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С использованием хелатора ионов кальция ЭГТА и ингибитора фосфатидилинозитолспеци-
фичной фосфолипазы C – неомицина – исследовали участие Ca2+ в трансдукции сигналов экзогенных 
брассиностероидов (БС) (24-эпибрассинолида – 24-ЭБЛ и 24-эпикастастерона – 24-ЭКС), вызываю-
щих повышение теплоустойчивости клеток колеоптилей пшеницы (Triticum aestivum L.). 24-часовая 
обработка отрезков колеоптилей 24-ЭБЛ и 24-ЭКС в концентрации 10 нМ вызывала транзиторное 
усиление генерации супероксидного анион-радикала клеточной поверхностью и последующее повыше-
ние активности супероксиддисмутазы и каталазы. Предварительная обработка колеоптилей ЭГТА 
и неомицином в значительной степени угнетала эти эффекты и нивелировала,  вызываемое БС повы-
шение теплоустойчивости колеоптилей пшеницы. Обсуждаются возможные механизмы вовлечения 
кальциевого сигналинга в образование активных форм кислорода в растительных клетках и индуци-
рование теплоустойчивости растительных клеток при действии экзогенных БС. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: брассиностероиды, активные формы кислорода, кальций, антиоксидантные 
энзимы, Triticum aestivum L. 

В последние полтора десятилетия интен-
сивно исследуются физиологические 
функции брассиностероидов (БС) – от-

дельного класса растительных гормонов [1, 2]. 
Показана их роль в адаптации растений к дей-
ствию неблагоприятных факторов различной 
природы, в т. ч. стрессовых температур. При 
обработке БС зарегистрировано как повыше-
ние выживания растений после потенциально 
летального действия гипертермии [3–6], так и 
сохранение способности к росту при сублеталь-
ных высокотемпературных воздействиях [7, 8]. 

В то же время роль сигнальных посред-
ников, задействованных в реализации стресс-
протекторных эффектов БС, остается недоста-
точно изученной. Установлено участие оксида 
азота, активных форм кислорода (АФК) и MAP-
киназного (mitogen-activated protein kinase) кас
када в индуцировании БС реакций, необходи-
мых для развития устойчивости растений огурца 
к холоду и параквату [9, 10]. В экспериментах с 
использованием колеоптилей пшеницы выявле-

но, что экзогенные БС индуцировали транзи-
торное усиление генерации АФК и последующее 
развитие теплоустойчивости [11]. При этом про-
текторное действие БС угнеталось антиоксидан-
том ионолом и ингибитором NАDPН-оксидазы – 
имидазолом. На участие NАDPН-оксидазы в 
трансдукции сигналов экзогенных БС указыва-
ется и в исследованиях, выполненных на другом 
объекте – проростках огурца [9]. 

Известно, что ионы кальция играют осо-
бую роль в регуляции активности NADPH-
оксидазы [12]. Показано усиление поступления 
Ca2+ в цитозоль растительных клеток через каль-
циевые каналы плазмалеммы под влиянием БС 
[13]. В то же время участие кальция в стресс-
протекторных эффектах БС остается практиче-
ски не исследованным. 

Целью работы явилось выяснение роли ио-
нов кальция в индуцируемом БС усилении гене-
рации АФК колеоптилями пшеницы и развитии 
их теплоустойчивости. 
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Материалы и методы

Исследования проводили с использовани-
ем отрезков колеоптилей пшеницы (Triticum 
aestivum L.), которые, как было показано ранее 
[11], являются чувствительной моделью для изу-
чения эффектов БС. Кроме того, на колеоптилях 
пшеницы удобно исследовать эффекты генера-
ции АФК клеточной поверхностью без разруше-
ния растительных тканей [14, 15]. 

Отрезки колеоптилей пшеницы сорта Эле-
гия отделяли от 4-суточных этиолированных 
проростков, выращенных при температуре 
20  °С. Колеоптили инкубировали на просте-
рилизованном 2%-ом растворе сахарозы с до-
бавлением пенициллина (Na-соль, 100 000 ед.) 
(контроль). БС – 24-эпибрассинолид (24-ЭБЛ) и 
24-эпикастастерон (24-ЭКС), синтезированные 
в лаборатории химии стероидов Института био-
органической химии НАН Беларуси, предвари-
тельно растворяли в небольшом объеме этанола 
и вносили в среду инкубации колеоптилей со-
ответствующих вариантов (конечная концен-
трация 10 нМ). Эффективные концентрации БС, 
максимально повышающие теплоустойчивость 
колеоптилей пшеницы, были установлены нами 
ранее [11]. В вариантах без БС в инкубационную 
среду добавляли эквивалентное количество эта-
нола. 

