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Изучена возможность лиофильного высушива-
ния растительного материала и его измельчения в ви-
брационной шаровой мельнице для определения ак-
тивности нитратредуктазы (НР). Показана эффектив-
ность применения данного подхода для массовых ана-
лизов сельскохозяйственных культур. Работа проведе-
на на проростках мягкой пшеницы (Triticum aestivum) 
следующих сортов: озимых Алтиго, Васса, Гром, 
Дока, Собербаш, Старшина, Фишт и яровой пшени-
цы Новосибирская 67. Растения выращивали в тече-
ние четырех-пяти недель на субстрате без азота и на 
субстрате с добавкой 50 миллимоль/л (мМ) нитрата 
калия. Нитратредуктаза в растениях сохраняла свою 
активность после лиофилизации и измельчения вы-
сушенных листьев в мельнице. Применение разрабо-
танного метода корректно для образцов, содержащих 
активность НР, необходимую для образования нитри-
та в пределах 5–120 микромоль/л (мкМ) в 800 мкл ре-
акционной смеси (например, порошок из лиофилизи-
рованных 100 мг листьев проростков пшеницы). Цен-
трифугирование растительного лизата при 20 000 g 
практически не меняло результата определения ак-
тивности НР по сравнению с более доступным цен-
трифугированием при 12 000 g. Лизаты из свежих ли-
стьев проростков пшеницы содержали существенно 
больше общего белка, чем лизаты из лиофилизиро-
ванных листьев (из расчета на одинаковое количество 
стартового материала). Различие лизатов из свежих и 
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The  possibility of freeze drying of plant material and 
its grinding in a shaking bead mill to determine the activ-
ity of nitrate reductase (NR) was studied. The effective-
ness of applying this approach to high throughput mass 
screening of crops was shown. The assay was carried 
out on seedlings of common wheat (Triticum aestivum) 
of the following cultivars: Altigo, Vassa, Grom, Doka, 
Soberbash, Starshina, Fisht and spring wheat Novosi-
birskaya 67. The crops were grown during 4-5 weeks 
on substrate without nitrogen and on substrate supple-
mented with 50 millimol / l (mM) of potassium nitrate. 
Nitrate reductase in plants retained its activity after ly-
ophilization and grinding of dried leaves in a mill. The 
proposed protocol for NR activity assay is suitable for 
plant lysates with an NR activity suffi cient to form ni-
trite in the range of 5–120 micromoles / l (μM) in 800 μl 
of reaction mix (for instance, freeze-dried sample orig-
inated from 100 mg of wheat seedling leaves).  Cen-
trifugation of a plant lysate at 20,000 g almost did not 
change NR activity compared to 12,000 g that is achiev-
able for most lab centrifuges. Lysates from fresh leaves 
contained signifi cantly more total protein than lysates 
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ВВЕДЕНИЕ

Повышение урожайности – одна из основ-
ных целей селекции сельскохозяйственных 
растений. Эффективное усваивание азота 
является необходимым условием быстро-
го роста и высокой урожайности. Основ-
ным источником азотного питания растений 
в большинстве естественных хорошо аэри-
руемых почв являются нитраты. Более вы-
сокое содержание нитратов обеспечивает-
ся использованием нитратсодержащих удо-
брений, которые применяются при выра-
щивании различных сельскохозяйственных 
культур. Аммонийные удобрения частично 
превращаются в нитраты под действием по-
чвенных бактерий. 

Азот необходим растениям для синте-
за аминокислот, нуклеотидов, кофакторов и 
других соединений. Нитратредуктаза (НР) – 
первый фермент в цепочке метаболизма ни-
тратов. Она восстанавливает нитраты в ни-
триты, которые далее восстанавливаются 
нитритредуктазой до аммиака [1]. Амми-
ак благодаря последовательной работе двух 
ферментов – глутаминсинтетазы и глутамат-
синтазы – используется в синтезе аминокис-
лоты глутамата.

