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Ультразвук представляет собой акустические 
волны с  частотой выше 20 000 Гц, которые не 
восприимчивы ухом человека. Его принято де-
лить на низкочастотный в  диапазонах от 20 000 
до 100 000  Гц и  высокочастотный свыше 100 000 
Гц, а по взаимодействию с клетками ультразвук 
делится на контактный и  воздушный (Сиротюк, 
2008; Karthikesh, Yang, 2021). Ультразвуковое воз-
действие давно применяется в  различных отрас-
лях науки и технике, его способность влиять на 
биологические объекты используют в медицине, 
сельском хозяйстве, пищевой промышленности 
и ряде других отраслей (Tovoli et al., 2018; Chavan 
et al., 2022). Ультразвуковая обработка семян при-
меняется для различных целей, в  том числе для 
усиления процессов прорастания (Ratnikova et al., 
2015; Wong et al., 2019), повышения резистентно-
сти растений к  фитопатогенам (Kawakami et  al., 
2019, увеличения содержания ценных метаболи-
тов, например, фенольных соединений и сахаров 
в растениях (Ampofo, Ngadi, 2020; Naumenko et al., 
2022), улучшения пищевых свойств семян (Hassan 
et al., 2017; Naumenko et al., 2022). До конца не ясен 
общий механизм влияния ультразвука на клет-
ки, но предполагают, что в основе его биологиче-
ского действия лежит ультразвуковая кавитация, 

подразделяющаяся на инерциальную, вызываю-
щую образование микроударных волн, микропо-
токов, микроструй, радикальных молекул, и  не 
инерциальную – характеризующаяся колебаниями 
длительно существующих, стабильных газовых пу-
зырьков в клетках (Karthikesh, Yang, 2021).

Ультразвуковая кавитация приводит к усилению 
генерации активных форм кислорода (АФК), по-
вышению мембранной проницаемости, оказывает 
тепловое воздействие на клетки. Микропузырьки, 
образующиеся в процессе кавитации, механически 
и химически воздействуют на клеточные структуры, 
изменяя конформацию биомолекул (López-Ribera, 
Vicient, 2017; Maresca et al., 2018; Karthikesh, Yang, 
2021). Изменение молекулярной конформации мо-
жет существенно влиять на метаболические пути, 
в  результате блокировки синтеза одних веществ 
и стимуляции других, что, как правило, проявля-
ется в активации или дезактивации ряда фермен-
тов и экспрессии генов (Maresca et al., 2018; Hidvégi 
et al., 2022).

Антиоксидантная система (АОС) растений ак-
тивно участвует в  ответных реакциях на ультра-
звуковое воздействие. Она представлена как фер-
ментами (супероксиддисмутаза (СОД), каталаза 
(КАТ), пероксидаза (ПО), глутатионпероксидаза, 
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Изучалось влияние ультразвука (5, 10 и 20 мин, интенсивность 25 кВт/м2, частота 26,1 кГц) на дина-
мику активности основных антиоксидантных ферментов: супероксиддисмутазы, каталазы, перокси-
дазы и экспрессию кодирующих их генов (SOD‑1, CAT, POD) в прорастающих семенах и проростках 
пшеницы. Ультразвук через 1 ч преимущественно подавлял активность антиоксидантных ферментов, 
с последующим восстановлением и усилением (через 1 и 6 суток) активности. Содержание транскрип-
тов мРНК исследуемых генов через 1 ч после воздействия преимущественно возрастало, а в дальней-
шем (через 1 и 6 суток) либо было выше, либо оставалось равной контролю. Полученные результаты, 
видимо, свидетельствуют о запуске ультразвуком механизмов эустресса, т. е. стимулирующий эффект 
приводил к мобилизации защитных процессов клеток – гормезису.
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глутатионредуктаза, альтернативная оксидаза и др.), 
так и низкомолекулярными веществами (токоферо-
лы, каротиноиды, ретинол, филлохиноны, глутати-
он, аскорбиновая кислота, фенольные соединения 
и др.) (Demidchik, 2015; Колупаев и др., 2016). Каж-
дый фермент АОС растений кодируется многими ва-
риациями генов и их количество кратно выше, чем 
количество генов в геноме организмов других так-
сонов: животных, грибов, бактерий и архей (Winkel-
Shirley, 2001; Dixon et  al., 2002; Cabassa-Hourton 
et al., 2016; Fritsche et al., 2017; Cao et al., 2021; Sun 
et al., 2021). СОД и КАТ важнейшие ферменты АОС, 
не требующие доноров электронов. Они работают 
в тандеме, дезактивируют ключевые АФК, тем са-
мым поддерживают про-/антиоксидантный баланс 
клетки. ПО также принимает участие в защите клет-
ки от АФК, восстанавливая Н2О2 с участием каких 
либо субстратов в качестве доноров электронов (на-
пример, глутатион, аскорбат, фенолы). Количество 
генов СОД и  КАТ у  растений кратно выше, чем 
у животных, например, у человека в геноме только 3 
гена СОД и 1 ген КАТ, в то время как у пшеницы 26 
генов СОД (Jiang et al., 2019) и 10 генов КАТ (Zhang 
et al., 2022a). При действии ультразвуком на прорас-
тающие семена данный баланс может быть суще-
ственно нарушен, что вероятно будет способствовать 
изменению процессов роста, развития и устойчиво-
сти растений, при этом возможны как положитель-
ные, так и отрицательные последствия.

