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Работа посвящена проблеме защиты растительных организмов от острого гамма-излучения. В качестве объекта
исследования было выбрано водное растение ряска малая (Lemna minor L.), которую подвергали облучению в дозах до
63 Гр. В качестве радиопротекторного средства был апробирован лигнин багульника болотного (Ledum palustre L.).
В ходе экспериментов установлены значения биомаркеров благополучия растений и показано, что водорастворимый
лигнин багульника не токсичен для растительных организмов. Установлено, что предварительное культивирование рас-
тений в водных лигнинсодержащих средах позволяет снизить уровень повреждений и увеличить длину корней облу-
ченных растительных организмов, что свидетельствует о проявлении адаптогенных и радиопротекторных свойств лиг-
нина на организменном и популяционном уровне. Выдвинута гипотеза о радиопротекторном потенциале лигнина и экс-
периментально показана возможность использования экзогенного лигнина для защиты растительных организмов от
острого гамма-излучения в высоких дозах.
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Введение

Лигнин – это один из самых распространенных и удивительных биополимеров в растительном цар-
стве. Замечательной особенностью лигнинов как полимеров является многообразие мономерных звеньев и
межмономерных связей. Других биополимеров с подобной спецификой в природе не существует. Неудиви-
тельно, что химическая структура лигнина окончательно не установлена, и исследования в этом направле-
нии продолжаются [1]. Лигнин входит в состав всех высших растений, а также некоторых мхов и водорослей
[2], выполняя целый спектр биологических функций [3]. В частности, природный, т.е. эндогенный лигнин
способствует укреплению клеточной стенки, облегчает перенос воды и обеспечивает высокую устойчивость
к повреждениям растительной ткани [4, 5]. Как известно, на растения действуют многочисленные неблаго-
приятные факторы, различные по своей природе, и во многих случаях лигнин, как природный адаптоген,
повышает жизнестойкость растительных организмов [6]. Например, при инфицировании патогенами лигнин
быстро накапливается в растительной ткани и действует как механический барьер, пространственно огра-
ничивая распространение патогенов и гибель клеток [7, 8]. Ультрафиолетовое облучение (УФ-В) также сти-
мулирует биосинтез лигнина, что приводит к формированию более толстых клеточных стенок с повышен-
ным содержанием лигнина, как это наблюдается у Kalanchoe pinnata [9]. Получены также новые данные о
том, что и вполне безобидные, на первый взгляд, абиотические стрессы, такие как температурные перепады,
также изменяют степень лигнификации растительных тканей. Согласно [10], дефицит воды во время засухи
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вызывает осмотический стресс, направленный на повышение интенсивности биосинтеза лигнина в этот пе-
риод. Следует отметить, что имитация засухи в экспериментах с Eucalyptus urograndis привела не только к
увеличению степени лигнификации стволовой части деревьев, но и к изменению структуры лигнина. Не-
давние результаты исследований «озонового» и радиационного стресса показали, что химическая структура
лигнинного полимера в значительной степени зависит как от типа стресса, так и от его интенсивности и
вида растения [11, 12].

Это свидетельствует об уникальности лигнинных биополимеров, выполняющих защитные функции
различными путями и алгоритмами. Этот факт позволяет задуматься над вопросом: если эндогенный лигнин
обладает способностью противостоять негативным стресс-факторам, то, возможно, и внесенный извне, то
есть экзогенный лигнин, способен выполнять защитные функции? Если это предположение получит под-
тверждение,  то это позволит обеспечить в необходимых условиях более эффективную защиту растений в
самых разных, в том числе специфических условиях произрастания, например, на долговременных орби-
тальных станциях.

Живые организмы находятся под постоянным воздействием радиационного фактора. Во многих стра-
нах имеются техногенные источники радиации, в том числе атомные электростанции, предприятия по до-
быче радиоактивных руд, хранилища отходов объектов ядерно-топливного цикла. Риск облучения избыточ-
ными дозами радиации возрастает при возникновении неконтролируемых ситуаций и техногенных аварий
на атомных производствах. Защита растений от вредного радиационного воздействия актуальна в связи с
развитием космической биологии, а также при фиторемедиации радиоактивно загрязненных территорий.

В мониторинге и рекультивации загрязненных водоемов, в экотоксикологических экспериментах ча-
сто используют покрытосеменные растения семейства рясковые. Представители данного семейства выпол-
няют важные экологические функции, широко распространены и очень чувствительны к органическим и
неорганические веществам, в том числе гербицидам, фармацевтическим препаратам и металлам [13, 14].
Ряска способна сорбировать тяжелые металлы и радионуклиды, что является необходимым условием для
фиторемедиации водоемов.

