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Ранее нами было показано, что в межклеточном
пространстве различных тканей позвоночных жи�
вотных присутствуют биорегуляторы, влияющие на
важнейшие биологические процессы (миграцию, ад�
гезию, пролиферацию, дифференцировку клеток), в
концентрациях, соответствующих сверхмалым до�
зам (СМД), 10–8–10–15 мг/мл [1–8]. Биорегуляторы
характеризуются наличием тканевой, но отсутствием
видовой специфичности, стимулируют репаратив�
ные процессы в патологически измененных тканях,
способствуя восстановлению их нарушенной струк�
туры [9]. Их можно отнести к группе регуляторных
молекул, которые функционируют как “настройщи�
ки” органо�тканевого гомеостаза. 

Согласно сходству физико�химических свойств и
биологического действия биорегуляторы, выделен�
ные из различных тканей и секретов животных, по�
лучили название мембранотропных гомеостатиче�
ских тканеспецифических биорегуляторов (МГТБ).
Установлено, что в состав МГТБ входят углеводы,
липиды, белки [10], за проявление биологического
действия ответственны пептиды, молекулярная
масса которых не превышает 6 кДа, а связанные с
ними высокомолекулярные белки модулируют их ак�
тивность. Между пептидами и белками�модулятора�
ми образуется комплекс по механизму углевод–бел�
кового взаимодействия в присутствии ионов кальция
[11]. МГТБ, выделенные из тканей животных, прояв�
ляют устойчивость к воздействию денатурирующих
факторов, их вторичная структура характеризуется
преобладанием β�структур. Показано, что в водном
растворе МГТБ присутствуют в виде частиц размером
50–150 нм, причем наноразмерное состояние опреде�
ляет характер их активности [4–7, 12]. 

Применив экспериментальный подход, разрабо�
танный для исследования МГТБ, к изучению экс�
трактов растений, мы обнаружили биорегуляторы,
проявляющие аналогичные МГТБ физико�химиче�
ские свойства и биологическое действие. Результаты
этого исследования показали, что в листьях подо�
рожника большого (Plantago major L.) присутствует
биорегулятор, стимулирующий в СМД (10–11 мг бел�
ка/мл) заживление кожной раны у мыши in vivo [13]. 

В настоящей работе предпринята попытка иден�
тификации биорегулятора данной группы в луке реп�
чатом (Allium сера L.), который представляет собой
травянистое растение семейства лилейных. Кроме
широкого применения в качестве ценной пищевой
культуры, лук используется как лекарственное расте�
ние: в нем содержатся эфирные масла, циклоаллин,
метилаллин, тиопропионал, кемпферол, производ�
ные кверцетина, органические кислоты, углеводы
(глюкоза, фруктоза, мальтоза), каротиноиды, амино�
кислоты, витамин С, различные микроэлементы и
фитонциды. Препараты лука обладают противоскле�
ротическим, сахароснижающим, антимикробным,
мочегонным, желчегонным и ранозаживляющим
действием [14]. 

Цель работы – идентификация биорегулятора в
луке репчатом путем применения эксперименталь�
ного подхода, ранее разработанного для выделения
и очистки МГТБ [2, 4–7], а также изучение влияния
растительного биорегулятора на рост и развитие се�
мян некоторых овощных культур.

МЕТОДИКА

Для выделения биорегулятора был взят лук реп�
чатый (Allium сера L.), произрастающий во Влади�
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мирской области. В работе использовали сернокис�
лый аммоний, нитрат аммония, нитрат калия, гид�
рат сульфата магния, фосфат калия, гидрат хлорида
кальция, азид натрия марки х.ч., бидистиллирован�
ную воду (16 МОм). Исследование биологической
активности растительного биорегулятора проводи�
ли на мышах�гибридах F1 линии С57ВL/СВА, сам�
цах весом 18–20 г, содержащихся в стандартных
условиях в виварии Института биологии развития
им. Н.К. Кольцова РАН. 

