
1000

Известия Самарского научного центра Российской академии наук, т.17, №4(5), 2015

Макурина Ольга Николаевна, доктор биологических наук, 
профессор кафедры биохимии. 
E-mail: makurina.on@mail.ru
Розина Светлана Алексеевна, аспирант, биолог. 
E-mail: rozina.sa@inbox.ru
Розенцвет Ольга Анатольевна, доктор биологических наук, 
ведущий научный сотрудник. E-mail: olgarozen@pochta.ru

Количество химических элементов, по-
ступающие в окружающую среду в результате 
техногенеза, в ряде случаев значительно пре-
восходят уровень их естественного поступления. 
Включаясь в природные циклы миграции, антро-
погенные потоки приводят к быстрому распро-
странению загрязняющих веществ в природных 
компонентах городского ландшафта. Объемы 
поллютантов, содержащих тяжёлые металлы 
(ТМ), ежегодно возрастают и наносят ущерб при-
родной среде, подрывают существующее эколо-
гическое равновесие [17]. 

В международных документах по проблемам 
загрязнения окружающей среды более 10 тяже-
лых металлов признаны опасными для живых 
организмов, а самыми токсичными из них яв-
ляются ртуть, свинец и кадмий [16]. Соединения 
свинца являются наиболее распространёнными 
поллютантами, поступающими в окружающую 
среду с выхлопными газами и отходами различ-
ных производств, ПДК свинца для пресноводных 
водоёмов составляет 0,006 мг/л [18].

Избыток свинца в растениях, связанный с 
высокой его концентрацией в почве, ингибирует 
дыхание и подавляет процесс фотосинтеза, ино-
гда приводит к увеличению содержания кадмия и 
снижению поступления цинка, кальция, фосфора, 
серы. Вследствие этого снижается урожайность рас-
тений и резко ухудшается качество производимой 
продукции. Внешние симптомы негативного дей-
ствия свинца – появление темно-зеленых листьев, 
скручивание старых листьев, чахлая листва [15]. 

В последние два десятилетия значительно 
возрос интерес к экологическим аспектам за-
грязнения водных объектов синтетическими 
поверхностно-активными веществами (СПАВ), 
получаемыми из углеводородов нефти. Это об-
условлено, с одной стороны, возрастающими 
масштабами производства и объемами исполь-
зования этих соединений в различных отраслях 
промышленности и сельского хозяйства, в том 
числе в производстве синтетических моющих 
средств (СМС), а с другой – чрезвычайной широ-
ким диапазоном отрицательного влияния СПАВ 
как на водные экосистемы, так и на организм 
человека, а также их устойчивостью к биодегра-
дации [31].  Катионные СПАВ наиболее устойчи-
вы к биодеградации и представляют большую 
опасность для живых организмов по сравнению 
с анионными и амфотерными СПАВ [19,35].

Активные формы кислорода (АФК), образу-
ющиеся при поступлении поллютантов в орга-
низм, способны повреждать нативную структуру 
клеточных мембран и инициировать процессы 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), что может 
привести к развитию окислительного стресса. 
Вместе с тем, в клетках существуют антиоксидант-
ные системы, включающие ферменты (каталазу, 
пероксидазу, супероксиддисмутазу и др.) и низко-
молекулярные соединения, которые обеспечивают 
защиту живых организмов от АФК [20, 27, 30]. 

Фотосинтетические пигменты (хлорофиллы 
и каротиноиды) являются основными компонен-
тами фотосинтетического аппарата зеленых рас-
тений,  и изменение их содержания служит чув-
ствительным маркером нарушений метаболизма 
растительной клетки в целом [5]. ТМ нарушают 
водный статус и газообмен, снижают содержание 
пигментов и инактивируют ключевые ферменты 
метаболических путей. СПАВ вызывают солюби-
лизацию мембран, нарушая работу пигментного 
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аппарата. Количественное содержание пигментов 
и их соотношение в тканях растений являются 
фактором, определяющим физиологическое со-
стояние растения, отражают изменения роста и 
развития при различных стрессах [5, 22].  

