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Для установления биологической роли того или иного фермента, и 
в частности пероксидазы, большое значение имеет исследование его изме­
нений в тканях и органах развивающегося организма.

В настоящее время широким признанием пользуется представление 
о том, что одним из регуляторов взаимоотношений между органами расте­
ния при прорастании являются соединения гормональной природы. Так, 
корреляция процессов в зародыше и эндосперме ячменя при синтезе 
сс-амилазы в процессе прорастания происходила при участии индолилук- 
сусной кислоты (ИУК) и гиббереллинов, выделявшихся зародышем (*). 
Что касается содержания в проростках свободной ИУК, то в сухих семе­
нах бобов она не была найдена (2). Только через 24 часа после замачива­
ния ее обнаружили, причем в зародыше в большем количестве, чем в се­
мядолях. С увеличением возраста проростков содержание свободной ИУК 
в зародыше возрастало, а в семядолях падало. Таким образом, в процессе 
прорастания происходило изменение количества свободной ИУК. Наряду 
с другими факторами, содержание свободной ИУК может в значительной 
степени зависеть от активности фермента, разрушающего ИУК,— перокси­
дазы.

В данной работе мы изучали изменение активности пероксидазы и ее 
изоферментного спектра па последовательных стадиях развития пророст­
ков люпина. Определяли как пероксидазную (по окислению гваякола), 
так и оксидазную (по окислению флороглюцина и ИУК) активности фер­
мента в корнях, листьях и семядолях растений. Семена люпина Немчипов- 
ского № 846 замачивали, а затем проращивали в течение 4 дней па водо­
проводной воде при комнатной температуре. Через 3,5 часа, 1 день, 2 дня 
и 4 дня корпи и семядоли растений использовали для приготовления экст­
рактов, а через 2 и 4 дня в опыт бралп дополнительно и молодые листья 
(в более ранние сроки анализ листьев но проводился из-за отсутствия 
достаточного количества материала). Ткань быстро замораживали жидким 
азотом и растирали с 0,05 М трпс-глицпновым буфером pH 8,3. Гомогенат 
настаивали на холоду в течение 1 часа, отжимали через капроновую сетку 
и центрифугировали при 21 000 g в течение 20 мин. Экстракт подвергали 
частичной очистке. Для этого в надосадочиой жидкости проводили осаж­
дение белковой фракции, содержавшей пероксидазу, сульфатом аммония, 
в диапазоне 80—20% насыщения. Осадок растворяли в 0,01 М трпс-глици- 
новом буфере, центрифугировали при 21 000 g п пропускали через колон­
ку с сефадексом G-50. Содержавшую пероксидазу фракцию концентриро­
вали сухим сефадексом. Всю очистку проводили па холоду.

Полученный таким образом экстракт использовали для определения 
содержания белка, пероксидазной и оксидазной активности фермента и 
подвергали последний электрофоретическому разделению. Белок определя­
ли по методу Лоури (3). Активность пероксидазы — по несколько изменен­
ному методу (4). Проба содержала 0,066 М фосфатный буфер pH 6,0; 
7 • 10“4 М гваякол; 1,2-10“3 М Н2О2 и экстракт ткани. Реакцию запускали 
добавлением 0,03 мл Н2О2 с одновременным перемешиванием. 
Регистрировали изменение оптической плотности при А =470 нм на СФ-14
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через каждые 0,5 мпн. в течение 2 мин. Активность выражали в условных 
единицах на 1 мг белка. За единицу приняли такую активность, при кото­
рой изменение оптической плотности в 1 мин. составляло 0,1.

