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ГИСТОХИМИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ЛОКАЛИЗАЦИИ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ  

В ТКАНЯХ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ В ПРОЦЕССЕ ФИТОЭКСТРАКЦИИ

 

Рассмотрены гистохимические методы анализа, возможности их использования 

для определения локализации металлов в тканях и органах растений. Исследовано рас-

пределение и особенности накопления меди и кадмия тканями фасоли и сои в процессе 

фито экстракции без воздействия и при действии внешних физических полей (ВФП: по-

стоянное магнитное поле, УФ-облучение). Установлено, что локализация металлов про-

исходит преимущественно в корнях растений, ткани которых выполняют барьерную 

функцию (эндодерма), защищая стебли и листья, а также генеративные органы от пол-

лютантов. ВФП оказали благоприятное воздействие на растения в процессе фитоэкс-

тракции Cu и Cd из почвы. 

Ключевые слова: фитоэкстракция, локализация, тяжелые металлы, медь, кадмий, растительная 

клетка, внешние физические поля, магнитное поле, ультрафиолетовое излучение 
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HISTOCHEMICAL STUDY OF HEAVY METALS LOCALIZATION IN EMBRYOPHYTES 

TISSUES IN COURSE OF PHYTOEXTRACTION 

The paper studies histochemical analysis methods and possibilities of using them to 

define metals localization in tissues and organs of plants. Heavy metals localizations in the plant 

body are of importance when studying their toxic effect and plant mechanisms of resistance. 

Different organs, tissues and even different cells of separate plant tissue accrete metals variously. 

Distribution of metals in the whole body may become strongly inhomogeneous. The paper 

analyses distribution and peculiarities of copper and cadmium accretion by pod and soya bean 

tissues in the course of phytoextraction without any influence and under the influence of external 

physical fields (constant magnetic field, ultraviolet irradiation). The research specified that 

metals localization predominantly takes place in the plant roots which tissues function as a 

barrier (endodermis) and protect stems, leaves, and generative organs from pollutants. External 

physical fields had a favorable effect on the plants in the course of Cu and Cd phytoextraction out 

of the soil. The plants were of greater vitality, contained more moisture under the identical 

conditions, and thus had a bigger amount of cell electrolyte essential for biochemical behavior in 

the plant cells and tissues. 

Key words: phytoextraction, localization, heavy metals, copper, cadmium, plant cell, external physical 

fields, magnetic field, ultraviolet irradiation 

 

 

1. ГИСТОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

Гистохимические исследования направле-

ны на изучение химического состава тканей и 

клеток при сохранении их структуры, а также 

установление локализации химических веществ в 

определенных компонентах тканей, типах клеток 

и клеточных структурах [1-5]. В силу того, что 

гистохимия имеет своей основной целью установ-

ление связи между выявляемыми веществами и их 

структурной локализацией, ее можно в значитель-

ной мере рассматривать как топохимию, или ги-

стотопохимию [1]. Схожий по смыслу термин ци-

тохимия применяется в литературе в двух значе-

ниях – либо как ульрагистохимия клетки, либо как 

сумма микроскопических методов, позволяющих 

проводить химический и ферментативный анализ 

клеток или групп клеток при сохранении их мор-

фологии. Сохранение целостности биологических 

структур при анализе – главное отличие гистохи-

мического подхода от биохимического. 

Оформление гистохимии как научного 

направления произошло в середине XIX века бла-

годаря трудам французского фармацевта, ботани-

ка и микроскописта Франсуа Винсента Распайля 

(F.V. Raspail) (1794-1878 гг.), который считается 

её основателем [1, 2]. Еще в 20-30-х гг. XIX-го 

века он опубликовал свои первые работы по бота-

нической гистохимии. Для изучения процесса 

оплодотворения у злаковых Ф.В. Распайль ис-

пользовал йодную реакцию на крахмал. В 1829 г. 

им впервые была применена ксантопротеиновая 

реакция на белки, также ему приписывается от-
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крытие микросжигания для изучения неорганиче-

ских соединений в тканях. Он же был первым уче-

ным, который занимался определением рН прото-

плазмы с использованием индикаторных красите-

лей (лакмус) [2]. 

