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Досліджували вплив донора сірководню гідросульфіду натрію (NaHS) на стій-
кість етіольованих проростків пшениці (Triticum aestivum L.) до осмотичного
стресу, спричинюваного 12 %-м ПЕГ 6000. Обробка NaHS концентраціями 0,1;
0,5; 1 мМ ослаблювала пригнічення росту коренів і пагонів під дією ПЕГ, підви-
щувала вміст води у проростках. Найпомітніший осмопротекторний ефект донор
сірководню чинив за концентрації 0,5 мМ. Під його впливом у звичайних умо-
вах та за осмотичного стресу підвищувалась активність антиоксидантних фер-
ментів каталази і гваяколпероксидази, водночас активність супероксиддисмута-
зи (СОД) істотно не змінювалась. Осмотичний стрес спричинював дворазове
збільшення вмісту проліну в пагонах проростків, обробка NaHS додатково його
підвищувала. Під впливом донора сірководню вміст антоціанів у пагонах зростав
за звичайних умов і стабілізувався за стресових. Обробка проростків NaHS ос-
лаблювала спричинюваний дією ПЕГ окиснювальний стрес, що виявлялося у
зниженні вмісту пероксиду водню і малонового діальдегіду (МДА) в проростках.
Зроблено висновок, що індуковане донором Н2S підвищення стійкості про-
ростків пшениці до осмотичного стресу пов’язане з активуванням антиоксидант-
ної та осмопротекторної систем.

Ключові слова: Triticum aestivum L., сірководень, осмотичний стрес, антиокси-
дантні ферменти, пролін, антоціани.

Сірководень (Н2S) — один із газоподібних сигнальних посередників у рос-
линних і тваринних клітинах [11, 12]. Він перебуває у тісній функціональній
взаємодії з іншими месенджерами сигнальних систем — іонами кальцію,
активними формами кисню (АФК), моноксидом азоту [12]. 

Останнім часом інтенсивно досліджується роль сірководню в адап-
тації рослин до низки стресових чинників. Отримано відомості про зміну
вмісту сірководню у клітинах рослин за дії стресорів різної природи, зо-
крема низьких [10] і високих [24] температур, засолення [19], посухи
[14]. У рослин арабідопсису встановлено посилення експресії генів клю-
чових ферментів синтезу Н2S L- i D-цистеїндесульфгідрази у відповідь на
зневоднення [14].

В останні десятиліття посуха стала одним із найзагрозливіших для
рослин стресорів [3]. Тому способи індукування стійкості рослин до зне-
воднення за допомогою екзогенних сигнальних молекул, у тому числі
сірководню, привертають увагу дослідників [22]. Зокрема показано, що
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обробка насіння пшениці гідросульфідом натрію сприяла його пророс-
танню за осмотичного стресу, спричинюваного ПЕГ 6000 [35]. Після об-
робки проростків пшениці донором сірководню підвищувалась ак-
тивність ферментів аскорбат-глутатіонового циклу в умовах осмотичного
стресу, цей ефект був опосередкований збільшенням вмісту абсцизової
кислоти (АБК) [32]. Подібні результати отримали Ма і співавт. [28]:
поліпшення ростових характеристик молодих рослин пшениці за умов
осмотичного стресу супроводжувалося транзиторним посиленням екс-
пресії генів ферментів, причетних до синтезу АБК, та підвищенням ак-
тивності антиоксидантних ферментів, насамперед СОД. При індукуванні
Н2S стійкості рослин рису до дії осмотичного стресу, спричинюваного
ПЕГ, активності СОД, каталази і пероксидази також підвищувались [27].
Під впливом донора сірководню зменшувались окиснювальні пошкод-
ження, зростала виживаність проростків Spinace oleracea за жорсткої по-
сухи [7]. У період відновлення після дії посухи в рослинах, оброблених
NaHS, збільшувався вміст розчинних вуглеводів (насамперед трегалози і
фруктози) та поліамінів.

