетки при превращении в радикал семихинона и последующей реакции 

с кислородом [Hassan 2013]. Прооксиданты вносили так же, как и антиоксиданты. Начиная 

с обработки антиоксидантами все растения, включая контрольные (необработанные) 

находились в темноте, в случае предобработки антиоксидантами – аноксии – постаноксии – 

суммарно в течение трёх суток, в случае предобработки антиоксидантами – обработки 

прооксидантами – в течение двух суток, поэтому контрольные варианты в каждой серии 

экспериментов были свои и несколько отличались друг от друга. 
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Измерение уровня ПОЛ проводили по методике Рубина [Рубин и др. 1976] в нашей 

модификации [Емельянов и др. 2020; Shikov et al. 2022]. Интенсивность ПОЛ оценивали 

по содержанию окончательных продуктов окисления липидов, взаимодействующих 

с тиобарбитуровой кислотой в кислой среде. Содержание ТБК-реактивных продуктов 

выражали в мкмолях на 1 г сырой массы, используя коэффициент микромолярной 

экстинкции малонового диальдегида (0,155 мкмоль-1 * см-1). 

Статистическая обработка. Все эксперименты были проведены в 5-7 биологической 

и 6-кратной аналитической повторности. Полученные значения обработаны статистически в 

программе GraphPad Prism версии 10.4.0. для Windows. На рисунках приведены средние 

арифметические значения величин и их стандартные ошибки. Значения с разными буквами 

достоверно различаются при p < 0,05 (взвешенное среднее Тьюки). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Исходный уровень ПОЛ в побегах изучаемых растений был выше, чем в корнях 

в серии экспериментов с действием аноксии и реаэрации (рис. 1). При сравнении растений 

изученных видов, в побегах ПОЛ было выше в проростках пшеницы, а в корнях – у риса. 

Воздействие аноксии и последующей реаэрации приводило к возрастанию уровня ПОЛ 

на 40% в побегах и 60% в корнях проростков пшеницы и на 20 и 40% в проростках риса, 

соответственно, т.е. у риса интенсификация ПОЛ при стрессе была менее интенсивной. 

Предобработка антиоксидантами способствовала снижению ПОЛ у обоих видов растений. 

Причём позитивный эффект был более выражен в корнях обоих видов растений (понижение 

ПОЛ на 12-35% у пшеницы и 25-40% у риса). В корнях риса все использованные 

антиоксиданты снижали интенсивность ПОЛ до контрольного уровня, в отличие 

от пшеницы, где до контрольных нормоксических значений уровень ПОЛ понижали только 

низкие концентрации использованных антиоксидантов. В побегах пшеницы ПОЛ 

подавлялось антиоксидантами на 9-16%, у риса – на 8-18%, причём высокие концентрации 

также были менее эффективными. Любопытно, что ДФИ снижал ПОЛ только в проростках 

риса. 

Рисунок 1. Влияние предобработки антиоксидантами и дифенилениодонием (ДФИ) 
на перекисное окисление липидов в побегах и корнях проростков пшеницы и риса 
при окислительном стрессе, вызванным действием 24 ч аноксии и 24 ч реаэрации. Значения 
с разными буквами достоверно различаются в пределах одной группы данных при p < 0,05 
(взвешенное среднее Тьюки). 

В серии экспериментов с искусственным окислительным стрессом, вызванном 

действием прооксидантов, перекисью водорода (рис. 2) и менадиона (рис. 3), исходный 

уровень ПОЛ в тканях изучаемых растений был выше, чем при изучении действия аноксии и 

реаэрации, за исключением побегов риса (рис. 1-3). 
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Рисунок 2. Влияние предобработки антиоксидантами на перекисное окисление 
липидов в побегах и корнях проростков пшеницы и риса при окислительном 
стрессе, вызванным действием перекиси водорода (500 мкМ). Значения с разными 
буквами достоверно различаются в пределах одной группы данных при p < 0,05 
(взвешенное среднее Тьюки). 

Обработка перекисью водорода (500 мкМ) вызывала резкое возрастание ПОЛ 

в необработанных антиоксидантами растениях (рис. 2). В побегах пшеницы ПОЛ 

увеличивалось в 1,4 раза, у риса – на треть, в корнях – на 50 и 30% соответственно. 