Содержание водорастворимых белков в рас-
тительных тканях изменяется под действием 
огромного количества стрессоров (в том числе 
поллютантов) и служит чувствительным мар-
кером изменений клеточного метаболизма [33].

В отечественных работах изучены биологи-
ческие эффекты различных видов СПАВ на ряд 
высших наземных и водных растений [12, 13], 
приведены механизмы действия и выдвинута 
идея самоочистки сточных вод с помощью во-
дных макрофитов [9]. В работах Мурзина и соавт. 
[11] изучено действие катионных и анионных 
СПАВ по отдельности и в сочетании с ионами 
меди и кадмия на биохимические показатели 
высшего водного растения Egeria densa. Согласно 
исследованиям наших соотечественников [11, 
13], наиболее эффективная концентрация ионов 
свинца – 100 мкМоль/л, катионных СПАВ – 1%. 
Период воздействия токсиканта составил 12 и 
72 часа. Реабилитация проводилась в течение 
пяти суток. Объектом исследования был выбран 
пресноводный макрофит с широким ареалом 
обитания Ceratophyllum demersum, фактор воздей-
ствия –ионы свинца (100 мкМоль/л ионов свинца 
в растворе ацетата свинца), катионные СПАВ (1% 
раствор широкодоступного катионного СПАВ – 
ополаскиватель для белья «Дося» и их сочетание 
в указанных концентрациях.

Целью нашей работы явилось исследование 
динамики каталазной, пероксидазной активно-
сти, пигментного состава и содержания водорас-
творимых белков в тканях водного погруженного 
растения C. demersum при воздействии ионов 
ТМ (на примере свинца), катионных СПАВ (на 
примере ополаскивателя для белья «Dosia») и их 
сочетания, а также в период реабилитации, после 
удаления поллютантов из воды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования был выбран пре-
сноводный макрофит роголистник погружённый 
(Ceratophyllum demersum L.) [7]. 

Эксперимент проводился в лабораторных 
условиях при одинаковой интенсивности и регу-
лярности светового потока, а также при постоян-
ной температуре (20°С). Для этого в опыте была 
использована комбинация люминесцентных 
ламп и установлен постоянный период освеще-
ния, равный 18 ч.

 В ходе эксперимента растения были раз-
делены на 4 группы, различающиеся средой вы-
ращивания. Контрольная группа растений нахо-
дилась в среде отфильтрованной водопроводной 
воды, первая опытная группа инкубировалась в 

присутствии 100 мкМоль/л ионов свинца в рас-
творе ацетата свинца, вторая – в присутствии 
1% катионного СПАВ, третья – в присутствии 
обоих поллютантов в указанных концентрациях. 
Непосредственно перед началом исследований 
фрагменты растений длиной до 50 мм, считая 
от точки роста, помещали в стеклянные емкости 
объемом 1 дм3. 

Продолжительность воздействия поллютанта 
составила 12 и 72 часа. По истечении указанного 
периода экспозиции часть растений из каж-
дой группы отбирали на исследования, а часть 
переносили в чистую отфильтрованную воду 
для реабилитации. Длительность реабилитации 
составила 5 суток: для 12 часов инкубации – это 
132 час, для 72 часов инкубации – 192 час экспе-
римента.  После реабилитации также проводили 
измерения биохимических показателей.

Методы исследования. Исследование уровня 
каталазной активности проводили по методу по 
Королюк М.А. и Ивановой Л.И. [8]. Определение 
пероксидазной активности осуществляли обще-
принятым методом по Бояркину А.М. (метод 
основан на определении скорости реакции 
окисления бензидина до образования синего про-
дукта окисления определенной концентрации) 
[2]. Определяли содержание водорастворимых 
белков по методу М. Брэдфорд [21] и выражали 
ферментативную активность в удельных едини-
цах на г белка. В растительных тканях исследо-
вали содержание фотосинтетических пигментов 
по методу Брагинского Л.П. (количественное 
определение пигментов основано на определе-
нии оптической плотности пигментов на длинах 
волн, являющихся максимумами их поглощения) 
[1]. Статистическую обработку данных (среднее 
значение, стандартное отклонение) проводили 
с использованием стандартных статистических 
методов и компьютерных программ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Инкубация в среде ионов свинца приводила 
к развитию хлороза листьев C. demersum, эффект 
усиливался по мере увеличения срока инкубации. 
Токсическое действие 1% раствора катионных 
СПАВ вызвало опад листьев после 12 часов воз-
действия и фрагментацию растения после 72 
часов. Эффекты сочетания ксенобиотиков стали 
причиной хлороза и частичного опада листьев. 
Реабилитация от воздействия ионов свинца и 
сочетания поллютантов прошла более менее 
успешно, после инкубации в среде катионных 
СПАВ растение не восстановилось.

