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Abstract. The biological activity of humic acids in the form of nanoparticles with a size of 6.5 nm 
and 68 nm was studied in a hydroponic culture of Triticum aestivum L. Both smaller and larger humic 
nanoparticles at the studied concentrations neither inhibited root growth nor caused destructive changes 
in the root apexes of 2-day-old seedlings. A dose-dependent increase in the contents of markers of 
induced oxidative stress such as carbonylated proteins, malonaldehyde, and proline was observed in 
the roots of seedlings on media with humic nanoparticles. Malondialdehyde was the main product of 
free radical oxidation for smaller nanoparticles and carbonylated proteins – ​for larger ones. Oxidative 
stress induced by humic nanoparticles was accompanied by a dose-dependent increase in the number 
of free border cells and the size of the mucilaginous sheaths on the root apexes of 2-day-old seedlings. 
For smaller (6.5 nm) nanoparticles, these changes were much more pronounced than for larger (68 nm) 
nanoparticles. The results obtained allow us to consider humic nanoparticles as adaptogens: contributing 
to an increase in the population of border cells and the mucilaginous sheath system (as a product of the 
excretory activity of border cells), nanoparticles enhance the resistance of the root apex to the effects 
of unfavorable biotic and abiotic factors.

Keywords: hydroponic culture of Triticum aestivum, humic acids, border cells, oxidative stress, root 
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Дозозависимые эффекты наноразмерных форм  
гуминовых кислот в гидропонной культуре Triticum aestivum:  
индукция окислительного стресса  
и увеличение численности пограничных клеток

Н. Г. Мензяноваа, С. А. Пятинаа,  
А. В. Шабановб, Е. И. Шишацкаяа

аСибирский федеральный университет 
Российская Федерация, Красноярск 
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Аннотация. В гидропонной культуре Triticum aestivum L. изучали биологическую активность 
гуминовых кислот в форме наночастиц размером 6,5 нм и 68 нм. Гуминовые наночастицы (мелкие 
и крупные) в изученных концентрациях не ингибировали рост корня и не вызывали деструктивных 
изменений корневого апекса 2-дневных проростков. На средах с гуминовыми наночастицами 
в корнях проростков наблюдалось дозозависимое увеличение содержания карбонилированных 
белков, малонового альдегида и пролина – ​маркеров индуцированного окислительного стресса. 
Для мелких наночастиц основным продуктом свободнорадикального окисления был малоновый 
диальдегид, для крупных – ​карбонилированные белки. Индуцированный гуминовыми 
наночастицами окислительный стресс сопровождался дозозависимым увеличением численности 
свободных пограничных клеток и размеров гелевого чехла в корневом апексе 2-дневных 
проростков. Для мелких наночастиц (6,5 нм) эти изменения были выражены в значительно 
большей степени, чем для крупных наночастиц (68 нм). Полученные результаты позволяют 
рассматривать гуминовые наночастицы в качестве адаптогенов: способствуя увеличению 
численности популяции пограничных клеток и системы гелевого чехла (как продукта экскреторной 
активности пограничных клеток), наночастицы увеличивают устойчивость корневого апекса 
к воздействию неблагоприятных биотических и абиотических факторов.

Ключевые слова: гидропонная культура Triticum aestivum, гуминовые кислоты, пограничные 
клетки, окислительный стресс, корневой апекс, ризосфера.
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параметры, как лабильность и устойчивость, 
могут влиять на биологическую активность 
препаратов ГК (García et al., 2016a).

В условиях массового культивирования 
вариабельность эффективности препаратов 
ГК может значительно влиять на урожайность 
и себестоимость продукции. Это определяет 
практическую значимость изучения биологи-
ческой активности препаратов ГК в модельных 
системах для прогнозирования их эффектив-
ности в условиях агрокультуры.

В связи с этим целью представленной 
работы было изучение биологической актив-
ности препаратов ГК, полученных электрохи-
мическим методом из водных суспензий торфа, 
в гидропонной культуре проростков Triticum 
aestivum L.

Материалы и методы
Проращивание зерна

Зерно пшеницы промывали в  течение 
5–6 ч под проточной водой и  замачивали 
на 24 ч в дистиллированной воде при комнат-
ной температуре. Проклюнувшиеся зерновки 
раскладывали по  чашкам Петри по  50  штук 
в каждую. В контрольном варианте в чашки 
вносили по  7 мл дистиллированной воды. 
В  экспериментальные варианты вносили 
по  7 мл растворов гуминовых наночастиц 
с концентрацией 5, 25 и 100 мг/л.

Стабильные водные растворы гумино-
вых кислот (концентрация 1 г/л, по  методу 
Lamar et al., 2014) в форме наночастиц были 
предоставлены ООО  «Биотех» (Красноярск). 
Гуминовые наночастицы получали из  тор-
фа (Кедровское месторождение, переходный 
тип торфа) электрохимическим методом. Раз-
меры наночастиц определяли на анализаторе 
частиц Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd., Вели-
кобритания). Исходные растворы гуминовых 
кислот разводили дистиллированной водой 
для получения необходимых концентраций.

Введение

Гуминовые кислоты (ГК) – ​водораствори-
мые органические соединения, которые образу-
ются в результате биодеградации растительных 
и животных останков с участием почвенных 
микроорганизмов (Stevenson, 1994). ГК ис-
пользуются как стимуляторы роста растений 
(Chen et al., 2017; Busato et al., 2018; Morozesk et 
al., 2017) и как агенты, повышающие устойчи-
вость растений к различным стресс-факторам 
(Taspinar et al., 2017; Ondrasek et al., 2018) и не-
матодным инфекциям (Kesba, El-Beltagi, 2012). 
Многочисленные экспериментальные данные 
позволяют полагать, что биологические эффек-
ты ГК реализуются через перестройку систем 
транскрипции и посттрансляционных собы-
тий, что приводит к значительным изменени-
ям метаболизма и процессов развития и роста 
растений (Mora et al., 2014; Tahiri et al., 2016). 
Однако сигнальные пути и эффекторные ми-
шени ГК изучены фрагментарно и отсутствует 
комплексная модель биотропных эффектов ГК 
(Mora et al., 2014).

