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Аннотация. Изменение реакции почвенной среды – это распространенное последствие агроген-
ной и техногенной деятельности человека. В связи с этим, окислительный стресс растений, вызван-
ный ощелачиванием или подкислением корневой среды, находится в центре внимания современных 
исследований. Цель нашей работы – изучить динамику активности пероксидаз, содержания перок-
сида водорода, пролина, флавоноидов и восстановленной формы аскорбиновой кислоты в листьях 
гороха посевного при щелочном и кислотном стрессах. После 14 дней выращивания Pisum sativum 
L. на вермикулите реакцию корневой среды изменили путем внесения уксусной кислоты и ацетатно-
го буфера. Динамику показателей состояния Pisum sativum L. наблюдали в течение 24 ч. Замеры вы-
соты и массы растений провели через 24 ч и 48 ч после воздействия стрессоров. В условиях кислой 
(рН=3) и щелочной (рН=10) корневой среды растения Pisum sativum L. испытывали угнетение, что 
проявилось в снижении их высоты и массы. При кислотном стрессе отмечено отставание в росте и 
массе растений не только по сравнению с контрольными значениями, но и относительно растений в 
условиях щелочного стресса. Установлены заметные колебания в содержании и активности иссле-
дуемых показателей, которые обусловлены, по-видимому, не только прямой и обратной зависимо-
стью между ними, но и связью с другими показателями метаболической активности растений. При 
щелочном стрессе в листьях гороха наблюдали усиление окислительно-восстановительных процес-
сов, которые проявились в повышении содержания пероксида, усиленной активности пероксидаз и 
восстановленной формы аскорбиновой кислоты. В растениях, подверженных кислотному стрессу, 
наблюдали пониженную пероксидазную активность и меньшее содержание восстановленной фор-
мы аскорбиновой кислоты, по сравнению с растениями на щелочной корневой среде. Содержание 
пролина и флавоноидов в листьях Pisum sativum не повышалось при изменении рН корневой среды, 
по-видимому, эти соединения не имеют значения в устойчивости гороха к кислотному и щелочному 
стрессу.
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Актуальность проблемы устойчивости расте-
ний к разной реакции почвенной среды связана 
не только с существованием кислых и щелочных 
почв, малопригодных для возделывания сель-
скохозяйственных растений. Изменение реакции 
почвы – это распространенное последствие агро-
генной и техногенной деятельности человека. В 
связи с этим, щелочной и кислотный стресс рас-
тений находятся в центре внимания современных 
исследований. Щелочное воздействие служит до-
полнительным неблагоприятным фактором при 

засолении почв Na2CO3, NaHCO3; отмечают, что 
щелочной стресс у растений проявляется сильнее 
солевого стресса [1, 2]. При щелочной реакции 
корневой среды у растений нарушалась проница-
емость мембран, равновесие между поглощенны-
ми Na+ и К+; одновременно отмечено накопление 
осмолитов, усиление активности антиоксидант-
ной системы растений [3, 4, 5]. В кислых почвах 
эффект токсичности алюминия и протонов разде-
лить практически невозможно, поэтому отдель-
ный кислотный стресс остается не в полной мере 
оцененным. По мнению ряда исследователей в 
кислых (или щелочных) условиях корневой среды 
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Влияние щелочности и кислотности корневой среды

эффективность процессов поддержки рН цито-
плазмы может уменьшиться [6, 7].

Сейчас все более очевидно, что в основе адап-
тации и кросс-адаптации растений к неблагопри-
ятным условиям находится эффективное функци-
онирование антиоксидантной защитной системы. 
Активизация системы антиоксидантной защиты 
выражена в мобилизации ферментов и низкомо-
лекулярных антиоксидантов, роль которых заклю-
чается в «гашении» избытка активных форм кис-
лорода (АФК) и прерывании процессов свободно 
радикального окисления [8, 9, 10].