Предобработка антиоксидантами у пшеницы оказала протекторное действие во всех случаях, 

за исключением 1 мМ аскорбиновой кислоты в побегах. При этом в побегах наиболее 

эффективными оказались обе концентрации тролокса (1 и 3 мкМ) – они снизили ПОЛ 

до уровня ниже контрольного (на 35%), а также высокие (10 мМ) концентрации аскорбата 

и глутатиона (на 30%). В корнях проростков пшеницы предобработка аскорбатом 

(1 и 10 мМ) и 1 мМ глутатионом уменьшала ПОЛ до контрольного уровня (на 35, 20 и 40%, 

соответственно). Тролокс и 1 мМ глутатион были менее эффективны (снижали ПОЛ на 15%). 

В отличие от пшеницы, тролокс подавлял ПОЛ при действии перекиси водорода 

как в побегах (на 15-20%), так и в корнях проростков (35-45%) риса. Предобработка 10 мМ 

аскорбатом и обеими концентрации глутатиона не влияла на ПОЛ в побегах риса, а в корнях 

все использованные антиоксиданты снижали пероксид-индуцированное ПОЛ 

до контрольного нормоксического уровня (на 30-40%). 

Рисунок 3. Влияние предобработки антиоксидантами на перекисное окисление 
липидов в побегах и корнях проростков пшеницы и риса при окислительном стрессе, 
вызванным действием менадиона (100 мкМ). Значения с разными буквами достоверно 
различаются в пределах одной группы данных при p < 0,05 (взвешенное среднее 
Тьюки). 

Стимуляция ПОЛ под действием менадиона (100 мкМ) была сопоставима с таковой, 

вызванной перекисью водорода. В побегах проростков обоих видов растений она составляла 
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50%, в корнях – 35-40% (рис. 3). Предобработка антиоксидантами подавляла ПОЛ во всех 

случаях, за исключением 10 мМ глутатиона в корнях риса. В побегах пшеницы 1 мкМ 

тролокс и 1 мМ глутатион вызывали 40% снижение интенсивности ПОЛ до контрольного 

уровня. Остальные использованные концентрации антиоксидантов были менее 

эффективными (уменьшение на 15-25%). В корнях пшеницы и в побегах и корнях риса 

большинство антиоксидантов снижало индуцированное менадионом ПОЛ до контрольного 

уровня  

ОБСУЖДЕНИЕ 

Возрастание ПОЛ при действии разнообразных негативных факторов служит 

своеобразным маркером стресс-реакции. Кислородная недостаточность и полное отсутствие 

кислорода парадоксальным образом связаны с окислительным стрессом. АФК начинают 

формироваться уже в бескислородной среде, где они участвуют в анаэробном сигналинге и 

запускают деструктивные процессы, которые особенно усиливаются при возвращении 

растений в условия нормоксии [Шиков и др. 2020]. Восстановленные и недоокисленные 

субстраты, накопившиеся во время аноксии, окисляются кислородом и в ещё большей 

степени приводят к генерации АФК и развитию постаноксических повреждений. 

В настоящем исследовании также выявлено повышение ПОЛ в тканях исследованных 

растений при действии аноксии / реаэрации и прооксидантов (перекиси водорода 

и менадиона). 

Воздействие 24 ч аноксии и последующей 24 ч реаэрации приводило к возрастанию 

уровня ПОЛ в проростках обоих растений (рис. 1), причём неустойчивое к гипоксии 

растение (пшеница) повреждалось в большей степени, чем устойчивое (рис). Это согласуется 

с предыдущими исследованиями [Hunter et al. 1983; Чиркова и др. 1998; Blokhina et al. 1999; 

Kumutha et al. 2009; Емельянов и др. 2020; Shikov et al. 2022]. Предобработка 

антиоксидантами способствовала снижению ПОЛ, индуцированного аноксией и реаэрацией, 

у обоих растений. Причём позитивный эффект был более выражен в корнях, по-видимому, 

вследствие поступления исследуемых веществ из окружающего раствора. В корнях риса все 

использованные антиоксиданты снижали интенсивность ПОЛ до контрольного уровня, тогда 

как у пшеницы более эффективными были наиболее низкие из использованных 

концентраций антиоксидантов. В побегах исследуемых растений антиоксиданты подавляли 

ПОЛ в 3 раза слабее, чем в корнях, что можно объяснить необходимостью доставки 

антиоксиданта в побеги растений. Более того, именно побеги испытывают большее 

окислительное воздействие, находясь в воздушной среде, что выражается в больших 

абсолютных значениях ПОЛ в побегах по сравнению с корнями.  