В большинстве случаев эффекты ГК свя-
зывают с гормон- и АФК‑зависимым сигналин-
гом (Nagasawa et al., 2016; García et al., 2016 b; 
Olaetxea et al., 2016). Взаимодействие этих двух 
систем сигналинга определяет стимулирующее 
влияние ГК на рост побегов и корневой систе-
мы. Но тонкие регуляторные взаимодействия 
этих систем сигналинга могут варьировать в за-
висимости от вида и возраста растений, условий 
культивирования, а также от концентрации 
и способов получения ГК (Trevisan et al., 2010). 
Так, ГК, полученные из почвы, стимулируют 
углеродный метаболизм (Muscolo et al., 2007), 
а ГК, выделенные из вермикомпоста, – ​развитие 
боковых корней (Aguiar et al., 2013). ГК лигнита 
(с меньшим молекулярным весом) более эф-
фективны как стимуляторы роста корней, чем 
ГК, полученные из навоза крупного рогатого 
скота (Nagasawa et al., 2016). Показано, что такие 



– 67 –

Natalia G. Menzyanova, Svetlana A. Pyatina… Dose-Dependent Effects of Nanoscale Forms of Humic Acids…

Зерно проращивали при комнатной тем-
пературе. У 2-дневных проростков определя-
ли длину главного корня.

Оценка численности популяции  
пограничных клеток

Пограничные клетки смывали с  поверх-
ности корневого апекса на  магнитной ме-
шалке. Для этого срезали 20 главных корней 
2-дневных проростков, зажимали пинцетом 
и  смывали в  1 мл дистиллированной воды 
на магнитной мешалке в течение 1 мин. Полу-
ченную суспензию клеток центрифугировали 
3000g, 10 мин. Супернатант после центрифу-
гирования представлял собой водный раствор 
компонентов гелевого чехла (белков, полисаха-
ридов и др.). Супернатант собирали для опре-
деления общего белка по Лоури (Lowry et al., 
1951). Осадок пограничных клеток суспенди-
ровали в  дистиллированной воде и  повторно 
центрифугировали 3000g, 10 мин. Клеточный 
осадок фиксировали в 500 мкл 2,5 % глутаро-
вого альдегида (на фосфатном буфере, рН 7,0) 1 
ч. После фиксации клетки дважды промывали 
дистиллированной водой и окрашивали 0,01 % 
трипановым синим. В  клеточной суспензии 
определяли общее количество клеток (одиноч-
ные клетки, клеточные цепочки, клеточные 
пласты) и количество одиночных клеток в %.

Получение полутонких срезов

У  2-дневных проростков срезали глав-
ные корни. Корни фиксировали в  2,5 глута-
ровом альдегиде на  фосфатно-солевом рас-
творе, pH=7,0, в течение 3 ч. Корни отмывали 
от фиксатора в дистиллированной воде и по-
вторно фиксировали в 1 % OsO4, 30 мин. По-
сле второй фиксации корни промывали дис-
тиллированной водой, обезвоживали образцы 
в спиртах восходящей концентрации и ацето-
не и заливали в эпон (EMbed 812 Kit, Merck). 
Полутонкие срезы окрашивали 1  % основ-

ным фуксином и 0,1 % толуидиновым синим 
в 2,5 % Na2CO3 (pH 11,1). На срезы наносили 
эпон, накрывали покровными стеклами и по-
сле полимеризации препараты анализировали 
под световым микроскопом.

Подготовка образцов для сканирующей  
электронной микроскопии

Образцы фиксировали и  обезвоживали 
как описано в предыдущем пункте, напыляли 
платиной и анализировали с помощью скани-
рующего микроскопа ТМ‑3000 (Japan).

Определение содержания  
карбонилированных белков,  
малонового диальдегида и пролина

У  2-дневных проростков срезали глав-
ные корни с  корневыми апексами длиной 
в 1 см. Полученную биомассу корней гомоге-
низировали в 0,05 М Трис-НСl буфере, рН=7,4, 
при Т=4  °C. Гомогенаты центрифугировали 
для удаления грубого дебриса при 5000g, 
45  мин, при Т=4  °C. Супернатант собирали 
и использовали для определения содержания 
карбонилированных белков по  методу Carty 
et al. (2000), малонового диальдегида по мето-
ду Bailly et al. (1996) и пролина по методу Bates 
et al. (1973). Содержание карбонилированных 
белков, малонового диальдегида и  пролина 
пересчитывали на 1 мг белка гомогената кор-
ней. Содержание белка в  гомогенате корней 
определяли по методу Lowry et al. (1951). Ста-
тистическую обработку результатов прово-
дили с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты
Влияние гуминовых наночастиц  
на длину корня и популяцию  
пограничных клеток в корневом апексе 
проростков T. aestivum

Мелкие гуминовые наночастицы (сред-
ний размер 6,5 нм) в изученных концентраци-
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ях не влияли на длину корней 2-дневных про-
ростков. Крупные гуминовые наночастицы 
(средний размер 68 нм) стимулировали рост 
корней только в концентрации 100 мг/л: дли-
на корней была в 1,4 раза больше, чем в кон-
троле (рис. 1). Таким образом, в гидропонной 
культуре существенной стимуляции роста 
корня на средах с гуминовыми наночастица-
ми не наблюдалось.

