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Исследованы ионообменные свойства полимеров клеточных стенок, выделенных из 
корней растений пшеницы Triticum aestivum L., выращенных в водной культуре на пита-
тельной среде, содержащей (+N-вариант) или не содержащей (N-дефицитный вариант) 
нитрат. Независимо от режима азотного питания клеточные стенки корня содержали че-
тыре типа ионообменных групп: первичные аминогруппы с рКа < 3 в составе структур-
ных белков, карбоксильные группы полигалактуроновой кислоты (рКа ~4,7) в составе 
пектинов, карбоксильные группы гидроксикоричных кислот (рКа ~7,3) и фенольные 
ОН-группы в составе лигнина (рКа ~10,2). Количественное соотношение типов ионооб-
менных групп, массовая доля клеточной стенки в сухой массе корня и коэффициент её 
набухания в водных растворах зависели от наличия нитрата в среде выращивания: в кле-
точных стенках N-дефицитного варианта по сравнению с +N-вариантом были выше со-
держание фенольных ОН-групп (в 2,4 раза) и массовая доля стенки (в 1,24 раза), а коэф-
фициент набухания, напротив, был ниже на 10%. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что при дефиците азота в корнях формируется более мощная клеточная стенка с 
более высокой степенью сшивки полимеров – вероятно, за счёт повышенного содержа-
ния в ней лигнина. 
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Уровень снабжения растений азотом является 
одним из основных факторов, определяющих их 
рост и продуктивность. Растения получают азот из 
почвы главным образом в форме неорганических 
ионов – нитрата NO3

– и аммония NH4
+. Форма, в 

которой азот присутствует в среде, влияет на такие 
интегральные физиологические параметры расте-
ния, как, например, фотосинтетическая продук-
тивность [1], поглощение и транспорт других ма-
кро- и микроэлементов [2], рост главного и 
боковых корней [3]. 

Вместе с тем, тонкие механизмы процесса 
адаптации растений к различному содержанию и 
химической форме почвенного азота во многом не 
известны, в частности, те, что связаны с функцио-
нированием клеточной стенки (КС). Известно, 
что ионообменные свойства полимеров КС клеток 
корня играют важную роль на первичных этапах 
поглощения элементов минерального питания из 
почвы [4]. В составе КС растений обнаружено че-
тыре типа ионообменных групп [5]: 1) карбок-
сильные группы полигалактуроновой кислоты 
(ПГК; pKa 4–5) в составе пектинов, 2) карбок-
сильные группы гидроксикоричных кислот (ГКК; 
pKa 6–7), 3) фенольные ОН-группы (pKa ~10) в со-
ставе лигнина, 4) первичные аминогруппы (pKa < 
3), принадлежащие структурным белкам КС. При 

физиологических значениях рН (4–8) в ионооб-
менных реакциях способны участвовать только 
карбоксильные группы, так как константа иони-
зации двух других групп лежит за пределами ука-
занной области. Суммарное количество ионооб-
менных групп в КС растений колеблется в 
широких пределах и составляет 700–1500 мкмоль 
на г сухой массы КС [6]. При этом самое высокое 
содержание карбоксильных групп ПГК обнаруже-
но в КС корней бобовых растений (500–700 
мкмоль на г сухой массы КС), а карбоксильных 
групп ГКК – у злаков и маревых (400–500 мкмоль 
на г сухой массы КС) [6]. Эти показатели коррели-
руют с содержанием соответствующих полимеров 
в КС. У двудольных и однодольных (за исключе-
нием злаков) пектины составляют 20–50% КС, 
тогда как у злаков – не более 10% [7]. ГКК (глав-
ным образом, феруловая кислота), наряду с ПГК, 
принимают участие в ионообменных реакциях [6] 
и играют важную роль в образовании сшивок 
между полимерными цепями в КС злаков и маре-
вых [7].

