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водних і наземних рослин Sium latifolium та Alisma plantago-aquatica. — Укр. ботан. журн. – 2015. – 
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Досліджена активність тіоредоксину (ТР), гістон ацетилтрансферази (ГАТ) і гістон 
деацетилази (ГДА) у рослин Sium latifolium L. i Alisma plantago-aquatica L. З'ясовано, що в листках 
повітряно-водних рослин S. latifolium, які ростуть у воді, активність ТР, ГАТ і ГДА в середньому 
була нижча, ніж у наземних рослин цього ж виду в прибережній зоні. Виявлений взаємозв’язок 
між активністю ГДА та вмістом активних форм кисню (АФК) у листках повітряно-водних і 
наземних рослин A.  plantago-aquatica. Припускається, що ГДА опосередковано бере участь у 
підтриманні в клітинах певного про-антиоксидантного рівня для контролю за накопиченням 
там токсичних продуктів АФК, особливо в умовах стресу.

К л ю ч о в і   с л о в а: тіоредоксин, гістон ацетилтрансфераза, гістон деацетилаза, активні форми 
кислороду, Sium latifolium, Alisma plantago-aquatica.
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Вступ

Важливе значення в адаптації та стрес-реакції рос­
лин належить тіоредоксину (ТР), а також процесам 
ацетилювання та деацетилювання ядерних гісто­
нів за допомогою гістон ацетилтрансферази (ГАТ) 
і гістон деацетилази (ГДА) відповідно (Chen et al., 
2010b; Meyer et al., 2012). 

ТР (КФ 1.8.4.8)  — це сімейство низькомолеку­
лярних поліфункціональних редокс протеїнів, що 
мають у своїй структурі активну дитіол/дисульфід­
ну ділянку і володіють оксидоредуктазною й анти­
оксидантою активністю.

ТР виявлені майже в усіх відомих організмів і є 
необхідними для клітинного метаболізму (Meyer 
et al., 2012; Couturier et al., 2013). Вважається, що 
ТР — одні з ключових білків у регуляції розвитку 
оксидативного стресу та стійкості рослин до різних 
впливів (Santos, Rey, 2006; Bigelow, Squier, 2011). 
Відомо, що ТР, Н
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2
 та пероксиредоксин (ПР) у 

стресовій ситуації можуть створювати в клітинах 
Н

2
О

2
 — ПР — ТР — сенсорно-трансдукторну сиг­

нальну систему (Dietz, 2008; Жадько, 2014).
ГАТ (Histone acetyltransferases, HAT, КФ 

2.3.1.48)  — це ферменти, які ацетилюють залиш­
ки лізину в «хвостах» ядерних гістонів нуклеосом. 
У результаті цього змінюється структура хромати­
ну, і «закрита» ДНК стає доступною для ферментів 

транскрипції РНК, що зумовлює збільшення екс­
пресії генів (Chen, Tiana, 2007).

ГДА (Histone deacetylases, HDAC, К. Ф. 
3.5.1.98) — ферменти, які, навпаки, відокремлюють 
ацетильні групи з ядерних гістонів, унаслідок чого 
збільшується упаковка ДНК і відповідно зменшує­
ться її доступність для транскрипційних факторів, 
що призводить до транскрипційної репресії (Chen, 
Tiana, 2007).

Ацетилювання та деацетилювання ядерних гіс­
тонів за допомогою ГАТ і ГДА створює в клітинах 
певні динамічні зміни з глобальною регуляцією 
експресії генів, яка відповідає різним фізіологіч­
ним станам рослин і контролює їхню стрес-ре­
акцію (Chen, Tiana, 2007; Boyko, Kovalchuk, 2008; 
Chen et al., 2010a).

На підставі вищевикладеного ми припускаємо, 
що ТР, ГАТ і ГДА також мають важливе значен­
ня у процесах росту та розвитку повітряно-вод­
них і наземних рослин одного й того самого виду, 
zrsзростають в умовах різного водного забезпечен­
ня.