Оксидазную активность экстракта определяло по поглощению кислоро­
да полярографически с использованием ячейки конструкции Шольца, 
Островского (5). При окислении флороглюцина проба объемом 2 мл содер­

жала 0,066 М фосфатный 
буфер pH 7,8; 1,4-10~5 М 
МпС12; 2-10”3 М флороглю- 
цпн и очищенный экстракт 
(е). Для учета скорости са- 
м оо киспения флороглюци­
на ставили контрольные 
пробы, которые не содер­
жали экстракта. Оксидаз­
ную активность рассчиты­
вали по разности скоростей 
реакции в пробах с добав­
лением экстракта и без не­
го. Другие контрольные 
пробы, по составу одина­

Таблица 1
Активность пероксидазы (по гваяколу) 

в проростках люпина (данные двух опытов), 
в единицах на 1 мг белка

Примечание. При измерении активности через 3,5 
часа в корнях и семядолях она была равна 0, в листьях 
активность не промерялась.

Возраст про­
ростков, час. Корни Листья Семядоли

24 2,05 2,08 0.16 0,26
48 20,3 29,0 14,9 | И,1 0,50 0,56
96 461 411 174 | 130 0,80 0,25

ковые с опытными, но не содержавшие флороглюцина, не поглощали кисло­
рода. Следовательно, очищенный экстракт не содержал эндогенных суб­
стратов, способных в данных условиях окисляться пероксидазой с погло­
щением О2. Флороглюцин в присутствии экстракта ткани может окисляться, 
кроме пероксидазы, также аскорбиноксидазой, полифенолокспдазой. Спе­
циально поставленные контрольные пробы, содержавшие вместо флоро­
глюцина аскорбиновую кислоту (1 мг) или пирокатехин (0,5 мг), не 
обнаруживали поглощения кислорода.

При окислении ИУК проба содержала 0,15 М фосфатный буфер pH 6,3; 
1 • 10”3 М МиС12; 1-10”3 М 2,4-дихлорфенол; 1 ■ 10”2 М ИУК (соль Na) 
и очищенный экстракт (7). Оксидазная активность фермента выражалась 
в микроатомах кислорода, поглощенного в 1 мпн. па каждый миллиграмм 
белка в пробе.

Дисковый электрофорез проводили в 7,5% акриламидном геле со ще­
лочным буфером (8, 9). Разделяли отрицательно заряженные изоферменты 
пероксидазы. В нефиксированных столбиках геля выявляли активность 
пероксидазы по цветной реакции с гваяколом (”), пирогаллолом (и) и 
бензидином (12). Электрофореграммы фотографировали.

В табл. 1 представлено изменение активности пероксидазы (по гваяко­
лу) в проростках люпина разного возраста. Через 3,5 часа после замачива­
ния ни в корнях, ни в семядолях активность фермента не обнаруживалась. 
Она появлялась в корнях и семядолях 1-дневных проростков и резко воз­
растала в процессе развития растений. Наиболее высокая активность обна­
руживалась в корнях, несколько меньшая — в листьях и очень низкая — в 
семядолях. Это различие увеличивалось с возрастом проростков.

Увеличение активности пероксидазы в процессе прорастания, которое 
отмечалось и для других растений (13, 14) и которое коррелирует с актива­
цией дыхания и других процессов метаболизма у молодых проростков (1э), 
может говорить о возрастании роли этого фермента на данных стадиях 
развития.

На рис. 1 представлены изозимные спектры пероксидазы в корнях, 
листьях и семядолях 4-дневных проростков люпина. Они состояли из мед­
ленно двигавшейся группы и I фракции средней подвижности. Для разных 
органов спектры отличались друг от друга по числу компонентов и соот­
ношению их активностей в медленно двигавшейся группе фракций. Ком­
понент средней подвижности обнаруживался во всех исследовавшихся 
органах.
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Через 3,5 часа после замачивания семян экстракты из корней и семядо­
лей вообще не обнаруживали полос с пероксидазной активностью при 
электрофоретическом разделении, что коррелировало с отсутствием актив­
ности фермента в экстракте (табл. 1).

В корнях почти все изозимы спектра появлялись уже на первый день 
после замачивания семян. В листьях мы обнаруживали их на второй день.