Ряд иссле дований указывают на связь 
между урожайностью сельскохозяйствен-
ной культуры и активностью в ней НР [2]. 
Полногеномный анализ показал ассоциа-
цию вариаций в области генома с геном НР 
и содержания белка в зернах пшеницы [3]. 
Повышение активности НР в пшенице вне-

лиофилизированных листьев в способности восста-
навливать нитрат была меньше, чем различие в кон-
центрации белка. В результате активность НР в пере-
счете на общий белок у лиофилизированных листьев 
выше. Активность НР значительно индуцировалась 
присутствием нитрата во всех сортах. Базовая и инду-
цированная активности НР существенно варьировали 
между разными сортами пшеницы, при выращивании 
с нитратом активность возрастала от 2,5 раза для Но-
восибирской 67 и 2,7 – для Васса до 5,4 – для Алтиго 
и 5,7 раза для Гром.

Ключевые слова: нитратредуктаза, фермен-
тативная активность, метаболизм азота, селек-
ционный признак, мягкая пшеница, лиофилиза-
ция, стабильность фермента

from lyophilized leaves (with an equal amount of start-
ing wet material). The difference in the nitrate-reducing 
activity in lysates from fresh and lyophilized leaves was 
not as high as the difference in protein concentration. 
Thus, the activity of NR calculated per g of total protein 
was higher in lyophilized leaves than in fresh leaves. 
The activity of NR was signifi cantly induced by nitrate 
for all cultivars. The basal and nitrate-induced NR activ-
ity varied widely between the cultivars, and the induc-
tion ranged from 2.5 fold for Novosibirskaya 67 variety 
and 2.7 fold for Vassa to 5.4 for Altigo and 5.7 fold for 
Grom.

Keywords: nitrate reductase, enzyme activ-
ity, nitrogen metabolism, breeding trait, common 
wheat, lyophilization, enzyme stability

сением дополнительного гена НР табака 
приводит к увеличению массы 1000 зерен и 
увеличению содержания белка в зерне в по-
лучившихся трансгенных растениях [4]. По 
данным исследователей из двух лаборато-
рий, более высокая урожайность длиннозер-
ного риса по сравнению с круглозерным ас-
социирована с более высокой активностью 
НР в его растениях. Селекция данной куль-
туры на увеличение активности НР реко-
мендована для получения более урожайных 
сортов [5, 6]. 

В зависимости от внешних условий ак-
тивность НР регулируется растениями в ши-
роком диапазоне. Сильный эффект произ-
водят нитраты, значительно индуцируя НР. 
Также активность этого фермента зависит 
от стадии светового цикла и быстро меня-
ется в зависимости от освещенности, влаж-
ности, засоленности, выработки растениями 
сахарозы, глутамина и от других факторов 
[7–9]. 

Быстрое изменение активности НР в за-
висимости от освещенности, влажности по-
чвы и других факторов может негативно 
влиять на результаты измерений активно-
сти этого фермента при длительном време-
ни сбора образцов для исследований. Не-
стабильность НР – еще один фактор, затруд-
няющий проведение скрининга активности 
фермента на большом количестве растений. 
Нитратредуктаза из листьев 8-дневной пше-
ницы теряет половину начальной активно-
сти через 30  мин при 25 °С. При 10 °С вре-
мя полужизни фермента составляет 90 мин 
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[10]. Еще меньшая стабильность отмечена 
у очищенной НР из листьев 9-дневной сои 
(5-минутная инкубация при 20 °С приводит 
к потере 28% активности) [11]. 

В настоящее время высокопроизводи-
тельные геномные, транскриптомные, про-
теомные и метаболомные методы не мо-
гут в полной мере предсказать активность 
фермента. Увеличение производительности 
определения активностей различных фер-
ментов возможно путем роботизации экспе-
риментальных протоколов [12]. Однако ста-
дия гомогенизации остается не роботизиро-
ванной, что является препятствием для мас-
сового скрининга растений. Главная пробле-
ма заключается в том, что гомогенизация в 
большей или меньшей степени может инак-
тивировать фермент, что особенно критич-
но для таких лабильных белков, как нитрат-
редуктаза. 

Цель исследований – изучить возмож-
ность лиофильного высушивания расти-
тельного материала и его измельчения в ша-
ровой мельнице для высокопроизводитель-
ного определения активности нитратредук-
тазы в лизатах растений. 