Метою досліджень було вивчення активності ТР, 
ГАТ і ГДА в листках повітряно-водних і наземних 
рослин Sium latifolium (Apiaceae), які зростали у від­
повідних природних умовах, а також з'ясування 
взаємозв'язку між активністю ГДА та вмістом 
активних форм кисню (АФК) у листках Alisma 
plantago-aquatica (Alismataceae) в нормі та за розвит-
ку гострого ПЕГ-індукованого осмотичного стресу.
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Об'єкти та методи досліджень

Досліджували листя повітряно-водних і наземних 
рослин S.  latifolium та A.  plantago-aquatica, які, 
відповідно, зростали у воді та прибережній зоні 
на р.  Псел поблизу смт Велика Багачка Пол­
тавської обл. Рослини викопували з ґрунтом і до­
правляли в лабораторію для подальшого вивчення.

Осмотичний стрес спричинювали занурен­
ням листя в 25 % розчин поліетиленгліколю -6000 
(ПЕГ) на 3—5 год, після чого одразу визначали ак­
тивність ТР, ГАТ і ГДА й інтенсивність спонтанної 
хемілюмінесценції (СХЛ)  — як показника рівня 
вмісту АФК у живих, нативних, клітинах.

Для отримання супернатанту наважку лис­
тя швидко гомогенізували в охолоджених ступ­
ках з охолодженим розчином, що містив 50  мМ 
Na

2
HPO

4
/KH

2
PO

4
 (рН  7,0), 0,8  % тритон Х-100 і 

1 % полівінілпіролідону. Відтак гомогенат центри­
фугували при 17 тис. g протягом 17 хв і в отримано­
му супернатанті відразу встановлювали активність 
ТР, ГАТ і ГДА. Всі операції проводили за темпера­
тури +4° С.

Активність ТР визначали мікрометодом, засно­
ваним на відновленні інсуліну (Kumar, Holmgren, 
1999; Жадько, 2014). 

Активність ГAT встановлювали згідно з прото
колом набору для аналізу (Catalog # K332-100, HAT 
Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, http://
www.biovision.com) з певною модифікацією. При 
цьому використовували 90 мкг білка клітинного 
гомогенату й інкубували реакційну суміш протя­
гом 5—6 год, після чого до 108 мкл пофарбованого 
зразка додавали 142 мкл води, щоб довести загаль­
ний об'єм до 250 мкл. Відтак вимірювали оптичну 
густину спектрофотометром СФ-2000 за 440  нм. 
Активність ГАТ визначали у відносних одиницях 
оптичної густини на мкг білка.

Активність ГДА встановлювали згідно з про
токолом набору для аналізу (Catalog # K331-100, 
Colorimetric HDAC Activity Assay Kit, BioVision, 
http://www.biovision.com) також з певною модифі­
кацією: використовували 270 мкг білка клітинного 
гомогенату; інкубували 3 год, відтак до 110 мкл по­
фарбованого зразка додавали 140 мкл води (разом 
250 мкл) і вимірювали оптичну густину на СФ-2000 
за 405 нм. Активність ГДА визначали у відносних 
одиницях оптичної густини на мкг білка.

Роль ГДА в регуляції вмісту АФК вивчали за до­
помогою інгібіторного аналізу із застосуванням 
трихостатину А (ТСА). Для цього 2000 мг листя за­

нурювали на 1 год в 5 мкмоль розчину ТСА. Піс-
ля цього в однієї частини листя (близько 1000 мг) 
відразу визначали активність ТР, ГАТ, ГДА й інтен­
сивність СХЛ. Іншу частину листя також одразу, в 
присутності ТСА, вміщували в 25  % розчин ПЕГ, 
надалі як ТСА + ПЕГ, і через 3—5 год встановлюва­
ли активність ТР, ГАТ і ГДА.