На  следующем этапе работы эффекты 
гуминовых наночастиц оценивали на  уров-
не ризосферы. Ризосфера является одной 
из  потенциальных эффекторных мишеней 
стандартных препаратов ГК. Важную роль 
в  формировании ризосферной системы раз-
вивающегося проростка играют пограничные 

клетки (ПК) корневого апекса. ПК на поверх-
ности корневого апекса выявляются на самых 
ранних этапах прорастания корня; вероятно, 
эта популяция клеток формируется еще под 
колеоризой (рис. 2).

ПК представляют собой морфологи-
чески гетерогенную популяцию клеток 
(рис.  3). На  вершине апекса локализуются 
округлые клетки, по  мере удаления от  вер-
шины апекса клетки удлиняются, приобре-
тая палочковидную форму. На  микрофото-
графиях можно наблюдать различные фазы 
и  особенности отделения ПК от  корневого 
апекса. Округлые и овальные клетки на вер-
шине апекса «уходят» в  матрикс гелевого 
чехла «по одиночке». На  боковых поверх-
ностях удлиненные клетки, и  особенно па-
лочковидные клетки, отслаиваются груп-
пами, в  форме длинных цепочек и  пластов: 
ПК теряют контакты с поверхностью апекса, 
но сохраняют контакты с соседними клетка-
ми в отделяющемся монослое.

Свободные одиночные ПК и  агрегаты 
ПК удерживаются вблизи корневого апекса 
матриксом гелевого чехла, сформированным 
продуктами экскреции ПК (рис.  3 б-г). Из-
вестно, что ПК активно экскретируют в  ри-
зосферу более 100 различных белков (Knox et 
al., 2007; Wen et al., 2007).

О размерах гелевого чехла можно судить 
по  величине «разброса» свободных ПК. Не-
большие гелевые чехлы с немногочисленной 
популяцией ПК наблюдаются в контрольном 
варианте (проращивание на  дистиллирован-
ной воде) (рис.  3 а). При культивировании 
на  средах с  гуминовыми наночастицами 
размеры гелевых чехлов значительно увели-
чиваются: свободные ПК могут находиться 
на  расстоянии 500–600 мкм от  поверхности 
корневого апекса (рис. 3 б-г). При этом значи-
тельно увеличивается и численность свобод-
ных ПК в составе гелевого чехла.

Рис.  1. Длина главного корня 2-дневных 
проростков пшеницы. Культивирование 
на  средах с  различными концентрациями 
гуминовых наночастиц. * – ​значение, достоверно 
отличающееся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ – ​крупные наночастицы (68 нм), МЧ – ​мелкие 
наночастицы (6,5 нм)

Fig. 1. Length of the main roots of 2-day-old wheat 
seedlings. Cultivation on media with different 
concentrations of humic nanoparticles. *  – ​value 
significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ  – ​larger nanoparticles (68 nm), МЧ  – ​smaller 
nanoparticles (6.5 nm)
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Рис.  2. Популяция пограничных клеток (ПК) в  корневом апексе проростков пшеницы (8–10 ч 
проращивания). Длина главного корня 250–500 мкм. А,  Б  – ​контрольный вариант (проращивание 
на дистиллированной воде); В, Г – ​проращивание на среде с гуминовыми наночастицами. Корни окружены 
разорванной колеоризой (белые звездочки). Корневые апексы покрыты ПК: шапочками из светло-серых 
клеток с выступающими на поверхности округлыми ядрами (белые стрелки). В контрольном варианте 
(А, Б) ПК плотно прилегают к поверхности апекса. На средах с гуминовыми наночастицами наблюдается 
разрыхление слоя ПК (В) и  отслаивание клеток от  поверхности (Г, по  нижнему краю шапочки ПК, 
короткие тонкие стрелки)

Fig. 2. Border cell (BC) population in the root apex of wheat seedlings (8–10 h, germination). The length of the 
main root is 250–500 µm. А, Б – ​control (germination on distilled water); В, Г – ​germination on the medium with 
humic nanoparticles. Roots are surrounded by ruptured coleorhiza (white stars). Root apexes are covered with 
BCs: caps of light gray cells with rounded nuclei protruding on the surface (white arrows). In the control (А, Б), 
BCs closely adhere to the surface of the apex. On media with humic nanoparticles, loosening of the BC layer (В) 
and exfoliation of cells from the surface (Г, along the lower edge of the BC cap, short thin arrows) are observed

Для вариантов культивирования с  гу-
миновыми наночастицами можно выделить 
3 морфотипа ризосферного пространства во-
круг апекса (рис. 3 б-г):

1. Активное боковое отслаивание це-
почек удлиненных, палочковидных клеток. 
Из цепочек ПК вокруг апекса формируется 
«венчик», который сохраняет контакт с кор-
невым апексом (за счет клеток в основании 

«венчика») (рис. 3 б). При культивировании 
на среде с наночастицами размером 6,5 нм 
(100 мг/л) почти у половины проанализиро-
ванных корневых апексов (47±8  %) наблю-
далось выраженное боковое отслаивание 
ПК.

2. Активное отделение ПК с  вершины 
апекса (одиночные клетки) и  с  боковой по-
верхности апекса (рис. 3 в).
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3. Вся поверхность апекса покрыта рых-
ло расположенными клетками, многие из ко-
торых еще сохраняют контакты с  поверхно-
стью апекса (рис. 3 г).