Незважаючи на інтенсивне накопичення відомостей про вплив до-
норів сірководню на функціонування протекторних систем рослин за
умов осмотичного та інших стресів, дані про спектр конкретних захис-
них реакцій, індукованих дією екзогенного Н2S, залишаються досить су-
перечливими. Зокрема встановлено збільшення під впливом екзогенно-
го сірководню вмісту проліну в проростках кукурудзи і проса, що автори
праць [25, 33] розглянули як одну з причин підвищення їх стійкості до
іонів кадмію і гіпертермії. Водночас виявлено, що після обробки доно-
ром сірководню рослин огірків за умов сольового стресу вміст проліну в
них зменшувався [34]. Зниження вмісту проліну за умов посухи під
впливом екзогенного сірководню у рослин Spinace oleracea зареєструва-
ли й автори праці [4].

Разом із проліном універсальними стресопротекторами вважають
флавоноїдні сполуки, які задіяні в антиоксидантному захисті та знешкод-
женні токсичних речовин [16]. Вплив екзогенного сірководню на вміст
флавоноїдів залишається малодослідженим. Так, показано посилення на-
копичення антоціанів у рослин ячменю за дії донора сірководню за умов
ушкоджувального опромінення УФ-В [21]. Підвищувався вміст антоціанів
під впливом NaHS і в рослинах капусти [23]. Однак можлива роль інду-
кованого сірководнем накопичення флавоноїдних сполук у стійкості рос-
лин до осмотичного стресу, наскільки нам відомо, спеціально не вивча-
лась. Досі недостатньо досліджень щодо одночасного оцінювання впливу
екзогенного Н2S на вміст низькомолекулярних протекторних сполук і
антиоксидантних ферментів, хоча зважаючи на відомості про складну
функціональну взаємодію низько- і високомолекулярних антиоксидантів
(наприклад, антиоксидантних ферментів і проліну) [2], вони доцільні.

Метою нашої роботи було оцінювання впливу донора сірководню
NaHS на стійкість проростків пшениці до осмотичного стресу і
функціонування ферментативної антиоксидантної системи та вміст
низькомолекулярних протекторів — проліну й антоціанів.

Методика

Експерименти проводили на етіольованих проростках озимої пшениці
(Triticum aestivum L.) сорту Досконала. Насіння знезаражували протягом
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30 хв 6 %-м розчином пероксиду водню й ретельно промивали дистильо-
ваною водою.

У варіантах з осмотичним стресом насіння протягом 4 діб пророщу-
вали в середовищі 12 %-го розчину ПЕГ 6000 за температури 22 С [18].
У контрольному варіанті насіння пророщували в дистильованій воді. У
варіантах з обробкою донором сірководню свіжоприготовлені розчини
NaHS у кінцевих концентраціях 0,1; 0,5; 1 мМ вносили у середовище
пророщування насіння в першу і третю доби досліду. Через 4 доби про-
рощування насіння вимірювали довжину пагонів і коренів, визначали
масу проростків, вміст у них води та біохімічні показники.

Біохімічні аналізи виконували з пагонами проростків. Активність
антиоксидантних ферментів — цитозольних СОД (КФ 1.15.1.1), катала-
зи (КФ 1.11.1.6) і гваяколпероксидази (КФ 1.11.1.7) — визначали за ме-
тодиками, описаними раніше [15]. Наважки пагонів гомогенізували на
холоді в 0,15 М К,Na-фосфатному буфері (рН 7,6) із добавлянням ЕДТА
(0,1 мМ) і дитіотрейтолу (1 мМ). Аналізували надосадову рідину після
центрифугування гомогенату при 8000 g протягом 10 хв за температури
 4 С. Активність СОД визначали за рН реакційної суміші 7,6 методом,
що ґрунтується на здатності ферменту конкурувати з нітросинім тетра-
золієм за супероксидні аніони, які утворюються внаслідок аеробної
взаємодії НАДН і феназинметосульфату. Активність каталази оцінювали
за кількістю пероксиду водню, що розкладався за одиницю часу. Ак-
тивність гваяколпероксидази аналізували, використовуючи як донор
водню гваякол, як субстрат — пероксид водню.

Для визначення вмісту антоціанів наважку рослинного матеріалу
гомогенізували в 1 %-му розчині HCl в метанолі [29]. Після центрифу-
гування гомогенату при 8000 g протягом 15 хв вимірювали світлопогли-
нання надосадової рідини при 530 нм.