Інтенсивність СХЛ визначали на підставі дослі­
дів (Жадько, 2012). Досліджувані нативні листки 
швидко відрізали від рослин і вміщували в кювету 
та спеціальну камеру до хемілюмінометра ХЛМЦ-
01. За 20 хв, після «ефекту висвічування хлорофі­
лу», вимірювали інтенсивність СХЛ, яку визначали 
в імп/сек/гр сирої ваги листя.

Вміст білка встановлювали за методом Бредфор­
да (Bradford, 1976). Повторюваність експеримен­
тів — три—п'ятиразова. Отримані дані опрацьову­
вали статистично (Плохинский, 1970). На рисун­
ках наведені середні значення та їхні стандартні 
похибки/відхилення. Достовірність відмінностей 
оцінювали за t-критерієм Стьюдента. Дані оброб­
ляли за допомогою програми «Microsoft Excel». Об­
говорюються ефекти, достовірні за P ≤ 0,05. 

Результати досліджень та їх обговорення

У нормі в листках повітряно-водних рослин 
S. latifolium, що зростали у воді, активність ТР, ГАТ 
і ГДА в середньому була такою: 225—235 пікомоль/
мг білка, 12—17 і 22—26 ум. од./мкг білка відповід­
но. Тоді як у листках наземних рослин, які росли в 
прибережній зоні, активність ТР, ГАТ і ГДА вияви­
лася достовірно вищою в середньому на 19—24 % 
(рисунки 1—3).

У наступній серії експериментів ми досліджу­
вали роль ГДА в регуляції вмісту АФК у листках 
повітряно-водних і наземних рослин A.  plantago-
aquatica в нормі та за розвитку гострого осмотич­
ного стресу. Під впливом інгібітора ТСА в нормі у 
повітряно-водних і наземних рослин певною мі­
рою збільшувалась інтенсивність СХЛ стосовно 
контролю (рис.  4). Більш виражене підвищення 
СХЛ спостерігалося, коли в цих рослин перед дією 
ПЕГ активність ГДА інгібували за допомогою ТСА 
(рис. 4).

Отримані дані свідчать, що в листках повітря­
но-водних рослин S. latifolium, які зростають у воді, 
активність ТР, ГАТ і ГДА в середньому була ниж­
чою, ніж у наземних рослин у прибережній зоні. 
Встановлено також, що ГДА прямо або опосеред­
ковано бере участь у регуляції вмісту АФК у нормі 
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й особливо за розвитку гострого осмотичного стре­
су в листках повітряно-водних і наземних рослин 
A. plantago-aquatica (рисунки 1—4). 

Нижчий рівень активності ТР, ГАТ і ГДА в лист­
ках повітряно-водних рослин S. latifolium насампе­
ред можна пояснити особливістю їхнього метабо­
лізму, фізіологічним станом і різними умовами во­
дозабезпечення (рисунки 1—3). Відомо, що рівень 
активності ТР (Meyer et al., 2012), ГАТ і ГДА (Chen, 

Tiana, 2007; Zhang, 2008) відповідає певному фізіо­
логічному стану рослин і має органно-, тканинно- і 
видоспецифічність.

Виявлений ​​взаємозв'язок між активністю 
ГДА і вмістом АФК у листках повітряно-водних і 
наземних рослин A. plantago-aquatica характерний і 
для клітин тварин. Зокрема, S. Sun зі співавторами 
(Sun et al., 2014) за допомогою інгібіторного ана­
лізу з використанням ТСА показали взаємозв'язок 
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Рис.  1. Зміни активності тіоре­
доксину (ТР) у листках повітря­
но-водних (ПВ) і наземних (Н) 
рослин Sium latifolium

Fig.  1. Changes of the thioredoxin 
(TR) activity in leaves of aerial-
aquatic (AA) and terrestrial (T) 
plants of Sium latifolium
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Рис.  2. Зміни активності гістон аце­
тилтрансферази (ГАТ) (% до контро­
лю) у листках повітряно-водних (ПВ) 
і наземних (Н) рослин Sium latifolium

