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Антоцеротовидные (Anthocerotophyta), одни из древнейших несосудистых наземных растений, происходят
от общего предка с современными сосудистыми растениями. Благодаря своей высокой устойчивости к
действию неблагоприятных факторов среды, антоцеротовидные представляют собой уникальную модель
для изучения механизмов формирования устойчивости высших растений. В настоящей работе показано,
что таллом Anthoceros natalensis характеризуется высокой редокс$активностью, изменяющейся при стрессе.
Обезвоживание таллома сопровождается снижением активности внутриклеточных пероксидаз, ДОФА$пе$
роксидаз, тирозиназ и повышением активности каталаз. При последующей регидратации активность пе$
роксидаз и тирозиназ повышается. Охарактеризованы кинетические особенности пероксидаз и тирозиназ и
изоферментный состав пероксидаз из различных фракций белков клеточной стенки антоцероса. Показано,
что пероксидазы антоцероса по своей функциональной активности, в том числе способности к образова$
нию супероксидного анион$радикала, имеют сходство с пероксидазами высших сосудистых растений. Вы$
явлен биохимический механизм, подтверждающий возможное участие пероксидаз в образовании активных
форм кислорода (АФК) посредством субстрат$субстратного взаимодействия в талломе антоцероса. Предпо$
лагается, что образование АФК пероксидазами – эволюционно древний процесс, возникший как защитный
механизм с целью повышения адаптационных механизмов наземного существования высших растений, их
приспособления к меняющимся условиям среды и успешной колонизации различных экологических ниш.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антоцерос, пероксидаза, супероксид, каталаза, тирозиназа, обезвоживание, регидра$
тация.

Антоцеротовидные (Anthocerotophyta) – од$
ни из древнейших наземных растений, появив$
шиеся около 450 млн лет назад и насчитываю$
щие по разным источникам от 200 до 300 видов
[1]. До недавнего времени антоцеротовидных
рассматривали как один из классов моховидных
[2], однако в настоящее время они выделены в
самостоятельный отдел в систематике растений
[3, 4]. Благодаря своему цитологическому и
морфологическому сходству как с водорослями,

так и c высшими растениями антоцеротовидные
стали объектом пристального внимания моле$
кулярных биологов и генетиков [3, 5]. Напри$
мер, антоцеротовидные имеют характерный для
водорослей хлоропласт с центральным пирено$
идом, содержащим рибулозобисфосфаткарбок$
силазу, поэтому обладают уникальным для на$
земных растений механизмом усвоения углеро$
да [1]. В отличие от печеночников, где только в
четырех родах (из более чем 340) обнаруживает$
ся симбиоз с сине$зелеными водорослями, у ан$
тоцеротовидных он обнаруживается у предста$
вителей всех 14 родов [1, 6]. С практической
точки зрения, антоцеротовидные изучаются как
источники розмариновой кислоты или других
биологически активных веществ [2]. Филогене$
тический и структурный анализы позволяют
предположить, что в эволюционном плане анто$
церотовидные являются сестринской группой
для современных сосудистых растений [3, 5].
Вероятно, древние антоцеротовидноподобные
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явились промежуточным звеном при переходе
от организмов, где в жизненном цикле домини$
рует поколение с гаплоидным гаметофитом, к
организмам с диплоидным спорофитом [5].

Большинство антоцеротовидных является
обитателями нарушенных и незадернованных
местообитаний, выступая пионерами при засе$
лении обнаженной влажной почвы. В то же вре$
мя известно, что антоцеротовидные являются
чрезвычайно засухоустойчивыми. В отличие от
вегетативных органов высших сосудистых рас$
тений, являющихся чрезвычайно чувствитель$
ными к обезвоживанию, таллом антоцероса об$
ладает феноменальной особенностью сохранять
жизнеспособность при потере 95% воды [7, 8].
Благодаря своей высокой устойчивости к
действию неблагоприятных факторов среды,
антоцеротовидные представляют собой уни$
кальную модель для изучения механизмов фор$
мирования устойчивости высших растений.
Несмотря на очевидную важность, биохимичес$
кие механизмы устойчивости, в том числе кине$
тические характеристики окислительно$восста$
новительных реакций, в растениях остаются
предметом дискуссий. В частности, острым воп$
росом является выявление двойственной роли
пероксидаз и переключение режимов функцио$
нирования с антиоксидантного на прооксидант$
ный. В клетках сосудистых растений, например,
в корнях пшеницы, одними из ключевых фер$
ментов редокс$метаболизма при стрессе явля$
ются апопластные пероксидазы, обладающие
способностью как к разложению Н2О2, так и об$
разованию активных форм кислорода (АФК) [9,
10]. Эта многофункциональность пероксидаз, а
также множественность изоформ и кодирую$
щих их генов детерминируют важную роль пе$
роксидаз в формировании устойчивости расте$
ний. Несмотря на интенсивное изучение химиз$
ма реакций и эволюции структуры пероксидаз
[11–13], возможные механизмы и факторы, спо$
собствующие стимулированию АФК$образую$
щей активности пероксидазы, остаются нераз$
решенными. Перспективным приемом решения
этой проблемы может стать изучение неизвест$
ных до настоящего времени особенностей
функционирования пероксидаз антоцеротовид$
ных, стоящих на более низкой в сравнении с со$
судистыми растениями эволюционной ступени.

