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ВЛИЯНИЕ КОНЪЮГАТОВ ХИТОЗАНА С ОКСИКОРИЧНЫМИ КИСЛОТАМИ  
И ИХ НАНОЧАСТИЦ НА РОСТ ПРОРОСТКОВ ЯЧМЕНЯ  

И СОДЕРЖАНИЕ В НИХ ПРОЛИНА ПРИ СОЛЕВОМ СТРЕССЕ

Аннотация. Проведена оценка влияния синтезированных материалов низко- и высокомолекулярного хитозана 
с оксикоричными кислотами (феруловой и кофейной) на процессы прорастания семян ячменя. Показано, что обра-
ботка семян конъюгатами и наночастицами не оказывает негативного влияния на ростовые показатели проростков 
ячменя, выращиваемых в благоприятных условиях, а обработка семян конъюгатом хитозана с молекулярной массой 
30 кДа и кофейной кислоты способствует ускорению роста проростков, при этом в растительных тканях содержит-
ся минимальный уровень свободного пролина. При применении конъюгатов хитозана с оксикоричными кислотами  
и их наночастиц у проростков ячменя реализуются различные стратегии адаптации к солевому стрессу (24-часовое 
действие 4 %-ного NaCl). Наиболее эффективная адаптация отмечалась при обработке конъюгатами хитозана с мо-
лекулярной массой 30кДа с оксикоричными кислотами. 
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Abstract. The effect of seed treatment with various materials of chitosan and hydroxycinnamic acids on the growth 
of barley seedlings was evaluated. It was shown that chitosan-hydroxycinnamic acid conjugates and nanoparticles had no 
negative effect on the initial stages of the growth of barley seedlings. Adaptation of seedlings after 24 h exposure to 4 % 
NaCl in the samples of conjugates of 30 kDa chitosan with caffeic and ferulic acids was more effective. There was a decrease  
in proline contents and restoration of the growth activity under post-stress conditions.
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Введение. В последние годы биополимеры природного происхождения широко используются 
в различных отраслях биологии и медицины. Примером может служить хитозан, который активно 
применяется и в агрохимических целях, что обусловлено его биоразлагаемостью в почве, низкой 
токсичностью для живых организмов, доступностью сырья и наличием биологической актив-
ности. Хитозан является линейным аминополисахаридом, состоящим из различного количества 
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чередующихся звеньев 2-амино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозы, соединенных β-(1→4) гликозид-
ными связями. Наличие у хитозана реакционноспособной аминогруппы позволяет легко осу-
ществлять его структурную модификацию различными методами с целью придания ему новых 
свойств. Введение новых функциональных групп и заместителей позволяет получать производ-
ные с повышенной растворимостью и антиоксидантной активностью [1]. 

Woranuch с соавт. [2] получили конъюгат хитозана (200 кДа) с феруловой кислотой и пока-
зали улучшение его растворимости и антиоксидантной активности. Liu с соавт. [3] получили 
карбоксиметилхитозан с ковалентно связанными оксикоричными кислотами (галловой, кофей-
ной, феруловой) и изучили его антиоксидантную активность в отношении модельных ради-
калов 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (ДФПГ), гидроксильного радикала и пероксида водо-
рода, а также ингибирование перекисного окисления липидов новыми соединениями. Показано,  
что антиоксидантная активность изменялась в ряду соединений следующим образом: карбокси-
метилхитозан с кислотой > карбоксиметилхитозан > хитозан [3]. Eom c cоавт. [4] осуществлен 
синтез конъюгатов хитоолигосахаридов с молекулярной массой 3‒5 кДа с различными феноль-
ными кислотами (гидроксибензойной, кумаровой, протокатехиновой, кофейной, ванильной, фе-
руловой, сиреневой и синапиновой), а также исследована антиоксидантная активность в тестах  
с ДФПГ и гидроксильным радикалом. Наибольшую активность проявляли конъюгаты с кофейной 
и протокатехиновой кислотами, содержание полифенолов составляло 81 и 89 мг/г соответственно. 

Таким образом, анализ литературных данных показал, что химическая модификация хитоза-
на с введением новых функциональных групп и заместителей позволяет получать производные 
с повышенной растворимостью и антиоксидантной активностью. Перспективным направлением 
исследований конъюгатов хитозана и полифенольных соединений является оценка in vivo актив-
ности новых соединений. 