Динамика каталазной активности пред-
ставлена на рис. 1а. Токсическое действие 100 
мкМоль/л ионов свинца вызвало снижение уров-
ня каталазной активности  в два раза на 12 и 72 
часы инкубации, влияние 1% раствора катионных 
СПАВ привело к повышению ферментной актив-
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ности в 4 раза к 12 часу инкубации и в 19 раз к 
72 часу инкубации, а сочетание ксенобиотиков 
повысило каталазную активность в 1,3 и 5,4 раза 
соответственно.

Для СПАВ характерно образование плёнки на 
границе раздела сред: воздух-вода, вода-ткани 
растения. В эксперименте с катионными СПАВ 
и их сочетанием с ионами свинца наблюдалось 
образование плёнки на поверхности сосуда и на 
организме растения, из-за чего оно погрузилось 
на дно сосуда. Вероятно, плёнка катионных СПАВ 
препятствовала нормальному дыханию тканей 
C. demersum, поэтому индуктивно повышалось 
содержание молекул каталазы в клетках и, соот-
ветственно, ферментативная активность повы-
шалась в разы.

Реабилитация от токсических эффектов ио-
нов свинца показала, что каталазная активность 
превысила контрольные значения в 1,4 – 1,5 
раза, что может быть связано процессами лик-
видации последствий окислительного стресса, 
вызванного ионами тяжёлого металла. Реаби-
литация от действия катионных СПАВ привела 
к снижению ферментативной активности на 21 
– 27%, что является следствием истощения пула 
фермента и ресурсов клетки после усиленного 
синтеза каталазы в период инкубации.  Инте-
ресно отметить, что реабилитация от 12 часов 
сочетанного воздействия ксенобиотиков привела 
к снижению каталазной активности в семь раз, а 
реабилитация от 72 часов инкубации вызвала по-
вышение ферментативной активности в 11,5 раз. 
Возможно, поллютанты взаимодействуют между 
собой, характеристика взаимодействия меняется 
с течением времени, усиливается окислительный 
стресс и образование активных форм кислорода 
(АФК), поэтому реабилитация от 72 часов инку-
бации в среде сочетания поллютантов является 
результатом дальнейшей борьбы организмы C. 
demersum с токсическими эффектами.

Динамика пероксидазной активности пред-
ставлена на рис. 1б.

Через 12 часов инкубации 100 мкМоль/л 
ионов свинца и сочетание ксенобиотиков не вы-
звало достоверного изменения пероксидазной 
активности. Токсическое действие 1% раствора 
катионных СПАВ после 12 часов воздействия при-
вело к снижению пероксидазной активности в 2 
раза. К 72 часу инкубации ферментативная актив-
ность резко изменилась: в среде с добавлением 
ионов свинца она снизилась в 3 раза, а в средах 
с добавлением катионных СПАВ и сочетанием 
ксенобиотиков – повысилась в 3,2 раза.

