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На проростках озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) изучена динамика активности амидаз, цистеиновых про-
теиназ, а также содержания фотосинтетических пигментов при холодовом (4˚С) закаливании. Показано, что 
увеличение активности амидаз и цистеиновых протеиназ предшествует повышению холодоустойчивости проро-
стков и сопровождается снижением количества хлорофиллов в их листьях. Повышение устойчивости в процес-
се закаливания происходило на фоне постепенного снижения активности протеиназ и увеличения содержания 
фотосинтетических пигментов. Предполагается, что отмеченные выше изменения носят адаптивный характер. 

 
 
 

S. A. FROLOVA, Yu. V. VENZHIK, A. F. TITOV. INFLUENCE OF COLD HARDENING ON 
THE PROTEINASE ACTIVITY AND CONTENTS OF PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS IN 
WINTER WHEAT SEEDLINGS 
 
The dynamics of the activity of amidases, cysteine proteinases and contents of photosynthetic pigments under effect 
of cold hardening (4°C) has been studied in winter wheat (Triticum aestivum L.). Changes in the activity of amidases 
and cysteine proteinases preceded the increase of cold-resistance, and were accompanied by the decrease in chloro-
phyll content in leaves. The increment of cold-resistance during hardening was accompanied by gradual decrease in 
the activity of proteinases and restoration of chlorophyll content. It is suggested that these changes are involved in the 
cold adaptation of plants. 
______________________________________________________________________________________ 

 
 
Известно, что пигменты образуют с белками 

достаточно стабильные комплексы, которые в 
мембранах тилакоидов хлоропластов объединя-
ются в «светособирающие антенны» и прини-
мают участие в процессе фотосинтеза (Мокро-
носов и др., 2006). Метаболизм белков хлоро-
пластов, в свою очередь, подобно всем клеточ-
ным белкам, слагается из двух одновременно 
протекающих процессов синтеза и распада, од-
ним из главных способов регуляции которых 
является протеолиз. Однако вопрос о возмож-
ном влиянии протеиназ на пигмент-белковые 
комплексы хлоропластов до сих пор остается 
недостаточно изученным. 

В связи с этим целью данной работы яви-
лось исследование холодового закаливания на 

активность амидаз и цистеиновых протеиназ и 
содержание фотосинтетических пигментов. 
 
 
 
Материалы и методы 

 
Эксперименты проводили с проростками 

озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) морозо-
стойкого сорта Московская 39, выращенными в 
рулонах фильтровальной бумаги на питатель-
ном растворе Кнопа в камере искусственного 
климата при постоянных условиях. По достиже-
нии недельного возраста их подвергали в тече-
ние 7 сут. воздействию закаливающей темпера-
туры 4˚С (рис. 1).  
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Рис. 1. Влияние низкой закаливающей темпера-
туры (4˚С) на холодоустойчивость клеток листь-
ев проростков озимой пшеницы с. Московская 39 
 
О холодоустойчивости проростков судили по 

температуре, вызывающей гибель 50% пали-
садных клеток паренхимы листовых высечек 
(ЛТ50) после их 5-минутного промораживания в 
термоэлектрическом микрохолодильнике (Бала-
гурова и др., 1982). 

Амидазную активность определяли с помо-
щью метода Эрлангера с соавт. (Erlanger et al., 
1961), используя синтетический субстрат – 
БАПА (Nα-бензоил-DL-аргинин-4-нитроанилида 
гидрохлорид), активность цистеиновых протеи-
наз – по модифицированному методу Кунитца 
(Sgarbieri et al., 1964). 

Содержание хлорофиллов и каротиноидов 
определяли спектрофотометрически (Гаврилен-
ко, Жигалова, 2003). Расчет доли хлорофиллов 
в ССК от их суммы производили с учетом того, 
что, во-первых, весь хлорофилл b находится в 
ССК и, во-вторых, отношение хлорофиллов a/b в 
ССК равно 1,2 (Lichtenthaler, 1987). 