Цель данной работы – проследить влияние 
щелочной и кислой реакции корневой среды на 
состояние защитных систем в листьях гороха по-
севного (Pisum sativum L.). В задачи исследований 
входило изучить морфометрические показатели 
(высота и масса проростков); определить уровень 
пероксидазной активности, установить содержа-
ние пероксида водорода, пролина, флавоноидов 
и восстановленной формы аскорбиновой кисло-
ты при подкислении (рН=3) и подщелачивании 
(рН=10) корневой среды.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использова-

ли горох посевной сорта Ямальский. Предвари-
тельно замоченные семена высадили в умеренно 
увлажненный вермикулит (влажность 50%) в кон-
тейнеры размером 16 х 12 х 7 см. Растения в тече-
ние 14 дней выращивали при температуре 23оС и 
длине светового дня – 18 часов. На пятнадцатый 
день на корневую среду растений воздействовали 
стресс-фактором – кислым или щелочным раство-
ром; контрольный вариант поливали дистилли-
рованной водой. Кислую среду (рН=3) создавали 
уксусной кислотой, щелочную (pH=10) – ацетат-
ным буфером. Из эксперимента исключили пи-
тательные растворы, т.к. при изменении реакции 
среды в них может произойти осаждение солей, 
и, следовательно, условия в опытных вариантах 
станут не выровненными. Вермикулит устойчив к 
кислотным и щелочным воздействиям, поэтому в 
течение 24 ч наблюдений он не будет служить за-
метным источником минеральных веществ. В со-
ставе щелочного буфера присутствует Na+, но при 
заданной концентрации его токсическим и осмо-
тическим влиянием решили пренебречь. Органи-
ческие компоненты растворов, применяемых для 
изменения рН корневой среды, представлены ве-
ществами, которые продуцируются в растениях. 
Реакцию среды в вермикулите контролировали 

путем измерения на иономере в течение двух су-
ток; через 24 ч она оставалась устойчивой, через 
48 ч кислотность и щелочность среды изменилась 
на 0.5 рН. Отбор растительных проб провели че-
рез 0.5, 1, 2, 3, 4 и 24 ч после изменения рН.

Для определения содержания пероксида водо-
рода, восстановленной формы аскорбиновой кис-
лоты и пероксидазной активности в зеленой массе 
растений были проведены параллельно три серии 
экспериментов. Биологические пробы отбирали 
равномерно по всей площади контейнера. Про-
бу составляли листья 15-ти растений, измельчали 
вручную, затем из нее брали навеску.

Для определения содержания пролина и фла-
воноидов в сухом материале была проведена от-
дельная серия экспериментов в 36 контейнерах. 
После воздействия кислых и щелочных растворов 
в каждый срок учета (0.5, 1, 2, 3, 4 и 24 ч) прово-
дили сбор всей растительной массы контейнера, 
фиксировали при температуре 105оС и досуши-
вали при 60 оС. Из сухой массы отбирали 20–30 
растений (в зависимости от метода), растирали и 
брали навеску.

Содержание пероксида определили ферроти-
оцианатным методом [11] на фотоэлектроколори-
метре («КФК-3», Россия). Активность пероксидаз 
изучили по методу А.Н. Бояркина, который осно-
ван на определении скорости окисления бензи-
дина до образования синего продукта окисления 
определенной концентрации, заранее устанавли-
ваемой на фотоэлектроколориметре. Определен-
ную концентрацию синего продукта окисления 
бензидина создавали путем добавления в расти-
тельный экстракт пероксида водорода. Результа-
ты расчетов (условные единицы) показывают из-
менение оптической плотности раствора за 1 с на 
1 г сырой массы.

Количество пролина определили по методу 
Bates et al. [12] на спектрофотометре («СФ-2000», 
Россия).

Флавоноиды извлекали 70% раствором эта-
нола; суммарное их содержание установили ме-
тодом спектрофотометрии продуктов взаимодей-
ствия с 5% спиртовым раствором AlCl3 при длине 
волны 415 нм.

Содержание восстановленной формы аскор-
биновой кислоты изучали методом Петта – Про-
кошева по способности кислоты восстанавливать 
2,6-дихлорфенолиндофенол [13].

Биологическая и аналитическая повторность 
определения показателей – трехкратная. Сравне-
ние выборок провели дисперсионным методом; 
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значимыми считали различия между сравнивае-
мыми средними величинами с доверительной ве-
роятностью 95% и выше (Р < 0.05).