Вміст проліну визначали за методом Бейтса і співавт. з використан-
ням нінгідринового реактиву [6].

Пероксид водню екстрагували з пагонів, розтертих на льоду, 5 %-м
розчином трихлороцтової кислоти (ТХО), проби центрифугували за 8000 g
протягом 10 хв при 4 С, в надосадовій рідині визначали його вміст
феротіоціанатним методом із використанням солі Мора й тіоціанату
амонію [31].

Для визначення продуктів пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ),
що реагують з 2-тіобарбітуровою кислотою (переважно МДА), рослинний
матеріал гомогенізували в реакційному середовищі, яке містило 0,25 %-й
розчин 2-тіобарбітурової кислоти в 10 %-му розчині ТХО, гомогенат вмі-
щували у киплячу водяну баню на 30 хв. Після цього проби різко охоло-
джували й центрифугували 20 хв за 8000 g. Оптичну густину надосадової
рідини визначали за довжин хвиль 532 нм (максимум світлопоглинання
МДА) і 600 нм (для поправки на неспецифічне світлопоглинання) [9].

Досліди проводили у триразовому біологічному повторенні й відтво-
рювали незалежно тричі. На рисунках і в таблиці наведено середні зна-
чення та їхні стандартні відхилення. Вірогідність відмінностей між ва-
ріантами оцінено за критерієм Стьюдента. Обговорено відмінності,
вірогідні за р  0,05.

Результати та обговорення

За звичайних умов обробка гідросульфідом натрію помітно не впливала
на ростові показники проростків пшениці та їх біомасу (таблиця). За
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умов їх росту в середовищі 12 %-го розчину ПЕГ 6000 істотно зменшу-
вались розміри коренів і особливо пагонів, а також біомаса проростків.
При цьому за обробки NaHS концентраціями 0,1 і 0,5 мМ помітно ос-
лаблювався інгібувальний вплив осмотично активної речовини на ріст
пагонів і накопичення біомаси проростків (див. таблицю). Вірогідний
вплив донора сірководню на ріст коренів за осмотичного стресу спос-
терігався при концентрації 0,5 мМ. За вищої концентрації (1 мМ) пози-
тивна дія NaHS на ріст проростків виявлялася слабкіше.

Обробка донором сірководню істотно не впливала на вміст води у
пагонах проростків за нормальних умов (рис. 1). Під впливом ПЕГ 6000
кількість води в органах проростків помітно зменшувалась. За таких
умов обробка NaHS концентраціями 0,1 і 0,5 мМ сприяла підтриманню
вищого вмісту води у пагонах (див. рис. 1).

Оскільки найпомітніший позитивний вплив на ростові показники
проростків за умов осмотичного стресу чинив гідросульфід натрію концен-
трацією 0,5 мМ, саме її використовували в подальших експериментах зі
з’ясування впливу донора H2S на функціонування протекторних систем.

Обробка проростків NaHS вірогідно не впливала на активність СОД
(рис. 2, а). Осмотичний стрес
спричинював зниження актив-
ності ферменту. За дії ПЕГ 6000
активність СОД під впливом
донора сірководню мала тен-
денцію до підвищення, але цей
ефект не був вірогідним за р 
0,05.

Під дією гідросульфіду нат-
рію активність каталази у про-
ростках пшениці підвищувалася
(див. рис. 2, б), а за обробки
ПЕГ 6000 — знижувалася. При
цьому у варіанті з обробкою
ПЕГ 6000 і донором сірководню
вона залишалася близькою до
контрольного значення.
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Морфометричні показники проростків пшениці

Варіант Довжина пагона, мм Довжина кореня, мм Маса проростка, мг

Нормальне зволоження

Контроль 47,3±1,1 74,8±1,8 85,0±1,5

NaHS, 0,1 мМ 47,4±1,4 75,0±2,0 84,2±1,6

NaHS, 0,5 мМ 49,0±1,2 72,0±1,5 85,3±1,7

NaHS, 1 мМ 45,5±1,0 69,6±1,9 82,1±2,3

ПЕГ 6000, 12 %

Контроль 22,0±0,6 57,5±1,5 49,0±1,0

NaHS, 0,1 мМ 28,3±0,8 61,0±1,2 57,9±1,2

NaHS, 0,5 мМ 29,0±0,5 66,7±1,4 58,3±1,3

NaHS, 1 мМ 26,2±0,8 59,6±1,6 55,5±2,0

Рис. 1. Вміст води у пагонах проростків пше-
ниці:

