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Розмариновая кислота (RA), одно из важнейших биологически активных соединений, 
которое синтезируют растения мелиссы (Melissa officinalis L.), обладает противовирусными, анти-
бактериальными, антиоксидантными и противораковыми свойствами. Кроме того, ее применяют 
как приправу и для улучшения качества выпечки. Ионы меди действуют как кофактор нескольких 
белков и играют ключевую роль в фотосинтезе, дыхании, синтезе лигнина, реакциях на окисли-
тельный стресс и в метаболизме компонентов клеточной стенки, но в высоких концентрациях могут 
быть токсичны для растений. Мы предположили, что абиотические стрессы как один из внешних 
факторов, индуцирующих защитный механизм растений, могут способствовать выработке вторич-
ных метаболитов и особенно RA у представителей семейства Lamiaceae. В представленной работе 
мы изучали накопление RA, экспрессию гена тирозинаминотрансферазы (TAT), содержание фла-
воноидов и антоцианов, а также активность антиоксидантных ферментов системы защиты расте-
ний от окислительного стресса у 45-суточных проростков M. officinalis после обработки разными 
концентрациями Cu2+ (0, 5, 10, 20 и 30 мкМ). Образцы собирали и исследовали после 8 и 16 ч 
обработки Cu2+. Показано, что в меньших концентрациях ионы Cu2+ положительно влияли на 
накопление RA независимо от длительности обработки, с чем согласовывалось увеличение экс-
прессии гена TAT, вовлеченного в один из путей синтеза RA. Содержание флавоноидов, антоцианов 
и растворимого белка в проростках значительно снижалось (за исключением проростков, обрабо-
танных в течение 8 ч Cu2+ в концентрации 20 и 30 мкМ). Содержание RA и экспрессия гена ТАТ 
значительно снизились при максимальной концентрации Cu2+ и длительном воздействии (16 ч). 
Одновременно в этих проростках мы отмечали повышение активности супероксиддисмутазы и пе-
роксидазы. Последнее может указывать на то, что более низкие концентрации Cu2+ вызывают 
окислительный стресс, активные формы кислорода (АФК), которые выполняют роль сигнальных 
молекул, накапливаются, и из-за их положительного воздействия на экспрессию гена ТАТ образу-
ется больше RA. Напротив, при самой высокой концентрации ионов меди АФК подавляли экс-
прессию гена ТАТ и тем самым предотвращали деградацию продукта гена. 

 

Ключевые слова: антиоксидантный фермент, Melissa officinalis, розмариновая кислота, 
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Розмариновая кислота (RA) представляет собой сложный эфир ко-
фейной кислоты и 3,4-дигидроксифениллмолочной кислоты. У растений 
мелиссы (Melissa officinalis L.) RA идентифицирована как одно из основных 
биологически активных фенольных соединений (1, 2). Она обладает проти-
вовоспалительным (3), противовирусным (4), антибактериальным, антиок-
сидантным (5, 6), противоопухолевым (7) и противоаллергическим (8) дей-
ствием. Кроме того, RA может способствовать улучшению качества хлебо-
булочных изделий (9). RA синтезируется в растении двумя разными мета-
болическими путями. Путь фенилпропаноидов, который считается основ-
ным путем биосинтеза, начинается с активации фермента фенилаланин-
аммиак-лиазы (EC 4.3.1.24) (PAL) и использует аминокислоту фенилаланин 
в качестве субстрата. Второй путь инициируется реакцией тирозинамино-
трансферазы (ТАТ), в которой в качестве субстрата используется тирозин (1). 

Ранее сообщалось, что на продукцию RA в растении может влиять 
присутствие углеводов (10), дрожжевого экстракта, ионов Ag+ и метил-
жасмонатов (11-13). Эксперименты показали, что обработка как Ag+, так и 
дрожжами увеличивает активность ТАТ и снижает активность PAL в воло-
сатых корнях Salvia miltiorrhiza (13). Было продемонстрировано, что воздей-
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ствие Cu2+ на Phyllanthus tenellus увеличивает активность PAL в листьях (14). 
Аналогичное повышение активности PAL наблюдалось в листьях Camellia 
sinensis в присутствии меди, ртути и никеля (15). 

