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УДК 581.192.7

ФИЗИОЛОГО -БИОХИМИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ  
УСТОЙЧИВОСТИ РАСТЕНИЙ К ОКИСЛИТЕЛЬНОМУ СТРЕССУ  

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ПЕПТИДНОГО ЭЛИСИТОРА AtPep1

Г. Г. ФИЛИПЦОВА1), В. М. ЮРИН 1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Исследовано влияние пептидного элиситора AtPep1 на устойчивость растений сои и гороха к окислительному 
стрессу. Определена концентрация пептида, оказывающая максимальный элиситорный эффект на данные расте-
ния, – 10– 9 моль/л. Показано, что обработка надземной части проростков этим пептидом приводит к увели-
чению активности пероксидазы и супероксиддисмутазы и снижению уровня продуктов перекисного окисления 
липидов в растениях, подвергнутых окислительному стрессу, что и обусловливает повышение устойчивости рас-
тений к стрессовому воздействию.

Ключевые слова: пептидный элиситор AtPep1; окислительный стресс; активные формы кислорода; перекис-
ное окисление липидов; пероксидаза; супероксиддисмутаза.
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The effect of the peptide elicitor AtPep1 on the resistance of soybean and pea plants to oxidative stress was studied. 
The concentration of the peptide 10– 9 mol/L has the maximum elicitor effect on these plants. It was shown that treatment 
of the aerial part of seedlings with this peptide leads to an increase in the activity of peroxidase and superoxide dismutase 
and a decrease in the level of lipid peroxidation products in plants under oxidative stress. Revealed effects cause an in-
crease in the plants resistance to stress.
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Введение
Устойчивость растений к стрессовым воздействиям реализуется благодаря функционированию раз-

личных защитных механизмов. Значительную роль в этом процессе играет сигнальная система, свя-
занная с восприятием веществ элиситоров и запуском механизмов индуцированной устойчивости. 
Элиситорными свойствами обладают соединения различной химической природы (углеводы, липиды, 
протеины, гликопротеиды и др.), имеющие разные источники происхождения (патогенные и непато-
генные микроорганизмы, грибы, насекомые-вредители, а также сами растения) [1; 2]. Согласно совре-
менным представлениям эти соединения играют существенную роль в формировании многоуровневой 
иммунной системы растений [3; 4].

Одним из распространенных семейств растительных элиситоров являются элиситоры пептидной 
природы Peps (plant elicitor peptides). В 2006 г. из листьев модельного растения Arabidopsis thaliana 
выделен первый пептидный элиситор, названный AtPep1 [5]. Позже в растениях арабидопсиса были 
обнаружены еще семь гомологов данного олигопептида, участвующих в регуляции антимикробной за-
щиты. Гены, кодирующие подобные пептиды, выявлены во многих растениях [4]. К настоящему време-
ни эндогенные пептидные элиситоры идентифицированы у более чем 50 видов растений из различных 
семейств [6]. Вероятнее всего, образование эндогенных пептидных элиситоров широко распространено 
в растительном мире и представляет собой один из механизмов индукции иммунитета в ответ на по-
вреждающее действие фитопатогенов или насекомых-вредителей. В работе [7] авторами был проведен 
анализ литературных данных о функциональной активности эндогенных пептидных элиситоров расте-
ний, механизмах Pep-сигналинга и их роли в устойчивости растений к биотическим стрессорам, тогда 
как роль данных пептидов в устойчивости растений к абиотическим стрессорам недостаточно иссле-
дована. Вместе с тем известно, что при любом стрессовом воздействии как биотической, так и абио
тической природы развивается серия неспецифических стрессовых реакций, связанных с изменением 
проницаемости мембраны, а также увеличением скорости окислительных процессов и развитием окис-
лительного, или оксидативного, стресса (ОС). Скорость окислительных реакций в растениях опреде
ляется балансом между двумя противоположными процессами  – скоростью образования активных 
форм кислорода (АФК) и скоростью их детоксикации. Избыточное накопление АФК вызывает актива-
цию свободнорадикального и перекисного окисления липидов, белков, ДНК, РНК и других клеточных 
компонентов и развитие ОС [8]. Повреждающему эффекту свободных радикалов и АФК противостоит 
система антиоксидантной защиты, мощность развития которой в  значительной степени определяет 
устойчивость растений к  стрессовым воздействиям. Многие элиситоры способны индуцировать за-
пуск механизмов антиоксидантной защиты растений, тем самым повышая их устойчивость к стрессо-
вым воздействиям [9; 10]. Индукция антиоксидантных систем веществами, обладающими элиситорны-
ми свойствами, в настоящее время рассматривается как один из перспективных способов повышения 
неспецифической устойчивости растений к действию стрессовых факторов. Применение пептидных 
элиситоров имеет ряд преимуществ перед традиционными методами: они действуют в наномолярных 
концентрациях, не являются чужеродными для живых организмов, не загрязняют окружающую среду 
и, что самое важное, «подготавливают» растительный организм к последующему действию стрессо-
ров, повышая фитоиммунитет.