Биомедицинские свойства лигнина активно изучается в последние годы. Практически все исследова-
ния проводятся на животных, причем уже получены вполне обнадеживающие и достоверные результаты,
тогда как применение экзогенного лигнина в качестве адаптогена для защиты растений от стрессоров в
настоящее время не изучено. В данной работе впервые проанализирована возможность использования эк-
зогенного лигнина для защиты растительных организмов от острого гамма-излучения.

Материал и методы

Растительный материал. В работе использовали лабораторную культуру ряски малой Lemna minor
L. Растения выращивали в среде Штейнберга (Steinberg 1946) при постоянных условиях (24±0.1 °С, 16 ч
свет/8 ч темнота), поддерживаемых в климатической камере (Binder, Germany).

Тест на токсичность лигнина. Для проведения теста на токсичность лигнина использовали стандарт-
ную методику OECD [15]. В качестве контрольных растений использовали лабораторную культуру ряски
малой, выращенную на среде Штейнберга. Для экспериментов на токсичность были приготовлены водные
растворы лигнина багульника с массовой долей 10-6, 2.5·10-6, 5·10-6, 10-5, 2·10-5, 10-4, 10-3%. Испытуемые
растения помещали в водную среду, содержащую лигнин, и выдерживали в ней в течение 24 ч. Затем пере-
носили в стеклянные емкости с 200 мл среды по 12 растений в каждую. Через 7 дней подсчитывали число
отдельных особей. Удельная скорость роста растений рассчитывалась как логарифмическое изменение ско-
рости роста за семь дней. Результаты теста достоверны при средней удельной скорости роста 0.275 день-1.
Для расчета площади использовали фотографии растений в первый и последний день эксперимента. Их ана-
лизировали с использованием программного обеспечения Image J (NIH, USA). Площадь фрондов растений
определяли в каждой стеклянной емкости. Первоначальная средняя площадь у опытных и контрольных рас-
тений была одинаковой.

Облучение растений. Облучение растений проводили на гамма-установке «Исследователь» (137Cs)
Института биологии ФИЦ Коми НЦ УРО РАН, мощность 0.74 Гр/мин. Перед облучением испытуемые рас-
тения предварительно выдерживали в течение 24 ч в водном растворе лигнина багульника. Для оценки био-
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логических эффектов воздействия гамма-излучения были выбраны дозы 18, 42, 63 Гр. Обоснованность вы-
бора указанных доз показана в работе [16]. В качестве контрольных в данном случае использовали облучен-
ные растения, не обработанные раствором лигнина.

Определение малонового диальдегида (МДА). Для анализа 50 мг сырой массы лабораторной культуры
ряски малой растирали с кварцевым песком, добавляли 1.5 мл 20% трихлоруксусной кислоты, центрифуги-
ровали 15 мин при 10000 об./мин. К супернатанту добавляли 0.5% тиобарбитуровую кислоту, растворенную
в 20% трихлоруксусной кислоте. Полученную смесь выдерживали при 95 °С 30 мин, охлаждали и центри-
фугировали. Далее определяли оптическую плотность при длине волн 532 и 600 нм на спектрофотометре
Spectrumlab SS2107 (LEKI Instruments, Finland). Содержание МДА вычисляли по формуле [17, 18]. Содер-
жание МДА определяли через четверо суток после начала эксперимента.

Определение хлорофиллов a, b, каротиноидов. Для определения уровня фотоассимилирующих пиг-
ментов растения перетирали с небольшим количеством кварцевого песка, карбоната кальция, затем добав-
ляли 95% водный раствора этанола, выдерживали 30 мин при температуре 4 °С. Полученный гомогенат
центрифугировали 10 мин при 13000 об./мин. Экстракт сливали в чистую пробирку. К осадку добавляли
раствор этанола и снова центрифугировали. Повторяли до серой окраски осадка. Оптическую плотность
проб измеряли при длинах волн 470, 649, 664 нм на спектрофотометре Spectrumlab SS2107 (LEKI
Instruments, Finland). Концентрацию пигментов рассчитывали по [19].

