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На селективной среде с добавлением токсических концентраций оксианио�
нов вольфрама получены устойчивые клеточные линии сои сорта Киевская�
27. Отобранные клоны демонстрируют устойчивость более пяти лет. Иссле�
довали рост W�устойчивых линий на различных селективных средах: с оксиа�
нионами вольфрама или ванадия и хлоратом калия. В условиях действия лю�
бого стрессового фактора данные линии сохраняли нормальный рост. Рост
клонов на селективных средах, содержащих только нитратную форму азота,
может указывать на отбор нового типа нитратредуктазы.
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Введение. Проблема стресса и устойчивости по причине своей фун&
даментальности, многоуровневости и динамичности постоянно

будет объектом пристального внимания и изучения. Возрастающий
интерес к данной проблеме, к сожалению, не уменьшает количества
неоднозначных определений и трактовок одного и того же феномена.
Так, термином “устойчивость” называют и толерантность (переноси&
мость) и резистентность (сопротивляемость), хотя уже по определе&
нию очевидна нетождественность указанных событий. Чёткое разгра&
ничение этих понятий, характеристика их особенностей позволит уточ&
нить и ускорить процесс получения устойчивых форм. Что является
неоспоримым показателем устойчивости? По нашему мнению – это
стабильное (пусть и специализированное) функционирование биообъ&
екта, метаболизм в условиях действия стрессового фактора, следстви&
ем чего всегда будет рост, увеличение биомассы, развитие организ&
ма. Интенсивность метаболизма в любом случае в наибольшей степе&
ни определяется активностью ферментов синтеза. Особенно это акту&
ально в условиях стресса, ингибирующего или даже полностью инак&
тивирующего ферменты.
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Особой реакцией на стрессовое
воздействие отличается нитратре&
дуктаза (НР) (К.Ф.1.6.6.1) – “первое
звено” в цепочке метаболизма азота,
– катализирующая двухэлектронное
восстановление нитрата в нитрит. НР
представляет собой ферментный ком&
плекс, состоящий из двух частей – ди&
афоразной и редуктазной [1]. Эти со&
ставляющие фермента существенно
различаются по характеру стресс&чув&
ствительности [1]. Диафоразная часть
– термолабильна, ингибируется реа&
гентами на сульфгидрильные группы.
Терминальная часть, напротив, замет&
но устойчива к повышению температу&
ры. Однако последняя сильно угнета&
ется (вплоть до структурного разруше&
ния) при осмотических стрессах, при
воздействии ионов тяжелых металлов.
Очевидно, что ингибирование НР бу&
дет существенно отражаться на интег&
ральном росте, развитии и продуктив&
ности растения. С другой стороны ак&
тивность фермента в условиях стрес&
са обеспечит устойчивость организма.

В естественных условиях известны
примеры организмов с устойчивыми
формами нитратредуктаз. Это бакте&
рии или низшие грибы. Так НР солето&
лерантных дрожжей Rhodotorula
glutinis сохраняла 100 % активность
при воздействии 1mM вольфрамата
[2]. В другой публикации указывается,
что НР галоалкалофильной денитри&
фицирующей бактерии Halomonas sp.
штамм AGJ1–3 характеризовалась вы&
соким температурным оптимумом
(70 °С), повышенной термостабильно&
стью и низкой субстратной специфич&
ностью [3]. Отличались исключитель&
ной термоустойчивостью и не содер&
жащие молибденового кофактора
нитратредуктазы, выделенные из ва&
надат&восстанавливающей бактерии
Pseudomonas isachenkovii [4].

Обращает внимание, что все изу&
чавшиеся нитратредуктазы характери&
зуются несколькими общими свой&
ствами. Во&первых, они выделены из
устойчивых к абиотическим стрессам
организмов и активны в стрессовых
условиях. Во&вторых, НР – азы отлича&
ются особой реакцией на воздействие
ионов вольфрама и ванадия.

Установлено, что ионы ванадата и
вольфрамата существенно ингибиру&
ют активность обычных НР. При этом
ион (W(VI)) выступает как токсичный
аналог иона молибдена в молибдено&
вом кофакторе фермента, замещая
необходимый ион в составе молекулы.
Вольфрамовые аналоги Mo&фермен&
тов, как правило, не активны, за исклю&
чением формиатдегидрогеназы у не&
которых анаэробных микроорганиз&
мов [1]. Конкуренция вольфрам – мо&
либден была использована для успеш&
ного отбора мутантных форм организ&
мов, у которых нитратредуктазная ак&
тивность проявляется и в присутствии
вольфраматов. Так, Сингх с соавтора&
ми получили мутантные штаммы циа&
нобактерии Nostoc muscorum с таки&
ми характеристиками НР [5]. Экспери&
ментально были получены формы
фермента, сходные с наблюдающими&
ся в природе. Однако во всех случаях
эти события касались одноклеточных
организмов.