Задачи исследований – оптимизация раз-
работанного метода для измерений активно-
сти нитратредуктазы в листьях проростков 
пшениц и проведение пилотного экспери-
мента, в котором сравнивали базовую и сти-
мулированную нитратами активность ни-
тратредуктазы в восьми сортах мягкой пше-
ницы. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В работе ис-
пользованы сорта мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum): озимые Алтиго (Limagrain, Фран-
ция), Васса, Гром, Дока, Собербаш, Стар-
шина, Фишт (Национальный центр зерна 
им. П.П. Лукьяненко, Россия) и яровая пше-
ница Новосибирская 67 (Сибирский научно-
исследовательский институт растениевод-
ства и селекции – филиал Федерального ис-
следовательского центра Института цитоло-
гии и генетики Сибирского отделения Рос-
сийской академии наук, Россия). Пророст-
ки пшеницы выращивали в стаканчиках с 

10 г вермикулита по три растения одного со-
рта на стаканчик в растворе Хогланда, с за-
менами Ca(NO3)2 на CaCl2 и KNO3 на K2SO4 
так, что молярность кальция и калия в рас-
творе сохранялась. Состав модифицирован-
ного раствора Хогланда (МРХ): 5 мМ CaCl2, 
2,5 мМ K2SO4, 2 мМ MgSO4, 1 мМ KH2PO4, 
46 мкМ H3BO3, 9 мкМ MnCl2, 8 мкМ ZnSO4, 
0,5 мкМ ЭДТА-Fe, Na, 0,5 мкМ CuSO4, 
0,5 мкМ Na2MoO4. Для растений, выращен-
ных в присутствии нитратов, к этому рас-
твору добавляли 50 мМ KNO3. Растения вы-
ращивали в теплице при естественном осве-
щении с фотопериодом 12 ч. Температура 
составляла 18 °С.
Определение активности НР. При опре-

делении активности фермента в свежих ли-
стьях и корнях гомогенизировали фрагмен-
ты листьев (корней) массой около 30 мг. Для 
этого использовали 400 мкл буфера для экс-
тракции (ЭБ), состоящего из 100 мМ KH2PO4, 
1 мМ ЭДТА pH 7,5. Непосредственно перед 
применением в ЭБ добавляли 1 мкМ молиб-
дата натрия, 12 мМ бета-меркаптоэтанола 
и 250 мкМ фенилметилсульфонилфторида. 
Гомогенизацию проводили пластмассовыми 
пестиками “Pellet pestles” (Millipore Sigma) 
в 1,5 мл пробирках типа Эппендорф. К го-
могенизированному материалу добавляли 
800 мкл ЭБ. Далее суспензию деликатно пе-
ремешивали переворачиванием пробирки и 
центрифугировали 5 мин при 4 °С на скоро-
сти 12 000 g. Надосадочную жидкость (су-
пернатант) после переноса в новую пробир-
ку центрифугировали при таких же услови-
ях. Полученный супернатант (далее – лизат) 
переносили в новую пробирку и его алик-
воты использовали для реакции восстанов-
ления нитрата в нитрит и для определения 
белка по методике Брэдфорда.

При определении активности в лиофили-
зированных листьях фрагменты массой 80–
120 мг помещали в пробирки (емкость 2 мл) 
со сферическим дном. Растительный мате-
риал через 1 ч подвергался обработке в ли-
офильной сушилке Freezone 2.5 (Labconco) 
при температуре минус 55 °С. Через 15–24 ч 
пробирки вынимали, в них помещали ша-
рик из нержавеющей стали диаметром 7 мм 



26 Siberian Herald of Agricultural Science • 2019 • 49 • 6

Adaptation of nitrate reductase activity assay 
for high throughput screening of crops 

Karlov G.I., Litvinov D.Y., Kharchenko P.N., Krupin P.Yu., 
Shirnin S.Yu., Chernook A.G., Nazarova L.A., Divashuk M.G.

Plant growing and breeding

(1,38 г). Высушенные листья измельчали в 
вибрационной шаровой мельнице (шарико-
вом гомогенизаторе) TissueLyser II (Qiagen) 
одним 30-секундным циклом на частоте 
28 колебаний/с. Полученный мелкий поро-
шок находился 4 ч при комнатной темпера-
туре и 6 ч при 8 °С. Далее, не вынимая ша-
рики, в пробирки наливали по 1,2 мл ЭБ и 
порошок суспендировался в растворе дели-
катным переворачиванием пробирок. Про-
бирки центрифугировали 5 мин при 4 °С на 
скорости 6000 g, супернатант после пере-
носа в новую пробирку центрифугировали 
10 мин при 4 °С на скорости 12 000 g. По-
лученный супернатант (лизат) переносили в 
новую пробирку и его аликвоты использова-
ли аналогично лизатам, полученным из све-
жих (нелиофилизированных) растений. 