Данные по активности антиоксидантных фер-
ментов и экспрессии кодирующих их генов в про-
растающих семенах при действии на них ультра-
звуком являются важнейшими показателями, что 
может сигнализировать о  состоянии растений. 
Эти показатели важны как для фундаментально-
го понимания физиолого-биохимических реакций 
растений на действия различных регуляторных 
механизмов, так и с прикладной ‒ для выявления 
оптимальных способов управления ростом и раз-
витием растений. Имеющиеся в литературе дан-
ные о влиянии ультразвука на АОС не однознач-
ны. Во многих работах показано стимулирующие 
действие ультразвуковой обработки семян на ак-
тивность ферментов АОС (Liu et al., 2016; Ampofo, 
Ngadi, 2020; Naumenko et al., 2022), а в некоторых 
демонстрируется подавление активности антиок-
сидантных ферментов (Liu et al., 2016; Pesti-Asbóth 
et al., 2022). Сообщалось о неоднозначном влия-
нии ультразвука на экспрессию генов АОС рас-
тений (Dobránszki et al., 2020; Huang et al., 2022; 
Zhang et al., 2022b). При оценке транскриптома 
прорастающих семян Oryza sativa L. через 36 ч по-
сле 30 мин ультразвуковой обработки (частота 40 
кГц) методом секвенирования отмечалось уве-
личение содержания транскриптов большинства 
генов АОС (Zhang et al., 2022b). А у эксплантов 
Solanum tuberosum L. было показано, что экспрес-
сия генов POD сразу после 20 мин ультразвуково-
го воздействия (частота 5 кГц, мощность 70 Вт) 

повышалась, но через 24 ч подавлялась, а через 
48 ч снова увеличивалась (Dobránszki et al., 2020). 
Имеются данные об усилении экспрессии генов 
SOD‑1, SOD‑3, CAT‑1, APX‑2 и  APX‑3 в  прорас-
тающих семенах Glycine max L. после 15 мин уль-
тразвуковой обработки (частота 40 кГц, мощность 
100 Вт) (Huang et al., 2022).

Многими исследователями изучалась зависи-
мость физиолого-биохимических, морфометри-
ческих и иных показателей прорастания семян от 
мощности и продолжительности ультразвукового 
воздействия, типа среды, возраста семян и др. па-
раметров (Wang et al., 2012; Liu et al., 2016 López-
Ribera, Vicient, 2017; Ampofo, Ngadi, 2020), при 
этом внимание динамике изменения активности 
антиоксидантных ферментов и экспрессии коди-
рующих их генов уделялось не достаточное.

Цель работы – изучить влияние продолжитель-
ности ультразвукового воздействия на активность 
антиоксидантных ферментов и экспрессию неко-
торых кодирующих их генов в прорастающих се-
менах и проростках пшеницы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использовали 
семена пшеницы мягкой (Triticum aestivum L.) сорта 
Экада 70. Семена обрабатывали ультразвуком че-
рез 24 ч после замачивания в водопроводной воде. 
Для этого семена, массой 50 г, помешали в центр 
ультразвуковой ванны “УНИТРА – УНИМА” типа 
УМ – 4 (UNITRA – UNIMA UM‑4) (LABIMEX, 
Польша), с тремя пьезоэлектрическими преобра-
зователями, встроенными в центральную часть ее 
дна. Характеристики прибора: частота 26.1 кГц, 
характерная максимальная амплитуда акустиче-
ского давления (p) – 250+20 кПа, интенсивность 
излучения – 25 кВт/м2, объем – 4 л, размеры ван-
ны: длина 260 мм, ширина 160 мм, глубина 120 мм. 
Семена были откалиброваны по массе, размеру 
и  являлись морфологически идентичными. Для 
определения параметров воздействующего ультра-
звука использовался метод визуализации распре-
делений интенсивностей в ультразвуковых пучках 
и кавитационных микропузырьков, генерируемых 
пьезопреобразователями, путем визуализации уль-
тразвуковых полей с использованием красителей 

– методом “краска/бумага” (Пашовкин, Шиль-
ников, 2000). Семена находились в акустическом 
поле, образованном устойчивой структурой стоя-
чих волн. Распределения интенсивностей в ультра-
звуковых пучках в области локализации семян, т. е. 
непосредственно над центральным пьезопреобра-
зователем на дне и на 2 см выше были достаточно 
равномерными. Таким образом, на прорастающие 
семена в  достаточном количестве и  равномерно 
оказывалось воздействие ультразвуком высокой 
интенсивности. Обработку проводили в  водной 
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среде, объемом 3 л, в течение 5, 10 и 20 мин, без 
термостатирования, температура в течение 20 мин 
увеличивалась на 7 °C (с 24 до 31 °C). Контролем 
служили одновременно замоченные в воде, но не 
обработанные ультразвуком семена.