Нами была высказана гипотеза о
возможности экспериментального по&
лучения высших растений с изменен&
ными характеристиками НР. Ранее ме&
тодами клеточной селекции нами были
получены растения табака, нитратре&
дуктаза которых не требовала актива&
ции коферментами при стрессе [6].
Далее в наших экспериментах были
отобраны клеточные линии табака и
сои, устойчивые к ионам вольфрама&
та [7]. Уровень устойчивости клеточ&
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ных культур обычно оценивают по при&
росту их биомассы [8]. В данном слу&
чае рост напрямую зависит от актив&
ности НР (смотри материалы и мето&
ды).

Устойчивые к вольфрамат&аниону
клеточные линии сои в настоящее вре&
мя культивируются (и сохраняют рост)
уже более пяти лет.

Материалы и методы
Устойчивые клеточные линии сор&

та Киевская&27 были отобраны с помо&
щью стандартной процедуры “плей&
тинга” на селективной среде, содер&
жащей токсичные для клеточных куль&
тур сои (Glycine max L., Merr.) концен&
трации вольфрамат&аниона (в соста&
ве вольфрамата натрия). Эти клеточ&
ные варианты постоянно культивиро&
вали на модифицированной питатель&
ной среде В5 Гамборга с селективной
добавкой (1 мМ W(VI)). Модификации
оригинального состава заключались в
полном исключении аммиачной фор&
мы азота и молибдата натрия. Для
оценки ростовых параметров W&устой&
чивых клеточных линий каллусную
массу культивировали на альтернатив&
ных средах: контрольная КГ&1 – моди&
фицированная среда В5 Гамборга; се&
лективные среды (1W и 1V) – среда КГ&
1 с токсичными добавками 1мМ ионов
вольфрама или ванадия соответствен&
но. (Поскольку мутантный W – резис&
тентный штамм Nostoc muscorum про&
являл устойчивость и к ионам вана&
дия).

Для проверки стабильности актив&
ности НР использовали селективные
среды с добавками хлората калия
KClO3 и KClO3&м. Первая среда содер&
жала 20 мМ хлората калия и гидроли&
зат казеина в качестве источника азо&
та. Среда KClO3&м отличалась от пре&
дыдущей нитратной формой азота.

Количественное содержание азота во
второй среде с хлоратом калия соот&
ветствовало его количеству в среде
КГ&1.

Жизнеспособность клеток опреде&
ляли, используя общепринятый пока&
затель относительного прироста био&
массы (Δm): Δm=(mк&mи)/mи; где mи –
масса каллуса в начале пассажа; mк –
масса каллуса в конце пассажа.

Экстракцию белка проводили в 50
мМ имидазол&HCl буфере для экстрак&
ции (pH 6,5), объёмом 5мл, который
содержал 2 мМ PVP, 2 мМ PMSF, 10 мМ
меркаптоэтанола, 0,5 мкл тритона
Х&100. Экстракционную смесь центри&
фугировали 20 минут при 3000 g. Ото&
бранный супернатант ещё дважды
центрифугировали при 12 000 g. 1 мл
протеинового экстракта осаждали и
высушивали. Осадок ресуспендирова&
ли в 50 мМ трис&HCl буфере (pH 7,5) и
определяли содержание белка по ме&
тоду Брэдфорда [9].

Эксперимент проводили в троек&
ратной биологической повторности.
Степень чистоты использованных ре&
активов была не ниже х.ч.

Результаты и обсуждение
На селективной среде с вольфра&

мат&анионом получены устойчивые
клеточные линии сои. В течение всего
срока культивирования (более пяти
лет) в таких стрессовых условиях кло&
ны отличались характерными морфо&
логическими особенностями: каллус&
ная масса состояла из отдельных дис&
кретных округлых клеточных класте&
ров. Ранее эта особенность отмеча&
лась нами для других W&устойчивых
линий сои [7]. После двух&трех пасса&
жей (продолжительность отдельного
пассажа 30–35 дней) клонов на исход&
ной селективной среде линии перено&
сили на контрольную среду и среду,
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содержащую альтернативный стрес&
сор – ванадат&анион. W&устойчивые
клеточные линии сохраняли рост при
любом произвольном чередовании
культуральных сред. При этом продол&
жительность культивирования в норме
или на стрессовом фоне не имела зна&
чения. Признак устойчивости у клеточ&
ных линий проявлялся и после двух&
летнего культивирования в отсутствии
стрессора. Достоверным показателем
устойчивости является относительный
прирост биомассы – Δm (табл. 1, А).
Видно, что клетки, культивированные
на селективных средах с вольфрама&
том и ванадатом не испытывают
стресса, поскольку Δm в этом случае
превышает этот параметр в норме
(контрольная среда КГ&1).