Ранее нами было изучено [5] влияние обработки семян конъюгатами хитозана молекулярной 
массой 30 кДа с кофейной и феруловой кислотами на ростовые параметры и ряд биохимических 
показателей у проростков огурца (Cucumis sativus L.). Показаны значительный ростстимулиру-
ющий эффект при обработке семян конъюгатами в оптимальных условиях выращивания, а также 
снижение интенсивности окислительных процессов, стабилизация уровня пролина, повышение 
пероксидазной активности в семядольных листьях проростков огурца при действии длительно-
го натрий-хлоридного засоления. Кроме того, оценена ростовая активность наночастиц хитозана 
с молекулярными массами 20 и 800 кДа и феруловой кислотой на растениях пшеницы и редиса [6]. 
Наночастицы на основе хитозана (20 кДа) и феруловой кислоты стимулировали всхожесть семян 
озимой пшеницы, но при этом снижали всхожесть семян редиса, что свидетельствует о разной 
направленности действия на однодольные и двудольные растения. 

Целью данной работы являлось изучение влияния конъюгатов хитозана с различной молеку-
лярной массой и оксикоричных кислот и их наночастиц на рост проростков ячменя, а также их 
активности в качестве индукторов устойчивости проростков ячменя к солевому стрессу.

Объекты и методы исследования. Исследования проводили на растениях ячменя (Hordeum 
vulgare L.) сорта Дивосны. Семена обрабатывали путем механического перемешивания в рас-
творах конъюгатов или наночастиц хитозана с оксикоричными кислотами в объеме 400 мкл на 
20 г семян до равномерного распределения раствора по поверхности. Затем семена выдержи-
вали при комнатной температуре в течение 24 ч. Контролем служили необработанные семена. 
Перед закладкой опыта семена имели одинаковую исходную влажность. Растения выращивали 
рулонным способом до 10-дневного возраста в условиях искусственного освещения с интенсив-
ностью 4 тыс. лк, фотопериод: 14 ч – свет, 10 ч – темнота. Для создания солевого стресса рулоны 
с 5-дневными проростками помещали в 4 %-ный раствор хлорида натрия на 24 ч, а затем перено-
сили на воду. В благоприятных условиях (отсутствие стресса) растения весь период выращивали 
на дистиллированной воде. Биометрические параметры оценивали на 6-е сутки (стрессовые ус-
ловия) и на 10-е сутки (постстрессовый период). 

Содержание пролина в листьях и корнях определяли согласно методу, изложенному в работе [7]. 
Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре Jasko V-630 (Япония) при длине волны 
515 нм. 
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Для синтеза конъюгатов использовали хитозаны с молекулярной массой 30 кДа (степень деаце-
ти лирования 98,3 %, Glentham Life Sciences, Великобритания) и 250 кДа (степень деацетили-
рования ≥90,0 %, Glentham Life Sciences, Великобритания), ФК (M = 194,18 г/моль) и КК 
(M = 180,16 г/моль) (Sigma-Aldrich, США), 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимид ги-
дрохлорид (EDC, Sigma-Aldrich). Конъюгаты хитозана с оксикоричными кислотами (Х30-ФК, 
Х30-КК и Х250-ФК, Х250-КК) получали карбодиимидным методом с предварительной актива-
цией карбоксильных групп кислоты согласно методике, описанной в работе [6]. 

Наночастицы на основе конъюгатов хитозана с оксикоричными кислотами получали мето-
дом ионотропного гелеобразования, как описано в работе [8]. Для этого использовали предвари-
тельно синтезированные карбодиимидным методом, как описано выше, конъюгаты низкомолеку-
лярного (30 кДа) и высокомолекулярного (800 кДа, степень деацетилирования 75,4 %, Glentham 
Life Sciences, Великобритания) хитозана с феруловой кислотой (Х30-ФК и Х800-ФК соответст-
венно). В качестве сшивающих агентов применяли безводный сульфат натрия (ЗАО «Пять океа-
нов», Беларусь) и глутаральдегид (50 %-ный водный раствор, AppliChem, Германия).

Статистическую обработку результатов осуществляли с применением общепринятых мето-
дик [9]. На диаграммах приведены средние значения показателей с указанием стандартной ошиб-
ки средней, надстрочные символы обозначают достоверность различий средних значений по 
критерию Стьюдента при р ≤ 0,05: а – различия достоверны относительно бесстрессового кон-
троля, b – различия достоверны относительно стрессового контроля.