Медь — незаменимый микроэлемент для роста и развития растений, 
она действует как кофактор нескольких белков, таких как пластоцианин 
(PC), Cu/Zn супероксиддисмутаза (Cu/Zn SOD) (16), цитохром С оксидаза 
(17) и играет ключевую роль в фотосинтезе, дыхании, синтезе лигнина, ре-
акциях на окислительный стресс и в метаболизме компонентов клеточной 
стенки (18). Этот элемент, наряду с другими микроэлементами, отвечает за 
устойчивость растений к болезням (19). Медь широко присутствует в при-
роде и необходима для роста растений, однако ее высокие концентрации 
могут быть токсичными для растений (20).  

Растения, подверженные воздействиям тяжелых металлов, часто 
сталкиваются с окислительным стрессом и, как следствие, с высоким уров-
нем образования активных форм кислорода (АФК) (15). Растения предот-
вращают повреждения, вызванные АФК, с помощью антиоксидантных си-
стем, функционирующих с участием как веществ неферментативной при-
роды (аскорбиновая кислота, глутатион, токоферол, флавоноиды и др.), так 
и ферментов (каталаза, пероксидаза, супероксиддисмутаза, глутатион, ас-
корбатпероксидаза и редуктаза) (21).  

Фенольные соединения играют важную роль в механизме стабили-
зации цвета (22) и защите растений от атак патогенов (23) и ультрафиоле-
товых лучей (24). Кроме того, они используются в качестве индикаторов 
для исследования стрессов и улавливателей свободных радикалов (25, 26). 

Мы предположили, что абиотические стрессы как один из внешних 
факторов, индуцирующих защитный механизм растений, могут способство-
вать выработке вторичных метаболитов и особенно розмариновой кислоты 
у представителей семейства Lamiaceae.  

Цель исследования — обработать проростки мелиссы разной кон-
центрацией ионов Cu2+ и измерить количество продуцируемой розмарино-
вой кислоты, а также проанализировать состояние связанных с реакцией на 
стресс механизмов защиты растений (содержание флавоноидов и антоциа-
нов, а также активность антиоксидантных ферментов). Дополнительно мы 
измеряли экспрессию одного из ключевых генов биосинтеза RA в пророст-
ках M. officinalis — гена тирозинаминотрансферазы TAT. 

Методика. Семена мелиссы F1 (M. officinalis) были получены из 
Pakanbazr (Esfahan, Iran). Использовали метанол (чистота для ВЭЖХ) и ор-
тофосфорную кислоту производства компании «Merck» (Германия). Вода 
(чистота для ВЭЖХ) подавалась с помощью системы мембранной очистки. 
Внешний стандарт RA (C18H16O8, MW = 360 г•моль−1) и другие аналитиче-
ские реагенты были приобретены в компании «Sigma» (США). 

Семена обрабатывали 2 % раствором гипохлорита натрия, трижды 
промывали стерильной дистиллированной водой, затем высаживали в среду 
MS (Murashige and Skoog, 1962) с 0,8 % агара (w/v) и помещали на инкуба-
цию в регулируемые условия (темнота, относительная влажность 55±5 %, 
28±2 °С) на 2 нед. Затем растения переносили в условия 16/8 ч (свет/тем-
нота) при 30±2 °С. В возрасте 45 сут проростки извлекали из агаризованной 
среды, тщательно промывали стерильной дистиллированной водой и пере-
носили в жидкую среду MS. В среду добавляли Cu2+ до конечных концен-
траций 0 (контроль), 5, 10, 20 и 30 мкМ (использовали соль CuSO4•5H2O. 
Как и в предыдущей нашей работе, обработка продолжалась в течение 8 и 
16 ч (27). Обработанные проростки собирали, несколько раз промывали сте-
рильной дистиллированной водой для удаления поверхностных ионов и 
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разделяли на две части: одну сушили в тени (в течение 3 сут) и использовали 
для измерения концентрации RA, другую ополаскивали, обезвоживали, за-
мораживали в жидком азоте и хранили при −80 °С для последующего изме-
рения содержания флавоноидов и антоцианов, активности антиоксидант-
ных ферментов и анализа уровня экспрессии гена ТАТ. 