Часть прорастающих семян гомогенизирова-
лась сразу же после ультразвукового воздействия. 
Остальная часть проращивалась и  исследова-
лась через 1 и 24 ч (семена целиком) и 6 сут (ли-
стья проростков) после ультразвуковой обработки. 
Для оценки ферментативной активности исполь-
зовали прорастающие семена целиком, а для изу-
чения содержания мРНК использовали только за-
родышевую ткань. У проростков для анализа бра-
ли листья, как для оценки активности ферментов, 
так и для исследования экспрессии генов. Навески 
всех исследуемых групп в рамках применяемой ме-
тодике имели равное количество семян. Состояние 
АОС оценивали путем определения активности 
СОД, КАТ, ПО и уровня экспрессии некоторых 
кодирующих их генов.

Общую активность СОД определяли по способ-
ности фермента ингибировать фотохимическое 
восстановление нитросинего тетразолия (NBT) 
(Полесская и др., 2004). Гомогенизировали 0.5 г 
прорастающих семян или 0.1 г листьев в 2 мл 50 
мМ К, Na-фосфатного буфера (рН 7.8) с последу-
ющим центрифугированием в течение 5 мин при 
12 000 об/мин на центрифуге MPW‑310 (Польша). 
Для каждого образца готовили 2 одинаковых реак-
ционных смеси – одну помешали в темноту (тем-
новой контроль), а другую – на яркий свет. Реак-
ционная смесь содержала 0.5 мл 0.05% NBT, 0.9 мл 
50 мМ К, Na-фосфатного буфера (рН 7.8), 0.1 мл 
супернатанта, 0.02 мл 0.24% раствора Na-ЭДТА. 
В холостые пробирки вместо супернатанта добав-
ляли такое же количество используемого буфе-
ра. Реакцию запускали путем добавления 0.02 мл 
0.025% раствора рибофлавина. Пробирки инку-
бировали в течение 30 мин при соответствующих 
условиях, реакцию световых образцов останавли-
вали путем помещения их в темный шкаф. Далее 
определяли оптическую плотность при длине вол-
ны 560 нм на спектрофотометре УФ‑1200 Эковью 
(ТМ ECOVIEW, Китай). Активность СОД выража-
ли в условных единицах на 1 мг белка. Общий бе-
лок определяли методом Лоури (Lowry et al., 1951).

Активность КАТ в прорастающих семенах опре-
деляли газометрически (Методы биохимическо-
го…, 1987), а в листьях – спектрофотометрически, 
по восстановлению перекиси водорода (Patterson 
et al., 1984). В первом случае 0.5 г прорастающих 
семян растирали в 10 (2+8) мл фосфатного буфера 
рН 7.2, содержимое переносили в один отсек “U” 
образной пробирки, а в другой отсек приливали 
3  мл 3% раствора Н2О2, пробирку плотно закре-
пляли на резиновом шланге связанным с бюреткой 
заполненной водой, перекись быстро переливали 
в  отсек с  гомогенатом и  определяли количество 

выделенного О2 в течение 3 мин, фиксируя актив-
ность через 1, 2 и 3 мин, соответственно. Актив-
ность выражали в см3 О2 на 1 г семян.

Для оценки активности КАТ в листьях получали 
супернатант аналогично с СОД. Реакционная смесь 
содержала 2.8 мл 50 мМ К, Na-фосфатного буфера 
(рН 7.0), 0.1 мл супернатанта и 0.1 мл 0.6 М Н2О2, 
в холостую кювету вместо Н2О2 добавляли 0.1 мл 
буфера. Измерение динамики оптической плотно-
сти проводили в течение 120 с на спектрофотоме-
тре Эковью УФ‑1200 (ТМ ECOVIEW, Китай) при 
длине волны 240 нм. Активность КАТ выражали 
в относительных единицах на 1 мг белка.