Эффекты гуминовых наночастиц были 
выявлены только в  популяции ПК. Ана-
лиз серийных полутонких срезов корневого 
апекса не  выявил деструктивных изменений 
цитоархитектоники апикальной меристе-
мы проростков в  условиях культивирования 
на средах с мелкими и крупными гуминовы-
ми наночастицами (для всех исследованных 

концентраций, рис.  4 г-и, 5 б). В  то  же вре-
мя на поперечных и продольных полутонких 
срезах выявляется хорошо развитый гелевый 
чехол с  многочисленными ПК, утративши-
ми контакт с поверхностью корневого апекса 
(рис. 4 г-и, 5 б). В контроле (дистиллирован-
ная вода) гелевый чехол был идентифициро-
ван в виде узкого цветного кольца по периме-
тру среза (рис.  4 а-в, 5 а). Анализ корневых 
апексов проростков с помощью сканирующей 
электронной микроскопии показал, что по-
верхность эпиблемы (ризодермы) при культи-

Рис.  3. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Окраска трипановым синим. Масштабная 
линейка 400 мкм. А – ​культивирование на дистиллированной воде. Б, В, Г – ​культивирование на среде 
с гуминовыми наночастицами. Б – ​активное боковое отслаивание цепочек удлиненных, палочковидных 
клеток. Из цепочек пограничных клеток (ПК) вокруг апекса формируется «венчик», который сохраняет 
контакт с  корневым апексом (за  счет клеток в  основании «венчика»); В  – ​активное отделение ПК 
с вершины апекса (одиночные клетки) и с боковой поверхности апекса; Г – ​поверхность апекса покрыта 
рыхло расположенными клетками, многие из которых еще сохраняют контакты с поверхностью апекса

Fig. 3. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Trypan blue stain. Scale bar 400 µm. A – ​cultivation on distilled 
water. Б, В, Г – ​cultivation on the medium with humic nanoparticles. Б – ​active lateral exfoliation of chains of 
elongated, rod-shaped cells. The border cell (BC) chains form a “circlet” around the apex, which maintains 
contact with the root apex (due to the cells at the base of the “circlet”); В – ​active separation of BCs from the top of 
the apex (single cells) and from the lateral surface of the apex; Г – ​the surface of the apex is covered with loosely 
located cells, many of which still retain contact with the surface of the apex
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Рис.  4. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Серийные поперечные полутонкие срезы, 
от  вершины апекса к  основанию. Окраска основным фуксином и  толуидиновым синим. А,  Б, 
В  – ​корневой апекс в  контроле (проращивание на  дистиллированной воде). По  периметру срезов 
локализуется узкий ободок гелевого чехла фиолетового цвета (указано стрелками). Г-И – ​корневой апекс 
на среде с гуминовыми наночастицами. Апекс окружен хорошо развитым гелевым чехлом: субстанция, 
окрашенная в фиолетово-пурпурный цвет, в которой находятся пограничные клетки (ПК), утратившие 
контакт с поверхностью апекса (ПК отмечены черными звездочками). Гелевый чехол закрывает вершину 
и боковую поверхность апекса. Г, Д – ​срез верхней части гелевого чехла со свободными ПК, без среза 
самого корневого апекса

Fig. 4. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Serial transverse semi-thin sections, from the top to the base of 
the apex. Stained with basic magenta and toluidine blue. А, Б, В – ​root apex in control (germination in distilled 
water). Along the perimeter of the sections, there is a narrow rim of a violet mucilaginous sheath (indicated by 
arrows). Г-И – ​root apex on a medium with humic nanoparticles. The apex is surrounded by a well-developed 
mucilaginous sheath: a violet-purple colored substance containing border cells (BCs) that have lost contact with 
the apex surface (BCs are marked with black asterisks). The mucilaginous sheath covers the top and the lateral 
surface of the apex. Г, Д – ​section of the upper part of the mucilaginous sheath with free BCs, with root apex 
uncut
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вировании на  средах с  гуминовыми наноча-
стицами оставалась интактной, без видимых 
изменений (рис.  6 б-г). На  участках поверх-
ности эпиблемы, от которых отделялись ПК, 
также отсутствовали видимые деструктив-
ные изменения (рис. 7 б-г).

Для оценки количества ПК, уже поте-
рявших контакт с  поверхностью корневого 
апекса, гелевый чехол смывали на  магнит-
ной мешалке и  анализировали полученную 
популяцию клеток. Было показано, что по-
сле «растворения» гелевого чехла контакты 
между клетками сохраняются: в  клеточной 
суспензии наряду с одиночными клетками на-
блюдались клеточные цепочки и  клеточные 
пласты (рис. 8). В контроле количество оди-
ночных клеток составило 47 % от общего чис-
ла ПК, смытых с поверхности корневого апек-
са. Внесение в культуральную среду крупных 
гуминовых наночастиц (68 нм) в  концентра-
ции 100 мг/л приводило к увеличению числа 
одиночных клеток в 1,4 раза, а мелких нано-
частиц (6,5 нм) в той же концентрации, наобо-

рот, – ​к снижению количества одиночных ПК 
в 1,6 раза по сравнению с контролем (рис. 9). 
То есть на среде с крупными наночастицами 
ПК уходили в  ризосферу в  основном в  виде 
одиночных клеток (64 % одиночных клеток), 
а на среде с мелкими наночастицами – ​в ос-
новном в  виде клеточных пластов и  клеточ-
ных цепочек (71 % всех ПК).

Гуминовые наночастицы не только вли-
яли на  «способ» перехода ПК в  ризосферу, 
но  и  вызывали дозозависимое увеличение 
численности ПК в  ризосфере. Так, крупные 
наночастицы в  концентрации 100  мг/л уве-
личивали количество ПК в 1,6 раза, а мелкие 
наночастицы – ​в 3,7 раза, по сравнению с кон-
трольным вариантом (рис. 10).