Известно, что химический состав КС зависит 
от условий произрастания растений, в частности 
от характера минерального питания [7–10]. Одна-
ко работы, посвященные влиянию азотного пита-
ния на характеристики КС корней растений, 
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крайне немногочисленны и касаются, в основном, 
анализа транскриптома генов, ответственных за син-
тез и модификацию КС, а не детального описания 
её химического состава [9]. В большинстве случаев 
выделяют два основных механизма изменения со-
става КС в ответ на абиотические стрессы, в том 
числе на дефицит азота [10]: 1) повышение содер-
жания ферментов (ксилоглюканэндотрансглико-
лаз и экспансинов), разрыхляющих первичную 
КС; 2) увеличение степени разветвленности рам-
ногалактуронана I, что увеличивает пластичность 
КС; 3) утолщение вторичной КС посредством от-
ложения в ней гемицеллюлоз и лигнина. При ис-
пользовании NH4

+ как единственного источника 
азота в КС корней риса наблюдалось снижение 
содержания пектиновых веществ и гемицеллюлоз, 
что сопровождалось уменьшением катионообмен-
ной способности полимеров КС [8]. 

Таким образом, анализ данных литературы по-
казывает, что информация о влиянии различных 
типов азотного питания на состав и свойства по-
лимерного матрикса КС крайне ограничена. Цель 
настоящего исследования заключалась в сравнении 
ионообменных свойств полимеров КС корней рас-
тений пшеницы, выращенных в водной культуре 
на питательной среде, содержащей или не содер-
жащей нитрат. 

Материалы и методы

Объектами исследования служили 19-дневные 
растения пшеницы (Triticum aestivum L., сорт “Инна”). 
Растения выращивали в водной культуре при по-
стоянной аэрации на модифицированной среде 
Прянишникова: 1) +N-вариант: Ca(NO3)2 (3 мМ), 
CaHPO4 (1 мМ), MgSO4 (0,5 мМ), KCl (2 мМ), 
FeCl3 (0,15 мМ); 2) N-дефицитный вариант: CaSO4 
(2 мМ), CaHPO4 (1 мМ), MgSO4 (0,5 мМ), KCl (2 мМ), 
FeCl3 (0,15 мМ). Смену растворов проводили каж-
дые 4 сут. Растения содержали в климатической 
камере при температуре 24–26°C и световом ре-
жиме 14 ч день (освещённость 110 мкмоль фото-
нов/м2∙с) и 10 ч ночь. 

КС корней выделяли в соответствии с ранее 
описанной методикой [5]. Отсеченные и промы-
тые дистиллированной водой корни (~5 г) промы-
вали последовательно 1%-ным раствором NaОН 
(~0,5 л, в течение суток, при постоянном перемеши-
вании), дистиллированной водой (~2 л, в течение 
2–3 ч), 1%-ным раствором HCl (~0,5 л, в течение 
суток, при постоянном перемешивании) и затем 
дистиллированной водой до исчезновения в про-
мывных водах хлорид-иона (определяли титрова-
нием с Hg(NO3)2). Препараты КС затем высуши-
вали до постоянного веса при 55–60°С. Указанный 
метод стандартизации, то есть метод переведения 
всех имеющихся в структуре КС катионообмен-
ных групп в Н+-форму, а анионообменных (ами-
ногрупп) – в форму свободного амина (–NH2), 

позволяет проводить сравнительное исследование 
сорбционных свойств образцов с различным со-
держанием функциональных групп [11]. Ранее нами 
было показано, что использование данной мето-
дики позволяет получить образцы КС, свободные 
от ДНК и цитоплазматических белков и сходные 
по содержанию ПГК и структурных белков с КС, 
изолированными с помощью других методов [12].

Потенциометрическое титрование осуществля-
ли методом отдельных навесок [6]. Навески сухой 
измельченной КС (0,0400±0,0001 г) помещали в бюк-
сы с притертой пробкой и заливали 12,5 мл рас-
творов KOH или HCl различной концентрации, 
но с постоянной ионной силой (100 мМ), которую 
создавали соответствующими растворами NaCl. 
Диапазон изменения концентраций кислоты и 
щелочи составлял 0–10 мМ. По истечении 48 ч КС 
отделяли от раствора, в котором определяли рН и 
концентрацию оставшейся кислоты или щелочи 
титрованием с индикатором бромтимоловым си-
ним. По разнице концентраций Н+ или ОН– рас-
считывали сорбционную способность КС при со-
ответствующем значении рНi по формуле: 

 , | ( ) |
,кат ан o i

i
C C V

S
g

− ×
=  (1)

где Si
кат,ан – катионообменная или анионообмен-

ная способность КС при рНi (2,8–12), мкмоль на 
г сухой массы КС; Co и Ci – исходная и равновес-
ная (после контакта с КС) концентрации NaOH 
или HCl в растворе, мМ; V – объём раствора, мл; 
g – сухая масса образца КС, г. 