Цель настоящей работы – исследовать влияние экзогенной обработки растений сои и гороха пеп-
тидом AtPep1 на их устойчивость к действию ОС, а также установить механизмы защитного эффекта 
данного соединения. 

Материалы и методы исследования
Изучена элиситорная активность олигопептида AtPep1, полученного в Институте биоорганической 

химии НАН Беларуси посредством твердофазного пептидного синтеза с помощью автоматического пеп-
тидного синтезатора ResPep  SL (Германия)  [11]. В  качестве объектов исследования выступали про-
ростки сельскохозяйственных бобовых культур – гороха посевного (Pisum sativum) сорта Натальевский 
и сои культурной (Glycine max) сорта Припять. 

Схема постановки эксперимента. Семена растений замачивали в дистиллированной воде в течение 
1 сут для набухания, после чего высаживали в бумажные рулоны и выращивали в водной культуре 14 сут 
при температуре 20 –22 °С с фотопериодом 16 ч света, 8 ч темноты. Надземную часть 2-недельных про-
ростков опрыскивали водными растворами пептида AtPep1 в диапазоне концентраций 10–12–10– 9 моль/л, 
контроль оставляли без обработки. Норма расхода рабочего раствора составляла примерно 1  мл на 
рулон (10 –12 проростков). Через 24 ч после обработки проростки подвергали ОС путем погружения 
корневой системы в раствор, содержащий по 10–3 моль/л CuCl2, H2O2 и аскорбиновой кислоты. Спустя 
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1 сут раствор заменяли дистиллированной водой и продолжали выращивать проростки 7 сут в стан-
дартных условиях, после чего определяли их морфометрические параметры – сырую и сухую массу 
надземной части и корней, а также площадь первых настоящих листьев.

В целях выявления механизмов элиситорного действия пептида было изучено его влияние на содер-
жание первичных продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ), уровень АФК, активность перок-
сидазы и супероксиддисмутазы. Для этого 14-дневные проростки обрабатывали пептидом в концент
рации 10– 9 моль/л, на 2-е сутки проростки подвергали воздействию ОС, как это было описано ранее, 
через 24 и 48 ч, т. е. на 3-и и 4-е сутки после обработки, определяли указанные параметры. Кроме того, 
было исследовано изменение содержания АФК в листьях проростков гороха через 2; 24 и 48 ч после 
обработки пептидом, а также спустя 2; 4 и 24 ч действия ОС. 

Методики исследования. Уровень продуктов ПОЛ (оксодиеновых и триеновых конъюгатов) опреде
ляли методом прямой спектрофотометрии изопропанольных экстрактов из листьев опытных расте-
ний [12], содержание АФК в листьях – флуоресцентным методом с использованием 2,7-дихлордигидро
флуоресцеин диацетата  [13]. Интенсивность флуоресценции измеряли на спектрофлуориметре Cary 
Eclipse (Германия). Активность пероксидазы определяли по Бояркину по скорости окисления бензидина, 
измеряемой на спектрофотометре Carу (Германия)  [14], активность супероксиддисмутазы  – спектро
фотометрически по способности фермента ингибировать фотохимическое восстановление нитросинего 
тетразолия [15].

Статистическая обработка. Опыты проводили в 3-кратной биологической повторности, в каждой 
серии экспериментов выращивали по 12–15  проростков. Экспериментальные данные обрабатывали 
общепринятыми методами биологической статистики, вычисляли средние значения показателей, стан-
дартное отклонение и ошибку средней величины. Достоверными считались результаты при p ≤ 0,05. 
Для статистической обработки использовался пакет программ Microsoft Excel 2019.