Активность растворимой пероксидазы опреде-
ляли по Бояркину, метод основан на определении 
скорости реакции окисления бензидина до об-
разования синего продукта его окисления в при-
сутствии Н2О2 и пероксидазы (Методы биохими-
ческого…, 1987). Для этого 0.5  г прорастающих 
семян или 0.1 г листьев гомогенизировали с 2 мл 
0.2 М Na-ацетатного буфера (рН 5.4) образцы цен-
трифугировали в течение 5 мин при 12000 об./мин. 
Супернатант использовали для анализа. Реакцион-
ная смесь опытной кюветы содержала 1.8 мл аце-
татного буфера (рН 5.4), 1 мл солянокислого бен-
зидина, 0.1 мл супернатанта и 0.1 мл 0.3% Н2О2. 
В  холостую кювету вместо Н2О2 добавляли аце-
татный буфер. Измерение динамики оптической 
плотности проводили в течение 120 с на спектро-
фотометре УФ‑1200 Эковью (ТМ ECOVIEW, Ки-
тай) при длине волны 590 нм. Активность ПО вы-
ражали в относительных единицах на 1 мг белка.

Экспрессию генов SOD‑1, CAT‑1 и POD в про-
растающих семенах определяли полуколичествен-
но с помощью полимеразной цепной реакции по-
сле обратной транскрипции (ОТ-ПЦР) с детекци-
ей результатов по конечной точке, с последующей 
визуализацией в агарозном геле (Молекулярно-ге-
нетические…, 2011). Для этого 0.05 г зародышевой 
ткани семян или листьев гомогенизировали с ис-
пользованием набора для выделения тотальной 
РНК ExtractRNA (Евроген, Россия). кДНК син-
тезировали, используя набор для обратной транс-
крипции ОТ‑1 с  М–MLV обратной транскрип-
тазой и  случайными (random) гексапраймерами 
(Синтол, Россия). В качестве референсного гена 
использовался ген актина. Подбор праймеров про-
водили по кодирующему участку гена в программе 
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast). Полученные олигонуклеотиды пред-
ставлены в табл. 1.

Количественную оценку ампликонов проводи-
ли путем визуального анализа агарозного геля по-
сле его фотографирования и выражали в условных 
единицах (отн. ед.) (Schmittgen et al., 2000; Молеку-
лярно-генетические…, 2011).

Эксперимент проводился в  3 биологических 
и 3 аналитических повторностях. Результаты об-
рабатывались статистически, с расчетом среднего 
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арифметического (М) и стандартного отклонения 
(σ) биологических повторностей с использовани-
ем программы Microsoft Excel 2010. Достоверность 
различий оценивалось по t-критерию Стьюдента 
с поправкой Бонферрони и H-критерию Круска-
ла-Уоллиса, уровень значимости достоверности 
различий составил 95% (Гланц, 1999).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Активность антиоксидантных ферментов и экс-
прессия кодирующих их генов в  прорастающих 
семенах и проростках пшеницы после ультразву-
кового воздействия имела как сходства, так и от-
личие. Было установлено подавление активности 
всех исследуемых ферментов в прорастающих се-
менах сразу после ультразвукового воздействия 
(рис. 1, 2, 3). В дальнейшем активность ферментов 
и экспрессия кодирующих их генов имели различ-
ную направленность.

Общей закономерностью для всех антиокси-
дантных ферментов являлось падение их активно-
сти в опытных образцах сразу после ультразвуко-
вой обработки. Так, падение активности СОД, по 
сравнению с контролем, зафиксировано во всех 
опытных группах (Р ≤ 0.05) (рис. 1а). Наблюдалось 
существенное снижение активности ПО в семенах 
подвергавшихся 5 и 10 минутному ультразвуково-
му воздействию, при этом после 20 минутной уль-
тразвуковой обработки статистически значимых 
отличий в активности фермента не зафиксирова-
но (рис. 3а). Наименее подверженным ингибиро-
ванию оказалась КАТ, было продемонстрировано 
лишь не значительное падение активности данно-
го фермента в семенах после 5 минутного действия 
ультразвуком в течение всего времени фиксации 
активности (1, 2 и 3 мин) (рис. 2а), однако стоит 
обратить внимание на снижение в первую минуту 
фиксации активности КАТ.

Через 1 ч после действия ультразвуком на про-
растающие семена активность ферментов АОС 
изменилась. При этом, выявлено отсутствие 

статистически значимых изменений в активности 
СОД между опытными и контрольной группами 
(Р ≤ 0.05). Следовательно, в опытных группах ак-
тивность данного фермента возросла, по сравне-
нию с семенами, исследованными сразу после об-
работки ультразвуком (рис. 1б). Активность КАТ 
(рис. 2б) и ПО (рис. 3б) в опытных образцах спу-
стя 1 ч после ультразвукового воздействия не из-
менялась относительно предыдущего измерения 
(т. е. сразу после обработки ультразвуком). Следует 
отметить, что активность ПО в семенах, обработан-
ных ультразвуком в течение 20 мин, была досто-
верно ниже контрольного уровня. Интенсивность 
экспрессии генов SOD‑1, CAT‑1 и POD отличалась 
друг от друга. Было показано увеличение содержа-
ния транскриптов мРНК гена SOD‑1 во всех опыт-
ных группах (рис 1б), а также отсутствие достовер-
ных изменений содержания транскриптов мРНК 
гена CAT‑1 (рис 2б). Экспрессия гена POD в семе-
нах, подвергавшихся 20 минутному ультразвуково-
му воздействию, была ниже контроля, в остальных 
опытных группах не отличалась от контрольных 
образцов (рис 3б).