Идентификацию и количественную оценку RA выполняли, как опи-
сано ранее (27, 28). Навеску высушенного образца (0,1 г) измельчали до 
состояния порошка и смешивали с 25 мл раствора этанол:вода (30:70 v/v), 
затем в течение 10 мин обрабатывали ультразвуком и центрифугировали при 
4500 об•мин−1 в течение 5 мин при 4 °С. Супернатант переносили в чистую 
пробирку, объем доводили до 50 мл стерильной дистиллированной водой. 
Экстракт фильтровали с помощью одноразового шприцевого фильтра (раз-
мер пор 0,2 мкм) перед введением в колонку для высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ, колонка ZORBAX SB-C18, Agilent 1100 
series, «Agilent», США). Подвижная фаза — 40 % растворителя A (ортофос-
форная кислота в воде, 1,0 % v/v) и 60 % растворителя B (ортофосфорная 
кислота в метаноле, 1,0 % v/v), скорость потока элюента 1,0 мл•мин−1, тем-
пература комнатная. RA идентифицировали на основе сравнения времени 
удерживания образца и стандарта при λ = 330 нм. 

Набор RNX plus™ («Cinnagen», Иран) применяли для экстракции то-
тальной РНК, как указано в протоколе производителя. Качество и количе-
ство экстрагированной РНК оценивали соответственно с помощью разде-
ления в 1 % агарозном геле и спектрофотометрии (Varian cary 50, «Agilent», 
Австралия). Для синтеза кДНК использовали M-MuLV Reverse Transcriptase 
(200 U•мкл−1, «Fermentas», EP0441, США), Oligo(dT)20 Primer («Fermentas», 
SO131, США), dNTP (по 1 мМ каждого) и 20 U RiboLock RNase Inhibitor 
(«Thermo Fisher Scientific», США), реакцию проводили при 42 °С в течение 
120 мин. 

Праймеры к гену TAT (прямой — 5´-CCG CTA CTT CGA TCT TCA 
TCC-3´, обратный — 5´-CCA TTG GAA CAA AAG GGT TCG-3´) были 
сконструированы нами с помощью программы Oligo Primer Analysis 
Software v. 7 (https://www.oligo.net/downloads.html) на основе доступной по-
следовательности mRNA гена тирозинаминотрансферазы Melissa officinalis 
(Gene Bank Accession No. JN863949). Амплификацию ДНК гена ТАТ прово-
дили с использованием Taq DNA polymerase («Qiagen», Германия) с началь-
ной денатурацией в течение 4 мин при 94 °С, с последующими 30 циклами 
амплификации (1 мин при 94 °С, 1 мин при 55 °С и 1 мин при 72 °С) и 
заключительной элонгацией при 72 °С в течение 10 мин (термоциклер 
Eppendorf 5331 Mastercycler Gradient PCR, «Eppendorf», Германия). 

Для изучения экспрессии гена ТАТ в присутствии разных концен-
траций Cu2+ использовали метод полуколичественной ПЦР и программное 
обеспечение Syngene GeneTools (Кембридж, Великобритания), которое поз-
воляет количественно определять интенсивность флуоресценции полос ам-
плифицированных фрагментов, разделенных в 1 % агарозном геле, для 
оценки уровня экспрессии генов (29). 

При определении содержания флавоноидов к 0,1 г свежей пробы 
добавляли 10 мл смеси этилового спирта с уксусной кислотой (1:99 v/v), 
растирали и центрифугировали 10 мин при 4000 об•мин−1. Супернатант 
медленно нагревали на водяной бане (10 мин при 80 °С). Поглощение из-
меряли при длинах волн 270, 300 и 330 нм с учетом коэффициента экстинк-
ции 33000 М−1•см−1. Содержание флавоноидов рассчитывали кумулятивно и 
выражали как мкмоль•г−1 сырой массы (30). 
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Содержание антоцианов измеряли, как описано D.T. Krizek с соавт. 
(31). К 0,2 г свежего образца добавляли 3 мл метанола, подкисленного 0,1 % 
HCl, измельчали и центрифугировали при 12000 об/мин в течение 20 мин 
при 4 °С. Супернатант, содержащий пигмент, хранили в темноте в течение 
24 ч. Поглощение измеряли при 550 нм, для расчета содержания антоциа-
нова использовали коэффициент экстинкции 33000 М−1•см−1, содержание 
антоцианов как мкмоль•г−1 сырой массы (31). 

Белок экстрагировали из 0,5 г свежего образца, гомогенизирован-
ного в 50 мМ калий-фосфатном буфере (pH 7,5), содержащем 1 мМ EDTA 
и 1 % поливинилпирролидон (PVP). Гомогенат центрифугировали при 
11000 об•мин−1 в течение 20 мин при 4 °С. В супернатанте измеряли содер-
жание белка и исследовали активность ферментов (32). Общий белок в экс-
тракте растений определяли по методу M.M. Bradford (33), используя бычий 
сывороточный альбумин (БСА) в качестве стандарта, оптическую плотность 
измеряли при λ = 595 нм (33). 