Активное смывание позволило не только 
собрать ПК, но и получить раствор компонен-
тов гелевого чехла и определить содержание 
общего белка в нем. На средах с гуминовыми 
наночастицами наблюдалось дозозависимое 
увеличение содержания белка в гелевом чех-
ле корневого апекса 2-дневных проростков 

Рис. 5. Корневой апекс 2-дневных проростков пшеницы. Полутонкие продольные срезы. Плоскость среза 
проходит выше середины апекса. А – ​апекс в контрольном варианте (проращивание на дистиллированной 
воде). Б – ​апекс на среде с гуминовыми наночастицами. На вершине апекса располагаются пограничные 
клетки (отмечены черными звездочками), которые утратили контакт с  боковой поверхностью апекса, 
но удерживаются за счет гелевого чехла

Fig. 5. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. Semi-thin longitudinal sections. The plane of the cut passes 
above the middle of the apex. A – ​apex in the control (germination in distilled water). Б – ​apex on the medium 
with humic nanoparticles. At the top of the apex, there are border cells (marked with black asterisks) that have 
lost contact with the lateral surface of the apex but are held by the mucilaginous sheath
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(рис.  11). Поскольку компоненты гелевого 
чехла (в  том числе и  белки) экскретируются 
ПК, выявленные закономерности могут быть 
связаны как с  увеличением количества ПК, 
так и  с  увеличением их секреторной актив-
ности. Для оценки влияния гуминовых на-
ночастиц на  экскреторную активность ПК 
использовали расчетный показатель: отно-

шение «содержание белка в  одном гелевом 
чехле»/«количество ПК на  апекс». Это соот-
ношение определяли как экскреторную ак-
тивность ПК.

Гуминовые наночастицы достоверно 
повышали экскреторную активность ПК, 
но дозозависимая динамика экскреторной ак-
тивности существенно отличалась для круп-

Рис.  6. Корневые апексы 2-дневных проростков пшеницы. А  – ​контрольный вариант, проращивание 
на дистиллированной воде; пограничные клетки (ПК) плотно прижаты к поверхности апекса. Б, В, Г – ​
проращивание на среде с гуминовыми наночастицами. Б – ​рыхлый слой ПК, которые еще не утратили 
связи с  апексом; В  – ​от  поверхности апекса отделяются одиночные клетки; Г  – ​ПК отделяются 
от поверхности апекса пластами (указано стрелками). Поверхность эпиблемы (ризодермы) в контроле 
и экспериментальных вариантах одинакова (темно-серые гофрированные участки поверхности корня). 
Под отделяющимися ПК поверхность эпиблемы сохраняет свою интактность

Fig. 6. Root apexes of 2-day-old wheat seedlings. A – ​control, germination on distilled water; border cells (BCs) 
closely adhere to the surface of the apex. Б, В, Г – ​germination on the medium with humic nanoparticles. Б – ​
loose layer of BCs that have not yet lost contact with the apex; В – ​single cells are separated from the surface of 
the apex; Г – ​BCs are separated from the surface of the apex in layers (indicated by arrows). The surface of the 
epiblema (rhizodermis) in the control and treatments is the same (dark gray corrugated areas of the root surface). 
Under the flaking BCs, the surface of the epiblema remains intact
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ных и  мелких наночастиц (рис.  12). Так, на-
ночастицы размером 68 нм в  концентрации 
5  мг/л повышали экскреторную активность 
ПК, но  дальнейшее увеличение концентра-
ции наночастиц не  приводило к  существен-
ным изменениям экскреторной активности. 
Для мелких наночастиц (6,5 нм) максималь-
ный стимулирующий эффект наблюдался для 
концентрации 25  мг/л, а  при концентрации 
100  мг/л наблюдалось резкое снижение экс-
креторной активности ПК.

Полученные результаты свидетельству-
ют о  том, что гуминовые наночастицы уве-
личивают активность отделения ПК от  по-
верхности корневого апекса и  в  результате 
численность свободных ПК в гелевом чехле. 
Выявленные эффекты имеют дозо-зависимый 
характер и существенно отличаются для на-
ночастиц размером 68 нм и 6,5 нм.

Еще одной эффекторной системой гуми-
новых наночастиц является окислительно-
восстановительный гомеостаз: их биологиче-

Рис. 7. Пограничные клетки (ПК) корневого апекса 2-дневных проростков пшеницы. А – ​контрольный 
вариант, проращивание на  дистиллированной воде; ПК плотно прижаты к  поверхности апекса 
и  контактируют друг с  другом, образуя монослой. Б, В, Г  – ​проращивание на  среде с  гуминовыми 
наночастицами. Б – ​рыхлый слой ПК на поверхности апекса, контакты в слое ПК уже нарушены, но есть 
точки «соприкосновения» с  поверхностью апекса; В  – ​одиночные ПК, отделяющиеся от  поверхности 
апекса; Г – ​ПК отделяются от поверхности апекса цепочкой (указано стрелкой)

Fig. 7. Border cells (BCs) of the root apexes of 2-day-old wheat seedlings. A – ​control, germination on distilled 
water; BCs closely adhere to the surface of the apex and are in contact with each other, forming a monolayer. Б, 
В, Г – ​germination on the medium with humic nanoparticles. Б – ​loose BC layer on the apex surface; contacts in 
the BC layer are already broken, but there are points of “contact” with the apex surface; В – ​single BCs separating 
from the surface of the apex; Г – ​BC chains are detached from the surface of the apex (indicated by an arrow)
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Рис.  8. Пограничные клетки в  суспензии после активного смывания. А  – ​одиночные овальные 
клетки с  гранулами крахмала в  цитоплазме. Масштабная линейка 50 мкм. Б  – ​фрагмент монослоя 
из палочковидных клеток и две одиночные палочковидные клетки. Масштабная линейка 100 мкм

Fig. 8. Border cells in suspension after active rinsing. A – ​single oval cells with starch granules in the cytoplasm. 
Scale bar 50 µm. Б – ​a fragment of a monolayer of rod-shaped cells and two single rod-shaped cells. Scale bar 
100 µm

Рис. 9. Количество одиночных клеток в суспензии 
пограничных клеток. Активное смывание клеток 
с  корневых апексов 2-дневных проростков. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 9. Number of single cells in border cell suspension. 
Active washing off of cells from root apexes of 
2-day-old seedlings. Asterisks indicate values that 
are significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles

Рис.  10. Количество пограничных клеток 
в корневом апексе 2-дневных проростков пшеницы. 
Активное смывание клеток с  корневых апексов. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 10. The number of border cells in the root apexes 
of 2-day-old wheat seedlings. Active washing off of 
cells from root apexes. Asterisks indicate values that 
are significantly different from the control (p<0.05). 
КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles
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ская активность может реализоваться через 
индукцию мягкого окислительного стресса. 
В  связи с  этим на  следующем этапе работы 
оценивали содержание карбонилированных 
белков (КБ), малонового диальдегида (МДА) 
и  пролина (как маркеров окислительного 
стресса) в корнях 2-дневных проростков.