При стрессе в клетках бриофитов так же, как
и у большинства растений, может происходить
повышение уровня АФК. Ранее нами впервые
было показано, что ряд лишайников, мхов, а
также печеночник и антоцерос обладают высо$
кой редокс$активностью, в частности, по обра$
зованию супероксидных анион$радикалов (О2

�)
[8]. Примечательно, что самая высокая актив$

ность наблюдалась именно в талломе Anthoceros
natalensis S. Несмотря на очевидную важность,
биохимические механизмы устойчивости, опос$
редованные окислительно$восстановительны$
ми ферментами, в том числе пероксидазами, в
клетках антоцеротовидных практически не изу$
чены. В связи с вышеизложенным, целью насто$
ящего исследования был анализ кинетических
характеристик редокс$ферментов антоцерото$
видных. Особое внимание было уделено изуче$
нию изменений активности пероксидаз при
стрессе, индуцированном обезвоживанием и
последующей регидратацией таллома антоцеро$
са, а также возможного участия пероксидаз в об$
разовании АФК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования, приготовление образцов
для измерения ферментативной активности. Экс$
перименты проводили на талломе Anthoceros
natalensis S., собранном в Ботаническом саду
Университета КваЗулу$Натал, ЮАР. В экспери$
ментах по изучению активности редокс$фер$
ментов в стрессовых условиях таллом антоцеро$
са подвергали обезвоживанию с последующей
регидратацией [8, 14]. Образцы таллома (содер$
жание воды – 30 г Н2О на 1 г сухой массы) на$
веской 0,5 г помещали в стаканчики для взве$
шивания. Обезвоживание таллома проводили в
эксикаторе путем выдерживания образцов над
насыщенным раствором CaCl2 от 0 до 68 ч. Взве$
шивание материала для расчета относительного
содержания воды (ОСВ) в талломе осуществля$
ли в следующие интервалы: 2,5, 20, 23,5, 24, 44,
48, 67, 68 ч. Для определения ферментативной
активности отбор материала проводили через
24, 48 и 68 ч. Дальнейшую регидратацию талло$
ма после обезвоживания выполняли в дистил$
лированной H2O в течение 1 и 3 ч. Анализ актив$
ности окислительно$восстановительных фер$
ментов был проведен во внутриклеточной фрак$
ции и экстраклеточном растворе (ЭКР). После
регидратации таллома антоцероса в дистилли$
рованной H2O таллом гомогенизировали в 5 мл
0,05 М фосфатного буфера Соренсена (Na2HPO4/
/KH2PO4), pH 7,0, центрифугировали при 4300 g
15 мин при 5°, определение внутриклеточной фер$
ментативной активности проводили в супер$
нанте. Раствор, в котором осуществляли регид$
ратацию таллома (ЭКР), использовали для ис$
следования экстраклеточной ферментативной
активности.

Для изучения редокс$активности внутри
клеток и в апопласте таллома антоцероса в зави$
симости от степени связывания ферментов со
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структурными элементами клеточной стенки
(КС) анализ активности окислительно$восста$
новительных ферментов был проведен во внут$
риклеточной растворимой фракции и фракциях
белков КС. С этой целью белки из таллома анто$
цероса экстрагировали, последовательно ис$
пользуя: Tris$HCl$буфер, фосфатный буфер Со$
ренсена, дигитонин и NaCl [15]. В результате
получали: внутриклеточную растворимую фрак$
цию (C) и фракции белков, связанных с КС: B1 –
водородными связями, B2 – ван$дер$ваальсовы$
ми силами и гидрофобными взаимодействиями,
B3 – ионными связями.

Для сравнения спектральных характеристик
окисления субстратов пероксидаз антоцероса и
корней пшеницы использовали буфер постин$
фильтрационный (БПИ) корней пшеницы, со$
держащий апопластные пероксидазы. Для этого
проводили вакуумную инфильтрацию отсечен$
ных корней пятидневных проростков яровой
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Казанская
юбилейная в 0,1 М Na$цитратном буфере, pH 7,0
[16].

Определение активности окислительно�вос�
становительных ферментов. Активность пере$
численных ниже ферментов определяли спект$
рофотометрически по образованию соответ$
ствующего продукта или расходованию соответ$
ствующего субстрата на спектрофотометре
Lambda 25 («Perkin Elmer», США) и выражали в
нмоль/(с × г сухой массы). Во всех случаях реак$
цию инициировали добавлением субстрата к ре$
акционной среде (общий объем 0,5 мл). Об ак$
тивности тирозиназы (3,4$дигидроксифенила$
ланин (ДОФА) оксидазы) (КФ 1.14.18.1) судили по
образованию ДОФАхрома (ε475 = 3,6 мМ–1 · см–1).
Реакционная среда содержала 0,08 М Na$цит$
ратный буфер, pH 7,0, 1 мМ ДОФА и 0,05 мл
ферментативной вытяжки. Активность аскор$
батпероксидазы (КФ 1.11.1.11) и аскорбатокси$
дазы (КФ 1.10.3.3) определяли по убыли аскор$
биновой кислоты в реакционной среде согласно
описанным ранее методам [9, 17], каталазу (КФ
1.11.1.6) – по убыли H2O2 в реакционной среде
[17]. При исследовании активности пероксида$
зы (КФ 1.11.1.7) в качестве субстрата использо$
вали 1 мМ о$дианизидин (ε460 = 30,0 мМ–1 · см–1)
или 1 мМ ДОФА в 0,07 М Na$цитратном буфере,
pH 5,5, с добавлением 1 мМ H2O2 [9].

При определении оптимума pH тирозиназы
и пероксидазы применяли 0,08 М Na$цитрат$
ный буфер со значениями pH от 2,5 до 8,0 в ос$
тальном реакционная среда не отличалась от
выше описанной для данных ферментов.

При определении субстратной специфич$
ности пероксидазы фракции B1 реакционная
среда содержала: 50 мкл субстрата в соответству$

ющей концентрации, 5 мкл фракции B1, 0,1 мМ
H2O2, 0,07 М Na$цитратный буфер pH 5,5. В ка$
честве субстратов использовали о$дианизидин,
аскорбиновую, синаповую (ε305 = 10,61 мМ–1 · см–1),
хлорогеновую (ε323 = 16,90 мМ–1 · см–1), p$кума$
ровую (ε285 = 17,21 мМ–1 · см–1), кофейную (ε311 =
= 9,91 мМ–1 · см–1) и феруловую (ε310 = 13,74 мМ–1 ·
· см–1) кислоты.

Спектральный анализ. Спектры поглощения
различных веществ исследовали в диапазоне от
1100 до 190 нм. Использованы различные кон$
центрации NADH и феруловой кислоты. Ис$
следование изменения спектра поглощения
смеси веществ, содержащей 50 мкл фермента$
тивной вытяжки соответствующей фракции из
таллома антоцероса, 0,11 мМ NADH и 0,1 мМ
феруловой кислоты в 0,73 мкМ Na$цитратном
буфере, pH 5,5 или pH 7,0, проводилось в тече$
ние 20 мин в присутствии или в отсутствие 1 мМ
KCN при скорости сканирования 1920 нм/мин с
периодом в 1 мин. Общий объем реакционной
среды составлял 0,5 мл, в качестве кюветы срав$
нения использовалась кювета с дистиллирован$
ной H2O.