1 — нормальне зволоження; 2 — ПЕГ 6000 (12 %)



Активність гваяколпероксидази у пагонах проростків під впливом
донора сірководню зростала (див. рис. 2, в), за умов осмотичного стре-
су, спричинюваного ПЕГ 6000 — істотно не змінювалась, обробка NaHS
сприяла її підвищенню.

За обробки проростків донором Н2S спостерігалось відносно неве-
лике, але вірогідне за р  0,05 підвищення вмісту проліну в пагонах (рис.
3, а). Осмотичний стрес спричинював дворазове зростання його
кількості. При цьому обробка NaHS приводила до істотного додатково-
го підвищення вмісту проліну в пагонах.

Вміст антоціанів у проростках пшениці під впливом донора сірко-
водню дещо збільшувався за звичайних умов (див. рис. 3, б), а за дії ос-
мотичного стресу — помітно зменшувався, що може бути зумовлено їх
окиснювальною деградацією [1]. При цьому обробка проростків NaHS
сприяла стабілізації їх пулу.

Під впливом донора H2S вміст пероксиду водню в пагонах за нор-
мальних умов дещо зменшувався (рис. 4, а). Осмотичний стрес спричи-
нював зростання його кількості, а обробка проростків NaHS пригнічува-
ла цей ефект.

Вміст МДА у проростках під впливом донора сірководню дещо зро-
став (див. рис. 4, б). За наявності ПЕГ 6000 кількість продукту ПОЛ у
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Рис. 2. Активність супероксиддисмутази (а), каталази (б) і гваяколпероксидази (в) у паго-
нах проростків пшениці. Тут і на рис. 3, 4:

1 — контроль; 2 — NaHS (0,5 мМ); 3 — ПЕГ 6000 (12 %); 4 — NaHS (0,5 мМ) + ПЕГ 6000 (12 %)

Рис. 3. Вміст проліну (а) й антоціанів (б) у пагонах проростків пшениці



пагонах істотно збільшувалась, за обробки NaHS накопичення МДА за
осмотичного стресу зменшувалось.

Отже, обробка проростків донором сірководню ослаблювала нега-
тивний вплив на них осмотичного стресу, спричинюваного ПЕГ 6000.
Найпомітнішим ефектом NaHS було збільшення у проростках вмісту
проліну (див. рис. 3, а). В іншій роботі показано, що під впливом сірко-
водню кількість цього осмоліту зростала у проростках кукурудзи [25, 26].
Таким ефектом автори пояснили помітне H2S-індуковане підвищення їх
теплостійкості. Водночас, як уже зазначалось, у низці досліджень вста-
новлено зниження вмісту проліну в рослинних тканинах за дії стресорів,
що спричинюють осмотичний ефект (засолення, посуха), за попередньої
обробки донором сірководню [7, 34].

Очевидно, вплив сірководню на накопичення проліну залежить від
видових особливостей рослин і сили стресового впливу. Ймовірно, у
наших експериментах за впливу досить жорсткого осмотичного стресу,
що спричинював дворазове зменшення накопичення біомаси пророст-
ків і значне зниження в них вмісту води, зростання кількості проліну
і, можливо, інших низькомолекулярних сполук мало істотне значення
для стабілізації фізіологічних процесів. Примітно, що за умов осмотич-
ного стресу під впливом обробки донором сірководню у проростках
істотно підвищувався абсолютний вміст води (див. рис. 1). Це добре уз-
годжується з ефектом зростання вмісту проліну, що виконує функцію
осмопротектора. У літературі є відомості про здатність сірководню ін-
дукувати накопичення й інших осмолітів, зокрема трегалози, гліцинбе-
таїну [7, 21].