Из литературных данных известно, что двух-
валентные ионы ТМ в высоких концентрациях 
способны частично или полностью вытеснять 
металлы из активного центра ферментов, в 
результате чего теряется их активность [14, 32]. 
На наш взгляд, по-видимому происходило вы-
теснение кальция из молекул фермента ионами 
свинца, что и приводило к значительному инги-
бированию пероксидазной активности в тканях 
C. demersum в условиях инкубации в среде с до-
бавлением 100 мкМоль/л ионов свинца. Токсиче-
ский эффект СПАВ на пероксидазную активность 
может проявляться по-разному. В исследованиях 
Давлетшина А.И. с сотр. [3, 4] показано, что СПАВ 
способны как вызывать активацию фермента 
пероксидазы, так и приводить к ингибированию 
его активности, воздействуя как на молекулы 
фермента непосредственно, так и на его мем-
бранное окружение, либо на состояние субстрата, 
что и наблюдалось в условиях инкубации: после 
12 часов пероксидазная активность понизилась 
в два раза, а к 72 часу – повысилась в 3,2 раз. 
Эффекты сочетания ксенобиотиков повторяют 
эффекты катионных СПАВ.

Снижение пероксидазной активности в пери-
од реабилитации от действия ионов свинца (на 
27% от 12 часов инкубации и 85% от 72 часов ин-
кубации) соотносится с повышением каталазной 
активности. Ионы свинца привели к повреждени-
ям в клетке и развитию окислительного стресса, 
активно ликвидируемым ферментом каталазой, 

 
Рис. 1. Динамика каталазной (а) и пероксидазной (б) активности в тканях C. demersum; 

контроль принят за 100%; * – степень достоверности р< 0,01
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в результате чего развивается  субстратное 
ингибирование пероксидазы. Реабилитация от 
12 часов воздействия 1% раствора катионных 
СПАВ привела к повышению пероксидазной ак-
тивности в 2 раза, реабилитация от 72 часов – к 
снижению ферментативной активности в 2,5 раз. 
Столь значительное снижение пероксидазной 
активности может быть следствием истощения 
пула фермента после инкубации. Реабилитация 
от сочетанного воздействия ксенобиотиков при-
вела к повышению пероксидазной активности в 
2,4 раза (от 12 часов) и 19 раз (от 72 часов), что, 
как и в случае с каталазой, свидетельствует о 
дальнейшем влиянии токсикантов на организм 
C. demersum.

Изменение содержания водорастворимых 
белков на протяжении всего эксперимента пред-
ставлено на рис. 2. После 12 часов инкубации в 
среде поллютантов только действие ионов свинца 
привело к достоверному снижению в 1,7 раза со-
держания водорастворимых белков. Инкубация 
в течение 72 часов в среде 100 мкМоль/л ионов 
свинца вызвала снижение содержания водорас-
творимых белков в 1,4 раза, в среде с добавлением 
1% раствора катионных СПАВ – в 6,7 раз, в среде с 
сочетанием ксенобиотиков – в 4,3 раза. Подобная 
тенденция могла быть обусловлена инактивацией 
или даже денатурацией белков этими ксенобио-
тиками [34]. Известно, что СПАВ способны также 
повреждать молекулы нуклеиновых кислот [6], и 
мы предполагаем, что поступление катионных 
СПАВ в организм индуцировало структурные 
изменения в молекулах ДНК, которые влекли за 
собой нарушение процессов белкового синтеза.

Из литературных данных известно, что в 
присутствии СПАВ возможно увеличение посту-
пления ТМ в ткани растений [25]. По-видимому, 
подобный механизм имел место в проведенной 
нами работе. В этих условиях предположительно 
более интенсивно протекали процессы поврежде-
ния белковых молекул и ингибирования их био-
синтеза. В условиях повышенного поступления 
ТМ в клетку, и такой эффект известен из лите-
ратуры [28], могли также усиливаться процессы 
протеолиза, приводящие к деградации белков.

Реабилитация от 12 часового воздействия 
ксенобиотиков показала снижение содержания 
водорастворимых белков на 21 – 40 %, тогда как в 
результате реабилитации от 72 часов инкубации 
от эффектов ионов свинца и катионных СПАВ 
содержание водорастворимых белков достоверно 
не отличалось от контрольных величин. Реаби-
литация от сочетания ксенобиотиков показала 
снижение содержания водорастворимых белков 
в 2,6 раза, что свидетельствовало о сложной  и 
длительной адаптации растений к токсическому 
действию смеси поллютантов.

