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При действии супероптимальной температуры на целые растения 
или изолированные листья отмечается увеличение устойчивости расти
тельных клеток к нагреву и ряду других агентов — тепловая закалка (*). 
Известно, что и холодовая закалка у многих растений наряду с повыше
нием холодоустойчивости также вызывает повышение теплоустойчивости 
клеток (2~5). Предполагается, что в основе реактивного повышения ус
тойчивости растительных клеток к действию нагрева в результате зака
ливания теплом и холодом лежит стабилизация протоплазматических 
белков (6,7). Экспериментальные доказательства в пользу этого предпо
ложения для тепловой закалки были получены рядом авторов, показав
ших увеличение теплоустойчивости некоторых белков, выделенпых пз 
закаленных теплом листьев разных растений (8_и). Явление холодовой 
закалки в этом плане менее изучено, и результаты таких исследований 
неоднозначны. В работе (12) показано увеличение устойчивости к нагре
ву диастазы в экстракте из корней люцерны в зимний период. Имеются 
также данные о повышении теплоустойчивости реакции ферментативно
го восстановления тетразолия в эпидермальных клетках листьев озимой 
пшеницы после тепловой и холодовой закалок (13). Напротив, теплоус
тойчивость и температурный оптимум кислой фосфатазы пз листьев ози
мой пшеницы не менялись при холодовой закалке в природе и в экспери
менте (14). Настоящая работа продолжает исследование теплоустойчиво
сти белков, экстрагированных из закаленных теплом и холодом листьев, 
на примере глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы (а-глюкозо-6-фосфат: 
НАДФ-оксидоредуктаза, 1.1.1.49) —растворимого цитоплазматического 
фермента, связанного с пентозофосфатным циклом.

Проростки озимой пшеницы Triticum aestivum L. сорта Рубин выра
щивали до фазы 1-го листа на водопроводной воде при температуре 21— 
22° и освещении 5000 лк. В опытах использовали закончившие рост се
мядольные листья.

Тепловую закалку целых проростков производили во влажной камере 
в течение трех часов при температуре 40—42°.

Холодовую закалку в искусственных условиях получали, закаливая 
5-дневные проростки в холодильнике сначала 7 суток на свету при 
2—5° и затем 4—8 суток в темноте при —1° (15). В качестве контроля 
брали закончившие рост листья 10—14-дневных проростков, совпадаю
щих по фазе развития с проростками из холодильника.

В зимние месяцы из-под снега выкапывали растения озимой пшени
цы, высеянные в, грунт в конце августа и получившие, таким образом, 
холодовую закалку в природных условиях.

При указанных выше условиях закаливания теплом и холодом тепло
устойчивость движения протоплазмы в эпидермальных клетках листьев 
пшеницы увеличивалась в среднем на 1,5—2,0° (13, 14).

Экстракцию и определение активности глюкозо-6-фосфат-дегпдрогена- 
зы осуществляли по методу, приведенному в работе Филнера и Клейна
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(16). Измельченные листья (500 мг) растирали в 4 мл 0,05 М трис-НС1- 
буфера, pH 7,5, отжимали через капрон и центрифугировали 20 мин. при 
20 000 g. Все эти операции производили при 4°. В надосадочной жидкости 
определяли активность фермента при комнатной температуре (22—24°). 
Состав инкубационной смеси был следующий: 0,1 мл 0,5 М трис-НС1-бу- 
фера, pH 7,5; 0,1 мл 0,1 М MgCl2; 0,2 мл 0,003 М НАДФ; 0,1 мл 0,02 М 
глюкозо-6-фосфата натрия; 0,2 мл экстракта; 1,3 мл Н2О. Реакцию на
чинали добавлением экстракта. Холостая проба содержала 0,2 мл экстрак-

Рис. 1. Инактивация глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы при 24° 
в экстракте: А—из незакаленных (2) и закаленных в течение 
3 час. при 42° (2), Б — из незакаленных (1) и закаленных холо

дом (2 — в холодильнике, 3 — в природе) листьев пшеницы

та и 1,8 мл Н2О. На СФ-4а измеряли увеличение оптической плотности 
при 340 мн. Активность фермента выражали в цмолях восстановленного 
НАДФ в 1 мин. на 1 мг белка. Содержание белка в экстракте определяли 
по методу Лоури в модификации Матцельта и Гомана (17). Обычно в ин
кубационной смеси содержалось 150—250 мг белка.

Теплоустойчивость глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы оценивали по ее 
остаточной активности после 10-минутного прогрева экстракта при за
данной температуре в интервале от 36 до 42°.

Вычисление границ доверительных интервалов средних арифметиче
ских проводили с помощью экспрессного метода, основанного на оценке 
размаха варьирования (IS). На рис. 2 и 15 каждая точка — среднее из 
5—10 измерений.

Удельная активность фермента в неочищенном экстракте из 10—14- 
дневных листьев сразу после выделения составляла 0,060+0,002 цмоля 
восстановленного НАДФ в 1 мин. на 1 мг белка. Глюкозо-6-фосфат-де- 
гидрогеназа очень быстро инактивируется при комнатной температуре. 
Поэтому действие нагрева оценивали, сравнивая активность фермента в 
прогретом экстракте с активностью фермента в непрогретой порции того 
же экстракта, находившейся в течение такого же времени при 24°. Зна
чения активности глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы в непрогретом экстрак
те в нужный момент времени не измерялись, а рассчитывались на осно
вании кривой снижения исходной активности при 24°, которую строили 
для каждого отдельного опыта. Получение кривой теплоустойчивости 
фермента занимало, как правило, 40—50 мин. Поскольку за этот проме
жуток времени, начиная с момента получения экстракта, активность 
фермента падала прямолинейно (рис. 14, 1), то для построения кривой 
снижения активности при 24° было достаточно измерить активность 
глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы сразу после выделения экстракта и в 
самом конце опыта.

Глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназа в экстракте оказалась довольно тер
молабильным ферментом: 10-минутный прогрев экстракта при 39° подав
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лял ее активность на 50% (рис. 2А, 1). Разведочные опыты показали, 
что устойчивость этого фермента в клетке значительно выше: активность 
глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы в экстракте из листьев, прогретых 
30 мин. при 45°, не отличалась от активности фермента в экстракте из 
непрогретых листьев.

Тепловая закалка в течение 3 час. при 40° приводила к неко
торому увеличению исходной удельной активности фермента (на 5— 
10%). Содержание белка в экстракте из листьев пшеницы после закали-

Рис. 2. Теплоустойчи
вость глюкозо-6-фосфат- 
дегидрогеназы в экстрак
те: А —из незакаленных 
(7) и закаленных в те
чение 3 час. при 40° (2) 
листьев пшеницы; Б — 
в контроле (7) и после 
искусственной (2) и ес
тественной (5) холодо
вой закалки проростков 

пшеницы

вания не изменялось (“). В результате тепловой закалки теплоустойчи
вость глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы повышалась (рис. 2А, 2). Остаточ
ная активность фермента (в процентах от исходной) после тестирующих 
10-минутных прогревов экстракта из закаленных теплом листьев при 
38—42° была на 10—15% выше, чем в таким же образом прогретом эк
стракте из незакаленных листьев. Эта разница статистически достоверна.

Различие в устойчивости глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы до и после 
тепловой закалки 10—14-дневных проростков можно наблюдать не толь
ко прогревая экстракт при повреждающей температуре, но и сравнивая 
кривые инактивации фермента при 24° в контроле и после закаливания. 
На рис. 1А приведены данные одного из опытов, показывающих, что ак
тивность глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы в экстракте из закаленных при 
42° листьев за 1 час при 24° падает на 5%, тогда как в контроле за это 
же время фермент инактивируется на 30%.

Холодовая закалка проростков пшеницы вызывала по сравне
нию с тепловой закалкой более значительное повышение активности глю- 
козо-6-фосфат-дегидрогеназы при расчете на единицу сырого веса: искус
ственная в 2 раза, естественная в 3—4 раза. Однако закаливание холо
дом приводило к увеличению содержания водорастворимого белка в еди
нице сырого веса листьев пшеницы по сравнению с незакаленными 
листьями, находящимися в той же фазе развития (14). Поэтому при от
несении ферментативной активности на 1 мг белка в экстракте из зака
ленных холодом интактных листьев получали превышение удельной ак
тивности над уровнем контроля всего на 30—40%.

В результате закаливания холодом, так же как и при закаливании 
теплом, повышалась теплоустойчивость глюкозо-6-фосфат-дегидрогена- 
зы: на 10% при закаливании в холодильнике и на 30% в природных 
условиях (рис. 25). Приведение концентрации белка в экстракте из за
каленных холодом листьев к уровню контроля путем дополнительного 
разведения экстракта показало, что повышение количества белка после 
холодовой закалки само по себе не влияло на ход кривой теплоустойчи
вости фермента.

Также очевидна разница в устойчивости фермента в экстракте из не
закаленных и закаленных холодом листьев при сопоставлении кривых его 
инактивации при 24°: за два с половиной часа активность глюкозо-6- 
фосфат-дегидрогеназы в контрольном экстракте в этой серии опытов па-
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дает на 35%, а в экстракте из закаленных холодом листьев — лишь на 
10—15% (рис. 15).

Приведенные результаты показывают, что не только тепловая, но и 
холодовая закалка проростков озимой пшеницы наряду с повышением 
теплоустойчивости клеток вызывают и повышение теплоустойчивости 
глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы, экстрагированной из закаленных 
листьев. Результаты однозначны при использовании разных способов тес
тирования устойчивости фермента: по его остаточной активности после 
10-минутного прогрева экстракта при повреждающей температуре и по 
скорости его инактивации при 24°. Таким образом, ранее полученные дан
ные о повышении у закаленных теплом и холодом листьев озимой пше
ницы теплоустойчивости внутриклеточных дегидрогеназ, ответственных 
за восстановление тетразолия, подтверждаются для одного из ферментов 
этой группы при испытании его теплоустойчивости в гомогенате.

Небольшая величина эффекта закаливания (10—15%), полученная 
для глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы и регистрируемая на выделенном 
белке, заставляет предположить, что изменение теплоустойчивости кис
лой фосфатазы при холодовой закалке озимой пшеницы, возможно, не 
удалось уловить по методическим причинам (14).

О том, что является причиной повышения теплоустойчивости глюко- 
зо-6-фосфат-дегидрогеназы при тепловой и холодовой закалке, сказать 
пока трудно. Одним из подходов к решению этого вопроса может служить 
получение очищенного препарата данного фермента.
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