Результаты и их обсуждение. Обработка семян конъюгатами не оказывала ингибирующе-
го действия на прорастание ячменя, что выражалось в отсутствии существенных различий по 
ростовым параметрам относительно контрольных проростков, выращенных в оптимальных ус-
ловиях. Отмечено увеличение до 10 % длины корней у 10-дневных проростков при обработке 
Х30-КК (рис. 1, b) и сухой массы побега у 6-дневных проростков в варианте Х250-ФК (рис. 2, c). 

Рис. 1. Длина корней и побега у 6-дневных (а, c) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян конъюгатами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 1. Length of roots and shoot in 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment   
with conjugates of chitosan and hydroxycinnamic acids
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Действие 4 %-ного раствора NaCl в течение 24 ч вызвало торможение процессов роста, при этом 
не было существенных различий между исследуемыми вариантами конъюгатов. В постстрес-
совый период при обработке Х30-ФК длина корней возрастала на 14 %, длина побега – на 13 % 
относительно постстрессового контроля (см. рис. 1, b, d). Сухая масса побега увеличивалась 
на 12 % в варианте Х30-КК относительно контроля и достигала уровня 10-дневных растений, 
выращиваемых без стрессового фактора при соответствующей обработке (рис. 2, d). Сходную 
картину наблюдали и в варианте Х30-ФК, в этом случае масса побега достоверно превышала 
данный показатель на 9 % у обработанных Х30-ФК растений без действия хлорида натрия 
(рис. 2, d). 

В благоприятных условиях прорастания семян, обработанных конъюгатами Х30-ФК и Х30-КК, 
содержание пролина в корнях проростков было ниже, чем в контроле: на 47 и 32 % через 6 сут, 
на 56 и 47 % через 10 сут соответственно. При обработке семян Х30-КК и их прорастании в бла-
гоприятных условиях уровень пролина в побегах проростков также был меньше по сравнению  
с контролем (в среднем на 30 %). При использовании для обработки семян конъюгатов с боль-
шей молекулярной массой хитозана (250 кДа) содержание пролина в проростках в целом суще-
ственно не отличалось от его уровня у контрольных проростков. Поскольку корни находились 
непосредственно в солевом растворе, они проявляли большую чувствительность к воздействию 
4 %-ного NaCl, что выражалось в повышенном уровне пролина в них по сравнению с побегами. 
Наблюдалось существенное возрастание содержания пролина в корнях при действии 4 %-ного 
NaCl по сравнению с проростками, выращиваемыми без стресса (рис. 3, а). Максимальное нако-
пление пролина обнаружено в варианте Х30-КК – его уровень в корнях был в 5,5 раза, а в побе-
гах в 3 раза выше, чем в проростках соответствующего варианта в благоприятных условиях. При 
этом по сравнению со стрессовым контролем самый высокий уровень пролина (на 53 % выше) 
отмечен при обработке Х30-КК, тогда как между остальными вариантами и стрессовым контро-
лем существенных различий не выявлено (рис. 3, а, с).

Рис. 2. Сухая масса корней и побега у 6-дневных (a, c) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян конъюгатами хитозана и оксикоричных кислот 

Fig. 2. Dry weight of roots and shoot in 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment 
with conjugates of chitosan and hydroxycinnamic acids 

Рис. 2. Сухая масса корней и побега у 6-дневных (a, c) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян конъюгатами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 2. Dry weight of roots and shoot in 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment  
with conjugates of chitosan and hydroxycinnamic acids
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В постстрессовый период наблюдали значительное снижение уровня пролина в корнях 10-днев-
ных проростков. При этом его снижение (в среднем на 40 %) относительно постстрессового кон-
троля регистрировали для вариантов с применением конъюгатов на основе хитозана с молеку-
лярной массой 30 кДа, а в побегах – только в варианте Х30-ФК. Содержание пролина в побегах 
при их обработке Х30-КК оставалось таким же высоким, как и в условиях стресса. При приме-
нении конъюгата Х250-ФК отмечено увеличение содержания пролина в корнях относительно 
постстрессового контроля (рис. 3, b). 

