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Аналізували зміни електрофоретичного спектру кислих розчинних білків та 
множинних молекулярних форм супероксиддисмутази та пероксидази моху Fu-
naria hygrometrica Hedw. за дії різних концентрацій (1,0–100,0 мкМ) сульфату міді 
та цинку. Показано, що лише сублетальні концентрації іонів Cu2+ та Zn2+ спричиня-
ють суттєві кількісні та якісні зміни фракцій кислих розчинних білків та множинних 
молекулярних форм ферментів. Встановлено істотніший вплив іонів Cu2+ на рухли-
вість та експресивність електрофоретичних фракцій, що пояснюється їх вищою 
токсичністю, порівняно з іонами Zn2+.
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чинних білків та множинних молекулярних форм ферментів, 
пероксидаза, супероксиддисмутаза. 

ВСТУП

У відповідь на надходження важких металів (ВМ) у клітини проходить актива-
ція різних систем захисту, направлених на підтримання гомеостазу рослинного ор-
ганізму. До них, зокрема, належать активація ферментів каталази, пероксидази та 
супероксиддисмутази, а також синтез метал-зв’язуючих сполук і стресових білків 
[8]. Більшість з цих механізмів є неспецифічними, характерними для дії різних 
стрес-факторів. Лише висока спорідненість фітохелатинів до іонів Cd2+, яка визна-
чає їх важливу роль у детоксикації ВМ, а також синтез метал-зв’язуючих сполук є 
специфічними реакціями на дію ВМ [18]. Утворення фітохелатинів – одна зі скла-
дових частин програми відповіді клітини на надходження ВМ у цитоплазму кліти-
ни. Первинна структура фітохелатинів визначена для багатьох квіткових рослин. 
Це невеликі, багаті цистеїном пептиди низької молекулярної маси (8–13 кД), здатні 
зв’язувати іони ВМ з SH-групами [7, 14]. Досліджено універсальність і можливі функ-
ції фітохелатинів у вищих рослин. Вважається, що фітохелатини задіяні в акумуля-
ції, детоксикації та метаболізмі іонів ВМ таких як Pb2+ , Zn2+, Cu2+, Cd2+ та ін. в кліти-
нах рослин [14–16, 20]. Однак, дотепер залишається недоведеною участь фітохе-
латинів у детоксикації ВМ у мохів. Важливу роль у захисті рослинного організму від 
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токсичного впливу ВМ відіграють ферменти антиоксидантного захисту, такі як перок-
сидаза та супероксиддисмутаза (СОД). Попередніми дослідженнями було встанов-
лено, що низькі концентрації (1,0–10,0 мкМ) сульфатів міді та цинку несуттєво зміню-
вали активність цих ферментів, тоді як 100,0 мкМ концентрація спричиняла істотне 
її зростання [3]. За літературними даними різні стресори спричиняють не лише змі-
ни активності антиоксидантних ферментів, а й впливають на ізоферментні спектри 
[8]. Інформативним у цьому аспекті є також аналіз ізоформ ферментів за дії ВМ. У 
зв’язку з цим, вивчали зміни електрофоретичних спектрів кислих розчинних білків та 
ферментів–антиоксидантів у моху Funaria hygrometrica Hedw. за дії іонів Cu2+ та Zn2+.

МЕТОДИКА ТА МАТЕРІАЛИ

У двомісячних гаметофорів моху Funaria hygrometrica Hedw. аналізували елек-
трофоретичний спектр кислих розчинних білків та ферментів антиоксидантного за-
хисту за дії різних концентрацій сульфату міді та цинку. Для аналізу гаметофори 
обробляли 1,0–100,0 мкМ розчинами CuSO4 та ZnSO4 впродовж 36 год і коротко-
часно промивали дистильованою водою, після чого електрофоретично аналізува-
ли спектри кислих розчинних білків та множинних молекулярних форм пероксида-
зи та СОД. 