Як відомо, пролін відіграє роль не лише сумісного осмоліту, а й
антиоксиданту і низькомолекулярного шаперону щодо деяких білків
[13]. Не виключено, що стабілізація активності каталази і гваяколперок-
сидази за умов осмотичного стресу в проростках, оброблених донором
сірководню (див. рис. 2), зумовлена позитивним впливом на білкові мо-
лекули низькомолекулярних протекторів. За обробки донором сірковод-
ню у проростках разом із проліном зростав уміст антоціанів (див. рис. 3,
б), що активно знешкоджують радикальні АФК, а також хелатують іони
металів, які беруть участь у реакціях неферментативного утворення АФК
[8]. Водночас відомо, що між низькомолекулярними (насамперед, пролі-
ном) і ферментативними антиоксидантами можливі реципрокні відноси-
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Рис. 4. Вміст пероксиду водню (а) і малонового діальдегіду (б) у пагонах проростків
пшениці



ни [2]. В умовах наших експериментів на тлі підвищення під впливом
донора сірководню вмісту проліну в пагонах не зафіксовано помітного
зростання активності СОД (див. рис. 2, а). Натомість у праці [34] пока-
зано значне підвищення під впливом донора сірководню активності
СОД, каталази, пероксидаз і глутатіонредуктази з одночасним зменшен-
ням вмісту проліну за умов сольового стресу.

Ймовірно, екзогенний сірководень чинить досить складний вплив
на різні компоненти антиоксидантної й осмопротекторної систем. При-
пускають, що одним із прямих механізмів дії сірководню на стан білків
є S-сульфгідрування їхніх тіольних груп [4], однак рослинні білки-
мішені, що можуть зазнавати такої модифікації, залишаються практично
недослідженими. Водночас молекулярно-генетичними методами доведе-
но роль Н2S у регуляції експресії генів ферментів, що забезпечують
підтримання редокс-гомеостазу (СОД, каталаза, ензими метаболізму ас-
корбату) [20]. Вплив Н2S на активність антиоксидантних ферментів,
ймовірно, опосередкований АФК та іонами кальцію, оскільки усувався
антиоксидантами, інгібіторами НАДФН-оксидази і хелатором по-
заклітинного кальцію ЕГТА [17].

Є також дані про позитивний вплив сірководню на експресію гена
1-піролін-5-карбоксилатсинтази та пригнічення ним експресії гена
проліндегідрогенази, що сприяє накопиченню проліну [33]. Механізм
впливу сірководню на метаболізм флавоноїдів, у тому числі антоціанів,
залишається майже недослідженим. Проте в деяких працях зареєстрова-
но вплив донорів сірководню на динаміку вмісту різних флавоноїдів у
капустяних при зберіганні [23] та в рослинах ячменю за дії УФ-В [21].
Вплив донорів сірководню на вміст флавоноїдних сполук за дії посухи
на злакові, наскільки нам відомо, досі не досліджений.

Ми виявили помітне зростання під впливом донора сірководню
вмісту проліну й антоціанів у проростках пшениці за жорсткого осмо-
тичного стресу. Не виключено, що ці низькомолекулярні антиоксиданти
за таких експериментальних умов до певної міри компенсують
відсутність істотного зростання активності СОД. У літературі є відомості
про характерне для деяких видів рослин накопичення за стресових умов
низькомолекулярних протекторів (флавоноїдів, проліну) за відсутності
помітного зростання активності антиоксидантних ферментів [30]. Проте
питання стосовно механізмів функціональної взаємодії антиоксидантів
виходить за межі нашого дослідження.