Через 24 ч после ультразвукового воздействия 
на прорастающие семена активность фермен-
тов АОС и экспрессия их генов имела некоторые 
сходства и отличия. Было показано усиление ак-
тивности СОД (рис. 1в) в семенах после 10 и 20 
минутного ультразвукового воздействия, а  уве-
личение активности КАТ (рис. 2в) и ПО (рис. 3в) 
(Р ≤ 0.05) только после 20 минутной ультразвуко-
вой обработки. В остальных опытных группах ак-
тивность ферментов не отличалась от контроль-
ных значений (Р  ≤ 0.05). Следует отметить, что 
не была установлена зависимость между уровнем 
экспрессии генов, кодирующих ферменты АОС, 
и активностью самих ферментов. Так было пока-
зано увеличение содержания транскриптов мРНК 
гена SOD‑1 только в образцах подвергавшихся 20 
минутному ультразвуковому воздействию (рис 
1в), тогда как ген CAT‑1, напротив, экспрессиро-
вался интенсивнее во всех опытных группах (рис 
2в). Содержание же транскриптов мРНК гена POD 

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность праймеров для проведения ПЦР

№  Ген Тип 
праймера Последовательность 5'–3' Номер 

NCBI
Температура 

отжига
Размер  

ампликона 
(п. н.)

1 Актин L CTTCGTTTGGATCTCGCTGG KC775780.1 60˚ 229R GCCAATCGTGATGACCTGAC 60˚

2 Ta Cu/Zn
SOD

L ATTCAATTGTTGGCCGTGCT JQ269677.1 57˚ 171R CAGATCTGTACGACGTTGGC 56˚

3 Ta CAT‑1 L ACAATTTGACCGGGAACGCATA X94352.1 60˚ 165R CAACGGTAGAGAACCGGACA 60˚

4 Ta POD L AGATGGGCCAGATGAGGGT AB518867.1 60˚ 129R ATCGACGATGGTCTGCACAA 58˚
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Рис. 1. Влияние продолжительности ультразвукового воздействия на динамику активности супероксиддисмутазы 
(I) и содержание транскриптов гена SOD‑1 (II) в прорастающих семенах (а, б, в) и проростках (г) пшеницы. К – 
контроль; 5, 10 и 20 – время ультразвукового воздействия на семена, мин; а – сразу после воздействия; б – через 
1 ч; в‑через 24 ч; г – через 6 суток после действия ультразвуком, соответственно.*Р ≤ 0,05 относительно контроля 
по критерию Стьюдента; ** Р ≤ 0.05 в сравнении с контролем по критерию Крускала-Уоллиса.
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Рис. 2. Влияние продолжительности ультразвукового воздействия на динамику активности каталазы (I) и содер-
жание транскриптов гена САТ‑1 (II) в прорастающих семенах (а, б, в) и проростках (г) пшеницы. 1, 2 и 3 – время 
фиксации активности фермента, мин. Обозначения см. рис. 1.



ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 2 2024

200	 Тарасов, Крутова

Рис. 3. Влияние продолжительности ультразвукового воздействия на динамику активности растворимой пероксида-
зы (I) и содержание транскриптов гена POD (II) в прорастающих семенах (а, б, в) и проростках (г) пшеницы. Обо-
значения см. рис. 1.
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во всех семенах, подвергавшихся ультразвуковому 
воздействию, не отличалось от контрольных зна-
чений (рис 1в).

В листьях проростков спустя 6 суток после дей-
ствия ультразвуком (10 и  20 мин обработки) на 
прорастающие семена отмечалось усиление ак-
тивности СОД (рис. 1г) и КАТ (рис. 2г), тогда как 
в образцах подвергавшихся 5 минутному ультра-
звуковому воздействию достоверных отличий вы-
явлено не было (Р ≤ 0.05). Активность ПО (рис 3г), 
как и экспрессия гена POD (рис 3г) в листьях всех 
опытных групп статистически значимо не отлича-
лась от контроля (Р ≤ 0.05). Следует отметить, что 
экспрессия генов SOD‑1 (рис 1г) и CAT‑1 (рис 2г) 
во всех опытных группах не имела достоверных от-
личий (Р ≤ 0,05) несмотря на усиление активности 
кодируемых ими ферментов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ферментативный антиоксидантный статус 
формируется широким перечнем ферментов, сре-
ди которых наибольшее значение имеют СОД, 
КАТ и ПО (Demidchik, 2015; Ermakov et al., 2019; 
Bobrovskikh et al., 2020). Обсуждая и интерприти-
руя влияние ультразвука на активность ферментов 
АОС и экспрессию кодирующих их генов необхо-
димо учитывать, что воздействие на молекуляр-
ном уровне осуществляется преимущественно на 
белковые структуры. Следует обращать внимание 
на изменение активности ферментов в раститель-
ных тканях и в водных растворах и механизм ге-
нетического регулирования на ультразвуковое 
воздействие.