Интенсивность образования супероксидного
анион�радикала. Сканирование оптической плот$
ности смеси веществ, содержащей 100 мкл соот$
ветствующей фракции из таллома антоцероса,
0,1 мМ NADH, 0,1 мМ 2,3$бис$(2$метокси$4$
нитро$5$сульфофенил)$2H$тетразолий$5$кар$
боксанилид (XTT) в 0,08 М Na$цитратном бу$
фере, pH 5,5 или pH 7,0, в присутствии или в от$
сутствие 250 ед/мл супероксиддисмутазы (СОД)
проводили со скоростью 1920 нм/мин в течение
50 мин. XTT в присутствии О2

� превращался в
XTT формазан, который детектировали по раз$
нице оптической плотности (ε470 = 21,6 мМ–1 · см–1)
[18].

Электрофоретическое разделение белков. Элект$
рофорез проводили в 10%$ном ПААГ в модифи$
цированной системе Laemmli [19] на Mini$PRO$
TEAN Tetra Cell («Bio$Rad», США) в нативных
условиях без добавления Ds$Na, меркаптоэта$
нола и нагревания образцов. Визуализацию пе$
роксидазной активности проводили с помощью
5 мМ о&дианизидина, приготовленного на Na$цит$
ратном буфере, рН 5,5, с добавлением 1 мМ Н2О2.

Изоэлектрофокусирование проводили на при$
боре («Хийу$Каллур», Эстония) в 5%$ном ПААГ
с добавлением амфолинов рН 3,5–10 («LKB»,
Швеция). Для определения изоэлектрической
точки белков использовали набор стандартов
IEF$M1A (3,6–9,3) («Sigma», США). После об$
ратного диализа в лунку загружали по 25 мкл об$
разца. Активность пероксидазы в загруженных
образцах составляла 1,0, 0,3, 0,3 и 1,2 ммоль о$ди$
анизидина окисленного/(мин · л) во фракциях
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С, B1, B2 и B3 соответственно. Активность изо$
ферментов пероксидазы в геле визуализировали
как описано выше.

Опыты проводили минимум в трех биологи$
ческих повторностях. Приведены репрезента$
тивные результаты каждой серии эксперимен$
тов. Все экспериментальные данные имеют нор$
мальное распределение признака. В табл. 1 и на
рис. 1 и 2 представлены среднеарифметические
значения и их стандартное отклонение, n – число
значений, использовавшихся для подсчета сред$
него. Данные на рис. 2 были статистически об$
работаны с помощью Microsoft Excel (t$крите$
рий Стьюдента).

Использованные реактивы: XTT («Alfa Aesar»,
Великобритания); NADH («Reanal», Венгрия); СОД
(«Serva», Германия); феруловая кислота («Fluka»,
Швейцария); ДОФА, о$дианизидин, N,N'$мети$
лен$бис$акриламид («Acros Organics», Бельгия);
кофейная и p$кумаровая кислоты («Ferak», Герма$
ния); акриламид («Sigma», США); все остальные
реактивы марки х.ч. или ч.д.а. («Реахим», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Активность ферментов. Среди редокс$фер$
ментов внутриклеточной фракции таллома ан$
тоцероса наименьшей активностью обладала

каталаза (табл. 1). Активность аскорбатоксида$
зы и аскорбатпероксидазы была выше актив$
ности каталазы в несколько раз, а активности
ДОФА$оксидазы и ДОФА$пероксидазы превос$
ходили эту активность на порядок. В свою оче$
редь активность о$дианизидинпероксидазы бы$
ла выше ДОФА$пероксидазной активности, бо$
лее чем в 25 раз (табл. 1). Максимальная актив$
ность внутриклеточной пероксидазы наблюда$
лась при pH 5,5 (рис. 1, а), а оптимум активнос$
ти внутриклеточной тирозиназы – в области pH
от 6 до 7 (рис. 1, б). Кинетический анализ актив$
ности пероксидаз в различных фракциях белков
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S, нмоль/(с × г сухой массы)

10,6 ± 0,3 (3)
44,0 ± 4,9 (3)
50,5 ± 4,1 (3)

P, нмоль/(с × г сухой массы)

114,6 ± 9,9 (3)
129,0 ± 8,8 (3)

3314,8 ± 366,5 (3)

Ферменты

Каталаза
Аскорбатоксидаза
Аскорбатпероксидаза

ДОФА$оксидаза
ДОФА$пероксидаза
Пероксидаза

Таблица 1. Активность ферментов внутриклеточной фрак$
ции таллома A. natalensis, выраженная в скорости разложе$
ния субстрата (S) или образования продукта (P)

Рис. 1. Активность пероксидазы (а) и тирозиназы (б) из внутриклеточной фракции таллома A. natalensis в зависимости от
pH (n = 3)
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РЕДОКС$ФЕРМЕНТЫ АНТОЦЕРОСА

таллома показал, что максимальной скоростью
реакции обладают внутриклеточные пероксида$
зы и тирозиназы (табл. 2). Наибольшим срод$
ством к субстрату характеризовались апопласт$
ные пероксидазы из фракций B1–B3, поскольку
они имели наименьшую константу Михаэлиса
(табл. 2). Константа Михаэлиса тирозиназ по$
вышалась в ряду B1 < B2 < C < B3 (табл. 2).

Наибольшим сродством к апопластной пе$
роксидазе (B1) обладала аскорбиновая кислота.
Константа Михаэлиса повышалась в ряду ас$
корбиновая кислота < о$дианизидин < синапо$

вая кислота < кофейная кислота < феруловая
кислота < хлорогеновая кислота < p$кумаровая
кислота (табл. 3). Максимальная скорость реак$
ции увеличивалась в ряду синаповая кислота < ас$
корбиновая кислота < о$дианизидин < p$кума$
ровая кислота < кофейная кислота < феруловая
кислота < хлорогеновая кислота (табл. 3). Среди
естественных фенольных субстратов наиболь$
шую чувствительность пероксидазы проявляли
по отношению к синаповой кислоте (табл. 3).