Влияние гуминовых наночастиц 
на содержание МДА, карбонилированных 
белков и пролина в корнях 2-дневных 
проростков T. aestivum

При культивировании на средах с круп-
ными наночастицами в концентрации 25 мг/л 
и  100  мг/л в  корнях 2-суточных проростков 
содержание КБ значительно возрастало, соот-

ветственно, в 2 и 5 раз, по сравнению с кон-
тролем (рис.  13 б). Крупные наночастицы 
в изученных концентрациях не влияли на со-
держание МДА (рис. 13 а).

Сравнение динамики содержания КБ 
и МДА позволяет предположить, что на сре-
де с  крупными гуминовыми наночастицами 
значительная часть образующегося в корнях 
МДА включается в  окислительные модифи-
кации белков, а  ТБК‑активный пул остается 
в  пределах значений, характерных для кон-
трольного варианта (рис. 13).

В  отличие от  крупных наночастиц, 
на  среде с  мелкими гуминовыми наноча-
стицами (6,5 нм) содержание МДА в корнях 

Рис. 11. Содержание белка (нг/апекс) в гелевом чехле 
корневого апекса 2-дневных проростков пшеницы. 
Звездочкой отмечены значения, достоверно 
отличающиеся от контрольного варианта (р<0,05). 
КЧ  – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ  – ​
мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 11. Protein content (ng/apex) in the mucilaginous 
sheath of the root apex of 2-day-old wheat seedlings. 
Asterisks indicate values that are significantly 
different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger humic 
nanoparticles; МЧ – ​smaller humic nanoparticles

Рис.  12. Экскреторная активность пограничных 
клеток (ПК). Экскреторную активность оценивали 
как соотношение количества белка в  гелевом 
чехле апекса и количества ПК на апекс. Звездочкой 
отмечены значения, достоверно отличающиеся 
от контрольного варианта (р<0,05). КЧ – ​крупные 
гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые 
наночастицы

Fig. 12. Excretory activity of border cells (BCs). 
Excretory activity was assessed as the ratio of the 
amount of protein in the mucilaginous sheath of the 
apex to the number of BCs per apex. Asterisks indicate 
values that are significantly different from the control 
(p<0.05). КЧ  – ​larger humic nanoparticles; МЧ  – ​
smaller humic nanoparticles
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проростков увеличивалось в  2 раза (концен-
трации 25 мг мг/л и 100 мг/л). Увеличение со-
держания КБ в корнях было отмечено только 
для концентрации 100 мг/л (рис. 13).

Увеличение содержания КБ и МДА сопро-
вождалось дозозависимым увеличением содер-
жания пролина в корнях проростков при куль-
тивировании на среде и с мелкими, и крупными 
гуминовыми наночастицами (рис. 14).

Полученные результаты свидетель-
ствуют, что в  условиях гидропонной куль-
туры гуминовые наночастицы индуцируют 
окислительный стресс в  корнях 2-дневных 
проростков. Уровень продуктов свободнора-
дикального окисления белков и  липидов за-
висит от концентрации и размера наночастиц. 
Следует отметить, что индуцированный гу-
миновыми наночастицами окислительный 
стресс не  сопровождался ингибированием 
роста корней.

Обсуждение

В литературе эффекты ГК часто объясня-
ют их влиянием на ризосферный метаболизм 
(García et al., 2016a; Olaetxea et al., 2015, 2016). 
Ризосфера, прикорневая зона, формируется 
в процессе корневой экскреции и играет важ-
ную роль в  процессах адаптации развиваю-
щегося корня проростка и взрослого растения 
к  различным биотическим и  абиотическим 
факторам среды (De-la-Peña, Loyola-Vargas, 
2014; Holz et al., 2018; Javed et al., 2018; Rekha 
et al., 2018; Preece et al., 2018).

Показано, что важнейшим структурно-
функциональным элементом ризосферной си-
стемы являются ПК (Hawes et al., 1998, 2002, 
2016 a, b). ПК представляют собой специфиче-
скую популяцию соматических метаболиче-
ски активных клеток. На разных этапах диф-
ференцировки ПК могут реализовать свои 
функции в  условиях физического контакта 

Рис.  13. Содержание МДА (А) и  карбонилированных белков (Б) (нМ/мг белка) в  корнях 2-дневных 
проростков пшеницы. Звездочкой отмечены значения, достоверно отличающиеся от  контрольного 
варианта (р<0,05). КЧ – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 13. The contents of MDA (A) and carbonylated proteins (Б) (nM/mg of protein) in the roots of 2-day-old 
wheat seedlings. Asterisks indicate values that are significantly different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger 
humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic nanoparticles
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с корневым апексом, а после утраты физиче-
ского контакта с корневым апексом – ​в геле-
вом чехле, полисахаридно-гликопротеиновом 
матриксе, который окружает апекс и являет-
ся продуктом экскреторной активности ПК. 
О  возможности длительного автономного 
функционирования свидетельствуют много-
численные гранулы крахмала в  цитоплазме 
ПК (рис. 8 а).

