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Було досліджено вплив оксиду Нітрогену (•NO), донором якого був нітропру-
сид натрію (НПН), на вміст пігментів, карбонільних груп білків і антиоксидантний 
потенціал у листках проростків кукурудзи. Інкубація листків з фериціанідом калію 
(ФЦК), який використовувався як додатковий контроль, і НПН за концентрацій 0,1 
та 0,5 мМ призводила до подібного зростання концентрації хлорофілів, каротиноїдів 
і антоціанів. За всіх використаних концентрацій ФЦК і НПН знижували вміст 
карбонільних груп білків на 16–31%, однак лише НПН підвищував загальний 
антиоксидантний потенціал. Отже, нітропрусид натрію може підвищувати 
концентрацію пігментів, знижувати кількість карбонільних груп білків, а також 
підвищувати загальний антиоксидантний потенціал у листках проростків кукурудзи.
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На даний час триває розробка агрозаходів, спрямованих на посилення стійкості 
сільськогосподарських культур до різних біотичних і абіотичних факторів. Є можливість 
значно посилити стійкість рослин до дії негативних чинників шляхом застосування 
донорів оксиду Нітрогену, таких як нітропрусид натрію, S-нітрозоглютатіон та S-нітрозо-
N-ацетилпеніциламін [11, 19, 33]. 

Оксид Нітрогену (•NO) задіяний у розвитку рослин, регуляції проростання насіння 
[14], поділі клітин [5] і старінні [23]. Він також може вивільнятися рослинами у відповідь 
на дію різних стресових факторів, зокрема патогенів [10], надмірної інтенсивності світла 
[14], оксидантів [6] та інших стресорів. Водночас активовані форми Нітрогену можуть 
мати як захисну, так і токсичну дію [4]. При обробці рослин донорами оксиду Нітрогену 
останній може проявляти антиоксидантні властивості та попереджувати чи сповільнювати 
запрограмовану загибель клітини [3].

Метою роботи було дослідити вплив •NO-донора нітропрусиду натрію на пігментний 
склад, концентрацію карбонільних груп білків і антиоксидантний потенціал у листках 
проростків кукурудзи в системі in vitro порівняно з впливом фериціаніду калію, який має 
подібну до нітропрусиду натрію хімічну структуру, однак не здатний генерувати •NO [13].

Матеріали та методи
Постановка експерименту. Для експерименту використовували насіння кукурудзи 

(Zea mays L.) гібриду харківський 195 МВ. У дослідженнях користувалися реактивами 
“Sigma-Aldrich” (США, Німеччина), “Fluka” (Німеччина) та вітчизняного виробництва 
кваліфікації не нижче ч. д. а.

Насіння замочували на добу в дистильованій воді, потім пророщували під вологою 
серветкою 4 доби. П’ятиденні проростки з довжиною кореня 2,5–3,5 см переносили на 
модифіковане середовище Hoagland [18] та вирощували в лабораторних умовах при 
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температурі 26°C за умов 16-годинного освітлення інтенсивністю 6300 люкс. Далі листки 
(1 г) 10-денних проростків кукурудзи зрізали та переносили у круглодонні колби об’ємом 
250 мл, які містили 150 мл водного розчину з різними концентраціями (0,1, 0,5 та 1,0 мМ) 
нітропрусиду натрію (НПН, Na2[Fe(CN)5NO]). Листки інкубувалися протягом 24 год на ор-
бітальному шейкері Skyline (Литва) з постійним помішуванням 150 об/хв і цілодобовим 
освітленням флуоресцентними лампами (18 Вт) при інтенсивності освітлення 800 люкс. 
Фериціанід калію (ФЦК, K4[Fe(CN)6]) використовували як додатковий контроль [13].

Вивільнення оксиду Нітрогену з нітропрусиду натрію. Кількість оксиду Нітрогену, 
утвореного нітропрусидом натрію протягом 24 год, оцінювали непрямим методом з реак-
тивом Гріса (розчин сульфанілової кислоти й α-нафтиламіну в розведеній оцтовій кисло-
ті) [28]. Для побудови калібрувального графіка використовували розчин NaNO2 (0,25 мг 
NO2

–/л). Поглинання світла одержаними пробами визначали спектрофотометрично при 
довжині хвилі 536 нм.