Для електрофоретичного аналізу рослини розтирали в охолодженому до 4°С 
трис-гліциновому буфері (рН 8,3), додаючи захисні агенти (100 мг трилону Б, 400 мг 
аскорбінової кислоти на 8 мл буфера та 0,06 мл меркаптоетанолу; співвідношення 
рослинного матеріалу до буфера 1:1). Одержаний гомогенат центрифугували при  
3 тис. об/хв. До супернатанту додавали 70%-ний розчин сахарози з розрахунку  
0,2 мл розчину сахарози на 1 мл екстракту [19]. На поверхню гелю в електрофоре-
тичних стовпчиках наносили витяжки об’ємом до 0,25 мл, які містили 50–250 мкг 
білка. Вміст білка визначали за методом О. А. Лоурі [17]. Для виявлення пероксидаз 
застосовували інкубаційне середовище з бензидином [5], а СОД ідентифікували за 
методикою Р. Т. Шора і Е .В. Баура [4].

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ

Численні дослідження свідчать, що збільшення вмісту активних форм кисню 
(оксидний стрес) відбувається в несприятливих для рослин умовах, зокрема, за-
бруднення важкими металами. Рослинам властива система захисту від оксидного 
стресу, яка включає в себе ферменти, що беруть участь у детоксикації активних 
форм кисню (АФК). Процес утворення АФК (синглентного кисню, супероксид-
радикалу, гідроксил-радикалу і Н2О2), який називають °окислювальним вибухом’’ є 
однією із ранніх відповідей на стресовий вплив. Найважливішими високомолеку-
лярними антиоксидантами рослин, які безпосередньо знешкоджують АФК є СОД 
та пероксидаза. Ферменти – антиоксиданти забезпечують комплексний захист бі-
ополімерів від АФК, вони розміщені в різних клітинних компартментах і мають різ-
ну субстратну специфічність і спорідненість до АФК [9].

Аналіз електрофоретичних спектрів кислих розчинних білків у гаметофорах 
моху F. hygrometrica за дії різних концентрацій сульфату міді у поживному середо-
вищі показав посилення інтенсивності фракцій з ММ 45–66 кД. Крім цього, з’явилася 
фракція з ММ 35 кД, яка відсутня у контролі, а також посилилась експресивність 
фракції з ММ 29 кД (рис. 1). 
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Дещо інша картина спостерігалася за дії сульфату цинку. Так, підвищення кон-
центрації металу у поживному середовищі спричиняло лише зміни в експресив-
ності та рухливості електрофоретичних фракцій кислих розчинних білків з ММ 70 
та 272 кД (рис. 1). Такий характер змін електрофоретичних спектрів кислих розчин-
них білків за дії іонів Cu2+ та Zn2+ можна пояснити різною токсичністю цих ВМ щодо 
мохової рослини. 

Є літературні дані, що за наявності у середовищі мікрокількостей Cu2+, Zn2+ та 
Co8+ фітохелатини не відіграють помітної ролі в гомеостазі рослинного організму 
[16]. Як показали проведені дослідження, низькі концентрації сульфатів міді та 
цинку несуттєво впливали на рухливість та експресивність електрофоретичних 
фракцій. Зміни у низькомолекулярному діапазоні електрофоретичних спектрів кис-
лих розчинних білків за дії 100,0 мкМ концентрацій Cu2+ та Zn2+ можуть свідчити 
про ймовірну приналежність цих фракцій до фітохелатинів.

Відома участь деяких ферментів окислювального метаболізму в адаптації до 
стресів [2]. Важливою є роль саме пероксидазної системи у біохімічній адаптації 
рослин. Одним із методів, що дає змогу виявити змінені форми навіть за відсутнос-
ті видимих морфологічних змін, є вивчення молекулярно-генетичного поліморфіз-
му ферментів. Кількісні та якісні зміни їхньої активності й ізоферментного спектра 
пов΄язують з адаптаційними властивостями рослинних організмів. На відміну від 
багатьох інших ферментів, пероксидаза характеризується поліфункціональністю і 
високою гетерогенністю своєї ізоферментної системи. Встановлено, що перокси-
даза є індуцибельним ферментом, індуктором якого можуть бути різноманітні фі-
зичні, біологічні та хімічні фактори, в тому числі іони ВМ. Пероксидаза реагує на 
впливи різноманітних чинників або зміною набору своїх ізоензимів, або підвищен-
ням активності вже існуючих компонентів [1]. Метод виявлення пероксидаз на 
електрофореграмах ґрунтується на їх специфічній хімічній активності. Зміна інтен-
сивності забарвлення окремих електрофоретичних смуг спектру пов’язана зі змі-
ною пероксидазної активності компонентів, які їх утворюють. 