На растворах БС колеоптили инкубировали 
в течение 24 ч. В случае предобработки ЭГТА 
и неомицином эти соединения в концентраци-
ях 50 и 40 мкМ соответственно вносили в среду 
инкубации колеоптилей за 3 ч до добавления в 
нее БС, по истечении этого времени в среду до-
бавляли БС и продолжали инкубацию колеоп-
тилей в течение 24 ч. В отдельных вариантах 
оценивали влияние неомицина на исследуемые 
показатели при его внесении в среду инкубации 
колеоптилей через 3 ч после начала обработки 
БС (постобработка). В этом случае по истечении 
21 ч инкубации  колеоптилей на растворах, со-
держащих БС в смеси с неомицином, их пере-
носили еще на 6 ч в среду инкубации с одним 
неомицином. Таким образом, время воздействия 
БС на колеоптили во всех вариантах опыта со-
ставляло 24 ч, а неомицина – 27 ч. Концентра-
ции ЭГТА и неомицина были выбраны на осно-
вании предварительных опытов. 

После инкубации колеоптилей на раство-
рах исследуемых соединений часть отрезков 
каждого варианта подвергали потенциально 

летальному прогреву в водяном ультратермо-
стате в стерильной дистиллированной воде при 
температуре 43 ± 0,1 °С в течение 10 мин. Затем 
отрезки помещали в чашки Петри с простери-
лизованным 2%-ым раствором сахарозы с до-
бавлением пенициллина. Через двое суток после 
прогрева оценивали их повреждения по потере 
тургора и появлению специфического оттенка, 
обусловленного инфильтрацией тканей. 

Генерацию супероксидных анион-ради-
калов интактными колеоптилями определяли 
по восстановлению нитросинего тетразолия 
(НСТ) по методике, подробно описанной ранее 
[16]. Для проверки специфичности генерации 
О2

•– в специальных опытах в пробы добавляли 
супероксиддисмутазу (СОД) (50 ед./мл), которая 
ингибировала генерацию супероксидного ани-
он-радикала не менее чем на 90%. При этом по-
лагали, что количество восстановленного НСТ 
определяется генерацией О2

•–. Супероксидпро-
дуцирующую активность оценивали как изме-
нение светопоглощения реакционной смеси при 
530 нм за 1 ч инкубации в расчете на один от-
резок колеоптиля. 

Для определения активности СОД (1.15.1.1) 
и каталазы (1.11.16) навеску растительного ма-
териала гомогенизировали при температуре 
2–4 °С в 0,15 М K,Na-фосфатном буфере (pH 7,6) 
с добавлением ЭДТА (0,1 мМ), дитиотреитола 
(1 мМ) и детергента Тритона Х-100 (конечная 
концентрация 0,1%) [17]. Для анализа использо-
вали супернатант после центрифугирования го-
могената при 8000 g в течение 10 мин при 4 °С. 
Активность СОД определяли, используя метод, 
основанный на способности энзима конкуриро-
вать с НСТ за супероксидные анионы, образую
щиеся вследствие аэробного взаимодействия 
NADH и феназинметасульфата. Активность ка-
талазы определяли при рН реакционной смеси 
7,2 по количеству разложившегося пероксида 
водорода за единицу времени. 

Содержание протеина устанавливали мето-
дом Бредфорда, используя в качестве стандарта 
БСА [18]. 

Эксперименты воспроизводили независимо 
три раза при трехкратной повторности в преде-
лах каждого отдельного опыта. На рисунках 
приведены средние значения и их стандартные 
ошибки. Достоверность различий между ва-
риантами оценивали по t-критерию Стьюден-
та. Обсуждаются эффекты, достоверные при 
P ≤ 0,05. 