Визначення концентрації пігментів. Для екстракції пігментів листки гомогенізували 
в охолодженому 96% етанолі у співвідношенні 1:10 (маса : об’єм) із додаванням CaCO3 
(для нейтралізації середовища). Гомогенати центрифугували 10 хв при 8000 g (4°С) на 
центрифузі ОПН-8 (СССР). З отриманих осадів тричі екстрагували пігменти і центрифу-
гували в попередньому режимі. Екстракти об’єднували і в кінцевому сумарному екстракті 
спектрофотометрично визначали вміст хлорофілу a, хлорофілу b, загального хлорофілу, 
каротиноїдів і антоціанів, як описано нами раніше [30].

Для визначення вмісту карбонільних груп білків листки проростків кукурудзи 
гомогенізували в середовищі, яке містило 50 мМ калій-фосфатний буфер (КФБ), 
рН  7,0, 0,5  мМ етилендіамінтетраацетат (ЕДТА) і 1,0 мМ фенілметилсульфонілфторид. 
Співвідношення тканини до середовища гомогенізації становило 1:10 (маса  :  об’єм). 
Гомогенати центрифугували (10 хв, 13200 g, 4°С) на центрифузі Епендорф 5415 R 
(Німеччина). Після центрифугування осади відкидали і в подальших експериментах 
використовували супернатанти. У супернатанті визначали концентрацію карбонільних 
груп білків з використанням динітрофенілгідразину [1]. Концентрацію білка у пробах 
визначали за методом Бредфорд із барвником Кумасі яскраво-голубим G-250 [8]. Як стан-
дарт використовували бичачий сироватковий альбумін.

Загальний антиоксидантний потенціал. Визначення тролокс-еквівалентного 
антиоксидантного потенціалу (TEAП) проводили спектрофотометричним методом за 
допомогою повнопланшетного фотометра (Labsystems Multiskan MCC/340, Фінляндія) при 
414 нм. Метод базується на спектрофотометричному визначенні генерації AБТС катіон-
радикала [2,29-азинобіс-(3-етилбензотіазолін-6-сульфонова кислота)], описаною Re та ко-
легами [29]. Використовували два типи екстрактів – водний і спиртовий. Для отримання 
екстрактів листки гомогенізували у фарфоровій ступці з 50 мМ КФБ (рН 7.0) або 96% 
спиртом у співвідношенні 1:10 (маса : об’єм). Екстракти центрифугували 15 хв (16 000 g, 
центрифуга Епендорф 5415 R (Німеччина)). Тролокс (6-гідрокси-2,5,7,8-тетраметихроман-
2-карбоксильна кислота) використовували як антиоксидантний стандарт.

Статистична обробка результатів. Досліди проводили у трьох біологічних і трьох 
аналітичних повторах. Експериментальні дані подані як середнє ± похибка середнього 
(M±m). Визначення достовірної різниці між даними проводили за допомогою критерію 
Даннета, який дає змогу порівнювати множинні групи з однією контрольною групою. 
Значення Р<0,05 розглядали як критерій достовірної різниці порівняно з відповідними 
контрольними значеннями.
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Результати і їхнє обговорення
Вивільнення оксиду Нітрогену з нітропрусиду натрію. Загальновідомо, що у 

водному розчині нітропрусид натрію вивільняє оксид Нітрогену за таким рівнянням [29]:

.
У зв’язку з цим нітропрусид натрію широко використовують для дослідження 

впливу •NO на рослини [24, 27, 37]. 
Були визначені часова динаміка і концентраційна залежність вивільнення •NO протягом 

розпаду НПН для визначення інтенсивності обробки рослин. Утворення оксиду Нітрогену в 
середовищі з листками проростків кукурудзи опосередковано вимірювали за концентрацією 
нітриту, який утворюється в результаті спонтанного перетворення •NO до NO2ˉ.

З рис. 1 видно часову та концентраційну залежність вивільнення •NO. Найниж-
чу концентрацію нітриту (NO2ˉ) спостерігали при концентрації нітропрусиду натрію 0,1 
мМ, в той час як максимальну його концентрацію реєстрували при 1,0 мМ концентрації 
НПН. Дві використані концентрації (0,5 та 1,0 мМ НПН) показали S-подібну залежність 
утворення NO2ˉ, з виходом на плато на 16 год інкубації.
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Рис. 1. Утворення нітриту в дистильованій воді, в якій проводилася інкубація листків проростків 
кукурудзи з донором оксиду Нітрогену нітропрусидом натрію (НПН) протягом 24 год 
експозиції.

Нітропрусид натрію, крім оксиду Нітрогену, може вивільняти й інші продукти 
розпаду, зокрема ціанід. З огляду на це, фериціанід калію використовували як додатковий 
контроль для виявлення впливу ймовірних продуктів розпаду НПН протягом інкубації 
рослин [13]. За експериментальних умов утворення NO2ˉ не було виявлене за всіх 
використаних концентрацій ФЦК протягом 24 год (дані не наведені).