Fig.  2. Changes of the histone acetyl­
transferase (HAT) activity (% to control) 
in leaves of aerial-aquatic (AA) and ter­
restrial (T) plants of Sium latifolium

Рис.  3. Зміни активності гістон де­
ацетилази (ГДА) (% до контролю) у 
листках повітряно-водних (ПВ) і на­
земних (Н) рослин Sium latifolium

Fig. 3. Changes of the histone deacetylase 
(HDAC) activity (% to control) in leaves 
of aerial-aquatic (AA) and terrestrial (T) 
plants of Sium latifolium

Рис. 4. Інтенсивність спонтанної хемілю­
мінесценції (СХЛ) (імп/сек/гр сирої ваги) 
листя повітряно-водних (А) і наземних 
(Б) рослин A. plantago-aquatica за дії ПЕГ, 
ТСА, ТСА + ПЕГ. К — контроль

Fig.  4. Spontaneous chemiluminescence 
(SChL) intensity (impulse/sec/gram raw 
weight) in leaves of aerial-aquatic (A) and ter­
restrial (Б) plants of Alisma plantago-aquatica 
under polyethylene glycol (PEG), tricho­
statin A (TSA) and TSA+PEG. C — control
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між ГДА і вмістом АФК, але дослідники не обгово­
рювали механізм такої взаємодії. 

Пряма участь ГДА в регуляції вмісту АФК навряд 
чи можлива, оскільки ГДА не володіє відновним 
потенціалом, характерним для антиоксидантних 
ферментів. Однак ГДА може брати активну участь 
у регуляції опосередковано, через зміни в деацети­
люванні гістонів із відповідними змінами в експре­
сії генів, які відповідають за зниження продукції 
АФК і збільшення антиоксидантної активності. 
При цьому ГДА може брати участь у підтриманні 
певного про-антиоксидантного рівня, щоб запо­
бігти надмірному накопиченню в клітинах токсич­
них продуктів АФК і блокувати розвиток оксида­
тивної деструкції, особливо в разі стресів.

У рослин є чимало різних ізоформ ГДА і ГАТ, 
отож слід враховувати, які саме з цих ізоформ мо­
жуть бути задіяні в стрес-реакції. Адже кожна з 
них бере участь у деацетилюванні й ацетилюванні 
певних залишків лізинів у гістонах, що визначає 
експресію або репресію конкретних генів (Chen, 
Tiana, 2007; Chinnusamy, Zhu, 2009). 

Відомо, що поряд з інгібуванням ГДА за допомо­
гою ТСА з часом також відбувається гіперацетилю­
вання гістонів. Це слід враховувати в інтерпретації 
даних у випадках застосування інгібітору ТСА.

Слід зазначити більш виражену реакцію СХЛ у 
повітряно-водних рослин A.  plantago-aquatica під 
дією ПЕГ і ТСА + ПЕГ (рис. 4). Повітряно-водні 
рослини, шо зростають у воді, можуть бути менш 
адаптованими до дегідратації (Кордюм и др., 2003) 
і тому вони гостріше реагують на дію осмотика, ви­
являючи більш виражену ранню реакцію в змінах 
про-антиоксидатного стану. Наземні рослини, які 
пристосованіші до дефіциту вологи та коливань ії 
показників у зовнішньому середовищі, меншою 
мірою відповідають змінами інтенсивності СХЛ, 
особливо на вплив осмотиків, зокрема ПЕГ. Рані­
ше ми встановили, що в листках повітряно-водних 
рослин A.  plantago-aquatica, які мають нижчий рі­
вень антиоксидантної активності, більше зроста­
ють вміст Н
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 й активність антиоксидантних 

ферментів аскорбат пероксидази і каталази, ніж у 
наземних під впливом ПЕГ (Жадько и др., 2011). 
Відомо, що рослини з вищим рівнем антиокси­
дантної активності можуть відповідати на один і 
той самий стрес меншою амплітудою пероксида­
ції (Колупаев, Карпец, 2010). Також показано, що 
рослини A.  plantago-aquatica, які зростають у воді 

(повітряно-водні), і на суходолі (наземні), мають 
різні рівні антиоксидантної активності, інтенсив­
ності пероксидації та водного потенціалу (Жадько 
и др., 2011). 