Поскольку было установлено подавлением ак-
тивности антиоксидантных ферментов сразу по-
сле ультразвукового воздействия на большинство 
опытных образцов с последующим востановлением 
(через 1–24 ч) и усилением активности СОД и КАТ 
(через 6 суток) в листьях проростков можно пред-
положить, что ультразвуковая обработка вероят-
нее всего оказывала эустрессирующее воздействие. 
Следовательно, после стадий тревоги и адаптации 
растений ультразвук приводил к гормезису, моби-
лизуя защитные механизмы клеток, в том числе, 
активируя ферменты АОС.

Падение активности антиоксидантных фермен-
тов в прорастающих семенах сразу после ультра-
звукового воздействия, вероятно обусловлено осо-
бенностями изменения их конформации, уровнем 
агригации, растворимости и пр. Исследования мо-
дельных белков показали, что ультразвук суще-
ственно влияет на уровень агрегации и раствори-
мости, а также на степень флуоресценции и ряд 
других показателей. Например, длительное воздей-
ствие ультразвука на белок способствовало его агре-
гации и снижало степень растворимости (Deng et al., 
2021; Su, Cavaco-Paulo, 2021). Сонохимическое 

воздействие ультразвуковой волны на белковые 
молекулы приводило к изменению их фолдинговых 
структур (Zhu et al., 2019; Zhao et al., 2019; Li et al., 
2020; Ding et al., 2021; Yu et al., 2021).

При воздействии на вторичную структуру бел-
ков не выявлено четкой зависимости между мощ-
ностью и временем ультразвукового воздействия 
и переходом одной структуры в другую. Изменение 
количества α-спиралей, β-складчатостей и участ-
ков с неопределенной структурой вероятнее всего 
зависело от природы белковых молекул, в первую 
очередь их аминокислотного состава (Ding et al., 
2021). Исследования влияния ультразвука на пер-
вичную структуру не однозначное, в некоторых ра-
ботах демонстрировалось отсутствие такового воз-
действия (Biswas, Sit, 2020; Ding et al., 2021), тог-
да как в других – наличие фрагментации белков 
(Lv et al., 2019). Как в случае со вторичной струк-
турой вероятнее всего это обусловлено природой 
белковых молекул (Lv et al., 2019). Выявлена спо-
собность ультразвука оказывать влияние на актив-
ность ферментов (Zhu, et al., 2019; Zhao et al., 2021), 
при этом кратковременное воздействие со слабой 
и умеренной мощностью может как усиливать, так 
и подавлять их активность, тогда как долговремен-
ное воздействие всегда приводит к существенному 
подавлению активности фермента. Известно, что 
ультразвук (частота 22 кГц, мощность 15 Вт/см2, 
в течение 10–60 сек) (Gebicka, Gebicki, 1997) суще-
ственно снижал активность ПО в водных растворах, 
а ее частичная инактивация и модификация име-
ла не химическую, а механическую основу (Ercan, 
Soysal, 2011), что согласуется с полученными нами 
данными, свидетельствующими о подавление ак-
тивности ПО в прорастающих семенах после уль-
тразвукового воздействия (рис 3а, б). Известно, что 
ультразвук в водных растворах не способен дезак-
тивировать КАТ (Kashkooli, 1980; Gebicka, Gebicki, 
1997), что также наблюдалось в наших исследова-
ниях, показавших незначительное подавление ак-
тивности фермента в образцах после 5 минутной 
обработки ультразвуком.

Временное падение активности СОД (во всех 
опытных группах), КАТ (при 5 минутной обра-
ботки) и ПО (при 5 и 10 минутном воздействии), 
в прорастающих семенах сразу после ультразвуко-
вой обработки, с последующим восстановлением 
активности спустя 1 ч (СОД), и 24 ч (КАТ и ПО) 
может свидетельствовать о временном ингибиро-
вании исследуемых ферментов, без серьезного на-
рушения структурной целостности молекул и по-
следующего протеолиза. Усиление активности 
СОД и КАТ в опытных образцах подвергавшиеся 
10 и 20 минутному ультразвуковому воздействию 
спустя 24 ч и  6 суток вероятнее всего было об-
условлено усилением экспрессии генов данных 
ферментов.