Получение и характеристика лигнина. В экспериментах использовали диоксанлигнин, выделенный
из стеблей багульника болотного (Ledum palustre L.). Сырье заготовливали в лесном массиве в районе с.
Морово, Республика Коми (координаты: 61°50′ с.ш.; 50°61′ в.д. в конце вегетационного периода. Препарат
лигнина получали методом Пеппера путем обработки обессмоленного растительного сырья водно-диокса-
новой смесью (9 : 1) при температуре кипения (~100 °С) в течение 1 ч. Очистку лигнина проводили двукрат-
ным переосаждением из диоксана в диэтиловый эфир. Для получения готового препарата использовали ме-
тод лиофильной сушки. Приготовление водорастворимой формы образца лигнина проводили в соответ-
ствии с методикой, описанной в патенте РФ [20].

Элементный анализ препарата лигнина багульника проводили на анализаторе фирмы Hewlett Packard
(США). Определено: С – 59.4±1.6; Н – 6.4±0.6, О – 34.2.

Для количественной оценки функциональных групп использовали стандартные методы химии дре-
весины [21]. Определено: ОНфен. 3.9±0.1.%, СООН 3.5±0.2%.

Анализ мономерного состава лигнина проводили методом пиролитической хромато-масс-спектро-
метрии на приборе EGA/PY-3030D (Japan).; Определено: гваяцильные (G) единицы – 22.2%, сирингильные
(S) – 77.7%, п-кумаровые (H) – 0.1%.

Спектры ЯМР-13С регистрировали в импульсном режиме (спектрометр Bruker АМ-300) с рабочей ча-
стотой 75.5 Мгц. Установлены следующие резонансные сигналы спектра ЯМР-13С:  29.4  (CH  алифатиче-
ские); 54.2 (Сb в b-5 и (или) b-b); 56.4 (Ar–OCH3 G и S); 60.0, 60.6, 66.8 (Сg в b-О-4, G и S); 72.7, 73.5 (Ca в
b-О-4, G и S); 85.6, 86.5 (Cβ в b-O–4; 104.8 (С-2 и С-6 в S; 115.2, (С-5 в G и G’); 134.9, 135.4, 138.6 (C-1 и С-
4 в S и G); 147.9, 148.4 (С-3 и С-4 в G); 152.6 (С-3 и С-5 в S) м.д.

Инфракрасные спектры образца лигнина записаны на спектрофотометре IRPrestige-21 Shimadzu
(Япония), оснащенном детектором DLATGS. Установлены следующие полосы поглощения ИК-Фурье-спек-
тра: 3466, 2934, 2850, 1724, 1672, 1593, 1504, 1462, 1421, 1327, 1270, 1225, 1124, 1033, 835 см-1.

Спектры ЭПР получены на радиоспектрометре Х-диапазона RadioPAN SE/X-2547. Частота ВЧ моду-
ляции 100 кГц, амплитуда 0.1 мТ, мощность СВЧ (2 мВт). Установлено: g-фактор 2.0042, концентрация
радикалов 2.7´1017 спин/г.

Статистическая обработка. Нормальность распределения проверяли с использованием теста Ша-
пиро-Уилка. Для достоверного определения отличий между группами воздействия использовали критерии
Стьюдента, Манна-Уитни. Все эксперименты проводили в 3 повторностях. Для статистической обработки
результатов использовали программный пакет Statistica 6.0 (StatSoft, USA).
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Результаты и их обсуждение

Ряска малая Lemna minor L. (далее ряска) – неукоренненный плейстофит, свободно плавающий на
поверхности водоемов. Растение состоит из листоподобной пластинки (фронда) и корня. Несколько расте-
ний собираются в колонии по 2–5 особей посредством тонкого выроста мембраны – гиалиновой нити. Ряска
малая чаще всего размножается вегетативно, что позволяет использовать на протяжении всего эксперимента
генетически однородную популяцию [22]. В лабораторных условиях ряска хорошо культивируется на пита-
тельных средах, быстро растет и размножается, поэтому это растение находит широкое применение как мо-
дельный объект в биотестировании.

На рисунке 1 представлены результаты изучения скорости роста ряски в рамках проведения тестов
на токсичность экзогенного лигнина. Предварительное культивирование растений в водных средах с кон-
центрациями лигнина в области 10-6–10-3% в течение 24 ч не оказывало негативного действия на основные
жизненные процессы лабораторной культуры ряски, о чем свидетельствует практическое совпадение вели-
чины удельной скорости роста контрольных и опытных растительных организмов. Поврежденность фрон-
дов не превышала 2%, что согласуется с результатами, полученными для контрольных растений.

В таблице представлены результаты оценки количества таких пигментов фотосинтеза, как хлорофилл
a, хлорофилл b и каротиноиды в растениях. Близость результатов по содержанию указанных пигментов в
контрольных и опытных растениях ряски также указывала на отсутствие токсического действия водорас-
творимого лигнина.