Результаты и их обсуждение
Для выявления элиситорных свойств пептида AtPep1 было изучено его влияние в диапазоне кон-

центраций от 10–12 до 10– 9 моль/л на морфометрические характеристики проростков сои и гороха, под-
вергнутых ОС. Согласно результатам, представленным на рис.  1, действие ОС приводит к умень-
шению сырой массы надземной части проростков сои на 30 %, а корней – на 25 % по сравнению 
с контролем, у гороха эти параметры снижаются на 24 и 37 % соответственно. Ингибирование росто-
вых процессов под влиянием ОС может быть связано с активацией окислительных реакций в расте-
ниях, а также негативным действием ионов меди на различные метаболические процессы. При пред-
варительной обработке проростков сои пептидом AtPep1 во всех исследованных концентрациях, за 
исключением самой низкой (10–12 моль/л), наблюдается тенденция к снижению негативного воздей-
ствия стрессора. Наиболее заметно защитное действие пептида проявляется на корнях сои, в мень-
шей степени – на надземной части. Достоверно значимое влияние пептида выявлено при концентра-
циях 10– 9 и 10–11 моль/л, в этом случае сырая масса корней проростков сои сравнима с контролем, 
а масса надземной части примерно на 20 % ниже контрольного значения. Аналогичные результаты 
получены для проростков гороха. Предварительная обработка их пептидом в  концентрациях 10– 9 
и 10–10 моль/л приводит к  минимизации ингибирующего влияния ОС на морфометрические пара-
метры. Так, масса надземной части проростков в данных вариантах опыта сравнима с контрольным 
значением, действие пептида на корневую систему проростков оказывается менее значимым и  не 
является статистически достоверным, за исключением концентрации 10– 9  моль/л. Таким образом, 
максимальный защитный эффект выявлен при обработке растений сои и  гороха пептидом AtPep1 
в концентрации 10– 9 моль/л. 

Скорость роста молодых растений первые 2 нед. зависит от запасов питательных веществ в семе-
ни, после чего во многом определяется мощностью развития фотосинтетического аппарата, так как 
растение полностью переходит на гетеротрофный тип питания. В связи с вышесказанным очевидно, 
что важным показателем роста и развития растений является площадь листьев. Результаты влияния 
пептида на площадь первых настоящих листьев 3-недельных проростков сои и гороха, подвергну-
тых ОС, представлены на рис. 2. Как свидетельствуют полученные данные, стрессовое воздействие 
оказывает значительный ингибирующий эффект на развитие листовой пластинки: у проростков сои 
площадь листьев уменьшается на 27 %, у проростков гороха – на 18 % по сравнению с контролем. 
Предстрессовая обработка растений пептидом обеспечивает защитное действие на исследованный 
параметр, максимальный эффект выявлен при обработке пептидом в  концентрации 10– 9  моль/л: 
в данном варианте опыта в условиях ОС площадь первых листьев обоих растений сравнима с конт
ролем.
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Рис. 1. Влияние AtPep1 на сырую массу надземной части и корней  
проростков сои (а) и гороха (б ), подвергнутых ОС. 

* – различия достоверны по сравнению с контролем при p ≤ 0,05
Fig. 1. Effect of the AtPep1 on the wet weight of the aerial part  

and roots of soybean (a) and pea (b) seedlings under oxidative stress. 
* – the differents are significant compared to the control at p ≤ 0.05
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На основании полученных результатов можно заключить, что обработка надземной части растений 
пептидом AtPep1 приводит к увеличению устойчивости проростков сои и гороха к действию ОС. Как 
известно, он развивается при неблагоприятных воздействиях как биотической, так и абиотической при-
роды [8; 16; 17], поэтому повышение устойчивости растений к ОС может быть обусловлено индукцией 
ряда неспецифических защитных реакций, приводящих к активации фитоиммунитета. Для выявления 
возможных механизмов защитного действия пептидного элиситора AtPep1 было изучено его влияние 
на скорость окислительных процессов и активность антиоксидантных ферментов в листьях проростков 
гороха и сои в условиях ОС.

Стрессовый ответ растений включает ряд неспецифических реакций, среди которых одной из клю-
чевых является активация ПОЛ [8]. Следовательно, изменение содержания первичных продуктов ПОЛ 
представляет собой удобный метод оценки активации окислительных процессов под действием неблаго
приятных факторов. Было исследовано влияние предстрессовой (за 24 ч до действия ОС) обработки над-
земной части проростков пептидом AtPep1 в концентрации 10– 9 моль/л, оказывающей максимальный за-
щитный эффект на морфометрические характеристики, уровень первичных продуктов ПОЛ. Результаты 
измерений, представленные в таблице, свидетельствуют, что при ОС существенно увеличивается содер-
жание оксодиеновых и триеновых конъюгатов. Через 24 ч действия ОС суммарный уровень продуктов 
ПОЛ в листьях сои возрастает на 34 %, а в листьях гороха – на 51 % по сравнению с контролем. Обработ-
ка надземной части растений пептидом AtPep1 также вызывает увеличение исследованного параметра, 
что может свидетельствовать об элиситорных свойствах данного соединения. Известно, что одним из 
механизмов сигналинга, индуцируемым пептидом AtPep1, является активация НАДФН-оксидазы, при-
водящая к повышению уровня супероксидных анион-радикалов и перекиси водорода  [10], способных 
окислить липиды мембран.