Во второй половине XIX века гистохимия 

являлась разделом биохимии животных, в конце 

века это направление стало рассматриваться как 

раздел физиологии животных, и только в 30-х го-

дах прошлого столетия гистохимия вновь стала 

считаться составной часть наук о тканях и клет-

ках. Становление современной гистохимии и 

оформление ее как самостоятельного научного 

направления связано с появлением в 50-х годах 

XX столетия ряда крупных специализированных 

научных журналов: Experimental Cell Research 

(1950 г.); Journal of Histochemistry and Cytoche-

mistry (1953 г.), Acta Histochemia (1954 г.); Journal 

of Biophysical and Biochemical Cytology (1955 г.); 

Rivistadi Histochimica (1955 г.); Annalesd' Histo-

chemie (1956 г.); Histochemie (1958 г.). До выхода 

этих изданий специальные работы по гистохимии 

публиковались в основном в журнале Stain Tech-

nology (1925 г., с 1991 г. журнал называется 

Biotechnic and Histochemistry) и в многочисленных 

журналах по микроскопии и микроскопической 

анатомии [1-3]. 

В конце 50-х годов были опубликованы 

две классические книги крупнейшего бельгийско-

го цитолога Жана Браше «Биохимическая цитоло-

гия» (1957 г.) и «Биохимическая эмбриология» 

(1960 г.), в которых автором проведены подроб-

ные исследования цитофизиологии клеток (цито-

плазмы и ядра покоящейся клетки, а также их вза-

имодействие у одноклеточных организмов, при 

эмбриональной дифференцировке и при малигни-

зации клеток). На примере изучения, в основном, 

нуклеиновых кислот в клетках при помощи цито-

химических методов, автор показал широкие воз-

можности цитохимии для клеточной биологии и 

обозначил цитохимию как биохимическую цито-

логию [1, 2]. 

В настоящее время гистохимический ана-

лиз широко применяется во всех направлениях 

биологии. Гистохимия развивается на стыке раз-

личных наук и, прежде всего, на стыке гисто- и 

цитологии, биохимии, аналитической химии и 

клеточной биофизики. Развитие и совершенство-

вание гистохимии связано с развитием химии кра-

сителей, разработкой оптических и оптико-элект-

ронных приборов, методов компьютерной обра-

ботки изображений, развитием теоретической и 

прикладной оптики (микрофотометрия) и ряда 

биологических наук – иммунологии, клеточной 

инженерии, молекулярной биологии. Последние 

достижения гистохимии связаны с применением 

некоторых методов молекулярной биологии нук-

леиновых кислот, что привело к разработке спе-

циальной гистохимической технологии, которая 

вошла в научную литературу под названием ги-

бридизация мРНКinsitu и расцвету иммуноцито-

химии и иммуногистохимии [1, 4]. 

Гистохимические методы являются эф-

фективными инструментами для анализа локали-

зации и распространения в клетках и тканях раз-

личных веществ: белков, нуклеиновых кислот, 

углеводов, липидов, фенолов, суберина, алкалои-

дов, таннинов, гормонов, перекиси водорода, а 

также широкого спектра ионов [1-24] (рис. 1). 

На рис. 1а показан Апекс корня Alyssum, 

выращенного в присутствии 30 мкМ Ni(NO3)2, 

окрашенного диметилглиоксимом, где Кч – 

корневой чехлик [5]. Распределение Zn в корне 

Thlaspicaerulescens (экотип Lellingen) после 7 

недель инкубации на растворах Zn(NO3)2 200 мкМ 

приведено на рис. 1б, где Р – ризодерма, К – кора, 

Э – эндодерма [6]. Гистохимический способ 

обнаружения перекисного окисления липидов и 

других событий, вызванных алюминием в корнях 

гороха, показан на рис. 1в. Саженцы (слева) 

обрабатывали 10 мкМ алюминия в 100 мкм CaCl2 

(рН 4,75) в течение 24 ч, справа – без воздействия 

алюминия. Корни окрашивали гематоксилином 

(А, накопление алюминия), реагентом Шиффа (В, 

перекисное окисление липидов), анилином голу-

бым (C, производство каллозы), или красителем 

Эванса синим (D, потеря целостности мембраны 

плазмы). С – изображение, полученное в флюо-

ресцентной микроскопии, А, В и D – в обычной 

оптической. Бар на каждом графике равен 1 мм [4]. 

В основе гистохимических исследований 

лежат реакции между исследуемым веществом и 

специально подобранным реагентом. Результатом 

такого взаимодействия является образование 

окрашенного либо флуоресцирующего комплекса. 

По распределению окраски (флюоресценции) в 

препарате можно судить о локализации, а по ин-

тенсивности – о количественном присутствии в 

тканях и клетках интересующего вещества [1-4]. 