Для определения активности супероксиддисмутазы (SOD; EC 1.15.1.1) 
использовали метод C.N. Giannopolitis и S.K. Ries (34), который основан на 
подавлении ферментом фотохимического восстановления нитросинего тет-
разолия (NBT). Одна единица активности фермента определяется как его 
количество, необходимое для 50 % ингибирования восстановления NBT 
до синего формазана в условиях освещения. Реакционная смесь включала 
метионин (13 мМ), NBT (75 мкМ), рибофлавин (2 мкМ), 50 мМ калий-
фосфатный буфер (pH 7,8) и 0,1 мМ EDTA. Оптическую плотность изме-
ряли при λ = 650 нм (34). 

Активность каталазы (CAT: EC 1.11.1.6) измеряли согласно описа-
нию R.S. Dhindsa с соавт. (35). Метод основан на способности фермента 
разлагать H2O2 (одна единица каталазы определяется как количество фер-
мента, которое разлагает 1 мл H2O2 за 1 мин). Реакционная смесь включала 
15 мМ H2O2 и 50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7). Количество H2O2 в 
реакционной смеси через 1 мин и разницу в поглощении измеряли при 
λ = 240 нм, а затем определяли активность в U•мг−1 белка (35). 

Активность пероксидазы (POD; EC 1.11.1.7) анализировали методом 
M.J. Plewa с соавт. (36) по поглощению (λ = 470 нм) тетрагваякола, образо-
ванного в результате окисления гваякола, которое катализирует пероксидаза 
за 3 мин. Реакционная смесь содержала 4 % гваякола, 1 % H2O2 и 50 мМ 
калий-фосфатный буфер (pH 7). Активность POD измеряли с использова-
нием коэффициента экстинкции тетрагваякола, εε = 26,6 мМ−1•см−1 (36). 

Все эксперименты проводили на случайных выборках в трех незави-
симых повторностях. Рассчитывали средние (M) и стандартные отклонения 
(±SD). Для сравнения средних использовали множественный ранговый 
критерий Дункана. Также для анализа данных с помощью SAS 9.1.3 (SAS 
Institute, Кэри, Северная Каролина) применяли однофакторный дисперси-
онный анализ (ANOVA) при уровне значимости р = 0,05. 

Результаты. Обработка проростков мелиссы разными концентраци-
ями Cu2+ приводила к неодинаковому метаболическому ответу. Содержание 
RA в экспериментальных образцах измеряли с временем удерживания 16 
мин в сравнении со стандартом (данные не приведены). Максимальное ко-
личество RA достигалось при обработке проростков 5 мМ Cu2+ в течение 
8 ч (примерно 36 мг/г сухой массы), что было в 3,5 раза больше, чем в 
контроле (8,5 мг/г) (рис. 1, A). Обработка 10 мМ Cu2+ привела к продукции 
RA в количестве 12 мг/г, что также значительно больше, чем в контроле. 
Содержание RA в образцах, обработанных более высокой концентрацией 
Cu2+, было таким же, как и в контроле. Накопление RA снижалось после 
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16 ч обработки, и только для 10 мМ Cu2+ результаты оказались сопоставимы 
с полученными при 8-часовом воздействии. 

Экспрессию гена ТАТ изучали полуколичественным методом. Каче-
ство экстрагированной РНК определяли по полосам фрагментов амплифи-
кации ДНК генов 18S рРНК и 28S рРНК в 1 % агарозном геле, которые 
четко наблюдались для всех образцов, что указывает на высокое качество 
экстрагированной РНК (рис. 2, А). После конструирования библиотеки 
кДНК и амплификации ДНК гена ТАТ уровень его экспрессии рассчиты-
вали с помощью программного обеспечения GeneTools, для чего по 4 мкл 
каждого продукта ПЦР длиной 242 п.н. подвергали электрофорезу в 1 % 
агарозном геле (см. рис. 2, Б). 

 

 

Рис. 1. Содержание розмариновой кислоты (A), флавоноидов (Б), антоцианов (В) и белка (Г) в 
проростках мелиссы под воздействием Cu2+ в разных концентрациях в зависимости от времени 
обработки (n = 3, M±SD, лабораторные тесты). Разными буквами отмечены статистически 
значимые различия при p < 0,05 в соответствии с множественным ранговым критерием 
Дункана. 