Отдельная серия опытов проведена для оцен-
ки влияния стресса на высоту и массу растений, 
которые замерили по вариантам опыта в 30-крат-
ной повторности через 48 ч после изменения рН 
корневой среды; значимость различий между ва-
риантами оценили с помощью критерия Стьюден-
та (Р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Показатели высоты и массы растения при 

изменении рН корневой среды
В контрольном варианте опыта и в условиях ще-

лочного стресса увеличение высоты растений горо-
ха за двое суток составило около 14 %. Растения в 
условиях кислотного стресса отличились отсутстви-
ем прироста за этот же период развития. Через двое 
суток после изменения рН корневой среды значимое 
уменьшение высоты гороха относительно контроль-
ных растений наблюдалось только в варианте опыта 
с кислой корневой средой (табл. 1).

За двое суток масса растений гороха в кон-
трольном варианте опыта увеличилась на 5%; но 
в условиях щелочного стресса за это время масса 
растений не изменилась. В тоже время в варианте 
с кислой корневой средой прослеживалась тен-
денция к уменьшению массы, по-видимому, это 
связано с потерей воды растениями (табл. 1). На-
блюдаемое снижение массы гороха может быть 
связано с ухудшением поглощения воды корне-
вой системой. Установлено, что уменьшение рН 
корневой среды способствовало снижению ги-
дравлической проводимости мембран ризодер-
мы проростков ячменя [14]. Потерю нормальных 
физиологических функций корней и разрушение 
структуры корневой клетки отмечали в условиях 
высокой рН корневой среды [15]. У растений при 
кислотном [6] и щелочном стрессах [5, 16] наблю-
дали уменьшение массы и длины корней, наруше-
ния структуры и функций корневых клеток. 

Таким образом, результаты исследований по-
казали, что в условиях щелочного и, особенно, 

кислотного стресса горох испытывает угнетение, 
выраженное в снижении высоты и массы растений. 

Динамика содержания пероксида водорода 
при изменении рН корневой среды

В первые часы наблюдений в условиях низкой 
и высокой рН корневой среды в листьях гороха 
было отмечено некоторое увеличение концентра-
ции пероксида по сравнению с контролем (рис. 1). 
Затем через 3 ч после воздействия стрессоров со-
держание пероксида водорода в условиях кислой 
корневой среды стало ниже, а в щелочной среде 
– осталось выше контрольного уровня. Через 4 ч 
содержание пероксида в листьях растений было 
выше в обоих вариантах опыта с изменением рН 
корневой среды, чем у растений в контрольном ва-
рианте. Через сутки в условиях щелочного стрес-
са количество пероксида достигло максимального 
уровня, но при кислотном стрессе в горохе, на-
против, содержалось минимальное количество 
пероксида.

Таблица 1

Высота и масса гороха посевного после изменения рН корневой среды

Вариант Высота (см) Масса (мг)
До изменения рН Через 48 ч после изменения рН До изменения рН Через 48 ч после изменения рН

рН 6 12.3±0.2 14.0±0.2 516±12 543±10
рН 10 12.1±0.1 13.9±0.2 510±10 508±21
рН 3 12.0±0.1 12.1±0.2* 511±11 471±19*

Примечание: * – значимые различия в сравнении с растениями в контрольном варианте опыта, выявленные с помощью крите-
рия Краскела-Уоллиса при уровне Р < 0.05

Рис. 1. Динамика содержания пероксида водо-
рода в листьях гороха при изменении рН корневой 
среды, мМ/г сырой массы

Таким образом, в листьях гороха отмечена 
заметная изменчивость в содержании пероксида 
водорода. При щелочной реакции корневой среды 
во все сроки наблюдений концентрация перокси-
да в растениях была повышенной относительно 
контрольных значений. По современным пред-
ставлениям сверхпродукция активных форм кис-
лорода (АФК) не только отражает окислительный 
стресс, но может иметь сигнальное значение [10]. 
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С количеством пероксида водорода функциональ-
но связана активность антиоксидантов, поэтому 
повышение концентрации АФК бывает кратко-
временным [8, 9, 17]. Возможно, по этой причине 
в условиях кислой среды количество пероксида в 
листьях гороха было как выше, так и ниже, чем у 
растений в контрольном варианте опыта.