В  работах на растительных объектах демон-
стрировалось неоднозначное действие ультразвука 
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на ферменты АОС (Liu et al., 2016; Ampofo, Ngadi, 
2020; Huang et al., 2022; Naumenko el. al., 2022; Pesti-
Asbóth el. al., 2022). Так при действии ультразвука 
(частота 40 кГц, мощность 180 и 360 Вт, в течение 
30, 45 и 60 мин.) на семена фасоли в период их на-
бухания была показана активация ферментов АОС 
(КАТ и ПО) через 1–4 суток прорастания семян 
(Ampofo, Ngadi, 2020). Действие ультразвука (ча-
стота 40 кГц, мощность 100 Вт, в течение 15 мин) 
на семена сои не изменяло активность СОД, КАТ 
и ПО сразу после обработки (Huang et al., 2022). 
Однако ультразвуковая обработка при аналогич-
ных условиях усиливала активность СОД и КАТ, 
но  не изменяла активность ПО через 1–3  суток 
прорастания семян (Huang et  al., 2022), что так-
же подтверждено результатами данной работы. 
Действие ультразвука (частота 40 кГц, мощность 
367 Вт, в течение 36 мин.) на предварительно за-
моченные семена овсяницы и ржи подавляло ак-
тивность СОД и ПО (Liu et al., 2016), но при об-
работке тех же семян, в фазу набухания, напротив, 
обнаруживалось стимулирование активности этих 
ферментов (Liu et al., 2016). В данном исследова-
нии установлено подавление активности всех ис-
следуемых ферментов в предварительно замочен-
ных семенах пшеницы сразу после ультразвукового 
воздействия, но было показано усиление активно-
сти СОД и КАТ и восстановление активности ПО 
через 1 и 6 суток после ультразвуковой обработки. 
Несмотря на кажущиеся противоречия в реакциях 
АОС растений на ультразвуковое воздействие такие 
результаты можно объяснить не только особенно-
стями объекта исследования (вид растения, раз-
мер семян и их химический состав, возраст семян 
и пр.), продолжительностью и мощностью ультра-
звукового воздействия. На результаты влияет так-
же фаза прорастания семян, в которой они были 
подвергнуты ультразвуковому воздействию. Сти-
мулирующий эффект наблюдался после действия 
ультразвуком на семена, находящиеся в фазе на-
бухания, а ингибирующий – в фазе роста первич-
ных корешков. Кроме того, имеет значение время 
анализа биоматериала после ультразвуковой об-
работки. Например, семена фасоли исследовали 
спустя 24–96 ч после ультразвукового воздействия 
(Ampofo, Ngadi, 2020), а семена овсяницы и ржи 
гомогенизировали сразу после ультразвуковой об-
работки (Liu et al., 2016).

Таким образом, от фазы прорастания семян су-
щественно зависит эффект ультразвукового воз-
действия, который по множеству показателей зна-
чительно изменяется в динамике. В данной работе 
было изучено ультразвуковое воздействие на семе-
на пшеницы, находящиеся в фазе роста первичных 
корешков (наиболее чувствительный к стрессовому 
воздействию период (Smolikova, Medvedev, 2022), 
и показано первоначальное подавление активно-
сти ферментов АОС, последующее востановление 
и усиление их активности, что в целом согласуется 

с  концепцией гормезиса (Calabrese, 2018; Jalal 
et al., 2020; Jacome Burbano, Gilson, 2021). Усиле-
ние ферментативной активности видимо связано 
не с модификацией белковых молекул после уль-
тразвукового воздействия, а с изменением уровня 
экспрессии генов, в частности, с усилением про-
цессов транскрипции и запуском альтернативных 
путей реализации генетической информации (аль-
тернативный сплайсинг, альтернативная иници-
ация транскрипции, альтернативное полиадени-
лирование) (Zhiguo et al., 2013; Seo et al., 2013; de 
Klerk, AC't Hoen, 2015; Li et al., 2017; Gallegos, 2018; 
Reyes, Huber, 2018; John et al., 2021; Yang et al., 2022; 
Lam et al., 2022), что может приводить к увеличе-
нию концентрации ферментов и  изменению их 
изоформного состава (Jiang et al., 2019; Saini et al., 
2021).

