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В статье рассматривается трансформация фермента пероксидазы в вегетативных органах высших растений
в условиях химического загрязнения природных сред продуктами деструкции боевых отравляющих веществ.

The article deals with peroxidase ferment transformation in vegetative parts of highest plants in conditions of
natural environments chemical contamination with combat toxic agents destruction products.
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В субъектах Российской Федерации, на тер&
ритории которых производилось и хранилось
химическое оружие в 1950 – 1960&е годы про&
шлого столетия, осуществлялись мероприятия
по его захоронению и уничтожению. В резуль&
тате этого природные среды в этих районах ока&
зались сильно загрязнёнными продуктами дес&
трукции боевых отравляющих веществ, а места
их захоронения потенциально опасны для на&
селения этих регионов. В связи с этим возник&
ла проблема детального обследования и эколо&
гической реабилитации мест прошлого уничто&
жения химического оружия [1, 2].

В настоящее время при обследовании за&
грязнённых природных сред широко исполь&
зуются физические и химические методы, ко&
торые ограничиваются количественными ха&
рактеристиками действия поллютантов на при&
родные объекты и не определяют его качества
[3]. Многочисленные исследования показыва&
ют, что наиболее перспективной для оценки хи&
мического загрязнения экосистем является
биоиндикация на уровне биохимических и фи&
зиологических реакций [3, 4, 5]. Преимуще&
ство этого метода заключается в высокочув&
ствительности и оперативности оценки, позво&
ляющем выявить сверхмалые концентрации
загрязняющих веществ в кратчайшие сроки,
а также оценить качество их действия на жи&
вые объекты. Этот уровень открывает перспек&
тивы ранней диагностики дисбаланса в экоси&
стемах [4]. Часто в качестве физиологических
и биохимических индикаторов используется
изменчивость концентрации и активности
макромолекул: белков, липидов, полисахари&
дов и др. [6].

Известно, что даже низкое содержание
продуктов деструкции отравляющих веществ

вызывает в растительном организме суще&
ственные трансформации обмена веществ
[3, 5]. В частности, метилфосфоновая кисло&
та, являющаяся конечным продуктом гидроли&
за фосфорсодержащих отравляющих веществ,
в малых концентрациях (0,01&0,05 моль/л)
вызывает в растениях окислительный стресс
и влияет на важнейшие процессы жизнедея&
тельности (рост, накопление биомассы, дыха&
ние, содержание пигментов) и пр. [7].

В научной литературе накоплены мно&
гочисленные сведения о том, что наиболее
активную ответную реакцию на химический
стресс проявляют ферментные системы, в
том числе растительные пероксидазы, сте&
пень трансформации которых служит
объективным показателем уровня загрязне&
ния природных сред [5, 8, 9]. В связи с этим
нами изучалась возможность использова&
ния количественной и качественной измен&
чивости фермента пероксидазы вегетатив&
ных органов высших растений для комплекс&
ной оценки качества загрязнения террито&
рии мест прошлого уничтожения и захоро&
нения химического оружия на территории
Пензенской области, где природные среды
загрязнены мышьяком, диоксинами, тяжё&
лыми металлами и другими опасными хими&
ческими соединениями, являющимися про&
дуктами деструкции боевых отравляющих
веществ.

Объекты и методика исследования

В качестве объектов исследования ис&
пользовали вегетативные органы (хвою и ли&
стья) растений различных систематических
групп: сосна обыкновенная (Pinus sylvestris),
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Рисунок. Электрофореграммы изоферментов
пероксидазы растений в условиях химического
загрязнения (1&3 – сосна обыкновенная; 4&6 –

дуб черешчатый; 7&9 – крапива двудомная;
а – контроль, b – низкий уровень загрязнения;

с – высокий уровень загрязнения)
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дуб черешчатый (Quercus robus), крапивва
двудомная (Urtica dioica).

Растительные образцы отбирали в не&
загрязнённой (контрольной) зоне (Золота&
рёвский сосновый бор), а опытные – в мес&
тах прошлого уничтожения химического ору&
жия с различным уровнем загрязнения (ок&
рестности пос. Леонидовка). Фермент перок&
сидазу из растительной ткани выделяли с ис&
пользованием стандартной методики. Для
этого навеску растительной ткани (2 г) из&
мельчали с помощью скальпеля, затем зали&
вали семикратным объёмом 0,005М трис&
глицинового буфера, содержащего 30% саха&
розы и растирали в фарфоровой ступке на
холоде до получения однородной массы. Го&
могенат в течение часа выдерживали при
температуре 4оС и центрифугировали при
скорости 8 тыс. об/мин в течение 15 минут.
Надосадочную жидкость использовали в ка&
честве источника пероксидазы.