 

Обработка проростков Cu2+ в концентрациях 5, 10 и 20 мкМ в те-
чение 8 ч приводила к увеличению уровня экспрессии гена ТАТ по срав-
нению с контролем (см. рис. 2, В). Аналогичным образом проростки, об-
работанные 5 и 10 мкМ Cu2+ в течение 16 ч, показали значительное по-
вышение экспрессии гена ТАТ. Однако при увеличении концентрации 
Cu2+ в среде экспрессия этого гена снижалась, что в большей степени 
проявилось при длительном (16 ч) воздействии Cu2+, причем для концен-
трации Cu2+ 30 мкМ при 16-часовой обработке соответствующих полос в 
геле мы не наблюдали. 

Содержание флавоноидов в проростках, обработанных Cu2+, имело 
тенденцию к снижению с увеличением концентрации ионов в оба периода 
обработки (см. рис. 1, Б). Уменьшение содержания флавоноидов было срав-
нительно большим через 16 ч, чем через 8 ч, хотя обработка Cu2+ в концен-
трации 30 мкМ восстанавливала содержание флавоноидов примерно до зна-
чений, регистрируемых для 5 мкМ Cu2+. 

При обработке проростков мелиссы разными концентрациями Cu2+ 

отмечали тенденцию к снижению содержания антоцианов по сравнению с 
контролем независимо от длительности воздействия Cu2+ (см. рис. 1, В). 
Содержание антоцианов снижалось сильнее при 16-часовой обработке по 
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сравнению с 8-часовой, а также при более высоких концентрациях Cu2+. 
 

 

Рис. 2. Электрофоретическое разделение РНК из сеянцев мелиссы, обработанных Cu2+ (A), фраг-
ментов амплификации гена TAT в агарозном геле (Б) и сравнение экспрессии гена TAT (В) в 
проростках мелиссы под воздействием Cu2+ в разных концентрациях в зависимости от времени 
обработки (n = 3, M±SD, лабораторные тесты). М — маркер молекулярных масс (GelPilot 1 kb 
Ladder, «Qiagen», Германия). Разными буквами отмечены статистически значимые различия при 
p < 0,05 в соответствии с множественным ранговым критерием Дункана.  

 

Обработка проростков мелиссы разными концентрациями Cu2+ в оба 
периода приводила к значительному увеличению активности СОД и значи-
тельному снижению активности CAT по сравнению с контролем (табл.). 

Активность cупероксиддисмутазы (SOD), каталазы (CAT) и пероксидазы (POD) 
в проростках мелиссы под воздействием Cu2+ в разных концентрациях в зависи-
мости от времени обработки (n = 3, M±SD, лабораторные тесты) 

Концентрация 
Cu2+, мкМ 

SOD, U/мг белка CAT, U/мг белка POD, U/мг белка 
8 ч 16 ч 8 ч 16 ч 8 ч 16 ч 

0 38,4±7,7c 51,6±17,2e 179,7±2,3a 161,9±1,8a 3,61±0,4b 3,51±0,3d 
5 395,6±15,6a 142,8±10,8d 89,3±1,1d 156,7±0,9b 6,29±0,5a 7,65±0,4b 
10 277,0±19,7b 232,4±21,7c 157,0±1,1b 105,7±1,3c 5,87±0,1a 6,15±0,2c 
20 376,8±16,3a 382,9±25,5a 86,6±1,1e 93,7±1,8d 5,58±0,4a 8,86±0,4a 
30 397,9±14,5a 301,5±17,1b 107,3±0,7c 65,9±1,4e 5,81±0,1a 6,99±0,4b 
П р и м е ч а н и е. Разными буквами в каждой группе отмечены статистически значимые различия при р 
≤ 0,05 в соответствии с множественным ранговым критерием Дункана.  

 

Активность POD была значительно повышена в проростках, обра-
ботанных Cu2+, причем повышение было пропорционально увеличению 
концентрации Cu2+ в среде. Исключение составил вариант с 16-часовой об-
работкой 30 мкМ Cu2+, когда активность фермента осталась такой же, как 
для 5 мкМ Cu2+ (см. табл.). 

Содержание растворимого белка в проростках, обработанных Cu2+, 
значительно снижалось при концентрациях 5 и 10 мкМ независимо от вре-
мени воздействия. Напротив, при концентрации Cu2+ 20 и 30 мкМ и 8-ча-
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совой обработке содержание белка увеличивалось (см. рис. 1, Г). Однако 
более длительное воздействие все же значительно снизило содержание белка 
по сравнению с контролем. 