Аналіз змін спектрів множинних молекулярних форм пероксидази у F. hygro-
metrica за 36-годинної дії іонів Cu2+ і Zn2+ показав суттєві відмінності щодо їх впли-
ву. Так, вже за дії 10,0 мкМ сульфату міді посилилася фракція з 45 кД, а сублеталь-
на концентрація − зумовила появу нових фракцій з ММ 35 кД, та високомолекуляр-
них з ММ 272–320 кД (рис. 2). 

Дія іонів цинку на спектр множинних молекулярних форм пероксидази у F. hy-
grometrica дещо слабша. Лише 10,0–100,0 мкМ концентрації сульфату цинку спри-
чинили посилення експресивності низькомолекулярної фракції з ММ 66 кД, а та-
кож появу фракцій у діапазоні ММ 29–35 кД (рис. 2).

Рис. 1.	Електрофоретичний спектр кислих розчинних біл-
ків моху Funaria hygrometrica за дії різних концен-
трацій сульфату міді (1–4) та цинку (5–8): М – мар-
кер; 1, 5 – контроль; 2–4 (1,0–100,0  мкМ) Cu2+; 6–8 
(1,0–100,0  мкМ) Zn2+

Fig. 1.	 Electrophoretical spectrum of acid soluble proteins in 
the moss Funaria hygrometrica under action of cop-
per sulfate (1–4) and zinc sulfate (5–8) of different 
concentratios: M – marker; 1, 5 – control; 2–4 (1,0–
100,0  µМ) Cu2+; 6–8 (1,0–100,0  µМ) Zn2+
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ВМ cпричиняють у рослин відповідні зміни у захисній антиоксидантній системі, 
важливим компонентом якої є СОД. Антиоксиданти виконують сигнальні функції 
передачі інформації про стан рослини та забезпечують його потенційну здатність 
до захисту від стресових впливів. Відомо, що СОД інактивує супероксидні радикал-
аніони. Є літературні дані [6, 8–11], що активність СОД у рослин підвищувалась із 
збільшенням вмісту міді у поживному середовищі. У зв’язку з цим досліджували 
вплив різних концентрацій сульфату міді та цинку на ізоферментний склад СОД у 
моху Funaria hygrometrica. Виявлено, що різні концентрації міді в середовищі зу-
мовлюють значні зміни в балансі між ізоферментами СОД. Так, 1,0 мкМ концентра-
ція Cu2+ спричиняє появу фракції з ММ 132 кД. Зростання концентрації іонів мета-
лу у 10 разів cпричиняє появу фракції СОД з ММ 45 кД, а у 100 разів – ще й 272 та 
545 кД (рис. 3). 

Незначні зміни електрофоретичного спектру СОД виявлені у F. hygrometrica за 
дії 1,0–10,0 мкМ сульфату цинку, що пояснюється меншою його токсичністю, порів-
няно із сульфатом міді. Лише 100,0 мкМ концентрація Zn2+призвела до посилення 
фракції з ММ 66 кД, а також появи фракцій з ММ 30 та 35 кД (рис. 3). 

ВИСНОВОК

Отже, аналіз електрофоретичних спектрів кислих розчинних білків за дії су-
блетальних концентрацій іонів Cu2+ та Zn2+ показав здебільшого зміни експресив-
ності фракцій в низькомолекулярному діапазоні. Модифікація ізоферментного 
складу СОД та пероксидази свідчить про високу активність та чутливість АОС  
у F. hygrometrica до високих концентрацій цих важких металів. Причому, сульфат 
міді спричиняв істотніші зміни електрофоретичних спектрів кислих розчинних  

Рис. 2.	Електрофоретичний спектр пероксидази моху 
Funaria hygrometrica за дії різних концентрацій 
сульфату міді (2-4) та цинку (6-8): М – маркер; 1, 
5 – контроль; 2–4 (1,0–100,0  мкМ) Cu2+; 6–8 (1,0–
100,0  мкМ) Zn2+