Гуминовые наночастицы увеличивали 
активность отделения ПК от  поверхности 
корневого апекса и  перехода в  гелевый че-
хол (рис.  3). Отделение ПК связано с  ремо-
делированием клеточных стенок. Известно, 
что в  ремоделировании клеточных стенок 
участвуют не  только ферменты (эндо‑1,4-
манназы, пектинметилэстеразы, целлюлазы), 
но  и  активные формы кислорода (АФК): не-
ферментативная окислительная модифика-
ция компонентов клеточной стенки вносит 
существенный вклад в  разрыхление клеточ-
ных стенок на  ранних этапах развития про-

ростка (Nonogaki et al., 2010; Scheler et al., 
2015; Chen et al., 2016 a, b). Так как гуминовые 
наночастицы индуцировали окислительный 
стресс (повышали содержание КБ, МДА, про-
лина, рис. 13–14), можно полагать, что увели-
чение активности отделения ПК от поверхно-
сти корневого апекса в значительной степени 
связано с окислительным ремоделированием 
клеточных стенок. При этом следует отме-
тить, что вклад АФК в  процессы ремодели-
рования участков клеточных стенок, контак-
тирующих с поверхностью корневого апекса, 
и участков клеточных стенок между самими 
ПК может быть различным. Так, гуминовые 
наночастицы увеличивали активность боко-
вого отслаивания ПК от поверхности корне-
вого апекса, но при этом сохранялись контак-
ты ПК друг с другом (рис. 8).

На  средах с  гуминовыми наночастица-
ми увеличивалась не  только численность 
свободных ПК, но и размеры гелевого чехла 
(рис. 3). Динамика расчетного параметра ак-

Рис.  14. Содержание пролина (мкг/мг белка) в  корнях 2-дневных проростков пшеницы. Звездочкой 
отмечены значения, достоверно отличающиеся от  контрольного варианта (р<0,05). КЧ  – ​крупные 
гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые наночастицы

Fig. 14. Proline content (µg/mg protein) in the roots of 2-day-old wheat seedlings. Asterisks indicate values 
that are significantly different from the control (p<0.05). КЧ – ​larger humic nanoparticles; МЧ – ​smaller humic 
nanoparticles
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тивности экскреции позволяет полагать, что 
увеличение размеров гелевого чехла связано 
не только с увеличением численности проду-
центов (ПК), но и  с увеличением экскретор-
ной активности ПК (рис.  12). Известно, что 
ПК активно экскретируют в ризосферу более 
100 различных белков (Knox et al., 2007; Wen 
et al., 2007). Возможно, что влияние гумино-
вых наночастиц на экскреторную активность 
ПК реализуется через индукцию окислитель-
ного стресса. Известно, что индукторы окис-
лительного стресса увеличивают активность 
экскреции корневых экзометаболитов (UdDin 
et al., 2015; Javed et al., 2018).

Гуминовые наночастицы не  стимули-
ровали рост корней проростков, но  инду-
цированное наночастицами формирование 
многочисленной популяции свободных ПК 
и  активная экскреция экзометаболитов мо-
жет способствовать быстрому становлению 
ризосферной системы и в результате обеспе-
чивать быстрый рост и  развитие корневой 
системы, ее устойчивость к различным био-
тическим и абиотическим факторам на более 
поздних этапах развития проростка.

Реализацию биологических эффектов 
ГК связывают с индукцией мягкого окисли-
тельного стресса: ГК увеличивают продук-
цию АФК в растительных клетках (García et 
al., 2016a, b). АФК‑сигналинг, окислительная 
модификация белков, липидов и  РНК игра-
ют важную роль на  ранних этапах прорас-
тания зерновки (Job et al., 2005; El-Maarouf-
Bouteau et al., 2013; Oracz, Karpiński, 2016; Li 
et al., 2017). В  прорастающей зерновке окис-
лительная модификация белков увеличивает 
активность их протеолитической деградации 
в  различных типах протеосомных систем 
и  определяет доступность аминокислот для 
включения в  синтез новых белков (Oracz, 
Stawska, 2016). Можно полагать, что актив-
ность окислительной модификации белков 

в значительной степени определяет скорость 
изменений протеома проростка на  ранних 
этапах его развития.

Гуминовые наночастицы способствова-
ли дозозависимому увеличению содержания 
КБ (рис. 13 б). Опираясь на данные литерату-
ры, этот факт можно рассматривать как сви-
детельство более активного синтеза белков 
de novo в  проростках при культивировании 
на средах с гуминовыми наночастицами.

Дозозависимое увеличение содержания 
МДА наблюдалось только для гуминовых 
наночастиц размером 6,5 нм (рис. 13 а). Уро-
вень МДА является маркером структурно-
функциональных перестроек мембранных 
систем клетки. Окислительные модификации 
липидов могут влиять на стабильность мем-
бранных рафтов, плотность упаковки жирно-
кислотных цепей и микровязкость мембраны 
(Conte et al., 2015; Neto, Cordeiro, 2016), ин-
дуцировать деформации липидного бислоя, 
образование пор и  переход в  мицеллярную 
фазу (Boonnoy et al., 2015). Эти структурные 
перестройки рассматриваются как регулятор-
ные механизмы, определяющие активность 
мембраносвязанных процессов и  функци-
ональный статус клетки. Белковый синтез 
в значительной степени зависит от мембран-
ных систем клетки и  окислительные моди-
фикации мембранных липидов могут играть 
важную роль в активации синтеза белков de 
novo и перестройках протеома проростка при 
культивировании на средах с гуминовыми на-
ночастицами.