експериментальні роботи
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В опытах использовали неомицин и нитро-
синий тетразолий производства Sigma (США), 
NADH – Oriental yeast (Япония), ЭГТА и Тритон 
X-100 – AppliChem GmbH (Германия), остальные 
реактивы – квалификации хч или чда отече-
ственного производства. 

Результаты и обсуждение

Как было установлено ранее, обработка ко-
леоптилей пшеницы БС вызывала транзиторное 
усиление генерации супероксидного анион-ра-
дикала, максимальный эффект наблюдался че-
рез 2–5 ч после начала воздействия БС [11]. В 
связи с этим в настоящей работе генерацию О2

•– 

регистрировали через 2 и 5 ч после начала обра-
ботки колеоптилей БС либо через 5 и 8 ч после 
начала воздействия ЭГТА или неомицина. 

Хелатор «внешнего» кальция ЭГТА сам по 
себе достоверно не влиял на образование О2

•– ко-
леоптилями пшеницы (рис. 1). В то же время он 
в значительной степени уменьшал эффект уси-
ления генерации супероксидного анион-радика-
ла, вызываемый 24-ЭБЛ и 24-ЭКС. 

В качестве другого антагониста кальция 
мы использовали неомицин, который, связывая 
фосфатидилинозитолбифосфаты, может инги-
бировать фосфатидилинозитолспецифичную 
фосфолипазу C (ФИ-ФЛ C) [19] и тем самым пре-
пятствовать накоплению продукта реакции  – 
инозитол-1,4,5-фосфата (IP3), который влияет 
на поступление кальция в цитозоль из внутри-
клеточных компартментов и активирует многие 
кальцийзависимые процессы [20]. В наших экс-
периментах неомицин не оказывал существен-
ного влияния на генерацию супероксидного ани-
он-радикала колеоптилями пшеницы (рис. 1). В 
то же время предобработка колеоптилей этим 
соединением снимала усиление образования 
О2

•–, вызываемое двумя исследуемыми БС.  
Однозначно интерпретировать наблюдае-

мый нами эффект нивелирования неомицином, 
вызываемого 24-ЭБЛ и 24-ЭКС усиления генера-
ции АФК клетками колеоптилей, сложно. Фено-
менологическое сходство эффектов неомицина с 
действием ЭГТА косвенно указывает на возмож-
ность его влияния на кальциевый гомеостаз. Как 
известно, в клетках животных ФИ-ФЛ С, катали-
зируя процесс образования IP3 и диацилглицеро-
ла (DAG), стимулирует поступление кальция в 
цитозоль. Это связано с открыванием под влия
нием IP3 внутриклеточных кальциевых каналов, 

Рис. 1. Генерация супероксидных анион-ради-
калов колеоптилями пшеницы (% к контролю 
в начале эксперимента). I, II – соответствен-
но через 2 или 5 ч после начала инкубации на 
растворах БС или через 5 и 8 ч на растворе 
неомицина. 1 – контроль; 2 – ЭГТА (50 мкМ); 
3  – неомицин (40  мкМ); 4 – 24-эпибрассинолид 
(10 нМ); 5  – 24-эпикастастерон (10 нМ); 6 – 
24-эпибрассинолид (10 нМ) + ЭГТА (50 мкМ); 7 
– эпикастастерон (10 нМ) + ЭГТА (50 мкМ); 8 – 
24-эпибрассинолид (10 нМ) + неомицин (40 мкМ, 
предобработка); 9 – 24-эпикастастерон (10 нМ) 
+ неомицин (40 мкМ, предобработка). Подробно 
условия обработки колеоптилей исследуемыми 
соединениями см. в разделе «Материалы и ме-
тоды». * P ≤ 0,05
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а также с активацией DAG протеикиназы C, 
участвующей в регуляции потенциалзависимых 
кальциевых каналов плазмалеммы. Несмотря на 
то, что в растениях до сих пор не обнаружены 
гомологи мишеней IP3, известно, что неомицин 
может уменьшать поступление кальция в цито-
золь растительных клеток. Например, это сое
динение снимало эффект повышения концен-
трации кальция в клетках табака, вызываемый 
действием элиситора криптогеина [21]. Следует 
отметить, что другой посредник, образующий-
ся с участием ФИ-ФЛ С – DAG в растительных 
клетках в настоящее время рассматривается как 
предшественник фосфатидной кислоты [22], ко-
торая наряду с кальцием может связываться с 
NADPH-оксидазой и тем самым участвовать в 
усилении генерации АФК [23]. Кроме того, фос-
фатидилинозитолбифосфат, который связывает-
ся неомицином, является кофактором фосфоли-
пазы D. Известно, что неомицин может влиять 