Исследования проводят либо с использованием 

обычной микроскопии, либо применяя флуорес-

центную микроскопию. До проведения самой ре-

акции главной задачей исследования является 

правильная подготовка ткани. Здесь очень важно 

сохранить исследуемые вещества в тканях и клет-

ках, чтобы можно было судить об их прижизнен-

ном состоянии. При этом необходимо перевести 

исследуемую ткань из лабильного состояния жи-

вого вещества в стабильное. 
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Рис. 1. Примеры гистохимических исследований растений 

Fig. 1. Examples of plant histochemical studies 

 

Для этой цели используют два метода: 

1) консервирование нативного материала 

глубоким замораживанием; 

2) химическая фиксация. 

Для сохранения прижизненной структуры в 

тканях пригодны оба этих подхода. Тонкие срезы 

получают с помощью микротома. При этом ис-

пользуют обычные гистологические техники [2]. 

Однако для изучения присутствия метал-

лов в растениях используют временные препара-

ты: срезы делают бритвой от руки, сами срезы не 

подвергаются консервации и фиксации [9-13]. 

Анализ проводят сразу после приготовления сре-

за, осуществляя гистохимическую реакцию на 

предметном стекле. 

В основу принципа классификации краси-

телей, используемых в гистохимии, положена их 

химическая структура, в частности, наличие опре-

деленных групп – хромофоров. Согласно этой 

классификации все красители можно подразде-

лить на следующие основные классы [2]. 

1. Нитрокрасители содержат поляризую-

щий электроноакцепторный заместитель – нитро-

группу (-NO2). 

2. Нитрозокрасители: к цепочке сопря-

женных двойных связей присоединена нитрозо-

группа (-NO), играющая роль электроноакцептор-

ного заместителя. 

3. Азокрасители содержат одну или не-

сколько азогрупп (-N=N-) в цепочке двойных со-

пряженных связей. Бывают моно-, ди- и полиазо-

красители в зависимости от числа азогрупп. 

4. Арилметановые красители: в хромо-

формной системе арилметановых красителей име-

ется центральный атом углерода и цепочки двой-

ных сопряженных связей в виде нескольких аро-

матических колец, на которых находятся электро-

нодонорные (ДЭ) и электроноакцепторные (АЭ) 

заместители: ДЭ-Аr-СR=Ar'=АЭ. 

5. Ариламиновые красители имеют общую 

формулу: ДЭ-Аr-N=Ar'=АЭ. 

6. Сернистые красители – разнообразные 

органические соединения, в состав молекул кото-

рых входит сера, включенная в гетероциклы. 

7. Индигоидные красители: включают ин-

диго, тиоиндиго и их производные. 

8. Антрахиноновые красители: красители, 

производные антрахинона (рис. 2) 

 
Рис. 2. Структурная формула молекулы антрахинона [2]  

Fig. 2. Structural formula of anthraquinone molecule [2] 
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9. Кубовые полициклические красители: в 

состав их молекул входит несколько ароматиче-

ских циклов и не менее двух карбонильных групп, 

углеродные атомы которых принадлежат арома-

тическим структурам. 

10. Фталоцианиновые красители: содержат 

четыре остатка пиррола, которые связанны ато-

мами азота. 

11. Молекулы полиметиновых красителей 

имеют цепочку двойных сопряженных связей, 

включающих свободные или замещенные метино-

вые группы -CR=, связывающие ДЭ- и АЭ-заме-

стители: ДЭ-(CR=CR')n-CH-АЭ. 

12. Азометиновые красители содержат 

цепочку двойных сопряженных связей, включаю-

щих азометиновые группы –>C=N-. 

Внутриклеточные и межклеточные веще-

ства кислой природы, легко окрашивающиеся ос-

новными анилиновыми красителями, называются 

базофильными. К таким соединениям относятся 

нуклеиновые кислоты, сульфатированные полиса-

хариды, олигосахариды, в состав которых входят 

сиаловые и уроновые кислоты. 

Тканевые и клеточные структуры, содер-

жащие вещества, которые хорошо прокрашивают-

ся кислыми красителями, называются ацидофиль-

ными, или иногда используют термин – ацидофи-

лия тканевых и клеточных структур. 

Кислые красители представляют слабые 

органические соединения, хромоформной частью 

таких красителей являются катионы, в то время 

как хромоформные части основных красителей 

представляют анионы. 