Число типов ионообменных групп в КС (j), а 
также их содержание (ΔS

j
) определяли по диффе-

ренциальным кривым (dSi/dpHi) = f (pHi), как 
описано ранее [6]. Степень ионизации (α) для 
каждой группы рассчитывали по формуле:

 α =  S j/ΔS j,  (2)

где S j – содержание диссоциированных групп j-го 
типа при соответствующем значении рН.

Чтобы рассчитать константу ионизации для 
каждой ионообменной группы, использовали моди-
фицированное Грегором уравнение Хендерсона–
Хассельбаха [13]:

 pH = pKa+ nlg (α/(1 – α)), (3)

где pKa – кажущаяся константа ионизации ионо-
обменной группы полимера; α – степень её иони-
зации; n – константа, зависящая от строения по-
лимерной матрицы и природы противоиона [14].

Используя установленные значения парамет-
ров (ΔS

j
, рКa

j
, n

j
), рассчитывали Si

рас по суммар-
ному уравнению [6]:
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где Si
рас – расчётное значение ионообменной спо-

собности КС при соответствующем значении pHi; 
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Sо
кат – максимальная катионообменная способ-

ность КС; ΔS
j
 – содержание ионообменных групп 

j-го типа; pKa

j
 – кажущаяся константа ионизации 

ионообменных групп j-го типа; n
j
 – константа 

уравнения (3) для ионообменных групп j-го типа; 
k – число точек на потенциометрической кривой, 
m – число типов ионообменных групп. Sо

кат, ΔS
j 
и 

Si
рас выражены в мкмоль на г сухой массы КС.

Адекватность примененного подхода к описа-
нию кислотно-основного равновесия оценивали 
методом регрессионного анализа, определяя пара-
метры уравнения:

 Si
расч = B × Si

эксп + A, (5)

где Si
расч и Si

эксп – рассчитанная по уравнению (4) 
и экспериментальная (уравнение (1)) ионообмен-
ная способность КС при соответствующем значе-
нии pH, мкмоль на г сухой массы КС; A и B – па-
раметры регрессии.

Весовой коэффициент набухания КС (KКС, 
г Н2О на г сухой массы КС) в растворах с рН 2,8–12 
и ионной силой 100 мМ определяли в соответствии 
с методикой, описанной в работе [6] по формуле:

 KКС = (GF – GD)/GD , (6)

где GF и GD – сырая и сухая массы образцов КС, г.
Долю сухой массы КС (GКС) в сухой массе кор-

ней (%) определяли по формуле:

 GКС = (GКС/Gк) × 100, (7)

где Gк и GКС, соответственно, – сухая масса корней 
и выделенных из них КС, г.

Эксперименты повторяли три раза, аналитиче-
ские измерения – 6–10 раз. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с помощью программ 
Microsoft Excel и IBM SPSS Statistics. Приведены 
средние значения и стандартные ошибки среднего. 
Достоверность различий между изучаемыми пока-
зателями определяли с помощью двухвыборочного 
t-критерия Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при p < 0,05. Нормальность распределений 
проверяли с помощью критерия Колмогорова–
Смирнова.

Результаты и обсуждение

Экспериментальные кривые потенциометри-
ческого титрования Si = f(рНi) для КС корней пше-
ницы имеют несколько точек перегиба, что сви-
детельствует о наличии в полимерном матриксе 
КС нескольких типов ионообменных групп. При 
рН > 10,8 и рН < 3 значения сорбционной способ-
ности КС по NaОН (SO

кат
) и НСl (SO

ан
) достигают 

максимального уровня и характеризуют общее со-
держание как кислотных, так и основных групп, 
которые имеются в структуре КС и потенциально 
способны принимать участие в реакциях обмена 
при соответствующих значениях рН среды в апо-
пласте. И в +N-, и в N-дефицитном варианте зна-
чения SO

кат
 существенно превышают значения SO

ан 

(рис. 1), т.е. независимо от типа азотного питания 
КС корней пшеницы обладают в основном катио-
нообменными свойствами. КС обоих вариантов 
содержат небольшое и приблизительно равное ко-
личество анионообменных групп (рис. 1, SO

ан
), но 

значительно различаются по содержанию катио-
нообменных групп (рис. 1, SO

кат
).