Показано, что при обезвоживании антоце$
роса над насыщенным раствором CaCl2 относи$
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Рис. 2. Активность окислительно$восстановительных ферментов: a – пероксидазы; б – каталазы; в – ДОФА$пероксида$
зы; г – тирозиназы во внутриклеточной фракции таллома A. natalensis; д – относительное содержание воды (ОСВ) в тал$
ломе растения. 1 – до обезвоживания (контроль); 2–4 – после обезвоживания в течение 24, 48 и 68 ч соответственно; 5–6 –
после регидратации в течение 1 и 3 ч; 7–8 – экстраклеточный раствор, полученный соответственно после 1 и 3 ч инкуба$
ции и извлечения таллома из раствора регидратации. Разница достоверна при P � 0,05 (*), P � 0,01 (**), P � 0,001 (***),
n = 6

1000

0
1          2        3         4        5         6         7        8                           1         2        3         4        5         6         7        8

о
�Д

и
а

н
и

з
и

д
и

н
 о

к
и

с
л

е
н

н
ы

й
,

н
м

о
л

ь
/(

с
 ×

г 
с

у
х

о
й

 м
а

с
с

ы
)

5000

4000

3000

2000

0

25

20

15

10

а                                                                б

20

60

40

**
***

***

***

***

2

1

Н
2
О

2
, 

н
м

о
л

ь
/(

с
 ×

г 
с

у
х

о
й

 м
а

с
с

ы
)

Д
О

Ф
А

 х
р

о
м

, 
н

м
о

л
ь

/(
с

 ×
г 

с
у

х
о

й
 м

а
с

с
ы

)

***
***

*

1          2        3         4        5         6         7        8                           1         2        3         4        5         6         7        8

12     24   36   48    60

Время, ч

в                                                            г                       д

250

200

150

100

30

25

20

15

10

5

0

140

120

100

80

60

15

10

5

0

100

75

50

25

0

О
С

В
, 

%



ЧАСОВ  и  др.

тельное содержание воды в талломе растения
постепенно снижалось, через 24 ч оно составля$
ло 58%, через 48 ч – 17%, а к 68 ч – всего 2%
(рис. 2, д). Активности внутриклеточных перок$
сидазы, тирозиназы и ДОФА$пероксидазы к
этому времени достоверно снижались (рис. 2, а,
в, г). В ходе последующей регидратации актив$
ность пероксидазы достоверно повышалась че$
рез 1 ч и имела тенденцию к повышению через
3 ч, но оставалась меньше начального уровня, наб$
людаемого до обезвоживания таллома (рис. 2, а).
Интересно, что активность пероксидазы обна$
руживалась и в растворе, в котором проводилась
регидратация (ЭКР). Активность пероксидазы в
ЭКР достоверно повышалась к 3 ч, в сравнении с
уровнем в ЭКР после 1 ч регидратации (рис. 2, а).
Активность внутриклеточной тирозиназы нез$
начительно, но достоверно повышалась после
регидратации (рис. 2, г). В ЭКР обнаруживались
лишь следовые количества ДОФА$пероксидазы,
тирозиназы и каталазы (рис. 2, б–г). Активность
каталазы достоверно повышалась через 24 ч
обезвоживания, снижалась через 48 ч и остава$
лась на уровне, близком к уровню, наблюдаемо$
му до обезвоживания, даже после 68 ч инкуба$
ции и регидратации (рис. 2, б).

Электрофоретическое разделение белков и
изоэлектрофокусирование. Анализ электрофоре$
тического разделения белков с помощью гель$
электрофореза в нативных условиях выявил на$
личие во внутриклеточной фракции антоцероса
5 изоферментов пероксидаз с Rf 0,99, 0,82, 0,54,
0,53 и 0,52 (данные не представлены). С по$
мощью изофокусирования было детектировано
14 различных изоферментов, которые в основном
представлены катионными формами (рис. 3). Во
фракции С обнаруживалось 12 изоферментов с
pI: 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 5,9, 6,2, 6,5, 7,4, 8,7, 8,9, 9,0,

9,1, во фракции B1 – 7 изоферментов с pI: 3,4,
5,9, 7,4, 8,5, 8,7, 8,9, 9,0, во фракции B2 – 6 изо$
ферментов с pI: 3,7, 7,4, 8,5, 8,7, 8,9, 9,0, во
фракции B3 – 10 изоферментов с pI: 3,4, 3,7, 6,2,
6,3, 6,5, 7,4, 8,5, 8,9, 9,0, 9,1 (рис. 3).

Спектральный анализ. Исследовали измене$
ния оптической плотности в смеси, содержащей
NADH, феруловую кислоту в присутствии или в
отсутствие растительного экстракта из антоце$
роса или пшеницы. Экзогенная Н2О2 не добав$
лялась. NADH имеет два максимума на спектре
поглощения при 260 и 338 нм (рис. 4, а, кривая 4).
При внесении к 0,11 мМ NADH 50 мкл БПИ
корней пшеницы наблюдалось падение опти$
ческой плотности в области 338 нм и незначи$
тельный рост оптической плотности в области
260 нм, что обусловлено окислением NADH и
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Фракции

С

B1

B2

B3

Km, мМ

3,01

1,81

2,89

4,50

Таблица 2. Максимальная скорость (Vmax) и константа Михаэлиса (Km) реакции окисления о$дианизидина пероксидазами
и 3,4$дигидроксифенилаланина тирозиназами из различных фракций таллома A. natalensis. С – внутриклеточная фрак$
ция. Фракции белков, связанных с клеточной стенкой: B1 – водородными связями, B2 – ван$дер$ваальсовыми силами и
гидрофобными взаимодействиями, B3 – ионными связями

Vmax, нмоль ДОФАхрома/
/(с × г сухой массы)

651

111

117

49

Km, мМ

0,20

0,12

0,14

0,13

Vmax, нмоль o$дианизидина
окисленного/(с × г сухой массы)

