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ÏÐÎÄÓÊÖ²ß ÒÀ ÐÎÇÙÅÏËÅÍÍß ÏÅÐÎÊÑÈÄÓ ÂÎÄÍÞ 
ÑÓÑÏÅÍÇ²ÉÍÎÞ ÊÓËÜÒÓÐÎÞ ARABIDOPSIS THALIANA 

Ñóñïåíç³éíà êóëüòóðà êë³òèí Arabidopsis thaliana çäàòíà åôåêòèâíî ðîçùåïëþâàòè 
åêçîãåííî äîäàíèé ïåðîêñèä âîäíþ â êîíöåíòðàö³¿ äî 5 ìÌ. Âèùà êîíöåíòðàö³ÿ 
ïåðîêñèäó (50 ìÌ) âèêëèêàº çàëåæíó â³ä ÷àñó ³íàêòèâàö³þ àíòèîêñèäàíòíèõ ôåð-
ìåíò³â. Çàïðîïîíîâàíà åêñïåðèìåíòàëüíà ìîäåëü ìîæå áóòè âèêîðèñòàíà äëÿ âè-
â÷åííÿ äîâãîòðèâàëîãî âïëèâó ïåðîêñèäó âîäíþ. 
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: àíòèîêñèäàíòí³ ôåðìåíòè, Arabidopsis thaliana ñóñïåíç³éíà êóëüòóðà 
êë³òèí, ïåðîêñèä âîäíþ 

Ïîñò³éíà ïðîäóêö³ÿ ïåðîêñèäó âîäíþ òà ³íøèõ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ (ÀÔÊ), 
òàêèõ ÿê ñóïåðîêñèä- òà ã³äðîêñèäðàäèêàëè òà ñèíãëåòíèé êèñåíü º íåâ³ä’ºìíèìè 
ñêëàäîâèìè ìåòàáîë³çìó âñ³õ àåðîáíèõ îðãàí³çì³â. Çà íîðìàëüíèõ óìîâ ó êë³òèí³ 
³ñíóº áàëàíñ ì³æ ïðîäóêö³ºþ òà ðîçïàäîì ÀÔÊ. Ïðîòå çà ä³¿ àá³îòè÷íèõ òà á³î-
òè÷íèõ ñòðåñîâèõ ôàêòîð³â öåé áàëàíñ ïîðóøóºòüñÿ, çîêðåìà âíàñë³äîê íàäëèø-
êîâî¿ ïðîäóêö³¿ ÀÔÊ ó åëåêòðîí-òðàíñïîðòíèõ ëàíöþãàõ õëîðîïëàñò³â òà ì³òî-
õîíäð³é. Íàäì³ðíå çðîñòàííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÀÔÊ ïðèçâîäèòü äî óøêîäæåííÿ 
êë³òèííèõ êîìïîíåíò³â âíàñë³äîê îêèñíåííÿ á³ëê³â, ÄÍÊ òà ìåìáðàííèõ ë³ï³ä³â 
[1, 2, 3]. Âîäíî÷àñ ÀÔÊ, çîêðåìà ïåðîêñèä âîäíþ, º ñèãíàëüíèìè ìîëåêóëàìè, 
ùî íåîáõ³äí³ äëÿ àêòèâàö³¿ àíòèñòðåñîâèõ ãåí³â [4–7]. 

Âèâ÷åííÿ ðîë³ ïåðîêñèäó âîäíþ ó ðîñëèíí³é êë³òèí³ óñêëàäíþºòüñÿ òèì, 
ùî åêçîãåííèé ïåðîêñèä âàæêî ïðîíèêàº ó ³íòàêòí³ ðîñëèíè. Òîìó äåÿê³ àâòî-
ðè âèêîðèñòîâóþòü äëÿ äîñë³äæåíü ñóñïåíç³éíó êóëüòóðó êë³òèí [8, 9, 10]. Ïðî-
òå çàëåæí³ñòü åôåêò³â, ÿê³ âèêëèêàº ïåðîêñèä âîäíþ ïðè äîäàâàíí³ äî êóëüòóðè 
êë³òèí â³ä êîíöåíòðàö³¿, ÷àñó îáðîáêè, ôàçè ðîñòó êóëüòóðè òà ³íøèõ ïàðàìåòð³â 
âèâ÷åí³ íåäîñòàòíüî, ùî óñêëàäíþº ïîð³âíÿííÿ ðåçóëüòàò³â, îòðèìàíèõ ó ð³çíèõ 
ëàáîðàòîð³ÿõ. Ó çâ’ÿçêó ç öèì ó äàí³é ðîáîò³ âèâ÷àºòüñÿ çäàòí³ñòü cóñïåíç³éíî¿ 
êóëüòóðè êë³òèí Arabidopsis thaliana äî ðîçùåïëåííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ çàëåæíî 
â³ä éîãî êîíöåíòðàö³¿ ó ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³. 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè

Îá’ºêòîì äîñë³äæåííÿ áóëà ñóñïåíç³éíà êóëüòóðà A. thaliana (åêîòèï Lands-
berg). Ñóñïåíç³éíó êóëüòóðó âèðîùóâàëè ó ñòåðèëüíèõ óìîâàõ íà ïîæèâíîìó 
ñåðåäîâèù³ Ìóðàñ³ãå ³ Ñêóãà [11] ³ç äîäàâàííÿì 3% öóêðîçè, 0,5 ìêã/ìë 
íàôòèëîöòîâî¿ êèñëîòè, 0,05 ìêã/ìë ê³íåòèíó, pH 5,7. Òðè ìë ñåìèäåííî¿ 
ñóñïåíç³éíî¿ êóëüòóðè äîäàâàëè äî 97 ìë ñâ³æîãî ñåðåäîâèùà òà êóëüòèâóâàëè 
ïðè 20 °C çà ïîñò³éíîãî îñâ³òëåííÿ (3000 ëþìåí/ì2) íà ðîòîðí³é êà÷àëö³ 
(60 îáåðò³â/õâ). Äëÿ äîñë³äæåíü âèêîðèñòîâóâàëè êóëüòóðó, ÿêà çíàõîäèëàñü ó 
åêñïîòåíö³éí³é ôàç³ ðîñòó (3–4 äåíü â³ä ïî÷àòêó êóëüòèâóâàííÿ). Ïåðåä ïî÷àò-
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êîì äîñë³äó êóëüòóðó ðîçâîäèëè ñâ³æèì ñåðåäîâèùåì äî ãóñòèíè êë³òèí áëèçüêî 
0,02 ã ñèðî¿ âàãè/ìë ñóñïåíç³¿. Ï³ñëÿ ïðå³íêóáàö³¿ ïðîòÿãîì 90 õâ çà ñòàíäàðò-
íèõ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ â³äáèðàëè àë³êâîòè ñóñïåíç³éíî¿ êóëüòóðè îá’ºìîì ïî 
20 ìë, ÿê³ âèêîðèñòîâóâàëè ó ïîäàëüøèõ äîñë³äàõ. Êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí ó ïðè-
ñóòíîñò³ ïåðîêñèäó âîäíþ çä³éñíþâàëè â óìîâàõ òåìðÿâè. Êîíöåíòðàö³þ ïåðîê-
ñèäó âîäíþ ó êóëüòóðàëüí³é ð³äèí³ âèçíà÷àëè êîëîðèìåòðè÷íî, çàñòîñîâóþ÷è 
íàá³ð PeroxiDetect Kit (Sigma). Åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè ó ÷îòèðüîõ á³îëîã³÷íèõ 
ïîâòîðíîñòÿõ. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ìåòîäîì âàð³àö³éíî¿ ñòàòèñòèêè 
ç âèêîðèñòàííÿì t-êðèòåð³þ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòè òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

×åðåç 2 ãîäèíè ï³ñëÿ ïî÷àòêó äîñë³äó ó ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ 
ïîÿâà ïåðîêñèäó âîäíþ ó êîíöåíòðàö³¿ 1,7 ìêÌ (ðèñ. 1). Öÿ êîíöåíòðàö³ÿ çàëè-
øàºòüñÿ ïðàêòè÷íî íåçì³ííîþ ï³ñëÿ 4-õ - ãîäèííîãî êóëüòèâóâàííÿ ïðè 20 °C. 
Öå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî êë³òèíè A. thaliana çäàòí³ âèä³ëÿòè ïåðîêñèä âîäíþ ó ïî-
æèâíå ñåðåäîâèùå. Çà óìîâ òåïëîâîãî ñòðåñó (37 °C) ó ïîð³âíÿíí³ ç ê³ìíàòíîþ 
òåìïåðàòóðîþ âèä³ëåííÿ êë³òèíàìè ïåðîêñèäó âîäíþ ó ñåðåäîâèùå çðîñòàº ó 1,3 
òà 2,7 ðàç â³äïîâ³äíî ï³ñëÿ 2 òà 4 ãîäèí êóëüòèâóâàííÿ. Ïîÿñíåííÿì öüîãî ìîæå 
áóòè òå, ùî òåïëîâèé ñòðåñ ïðèçâîäèòü äî ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ ïåðîêñèäó âîäíþ â 
êë³òèí³.