Отже, у використаній в цій роботі системі розпад нітропрусиду натрію відбувається 
зі швидким спонтанним перетворенням оксиду Нітрогену в нітрит, і кількість утвореного 
продукту прямо пропорційна концентрації вихідного реагенту.

Концентрація пігментів у листках кукурудзи. Відомо, що зміни в навколишньому 
середовищі впливають на концентрацію пігментів [16].

Спочатку ми дослідили вплив різних концентрацій фериціаніду калію та 
нітропрусиду натрію на рівень загального хлорофілу в пагонах проростків кукурудзи 
(табл. 1). Обидві речовини за всіх використаних концентрацій зумовлювали зростання 
концентрації загального хлорофілу на 10–12%. Виняток становив 1,0 мМ ФЦК, який не 
впливав на даний показник.
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Таблиця 1
Концентрація хлорофілу, каротиноїдів і антоціанів (мкмоль на грам сирої ваги 

(мкмоль/г св)) у листках проростків кукурудзи під час експозиції з фериціанідом калію 
та нітропрусидом натрію протягом 24, 48 та 72 год

mM Хл a Хл b Заг. хл Каротиноїди Антоціани
0 Н2О 1,47±0,06 0,41±0,01 1,87±0,08 0,46±0,03 0,56±0,02

0,1 ФЦК 1,63±0,03* 0,45±0,01* 2,07±0,04* 0,51±0,01* 0,66±0,01*
НПН 1,74±0,03*♣ 0,47±0,01* 2,20±0,04*♣ 0,55±0,01*♣ 0,67±0,01*

0,5 ФЦК 1,66±0,03* 0,45±0,01* 2,09±0,04* 0,52±0,01* 0,65±0,02*
НПН 1,61±0,03* 0,46±0,01* 2,05±0,04* 0,50±0,01 0,64±0,01*

1,0 ФЦК 1,50±0,06 0,45±0,01* 1,91±0,07 0,47±0,02 0,59±0,01
НПН 1,59±0,03 0,47±0,02* 2,08±0,04*♣ 0,48±0,02 0,66±0,02*♣

Примітка. *Вірогідно відмінне від відповідних значень контрольної групи (Н2О) та ♣ФЦК груп з 
Р<0,05 (n=7–9).

Концентрація окремих хлорофілів, таких як хлорофіл а та b (Хл а та Хл b), була до-
сліджена для виявлення пігменту, на який впливає обробка нітропрусидом натрію (табл. 1). 
Подібно до загального хлорофілу, концентрація Хл а зростала при експозиції до 0,1 та 0,5 
мМ ФЦК і НПН на 10–18%. Однак обробка 1,0 мМ ФЦК та НПН не призводила до змі-
ни даного показника. Водночас концентрація Хл b зростала на 9 і 14% при експозиції до 
1,0 мМ ФЦК та НПН. Нижчі концентрації ФЦК та НПН також призводили до зростання 
даного показника на 9–13%.

Отримані дані свідчать про те, що обидві використані речовини підвищують 
вміст пігментів у листках проростків кукурудзи подібним чином. Однак при найвищій 
концентрації НПН і ФЦК показники значно не відрізнялися між собою. Отримані результати 
узгоджуються з попередніми дослідженнями, де обробка НПН в умовах дефіциту заліза 
повністю запобігала хлорозові листків [16]. 

У наших дослідженнях подібний вплив ФЦК і НПН може бути, принаймні частково, 
пов´язаний із наявністю заліза в обох речовинах. Попередні дослідження показали, що 
обробка оксидом Нітрогену підвищувала концентрацію хлорофілів у різних рослинах, та-
ких як картопля, салат-латук і арабідопсис [6, 12]. Концентрація хлорофілів за дії оксиду 
Нітрогену зростала також у рослин шпинату (Spinacia oleracea L.) [9]. Обробка пророс-
тків люфи (Luffa acutangula L.) 0,1 мM НПН нівелювала токсичний вплив Арсену, який 
знижував рівень хлорофілів [32].

Такий ефект може бути пов’язаний з активацією біосинтезу хлорофілу або з його 
сповільненою деградацією [12] чи участю •NO у метаболізмі заліза в рослин [22]. Зокрема, 
вважають, що •NO може підтримувати гомеостаз заліза і покращувати його внутрішньоклі-
тинний транспорт, забезпечуючи таким чином активний біосинтез хлорофілу та розвиток 
хлоропластів [17].