Для реакции нитратредуктазы в пробирке 
(емкость 2 мл) смешивали 50–600 мкл лизата 
(выбор объема обсуждается в разделе статьи 
«Результаты и обсуждение») с 0–550 мкл ЭБ 
(вместе с лизатом объем должен составить 
600 мкл) и 200 мкл 4-кратного реакционно-
го буфера (4х РБ). Состав 4х РБ: ЭБ с до-
бавкой 120 мМ NaNO3 и растворенной непо-
средственно перед экспериментом навеской 
натриевой соли (НАДН), создающей 0,8 мМ 
НАДН. Лизаты должны использоваться не-
посредственно после их приготовления. Ре-
акция проводилась при температуре 25 °C в 
темноте в течение 1 ч, после чего добавляли 
1,2 мл реактива Грисса (два раствора, сме-
шанные 1 : 1 в день эксперимента: 1% суль-
фаниламида в 5%-й фосфорной кислоте и 
0.1% N-(1-нафтил) этилендиамин гидрохло-
рида в H2O). Также реактив Грисса (1,2 мл) 
добавляли к 800 мкл стандартных растворов 
NaNO2 (0, 10, 50, 100 и 200 мкМ), приготов-
ленных разбавлением 10 мМ NaNO2 смесью 
ЭБ и 4х РБ в отношении 3 : 1. Оптическую 
плотность реакционной смеси измеряли в 
кювете (оптический путь 1 см) на спектро-
фотометре NanoPhotometer (Implen) на дли-
не волны 540 нм. Измерения начинались в 
интервале 90–120 мин после начала реакции 
Грисса и длились для всех образцов не более 
20 мин, чтобы медленное падение окраски 
реакционной смеси не внесло ошибки. По-

лученные значения оптической плотности 
пересчитывали на концентрацию нитрита, 
используя разведения стандартного раство-
ра NaNO2. Концентрацию пересчитывали на 
800 мкл лизата. При использовании 400 мкл 
лизата концентрацию умножали на два, при 
200 мкл лизата – на четыре и т.д.

Содержание белка в лизатах определяли 
по стандартной методике Брэдфорда [13]. 
К 100 мкл лизатов, а также серии разбавлений 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) в 
ЭБ (0; 0,2; 0,5 и 1,0 мг/мл), добавляли 1,9 мл 
реагента Брэдфорда (Millipore Sigma). Полу-
ченную смесь измеряли в кювете (1 см) на 
спектрофотометре NanoPhotometer (Implen) 
на длине волны 595 нм. Полученные значе-
ния оптической плотности пересчитывали в 
концентрацию белка, используя разведения 
БСА. Поскольку окраска белка реагентом 
Брэдфорда не является стабильной, все из-
мерения проводили в интервале 15–45 мин 
после добавления реагента Брэдфорда, с 
числом образцов в серии, которые требова-
ли не более 15 мин для измерений. Значе-
ние активности НР (мкмоль/ч/г) получали 
делением концентрации образовавшегося за 
1 ч нитрита (мкМ) на концентрацию общего 
белка в лизате (мг/мл).
Статистическая обработка. Полученные 

данные представлены в тексте как средние 
значения «плюс–минус» стандартное откло-
нение, и на рисунках – как средние значения 
и планки, отображающие стандартное откло-
нение. Для определения статистической зна-
чимости различий между активностью нитра-
тредуктазы при 0 мМ KNO3 и 50 мМ исполь-
зован t-критерий Стьюдента. Различия прини-
мались как значимые при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение оптимального объема лиза-
та для корректного измерения активности 
нитратредуктазы. 