Загалом можна констатувати, що донор сірководню чинив помітний
позитивний вплив на підтримання редокс-гомеостазу в проростках пше-
ниці, про що свідчить, зокрема, значно менше зростання в дослідному
варіанті вмісту пероксиду водню і МДА за осмотичного стресу (див. рис.
4). Примітно, що позитивний вплив на активність каталази і гваяколпе-
роксидази, а також на вміст антоціанів і проліну донор Н2S чинив і за
відсутності стресора, що може зумовлювати так званий ефект передадап-
тації — готовності рослинного організму до «зустрічі» зі стресчинником
[5]. Водночас за жорсткого осмотичного стресу у варіанті з обробкою
проростків пшениці гідросульфідом натрію в них істотно додатково зрос-
тав вміст проліну. Ймовірно, донор сірководню чинить складний опосе-
редкований вплив на різні компоненти протекторних систем, ступінь
прояву якого може бути неоднаковим на різних стадіях дії стресора.
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Отримано 30.11.2017

ВЛИЯНИЕ ДОНОРА СЕРОВОДОРОДА НА СОСТОЯНИЕ АНТИОКСИДАНТНОЙ
СИСТЕМЫ ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ ПРИ ОСМОТИЧЕСКОМ СТРЕССЕ

Ю.Е. Колупаев1,2, Е.Н. Фирсова1, Н.В. Швиденко1, Т.О. Ястреб1

1Харьковский национальный аграрный университет им. В.В. Докучаева
2Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

Исследовали влияние донора сероводорода гидросульфида натрия (NaHS) на устойчивость
этиолированных проростков пшеницы (Triticum aestivum L.) к осмотическому стрессу, вы-
зываемому 12 %-м ПЭГ 6000. Обработка NaHS в концентрациях 0,1; 0,5; 1 мМ ослабляла
угнетение роста корней и побегов под действием ПЭГ, повышала содержание воды в про-
ростках. Наиболее заметный осмопротекторный эффект донор сероводорода оказывал при
концентрации 0,5 мМ. Под его влиянием в обычных условиях и при осмотическом стрес-
се повышалась активность антиоксидантных ферментов каталазы и гваяколпероксидазы, в
то время как активность супероксиддисмутазы существенно не изменялась. Осмотический
стресс вызывал двукратное увеличение содержания пролина в побегах проростков, обра-
ботка NaHS приводила к дополнительному его повышению. Под влиянием донора серо-
водорода содержание антоцианов в побегах увеличивалось в обычных условиях и стабили-
зировалось в стрессовых. Обработка проростков NaHS ослабляла вызываемый действием
ПЭГ окислительный стресс, что проявлялось в снижении содержания пероксида водорода
и малонового диальдегида (МДА) в проростках. Сделан вывод, что индуцированное доно-
ром Н2S повышение устойчивости проростков пшеницы к осмотическому стрессу связано
с активизацией антиоксидантной и осмопротекторной систем.
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HYDROGEN SULFIDE DONOR INFLUENCE ON STATE OF ANTIOXIDANT SYSTEM
OF WHEAT SEEDLINGS UNDER OSMOTIC STRESS

Yu.E. Kolupaev1,2, K.M. Firsova1, M.V. Shvidenko1, T.O. Yastreb1

1V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University 
Township Dokuchaevske-2, Kharkiv, 62483, Ukraine
2V.N. Karazin Kharkiv National University
4 Svoboda Square, Kharkiv, 61022, Ukraine

The hydrogen sulfide donor sodium hydrosulfide (NaHS) influence on resistance of etiolated
wheat (Triticum aestivum L.) seedlings to osmotic stress caused by 12 % PEG-6000 was investi-
gated. Treatment with NaHS in concentrations 0.1, 0.5 and 1 mM reduced the growth inhibition
of roods and shoots under the action of PEG and increased water content in seedlings. The most
appreciable osmoprotective action of hydrogen sulfide donor was observed at 0.5 mM concentra-
tion. Under its influence at normal conditions and at osmotic stress there was activation of antiox-
idant enzymes namely catalase and guaiacol peroxidase, while activity of superoxide dismutase did
not change significantly. Osmotic stress caused twofold increasing of proline content in shoots of
seedlings, treatment with NaHS leaded to its more enhancing. Under the action of hydrogen sul-
fide donor the amount of anthocyanins in aboveground part of seedlings have risen at normal con-
ditions and stabilized at stress ones. Seedlings treatment with NaHS leveled the oxidative stress
caused by PEG, which evidenced in decreasing of hydrogen peroxide and malonic dialdehyde con-
tent in tissues. A conclusion was made that enhancing of resistance of wheat seedlings to osmotic
stress, caused by H2S donor, related to activation of antioxidant and osmoprotective systems.
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