При взаимодействии ряда красителей с тка-

невыми веществами происходит изменение макси-

мума в спектре поглощения красителя. Это свойство 

красителей называется метахромазией. Молекуляр-

ный механизм метахромазии, по-видимому, связан с 

конформационными изменениями молекул красите-

ля при их взаимодействии с внутриклеточными 

структурами. В гистохимической практике исполь-

зуются некоторые красители тиозинового ряда, ко-

торые меняют свой цвет от синего до красного. 

Особенно выраженную метахромазию вы-

зывают сульфатные группы, в меньшей степени – 

фосфатные группы и наиболее слабую – карбо-

нильные группы. Метахромазирующие красители 

часто используются для гистохимического выяв-

ления основного вещества хряща, муцина, гранул 

тучных клеток и др. [2]. 

1.1. Особенности гистохимических ис-

следований при анализе распределения метал-

лов в растениях 

Одной из важнейших проблем экологиче-

ской физиологии растений является изучение от-

ветной реакции растений на ионы тяжелых метал-

лов, которые при повышенных концентрациях 

оказывают токсическое действие на самые разно-

образные физиологические процессы. Данная 

проблема имеет не только очевидное практиче-

ское значение, которое определяется возрастаю-

щим загрязнением окружающей среды тяжелыми 

металлами, но также имеет и важное фундамен-

тальное значение, которое связано с исследовани-

ем механизмов адаптации и устойчивости расте-

ний к тяжелым металлам. 

В силу ряда биологических особенностей 

растения вынуждены поглощать большинство тя-

желых металлов. Поэтому вопрос о локализации 

металлов в растительном организме имеет боль-

шое значение при изучении их токсического дей-

ствия и механизмов устойчивости. Разные органы, 

ткани и даже различные клетки внутри одной тка-

ни растения по-разному накапливают металлы; их 

распределение в целом организме может быть 

крайне неравномерным. К настоящему моменту 

разработаны простые в использовании гистохи-

мические методы, которые позволяют качествен-

но, либо полуколичественно оценивать распреде-

ление, накопление и пути передвижения металлов 

в растениях [12]. В сочетании с методами опреде-

ления суммарного содержания металлов в органах 

растений гистохимические методы позволяют вы-

строить полную картину взаимодействия металла 

и растения. 

Способность растений накапливать тяже-

лые металлы реализуется на разных уровнях орга-

низации: клеточном, тканевом и органном, что свя-

зано, прежде всего, со способностью растений 

накапливать металлы в клеточных оболочках и ва-

куолях клеток разных тканей и органов, а также с 

существованием барьерных тканей, ограничиваю-

щих передвижение ряда тяжелых металлов [12]. 

В ранних работах для определения свинца 

использовали сульфидный метод. Позднее для 

гистохимического определения металлов стали 

применять органические нефлуоресцентные и 

флуоресцентные индикаторы, в 1972 г. впервые 

был разработан гистохимический метод опреде-

ления Pb с использованием родизоната натрия. 

Гистохимический метод определения Ni появился 

несколько позже. В настоящее время он модифи-

цирован, что позволило повысить его чувстви-

тельность. Кроме того, разработаны гистохимиче-

ские методы определения других тяжелых метал-

лов, а также стронция [12]. Методы активно ис-

пользуются для изучения деталей взаимодействия 

растений с металлами [4-6, 13]. 

Для выявления Zn существует ряд методик 

с использованием флуоресцентных индикаторов 
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Zinquin, RhodZin-3,FluoZin-1, FluoZin-2, Fluo- Zin-3, 

lndoZin-1, FuraZin-1, TSQ, NewportGreenPDX и 

NewportGreenDCF, различающихся по своей спе-

цифичности и чувствительности к ионам Zn, а 

также по способности проникать через плазмати-

ческую мембрану. Для определения Сu и Fe, а 

также Hg, Ni, Cd и Pb используют малоспецифич-

ные флуоресцентные красители PhenGreenSK и 

PhenGreenFL [12]. Вышеперечисленные флуорес-

центные индикаторы применяются, главным обра-

зом, в физиологии животных, а в физиологии рас-

тений используются при изучении транспорта ме-

таллов через клеточные мембраны. 

Основные руководящие принципы для 

разработки гистохимических методов, имеющих 

цель выявления металлов в тканях растений, по-

дробно изложены в [12]: 

1. Аналитический реагент должен образо-

вывать окрашенный или флуоресцирующий ком-

плекс с изучаемым металлом, который будет от-

четливо виден под микроскопом, так как именно 

по его распределению можно судить о распреде-

лении металла по тканям. 