Влияние AtPep1 на уровень продуктов ПОЛ  (мкг/г сырого веса)  
в листьях проростков сои и гороха при действии ОС в течение 24 ч

Effect of the AtPep1 on the level of lipid peroxidation products (μg/g)  
in the leaves of soybean and pea seedlings under 24 h oxidative stress

Вариант опыта Триеновые  
конъюгаты

Оксодиеновые  
конъюгаты

Сумма  
продуктов ПОЛ Изменение, %

Соя
Контроль 3,26 ± 0,31 5,42 ± 0,32 8,68 ± 0,59 100
ОС 3,87 ± 0,28 7,72 ± 0,45 11,59 ± 0,42 134

Рис. 2. Влияние AtPep1 на площадь листьев  
проростков сои и гороха, подвергнутых ОС. 

* – различия достоверны по сравнению с контролем при p ≤ 0,05
Fig. 2. Effect of the AtPep1 on the leaf area of soybean  

and pea seedlings under oxidative stress. 
* – the differents are significant compared to the control at p ≤ 0.05
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Вариант опыта Триеновые  
конъюгаты

Оксодиеновые  
конъюгаты

Сумма  
продуктов ПОЛ Изменение, %

AtPep1 3,50 ± 0,18 6,17 ± 0,29 9,67 ± 0,63 111

AtPep1 + ОС 3,27 ± 0,22 5,17 ± 0,36 8,53 ± 0,49 97
Горох

Контроль 2,82 ± 0,21 3,30 ± 0,27 6,12 ± 0,33 100
ОС 3,91 ± 0,18 5,32 ± 0,39 9,23 ± 0,56 151
AtPep1 3,45 ± 0,37 5,22 ± 0,38 8,67 ± 0,41 141

AtPep1 + ОС 3,18 ± 0,28 3,69 ± 0,47 6,87 ± 0,47 123
П р и м е ч а н и е. Полужирным шрифтом выделены данные, достоверно отличающиеся 

от контроля при уровне значимости p ≤ 0,05.

При действии ОС на предварительно обработанные пептидом проростки происходит снижение 
скорости окислительных процессов в обоих видах растений: содержание первичных продуктов ПОЛ 
у обработанных проростков сои сравнимо с контролем, а у гороха на 23 % выше, чем у контрольных 
образцов, но значительно ниже, чем у необработанных растений. 

Для детализации представлений о механизмах элиситорного действия AtPep1 было проанализировано 
изменение содержания АФК в листьях при экзогенной обработке растений данным пептидом. Установ-
лено, что уже через 2 ч AtPep1 обеспечивает повышение уровня АФК в листьях гороха в 2,5–3,0 раза по 
сравнению с контролем (рис. 3, а). Увеличение времени воздействия пептида до 24 ч вызывает умень-
шение данного показателя (он становится в 1,2 раза выше контроля), через 48 ч после обработки со-
держание АФК снижается до исходного уровня. Полученные результаты позволяют предположить, что 
обработка надземной части растений синтетическим пептидом AtPep1 приводит к запуску путей сигналь-
ной трансдукции с участием АФК, что согласуется с литературными данными о механизмах сигналинга 
этого элиситора  [10; 18]. Вероятно, последующее снижение уровня АФК вызвано активацией анти
оксидантных ферментов.

Иная картина изменения содержания АФК наблюдается при действии ОС на проростки гороха. Как 
свидетельствуют полученные данные, представленные на рис. 3, б, ОС вызывает лавинообразный рост 
уровня АФК в течение 24 ч, когда он достигает максимума и превышает исходное значение примерно 
в 6,5 раза.