Наряду с КБ и МДА, маркером индуци-
рованного окислительного стресса в  расти-
тельных клетках является содержание проли-
на. АФК являются медиаторами сигнальных 
систем, которые контролируют метаболизм 
пролина (Yang et al., 2009; Zhang, Becker, 2015; 
Copley et al., 2017). Пролин в условиях окис-
лительного стресса «работает» как: а) хими-
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ческий шаперон, стабилизирует белки и пре-
дотвращает их агрегацию (Samuel et al., 2000); 
б)  молекулярный скавенджер АФК (Kaul 
et al., 2008; Signorelli et al., 2014); в)  предот-
вращает истощение внутриклеточного пула 
глутатиона GSH (Hoque et al., 2008; Xu et al., 
2009). Окисление 1 молекулы пролина в ми-
тохондриях приводит к образованию прибли-
зительно 30  АТФ‑эквивалентов (Hare, Cress, 
1997; Cabassa-Hourton et al., 2016), которые ис-
пользуются для реализации компенсаторно-
адаптивных перестроек метаболизма в усло-
виях стресса. В  связи с  этим дозозависимое 
увеличение содержания пролина в  корнях 
проростков при культивировании на  средах 
с гуминовыми наночастицами (рис. 14) мож-
но рассматривать как свидетельство пере-
строек энергетического метаболизма про-
ростка: увеличения пула энергетических 
эквивалентов, которые могут использоваться 
для активного синтеза белков de novo (и дру-
гих энергозависимых процессов).

С  другой стороны, индуцированное гу-
миновыми наночастицами повышение уров-
ня пролина может поддерживать активность 
окислительных модификаций белков и липи-
дов на  «регуляторном уровне» и  предотвра-
щать развитие деструктивных процессов.

Oкисление пролина в  митохондриях 
и  образование АТФ‑эквивалентов сопрово-
ждается образованием АФК и вторичной ак-
тивацией процессов окислительной модифи-
кации белков и  липидов и  АФК‑сигналинга 
(Garcia de la Garma et al., 2015). Этот феномен 
не  позволяет оценить «величину» окисли-
тельного стресса, который вызывают сами 
гуминовые наночастицы.

Полученные результаты позволяют 
предполагать, что гуминовые наночастицы 
индуцируют глубокие перестройки метабо-
лизма корня развивающегося проростка. Эти 
перестройки на более поздних этапах разви-

тия проростка могут реализоваться в  выра-
женной стимуляции роста корневой системы 
и надземной части проростка.

В  заключении следует отметить, что 
выявленные дозозависимые эффекты суще-
ственно различались для мелких и  крупных 
наночастиц. Наночастицы размером 6,5 нм 
оказывали значительно более выраженное 
влияние на  изученные параметры (рис.  13–
14). При этом взаимоотношения между 
параметрами (соотношения Пролин/КБ, 
Пролин/МДА, КБ/МДА) значительно варьи-
ровали в зависимости от размеров наночастиц 
(рис.  15). Особенности динамики соотноше-
ний Пролин/КБ, Пролин/МДА, КБ/МДА по-
зволяют предположить, что АФК‑зависимый 
сигналинг может существенно различаться 
для гуминовых наночастиц разных размер-
ных классов.

Известно, что биологические эффекты 
наночастиц в  значительной степени зависят 
от размеров (Kulikova et al., 2017; Wang et al., 
2018; Zheng et al., 2018). В  целом мелкие на-
ночастицы биологически более активны, чем 
крупные: уровень индуцированного окис-
лительного стресса для мелких наночастиц 
выше, чем для крупных (Carlson et al., 2008; 
Makama et al., 2018). Предполагается, что 
способность гуминовых наночастиц инду-
цировать окислительный стресс в  корневой 
системе связан с тем, что наночастицы могут 
временно «закупоривать» поровые комплексы 
в клеточных стенках и тем самым индуциро-
вать дозозависимый окислительный стресс. 
Под влиянием корневых экзометаболитов 
происходит молекулярная дезинтеграция гу-
миновых наночастиц и  поровые комплексы 
освобождаются (Piccolo, 2002; Olaetxea et al., 
2015). Авторы не изучали зависимость окис-
лительного стресса от  размеров молекуляр-
ных агрегатов ГК, но  можно предположить, 
что более мелкие частицы ГК «закупорива-
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Рис.  15. Динамика соотношений между основными маркерами окислительного стресса (пролин, 
карбонилированные белки и МДА). КЧ – ​крупные гуминовые наночастицы, МЧ – ​мелкие гуминовые 
наночастицы

Fig. 15. Dynamics of proportions of the main markers of oxidative stress (proline, carbonylated proteins, and 
MDA). КЧ – ​larger humic nanoparticles, МЧ – ​smaller humic nanoparticles

ют» поровые комплексы на более длительное 
время и  в  результате индуцированный ими 
окислительный стресс будет выражен в боль-
шей степени, чем для более крупных частиц 
ГК.

Полученные результаты позволяют пред-
полагать, что варьирование размеров гуми-
новых наночастиц может быть использовано 

для целенаправленной регуляции их биоло-
гической активности в  ризосфере на  ранних 
этапах прорастания.

Заключение

Гуминовые наночастицы увеличивали 
численность популяции ПК корневого апек-
са 2-дневных проростков. Размеры гелевого 
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чехла и  содержание общего белка в  составе 
гелевого чехла корневого апекса 2-дневных 
проростков на  средах с  гуминовыми на-
ночастицами значительно увеличивались. 
При проращивании на средах с гуминовыми 
наночастицами деструктивные изменения 
в  корневом апексе 2-дневных проростков 
не выявлялись. Гуминовые наночастицы ин-

дуцировали окислительный стресс: в корнях 
2-дневных проростков увеличивалось содер-
жание КБ, МДА и пролина. Индуцированный 
гуминовыми наночастицами окислительный 
стресс не сопровождался ингибированием ро-
ста корня. Эффекты гуминовых наночастиц 
имели дозозависимый характер и существен-
но варьировали в зависимости от их размеров.
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