ю. е. колупаев, а. а. вайнер,  т. о. ястреб и др.
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Рис. 2. Выживание колеоптилей пшеницы (%) 
после повреждающего прогрева. Тут и на рис. 3:  
1 – контроль; 2 – ЭГТА (50 мкМ); 3 – неомицин 
(40  мкМ); 4 – 24-эпибрассинолид (10 нМ); 5  – 
24-эпикастастерон (10 нМ); 6 – 24-эпибрассино-
лид (10 нМ) + ЭГТА (50 мкМ); 7 – эпикастастерон 
(10 нМ) + ЭГТА (50 мкМ); 8 – 24-эпибрассино-
лид (10 нМ) + неомицин (40 мкМ, предобработ-
ка); 9 – 24-эпикастастерон (10 нМ) + неомицин 
(40 мкМ, предобработка); 10 – 24-эпибрассино-
лид (10 нМ) + неомицин (40 мкМ, постобработ-
ка); 11 – 24-эпикастастерон (10 нМ) + неомицин 
(40 мкМ, постобработка). Подробно условия 
обработки колеоптилей исследуемыми соеди-
нениями см. в разделе «Материалы и методы». 
* P ≤ 0,05
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и на образование фосфатидной кислоты, зависи-
мое от фосфолипазы D [24]. 

Обработка колеоптилей обоими БС вызыва-
ла повышение их выживания после повреждаю-
щего прогрева (рис. 2). При этом эффект 24-ЭБЛ 

Рис. 3. Активность СОД (усл. ед./мин∙мг протеина) (А) и каталазы (ммоль H2O2/мин∙мг протеина) (Б)
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был несколько выше по сравнению с эффектом 
24-ЭКС, хотя эти различия не были достоверны 
при P ≤ 0,05. Под влиянием ЭГТА и неомицина 
теплоустойчивость колеоптилей пшеницы до-
стоверно не изменялась. Однако предваритель-
ная обработка колеоптилей как ЭГТА, так и нео-
мицином практически полностью нивелировала 
положительное влияние БС на их теплоустойчи-
вость (рис. 2). 

Одной из защитных систем клеток, индуци-
руемых БС, является антиоксидантная [25,  26]. 
В наших экспериментах отмечалось повышение 
активности СОД и каталазы под влиянием 24-
ЭБЛ и 24-ЭКС (рис. 3). Обработка ЭГТА сама по 
себе не сказывалась на активности СОД и ката-
лазы. Под влиянием неомицина происходило не-
значительное увеличение активности СОД, а ак-
тивность каталазы не изменялась. В то же время 
предобработка колеоптилей ЭГТА снимала по-
вышение активности СОД и каталазы, вызывае
мое БС. Под влиянием неомицина отмечалось 
частичное нивелирование повышения активно-
сти СОД и каталазы, вызываемого БС. 

Для того чтобы выяснить, насколько специ
фичны эффекты неомицина на передачу сигнала 
БС, индуцирующего антиоксидантные энзимы 
и развитие теплоустойчивости колеоптилей, мы 
также исследовали влияние ингибитора ФИ-
ФЛ С на эти показатели при его введении в сре-
ду инкубации колеоптилей через 3 ч после на-
чала их обработки БС. В этом случае неомицин 
почти не влиял на вызываемый БС эффект ин-
дуцирования теплоустойчивости колеоптилей 
пшеницы (рис. 2) и повышения в них активности 
СОД и каталазы (рис. 3). Эти данные позволя-
ют говорить о действии неомицина преимуще-
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ственно на трансдукцию сигнала БС. Побочные 
его эффекты на активность антиоксидантных 
энзимов и теплоустойчивость колеоптилей в ус-
ловиях наших экспериментов, по-видимому, не 
столь значительны. 