Ðèñ. 1. Ñåêðåö³ÿ ïåðîêñèäó âîäíþ ó êóëüòóðàëüíó ð³äèíó êë³òèíàìè ñóñïåíç³éíî¿ êóëüòóðè 
Arabidopsis thaliana ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ òà çà óìîâ òåïëîâîãî ñòðåñó (37 °C)

Äëÿ âèçíà÷åííÿ çäàòíîñò³ êë³òèíè ðîçùåïëþâàòè ïåðîêñèä âîäíþ äî ñóñ-
ïåíç³éíî¿ êóëüòóðè äîäàâàëè ïåðîêñèä âîäíþ äî ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 0,5; 5 òà 
50 ìÌ (ðèñ. 2). Ïðè çàñòîñóâàíí³ íèçüêî¿ êîíöåíòðàö³¿ (0,5 ìÌ) âæå ÷åðåç 1 ãî-
äèíó ñïîñòåð³ãàëîñü çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³ ïåðîêñèäó âîäíþ ïðèáëèçíî ó 9 ðàç³â. 
Îòæå, ïåð³îä íàï³âðîçïàäó ïåðîêñèäó âîäíþ ïðîòÿãîì ïåðøî¿ ãîäèíè ñòàíîâèâ 
áëèçüêî 20 õâ. Ïðîòÿãîì äðóãî¿ ãîäèíè âì³ñò ïåðîêñèäó âîäíþ ó ñåðåäîâèù³ ïà-
äàâ ùå ó 5 ðàç³â, à ÷åðåç ÷îòèðè ãîäèíè êîíöåíòðàö³ÿ ïåðîêñèäó âîäíþ çíèæó-
âàëàñü ó 73 ðàçè ïîð³âíÿíî ç ïî÷àòêîâîþ ³ ëèøå â 3 ðàçè ïåðåâèùóâàëà ð³âåíü, 
çàô³êñîâàíèé çà êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí áåç äîäàâàííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ (ðèñ. 1). 
Â êîíòðîëüíèõ çðàçêàõ áåç êë³òèí A. thaliana ñàìîðîçêëàä ïåðîêñèäó âîäíþ ñêëà-
äàâ 5–10% ÷åðåç 4 ãîäèíè. 

Ïðè âèêîðèñòàíí³ â äîñë³äàõ ñåðåäíüî¿ êîíöåíòðàö³¿ ïåðîêñèäó âîäíþ (5 ìÌ) 
àáñîëþòíà øâèäê³ñòü éîãî ðîçùåïëåííÿ áóëà á³ëüøîþ, í³æ ó ïîïåðåäí³õ äîñë³-
äàõ, àëå ïåð³îä íàï³âðîçïàäó ïðîòÿãîì 1–2 ãîäèí çá³ëüøóâàâñÿ äî 40 õâ. Ïðè 
ïîäàëüøîìó êóëüòèâóâàíí³ ðîçùåïëåííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ ñóòòºâî ñïîâ³ëüíþ-
âàëîñü, ùî ìîæå âêàçóâàòè íà ³íàêòèâàö³þ àíòèîêñèäàíòíèõ ôåðìåíò³â íàäëèø-
êîì ö³º¿ ñïîëóêè.
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Ðèñ. 2. Ðîçùåïëåííÿ åêçîãåííîãî ïåðîêñèäó âîäíþ (à — 0.5 ìM; á — 5 ìM; â — 50 ìM 
H

2
Î

2
) êë³òèíàìè ñóñïåíç³éíî¿ êóëüòóðè Arabidopsis thaliana. Äîñë³äè ïðîâîäèëè ïðè ê³ìíàò-

