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ВЛИЯНИЕ ФИТОГОРМОНОВ НА АКТИВНОСТЬ 
ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ И ИНГИБИТОРОВ ТРИПСИНА 
ПРИ ХОЛОДОВОЙ АДАПТАЦИИ ПШЕНИЦЫ 

А. Ф. Титов, С. А. Фролова, В. В. Таланова, Ю. В. Венжик  

Институт биологии Карельского научного центра РАН 

Изучено влияние экзогенных фитогормонов – абсцизовой кислоты (АБК) и цитоки�
нина (в форме его синтетического аналога 6�бензиламинопурина) на динамику ак�
тивности протеолитических ферментов и ингибиторов трипсина в листьях проро�
стков пшеницы, подвергнутых действию низкой закаливающей температуры (5°С). 
Показано, что повышение холодоустойчивости растений, индуцированное воздей�
ствием АБК и цитокинина, сопряжено с существенными изменениями в активно�
сти амидаз и цистеиновых протеиназ, а также ингибиторов трипсина. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Triticum aestivum L., протеолитические ферменты, 
ингибитор трипсина, абсцизовая кислота, цитокинин. 

A. F. Titov, S. A. Frolova, V. V. Talanova, Yu. V. Venzhik. EFFECT OF 
PLANT HORMONES ON THE ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES AND 
TRYPSIN INHIBITORS DURING COLD ADAPTATION OF WHEAT 

We studied the effect of exogenous hormones – abscisic acid (ABA) and cytokinin (in 
the form of its synthetic analog 6�benzylaminopurine), on the activity of proteolytic 
enzymes and tripsin inhibitor in the leaves of wheat seedlings exposed to low hardening 
temperature (5°С). The increase in plant cold resistance induced by ABA and cytokinin 
exposure was closely connected with considerable changes in the activity of amidases 
and cysteine proteinases, as well as the inhibitor of tripsin. 

K e y  w o r d s :  Triticum aestivum L., proteolytic enzymes, tripsin inhibitor, abscisic 
acid, cytokinin. 

 
Введение 

Активность протеолитических ферментов и 
их ингибиторов, контролирующих процессы 
деградации и модификации различных белков 
и ферментов, может существенно изменяться 
в период действия на растения неблагоприят�
ных биотических и абиотических факторов сре�
ды [Валуева, Мосолов, 2002; Домаш и др., 
2008], включая низкие температуры [Фролова, 
Титов, 2008]. Вместе с тем хорошо известно, 
что под влиянием низких температур в тканях 
растений происходят значительные изменения 

в содержании таких фитогормонов, как абсци�
зовая кислота (АБК) [Таланова и др., 1991] и 
цитокинины [Веселов и др., 2002], играющих 
важную роль в механизмах холодовой адапта�
ции [Титов, Таланова, 2009]. Что касается воз�
можного участия этих гормонов в регуляции 
активности протеиназ при адаптации растений 
к низким температурам, то такие сведения от�
сутствуют. С учетом этого нами изучено влия�
ние экзогенных АБК и цитокинина на динамику 
активности протеолитических ферментов и их 
ингибиторов в условиях холодового закалива�
ния проростков пшеницы.  
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Рис. 1. Влияние АБК и БАП на холодоустойчивость 
листьев проростков пшеницы при действии 
температуры 5°С 

Здесь и на рис. 2 : 1–5°С, 2–5°С + АБК, 3–5°С + БАП 

 
 
Рис. 2. Влияние АБК и БАП на активность амидаз (А), 
цистеиновых протеиназ (Б) и ингибиторов трипсина 
(В) в листьях проростков пшеницы при действии 
температуры 5°С 

Материалы и методы 

Опыты проводили на проростках озимой 
пшеницы (Triticum aestivum L.) с. Московская 39, 
выращенных в течение 7 сут на питательном 
растворе Кнопа при температуре воздуха 22°С, 
его относительной влажности 60–70%, осве�
щенности около 10 клк и фотопериоде 14 ч. В 
дальнейшем проростки подвергали действию 
низкой закаливающей температуры (5°С), со�
храняя неизменными прочие условия. За сутки 
до холодового воздействия часть проростков 
помещали на растворы АБК (0,1 мМ) или синте�
тического аналога цитокинина 6�бензиламино�
пурина (БАП) (0, 01 мМ). 

О холодоустойчивости проростков судили по 
реакции клеток листа на 5�минутное тестирую�
щее промораживание в микрохолодильнике, 
при этом в качестве показателя устойчивости 
служила температура (ЛТ50), вызывающая ги�
бель 50% клеток [Балагурова и др., 1982]. Ак�
тивность сериновых трипсиноподобных протеи�
наз (амидаз) в листьях проростков определяли с 
использованием синтетического субстрата – 
Nα�бензоил�DL�аргинин�4�нитроанилида гидро�
хлорида (БАПА) [Erlanger et al., 1961], актив�
ность цистеиновых протеиназ – по модифици�
рованному методу Кунитца [Sgarbieri et al., 
1964], ингибиторную активность – по подавле�
нию активности трипсина [Morichara et al., 
1967].  

Средние арифметические значения из трех 
независимых опытов и их стандартные ошибки 
приведены на рис. 1, 2. Обсуждаются величи�
ны, достоверные при P ≤ 0,05. 