Разделение экспериментальных кривых на мо-
нотонные нелинейные участки проводили согласно 
дифференциальным кривым dS/dpH = f (pH), име-
ющим ряд минимумов, которые соответствуют на-
чалу (α = 0) и концу (α = 1) ионизации функцио-
нальной группы j-го типа. Оценка примененного 
подхода к описанию кислотно-основного равнове-
сия методом регрессионного анализа показывает, 
что расчётные и экспериментальные значения ионо-
обменной способности КС совпадают в пределах 
погрешностей измерений, о чём свидетельствуют 
значения параметров регрессии (A, B) и коэффици-
ент корреляции (r) для зависимости Si

расч = f (Si
эксп) 

(уравнение (5)): для +N-варианта В = 0,95, А = 12,5, 
r = 0,984, для N-дефицитного варианта – В = 0,97, 
А = 15,9, r = 0,982. Было установлено, что в КС 
обоих вариантов присутствуют три типа катионо-
обменных групп и один тип анионообменных. Для 
анионообменных групп (аминогруппы в составе 
структурных белков КС [5]) расчёт константы ио-
низации не проводили, так как их содержание 
(20–25 мкмоль на г сухой массы КС) слишком мало. 
КС корней в обоих вариантах выращивания не раз-
личаются по качественному составу катионообмен-

Рис. 1. Содержание (мкмоль на г сухой массы клеточных сте-
нок) карбоксильных групп полигалактуроновой кислоты 
(SПГК), карбоксильных групп гидроксикоричных кислот 
(SГКК), фенольных ОН-групп (SОН), а также суммарное содер-
жание анионообменных (SO

ан
) и катионообменных (SO

кат
) 

групп в клеточных стенках, выделенных из корней растений 
пшеницы, выращенных при разных режимах азотного пита-
ния: белые прямоугольники – N-дефицитный вариант; чёр-

ные прямоугольники – +N-вариант
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ных групп, о чем свидетельствует близость значений 
рКа соответствующих групп (таблица). В соответ-
ствии с ранее полученными результатами [6] катио-
нообменные группы с рКа ~4,7 являются карбок-
сильными группами ПГК в составе пектинов, 
с рКа ~7,3 – карбоксильными группами ГКК, 
а с рКа ~10,2 – фенольными ОН-группами в со-
ставе лигнина. 

Таблица

Параметры уравнения (3) для клеточных стенок корней растений 
пшеницы, выращенных при разных режимах азотного питания. 
j – тип группы (1 – карбоксильные группы полигалактуроновой 
кислоты; 2 – карбоксильные группы гидроксикоричных кислот; 
3 – фенольные ОН-группы); рКа

j
 – константа ионизации группы 

j-го типа; n
j
 – константа уравнения (3) для группы j-го типа; 

r
j
 – коэффициент корреляции для группы j-го типа; 

k – количество точек на прямой

Вариант 
выращивания

j рКа

j
n

j
r

j
k

+N 1 4,72±0,06 0,75±0,08 0,965 8

2 7,31±0,04 1,47±0,09 0,993 6

3 10,06±0,16 2,04±0,41 0,926 6

N-дефицитный 1 4,65±0,05 1,08±0,10 0,980 7

2 7,35±0,04 1,15±0,06 0,992 8

3 10,36±0,06 1,48±0,14 0,978 7

КС обоих вариантов достоверно не различа-
ются по содержанию карбоксильных групп ПГК и 
ГКК (рис. 1, SПГК и SГКК). Различие состоит только 
в содержании фенольных ОН-групп (рис. 1, SОН): 
при дефиците азота их количество в 2,4 раза больше. 
Можно предположить, что количество пектинов и 
ГКК в КС одинаково в обоих вариантах выращи-
вания, тогда как содержание лигнина в КС резко 
возрастает при дефиците азота. Повышенное со-
держание фенольных соединений в тканях корня 
было также показано для N-дефицитных растений 
ромашки (Matricaria chamomilla) [3]. Интенсивная 
лигнификация вторичной КС наблюдается при воз-
действии и других неблагоприятных факторов внеш-
ней среды, таких как засуха, пониженные темпера-
туры и засоление [10].