Fig. 2.	 Electrophoretical spectrum of peroxidase in the 
moss Funaria hygrometrica under action of copper 
sulfate (1–4) and zinc sulfate (5–8) of different con-
centratios: M − marker; 1, 5 – control; 2–4 (1,0–
100,0  µМ) Cu2+; 6–8 (1,0–100,0  µМ) Zn2+

Рис. 3.	Електрофоретичний спектр супероксиддисмута-
зи моху Funaria hygrometrica за дії різних концен-
трацій сульфату міді (2–4) та цинку (6–8): М – 
маркер; 1, 5 – контроль; 2–4 (1,0–100,0  мкМ) 
Cu2+; 6–8 (1,0–100,0  мкМ) Zn2+

Fig. 3.	 Electrophoretical spectrum of superoxide dismutase 
in the moss Funaria hygrometrica under action of 
copper sulfate (1–4) and zinc sulfate (5–8) of differ-
ent concentratios: M − marker; 1, 5 – control; 2–4 
(1,0–100,0  μМ) Cu2+; 6–8 (1,0–100,0  μМ) Zn2+
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білків і множинних молекулярних форм ферментів. Як показали наші дослідження, 
такі зміни значною мірою залежать від сили впливу та стійкості мохової рослини до 
стресових факторів. 

На підставі проведених досліджень можна стверджувати, що підвищення ак-
тивності СОД та пероксидази [3], а також модифікація ізоферментного спектру є 
ефективним антиоксидантним механізмом, що гальмує ПОЛ і попереджає патоло-
гічні зміни у клітинах моху F. hygrometrica в умовах токсичного впливу ВМ.
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THE ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF SPECTRA OF ACID SOLUBLE 
PROTEINS AND ANTIOXIDANT ENZYMES OF MOSES UNDER THE INFLUENCE 
OF HEAVY METALS

O. L. Baik
Institute of Ecology of the Carpathians, NAS of Ukraine, 11, Stefanik St., Lviv 79000, Ukraine

е-mail: morphogenesis@mail.lviv.ua 

The changes of electrophoretic spectra of acid soluble proteins and multiple mo-
lecular forms of superoxide dismutase and peroxidase have been analysed in the moss 
Funaria hygrometrica Hedw. grown in media with different concentrations of copper 
sulfate and zinc sulfate from 1,0 to 100,0 µМ. It was shown that only subletal concentra-
tions of Cu2+ and Zn2+ caused considerable quantitative and qualitative changes of the 
fractions of the acid soluble proteins and multiple molecular forms of the enzymes. It 
was established that the influence of Cu2+ ions on the electrophoretic mobility and ex-
pressivity was higher then that of Zn2+ ions. It can be explained through higher toxicity 
of the former than that of latter.

Key words:	 mosses, heavy metals, the electrophoretic analysis of spectra of acid 
soluble proteins and multiple molecular forms of enzymes, superox-
ide dismutase, peroxidase.

ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ СПЕКТРОВ КИСЛЫХ РАСТВОРИМЫХ 
БЕЛКОВ И АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ МХОВ ПОД ДЕЙСТВИЕМ 
ИОНОВ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ

О. Л. Баик
Институт экологии Карпат НАН Украины, ул. Стефаника, 11, Львов 79000. Украина

е-mail: morphogenesis@mail.lviv.ua 

Анализировали изменения электрофоретического спектра кислых раствори-
мых белков и множественных молекулярных форм супероксиддисмутазы и перок-
сидазы мха Funaria hygrometrica Hedw. под действием различных концентраций 
(1,0–100,0 мкМ) сульфата меди и цинка. Показано, что только сублетальные кон-
центрации ионов Cu2+ и Zn2+ вызывают существенные количественные и качест-
венные изменения фракций кислых растворимых белков и множественных моле-
кулярных форм ферментов. Установлено более существенное влияние ионов Cu2+ 
на подвижность и экспрессивность электрофоретических фракций, что объясняет-
ся их высшей токсичностью по сравнению с ионами Zn2+.

Ключевые слова:	 мхи, тяжелые металлы, электрофоретический спектр 
кислых растворимых белков и множественных молекуляр
ных форм ферментов, пероксидаза, супероксиддисмутаза.