На рис. 4 представлены результаты исследования влияния предстрессовой обработки проростков горо-
ха и сои пептидом AtPep1 на уровень АФК в листьях. Можно заметить, что в листьях гороха в условиях ОС 

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы
E n d i n g  t a b l e

Рис. 3. Динамика уровня АФК в листьях проростков гороха  
при обработке пептидом AtPep1 (а) и действии ОС (б )

Fig. 3. Dynamics of the ROS level in the leaves of pea seedlings  
after treatment with the AtPep1 (a) and the action of oxidative stress (b)
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данный параметр увеличивается в 6 раз, при обработке пептидом – примерно в 1,3 раза по сравнению 
с контролем. При воздействии ОС на предварительно обработанные пептидом проростки гороха про-
исходит незначительный рост уровня АФК в листьях (в 1,5 раза по сравнению с контролем). Данный 
показатель примерно в 3 раза ниже, чем в необработанных пептидом образцах. Аналогичная картина 
наблюдается и в проростках сои, однако количественные показатели сильно отличаются. При действии 
ОС уровень АФК в проростках сои увеличивается в 1,5 раза по сравнению с контролем, обработка 
пептидом не приводит к достоверно значимому изменению исследуемого параметра. Воздействие ОС 
на предварительно обработанные проростки сои вызывает рост содержания АФК примерно на 30 % по 
сравнению с контролем, что значительно ниже, чем у необработанных растений. Как было предполо-
жено ранее, снижение скорости окислительных процессов под действием пептида AtPep1 может быть 
связано с активацией антиоксидантных ферментов. 

Для подтверждения данного предположения было изучено влияние пептида AtPep1 на активность 
пероксидазы и супероксиддисмутазы в листьях проростков гороха в условиях ОС. Как следует из полу-
ченных результатов, действие ОС в течение 24 ч приводит к незначительному увеличению активности 
пероксидазы и не оказывает достоверного влияния на активность супероксиддисмутазы (рис. 5). Об-
работка надземной части проростков пептидом AtPep1 вызывает повышение активности пероксидазы 
примерно в 2 раза. Еще более сильно изменяется активность супероксиддисмутазы: через 48 ч после 
обработки растений пептидом она увеличивается приблизительно в 4 раза по сравнению с контролем. 

Рис. 4. Влияние AtPep1 на уровень АФК  
в листьях проростков гороха (а) и сои (б ), подвергнутых ОС в течение 24 ч

Fig. 4. Effect of the AtPep1 on the ROS level  
in the leaves of pea (a) and soybean (b) seedlings exposed to oxidative stress for 24 h

Рис. 5. Влияние AtPep1 на активность пероксидазы (а) и супероксиддисмутазы (б )  
в листьях проростков гороха, подвергнутых ОС в течение 24 ч

Fig. 5. Influence of the AtPep1 on the peroxidase (a) and superoxide dismutase (b) activity  
in the leaves of pea seedlings, exposed to oxidative stress for 24 h
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Таким образом, в ходе проведенных исследований установлена прямая зависимость между измене-
нием уровня АФК и содержанием продуктов ПОЛ в листьях проростков гороха, обработанных пепти-
дом, а также обратная зависимость между содержанием продуктов ПОЛ и активностью антиоксидантных 
ферментов. Очевидно, рост активности антиоксидантных ферментов под действием пептида AtPep1 обу
словливает выявленное авторами снижение уровня АФК и продуктов ПОЛ в листьях проростков гороха. 
На основании полученных результатов и литературных данных можно предположить, что в исследуемых 
растениях под действием пептида происходит индукция ряда путей сигнальной трансдукции, в том числе 
повышение уровня цитоплазматического кальция и активация НАДФН-оксидазы [10], функционирова-
ние которой приводит к повышению содержания АФК. Рост уровня АФК в клетках, с одной стороны, 
обусловливает увеличение скорости окислительных процессов и содержания продуктов ПОЛ, с другой 
стороны, вызывает запуск защитных систем, в частности активацию антиоксидантных ферментов перок-
сидазы и супероксиддисмутазы. Под действием этих ферментов происходит инактивация АФК и сниже-
ние скорости окислительных процессов в условиях стрессового воздействия.

Заключение
Полученные результаты позволяют сделать вывод, что обработка надземной части проростков бо-

бовых культур пептидом AtPep1 в концентрации 10– 9 моль/л приводит к индукции сигнальных систем 
с участием АФК, активации антиоксидантных ферментов и, как следствие, снижению скорости окис-
лительных процессов в растениях, подвергнутых ОС. Предполагаемая схема воздействия пептидного 
элиситора на физиолого-биохимические характеристики проростков сводится к  следующим законо-
мерностям: пептид AtPep1 воспринимается растением и вызывает запуск защитных систем и индук-
цию антистрессовых программ, что в конечном итоге обусловливает повышение устойчивости расте-
ний к стрессовым воздействиям не только биотической, но и абиотической природы. 
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