Результаты и обсуждение 

Установлено, что предобработка АБК пророст�
ков пшеницы приводит к увеличению их устойчи�
вости еще до начала холодового воздействия (см. 
рис. 1). При действии температуры 5°С у пророст�
ков, обработанных АБК, уже в начальный период 
(1–5 ч) наблюдался значительный прирост устой�
чивости, в результате чего она превышала уро�
вень, характерный для проростков, закаливаемых 
в течение нескольких суток без АБК. В присутст�
вии БАП скорость и величина прироста устойчи�
вости проростков также заметно превышали тако�
вые в варианте «закалка без гормонов». 

У проростков, не подвергавшихся обработ�
ке экзогенными гормонами, в начальный пери�
од действия температуры 5°С (1–24 ч) усилива�
лась активность амидаз, цистеиновых протеи�
наз и ингибиторов трипсина (см. рис. 2). 
В дальнейшем активность амидаз и ингибито�
ров трипсина снижалась до уровня, характер�
ного для незакаленных растений, в то время 
как повышенный уровень активности цистеи�
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новых протеиназ сохранялся на протяжении 
всего процесса закаливания. 

Обработка АБК проростков приводила к 
значительному повышению активности амидаз 
и ингибиторов трипсина и снижению активно�
сти цистеиновых протеиназ в листьях еще до 
начала действия температуры 5°С (см. рис. 2). 
При последующем воздействии низкой темпе�
ратуры в присутствии АБК на фоне роста холо�
доустойчивости активность амидаз в течение 
7 сут постепенно снижалась, но при этом она 
заметно превышала таковую в варианте «за�
калка без гормонов». В первые часы действия 
низкой температуры активность цистеиновых 
протеиназ и ингибиторов трипсина под влия�
нием АБК уменьшалась, но через 1–2 сут резко 
увеличивалась, а затем постепенно снижалась 
до исходного уровня (см. рис. 2).  

Обработка БАП проростков повышала ак�
тивность амидаз, цистеиновых протеиназ и 
ингибиторов трипсина в листьях (см. рис. 2), 
но уже в первые двое суток воздействия тем�
пературы 5°С в присутствии БАП активность 
амидаз, цистеиновых протеиназ и ингибито�
ров снижалась в 1,5–2 раза по сравнению с 
вариантом «закалка без гормонов» и лишь че�
рез 3–7 сут возвращалась к уровню, характер�
ному для растений, не подвергавшихся дейст�
вию гормона (см. рис. 2).  

Изменения активности протеиназ и ингиби�
торов трипсина под воздействием холода на 
растения, когда, с одной стороны, в их клетках 
значительно усиливается накопление неактив�
ных и поврежденных белков и пептидов, а с 
другой – возрастает необходимость в низко�
молекулярных соединениях как исходного ма�
териала для синтеза стрессовых белков [Тар�
чевский, 2001], вероятно, направлены на фор�
мирование устойчивости растений и/или на 
поддержание ее повышенного уровня. В связи 
с этим вполне логично предположить, что АБК 
и цитокинин, имея несколько «каналов» воз�
действия на клетки [Gusta et al., 2005; Романов, 
2009], могут влиять на устойчивость растений к 
низкой температуре, в том числе и через изме�
нение активности протеолитических фермен�
тов и их ингибиторов. Важно при этом отме�
тить, что воздействие АБК и цитокинина (яв�
ляющихся антагонистами в отношении ряда 
физиологических процессов и действующих 
однонаправленно на устойчивость растений) 
на активность протеиназ и ингибиторов трип�
сина в листьях пшеницы в период холодовой 
адаптации оказалось разнонаправленным. 
В частности, обработка проростков АБК приво�
дила к значительному повышению активности 
протеолитических ферментов (особенно цис�
теиновых протеиназ) и ингибиторов трипсина, 
тогда как в присутствии БАП активность про�

теиназ и ингибиторов трипсина, наоборот, за�
метно снижалась. Попутно укажем, что сходное 
действие этих гормонов обнаружено в отде�
ленных стареющих листьях ячменя: экзогенная 
АБК стимулировала повышение активности 
хлоропластных эндопептидаз, а кинетин, на�
оборот, ее ингибировал [Quiles et al., 1995].  

Вероятно, увеличение активности амидаз и 
цистеиновых протеиназ под влиянием АБК как 
в начальный, так и в более поздний период 
действия холода усиливает удаление из клеток 
поврежденных макромолекул и их реутилиза�
цию, что благоприятно для накопления свобод�
ных аминокислот, индуцированного синтеза 
стрессовых белков и последующего повыше�
ния холодоустойчивости. В то же время проис�
ходящее через 1–3 сут от начала действия хо�
лода повышение под влиянием АБК активности 
ингибиторов трипсина, выступающих в качест�
ве регуляторов активности протеиназ, предот�
вращает преждевременный распад вновь син�
тезированных (стрессовых) белков и поддер�
живает тем самым процесс формирования по�
вышенной устойчивости. 

Положительное влияние экзогенного цитоки�
нина на холодоустойчивость растений пшеницы, 
на наш взгляд, связано с тем, что, вызывая сниже�
ние активности амидаз и цистеиновых протеиназ, 
этот гормон предотвращает избыточную деграда�
цию белков под воздействием холода. 

Таким образом, повышение холодоустойчи�
вости растений пшеницы при пониженной тем�
пературе, обусловленное влиянием экзоген�
ных АБК или цитокинина, сопряжено с сущест�
венными изменениями в активности протеоли�
тических ферментов и их ингибиторов. 

Работа выполнена при финансовой под�
держке РФФИ (грант № 10�04�00650а). 
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