Катодный электрофорез пероксидазы
проводили по методике Дэвиса [10] в цилинд&
рических гелях размером 0,6х7,0 см в 7,5%&
ном полиакриламидном геле с использовани&
ем трисглициновой буферной системы
рН=8,3 с охлаждением. Время проведения
электрофореза 2 час. 20 мин. Первые 20 мин.
сила тока на гелевую трубку не превышала
2 мА, а затем её увеличивали до 4 мА.

После окончания электрофореза гели
опускали на 30 мин. в 0,02%&ный раствор со&
лянокислого бензидина, а затем – в 0,01%&
ный раствор пероксида водорода до появле&
ния голубых полос изопероксидаз. Затем ре&
акционную смесь сливали, а гели промывали
10%&ным раствором уксусной кислоты.

В качестве стандарта использовали про&
мышленный препарат пероксидазы хрена.

Количественную изменчивость изофер&
ментов пероксидазы оценивали по скорости
их проявления по методике Лиу [11].

Результаты и их обсуждение

Качественная изменчивость раститель&
ных пероксидаз является объективным пока&
зателем степени химического загрязнения
природных сред [5, 8, 9, 12].

Анализ электрофоретических спектров
изозимов исследуемых растений показывает,
что в зоне загрязнения среды продуктами де&
струкции отравляющих веществ фермент от&
личается повышенной гетерогенностью.

В частности, низкий уровень загрязнения
обусловил незначительные изменения в изо&

зимном спектре. Причём наиболее существен&
ные новообразования отмечаются в группе
«медленных» изозимов А&зоны с относительной
электрофоретической подвижностью (ОЭП) от
0 до 30, где зафиксировано появление по одно&
му новому компоненту у сосны обыкновенной
(А24) и дуба черешчатого (А7) и двух компо&
нентов (А4 и А21) у крапивы двудомной. В то
же время в зонах среднеподвижных (В&зона)
и «быстрых» компонентов (С&зона) качествен&
ных изменений не зафиксировано.

Высокий уровень загрязнения поллютан&
тами повлёк за собой более глубокую трансфор&
мацию изопероксидазного спектра. Значитель&
ные перестройки изоформ были зафиксирова&
ны как в зоне «медленных» изозимов, так и в
среднеподвижной В&зоне с ОЭП от 31 до 60, где
у сосны обыкновенной вновь появились три
изозима (А3, А4, В47), у дуба черешчатого –
два (А3 и В34), у крапивы двудомной – четы&
ре (А7, А26, В34, В57) компонента. Кроме того,
сильное химическое загрязнение стало причи&
ной качественного изменения изопероксидаз
в зоне «быстрых» компонентов (С&зона) с ОЭП
от 61 до 100 в листьях дуба черешчатого, где
зафиксирована одна новая фракция С68.

Аналогичные новообразования в изозим&
ных спектрах пероксидазы пшеницы, барба&
риса, бересклета в условиях химического стрес&
са описаны другими исследователями [3, 12].

Известно, что сверхмалые (следовые)
концентрации химических загрязнителей
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Таблица
Влияние сверхмалых концентраций поллютантов на количественную изменчивость

пероксидазы листьев крапивы двудомной

МОНИТОРИНГ ОБЪЕКТОВ ПО УНИЧТОЖЕНИЮ ХИМИЧЕСКОГО ОРУЖИЯ

в природных средах практически невозмож&
но зафиксировать и оценить качество их
воздействия на живые объекты с помощью
физико&химических аналитических методов
[4, 6].

В этом случае наиболее перспективным
является использование для оценки качества
природной среды методов биохимической ин&
дикации с использованием количественной
изменчивости растительных ферментов, в ча&
стности, пероксидазы [6].

Нами исследовалась возможность исполь&
зования количественной изменчивости изо&
ферментов пероксидазы листьев крапивы
двудомной для качественной оценки состоя&
ния природной среды под влиянием сверхма&
лого (следового) химического загрязнения
продуктами деструкции боевых отравляющих
веществ (рис.).