4163

674

732

344

Пероксидаза ДОФА$оксидаза (тирозиназа)

Субстрат

Аскорбиновая кислота

о$Дианизидин

Кофейная кислота

р$Кумаровая кислота

Синаповая кислота

Феруловая кислота

Хлорогеновая кислота

Vmax, мкМ/мин

2,4

4,9

15,8

15,3

2,0

23,4

32,2

Km, мкМ

2

17

33

114

28

43

111

Таблица 3. Максимальная скорость (Vmax) и константа Ми$
хаэлиса (Km) реакции окисления различных субстратов апо$
пластными пероксидазами фракции B1 таллома A. natalen&
sis. Стандартная реакционная среда общим объемом 0,5 мл
содержала: 50 мкл субстрата в соответствующей концент$
рации, 5 мкл фракции B1, 0,1 мМ H2O2, 0,07 М Na$цитрат$
ный буфер pH 5,5
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образованием NAD+ (данные не представлены).
Феруловая кислота имеет два максимума на
спектре поглощения при 287 и 310 нм (рис. 4, а,
кривая 3), а кофейная кислота 288 и 311 нм
(рис. 4, б, кривая 5). При внесении к 0,1 мМ фе$
руловой кислоты 50 мкл фракции C, B1, B2, B3

антоцероса или БПИ пшеницы не происходило
изменение спектров в течение 20 мин, аналогич$
ные результаты были получены при взаимодей$
ствии 0,1 мМ кофейной кислоты и 50 мкл БПИ
(данные не представлены). Таким образом, без
добавления NADH не наблюдалось окисление
фенолов, что говорит об отсутствии полифено$
локсидазной активности в этих условиях.

При проведении периодического сканиро$
вания оптической плотности смеси веществ при
pH 5,5 в течение 20 мин нами обнаружено, что в
смеси, содержащей 50 мкл фракции B1 (рис. 4, а,
кривые 1, 2) или B3 (рис. 4, в, кривые 1–3), 0,11 мМ
NADH и 0,1 мМ феруловую кислоту, наиболь$
шее падение оптической плотности наблюда$
лось в области 310 нм, что соответствует окисле$
нию феруловой кислоты. Аналогичные резуль$
таты были получены и с образцами из фракций
C, B2 антоцероса (данные не представлены) и с

БПИ корней пшеницы (рис. 4, б, кривые 1, 2).
Не наблюдалось изменений в спектре поглоще$
ния, если в реакционной среде 0,11 мМ NADH
заменялось на 0,11 мМ NAD+ (данные не предс$
тавлены). Падение оптической плотности в об$
ласти 310 нм в смеси, содержащей 50 мкл фрак$
ции B3, 0,11 мМ NADH и 0,1 мМ феруловую
кислоту, в значительной степени подавлялось
при добавлении в реакционную среду 1 мМ
KCN (рис. 4, в, г, кривые 1–3). Аналогичные ре$
зультаты были получены и с другими фракция$
ми белка из таллома антоцероса (данные не
представлены).

Показано, что окисление пероксидазой из
БПИ корней пшеницы 0,1 мМ феруловой кис$
лоты в присутствии 0,11 мМ NADH при pH 5,5
происходит значительно сильнее, чем окисле$
ние 0,1 мМ кофейной кислоты, так как падение
оптической плотности в области 310 нм при
окислении феруловой кислоты намного превос$
ходит падение оптической плотности в области
311 нм при окислении кофейной кислоты
(рис. 4, б, кривые 1–4). При окислении кофей$
ной кислоты также наблюдается рост пика в об$
ласти 260 нм.

При проведении периодического сканиро$
вания оптической плотности смеси веществ при
pH 7,0 нами обнаружено, что, в отличие от фрак$
ций белков КС таллома антоцероса B1, B2, B3, во
фракции C при окислении 0,1 мМ NADH и 0,1 мМ
феруловой кислоты наибольшее падение опти$
ческой плотности наблюдается в области 338 нм,
а не 310 нм (рис. 5). Падение оптической плот$
ности в области 310 нм усиливается в ряду B3 <
< B2 < B1 < C. Добавление к фракции B3 феруло$
вой кислоты бoльшей концентрации (0,2 мМ)
приводило к почти двукратному усилению
окисления феруловой кислоты и двукратному
ингибированию окисления NADH, о чем свиде$
тельствует увеличение падения оптической
плотности в области 310 нм и снижение падения
оптической плотности в области 338 нм соответ$
ственно (рис. 5).

Показано, что во фракциях белков КС тал$
лома антоцероса B1, B2, B3 не происходит обра$
зование XTT формазана при окислении 0,1 мМ
NADH в присутствии 0,1 мМ XTT при pH 5,5
(рис. 6, а). Во фракции C происходило образова$
ние XTT формазана, которое ингибировалось
почти на 70% после внесения 250 ед/мл СОД.
При pH 7,0 образование XTT формазана наблю$
далось во всех фракциях, выделенных из талло$
ма антоцероса, кроме фракции B3, и усилива$
лось в ряду B2 < B1 < C (рис. 6, б). Образование
XTT формазана ингибировалось после внесения
250 ед/мл СОД на 55, 100 и 25% во фракциях C,
B1 и B2 соответственно.
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Рис. 3. Изоэлектрические точки изоферментов пероксидазы
A. natalensis. Фракции белков клеточной стенки: 1, 2, 3 –
B3, B2, B1 соответственно; 4 – внутриклеточная фракция;
5 – маркеры
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе показано, что таллом
A. natalensis характеризуется высокой актив$
ностью редокс$ферментов, в первую очередь,
пероксидазы (табл. 1). Обнаружено, что перок$
сидазы несосудистых высших растений, подоб$
но пероксидазам сосудистых высших растений,
в частности, пероксидазам пшеницы [9], акти$