Выделение белков. Для экстракции белков ис�
пользовали лук репчатый, предварительно нарезан�
ный на фрагменты 3–4 см. Экстракцию проводили в
растворе, содержащем NH4NO3 2.06 × 10–2 М, KNO3

1.88 × 10–2 М, CaCl2 × 2H2O 3 × 10–3 М, MgSO4 × 7H2O
1.5 × 10–3 М, KH2PO4 1.25 × 10–3 М, в течение 5–6 ч
при 8–10°С. Растительный экстракт отфильтровы�
вали через марлю, центрифугировали (3000 g
30 мин), осадок отбрасывали и далее не использова�
ли. При постоянном перемешивании к раститель�
ному экстракту добавляли сухой сернокислый ам�
моний до образования насыщенного раствора соли

(780 г/л), поддерживая pH раствора 7.5–8.0 путем
добавления раствора гидроокиси аммония. Полу�
ченную белковую смесь оставляли на 95–100 ч при
4°С. Осадок белков отделяли центрифугированием
(25000 g 30 мин) при 4–8°С. Полученную таким об�
разом фракцию супернатанта и осадка диализова�
ли против воды до полного удаления сернокислого
аммония, фильтровали и затем концентрировали,
используя роторный вакуумный испаритель, при
37–40°С.

Адгезиометрический метод. Для определения
мембранотропной активности биорегулятора во
фракциях на каждой стадии очистки использовали
разработанный ранее для идентификации МГТБ ад�
гезиометрический метод [2].

Содержание белка. Использовали спектрофото�
метрический [15] и колориметрический [16] методы. 

Хроматографическое разделение белков. Суперна�
тант анализировали с использованием хроматогра�
фа высокого давления (“Kontron”, США) и гидро�
фобной колонки (2 × 150 мм) Jupiter C5 (“Phenomex”,
США). Элюцию осуществляли в градиенте концен�
трации ацетонитрила (0–70%) в 0.1%�ной трифтор�
уксусной кислоте (pH 2.2) со скоростью 0.3 мл/мин в
течение 70 мин. Детекцию проводили при 210 нм.

Метод динамического лазерного светорассеяния.
Исследовали гидродинамический радиус частиц в
водном растворе супернатанта. Измерение проводи�
ли на приборе PhotoCor Complex (“ФотоКор”, Рос�
сия), снабженном автоматическим гониометром,
псевдокорреляционной системой счета фотонов
PhotoCor, одноплатным мультивременным корре�
лятором реального времени PhotoCor�FC, исполь�
зованном в логарифмической конфигурации (ин�
тервал времен задержки 0.01–5 × 105 мс), и гелий�не�
оновым лазером Uniphase 1135Р мощностью 20 мВт
с длиной волны 633 нм [4–7] . Измерения проводили
в интервале величин угла рассеивания 60°–120° при
23°С. Растворы, содержащие биорегулятор, предва�
рительно очищали от пыли фильтрованием через
мембраны Durapore с диаметром пор 0.45 мкм (“Mil�
lipore”, США). 

Аминокислотный анализ. Использовали аминокис�
лотный анализатор Hitachi 835 (Япония). Разделение
продуктов гидролиза осуществляли в стандартном ре�
жиме на катионобменной колонке с последующей де�
текцией нингидриновых производных при 570 и
440 нм. Образцы раствора, содержащего пептид, гид�
ролизовали 24 ч 5.7 М НCl при 110°С [17]. 

Масс?спектрометрический анализ. Анализ молеку�
лярной массы пептида проводили методом времяпро�
летной масс�спектрометрии с ионизацией в матрице
(MALDI�TOF) на времяпролетном масс�спектромет�
ре UltraFlex 2 (“Bruker Daltonic”, Германия). Образец
для масс�спектрометрического анализа получали упа�
риванием досуха с последующим разведением в 70%�
ном ацетонитриле, содержащем 0.1%�ную трифтор�
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Рис. 1. Дозовая зависимость мембранотропной ак�
тивности (МA, %): а – экстракта лука (исходная кон�
центрация 0.14 мг/мл); б – супернатанта (исходная
концентрация 0.21 мг/мл); в – супернатанта после
ВЭЖХ (исходная концентрация 0.03 мг/мл). К – кон�
троль. 
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уксусную кислоту. В качестве матрицы в работе ис�
пользовали α�циано�4�гидроксикоричную кислоту.