В настоящем исследовании мы проанализировали влияние разных 
концентраций Cu2+ на накопление RA, экспрессию гена TAT, а также на 
антиоксидантную систему у 45-суточных проростков M. officinalis в зависи-
мости от времени воздействия Cu2+. Согласно результатам, медь поло-
жительно влияла на содержание RA, особенно при более низких дозах (5 
и 10 мкМ), тогда как при более высоких концентрациях содержание RA 
было сходным с таковым в контроле. К максимальному накоплению RA 
приводило присутствие в среде 5 мкМ Cu2+ при 8 ч обработки, когда со-
держание RA увеличилось в 3,5 раза по сравнению с контролем. Эти наблю-
дения согласуются с профилями экспрессии гена ТАТ. Следует отметить, 
что максимальная экспрессия гена наблюдалась в присутствии 5 и 10 мкМ 
Cu2+ после 16-часовой обработки, но она полностью подавлялась в вари-
анте с 30 мкМ Cu2+. Интересно, что по сравнению с контролем содержание 
флавоноидов и антоцианов значительно снижалось, когда проростки обра-
батывали разными концентрациями этого иона, особенно при воздействии 
в течение 16 ч. Поскольку флавоноиды, антоцианины и RA относятся к 
фенольным соединениями, можно предположить, что RA продуцируется в 
основном через тирозиновый путь (37). Кроме того, как недавно сообщили 
M.A. Nasiri-Bezenjani с соавт. (28), экспрессия генов RA и TAT в проростках 
мелиссы индуцировалась дрожжевым экстрактом через 17 ч, и результаты 
выявили схожий характер изменений этих двух параметров. Снижение со-
держания флавоноидов и антоцианов также согласуется с нашим недавним 
сообщением, в котором мы показали уменьшение накопления этих метабо-
литов, когда проростки мелиссы обрабатывали разными концентрациями 
Fe2+ (27). Обработка проростков Pinus sylvestris L. высокими концентраци-
ями меди или никеля показала снижение аккумуляции фенольных соеди-
нений (38). Основываясь на полученных данных, допустимо предположить, 
что снижение содержания фенольных соединений может быть связано с 
подавлением экспрессии других генов (например, гена PAL), участвующих 
в биосинтезе этих метаболитов, или с деградацией ферментов, вовлеченных 
в этот биосинтетический путь, из-за высокой токсичности указанных ионов 
в среде. PAL — один из наиболее важных ферментов в биосинтезе фе-
нилпропаноидов (1) — может активироваться при синтезе вторичных мета-
болитов, таких как простые фенолы, антоцианы, флавоноиды и лигнины, 
для защиты растений в стрессовых условиях (39). Предшествующие иссле-
дования показали, что активность PAL была увеличена в листьях Phyllanthus 
tenellus и Camellia sinensis, обработанных медью, ртутью и никелем (14, 15). 

По сравнению с другими абиотическими стрессорами тяжелые ме-
таллы индуцируют синтез белков теплового шока (HSP) и образование сиг-
нальных молекул, таких как салициловая кислота, абсцизовая кислота, 
жасмонаты и этилен (40). Было высказано предположение, что свободные 
радикалы играют двойственную роль в клетках, поскольку при более высо-
ких концентрациях они могут повреждать клеточную мембрану, нуклеино-
вые кислоты и белки (41), а при пониженных — действовать как сигнальные 
молекулы (40). Жасмонат как ключевая сигнальная молекула играет важную 
роль в настройке сигнальной сети, что приводит к биосинтезу вторичных 
метаболитов растений (42). Было выяснено влияние этих соединений на 
биосинтез различных типов вторичных метаболитов, таких как алкалоиды, 
терпеноиды, гликозинолаты и фенилпропаноиды (43). Доказано быстрое 
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накопление жасмоновой кислоты у Phaseolus coccineus и Arabidopsis thaliana 
после обработки медью (44). Сообщалось об увеличении продукции RA при 
воздействии некоторых элиситоров (дрожжевой экстракт и метилжасмонат) 
у нескольких видов растений, включая Orthosiphon aristatus (45), Coleus blumei 
(46) и M. officinalis (28). Q. Yan с соавт. (13) заявили, что увеличение содер-
жания RA в растениях Salvia miltiorrhiza после обработки дрожжевым экс-
трактом и ионами серебра связано с увеличением активности гена TAT. 
Учитывая антиоксидантные свойства RA (47), допустимо предположить, что 
увеличение содержания RA в проростках, обработанных Cu2+, может быть 
связано с индукцией АФК и активацией сигнального пути, например, эн-
догенного жасмоната (48) и, как следствие, активацией генов, участвующих 
в системе защиты (например, ТАТ). Снижение уровня этих соединений из-
за антиоксидантных эффектов связано с активацией других антиоксидант-
ных систем, например с участием ферментов или деградацией либо инак-
тивацией ферментов, которые вовлечены в биосинтез таких соединений 
(49). Интересно, что по сравнению с контролем в проростках, обработанных 
Cu2+, активность SOD, которая является первым ферментом детоксикации 
АФК (50) и играет важную роль в превращении супероксидных радикалов 
в H2O2 и O2 (51), увеличивалась после 8-часового воздействия. В нашем 
исследовании в проростках, обработанных Cu2+, концентрация POD, ко-
торая участвует в обезвреживании перекиси водорода внутри клетки (52), 
была значительно увеличена. Однако при этом активность CAT — другого 
фермента, участвующего в обезвреживании пероксида водорода в перок-
сисомах (53), у проростков, обработанных Cu2+, была значительно сни-
жена. Таким образом, похоже, что проростки мелиссы удаляют свободные 
радикалы, используя экспрессию антиоксидантных ферментов, таких как 
SOD и POD. 