вируются при стрессе. Так, активность перокси$
дазы антоцероса значительно уменьшалась при
обезвоживании, а затем достоверно повышалась
после регидратации обезвоженного таллома
(рис. 2, а). Кроме того, активность пероксидазы
антоцероса была детектирована в растворе, в ко$
тором проводили регидратацию (рис. 2, а), что,
вероятно, обусловлено вымыванием с клеточ$
ной поверхности в раствор слабосвязанных изо$
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Рис. 4. Спектры поглощения: а – 1 и 2 – реакционная смесь, содержащая 0,11 мМ NADH и 0,1 мМ феруловой кислоты в
0,73 мкМ Na$цитратном буфере, pH 5,5, в присутствии 50 мкл фракции B1 таллома антоцероса в начале реакции и через
20 мин после начала реакции соответственно; 3 – 0,1 мМ феруловая кислота; 4 – 55 мкМ NADH; б – 1 и 2 аналогично а
1 и 2, но в присутствии 50 мкл БПИ из корней пшеницы; 3 и 4 – реакции окисления 0,11 мМ NADH и 0,1 мМ кофейной
кислоты в 0,73 мкМ Na$цитратном буфере, pH 5,5, в присутствии 50 мкл БПИ из корней пшеницы в начале реакции и через
20 мин после начала реакции соответственно; 5 – 62,5 мкМ кофейная кислота; в, г – 1, 2 и 3 – реакции окисления 0,11 мМ
NADH и 0,1 мМ феруловой кислоты в 0,73 мкМ Na$цитратном буфере, pH 5,5, в присутствии 50 мкл фракции B3 талло$
ма антоцероса без KCN (в) и при добавлении 1 мМ KCN (г) в начале реакции (1), через 10 мин (2) и 20 мин (3) соответ$
ственно. Скорость сканирования 1920 нм/мин
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форм пероксидазы. Известно, что пероксидазы
несосудистых растений из других отделов, в
частности, печеночников и мохообразных, так$
же активируются при стрессовых воздействиях
и высокомобильны [20, 21]. Например, перок$
сидаза суспензионной культуры Marchantia poly&
morpha L. секретируется в культуральную среду в
ответ на воздействие химического стрессора –
борнилацетата [20], а пероксидазы суспензион$
ной культуры мхов Physcomitrella patens (Hedw.)
B.S.G. и Racomitrium japonicum Dozy и Molk. в от$
вет на воздействие грибного элиситора – хито$
зана также активировались в культуральной сре$
де [21]. Мобильность апопластных пероксидаз
объясняется тем, что эти ферменты присутству$
ют на клеточной поверхности [11], откуда они
могут быстро высвобождаться в стрессовых ус$
ловиях еще до того момента, когда начнется их
индуцированный стрессом синтез [12, 21, 22].

Известно, что пероксидаза в сосудистых рас$
тениях является одним из основных адаптаци$
онных компонентов, вовлеченных в формиро$

вание устойчивости при различных стрессах [12,
23, 24]. По$видимому, пероксидаза настолько
важна для растений, что процесс эволюции при$
вел к образованию большого числа генов, коди$
рующих этот фермент. Так, в рисе (Oryza sativa L.)
было идентифицировано 138 генов, содержа$
щихся в 12 хромосомах [11], в резуховидке
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) – 73 [25], во мхе
P. patens – 48 [21]. Вероятно, что наличие такого
большого числа генов и обуславливает присут$
ствие в растительных объектах нескольких изо$
форм фермента [10, 15]. Известно, что у более
устойчивых к воздействию стресса растений ак$
тивность пероксидазы повышена [23]. Вероят$
но, что у растений существует как минимум две
стратегии «использования» защитных свойств
пероксидазы: поддерживать постоянно актив$
ность этого фермента на высоком уровне или
при изменении условий среды увеличивать ак$
тивность пероксидазы с низкого до высокого
уровня за короткий промежуток времени в не$
обходимом для растения месте.
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Рис. 5. Разница, рассчитанная из спектров поглощения при пероксидазной реакции окисления субстратов: 0,1 мМ NADH
и феруловой кислоты в 0,73 мкМ Na$цитратном буфере, pH 7,0, в течение 20 мин в присутствии различных фракций ан$
тоцероса. Скорость сканирования 1920 нм/мин. 1–4  – фракции С, B1, B2 и B3 соответственно с 0,1 мМ феруловой кисло$
той; 5 – фракция B3 с 0,2 мМ феруловой кислотой. 260 и 338 нм – максимумы спектра поглощения NADH, 287 и 310 нм –
максимумы спектра поглощения феруловой кислоты
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Кинетический анализ активности перокси$
даз из внутриклеточной фракции и различных
фракций белков КС таллома антоцероса пока$
зал, что максимальной скоростью реакции об$
ладают внутриклеточные пероксидазы, а наи$
большим сродством к субстрату характеризуются
апопластные пероксидазы, поскольку они име$
ют наименьшую константу Михаэлиса (табл. 2).
Таким образом, для активации пероксидаз
апопласта достаточно небольшого количества
субстрата. Известно, что быстрое активирова$
ние апопластной пероксидазы в стрессовых ус$
ловиях может быть ключевым компонентом
окислительного взрыва в клетках растений [26,
27] и играть важную роль в запуске сигнальных
каскадов и последующем формировании имму$
нитета у растений [28]. Субстрат$зависимая ак$
тивация пероксидазы подтверждается также
тем, что секреция пероксидазы в стрессовых ус$
ловиях может сопутствовать секреции субстра$
та, как это показано, например, для лунуларина
в суспензионной культуре M. polymorpha [20].

Наличие в апопласте растений разнообраз$
ных редокс$ферментов обуславливает их комп$
лементарные [29] или конкурентные взаимоот$

ношения, например, конкуренцию за субстра$
ты. В частности, учитывая, что с фенольными
соединениями реагируют не только пероксида$
зы, но и тирозиназы, не исключено, что активи$
рование тирозиназы может отрицательно вли$
ять на активность пероксидазы вследствие их
конкуренции за субстраты. Известно, что тиро$
зиназы, как и пероксидазы, являются компо$
нентами иммунитета живых организмов [30]. В
наших экспериментах внутриклеточные тирози$
назы, подобно внутриклеточным пероксидазам,
были наиболее активны, а наибольшим срод$
ством к субстратам характеризовались апопласт$
ные ферменты (табл. 2). Сходство кинетических
характеристик предполагает, что оба фермента
могут активироваться в одинаковых условиях,
что и подтверждается в наших опытах. Нами по$
казано, что при стрессе, вызванном обезвожи$
ванием, происходит активирование тирозиназ,
но в отличие от пероксидаз они менее мобиль$
ны, так как в ЭКР были обнаружены лишь сле$
довые их количества (рис. 2, г).