Установление С?концевой аминокислотной после?
довательности. Пептид (600 пмоль) растворяли в
10 мкл натрий�цитратного буфера (50 мМ, рН 6.0),
затем к данному раствору добавляли карбоксипеп�
тидазу Y (“Sigma Aldrich”, США) в соотношении
фермент–пептид 1 : 50 по массе. После 1, 2, 5, 10, 15,
30, 45, 60, 90 и 120 мин инкубации при 37°С отобра�
ли аликвоты по 1 мкл, смешивали с 1.5 мкл раствора
матрицы (α�циано�гидроксикоричная кислота) и
наносили на плашку для дальнейшего масс�спек�
трометрического анализа продуктов реакции.

Специфическая активность биорегулятора. В каче�
стве объектов исследования использовали лук (Alli&

um сера L.), чеснок (Allium sativum L.), укроп (Anethum
graveolens L.), горох (Pisum sativum L.), а также свеклу
(Beta vulgaris L.) “Гавриш” (Россия). В каждом случае
брали по 100 семян в контрольной и опытной серии,
каждый эксперимент повторяли по 3 раза. Семена
предварительно стерилизовали бидистиллирован�
ной водой при 50–55°С в течение 20 мин. Затем их
помещали в чашки Петри на двойной слой фильтро�
вальной бумаги. Опытную серию семян обрабатыва�
ли водным раствором супернатанта экстракта лука в
концентрации 10–13 мг белка/мл; контрольную се�
рию семян обрабатывали аналогичным объемом во�
ды. На 12 сут эксперимента оценивали высоту про�
ростка (мм), массу (мг) и всхожесть семян как отно�
шение проросших к общему количеству (%). У
гороха определяли также длину корня (мм). Стати�
стическую обработку результатов проводили с ис�
пользованием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе исследования осуществляли
очистку растительного биорегулятора по ранее раз�
работанной методике [1]. Методом биотестирова�
ния было показано, что мембранотропную актив�
ность, характерную для МГТБ, проявлял только су�
пернатант, в то время как экстракт лука не проявлял
мембранотропного действия (рис. 1а, 1б). 

Методом обращенно�фазовой ВЭЖХ (рис. 2)
было установлено, что основным компонентом су�
пернатанта являлся полипептид, гомогенность ко�
торого была доказана масс�спектрометрическим
анализом. Молекулярная масса полипептида со�
ставляла 4036 ± 2 Да (рис. 3). Аминокислотный ана�
лиз показал наличие в образце 44 аминокислотных
остатков: Асп (3), Тре (2), Сер (3), Глу (6), Про (3), Гли
(7), Ала (5), Вал (2), Иле (1), Лей (3), Тир (2), Фен (2),
Лиз (2), Гис (1), Арг (2). Подобно другим МГТБ, по�
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Рис. 3. MALDI�TOF �масс�спектр фракции супернатанта после ВЭЖХ. 4036 – молекулярная масса исследуемого пеп�
тида, Да.

0.6

0.4

0.2

0

D210

75604530150

70

0

мин

CH3CN, %

1

Рис. 2. Разделение супернатанта экстракта лука с по�
мощью обращенно�фазовой ВЭЖХ на колонке Jupi�
ter C5 (2 × 150 мм). Элюцию осуществляли в градиенте
концентрации ацетонитрила (0–70%) в 0.1%�ной
трифторуксусной кислоте (pH 2.2) со скоростью
0.3 мл/мин в течение 70 мин. Детекцию проводили при
210 нм. Пик 1 – ВЭЖХ�фракция супернатанта лука.
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лученным ранее из тканей животных [6], изучаемый
пептид также не имел остатков Цис, Мет и Три .

Используя ферментативный гидролиз карбок�
сипептидазой Y изучаемого пептида с последую�

щим MALDI�TOF – масс�спектрометрическим
анализом реакционной смеси, была установлена
его 18�членная С�концевая аминокислотная по�
следовательность: 

ГлиФенГлиГлуГлиАлаТирТреГлиАлаВалАлаАлаГлиТреГлуГлиАрг.

Сравнительный анализ полученной С�концевой
аминокислотной последовательности в базе данных
Uniprot (http://www.uniprot.org) полипептидов не
выявил пептидов с аналогичной аминокислотной
последовательностью.