Рис. 1. Электрофореграммы изозимов пероксидазы в корнях 
(а), листьях (б) и семядолях (в) люпина на 4-й день после 
замачивания семян, гв — гваякол, пир — пирогаллол, бен — 

бензидин

При этом изозим средней подвижности проявлялся со всеми тремя субстра­
тами, а в медленно двигавшейся группе часть компонентов проявлялась с 
тремя субстратами, другая часть обнаруживалась только с бензидином и 
пирогаллолом. В семядолях компонент средней подвижности появлялся 
только у 2-дневных проростков; следовательно, его появление запаздыва­
ло во времени по сравнению с корпями. Количество компонентов медлен­
но двигавшейся группы, появлявшейся у 1-дневных проростков в семядо­
лях, меньше, чем в корнях и листьях, и проявлялись они только с пирогал­
лолом. В процессе дальнейшего развития качественных изменений изозим- 
ного спектра во всех изучавшихся органах растения не наблюдалось. 
Увеличивалась только активность отдельных компонентов и менялось их 
соотношение.

Запаздывание качественных изменений изозимного спектра перокси­
дазы в семядолях по сравнению с корнями у люпина так же, как это на­
блюдалось и у бобов (,6), согласуется с представлениями о ведущей роли 
зародыша в индуцировании биохимических процессов, происходящих в 
семядолях при развитии молодого растения.

Наряду с пероксидазной активностью, пероксидаза обладает также 
способностью окислять ряд соединений путем использования молекуляр­
ного кислорода. Так, в частности, окисляются флороглюцин (6) и ИУК (’).

В наших опытах через 3,5 часа после замачивания семян мы не обна­
ружили ни в одном из изучавшихся органов растения оксидазной активно­
сти пероксидазы (табл. 2).
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В табл. 2 представлены данные по двум независимым опытам. Абсолют­
ные величины активности в этих опытах отличались друг от друга, но в 
процессе развития в обоих случаях происходила резкая активация фермен­
та и в корнях, и в листьях, которая значительно перекрывала эти индиви­
дуальные колебания активности, связанные, по-видимому, с возможным 
различием условий развития проростков.

Таблица 2

Оксидазная активность пероксидазы в проростках люпина 
(данные двух опытов), в мкат. О2 в 1 мин. на 1 мг белка

Примечание. При измерении активности через 3,5 часа в корнях 
она была равна 0, в листьях активность не промерялась.

Возраст про­
ростков, час.

По флороглюцину По ИУК

корни листья корни листья

24 57 136 78 316
48 298 342 185 129 119 712 24 200
96 6460 4020 1350 416 2120 5440 335 910

Способность окислять флороглюцин и ИУК была найдена в корнях 
1-дневных проростков. В листьях мы смогли определить ее у 2-дневпых 
растении. Оксидазная активность пероксидазы резко возрастала в процес­
се дальнейшего развития проростков. В семядолях применявшимся мето­
дом активность не была обнаружена совсем.

Таким образом, в процессе прорастания, наряду с изменением коли­
чества свободной ИУК (2), происходит рост активности разрушающего 
ИУК фермента. Сообщалось, что низкая концентрация ИУК (10~13 М) 
стимулировала рост корневых волосков, а высокая (10_6 М) тормозила 
его (17). По-впдимому, пероксидаза, окисляя ИУК, участвует в регуляции 
уровня ее содержания в органах развивающегося проростка и тем самым 
может играть определенную роль в общем регулировании процессов прора­
стания семян и дальнейшего роста проростка. Пространственное разобще­
ние метаболических компонентов в клетках и тканях может обеспечить 
нужное в данный момент направление процесса (в сторону разрушения 
ИУК пли в сторону торможения его).

Наибольшей активностью в отношении окисления ИУК и флороглюци­
на в наших опытах обладали корни (табл. 2). Это согласуется с ведущей 
ролью корней в метаболизме гормонов.

Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
Академии паук СССР 13 VIII 1974
Москва
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