Сингх с соавторами отмечали ра&
нее, что вольфрам&устойчивый штамм
Nostoc muscorum нуждался в добавле&
нии ванадия к среде культивирования
[10]. Н.П. Львов с соавторами описы&
вали особенности жизнедеятельности

ванадат&редуцирующих микроорга&
низмов и характеристику их нитратре&
дуктазы [4]. В публикации отмечено,
что после исчерпания нитратов у ис&
следуемых микроорганизмов субстра&
том для НР выступает ванадат. С. Ава&
зери с соавторами также связывают
устойчивость штамма E. coli к анионам
теллуриту и селенату с появлением у
нитратредуктазы бактерии новых
свойств – восстановления этих эле&
ментов [11].

В табл. 2 представлена динамика
накопления суммарного белка в тече&
ние одного пассажа у вольфрам&ус&
тойчивой клеточной линии при культи&
вировании на селективных средах с
токсическими концентрациями ионов
вольфрама и ванадия. Приведенные
результаты отражают различный ха&
рактер функционирования клеток, по&
скольку стрессовое ингибирование
роста отсутствует (см. выше). Актив&
ная жизнедеятельность клеток при ро&
сте каллуса на среде с добавкой воль&

Таблица 1. Относительный прирост биомассы каллуса вольфрам&устойчивых клеточных
линий сои при культивировании на различных средах

Культуральные среды
А БЛиния

КГ-1 1W 1V KClO3 KClO3-м
КС-27 №3 0,28±0,08 0,82±0,12 0,75±0,35 2,96±1,11 0,58±0,08
КС-27 №5 0,62±0,04 0,99±0,05 0,58±0,19 1,71±0,01 1,21±0,71

Примечания: А – культуральные среды: КГ&1 – контроль; 1W – КГ&1+1mM W6+; 1V – КГ&1+1mM V5+. Б –
культуральные среды: KClO3 – КГ&1+20 mM KClO3+2,0 г гидролизата казеина; KClO3&м – КГ&1+20 mM
KClO3+1,6 г KNO3.

Таблица 2. Динамика накопления суммарного белка (мг/г сырой массы) у W&устойчивой
линии сои сорта Киевская&27 при культивировании на селективных средах с ионами воль&
фрама или ванадия

Дни
Среды

7 дней 14 дней 30 дней
В5 + W+6 6,50±0,27 8,87±0,11 5,10±0,21
В5 + V+5 2,50±0,14 7,40±0,14 10,30±0,23

Примечание: данные в таблице средние из трех биологических и трех аналитических повторностей.
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фрамат&аниона (1–14 день), отражает&
ся в увеличении содержания белка.
Снижение содержания белка в био&
массе каллуса в конце пассажа впол&
не вероятно является следствием двух
событий, обычно происходящего ис&
тощения ресурсов и старения культу&
ры. В то же время стабильный рост
количества общего белка в клетках при
культивировании на среде с добавкой
иона ванадия может свидетельство&
вать в пользу увеличения активности
метаболизма с возрастом культуры.
Эффективность обмена в клетке так&
же повышается, поскольку обязатель&
ное истощение питательной среды
(исчерпание нитратов) не сказывалось
на биосинтезе. Таким образом стано&
вится очевидным, что рост вольфрам&
устойчивых клеточных линий на селек&
тивных средах с различными оксиани&
онами (W6+ и V5+) обеспечивается за
счет реализации различных механиз&
мов устойчивости.

На первый план выдвигается фено&
мен устойчивости нитратредуктазы.
Цитируемые ранее в настоящей статье
авторы устойчивость НР к ионам воль&
фрама и ванадия объясняли появлени&
ем новых форм диссимиляторных НР,
отличающихся уникальными характе&
ристиками [4, 5]. Однако названые ис&
следователи не оценивали стабиль&
ность НР в условиях действия “абсо&
лютного” стрессора – хлората калия
(KСlO3). Известно, что бертолетова
соль (хлорат калия) – это химическое
соединение, с помощью которого от&
бирают растительные формы, дефект&
ные по нитратредуктазе [12,13]. Авто&
ры (эти и многие другие) указывают на
отсутствие нитрат&редуцирующих
свойств у таких растений и клеточных
линий и гибель нормальных в присут&
ствии KСlO3. В наших экспериментах
клеточные культуры сои дикого типа

также погибали на среде с хлоратом
калия.