Каротиноїди є важливими складовими фотосинтетичного апарату в рослинах. Їх 
вміст відображає фізіологічний статус рослин [35]. Подібно до хлорофілів, концентра-
ція каротиноїдів була вищою на 12 і 14% при інкубуванні листків проростків кукурудзи з 
0,1 та 0,5 мМ ФЦК (табл. 1). Нітропрусид натрію підвищував концентрацію каротиноїдів 
лише при найнижчій із використаних концентрації 0,1 мМ. Проте варто зазначити, що 
достовірну різницю спостерігали щодо контрольної та інкубованої з ФЦК груп на 20 і 
7% відповідно. Зростання концентрації каротиноїдів може бути пов’язане з їх захисною 
функцією у фотосинтетичному апараті [7].

Концентрація антоціанів була вищою на 14–19% у листках проростків кукурудзи, 
які інкубувались з 0,1 та 0,5 мМ ФЦК та НПН (табл. 1). Найвища використана концен-
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трація 1,0 мМ НПН призводила до зростання даного показника на 16 і 10% порівняно 
з контрольною та інкубованою з ФЦК групами відповідно. Антоціани добре відомі як 
природні антиоксиданти, тому зростання їх концентрації характерне для відповіді й 
адаптації рослин до стресових умов [15]. 

Отримані результати свідчать, що обидві використані солі підвищують концентрацію 
пігментів у листках проростків кукурудзи. 

Вміст карбонільних груп білків. Зростання концентрації карбонільних груп білків 
(КБ) часто використовують як маркер окисних процесів, спричинених активними формами 
кисню [21, 25].

Було виявлено, що обидві використані речовини, фериціанід калію та нітропрусид 
натрію, за всіх використаних концентрацій призводили до достовірного зниження 
концентрації КБ у листках проростків кукурудзи (рис. 2). Проте якщо при 0,1 мМ кон-
центрації вміст КБ знижувався лише на 6–7%, то вищі концентрації призводили до 
зниження на 16–31%. Отримані дані свідчать про те, що за низьких концентрацій •NO 
проявляє антиоксидантні властивості та діє як сигнальна молекула, сповільнюючи процеси 
окислення білків або прискорюючи їх деградацію [2].
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Рис. 2. Концентрація карбонільних груп білків у листках проростків кукурудзи після 24 год експозиції 
з фериціанідом калію та нітропрусидом натрію (0,1, 0,5 та 1,0 мМ). *Вірогідно відмінне від 
відповідних значень контрольної та ♣ФЦК груп з Р<0,05 (n=7–9). 

Також слід зазначити, що нітропрусид натрію в концентрації 1,0 мМ достовірно 
знижував концентрацію карбонільних груп білків не тільки порівняно з контрольною групою 
на 31%, а й також щодо групи рослин, обробленої фериціанідом калію, на 18%. Подібні 
результати захисної ролі оксиду Нітрогену проти окисних пошкоджень, спричинених 
ультрафіолетовим випромінюванням, були показані на листках бобів [31]. Зниження окис-
них пошкоджень білків також було показано при дії 1 мМ НПН на проростки сорго [20].

Отримані результати показують, що обидві використані речовини можуть 
зменшувати окисні пошкодження білків у листках проростків кукурудзи, проте 1 мМ НПН 
більше знижував даний показник. 

Антиоксидантний потенціал. Вплив обробки листків проростків кукурудзи 
фериціанідом калію та нітропрусидом натрію на антиоксидантний потенціал, який 
визначали в еквівалентах тролоксу (ТЕАП), був досліджений в жиророзчинній (при 
спиртовій екстракції) та гідрофільній (при водній екстракції) фракціях (табл. 2).
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Інкубація з фериціанідом калію та нітропрусидом натрію за всіх використаних 
концентрацій практично не впливала на даний показник. Майже удвічі вищий (80%) 
антиоксидантний потенціал був отриманий лише у водному екстракті листків проростків 
кукурудзи, експонованих до 1,0 мМ НПН.

Дані результати дають підстави стверджувати, що нітропрусид натрію може під-
вищувати загальний антиоксидантний потенціал проростків кукурудзи за рахунок 
водорозчинних антиоксидантів. Подібний ефект спостерігали за дії стресу, спричиненого 
кадмієм, у коренях проростків Medicago truncatula [36] та за дії осмотичного стресу в про-
ростках пшениці [34].