На рисунках приведены средние значения по 
3-5 независимым опытам. Обсуждаются величи-
ны, достоверные при Р ≤ 0,05. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Исследования показали, что воздействие 

температуры 4˚С на проростки пшеницы уже 
через 1 час вызывало небольшое, но достовер-
ное увеличение устойчивости клеток листьев, а 
к концу четвертых суток она достигала своего 
максимального значения, сохраняясь в даль-
нейшем на достигнутом уровне (рис. 1). 

Наряду с этим в процессе закаливания у 
растений наблюдали определенные изменения в 
активности амидаз и цистеиновых протеиназ. 
Так, часовое воздействие температуры 4°С вы-
зывало небольшое увеличение амидазной ак-

тивности, которое затем сменялось ее снижени-
ем (на 20% через 5 ч закалки и на 40% – через 
24 ч) (рис. 2а). При достижении максимального 
уровня устойчивости (на 4-е сут. закаливания) 
амидазная активность проростков пшеницы со-
ставляла 40% от максимальной и в дальнейшем 
она понижалась, достигая значений, характер-
ных для контрольных (не подвергавшихся воз-
действию холода) растений того же возраста. 

Активность цистеиновых протеиназ в началь-
ный период охлаждения также увеличивалась, 
достигая максимума на вторые сутки закалива-
ния (рис. 2б). Дальнейшее воздействие холода 
вызывало снижение активности данного фер-
мента: на 20% от максимума на 4-е сут. закали-
вания и на 40% – на 7-е сут. 
Анализ содержания в листьях фотосинтетиче-
ских пигментов показал, что холодовое закали-
вание проростков сопровождается изменением 
содержания как хлорофиллов, так и каротинои-
дов. Причем изменения общего содержания 
хлорофиллов и количества хлорофиллов в све-
тособирающем комплексе (ССК) в целом имели 
сходную динамику: в течение первых суток за-
каливания оно снижалось, а затем при достиже-
нии максимальной холодоустойчивости посте-
пенно возрастало (рис. 2в, г). Содержание хло-
рофиллов в фотосистемах (I+II) снижалось че-
рез 48 ч от начала закаливания, а затем оно 
также увеличивалось (рис. 2д). В отличие от 
этого содержание каротиноидов в течение пер-
вых 48 ч действия температуры 4°С сохранялось 
на одном уровне, после чего несколько возрас-
тало (рис. 2е). 

Таким образом, исследования показали, что 
повышение активности амидаз и цистеиновых 
протеиназ происходит в начальный период дей-
ствия на растения пшеницы низкой закаливаю-
щей температуры, и оно предшествует росту 
холодоустойчивости. Это соответствует пред-
ставлениям о том, что изменение нормальных 
условий жизнедеятельности сопровождается 
прежде всего усилением протеолитических про-
цессов (Тарчевский, 2001). Вероятно, протеоли-
тические ферменты, контролируя концентрацию 
белков и пептидов, участвуют в модификации и 
устранении биополимеров, уже не выполняю-
щих (или выполняющих не в полной мере) в 
изменившихся температурных условиях прису-
щие им функции, а также обеспечивают клетку 
(в той или иной степени) мономерными субстра-
тами для синтеза de novo белков, которые уча-
ствуют в формировании и поддержании холодо-
устойчивости клеток. 