Для определения устойчивости
нитратредуктазы клеточные линии,
отобранные на средах с вольфрама&
том и растущие в присутствии W6+ или
V5+, пассировали на средах с хлоратом
калия (20 mM) и различной формой
азота (аммиачная – среда KСlO3 и нит&
ратная – KСlO3&м). Такая концентрация
KСlO3 используется во многих экспе&
риментах для отбора дефектных по НР
форм [13–15]. В табл. 1, Б приводятся
данные относительного прироста био&
массы каллуса. Если рост каллуса на
селективной среде KСlO3 еще можно
объяснить за счет потребления амми&
ачной формы азота, то жизнеспособ&
ность клеток, культивируемых на сре&
де KСlO3&м, обеспечивается за счет
функционирования нитратредуктазы.

Поскольку, как было указано ранее,
источником азота в средах была ис&
ключительно его нитратная форма,
можно предположить, что устойчи&
вость клеточных линий сопряжена с
устойчивостью нитратредуктазы.

Выводы
Показано, что на селективной сре&

де с ионами вольфрама можно отби&
рать клеточные линии сои, устойчивые
к анионам (VO3

&; ClO3
&), вызывающим

гибель культур дикого типа. Посколь&
ку потребление азота (редукция нит&
ратов) происходит на фоне действия
ионов – ингибиторов нитратредукта&
зы, можно говорить об отборе новой
формы (стабильной) этого фермента.
Резистентность клеточных линий со&
пряжена со стресс – устойчивостью
нитратредуктазы.
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ОСОБЛИВОСТІ РОСТУ КЛІТИННИХ ЛІНІЙ
СОЇ НА СЕЛЕКТИВНИХ СЕРЕДОВИЩАХ,
ЩО МІСТЯТЬ ІОНИ –
ІНГІБІТОРИ НІТРАТРЕДУКТАЗИ

Л.Е. Сергеєва, С.І. Михальска,
О.М. Тищенко

Інститут фізіології рослин і генетики НАН
України,
Україна, 03022, м. Київ, Васильківська, 31/
17
e&mail: plant@ifrg.freenet.kiev.ua

На селективному середовищі, яке містило
токсичні концентрації оксианіонів вольф&
раму отримано стійкі клітинні лінії сої сор&
ту Київська – 27. Відібрані клони демонст&
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Особенности роста клеточных линий сои, отобранных на селективных средах...

рують стійкість більше п’яти років. Дослід&
жували ріст W&стійких ліній на різних селек&
тивних середовищах: з оксианіонами воль&
фраму або ванадію та з хлоратом калію. За
умови дії будь&якого стресового чинника
дані лінії зберігали нормальний ріст. Ріст
клонів на селективних середовищах, які
містять тільки нітратну форму азоту, може
вказувати на відбір нового типу нітратре&
дуктази.

Ключові слова: соя, вольфрамат�, ванадат�
аніони, хлорат калію, стійкість, нітратре�
дуктаза

GROWTH PECULARITIES OF SOYBEAN
CELL LINES ON CULTURAL MEDIA WITH
IONS – INHIBITORS OF NITRATE
REDUCTASE

L.E. Sergeeva, S.I. Mikhalskaya,
E.N. Tishchenko

Institute of Plant Physyology ond Genetics,
National Academy of Sciences of Ukraine
Ukraine, 03022, Kyiv, Vasylkivska St., 31/17
e&mail: plant@ifrg.freenet.kiev.ua

On the selective medium with toxic con&
centration of tungstate oxyanions the resis&
tant cell lines of soybean cv.Kievskaya&27
were obtained. The selected clones demo&
nstrate their resistance more than five years.
It was investigated the growth of W&resistant
lines during their cultivations on various
selective media: with the addition of tung&
stane or vanadium oxyanios and potassium
chlorate. These lines retained the normal
growth under stress pressure of any agent.
The clones proliferation on selective media
with only nitrate form of the nitrogen is a
possible mark of the selection of the new type
of the nitrate reductase.

Key words: soybean, tungstate �, vanadium
– oxyanions, potassium chlorate, resistance,
nitrate reductase.