Доля КС в сухой массе корней значительно 
зависит от наличия нитрата в среде выращивания. 
Значение этого показателя в N-дефицитном варианте 
составляет 57±2,1%, в +N-варианте – 46±3,5%. 
Можно предположить, что увеличение массы КС 
происходит за счёт накопления в ней лигнина. Кроме 
того, известно, что при дефиците азота снижаются 
затраты углеводов на восстановление нитрата и 
ассимиляцию аммония в корнях [15], поэтому может 
активизироваться синтез целлюлозы и сшивочных 
гликанов, не имеющих в своем составе ионооб-
менных групп.

Известно, что коэффициент набухания синте-
тического ионообменного материала является функ-
цией степени поперечной связанности (сшивки) 
его полимерных цепей, общего числа ионообмен-
ных групп, степени их диссоциации, концентрации 
внешнего раствора и зависит от радиуса гидрати-
рованного иона, которым заполняется сорбент. 
Среди названных главный фактор, который опре-
деляет набухание – это степень поперечной сшивки 
полимерных цепей [14]. Можно полагать, что экс-
периментальная оценка набухания КС как природ-
ного ионообменника даст возможность оценить 
жесткость её трехмерной структуры и способность 
изменять объём под воздействием различных внеш-
них факторов. Измерение коэффициента набухания 
КС (KКС) показало, что во всем исследуемом диа-
пазоне рН в N-дефицитном варианте этот показа-
тель ниже, чем в +N-варианте, на 10–30% в зави-
симости от рН раствора, при этом с увеличением рН 
возрастает и значение KКС (рис. 2). Этот результат 
свидетельствует о том, что при недостатке азота воз-
растает степень сшивки полимеров КС – вероятно, 
за счёт её интенсивной лигнификации. 

Таким образом, можно полагать, что в ответ 
на стресс, обусловленный дефицитом азота в среде, 
происходит активация синтеза лигнина во вторич-
ной КС корней, что приводит к увеличению мас-
совой доли КС, а также к снижению способности 
КС к набуханию. 

Анализ состава и свойств изолированных КС 
выполнен при финансовой поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (проект 
№ 16-34-00201); культивирование растений вы-
полнено в рамках государственного задания МГУ, 
ч. 2 (фундаментальные научные исследования, тема 
АААА-А16-116021660106-0). 

Рис. 2. Зависимость коэффициента набухания клеточных сте-
нок (ККС, г Н2О на г сухой массы КС) корней пшеницы от рН 
и режима азотного питания: чёрные точки – +N-вариант; 

белые точки – N-дефицитный вариант
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EFFECT OF NITROGEN DEFICIENCY ON ION-EXCHANGE PROPERTIES OF WHEAT 
ROOT CELL WALL POLYMERS

N.R. Meychik, Yu.I. Nikolaeva, M.A. Kushunina*

Department of Plant Physiology, School of Biology,
Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia
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Ion-exchange properties of root cell walls of Triticum aestivum L. plants grown in hydroponic 
nutrient medium with nitrate or without nitrogen source were investigated. The root cell walls con-
tained four types of ion-exchange groups irrespective of the nitrogen nutrition: primary amino 
groups (рКа < 3) of structural cell wall proteins, carboxyl groups of polygalacturonic acid (рКа ~4.7) 
of pectin, carboxyl groups of hydroxycinnamic acids (рКа ~7.3), and phenolic OH-groups of lignin 
(рКа ~10.2). Content of ion-exchange groups, the cell wall dry weight to root dry weight ratio, and 
the swelling coefficient of the cell walls were influenced by the presence of nitrate in the medium. 
The root cell walls of N-deficient plants had 2.4 times higher content of phenolic OH-groups, 
1.24 times higher cell wall dry weight to root dry weight ratio, and 10% lower cell wall swelling co-
efficient, than nitrate-supplied plants. The obtained results indicate that nitrogen deficiency causes 
an increase in cell wall thickness, which probably is a result of increased lignin content.

Key words: cell wall, nitrogen, wheat, carboxyl groups, mineral nutrition, ion exchange.
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