Таким образом, сходные эффекты ЭГТА и 
неомицина на проявление влияния БС на гене-
рацию АФК колеоптилями пшеницы, их тепло-
устойчивость и активность антиоксидантных 
энзимов указывают на вовлечение кальция в 
трансдукцию сигналов БС. При этом данные об 
угнетении эффектов БС неомицином однознач-
но интерпретировать не представляется воз-
можным. Оно может быть связано как с влия
нием неомицина на кальциевый гомеостаз, так 
и на содержание фосфатидной кислоты. Как уже 
отмечалось, последняя, наряду с кальцием, мо-
жет активировать NADPH-оксидазу [23] и тем 
самым влиять на формирование АФК-сигнала. 

Следует отметить, что в последние годы 
получены сведения о способности БС активи-
ровать фосфатидилхолинспецифичные фосфо-
липазы C [27], что также вызывает повышение 
содержания DAG, который может превращаться 
в фосфатидную кислоту [22]. Как ионы кальция, 
так и фосфатидная кислота, задействованы в 
активации NADPH-оксидазы и формировании 
АФК-сигналов [23]. Таким образом, в реали-
зации эффектов БС, по-видимому, участвуют 
ионы кальция, АФК и ряд компонентов липид-
ного сигналинга, находящихся в сложном функ-
циональном взаимодействии. Вполне естествен-
но, что для выяснения вклада этих посредников 
и процессов их взаимодействия в формирование 
индуцируемых БС конкретных адаптивных ре-
акций растений необходимы специальные ис-
следования. 

роль іонів Са в індукуванні 
теплостійкості колеоптилів 
пшениці брасиностероїдами

Ю. Є. Колупаєв1, А. О. Вайнер1, 
Т. О. Ястреб1, О. І. Обозний1, В. О. Хрипач2
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Із використанням хелатору іонів 
кальцію ЕГТА та інгібітора фосфатидил
інозитолспецифічної фосфоліпази C  – неомі
цину – досліджували участь Са2+ в трансдукції 
сигналів екзогенних брасиностероїдів 
(БС) (24-епібрасиноліду – 24‑ЕБЛ і 
24-епікастастерону – 24-ЕКС), що спричинюють 
підвищення теплостійкості клітин колеоптилів 
пшениці (Triticum aestivum L.). 24-годинна об-
робка відрізків колеоптилів 24-ЕБЛ і 24-ЕКС в 
концентрації 10 нМ спричинювала транзитор-
не посилення генерації супероксидного аніон-
радикала клітинною поверхнею та подальше 
підвищення активності супероксиддисмутази і 
каталази. Попередня обробка колеоптилів ЕГТА 
і неоміцином значною мірою пригнічувала 
ці ефекти та нівелювала спричинюване БС 
підвищення теплостійкості колеоптилів 
пшениці. Обговорюються можливі механізми 
залучення кальцієвого сигналінгу в утворення 
активних форм кисню в рослинних клітинах й 
індукування теплостійкості рослинних клітин 
за дії екзогенних БС.

К л ю ч о в і  с л о в а: брасиностероїди, 
кальцій, активні форми кисню, антиоксидантні 
ензими, Triticum aestivum L. 
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Role of Ca ions in the 
induction of heat-resistance 
of wheat coleoptiles 
by brassinosteroids 
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The involvement of Ca2+ into the signal trans-
duction of exogenous brassinosteroids (BS) (24-epi-
brassinolide – 24-EBL and 24-epicastasterone – 
24‑ECS) causing the increase of heat resistance of 
the cells of wheat (Triticum aestivum L.) coleoptiles 
was investigated using calcium chelator EGTA and 
inhibitor of phosphatidylinositol-specific phospholi-
pase C – neomycin. Twenty-four-hour treatment of 
coleoptile segments with 10 nM solutions of 24-EBL 
and 24-ECS led to a transient increase in the genera-
tion of superoxide anion radical by cell surface and 
the subsequent activation of superoxide dismutase 
and catalase. Pretreatment of coleoptiles with EGTA 
and neomycin depressed to a considerable extent 
these effects and leveled the increase in heat resist-
ance of wheat coleoptiles that were caused by BS. 
Possible mechanisms of involvement of calcium 
signaling into the formation of reactive oxygen spe-
cies in plant cells and induction of heat resistance of 
plant cells by the action of exogenous BS have been 
discussed.

K e y  w o r d s: brassinosteroids, phospholi-
pase C, reactive oxygen species, calcium, antioxidant 
enzymes, Triticum aestivum L.
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