Экспериментально определение активно-
сти НР происходит в два этапа. На первом 
этапе при участии НР происходит превра-
щение нитрата в нитрит за счет окисления 
НАДН. На втором этапе концентрация об-
разовавшегося нитрита определяется стан-
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дартным аналитическим методом – с помо-
щью реактива Грисса. При недостаточной 
активности НР в реакционной смеси будет 
образовано нитрита менее нижнего уров-
ня детекции реактивом Грисса (в протоко-
ле данного исследования – около 2–4 мкМ 
нитрита). При избыточной активности НР 
в реакционной смеси результаты измере-
ния будут не корректны (занижены) за счет 
исчерпания НАДН, который в реакцион-
ной смеси самый ограниченный из расходу-
емых компонентов (200 мкМ). Более высо-
кую концентрацию НАДН в эксперименте 
не использовали, так как при этом образова-
ние окрашенного продукта в реакции Грис-
са будет заметно подавляться. От избытка 
НАДН можно избавляться введением еще 
одного этапа, в котором оставшийся НАДН 
удаляется энзиматическим или химическим 
путем после реакции восстановления нитра-
та и перед добавлением реактива Грисса. В 
протоколе данного исследования этого эта-
па нет в целях максимального упрощения 
метода. В зависимости от условий экспери-
мента активность НР может меняться в ши-
роком диапазоне, поэтому для каждого ис-
следования необходимо подбирать подходя-
щий объем лизата. В связи с этим в каждом 
эксперименте определяется линейная об-
ласть образования нитрита в зависимости 
от объема лизата, для чего используют ли-
заты с ожидаемой высокой активностью НР 
или смесь нескольких таких образцов. При-
мер зависимости образования нитрита от 
объема лизата представлен на рис. 1. В этом 
эксперименте концентрация НАДН состав-
ляла половину от стандартных 200 мкМ, и 
максимальная выработка нитрита соста-
вила 60 мкМ. В данном случае корректны-
ми объемами лизатов являются те, которые 
образуют 10–55 мкМ нитрита (область ли-
нейной зависимости образования нитрита). 
Этот результат получен в предварительном 
эксперименте. В дальнейшем концентрация 
НАДН в реакционной смеси повышена до 
200 мкМ и при использовании стандартного 
протокола линейность наблюдалась в диапа-
зоне 5–120 мкМ нитрита. Все значения ни-
трита, выходящие за пределы линейной за-

висимости от объема лизата, нельзя считать 
достоверными, и они должны исключаться.

При определении белка объем лизата 
должен быть таким, чтобы определяемые 
концентрации находились внутри линейной 
зоны калибровочной кривой реагента Брэд-
форда (0,1–1 мг/мл). В данном эксперимен-
те это обеспечивалось при 100 мкл лизата. 

Активность НР вычисляется как концен-
трация нитрита (мкМ), образовавшегося за 
1 ч, деленная на концентрацию белка в ли-
зате (мг/мл). Получающееся значение име-
ет размерность мкМ/ч/г, где г – масса обще-
го растворимого белка. Вместо концентра-
ции белка в лизате может использоваться 
общая масса исходного (сырого) раститель-
ного материала, взятого для приготовления 
лизата. В таком случае необходимо учесть 
объем раствора, в котором происходила го-
могенизация. В протоколе исследований это  
1,2 мл. Для вычисления активности НР нуж-
но поделить концентрацию образовавшего-
ся нитрита (мкМ) на массу исходного (сыро-
го) растительного материала в миллиграм-
мах и умножить на 1,2 мл. Полученное зна-
чение будет иметь размерность мкмоль/ч/г, 
где г – масса сырого материала.

Рис. 1. Насыщение реакции превраще ния ни-
трата в нитрит в течение 1 ч при высокой актив-
ности НР в лизате и при низкой концентрации 
НАДН (100 мкМ). Линейность в данных услови-
ях отмечена в области 10–55 мкМ нитрита.
Fig. 1. Saturation of the reaction of conversion of 
nitrate to nitrite during 1 hour at high activity of NR 
in the lysate and at a low concentration of NADH 
(100 μM). Linearity in these conditions is observed 
in the range of 10–55 μM nitrite.
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Нормализация активности НР по общему 
белку, экстрагированному при гомогениза-
ции листьев, корней, стебля, предпочтитель-
на, поскольку характеризует число актив-
ных метаболизирующих клеток в использо-
ванном растительном материале и нивели-
рует возможное различие в содержании ме-
ханической ткани. 
Проверка необходимости центрифуги-