На следующем этапе были проведены исследования по оценке потенциальных радиопротекторных
свойств экзогенного лигнина. Наше предположение (гипотеза) о возможном наличии таких свойств базиру-
ется на полученных нами ранее результатах, свидетельствующих о высокой антиоксидантной и биологиче-
ской активности лигнинов [23, 24].

Как следует из рисунка 2, облучение контрольных (не обработанных лигнином) растений приводило
к дозозависимому линейному снижению удельной скорости роста этих организмов. Так, при дозе облучения
18 Гр удельная скорость роста ряски уменьшилась практически на 10% относительно необлученных
растений,  а при дозе 63  Гр она уменьшилась вдвое.  Как показали исследования,  скорость роста ряски,
предварительно выдержанной в водном растворе лигнинах (концентрация лигнина 10-5%), а затем
облученной в различных дозах, оказалась практически одинаковой с контрольными растениями (рис. 2).
Отличие наблюдалось только при дозе гамма-излучения 42 Гр.

Полученные результаты показали, что экзогенный лигнин в выбранной концентрации не оказал
влияния на темпы роста растений. Вместе с тем это не означает отсутствие адаптогенных
(радиопротекторных) свойств лигнина. Дальнейшие эксперименты по оценке других аспектов
жизнедеятельности облученных растений свидетельствовали о положительном влиянии экзогенного
лигнина на организменном и популяционном (или надорганизменном) уровнях.

Рис. 1. Изменение удельной скорости роста растений (день-1) в зависимости от содержания лигнина
в водном растворе
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Количество фотосинтетических пигментов и МДА в растениях Lemna minor L.

Эксперимент Хлорофилл a* Хлорофилл b* Каротиноиды* МДА**
Контроль 0.85±0.4 0.37±0.09 0.2±0.08 9.57±0.9
Обработка водорастворимым лигнином (1·10-5%) 0.88±0.1 0.37±0.02 0.2±0.09 11.25±1.2

* мг/г сырой массы, ** нмоль/г сырой массы.

На рисунке 3 приведены медианные значения уровня повреждений фрондов у облученных растений
без обработки и с предварительной обработкой водным раствором лигнина. Повреждения фрондов
оценивались количеством выявленных некрозов и хлорозов. Как известно, хлорозы вызывают обесцвечива-
ние растений с частичным или полным пожелтением фронда; некрозы – локальные участки отмершей рас-
тительной ткани различной формы и цвета. Воздействие гамма-излучения в высоких дозах явно привело к
увеличению доли поврежденных растений с хлорозами и некрозами. При облучении в дозе 63 Гр доля по-
врежденных фрондов для контрольных растений ряски достигала 23.8%. В отличие от этого, у обработан-
ных лигнином растений уровень повреждений фрондов при этой дозе снизился более чем в два раза. Кроме
того, предварительная обработка водным раствором лигнина позволила сократить до контрольного уровень
повреждений фрондов при 18 Гр (р≤0.05, критерий Манна-Уитни). Таким образом, можно сделать вывод о
том, что лигнин действительно проявил радиопротекторные свойства.

Корни растений чувствительны к окислительному стрессу при воздействии гамма-излучения, что и
приводит к их укорочению [25]. На рисунке 4 представлены данные о средней длине корней облученных
растений как обработанных, так и не обработанных водными растворами лигнина.

Полученные результаты свидетельствуют о положительном влиянии экзогенного лигнина на корне-
вую систему растений. Максимальный эффект наблюдался для растений, подвергнутых облучению в дозе
42  Гр.  В этом случае средняя длина корней растений,  обработанных лигнином,  оказалась выше на 18%.
Достаточно удовлетворительные результаты наблюдались и при других дозовых нагрузках: при дозах об-
лучения 18  Гр и 63  Гр длина корней обработанных растений оказалась больше на 8.4  и 12.8%  соответ-
ственно. Таким образом, водный раствор лигнина способствовал защите корневых меристем от действия
гамма-излучения.

Следующий этап исследований посвящен оценке изменений растений под действием радиационного
фактора и экзогенного лигнина на субклеточном уровне. Гамма-излучение представляет собой фотоны вы-
сокой энергии и имеет два основных механизма действия: прямое повреждение молекул с образованием
свободных радикалов и радиолиз клеточной воды с образованием активных форм кислорода. Эти меха-
низмы вызывают повреждения растительных клеток и провоцируют окислительный стресс как напрямую,
так и косвенно, способствуя перекисному окислению липидов мембран. На рисунке 5 представлены резуль-
таты определения малонового диальдегида (МДА), хлорофилла и каротиноидов в облученных растениях, в
том числе после обработки экзогенным лигнином.