Многие исследования показали, что SOD, CAT и POD необходимы 
для защиты клеток от побочных эффектов АФК (50). E. Miteva с соавт. (54) 
заявили, что добавление мышьяковой кислоты в культуральную среду при-
вело к значительному увеличению активности POD в томатах (Lycopersicon 
esculentum Mill.), что указывает на участие POD в противодействии вред-
ным последствиям окислительного стресса (54). Более того, сообщалось о 
значительном увеличении активности некоторых ферментов, например 
пероксидазы и супероксиддисмутазы, у краснокочанной капусты (Brassica 
oleracea L.). Это растение использовало антиоксиданты ферментативной и 
неферментативной природы при стрессе, вызванном тяжелыми металлами 
(55). S.H. Wang с соавт. (56) продемонстрировали, что обработка проростков 
Brassica juncea L. медью приводила к увеличению активности SOD, POD и 
снижению активности CAT, что согласуется с результатами представляе-
мого нами исследования. Снижение активности CAT может быть связано с 
более низким сродством к H2O2 или ингибированием из-за присутствия вы-
соких концентраций тяжелых металлов, таких как медь (57, 58). Уместно 
отметить, что кадмий вызывал окисление CAT у гороха (Pisum sativum L.) и, 
как следствие, приводил к снижению ее активности (44). Кроме того, в ток-
сичных условиях, вызванных тяжелыми металлами, отсутствие системы 
нейтрализации побочных продуктов реакционной активности кислородных 
радикалов привело к образованию гидроксильных радикалов в результате 
реакций Фентона и Габера-Вейса (59). Эти радикалы могут изменять фер-
ментативную активность, экспрессию генов, содержание белка и содержа-
ние растворимого сахара, высвобождать кальций в клетке, а также вызывать 
необратимые повреждения плазматической мембраны и нуклеиновой 
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кислоты, как сообщалось ранее (60). Следовательно, снижение содержания 
белка в проростках, обработанных Cu2+, можно объяснить накоплением 
этих радикалов. Снижение содержания белка в проростках пшеницы в при-
сутствии Cu2+ было показано D. Singh с соавт. (61). Кроме того, N. Singh с 
соавт. (62) сообщили, что содержание белка у Pteris vittata было снижено из-
за окислительного стресса, вызванного мышьяковой кислотой и деграда-
цией некоторых белков. В то же время повышенное количество раствори-
мых белков при 8-часовой обработке 20 и 30 мкМ Cu2+ может быть связано 
с синтезом белков теплового шока. Таким образом, выявленное нами сни-
жение общего содержания флавоноидов, антоцианов и RA в проростках, 
обработанных Cu2+, может быть связано с ингибированием ферментов, 
участвующих в биосинтезе RA, или с деградацией этих ферментов из-за 
окислительного стресса. 