В роли еще одного конкурента пероксидазы
за субстрат (H2O2) может выступать каталаза.
Показано, что через сутки после начала обезво$
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Рис. 6. Интенсивность образования супероксидного анион$радикала при pH 5,5 (а) и pH 7,0 (б), рассчитанное из измене$
ния спектров поглощения при сканировании различных фракций из таллома антоцероса в присутствии 0,1 мМ ХТТ и 0,1 мМ
NADH в течение 40 мин в присутствии или в отсутствие 250 ед/мл СОД. Скорость сканирования 1920 нм/мин; 1–4 –
фракции С, B1, B2 и B3 соответственно
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живания активность каталазы возрастала почти
в два раза, тогда как активность пероксидазы и
тирозиназы имела лишь тенденцию к повыше$
нию (рис. 2, а, б, г). Возможно, что повышение
активности каталазы связано со значительным
повышением уровня Н2О2 при обезвоживании,
что описано в ряде работ [31, 32]. Снижение ак$
тивности каталазы ко вторым суткам обезвожи$
вания до первоначального уровня (до воздей$
ствия) и отсутствие изменения на следующий
день, а также после регидратации свидетель$
ствует о том, что уровень H2O2 был также пони$
жен и не претерпевал существенных изменений.

В сосудистых растениях существенное влия$
ние на активность пероксидазы оказывает также
наличие и количественное соотношение раз$
личных субстратов [9, 17]. Можно полагать, что
активирование пероксидазы антоцероса при ре$
гидратации таллома связано не с повышением
уровня H2O2, а высвобождением каких$либо
субстратов, индукторов или кофакторов. При
этом происходит повышение оксидазной актив$
ности пероксидазы, что приводит не к утилиза$
ции H2O2, а наоборот, к образованию О2

� и H2O2

[33], как это происходит, например, при пато$
ген$индуцированном окислительном взрыве в
клетках сосудистых растений [24]. При этом, ве$
роятно, для активирования пероксидазой окис$
ления фенольных субстратов с последующим
быстрым образованием АФК (окислительным
взрывом) при стрессе необходимо появление на
клеточной поверхности какого$либо компонен$
та, служащего катализатором. Показано, что од$
ним из таких компонентов должен быть восста$
новитель [26], например, NADH. Предполагает$
ся, что в апопласте сосудистых растений NADH
может появиться в результате активности малат$
или лактатдегидрогеназы плазмалеммы или КС,
а его взаимодействие с пероксидазой может
приводить к образованию АФК [10, 24, 33]. Как
известно, пероксидаза обладает NADH$окси$
дазной функцией, при этом в результате взаимо$
действия этого фермента с кислородом образу$
ются радикальная форма NAD• и Н2О2 [24, 33,
34]. В дальнейшем может происходить цепь вза$
имных превращений. Известно, что при совмест$
ном окислении пероксидазой субстратов с резко
различающейся реакционной способностью
наблюдаются эффекты их взаимной активации
или ингибирования [35]. По мнению авторов,
происходит активация окисления медленно
окисляемого субстрата и частичное или полное
ингибирование превращения быстро окисляе$
мого субстрата (активатора). Таким образом,
фенольные радикалы и/или радикальная форма
восстановителя могут взаимодействовать между
собой и с кислородом, образуя О2

� [33–35].

Для выявления возможного функциониро$
вания данного редокс$механизма в клетках не$
сосудистых высших растений мы проанализи$
ровали особенности совместного окисления пе$
роксидазой таллома антоцероса NADH и феру$
ловой кислоты, естественного фенольного суб$
страта пероксидазы. Как известно, в антоцеро$
товидных обнаруживаются различные произ$
водные оксикоричных кислот [2]. Обнаружено,
что при pH 5,5 в присутствии NADH и феруло$
вой кислоты и в отсутствие экзогенной Н2О2 на$
ибольшее падение оптической плотности наб$
людалось в области 310 нм, что, вероятно, обус$
ловлено окислением феруловой кислоты, а не
NADH (рис. 4, а). Значительное ингибирование
этой реакции при добавлении цианида, напри$
мер, во фракции В3 (рис. 4, в, г) косвенно подт$
верждает вовлечение в этот процесс пероксидаз.
Несмотря на то, что NADH может являться мед$
ленно окисляемым субстратом пероксидазы
[35], возможно, что в наших экспериментах он
выступал в качестве активатора окисления фе$
нольных кислот. Для подтверждения этого был
использован фермент сосудистых растений –
экстраклеточная пероксидаза пшеницы из
БПИ. Было показано, что при pH 5,5 перокси$
даза из пшеницы, аналогично пероксидазам ан$
тоцероса, окисляла феруловую кислоту в присут$
ствии NADH и феруловой кислоты и в отсут$
ствие экзогенной Н2О2, причем в большей сте$
пени, чем кофейную кислоту (рис. 4, б). Извест$
но, что для окислительного взрыва, в котором
участвует пероксидаза, помимо восстановите$
лей, необходимо изменение pH в щелочную сто$
рону [26], поэтому важно было проверить, будет
ли зависеть от рН реакционной среды окисле$
ние феруловой кислоты в присутствии NADH
пероксидазами антоцероса. Обнаружено, что
при pH 7,0, так же, как и при pH 5,5, во всех фрак$
циях антоцероса, за исключением фракции С,
окисление феруловой кислоты происходит в боль$
шей степени, чем окисление NADH, о чем мож$
но судить по бoльшему падению оптической
плотности при 310 нм, чем при 338 нм (рис. 5). В
цитоплазматической фракции присутствуют все
растворимые вещества, в том числе эндогенные
фенолы и другие субстраты пероксидазы, возмож$
но, поэтому здесь в бoльшей степени окисляет$
ся NADH, чем экзогенная феруловая кислота.
Менее всего феруловая кислота окислялась пе$
роксидазами из фракции B3 антоцероса, однако
при увеличении концентрации феруловой кис$
лоты в два раза (0,2 мМ) ее окисление увеличи$
валось почти вдвое, а окисление NADH умень$
шалось в 2 раза (рис. 5). Это, вероятно, свиде$
тельствует о конкурентных взаимоотношениях
этих субстратов при окислении пероксидазой.
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Нами показано, что пероксидазы антоцероса
способны к образованию О2