Таким образом, в зависимости от вида оксикоричной кислоты конъюгаты проявляют разнона-
правленное действие. В благоприятных условиях выращивания при обработке семян конъюгата-
ми хитозана с молекулярной массой 30 кДа и оксикоричных кислот отмечено низкое содержание 
пролина в корнях, а при обработке Х30-КК – и в побегах проростков. Обработка семян Х30-КК 
в большей степени способствовала ускорению роста проростков, при этом в тканях зафиксиро-
ван минимальный уровень свободного пролина в сравнении с контролем. Можно предположить, 
что синтезируемые аминокислоты максимально используются в основном метаболизме для под-
держания активного роста проростков. В стрессовых условиях выращивания у проростков из 
обработанных конъюгатами семян реализуются различные стратегии адаптации. Содержание 
пролина значительно увеличивается в варианте Х30-КК и остается высоким в постстрессовый 
период, при этом не наблюдается различий в скорости роста растений в сравнении с контролем. 
При обработке Х30-ФК обнаружено ускорение роста проростков в постстрессовый период на фо-
не снижения содержания пролина в растительных тканях по сравнению с контролем. 

Обработка семян ячменя исследуемыми образцами наночастиц на основе хитозана с молеку-
лярной массой 30 и 800 кДа и феруловой кислоты также не оказывала ингибирующего действия 
на проростки. У 6- и 10-дневных проростков не наблюдалось каких-либо существенных изме-
нений по биометрическим показателям (длина корней и побега) относительно контроля (рис. 4). 

Рис. 3. Содержание пролина в корнях и листьях 6-дневных (а, с) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян конъюгатами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 3. Proline contents in the roots and leaves of 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment  
with conjugates of chitosan and hydroxycinnamic acids
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Выявлено возрастание сухой массы побега: на 11 и 17 % относительно контроля в вариантах 
Х30-ФК и Х800-ФК соответственно у 6-дневных проростков, выращенных в благоприятных ус-
ловиях (рис. 5, с), на 15 % относительно постстрессового контроля при обработке Х800-ФК, NaCl 
у 10-дневных проростков (рис. 5, d).

В благоприятных условиях при обработке семян наночастицами Х30-ФК у 6-дневных по-
бегов обнаружено увеличение содержания пролина (на 37 % по сравнению с контролем), однако 
к 10-м суткам во всех вариантах уровень пролина был практически одинаковым, в корнях раз-
личий также не наблюдалось (рис. 6). 

В условиях солевого стресса содержание пролина в корнях при обработке наночастицами 
Х30-ФК было на 34 % ниже, чем в контроле, и достоверно не отличалось от контрольного зна-
чения в постстрессовый период (рис. 6, a, b). В варианте Х800-ФК уровень пролина в корнях  
в постстрессовый период снизился на 59 % относительно контроля, а в побегах в условиях стрес-
са его содержание возросло на 20 % по сравнению с контрольными проростками и оставалось 
высоким и в постстрессовый период (рис. 6, b, c, d).

Сравнительный анализ исследуемых конъюгатов и наночастиц хитозана с различной моле-
кулярной массой и оксикоричных кислот показал отсутствие у них ингибирующего действия  
в отношении прорастающих семян ячменя, наибольший ростстимулирующий эффект на про-
ростки в оптимальных условиях проявлялся в случае применения конъюгатов хитозана с моле-
кулярной массой 30 кДа.

Одним из существенных негативных эффектов засоления является ингибирование роста рас-
тений, вызванное водным дефицитом, что сопровождается нарушением клеточного гомеостаза 
и снижением продуктивности растений [10]. Анализ литературных данных показал, что обра-
ботка семян растений хитозаном в различных концентрациях приводит к повышению их всхо-
жести, возрастанию длины и массы корней и побегов в условиях засухи, низкотемпературного 

Рис. 4. Длина корней и побега у 6-дневных (а, с) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян наночастицами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 4. Length of roots and shoot in 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment   
with nanoparticles of chitosan and hydroxycinnamic acids
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и солевого стрессов [11‒13]. Так, обработка семян растений Carum copticum L. хитозаном в диа-
пазоне концентраций от 0,01 до 0,5 % приводила к возрастанию их всхожести при действии соле-
вого стресса, а также к увеличению длины корней, длины и сухой массы побегов относительно 
стрессового контроля [14]. Экзогенное применение хитозанов с различной молекулярной мас-
сой на растениях твердой пшеницы Triticum durum Desf. значительно снижало негативное дей-
ствие 200 мМ NaCl, что выражалось в повышении ростовых показателей относительно стрессо-
вых растений, при этом наибольший эффект проявлялся при опрыскивании листьев хитозанами  
с молекулярной массой 50–190 и 190–310 кДа [15].