 



 

 129

0

1

2

3

4

0 1 5 24 48 72 96 168

Экспозиция при 5ОС, ч

А
м
ид
аз
на
я 
ак
ти
вн
ос
ть

, 
нМ

/м
ин

а

1

2
0
1
2
3
4
5
6

0 1 5 24 48 72 96 168
Экспозиция при 5ОС, ч

А
кт
ив
но
ст
ь 
ци
ст
еи
но
вы

х
пр
от
еи
на
з, 
У
Е/
мг

 б
ел
ка

1

2

б

 

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0 1 5 24 48 72 96 168

Экспозиция при 5ОС, ч

С
од
ер
ж
ан
ие

 х
ло
ро
фи

лл
ов

 в
С
С
К

, м
г/
г с
ы
ро
й 
ма
сс
ы

1

2

в

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 1 5 24 48 72 96 168

Экспозиция при 5ОС, ч

С
од
ер
ж
ан
ие

 х
ло
ро
фи

лл
ов

(a
+b

), 
мг

/г
 с
ы
ро
й 
ма
сс
ы

1

2
г

 

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0 1 5 24 48 72 96 168

Экспозиция при 4°С, ч

С
од
ер
ж
ан
ие

 х
ло
ро
фи

лл
ов

в 
Ф
С

 (I
+I

I),
 м
г/
г с
ы
ро
й 

ма
сс
ы

1

2д

0,3

0,4

0,5

0,6

0 1 5 24 48 72 96 168

Экспозиция при 4°С, ч

С
од
ер
ж
ан
ие

 к
ар
от
ин
ои
до
в,

мг
/г

 с
ы
ро
й 
ма
сс
ы

1

2

е

 
Рис. 2. Влияние холодового закаливания на активность протеиназ и содержание фотосинтетических  
пигментов в листьях проростков озимой пшеницы с. Московская 39 (1 – закаливание при 4˚С, 2 – контроль) 
 
Помимо этого, в процессе формирования хо-

лодоустойчивости по мере увеличения активно-
сти амидаз и цистеиновых протеиназ снижается 
общее содержание хлорофиллов, количество-
пигментов ССК, а также хлорофиллов в составе 
фотосистем (I+II). Из литературы известно, что 
биосинтез хлорофиллов тесно связан с общим 
метаболизмом клетки (Литвин, 2000). В частно-
сти, метаболиты, образующиеся в ходе обмена 
белков с участием протеиназ, могут контроли-
ровать отдельные звенья синтеза тетрапирро-
лов в клетке (а именно этапа фототрансформа-
ции протохлорофиллида в хлорофиллид) (Мок-
роносов и др., 2006). Поэтому увеличение ак-

тивности протеиназ в начальный период дейст-
вия низкой температуры, по-видимому, может 
способствовать некоторым изменениям (замед-
лению или полному прекращению) в синтезе 
пигментов и, как следствие, снижению содер-
жания хлорофиллов. Кроме того, протеиназы 
хлоропластов, воздействуя на мембранные бел-
ки, а также на белки, непосредственно входя-
щие в состав пигмент-белковых комплексов, 
вызывают целый ряд изменений в составе и 
конформации белковых молекул, что приводит к 
нарушению стабильности микроокружения пиг-
ментов (Мокроносов и др., 2006). 
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Интересно также отметить, что наблюдае-
мое (через 1-2 сут.) под влиянием закаливания 
постепенное снижение активности протеиназ 
происходит на фоне увеличения содержания 
хлорофиллов и каротиноидов. Повышение со-
держания пигментов в ССК, а также каротинои-
дов, способных сдерживать развитие фотодест-
руктивных процессов (Haldimann, 1996; Маслова 
и др., 1996), можно рассматривать в качестве 
адаптивной реакции фотосинтетического аппа-
рата растений на действие пониженных темпе-
ратур (Maslova, Popova, 1993). Помимо этого, 
при достижении максимальной холодоустойчи-
вости, скорее всего, стабилизируется структура 
пигмент-белковых комплексов хлоропластов. 

Резюмируя итоги исследования, следует ска-
зать, что полученные нами данные позволяют 
предполагать наличие определенной взаимо-
связи между изменением активности протеоли-
тических ферментов и содержанием фотосинте-
тических пигментов в начальный период дейст-
вия низкой закаливающей температуры, что, 
вероятнее всего, имеет адаптивный характер и 
связано с формированием и поддержанием по-
вышенной холодоустойчивости растений. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 06-04-49107а). 
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