Динамика пероксидазной активности при из-
менении рН корневой среды

За период наблюдений пероксидазная актив-
ность в листьях гороха в контрольном варианте 
опыта была относительно постоянной (рис. 2). В 
условиях как щелочной, так и кислой корневой 
среды в первые часы (0.5, 1, 2 ч) существенных 
различий с контрольным вариантом не выявле-
но. Позднее в варианте опыта с кислой корневой 
средой пероксидазная активность снизилась (3, 
4 ч), но через сутки вновь становилась выше кон-
трольного уровня. В условиях щелочной корне-
вой среды, через 4 ч и 24 ч после изменения рН 
активность пероксидаз в листьях резко возросла; 
это повышение направленно, по-видимому, на 
устранение избытка АФК. Возможно, усиление 
пероксидазной активности связано с наличием 
запасного пула ферментов в мембранах и клеточ-
ных стенках листьев растений. При воздействии 
стрессовых факторов пероксидазы клеточной 
стенки могут легко отделяться и участвовать в ре-
докс-регуляции [18].

да водорода инициируют ответную реакцию рас-
тений на воздействие неблагоприятного фактора 
среды. Возможно, наблюдаемые колебания ко-
личества пероксида и активности пероксидаз от-
разили каскадный характер развития окислитель-
но-восстановительных процессов в растениях, 
который проявляется не только в начальной ста-
дии стресса, но и при последующем воздействии 
неблагоприятной реакции корневой среды.

При щелочном стрессе в последние часы на-
блюдений (3, 4, 24 ч.) содержание пероксида и пе-
роксидазная активность были заметно выше, чем 
при кислотном стрессе. Это усиление окислитель-
но-восстановительных процессов, по-видимому, 
свидетельствует об эффективности ответных 
реакций растений на окислительный стресс, т.к. 
высота и масса растений на щелочной корневой 
среде выше, чем в условиях кислой среды.

Динамика содержания пролина при изменении 
рН корневой среды

Аминокислота пролин является универсаль-
ным совместимым осмолитом высших растений 
[19]. Уровень пролина в клетках определяется со-
отношением скоростей его анаболизма и катабо-
лизма. В ряде исследований было показано, что 
аккумуляция пролина при водном дефиците об-
условлена не только стимуляцией синтеза, но и 
торможением распада [20]. В клетках растений, 
находящихся в стрессовых условиях, пролин со-
ставляет около 5% от всего пула свободных ами-
нокислот. В настоящее время преобладает гипо-
теза о полифункциональных свойствах пролина в 
растениях при стрессах разной природы [21].

Защитное действие пролина на растение свя-
зано с его способностью выступать в роли ос-
молита, антиоксиданта, протектора структуры 
белковых молекул и мембран, источника азота, 
углерода и энергетического субстрата, регулятора 
экспрессии стрессорных генов [19]. Интенсивная 
аккумуляция пролина помогает сохранить равно-
весие давления между различными клеточными 
компартментами и защитить функционально ак-
тивные макромолекулы и клеточные мембраны. 
В ряде исследований показано, что при осмоти-
ческом стрессе (засолении, засухе) аккумуляция 
пролина у многих видов растений является ре-
зультатом снижения скорости его деградации [22].

Нами отмечено, что в листьях гороха через 
0.5 ч после воздействия кислых и щелочных рас-
творов количество пролина было близким к со-
держанию в контрольных растениях. Затем его 
содержание становилось существенно ниже кон-

Рис. 2. Динамика активности пероксидаз в ли-
стьях гороха, условные единицы в сырой массе 

Интересно, что при щелочном воздействии в 
растениях гороха нами отмечено одновременное 
накопление пероксида и повышение активности 
пероксидаз. По-видимому, динамика колебаний 
этих показателей отразила общее усиление про-
цессов редокс-регуляции в связи с поступлением 
в надземные органы растворов, несбалансиро-
ванных по содержанию Н+. По мнению Ф.В. Ми-
нибаевой и Л.Х. Гордон [18] мобильные формы 
пероксидаз через синтез супероксида и перокси-
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трольного уровня, и подобная закономерность 
сохранилась через сутки (рис. 3). Прослеженная 
тенденция к снижению концентрации пролина в 
листьях гороха при кислотном стрессе противоре-
чит данным о повышенном содержании пролина в 
пшенице в условиях кислой корневой среды [23]. 
Возможно, полифункциональные свойства проли-
на используются на более поздних стадиях адап-
тации гороха посевного.