Обобщая, можно сделать вывод, что ион Cu2+ в использованных в 
этом исследовании концентрациях приводит к окислительному стрессу из-
за индукции свободных радикалов. Образование таких радикалов и осо-
бенно перекиси водорода непосредственно активирует сигнальные пути или 
индуцирует экспрессию других генов, участвующих в этих путях, посред-
ством биосинтеза определенных соединений, таких как гормоны растений 
(48). Повышение уровня экспрессии гена ТАТ может быть связано с сиг-
нальной ролью этих радикалов, что, в свою очередь, приводит к синтезу 
RA, когда проростки обрабатывают низкими концентрациями Cu2+. Хотя 
образование свободных радикалов обычно совпадает с увеличением актив-
ности SOD и POD, повышенные концентрации свободных радикалов при-
водят к деградации некоторых белков, ограничению их функций или сни-
жению экспрессии генов этих белков. Такое предположение согласуется с 
наблюдаемым нами уменьшением общего содержания белка, а также актив-
ности антиоксидантных ферментов и значительным снижением экспрессии 
гена ТАТ при обработке проростков максимальной концентрацией ионов 
меди. Наблюдаемый эффект также может быть связан со снижением содер-
жания флавоноидов и антоцианов наряду со снижением продукции RA в 
проростках, обработанных Cu2+, при более высоких концентрациях ионов. 
В дальнейших экспериментах мы планируем изучить влияние меди на про-
дукцию RA в условиях почвенных систем. Если положительное влияние 
Cu2+ на накопление RA в растениях мелиссы подтвердится, то применение 
обработок Cu2+ повысит ценность этой культуры для растениеводства и в 
целом послужит интересам биоэкономики. 

Итак, в невысоких концентрациях ионы Cu2+ положительно влияют 
на накопление розмариновой кислоты (RA) в проростках мелиссы незави-
симо от длительности обработки, при этом также отмечалось усиление экс-
прессии гена тирозинаминотрансферазы (TAT) — фермента, участвующего 
в образовании RA по метаболическому пути, идущему от тирозина. При 
воздействии максимальной концентрации Cu2+ в течение 16 ч содержание 
RA и экспрессия гена ТАТ значительно снижается. Одновременно отмеча-
ется повышение активности супероксиддисмутазы и пероксидазы. Послед-
нее может указывать на то, что меньшие концентрации Cu2+ вызывают 
окислительный стресс. Активные формы кислорода (АФК), которые дей-
ствуют как сигнальные молекулы, накапливаются и служат индукторами 
экспрессии гена ТАТ, в результате чего усиливается образование RA. Од-
нако при самой высокой концентрации ионов меди АФК подавляют экс-
прессию гена ТАТ. 
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A b s t r a c t  
 

Rosmarinic acid (RA), one of the most important active ingredients of lemon balm (Melissa 
officinalis L.), exhibits antiviral, antibacterial, antioxidative and anticancer properties. Furthermore, it 
can improve functionality in baking process. Cu acts as a cofactor of several proteins and plays a key 
role in photosynthesis, respiration, lignin synthesis, response to oxidative stress and cell wall metabo-
lism, but can be toxic to plants in high concentrations. We hypothesized that abiotic stresses, as one 
of the external factors inducing the defense mechanism of plants, may contribute to the production of 
secondary metabolites, especially RA, in representatives of the Lamiaceae family. In current study, RA 
accumulation, expression of tyrosine aminotransferase gene (TAT), contents of flavonoid and antho-
cyanin as well as antioxidant enzymes activities were investigated in 45-day-old M. officinalis seedlings 
after treatment with different concentrations of Cu2+ (0, 5, 10, 20, and 30 µM). Samples were collected 
and analyzed after 8 and 16 hours of treatment. Lower concentrations of Cu2+ positively affected RA 
accumulation at both aforementioned treatment times, which is consistent with the increase in TAT 
gene expression profile. Flavonoid, anthocyanin and soluble protein contents of the seedlings signifi-
cantly decreased (except at 20 and 30 µM Cu2+-treated seedlings after 8 hours). RA content and 
expression of TAT gene decreased significantly at the highest concentration of Cu2+ for 16 hours. 
Concurrently, elevated levels of superoxide dismutase and peroxidase activities were measured in these 
seedlings. Latter can indicate that lower concentrations of Cu2+ cause oxidative stress. Reactive oxygen 
species (ROS), which act as signal molecules, are accumulated and due to their positive effects on the 
expression of TAT gene more RA is produced. In contrast, at the highest concentration of copper ions, 
ROS suppressed TAT gene expression and prevented the degradation of the gene product. 

 

Keywords: antioxidant enzyme, superoxide dismutase, catalase, peroxidase, Melissa offici-
nalis, rosmarinic acid, flavonoids, anthocyanins, tyrosine aminotransferase.   
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