Увеличение содержание транскриптов мРНК 
исследуемых генов спустя 1 ч – 6 сут после уль-
тразвукового воздействия вероятно обусловлено 
усилением процессов реализации генетического 
материала, в том числе в следствие ремоделирова-
ния хроматина, подавления процессов метилиро-
вания ДНК, активации ряда факторов транскрип-
ции (в т. ч. теплового шока и имеющих в промоторе 
ССААТ мотив), что приводило к увеличению до-
ступности ДНК для транскрипции (Maresca et al., 
2018; Hidvégi et al., 2022). Активация транскрипции 
генов АОС может быть также обусловлена стрессо-
выми сигналами, возникающими в прорастающих 
семенах в результате ультразвукового воздействия, 
в их числе: гидравлические, химические, электри-
ческие (Vodeneev et al., 2015), а повышенная гене-
рация сигнальных молекул (сахара, АФК, гормо-
ны и др.), образовавшихся вследствие повреждения 
клеток в результате ультразвукового воздействия, 
может стимулировать различные инициирующие 
пути биосинтеза мРНК (Pfannschmidt et al., 2009; 
Hasanuzzaman et al., 2020).

Отсутствие высокой зависимости между наблю-
даемым изменением активности фермента и уров-
нем экспрессии его гена можно объяснить тем, что 
для оценки уровня экспрессии использовался толь-
ко один ген, а их количество в геноме гораздо боль-
ше (Wang et al., 2017; Jiang et al., 2019; Tyagi et al., 
2020; Zhang et al., 2022a). При этом реакции генов, 
кодирующих один и тот же продукт, на внешнее 
воздействие неодинаковые и  проявляются как 
в усилении, так и понижении уровня их экспрес-
сии (Jiang et al., 2019). Следует также отметить, что 
один ген может давать множество вариантов транс-
криптов мРНК, а праймеры, подобранные к анно-
тированным последовательностям представленных 
в генетической базе данных, могли не отжечься на 
кДНК альтернативных транскриптов (информация 
о которых в настоящее время не известна) (Zhiguo 
et al., 2013; de Klerk, AC't Hoen, 2015; Li et al., 2017; 
Gallegos, 2018; John et  al., 2021; Lam et  al., 2022; 
Yang et al., 2022).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что в  условиях ультразвукового 
воздействия на прорастающие семена пшеницы 
существенно менялось функционирование фер-
ментов АОС, при этом изменение их активности 
носило преимущественно дозозависимый характер 
как в краткосрочном, так и в долгосрочном пери-
оде. Активность ферментов в опытных образцах 
сразу после ультразвукового воздействия преиму-
щественно ингибировалась, но затем восстанав-
ливалась до уровня контроля или была выше кон-
трольных значений. Максимальный эффект был 
выявлен в  семенах, обработанных ультразвуком 
в течение 10 и 20 минут. Ультразвуковое воздей-
ствие усиливало экспрессию генов SOD‑1 и CAT‑1, 
при этом накопление транскриптов мРНК, в от-
личии от увеличения активности ферментов, пре-
имущественно имело дозонезависимый характер. 
Таким образом, ультразвуковая обработка вероят-
нее всего оказывала эустрессирующее воздействие, 
что после стадий тревоги и адаптации приводило 
к гормезису, мобилизуя защитные механизмы кле-
ток, в том числе активируя ферменты АОС.

В зародышевых тканях пшеницы зависимость 
усиления активности СОД и КАТ от ультразвуко-
вого воздействия регулировалась на уровне транс-
крипции соответствующих генов, поскольку уве-
личение концентрации транскриптов генов SOD‑1 
и  CAT‑1 предшествовало усилению активности 
данных ферментов. Факт отсутствия усиления экс-
прессии генов SOD‑1 и CAT‑1 в листьях пророст-
ков после ультразвуковой обработки семян при 
увеличении активности кодирующих их ферментов 
является перспективой дальнейших исследований. 
В частности изучение экспрессии всех генов, ко-
дирующих СОД и КАТ, их факторов транскрип-
ции, особенности структурной организации цис- 
и транс- регуляторных участков и альтернативных 
путей реализации генетической информации (аль-
тернативная инициация транскрипции, сплайсинг 
и полиаденилирование) поможет более детально 
разобраться в механизмах влияния ультразвука на 
работу АОС растений.
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Dynamics of the activity of antioxidant enzymes and the expression of the genes 
encoding them in wheat after ultrasound exposure
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The effect of ultrasound (5, 10 and 20 min, intensity 25 kW/m2, frequency 26.1 kHz) on the dynamics of the 
activity of the main antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase, peroxidase and the expression of the 
genes encoding them (SOD‑1, CAT, POD) was studied in germinating seeds and wheat sprouts. Ultrasound 
after 1 hour predominantly suppressed the activity of antioxidant enzymes, with subsequent restoration and 
increase (after 1 and 6 days) of activity. The content of mRNA transcripts of the studied genes predominantly 
increased 1 hour after exposure, and subsequently (after 1 and 6 days) it was either higher or remained equal 
to the control. The results obtained apparently indicate that ultrasound triggers eustress mechanisms, i. e. the 
stimulating effect led to the mobilization of protective processes of cells – hormesis.
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