Динамика содержания хлорофилла а пред-
ставлена на рис. 3а. Наибольшие отклонения 
в содержании данного пигмента вызвало воз-
действие 1% раствора катионных СПАВ. К 12 
часам содержание хлорофилла а превысило 
контрольные значения в 2,2 раза и стало сни-
жаться в последующие часы инкубации. Через 72 
часа воздействия катионных СПАВ содержание 
хлорофилла а превышало контрольные значения 
всего на 16%, а в период реабилитации снизи-
лось и составило 34% от контроля. Ионы свин-

 
Рис. 2. Динамика содержания водорастворимых белков в тканях C. demersum; 

контроль принят за 100%; * - степень достоверности р< 0,01
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ца и сочетание ксенобиотиков через 12 часов 
воздействия привели к снижению содержания 
хлорофилла а в 1,7 и 2 раза соответственно. 
Однако на 72 часу инкубации в присутствии 
100 мкМоль/л ионов свинца содержание хло-
рофилла а возросло и превысило контрольные 
показатели в 1,7 раз. В период реабилитации 
содержание хлорофилла а сначала сравнялось 
со контрольными значениями, а потом, к 192 
часу эксперимента, понизилось в 3 раза. Реаби-
литация от сочетанного действия поллютантов 
показала, что содержание хлорофилла а превы-
сило контрольные значения на 15 – 19%. 

Содержание хлорофилла b на протяжении 
всего эксперимента представлено на рис. 3б. 
Токсическое действие поллютантов привело к 
снижению содержания хлорофилла b в 1,5 – 3 раза 
на 12 час инкубации, однако на 72 час содержание 
пигмента повысилось в 2,4 раз (100 мкМоль/л 
ионов свинца) и в 1,6 раза (1% катионных СПАВ). 
Эффект сочетанного действия ксенобиотиков 
снизил содержание хлорофилла b в 2 раза на 72 
час инкубации. Реабилитация показала резкое 
изменение  содержание пигмента в тканях C. 
demersum. Хотя на 132 час эксперимента содер-
жание хлорофилла b после воздействия ионов 
свинца и сочетания поллютантов достоверно не 
отличалось от контрольных величин, на 192 час 
эксперимента содержание хлорофилла b после 
воздействия ионов свинца составило всего 2,5 % 
от контроля, а после сочетанного воздействия – 
превысило контроль в 20 раз. В период реабили-
тации от токсических эффектов катионных СПАВ 
содержание хлорофилла b снизилось в 3,3 раза на 
132 час эксперимента и в 7,7 раз на 192 час.

Токсическое действие поллютантов привело к 
снижению содержания хлорофилла b в 1,5 – 3 раза 
на 12 час инкубации, однако на 72 час содержание 
пигмента повысилось в 2,4 раз (100 мкМоль/л 
ионов свинца) и в 1,6 раза (1% катионных СПАВ). 

Эффект сочетанного действия ксенобиотиков 
снизил содержание хлорофилла b в 2 раза на 72 
час инкубации. Реабилитация показала резкое 
изменение  содержание пигмента в тканях C. 
demersum. Хотя на 132 час эксперимента содер-
жание хлорофилла b после воздействия ионов 
свинца и сочетания поллютантов достоверно не 
отличалось от контрольных величин, на 192 час 
эксперимента содержание хлорофилла b после 
воздействия ионов свинца составило всего 2,5 % 
от контроля, а после сочетанного воздействия – 
превысило контроль в 20 раз. В период реабили-
тации от токсических эффектов катионных СПАВ 
содержание хлорофилла b снизилось в 3,3 раза на 
132 час эксперимента и в 7,7 раз на 192 час.

Динамика содержания каротиноидов пред-
ставлена на рис. 4. Токсические эффекты ионов 
свинца привели к повышению содержания кароти-
ноидов в 3,8 раз на 12 час инкубации и к снижению 
на 40% на 72 час эксперимента. Реабилитация по-
казала увеличение содержания пигментов на 132 
час в 2,2 раза и на 192 час – в 1,3 раза.