Важным результатом настоящего исследования было обнаружение отсутствия 

эффекта ДФИ на ПОЛ у растений пшеницы (рис. 1). Это вещество ингибирует НАД(Ф)Н-

оксидазу плазмалеммы, которая участвует в продукции АФК на плазмалемме [Шиков и др. 

2021] и вовлечена в трансдукцию сигналов при целом спектре воздействий [Hu et al. 2020], 

в том числе при действии различных стрессоров, включая гипоксию [Lindberg et al. 2011]. 

У риса применение данного ингибитора подавляет ПОЛ в корнях и побегах, что указывает 

на участие НАД(Ф)Н-оксидазы в сигналинге и развитии повреждений при аноксии 

и реаэрации. Тогда как у пшеницы вклад НАДФH-оксидаз в генерацию АФК 

при постаноксическом окислительном стрессе, вероятно, не является основным на фоне 

процессов, происходящих в пластидах и митохондриях. Меньший эффект ДФИ в побегах 

риса также можно объяснить проблемами его доставки в надземную часть при введении 
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через корни. Весьма любопытно, что ранее мы обнаружили участие в трансдукции 

анаэробного сигнала у риса как внутриклеточных, так и плазмалеммных элементов 

кальциевой сигнальной системы, тогда как у пшеницы были задействованы только 

внутриклеточные депо кальция [Yemelyanov et al. 2011]. 

Искусственный окислительный стресс, индуцированный прооксидантами (рис. 2, 3), 

стимулировал ПОЛ у обоих растений сопоставимо с действием природного стресса, 

вызванного аноксией / реаэрацией (рис. 1). Перекись водорода в большей степени 

повреждала растения пшеницы (рис. 2). Менадион стимулировал деструктивные процессы 

в побегах обоих растений интенсивнее, чем аноксия / реаэрация (рис. 3) и активнее, 

чем в корнях. Как и при действии аноксии / постаноксии, прооксиданты стимулировали ПОЛ 

в первую очередь у неустойчивого растения. Предобработка антиоксидантами подавляла 

развитие ПОЛ под действием окислителей у обоих видов растений, причём у риса – более 

интенсивно, в большинстве случаев достигая контрольных нормоксических значений. 

Полученные данные коррелируют с выявленным ранее эффектом тролокса и аскорбиновой 

кислоты на преодоление окислительного стресса, вызванного Н2О2 в культуре клеток 

эпителия тонкого кишечника свиньи [Vergauwen et al. 2015]. А также с данными о различиях 

в эффектах этого искусственного антиоксиданта у нескольких видов растений Тибетского 

нагорья, произрастающих в условиях низких температур, при действии ультрафиолета, 

низкого уровня СО2, а также высокогорной гипоксии [Cui et al. 2016]. 

При анализе всех результатов показано большее окислительное повреждение липидов 

в побегах обоих видов растений и меньшее воздействие антиоксидантов на эти процессы. 

В корнях протекторный эффект был более выражен. Тролокс был выявлен как наиболее 

эффективный антиоксидант, подавлявший ПОЛ во всех случаях у обоих видов растений. 

Наибольшее подавление ПОЛ антиоксидантами показано у растений риса, особенно в корнях 

(на 35-40%), что может быть обусловлено более функционально активной антиоксидантной 

системой. Учитывая многокомпонентность аниоксидантных систем растений [Dumanović 

et al. 2021], следует отметить, что в проростках риса при действии аноксии и реаэрации 

активировались каталаза и пероксидазы [Емельянов и др. 2022] и поддерживалась работа 

аскорбат-глутатионового цикла [Damanik et al. 2010; Емельянов и др. 2024], тогда как 

у пшеницы нарушалась работа антиоксидантной системы. 

Таким образом, в ходе проведенного исследования выявлены различия в действии 

антиоксидантов на растения пшеницы и риса для преодоления негативного воздействия 

окислительного стресса, вызванного воздействием аноксии / реаэрации или прооксидантов 

(пероксида водорода и менадиона). Наибольший эффект показан у растений риса, в корнях 

которого все использованные антиоксиданты снижали интенсивность ПОЛ до контрольного 

уровня. Показано, что естественный окислительный стресс вследствие 

аноксии / постаноксии сопоставим с искусственным стрессом, индуцированным 

прооксидантами, и преодоление этого стресса связано с эффективной работой 

антиоксидантной системы у устойчивых растений. Модуляция этой работы при помощи 

селекционных мероприятий или обработок растений антиоксидантами может позволить 

управлять устойчивостью растений к дефициту кислорода и последующей реаэрации. 
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