Аккумуляция пролина является типичной реакцией растений на солевой стресс, однако она 
зависит от вида растений, стадии их развития и интенсивности солевого стресса [16]. Обработка 
семян хитозаном значительно повышала уровень пролина в растениях риса, пшеницы и тома-
тов [17–19]. Обработка низкомолекулярным хитозаном приводила к накоплению пролина и сни-
жению интенсивности процессов перекисного окисления липидов в растениях подсолнечника 
Сarthamus tintorius L. в условиях солевого стресса [20]. В проростках кукурузы Zea maize L.  
и пшеницы Triticum aestivum L. при их обработке низкими концентрациями хитозана возрас-
тали активность антиоксидантных ферментов и содержание пролина, тогда как при их обработ - 
ке высокими концентрациями хитозана отмечалось снижение накопления пролина в условиях 
солевого стресса [21]. 

У проростков из обработанных конъюгатами семян в стрессовых условиях выращивания, ве-
роятно, реализуются различные стратегии адаптации. Содержание пролина значительно увели-
чивается в варианте Х30-КК и остается высоким в постстрессовый период, при этом не наблю-
дается различий в скорости роста растений в сравнении с контролем. При обработке Х30-ФК 
обнаружено ускорение роста и развития проростков в пострессовый период на фоне снижения 
содержания пролина в растительных тканях по сравнению с контролем. 

Рис. 5. Сухая масса корней и побега у 6-дневных (а, c) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян наночастицами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 5. Dry weight of roots and shoot in 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment  
with nanoparticles of chitosan and hydroxycinnamic acids
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Показана неоднозначная динамика изменения содержания пролина в корнях и листьях про-
ростков при обработке наночастицами при кратковременном действии NaCl и в постстрессовых 
условиях. При этом не наблюдалось различий по ростовым параметрам между проростками  
с применением наночастиц и контрольными растениями. 

Таким образом, эффективность обработки семян конъюгатами хитозана с молекулярной мас-
сой 30 кДа и оксикоричных кислот заключалась в смягчении действия сильного и кратковремен-
ного солевого стресса, о чем свидетельствуют активный рост проростков в постстрессовый пе-
риод, а также снижение стресс-индуцируемого накопления пролина относительно контрольных 
проростков, подвергшихся стрессовому воздействию.

Заключение. Проведенные исследования показали, что конъюгаты и наночастицы низко- 
и высокомолекулярного хитозана и феруловой или кофейной кислот не проявляют токсичного 
действия в отношении прорастающих семян ячменя. Обработка семян конъюгатами Х30-КК вы-
зывает ускорение роста проростков в благоприятных условиях прорастания, при этом в тканях 
содержится минимальный уровень свободного пролина в сравнении с контролем. В стрессовых 
условиях выращивания (24-часовое действие 4 %-ного хлорида натрия) у проростков из обра-
ботанных конъюгатами и наночастицами семян реализуются различные стратегии адаптации. 
Наиболее эффективная адаптация отмечается при обработке конъюгатами хитозана с молеку-
лярной массой 30кДа с оксикоричными кислотами. Содержание пролина значительно увеличива-
ется в варианте Х30-КК и остается высоким в постстрессовый период, при этом не наблюдается 

Рис. 6. Содержание пролина в корнях и листьях 6-дневных (а, с) и 10-дневных (b, d) проростков ячменя  
при обработке семян наночастицами хитозана и оксикоричных кислот

Fig. 6. Proline contents in the roots and leaves of 6- (a, c) and 10-day-old (b, d) barley seedlings at seed treatment  
with nanoparticles of chitosan and hydroxycinnamic acids
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различий в скорости роста растений в сравнении с контролем. При обработке конъюгатом Х30-ФК 
обнаружено ускорение роста проростков в постстрессовый период на фоне снижения содержа-
ния пролина в растительных тканях по сравнению с контролем. Эффективность обработки се-
мян конъюгатами хитозанов с оксикоричными кислотами заключается в смягчении негативного 
действия сильного и кратковременного солевого стресса на развивающиеся проростки.
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