Для удобства анализа катодные изоперок&
сидазы по относительной электрофоретичес&
кой подвижности (ОЭП) условно разделили
на три зоны: А&зона (ОЭП от 0 до 30), В&зона
(от 31 до 60), С&зона (от 61 до 100).

Исследования показали, что сверхмалые
концентрации поллютантов не вызывают ка&
чественных изменений в изозимном спектре
листьев крапивы двудомной, в результате чего
гетерогенность спектров катодных изоперок&
сидаз остаётся неизменной (табл.).

В то же время на слабозагрязнённых
территориях отмечаются существенные ко&
личественные перестройки в спектральном
составе. Оценка сопряжённости наличия
химического загрязнения с активностью от&
дельных изозимов пероксидазы позволила
нам выделить три группы изозимов. В пер&
вую группу вошли изоферменты, положи&
тельно реагирующие на химическое загряз&

нение, во вторую – отрицательно коррели&
рующие с этим фактором, а в третью –
«инертные», активность которых не связа&
на с загрязнением среды.

К первой группе отнесены все изоперок&
сидазы А&зоны, ко второй – изозимы С&зоны.
В то же время В&зона характеризовалась на&
личием в ней изоформ, обнаруживающих как
прямую, так и обратную зависимость по от&
ношению к химическому загрязнению. Сле&
дует также отметить, что во всех трёх зонах ка&
тодной части спектра зафиксированы изози&
мы, которые в условиях загрязнения среды
практически не меняют своей активности.

На наш взгляд, изозимы А&зоны являют&
ся ответственными за адаптивные, а возмож&
но, защитные реакции растительных тканей
в условиях химического стресса.

Следовательно, количественная и качест&
венная изменчивость катодных изоперокси&
даз является объективным тестовым призна&
ком химического загрязнения и может быть
использована для оценки качества экосистем
в местах прошлого уничтожения и захороне&
ния химического оружия.
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Липа мелколистная Tilia cordata L. как перспективный биоиндикатор
мышьяковистого загрязнения почвы
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В серии вегетационных опытов показано, что при оценке мышьяковистого загрязнения почвы можно ис&
пользовать черенки липы мелколистной. Оценку степени загрязнения проводят по доле сухих почек, листьев
и покраснению коры деревьев.

A series of vegetation experiments shows that in estimating arsenous soil contamination it is possible to use
grafts of Тilia cordata L. The estimation of contamination degree is made according to the amount of dry buds and
leaves and branches bark reddening.

Ключевые слова: биоиндикаторы, мышьяк, загрязнение почвы

В связи с тем, что на территории Удмурт&
ской Республики расположен объект по хране&
нию и уничтожению химического оружия
(ОХУХО), в том числе мышьякорганических
соединений (люизит), проблема биоиндикации
мышьяковистого загрязнения окружающей
среды является весьма актуальной. Основные
воздействия на компоненты природных экоси&
стем в зоне защитных мероприятий (ЗЗМ)
объектов, согласно прогнозам, будут связаны с
поступлением в окружающую природную сре&
ду мышьяксодержащих химических соедине&
ний на стадии эксплуатации объекта в штатном
режиме, а также в случае аварийных ситуаций.

Мышьяк превосходит по токсичности боль&
шинство химических элементов. Наиболее био&
логически активны подвижные формы мышь&
яка, при этом As3+ (арсениты) более токсичны
для животных, чем As5+ (арсенаты), и образу&
ются путем восстановления последних в ана&
эробных условиях переувлажненных почв бо&
лот и донных отложений.

Целью нашего эксперимента была оцен&
ка реакции липы мелколистной Tilia cordata L.
на разные концентрации мышьяксодержаще&
го раствора.

Для закладки лабораторных исследова&
ний выбрана общепринятая методика прове&
дения вегетационных опытов.

Мышьяксодержащие органические соедине&
ния в почве трансформируются до неорганичес&
ких арсенатов и арсенитов. Для моделирования
загрязнения был использован водный раствор
арсенита кальция Ca3(AsO3)2 различной концен&
трации. В качестве ключевого значения концен&
трации загрязнителя использована фоновая ве&
личина для почв Удмуртской Республики.

Вегетационный эксперимент проводился
в 4 вариантах концентрации раствора –
2,8 мг/л, 28 мг/л, 56 мг/л, 112 мг/л (соответ&
ственно: фон, 10&кратное, 20&кратное и 40&
кратное превышение фона) в лабораторных
фарфоровых стаканах ёмкостью 250 мл, в че&
тырёхкратной повторности.