í³é òåìïåðàòóð³ ó òåìðÿâ³

Åôåêò âèñíàæåííÿ àíòèîêñèäàíòíèõ ñèñòåì ñòàâ á³ëüø î÷åâèäíèì ïðè êóëü-
òèâóâàíí³ êë³òèí ó ïðèñóòíîñò³ 50 ìÌ ïåðîêñèäó âîäíþ. Éîãî êîíöåíòðàö³ÿ 
ïðîòÿãîì ïåðøî¿ ãîäèíè çìåíøóâàëàñü ëèøå ó 2 ðàçè, à ïðîòÿãîì äðóãî¿ ãîäè-
íè — ùå ó 1,3 ðàçè. Ï³ñëÿ öüîãî êë³òèíè ìàéæå âòðà÷àëè çäàòí³ñòü ðîçùåïëþâà-
òè ïåðîêñèä âîäíþ, ³ ôàêòè÷íî ñïîñòåð³ãàâñÿ ëèøå éîãî ñàìîðîçïàä (ðèñ. 2 â). 

Ïðîäóêö³ÿ òà ðîçùåïëåííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ ñóñïåíç³éíîþ êóëüòóðîþ Arabidopsis thaliana
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Î÷åâèäíî, ùî ðîçùåïëåííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ â³äáóâàºòüñÿ âñåðåäèí³ êë³òèí. 
Ïðîòå a priori íå ìîæíà â³äêèíóòè ìîæëèâ³ñòü, ùî êë³òèíè ìîæóòü âèä³ëÿòè ó ñå-
ðåäîâèùå êóëüòèâóâàííÿ ôåðìåíòè àáî íèçüêîìîëåêóëÿðí³ àíòèîêñèäàíòè, ÿê³ 
åë³ì³íóþòü ïåðîêñèä âîäíþ. Öÿ ìîæëèâ³ñòü áóëà ïåðåâ³ðåíà åêñïåðèìåíòàëü-
íî. Äëÿ öüîãî êë³òèíè A. thaliana êóëüòèâóâàëè ïðîòÿãîì îäí³º¿ ãîäèíè â óìîâàõ 
òåìðÿâè, ï³ñëÿ ÷îãî îñàäæóâàëè öåíòðèôóãóâàííÿì. Ïåðîêñèä âîäíþ äîäàâàëè ó 
â³ëüíèé â³ä êë³òèí ñóïåðíàòàíò ³ äî êë³òèí, ðåñóñïåíäîâàíèõ ó ñâ³æîìó ïîæèâíî-
ìó ñåðåäîâèù³, ï³ñëÿ ÷îãî ïðîáè ³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì îäí³º¿ ãîäèíè. Çìåíøåí-
íÿ êîíöåíòðàö³¿ ïåðîêñèäó âîäíþ ñïîñòåð³ãàëîñü ò³ëüêè â ïðèñóòíîñò³ êë³òèí 
(ðèñ. 3). Íà â³äì³íó â³ä öüîãî, ó ñóïåðíàòàíò³ òà ó êîíòðîë³ ðîçïàäó ïåðîêñèäó 
âîäíþ íå ñïîñòåð³ãàëîñÿ, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî âíóòð³øíüîêë³òèííó ïðèðîäó öüîãî 
ïðîöåñó.

Ðèñ. 3. Çì³íè êîíöåíòðàö³¿ ïåðîêñèäó âîäíþ, äîäàíîãî äî êóëüòóðè êë³òèí A. thaliana (ÊÊ), 
äî ñâ³æîãî ïîæèâíîãî ñåðåäîâèùà (ÌÑ) òà ñóïåðíàòàíòó (Ñ); ³íêóáàö³þ ïðîâîäèëè ïðîòÿ-