2. Используемый реагент должен обладать 

высокой чувствительностью и селективностью по 

отношению к изучаемому металлу. 

3. Реагент должен проникать в неповре-

жденные клетки. 

4. Возможность перераспределения метал-

ла во время проведения анализа должна быть не-

значительной, что особенно важно для ионов, по-

ступающих внутрь клетки. 

5. При разработке метода данные гистохи-

мического анализа должны быть подтверждены 

результатами, полученными с помощью альтерна-

тивных методов. 

Описанные гистохимические методы вы-

явления металлов в тканях растений являются по-

луколичественными, в ряде случаев – качествен-

ными. По интенсивности окрашивания можно су-

дить о накоплении металла в клетках и тканях. 

Можно также провести сравнительный анализ 

накопления металла в клеточных оболочках и в 

протопластах клеток разных тканей. Для иденти-

фикации металлов, связанных с материалом кле-

точных оболочек, а также находящихся в пери-

плазматическом пространстве и на поверхности 

протопласта, можно использовать плазмолиз перед 

проведением гистохимического анализа (рис. 3) 

[6].  

Анализируя распределение металлов в 

растущих частях растений, необходимо учиты-

вать, что уменьшение интенсивности окрашивания 

растягивающихся клеток по сравнению с меристе-

матическими свидетельствует лишь об умень-

шении содержания металла в растягивающихся 

клетках в единице объема клетки. Содержание 

металла в пересчете на клетку может и не умень-

шаться или даже увеличиваться в результате его 

поглощения, например, в зоне растяжения корня. 

 

 
Рис. 3. Распределение Sr в клетках корня проростков кукуру-

зыпосле 7 сут инкубации на растворе 3 мМ Sr(NO3)2.  

ВК – внутренняя кора. Клетки подверглись плазмолизу: ви-

ден отошедший от клеточной стенки протопласта, периплаз-

матическое пространство заполнено комплексами родиозона-

та натрия со стронцием [6] 

Fig. 3. Sr distribution in the root cells of corn plantet after 7 days 

of incubation with 3 µm of Sr(NO3)2 preparation. IB – inner bark. 

Cells were undegone with plasmolysis: protoplast come off the 

cell wall can be seen, periplasmatic space is filled with Na and Sr 

rhodizonate complexes [6] 

 

Гистохимические методы являются неза-

менимыми для анализа передвижения и распреде-

ления металлов в живых тканях растений. Однако, 

как и любой другой метод, они обладают рядом 

недостатков: 

1. Можно предположить, что этими мето-

дами выявляются не все ионы изучаемого метал-

ла. Кроме того, большая часть металла находится 

в клетке в связанном состоянии в виде комплексов 

с белками, пептидами, углеводами, органически-

ми и аминокислотами. Чтобы повысить чувстви-

тельность методов, были отобраны реагенты, об-

ладающие наибольшим сродством к изучаемым 

металлам и подобрана среда, в которой реагент 

наиболее чувствителен к изучаемым ионам. 

2. Большинство аналитических реагентов 

недостаточно селективны.  

Для определения кадмия, к сожалению, по-

ка не существует столь селективного аналитиче-

ского реагента, и поэтому при проведении анализа 

обязательно нужно учитывать наличие в среде ме-

шающих ионов в высоких концентрациях [12]. 

3. При проведении гистохимического ана-

лиза важно учитывать чувствительность метода. 

Чувствительность гистохимических методов нель-

зя определить непосредственно на срезах, так как 

содержание металла в тканях растений очень ча-

сто превышает их содержание в питательной сре-

де за счет эффекта концентрирования.  
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Необходимо принимать во внимание, что 

отсутствие окрашивания тех или иных тканей или 

органов при инкубации растений на растворах со-

лей тяжелых металлов свидетельствует лишь о 

том, что содержание металлов в тканях ниже пре-

дела определения гистохимического метода. Од-

нако при изучении распределения металлов по 

тканям растений следует учитывать, что растения 

способны накапливать металлы в концентрациях, 

в десятки и даже сотни раз превышающих их со-

держание в растворе или почве. Следовательно, 

даже при концентрации металлов в среде на гра-

нице или даже ниже предела определения гисто-

химических методов, содержание металлов в рас-

тениях, скорее всего, будет достаточным для изу-

чения их распределения с помощью этих методов. 