рования при 20 000 g. Ряд протоколов опре-
деления активности НР предполагает цен-
трифугирование лизата при 20 000 g. Мно-
гие центрифуги не могут обеспечить такие 
условия. В связи с этим проведено сравне-
ние лизатов, приготовленных в более жест-
ких условиях центрифугирования (20 000 g), 
а также в условиях, которые более легко до-
стижимы (12 000 g) и использованы в стан-
дартном протоколе. Свежие листья пророст-
ков пшеницы гомогенизировали и центри-
фугировали 5 мин при 12 000 g, затем пе-
реносили в новую пробирку и центрифуги-
ровали в таких же условиях повторно. Так 
удалось избавиться от остатков раститель-
ной ткани, которые в некоторых образцах 

частично захватываются при отборе супер-
натанта после первого центрифугирования. 
Полученный стандартный лизат разделяли 
на две аликвоты. Одну часть дополнитель-
но центрифугировали 10 мин при 20 000 g, 
другая в это время находилась в холодиль-
нике для обеспечения равных температур-
ных условий с первой (все центрифугиро-
вания проводятся при 4 °С). После этого в 
обеих аликвотах проводили определение ак-
тивности НР, следуя стандартному протоко-
лу. Результатом дополнительного центрифу-
гирования при 20 000 g стало статистически 
незначимое снижение концентрации белка 
(на 5%) и образовавшегося нитрита (на 3%) 
и незначимое повышение активности НР на 
2% (см. рис. 2). Таким образом, центрифу-
гирование при 20 000 g не вносит заметных 
изменений в результаты определения актив-
ности НР. В данном исследовании определе-
но, что центрифугирование при 20 000 g не-
обязательно. Оно не включено в стандарт-
ный протокол определения активности НР и 
не использовано в других описанных здесь 
экспериментах.

Рис. 2. Влияние центрифугирования лизата при 20 000 g после стандартного центрифугирования 
(двукратное центрифугирование при 12 000 g, обозначено “С.Ц.”) на: а – содержание общего бел-
ка в лизатах; б – уровень нитрита после восстановления нитрата лизатами в течение 1 ч; в – актив-
ность НР.
Fig. 2. The effect of centrifugation of the lysate at 20,000 g after standard centrifugation (double 
centrifugation at 12,000 g, denoted as “С.Ц.”) on: а – the total protein content in the lysates; б – the level 
of nitrite after reduction of nitrate with lysates for 1 hour; в – nitrate reductase activity.
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Определение активности НР в лиофили-
зированных и измельченных в шаровой мель-
нице листьях. Активность НР в листьях рас-
тений быстро изменяется в зависимости от 
внешних условий. Нестабильность этого 
фермента затрудняет исследование его ак-
тивности, поскольку требует практически 
одновременного определения ее во всех об-
разцах. При значительном числе раститель-
ных образцов приготовление лизатов и опре-
деление активности НР за ограниченное вре-
мя не представляется возможным. Однако в 
короткий срок значительное число образцов 
можно собрать и поместить для высушива-
ния в лиофильную сушку. Чтобы проверить, 
сохраняет ли НР активность, близкую к на-
тивной после лиофилизации и после измель-
чения в шаровой мельнице, сравнили актив-
ность НР, определенную для одних и тех же 
4-недельных проростков пшеницы в свежих 
листьях (С.Л.) и в лиофилизированных ли-
стьях (Л.Л.), измельченных перетиранием 
вручную в ступке или в мельнице. При опре-
делении активности НР в свежем листе ис-
пользовали 30 мг материала, для лиофилиза-

Рис. 3. Определение активности НР в лизатах свежих листьев (С.Л.), лиофилизированных ли-
стьях, измельченных шариками (Л.Л./ шарик) и лиофилизированных листьях, измельченных в 
ступке (Л.Л./ ступка). Определены: а – содержание общего белка; б – концентрация нитрита, обра-
зованного лизатом из нитрата за 1 ч; в – активность НР.
Fig. 3. Determination of the activity of NR in lysates from fresh leaves (С.Л.), lyophilized leaves, ground 
in bead mill (Л.Л./ шарик) and lyophilized leaves, ground in a mortar (Л.Л./ ступка). The following 
were determined: а – total protein content; б – the concentration of nitrite generated from nitrate by the 
lysate for 1 hour; в – NR activity.