Рис. 2. Изменение удельной скорости роста
облученных растений (день-1) без обработки
лигнином и с предварительной обработкой
водным раствором лигнина (10-5%). * – отличия
достоверны относительно облученных растений
(p≤0.05, критерий Стьюдента)

Рис. 3. Медианные значения уровня повреждений
фрондов облученных растений без обработки и с
предварительным обработкой водным раствором
лигнина (10-5%). * – отличия достоверны
относительно облученных растений (p≤0.05,
критерий Манна-Уитни)
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Рис. 4. Изменение средней длины корней
облученных растений без обработки и с
предварительным обработкой водным
раствором лигнина (10-5). * – отличия
достоверны относительно облученных
растений (p≤0.05, критерий Стьюдента)

а б

Рис. 5. Содержание МДА (а), хлорофилла (б) и
каротиноидов (в) в растениях без обработки и с
предварительным обработкой водным раствором
лигнина (10-5%).* – отличия достоверны
относительно облученных растений (p≤0.05,
критерий Манна-Уитни (для а) и критерий
Стьюдента (для б и в))в

Показатель МДА достаточно широко используется в качестве биомаркера оксидативного стресса раз-
личных организмов. В контрольном эксперименте значение МДА составляло 9.57 нмоль/г. Облучение в до-
зах 18–63 Гр вызывает окислительный стресс у растений, на что указывает увеличение показателя МДА.
Наибольший уровень окислительного стресса установлен для растений, подвергнутых облучению в дозе 42
Гр. Обработка лигнином не способствовала статистически значимому снижению уровня МДА в клетках
растений после облучения (p≤0.05).

Как видно из рисунков 5б и 5в, облучение влияет на уровень фотоассимилирующих пигментов. В ре-
зультате облучения концентрация хлорофилла в растениях несколько увеличивается, что описывается в лите-
ратуре как явление хлорофилльного гормезиса [26], при котором концентрация хлорофилла растет в ответ на
стрессовое воздействие. Концентрация хлорофилла в растениях, обработанных водорастворимым лигнином,
соответствует его уровню в растениях с аналогичным воздействием радиации. Исключение составляют расте-
ния, подвергнутые облучению в дозе 63 Гр. В этом случае содержание хлорофиллов и каротиноидов снижа-
ется, приближаясь к значениям растений без воздействия, хотя и остается выше контроля (p≤0.05).

Выводы

1. Выдвинута гипотеза о наличии радиопротекторных свойств лигнина и установлена принципиаль-
ная возможность использования экзогенного лигнина для защиты растительных организмов (на примере
водного растения ряски малой) от острого гамма-излучения в высоких дозах.
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2. Определены значения основных биомаркеров (скорость роста, уровень повреждений, площадь
фрондов, содержание малонового диальдегида, хлорофилла и каротиноидов) и впервые показано, что водо-
растворимый лигнин (на примере лигнина багульника Ledum palustre L.) не токсичен для лабораторной
культуры ряски малой.

3. Впервые установлено, что предварительное культивирование растений в водных лигнинсодержа-
щих средах позволяет снизить уровень повреждений и увеличить длину корней облученных растительных
организмов. Это свидетельствует о проявлении адаптогенных и радиопротекторных свойств лигнина на ор-
ганизменном и популяционном уровнях в условиях воздействия гамма-излучения.
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The work is devoted to the problem of protecting plant organisms from acute gamma radiation. As an object of study, an

aquatic plant small duckweed (Lemna minor L.) was chosen, which was irradiated in doses up to 63 Gy. As a radioprotective
agent, lignin of wild rosemary (Ledum palustre L.) was tested. In the course of the experiments, the values of biomarkers of plant
well-being were established and it was shown that the water-soluble lignin of wild rosemary is not toxic to plant organisms. It
has been established that preliminary cultivation of plants in aqueous lignin-containing media can reduce the level of damage
and increase the length of the roots of irradiated plant organisms, which indicates the manifestation of adaptogenic and radiopro-
tective properties of lignin at the organismic and population levels. For the first time, a hypothesis about the radioprotective
potential of lignin was put forward and the possibility of using exogenous lignin to protect plant organisms from acute gamma
radiation in high doses was experimentally shown.
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