В тоже время отмечаем, что имеющиеся сведе-
ния о связи между содержанием пролина в расте-
ниях и их устойчивости к действию абиотических 
стрессов не всегда однозначны. Отсутствие связи 
между содержанием пролина и устойчивостью 
растений к тем или иным стрессорам может быть 
обусловлено спецификой адаптации этих расте-
ний, связанной с эффективной работой других 
стресс-протекторных механизмов, например, фер-
ментативной антиоксидантной системы и (или) на-
коплением совместимых осмолитов [24, 25].

Динамика содержания флавоноидов при изме-
нении рН корневой среды

В неблагоприятных условиях флавоноиды в 
растениях выполняют определённую защитную 
роль; благодаря химической природе они способ-
ны выступать в реакции перекисного окисления 
[26, 27]. В наших экспериментах при изменении 
рН корневой среды в листьях гороха наблюдали 
существенное снижение содержания флавонои-
дов по сравнению с растениями в контрольном 
варианте опыта (рис. 4.). Ранее нами установлено, 
что в листьях пшеницы повышение содержания 
флавоноидов было значимым только при щелоч-
ном стрессе; в листьях ржи не наблюдалось по-
вышенной аккумуляции флавоноидов при изме-
нении рН корневой среды [23]. По-видимому, у 
гороха посевного на начальной стадии щелочного 
и кислотного стресса флавоноиды, как и пролин, 
не участвуют в защитных реакциях.

Динамика содержания восстановленной фор-
мы аскорбиновой кислоты при изменении рН кор-
невой среды

Важная роль аскорбиновой кислоты и ее уча-
стие в окислительно-восстановительных про-
цессах, происходящих в живой клетке, связаны 
с тем, что аскорбиновая кислота существует в 
двух формах – собственно аскорбиновой кисло-
ты, и образующейся из неё при окислении деги-
дроаскорбиновой кислоты. При восстановлении 
дегидроаскорбиновая кислота превращается в 
аскорбиновую. Аскорбиновая кислота принимает 
участие в детоксикации H2O2 в аскорбат-глута-
тионовом цикле [28]. Кроме того, она может ре-
агировать с супероксидными анион-радикалами, 
молекулярным синглетным кислородом и гидрок-
сильными радикалами [29].

При изменении рН корневой среды в листьях 
гороха наблюдали изменения в количестве восста-
новленной формы аскорбиновой кислоты (рис. 5). В 
условиях кислотного стресса повышенное накопле-
ние восстановленной формы аскорбиновой кислоты 
в растениях отмечено через 0.5 и 2 ч после воздей-
ствия, позднее ее содержание снижалось, и уже че-
рез 24 ч было меньше контрольного уровня (рис. 5). 
Но при щелочном стрессе повышение количества 
этой формы аскорбиновой кислоты в листьях гороха 
было значимым во все сроки наблюдений. Усилен-
ная восстановительная активность аскорбиновой 
кислоты в условиях щелочной среды проявилась 
одновременно с повышением содержания перок-
сида и усилением пероксидазной активности. Воз-
можно, это усиленное проявление редокс-процессов 
в листьях гороха обеспечивало повышенную устой-
чивость к щелочной корневой среде, по сравнению 
с устойчивостью к кислой среде. 

Общие заметные колебания в содержании и 
активности исследуемых показателей обусловле-

Рис. 3. Динамика содержания пролина в ли-
стьях гороха, мг/10 г сухой массы

Рис. 4. Динамика содержания флавоноидов в 
листьях гороха при изменении рН корневой сре-
ды, % сухой массы 
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ны не только прямой и обратной зависимостью 
между ними, но и связью с другими показателями 
метаболической активности. Аналогичные коле-
бания мы ранее отмечали в листьях пшеницы и 
ржи при изучении кислотного и щелочного стрес-
са [23]; кроме того у растений имеются суточные 
и иные ритмы развития внутриклеточных процес-
сов, которые отражаются в изменчивости физио-
лого-биохимических показателей. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В совокупности полученные данные свиде-