� (рис. 6), и этот про$
цесс является рН$зависимым. Акцептор О2

� ХТТ
[18] в присутствии 0,1 мМ NADH превращался в
ХТТ формазан при pH 5,5 только во внутрикле$
точной фракции антоцероса, данная реакция
была чувствительна к СОД (рис. 6, а). При pH 7,0
СОД$чувствительное образование ХТТ форма$
зана свидетельствует о том, что О2

� образовывал$
ся во всех фракциях, кроме фракции B3 (рис. 6, б).
Такое значительное различие в данной реакции
при кислом и нейтральном рН, вероятно, обус$
ловлено тем, что как для образования О2

� перо$
ксидазой, так и для акцептирования О2

� с по$
мощью ХТТ нужна более щелочная среда [18,
26]. При этом различия в ингибировании обра$
зования XTT формазана фракциями C, B1 и B2

после внесения СОД и отсутствие окисления
ХТТ пероксидазами из фракции B3 (рис. 6, б),
по$видимому, обусловлены различной способ$
ностью изоформ пероксидаз из различных
фракций к образованию О2

�. Нами обнаружено,
что фракции различаются по изоферментному
составу пероксидаз (рис. 3). Вероятно, во фрак$
ции B3 отсутствуют пероксидазы, способные к
образованию О2

�, в частности, во фракции B3 от$
сутствует изоформа с pI 8,7, присутствующая в
других фракциях. Во фракции C присутствуют
две анионные изоформы с pI 3,5, 3,6, отсутству$
ющие в других фракциях. Изоформа пероксида$
зы с pI 5,9 присутствует только во фракциях C и
B1 (рис. 3), и именно в этих фракциях образова$
ние XTT формазана на порядок превосходит об$
разование во фракции B2 (рис. 3). Таким обра$
зом, можно говорить о различной способности
изоферментов пероксидаз антоцероса к образо$
ванию О2

�. В перспективе детальный анализ спе$
цифичности О2

�$образующей активности от$
дельных изоформ пероксидаз позволит выявить
их вклад в окислительный взрыв при стрессе.

Таким образом, если предположить, что в
стрессовых условиях происходит высвобожде$
ние в апопласт NADH или какого$либо другого
восстановителя, то для запуска окислительного
взрыва потребуется совсем небольшое его коли$
чество. В результате дифференцированного
окисления субстратов пероксидазой такой вос$
становитель может выступать в качестве индук$
тора, стимулируя превращение других субстра$
тов, например, фенолов, выделяемых при стрес$
се в апопласт. Поскольку в апопласте всегда

присутствует пул растворимых пероксидаз и, ве$
роятно, медленно окисляемых субстратов, мож$
но полагать, что для мгновенного ответа доста$
точно высвобождения небольшого количества
быстро окисляемого субстрата или какого$либо
кофактора. Последующее нарастание ответа мо$
жет осуществляться как за счет высвобождения
дополнительного количества фермента, так и за
счет появления субстратов. Таким образом,
ключевая роль экстраклеточной пероксидазы
заключается в регуляции баланса АФК в апоп$
ласте растительных клеток и обусловлена кон$
курентными и комплементарными взаимоотно$
шениями различных субстратов пероксидазы.

В настоящей работе впервые показано, что
наряду с известным цитологическим и морфо$
логическим сходством с сосудистыми растения$
ми, антоцеротовидные имеют также определен$
ное сходство особенностей функционирования
редокс$ферментов. Впервые проанализированы
кинетические характеристики пероксидаз и ти$
розиназ антоцеротовидных, продемонстрирова$
на возможность функционирования пероксидаз
таллома антоцероса в анти$ и прооксидантном
режимах. Мы полагаем, что выявленный биохи$
мический механизм возможного участия перок$
сидаз в образовании АФК посредством субстрат$
субстратного взаимодействия имеет важное зна$
чение для адаптации и выживания антоцероса в
стрессовых условиях, в частности, при обезво$
живании/регидратации. В перспективе предс$
тавляется важным расшифровать элементы сиг$
нальных путей, опосредуемых изменениями ре$
докс$статуса и способствующих формированию
защитных ответов антоцеротовидных. Можно
полагать, что образование АФК пероксидазами –
эволюционно древний процесс, возникший как
защитный механизм с целью повышения адап$
тационных механизмов наземного существова$
ния высших растений, их приспособления к ме$
няющимся условиям среды и успешной колони$
зации ими различных экологических ниш.
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Anthocerotophyta (hornworts) belong to the ancient nonvascular land plants and originate from a common ancestor
with contemporary vascular plants. Hornworts, due to their high stress tolerance, provide a unique model for study$
ing the mechanisms of stress tolerance in higher plants. In the present work, we demonstrated that the thallus of
Anthoceros natalensis possesses high redox activity, and it can change in response to stresses. Desiccation of the thal$
lus reduces the activity of intracellular peroxidases, DOPA$peroxidases, and tyrosinases and increases catalase activ$
ity. Activities of peroxidases and tyrosinases tend to increase following subsequent rehydration of the thallus. Kinetic
features of intracellular peroxidases and tyrosinases as well as various isoforms of peroxidases from cell wall fractions
are characterized. It is shown that hornwort peroxidases resemble peroxidases from higher vascular plants in terms of
their functional activity, including the ability to produce superoxide anion radical. The biochemical mechanism of the
involvement of peroxidases in stress$induced production of reactive oxygen species (ROS) as a result of
substrate–substrate interactions in the thallus of hornwort is proposed. It is suggested that the formation of ROS by
peroxidases is an evolutionarily ancient process that appeared early as a defense mechanism that is necessary to
increase resistance and adaptation of higher plants to the changing environment and their successful colonization of
different ecological niches.
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