ции использовали 80–120 мг листьев. Несмо-
тря на различие в начальном весе материала, 
в лизатах из С.Л. находилось больше общего 
белка, чем в лизатах из Л.Л. (см. рис. 3, а). 
Измельчение в шаровой мельнице в услови-
ях, описанных в разделе «Материал и мето-
ды», приводило к более полному высвобож-
дению белка из Л.Л. по сравнению с дели-
катным измельчением в ступке. Разброс кон-
центраций белка и нитратов между повтора-
ми в случае применения мельницы наблю-
дался в меньшей степени, чем в случае ис-
пользования ступки. Это свидетельству-
ет о более строгой повторяемости условий 
измельчения (см. рис. 3, а, б). Несмотря на 
меньшее количество белка, лизаты из Л.Л. 
проявляли более высокую активность в вос-
становлении нитратов (см. рис. 3, б). Актив-
ность НР, которая определяется в пересче-
те на белок, была существенно выше у Л.Л. 
(см. рис. 3, в). Более высокая активность НР 
в Л.Л., вероятно, объясняется тем, что в них 
НР экстрагируется лучше, чем в среднем 
прочие белки. Таким образом, при лиофи-
лизации и последующим измельчении высу-
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шенного материала вибрационной шаровой 
мельницей активность НР сохраняется. Этот 
способ подготовки растительного материала 
можно использовать в исследованиях.
Определение активности НР в зависимо-

сти от наличия нитратов в субстрате для 
проростков восьми сортов пшеницы. Нитра-
ты способны сильно индуцировать активность 
НР. Для верификации предложенного метода 
были измерены активности НР в разных со-
ртах мягкой пшеницы в зависимости от нали-
чия нитрат-ионов в субстрате. Для экспери-
мента часть проростков пшеницы была выра-
щена на субстрате с модифицированным рас-
твором Хогланда (МРХ), который не содержал 
нитраты. Другая часть – на субстрате с МРХ, в 
который было добавлено 50 мМ KNO3. Актив-
ность НР определяли во флаговом (верхнем) 

Рис. 4. Базовая (не индуцированная присутс твием нитратов в субстрате) и стимулированная ни-
тратами (50 мМ KNO3) активность НР для восьми сортов пшеницы.* p < 0,05.
Fig. 4. Basal (not induced by the presence of nitrates in substrate) and nitrate-stimulated (50 mM KNO3) 
NR activity for eight wheat cultivars. * p < 0.05.

листе 5-недельных проростков, при этом ис-
пользовали вариант с лиофильным высушива-
нием листа, измельченного в шаровой мельни-
це (см. раздел «Материал и методы»). Актив-
ность измеряли у двух растений на субстра-
те без нитратов и двух растений, пророщен-
ных в присутствии нитратов. Все сорта реаги-
ровали на присутствие нитратов повышени-
ем уровня активности НР (см. рис. 4). Наиме-
нее отзывчивым на нитраты сортом оказался 
Новосибирская 67 (индукция активности НР 
в 2,5 раза), максимально отзывчивыми сорта-
ми – Гром и Алтиго (индукция в 5,7 и 5,4 раза) 
(см. таблицу). Таким образом, активность НР 
и чувствительность к действию нитратов ста-
тистически значимо варьируются между со-
ртами пшеницы.
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ВЫВОДЫ

1. При определении активности НР сле-
дует контролировать корректность результа-
тов, измеряя активности в растворах с раз-
личными разбавлениями лизатов. Получен-
ные значения должны находиться в линей-
ной зоне зависимости образования нитратов 
от объема лизата.

2. Исследование активности НР на ли-
офилизированных листьях, приготовленных 
на вибрационной шаровой мельнице, более 
производительно, чем на материале, гомоге-
низированном по традиционной ручной тех-
нологии, и позволяет проводить гомогениза-
цию в 96-луночном формате. Лиофилизиро-
ванный материал долго сохраняет свойства 
при комнатной температуре в отличие от за-
мороженного растительного материала, бел-
ковые компоненты которого после размора-
живания быстро деградируют. В представ-
ленном методе используется небольшое ко-
личество материала, что сводит повреждение 
растения к минимуму и делает возможным 
дальнейшее определение его урожайности и 
других показателей. Предложенная техноло-
гия исследований позволяет проводить мас-
совые анализы растений в полевых условиях.

3. Активность НР и ее изменение при 
применении нитратов в различных сортах 
мягкой пшеницы варьируются в широком 
диапазоне. Разработанный метод открывает 
возможность проверить гипотезу об НР как 
признаке, по которому можно проводить се-
лекцию, используя большое число растений.
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