Висновки

1. У листках повітряно-водних рослин S. latifolium, 
що зростають у воді, активність ТР, ГАТ і ГДА в се­
редньому нижча, ніж у наземних рослин у прибе­
режній зоні. Це можна пояснити особливістю їх­
нього метаболізму, фізіологічним станом і різними 
умовами водозабезпечення. 

2. Виявлено ​​взаємозв'язок між активністю 
ГДА і вмістом АФК у листках повітряно-водних і 
наземних рослин A.  plantago-aquatica. З цього ви­
пливає, що ГДА бере участь у підтриманні в кліти­
нах певного про-антиоксидантного рівня для кон­
тролю за накопиченням там токсичних продуктів 
АФК, щоб запобігти розвитку оксидативної дест­
рукції, особливо в разі стресу.
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Жадько С.И. Активность тиоредоксина, гистон 
ацетилтрансферазы и деацетилазы в листьях воздушно-
водных и суходольных растений Sium latifolium и Alisma 
plantago-aquatica. – Укр. ботан. журн. – 2015. – 72(1): 
74—78.

Институт ботаники имени Н.Г. Холодного НАН 
Украины, г. Киев

Исследована активность тиоредоксина (ТР), гистон 
ацетилтрансферазы (ГАТ) и гистон деацетилазы (ГДА) 
у растений Sium latifolium и Alisma plantago-aquatica. 
Установлено, что в листьях воздушно-водных растений 
S. latifolium, растущих в воде, активность ТР, ГАТ и ГДА 
была в среднем ниже, чем у суходольных растений этого 
же вида в прибрежной зоне. Выявлена взаимосвязь меж­
ду активностью ГДА и содержанием активных форм кис­
лорода (АФК) в листьях воздушно-водных и суходоль­
ных растений A.  plantago-aquatica. Предполагается, что 
ГДА опосредованно участвует в поддержании в клетках 
определенного про-антиоксидантного уровня для кон­
троля за накоплением там токсических продуктов АФК, 
особенно при стрессах.

К л ю ч е в ы е   с л о в а: тиоредоксин, гистон ацетил
трансфераза, гистон деацетилаза, активные формы 
кислорода, Sium latifolium, Alisma plantago-aquatica. 

Jadko S.I. Thioredoxin, histone acetyltransferase, and 
deacetylase activities in the leaves of aerial-aquatic and 
terrestrial plants of Sium latifolium and Alisma plantago-
aquatica. – Ukr. Bot. J. – 2015. – 72(1): 74—78.

M.G. Kholodny Institute of Botany, National Academy of 
Sciences of Ukraine, Kyiv

Thioredoxin (TR), histone acetyltransferase (HAT), and his­
tone deacetylase (HDAC) activities in plants of Sium latifo-
lium and Alisma plantago-aquatica have been investigated. 
It is established that in the leaves of aerial-aquatic plants of 
S. latifolium growing in water, the TR, HAT and HDAC ac­
tivities were lower than in terrestrial plants of the same species 
growing in the coastal zone. Relationship between the HDAC 
activity and reactive oxygen species (ROS) content in leaves 
of aerial-aquatic and terrestrial plants of A. plantago-aquatica 
was discovered. It is supposed that the HDAC is indirectly in­
volved in maintaining of some pro-antioxidant level in cells 
to control accumulation of toxic ROS, especially under stress 
conditions.

K e y   w o r d s: tіoredoxin, histone acetyltransferase, histone 
deacetylase, reactive oxygen species, Sium latifolium, Alisma 
plantago-aquatica.