Таблиця 2
Антиоксидантний потенціал (мкмоль тролокс/г свіжої ваги) у листках 
проростків кукурудзи після 24 год експозиції з фериціанідом калію та 

нітропрусидом натрію (0,1, 0,5 та 1,0 мМ)
Контроль 0,1 мM 0,5 мM 1,0 мM

Водна екстракція
ФЦК 2,46±0,29 2,08±0,23 2,02±0,21 2,18±0,19
НПН 3,76±0,47* 2,70±0,48 2,90±0,42

Спиртова екстракція
ФЦК 3,83±0,38 3,42±0,32 4,37±0,29 3,92±0,25
НПН 4,20±0,30 3,73±0,22 3,59±0,29

Примітка. *Вірогідно відмінне від відповідних значень контрольної групи (Н2О), Р<0,05.

Підсумовуючи отримані результати, можна стверджувати, що інкубація листків 
проростків кукурудзи з 0,1 мМ нітропрусидом натрію протягом 24 год призводить до 
збільшення концентрації хлорофілів, каротиноїдів і антоціанів порівняно з контролями. 
НПН за концентрації 0,5 мМ підвищує вміст хлорофілів і антоціанів, а 1,0 мМ НПН – лише 
хлорофілу b і антоціанів. Концентрація карбонільних груп білків знижується за дії всіх 
використаних концентрацій ФЦК або НПН. Також нітропрусид натрію може підвищувати 
загальний антиоксидантний потенціал за рахунок збільшення вмісту водорозчинних 
антиоксидантів.

Отже, одержані результати вказують на те, що нітропрусид натрію за низьких 
концентрацій може частково запобігати інтенсифікації вільнорадикальних процесів. Це 
може бути використане для розробки методів підвищення стійкості рослин до різних 
стресових факторів з метою збільшення продуктивності сільськогосподарських культур.
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EFFECT OF SODIUM NITROPRUSSIDE ON PIGMENT CONCENTRATION, 
CARBONYL PROTEIN GROUPS AND ANTIOXIDANT CAPACITY IN LEAVES 

OF MAIZE SEEDLINGS IN VITRO
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Sodium nitroprusside (SNP) was used as a donor of nitric oxide (•NO) to investigate 
effects of •NO on levels of pigments and protein carbonyl groups, and antioxidant capa
city in leaves of maize seedlings. Treatment of leaves with potassium hexacyanoferrate (II) 
(PCF, used as an additional control) and SNP at concentrations 0.1 and 0.5 mM and SNP 
lead to a similar increase in the concentration of chlorophylls, carotenoids and anthocya-
nins. Exposure of leaves to PCF and SNP decreased the concentration of carbonyl protein 
groups by 16–31%. SNP increased the total antioxidant capacity in maize seedlings affecting 
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water-soluble antioxidants. These results suggest that sodium nitroprusside may increase the 
concentration of pigments, reduce the amount of protein carbonyl groups and enhance total 
antioxidant capacity.

Keywords: Zea mays, pigments, carbonyl groups, antioxidant capacity, nitric oxide.

ВЛИЯНИЕ НИТРОПРУССИДА НАТРИЯ В СИСТЕМЕ IN VITRO 
НА ПИГМЕНТНЫЙ СОСТАВ, КОНЦЕНТРАЦИЮ КАРБОНИЛЬНЫХ ГРУПП 

БЕЛКОВ И АНТИОКСИДАНТНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ В ЛИСТЬЯХ 
ПРОРОСТКОВ КУКУРУЗЫ

Ю. Василик, Н. Мосийчук

Прикарпатский национальный университет имени Васыля Стефаныка 
ул. Шевченко, 57, Ивано-Франковск 76025, Украина 

e-mail: juliavasylyk@ukr.net

Исследовано влияние оксида Нитрогена (•NO), донором которого был 
нитропруссид натрия (НПН), на содержание пигментов, концентрацию карбонильных 
групп белков и антиоксидантный потенциал в листьях проростков кукурузы. 
Экспозиция к 0,1 и 0,5 мМ феррицианиду калия (ФЦК), который использовался как 
дополнительный контроль, и НПН приводила к росту концентрации хлорофиллов, 
каротиноидов и антоцианов. Оба реагента при всех использованных концентрациях 
снижали концентрацию карбонильных групп белков на 16-31%, но только 
НПН повышал общий антиоксидантный потенциал за счет водорастворимых 
антиоксидантов. Следовательно, нитропруссид натрия может повышать концентрацию 
пигментов, снижать количество карбонильных групп белков и повышать общий 
антиоксидантный потенциал.

Ключевые слова: Zea mays, пигменты, карбонильные группы белков, 
антиоксидантний потенциал, оксид Нитрогена.