ãîì 1 ãîä. 0 – âì³ñò  ïåðîêñèäó âîäíþ áåçïîñåðåäíüî ï³ñëÿ äîäàâàííÿ

Ðàí³øå áóëî ïîêàçàíî, ùî îáðîáêà êë³òèí A. thaliana ïåðîêñèäîì âîäíþ ó 
êîíöåíòðàö³¿ 20 ìÌ ³ âèùå ³íäóêóº ïðîãðàìîâàíó ñìåðòü êë³òèí ïðèáëèçíî ÷åðåç 1 
ãîäèíó [10]. Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè óçãîäæóþòüñÿ ç öèì ñïîñòåðåæåííÿì. Ïðè 
âèâ÷åíí³ ñóñïåíç³¿ êóëüòóðè, ÿêà çíàõîäèëàñü ó ñòàö³îíàðí³é ôàç³ ³ ìàëà âèñîêó 
ãóñòèíó êë³òèí (0,2 ã/ìë), ðàí³øå áóëî âñòàíîâëåíî [8], ùî ïåð³îä íàï³âðîçïàäó 
ïåðîêñèäó âîäíþ â òàêèõ óìîâàõ ñòàíîâèòü ëèøå 2–5 õâ, ùî äîçâîëÿº âèâ÷àòè 
êîðîòêî÷àñí³ åôåêòè âïëèâó ïåðîêñèäó âîäíþ íà êë³òèíè A. thaliana. Íà â³äì³íó 
â³ä öüîãî, ó íàøèõ äîñë³äæåííÿõ áóëî çàñòîñîâàíî êóëüòóðó ó åêñïîòåíö³éí³é ôàç³ 
ç ïðèáëèçíî ó 10 ðàç íèæ÷îþ ãóñòèíîþ êë³òèí. Öå äîçâîëèëî äîñÿãòè á³ëüøèõ 
çíà÷åíü ïåð³îäó íàï³âðîçïàäó ïåðîêñèäó âîäíþ, ùî º íåîáõ³äíèì äëÿ âèâ÷åííÿ 
á³ëüø äîâãîòðèâàëèõ ô³ç³îëîã³÷íèõ åôåêò³â.

². ². Ïàí÷óê



33

Âèñíîâêè

Ñóñïåíç³éíà êóëüòóðà êë³òèí A. thaliana, ÿêà çíàõîäèòüñÿ ó åêñïîòåíö³éí³é 
ôàç³ ðîñòó âîëîä³º çäàòí³ñòþ åôåêòèâíî ðîçùåïëþâàòè åêçîãåííèé ïåðîêñèä 
âîäíþ ó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³é äî 5 ìÌ, òîä³ ÿê ïðè êîíöåíòðàö³¿ 50 ìÌ ñïîñ-
òåð³ãàºòüñÿ øâèäêà ³íàêòèâàö³ÿ àíòèîêñèäàíòíèõ ñèñòåì êë³òèí. Çàïðîïîíîâà-
íèé åêñïåðèìåíòàëüíèé äèçàéí º îïòèìàëüíèì äëÿ âèâ÷åííÿ äîâãîòðèâàëèõ 
âïëèâ³â ïåðîêñèäó âîäíþ íà êë³òèíè A. thaliana. 
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ÏÐÎÄÓÊÖÈß È ÐÀÑÙÅÏËÅÍÈÅ ÏÅÐÅÊÈÑÈ ÂÎÄÎÐÎÄÀ Â ÑÓÑÏÅÍÇÈÎÍÍÎÉ 
ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ ARABIDOPSIS THALIANA

Ðåçþìå
Ñóñïåíçèîííàÿ êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà Arabidopsis thaliana îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ýôôåê-
òèâíî ðàñùåïëÿòü ýêçîãåííî äîáàâëåííóþ ïåðåêèñü âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèè äî 5 ìÌ. 
Áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè (50 ìÌ) âûçûâàþò çàâèñèìóþ îò âðåìåíè èíàêòèâàöèþ 
àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ. Ïðåäëîæåííàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü ìîæåò áûòü 

Ïðîäóêö³ÿ òà ðîçùåïëåííÿ ïåðîêñèäó âîäíþ ñóñïåíç³éíîþ êóëüòóðîþ Arabidopsis thaliana



èñïîëüçîâàíà äëÿ èçó÷åíèÿ äëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ ïåðåêèñè âîäîðîäà íà ðàñòèòåëü-
íûå êëåòêè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíòèîêñèäàíòíûå ôåðìåíòû, Arabidopsis thaliana, ñóñïåíçèîííàÿ êëå-
òî÷íàÿ êóëüòóðà, ïåðåêèñü âîäîðîäà. 
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HYDROGEN PEROXIDE PRODUCTION AND SCAVENGING IN SUSPENSION CELL 
CULTURE OF ARABIDOPSIS THALIANA

Summary
Arabidopsis thaliana suspension cell culture is able to effectively split exogenously added 
hydrogen peroxide at concentrations up to 5 mM. However, higher concentration (50 mM) 
results in time-dependent inactivation of antioxidative enzymes. Proposed experimental design 
can be used for investigation of the long-term effects of hydrogen peroxide. 

Key words: antioxidative enzymes, suspension cell culture, hydrogen peroxide.
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