Методом динамического лазерного светорассея�
ния в водном растворе супернатанта были обнару�
жены крупные частицы размером 99.2 ± 4.96 нм; по�
сле обращенно�фазовой ВЭЖХ во фракции пептида
наноразмерных частиц обнаружено не было. Следу�
ет отметить, что фракция после ВЭЖХ проявляла
мембранотропную активность, но в отличие от су�
пернатанта не в СМД, а в более высоких концентра�
циях, соответствующих 10–5–10–6 мг белка/мл (рис.
1в). Полученные результаты можно объяснить,
предположив, что при обращенно�фазовой ВЭЖХ
произошло отделение пептида, ответственного за
активность растительного биорегулятора, от других
его компонентов, взаимодействие с которыми при�
водило к образованию наноразмерных частиц, ак�
тивных в СМД. Возможно, что представленные на
рис. 1в другие фракции ВЭЖХ содержат модулятор,
влияющий на активность пептида. Следует также
отметить, что биорегулятор, присутствующий в экс�
тракте лука, до осаждения белков сульфатом аммо�
ния не проявлял мембранотропного действия. Оче�
видно, что отсутствие активности биорегулятора
связано с его взаимодействием с другими вещества�
ми экстракта. Подобное ингибирование активности
биорегулятора данной группы было показано при
исследовании сыворотки крови позвоночных живот�
ных [1, 11]. Поиск и идентификация модуляторов,
входящих в состав растительного биорегулятора, яв�

ляется предметом наших дальнейших исследований.
Данное предположение согласуется с результатами,
ранее полученными при исследовании МГТБ, выде�
ленных из тканей глаза [12]. В этом исследовании бы�
ло показано, что после обращенно�фазовой ВЭЖХ
пептид, ответственный за активность биорегулятора,
также утрачивает способность проявлять ее в СМД.
Вероятно, биорегуляторы данной группы, выделен�
ные из тканей животных и растений, имеют сходное
строение: в их состав входят биологически активные
пептиды, а также вещества, влияющие на их биоло�
гическое действие.

Биорегулятор снижал некоторые биометриче�
ские параметры роста и развития семян самого лука,
гороха, укропа, а также чеснока (таблица). При со�
поставлении параметров контрольной и опытной
серий проростков свеклы достоверных отличий вы�
явлено не было. Данное исследование представляет
собой начальный этап изучения влияния раститель�
ного биорегулятора на рост семян. На основании
полученных данных довольно сложно сделать ка�
кие�либо выводы. В проведенном эксперименте нас
интересовало влияние СМД, выявленных методом
биотестирования для биорегулятора, на рост семян.
При проведении эксперимента мы принимали во
внимание существующие данные о совместимости
растений при их посадке. В настоящей работе мы
предприняли попытку определения влияния иден�
тифицированного в луке нового биорегулятора в
СМД на проращивание семян ряда покрытосемен�
ных растений.

Таким образом, в луке репчатом был обнаружен
биорегулятор, по свойствам аналогичный МГТБ

Влияние биорегулятора, выделенного из лука, на рост и развитие семян (отличия достоверны при р  < 0.05)

Объект Биометрические 
параметры Контроль Опыт

Лук Высота побега, мм 8.9 ± 0.2 7.8 ± 0.2

Всхожесть, % 96 92

Горох Вес корня, мг 127 ± 1.9 118 ± 3.6

Всхожесть, % 89 61

Чеснок Всхожесть, % 93 73

Укроп Высота побега, мм 5.2 ± 0.2 4.8 ± 0.2

Вес побега, мг 10.3 ± 0.03 8.9 ± 0.03

Всхожесть, % 66 59
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животного происхождения. Установлено, что основ�
ным компонентом супернатанта экстракта лука яв�
ляется обладающий биологической активностью
пептид, для которого была определена 18�членная
С�концевая аминокислотная последовательность.
Также была показана способность биорегулятора
ингибировать рост и развитие семян ряда овощных
культур. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ
№ 10�04�00706�а.
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Identification of a New Bioregulator Acting in Ultralow Doses in Bulb 
Onion (Allium cepa L.)
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Abstract—A bioregulator that has physicochemical and biological properties similar to a group of bioregula�
tors isolated from various animal tissues has been found in the bulb onion (Allium cepa L.). It was determined
that the biological action of the plant bioregulator is determined by a peptide with molecular weight of
4036 ± 2 Da whose 18�C�terminal amino acid sequence consisted of 18 residues. On models of seed germi�
nation of some vegetable cultures, the ability of the bioregulator isolated from supernatant of onion extract in
ultralow doses (10–13 mg of protein/ml) to inhibit growth and development was demonstrated.
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