Раствор катионных СПАВ на двенадцатый 
час инкубации также вызвали повышение содер-
жания каротионидов в 2,4 раз, а в последующие 
часы реабилитации их содержание превышало 
контроль на 11 – 24%. Хотя сочетанное действие 
ксенобиотиков и  вызвало снижение содержания 
каротиноидов на 40% на 12 час и увеличение в 
4,7 раза на 72 инкубации, после периода реа-
билитации  опытные показатели достоверно не 
отличались от контрольных.

Исходя из анализа содержания хлорофиллов a 
и b в растении в период воздействия катионных 
СПАВ, можно предположить, что многократное 
увеличение содержания хлорофиллов служило 
ответом клетки на возросшие потребности в 
дыхании (т.к. катионные СПАВ образовывали 
пленку на поверхности стеблей и листьев, препят-
ствуя проникновению кислорода внутрь), однако 

 
Рис. 3. Динамика содержания хлорофилла а (а) и хлорофилла b (б) в тканях C. demersum 
в процентах к контролю, контроль принят за 100%; * – степень достоверности р< 0,01
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в метаболизме уже возникали необратимые нару-
шения, приводящие к последующей деградации 
пигментов в период последействия. Снижение 
содержания хлорофиллов a и b при воздействии 
ионов свинца, вероятно, связано, с повреждением 
ионами ТМ тиллакоидных мембран и нарушени-
ем работы пигментного аппарата. 

Из литературных данных известно, что в 
фотосинтетическом аппарате каротиноиды вы-
полняют функцию антиоксидантов, обладающих 
способностью замедлять фотохимические ре-
акции, приводящие к образованию свободных 
радикалов, повреждению мембран хлоропластов 
и деградации хлорофиллов [23]. По-видимому, 
увеличение их содержания в растении при воз-
действии поллютанта и в период реабилитации 
было вызвано необходимостью защиты хлоро-
филлов в условиях стресса.

Во время реабилитации фитотоксическое 
действие поллютантов сохранялось и предполо-
жительно приводило к истощению энергетиче-
ских ресурсов клетки, что затрудняло поддержа-
ние нормальной жизнедеятельности растения. На 
наш взгляд, и это также подтверждается данными 
литературных источников [24, 26, 29, 36], повреж-
дение пигментного комплекса в растительных 
тканях было обусловлено солюбилизацией тил-
лакоидных мембран, изменением их жирно-кис-
лотного состава, нарушением ультраструктуры 
хлоропластов, а также солюбилизацией хлоро-
филл-белковых комплексов под действием СПАВ. 
После процессов реабилитации от токсических 

эффектов ионов свинца и катионных СПАВ в тка-
нях C. demersum сохранялось низкое содержание 
хлорофиллов a и b, а содержание каротиноидов 
лишь на 11 – 24% превысило нормальные значе-
ния, что свидетельствует о процессах ликвидации 
окислительного стресса. 

Реабилитация от сочетанного действие ксе-
нобиотиков показала, что все показатели, кроме 
содержания хлорофилла b, вернулись к контроль-
ным значениям. Вероятно, этот пигмент взял на 
себя основную работу по выполнению защитных 
и дыхательных функций.

Токсические эффекты ионов свинца и ка-
тионных СПАВ оказывают разнонаправленное 
действие на ферментативную активность и со-
держание пигментов и водорастворимых белков в 
тканях C. demersum. Ионы ТМ замещают ионы ме-
таллов в активных центрах ферментов, нарушают 
работу пигментного аппарата, вызывая хлороз. 
Основной токсический эффект катионных СПАВ 
– солюбилизация мембран, выход ферментов в 
клетку, нарушение внутриклеточных взаимосвя-
зей, реабилитация от 1% катионных СПАВ крайне 
затруднительна для тканей C. demersum.

Эффекты сочетанного воздействия ксенобио-
тиков развивают и в реабилитационных период. 
Преобладают токсические эффекты катионных 
СПАВ, однако поллютанты взаимодействуют 
между собой, смягчая повреждения мембранных 
структур. Для более полной реабилитации от 
сочетанного воздействия требуется, вероятно, 
более 5 суток.

Рис. 4. Динамика содержания каротиноидов в тканях C. demersum 
в процентах к контролю, контроль принят за 100%; * - степень достоверности р< 0,01
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