тельствуют о том, при щелочном стрессе в листьях 
гороха наблюдали усиление окислительно-вос-
становительных процессов, которые проявились 
в повышении содержания пероксида, усиленной 
активности пероксидаз и восстановленной формы 
аскорбиновой кислоты. Это данные соответствуют 
современным представлениям о том, что при окис-
лительном стрессе на первой линии защиты живых 
систем выступают пероксидазы, непосредственно 
деактивирующие АФК, а также обеспечивающие 
восстановление низкомолекулярных антиоксидан-
тов [9, 10]. Накопление восстановленной формы 
аскорбиновой кислоты в листьях гороха также, свя-
зано с усилением антиоксидантной защиты [25]. 
Общее усиление активности антиоксидантной си-
стемы ранее отмечено при изучении щелочного 
стресса растений [3, 5, 4] 

В условиях кислотного стресса исследуе-
мые показатели редокс-регуляции, как правило, 
были ниже, чем у растений в варианте с щелоч-
ной корневой средой. По-видимому, эти данные 
свидетельствуют о том, что у гороха понижена 
устойчивость к подкислению корневой среды, по 
сравнению с устойчивостью к подщелачиванию. 
При кислотном стрессе отмечено отставание в 

Рис. 5. Динамика содержания восстановлен-
ной формы аскорбиновой кислоты в листьях горо-
ха при изменении рН корневой среды, мг/% сырой 
массы

росте и массе растений не только по сравнению 
с контрольными значениями, но и относительно 
растений в условиях щелочного стресса. 

При изменении рН корневой среды в листьях 
гороха не наблюдали повышенной аккумуляции 
пролина и флавоноидов, вероятно, эти низкомо-
лекулярные полифункциональные соединения не 
играют защитной роли в начальных стадиях кис-
лотного и щелочного стресса.
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EFFECT OF ALKALINITY AND ACIDITY OF ROOT 
ENVIROMENT ON THE STATE OF THE PROTECTIVE 

SYSTEM OF PISUM SATIVUM L.
K. I. Botalova, O. Z. Eremchenko

Perm State National Research University

Abstract. A change in the reaction of the soil environment is a common consequence of agrogenic 
and technogenic human activities. The oxidative stress of plants caused by alkalization or acidification of 
the root environment is the focus of modern research, in this regard. The aim of our work is to study the 
dynamics of the activity of peroxidases, the content of hydrogen peroxide, proline, flavonoids, and the 
reduced form of ascorbic acid in the leaves of the common pea under alkaline and acid stresses. After 14 
days of growing on vermiculite Pisum sativum L., the reaction of the root medium was changed by adding 
acetic acid and acetate buffer. The dynamics of the indicators of the state of Pisum sativum was observed for 
24 hours. The measurements of the height and weight of plants were carried out 24 hours and 48 hours after 
exposure to stressors. Under conditions of acidic (pH = 3) and alkaline (pH = 10) root environment, Pisum 
sativum L. plants experienced oppression, which was manifested in a decrease in their height and weight. 
Under acid stress, a lag in the growth and weight of plants was noted not only in comparison with the 
control values, but also relative to plants under conditions of alkaline stress. Noticeable fluctuations in the 
content and activity of the studied parameters were established, which are apparently due not only to direct 
and inverse relationships between them, but also to the relationship with other parameters of the metabolic 
activity of plants. Under alkaline stress, an increase in redox processes was observed in pea leaves, which 
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manifested themselves in an increase in the peroxide content, enhanced activity of peroxidases and the 
reduced form of ascorbic acid. In plants exposed to acid stress, a reduced peroxidase activity and a lower 
content of the reduced form of ascorbic acid were observed in comparison with plants on an alkaline root 
medium. The content of proline and flavonoids in the leaves of Pisum sativum L. did not increase with a 
change in the pH of the root medium; apparently, these compounds are not important in the resistance of 
peas to acid and alkaline stress.

Keywords: Pisum sativum L., pH of the root medium, oxidative stress, peroxidase activity, proline, 
flavonoids, ascorbic acid.
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