Гистохимические методы были использо-

ваны для определения распределения, накопления 

и передвижения тяжелых металлов у целого ряда 

видов растений, относящихся как к исключателям, 

накапливающим тяжелые металлы преимуще-

ственно в подземных органах, так и у гиперакку-

муляторов, накапливающих тяжелые металлы в 

больших количествах преимущественно в надзем-

ных органах без видимого нарушения метаболиз-

ма. Полученные с применением этих методов 

данные внесли значительный вклад в выяснение 

роли разных тканей корня и побега растений в 

передвижении и накоплении тяжелых металлов, 

что важно для решения проблемы избирательного 

накопления тяжелых металлов в подземных орга-

нах исключателей и надземных органах гиперак-

кумуляторов. Проведенное картирование пере-

движения и накопления тяжелых металлов у ис-

ключателей и гипераккумуляторов позволило за-

ключить, что роль тканей растений в поступле-

нии, передвижении и накоплении тяжелых метал-

лов неодинакова не только для разных металлов, 

но и для растений исключателей и гипераккуму-

ляторов, что в свою очередь определяет металло- 

и тканеспецифичность токсического действия ме-

таллов. 

Недостатками данных приемов являются 

субъективная оценка, основанная на индивиду-

альном цветовосприятии, и невозможность оце-

нить количественные различия в распределении 

металла даже в пределах одного препарата. В ра-

ботах [9, 10] была сделана попытка преодолеть 

данные ограничения и разработать метод опреде-

ления количества никеля в органах растений на 

основании анализа микрофотографий в пакете 

программ Mat Lab (рис. 4).  

Авторы, анализируя фотографии, опреде-

лили сочетание каналов, в которых цвет комплек-

са никель-диметилглиоксим максимально отли-

чался от цвета хлорофилла. Используя специально 

приготовленные агаровые стандарты с известной 

концентрацией металла в них, была получена за-

висимость интенсивности окраски комплекса от 

концентрации металла в срезе. После чего была 

построена цветовая шкала, показывающая распре-

деление металла в единицах мг/кг массы растения. 

 

 
Рис. 4. Этапы обработки изображения: «сырые» RGB-изображений (A1, B1), интенсивности (А2, В2), калиброванных карт 

концентрации (A3, B3) (цветовая шкала показывает содержание Ni в мг/кг свежего веса [9]) 

Fig. 4. Stages of image processing: «raw» ones of RGB-mages (A1, B1), stage of intensity (A2, b2), stage of concentration calibrated 

cards (a3, B3) (colour chart depicts Ni concentration in fresh weight ppm [9] 

 

Аналогичные работы проведены и на дру-

гих объектах [8, 25]. Так в работе [8] авторы ис-

пользовали трансгенные растения Arabidopsistha-

liana L. и предложили методику количественной 

оценки концентрации индолилуксусной кислоты 

(ИУК) с помощью анализа цифровых микрофото-

графий. Выявлена эмпирическая квадратическая 

зависимость между концентрацией ИУК в среде и 
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интенсивностью GUS-зависимого окрашивания 

(GUS β-глюкуронидаза). С помощью оригиналь-

ной методики установлено, что при развитии ла-

терального перераспределения ауксина в корнях 

A. thaliana, гравистимулированных в течение   

90 мин, концентрация ИУК в нижней части корня 

в зоне растяжения и апикальной меристеме повы-

шается в среднем на 200%. 

1.2. Гистохимические исследования ло-

кализации меди и кадмия в тканях и органах 

фасоли и сои 

Загрязнение окружающей среды тяжелыми 

металлами (ТМ) и изучение реакций растений на 

указанные вещества является важной экологиче-

ской проблемой. При изучении влияния ТМ на рас-

тения большой интерес представляют сведения об 

их накоплении и содержании в растениях, а также 

распределении в органах, тканях и клетках. Кроме 

этого, развитие методов очистки почв от ионов ТМ 

с помощью растений - фитомелиорантов повыша-

ет интерес к выявлению механизмов взаимодей-

ствия растений с металлами. 

По способности накапливать ТМ растения 

можно разделить на три группы: 1) аккумуляторы, 

накапливающие металлы главным образом в 

надземных органах как при низком, так и высоком 

содержании их в почве; 2) индикаторы, в которых 

концентрация металла отражает его содержание в 

окружающей среде; 3) исключатели, у которых 

поступление металлов в побеги ограничено, не-

смотря на их высокую концентрацию в окружаю-

щей среде, ТМ накапливаются, главным образом, 

в корневой системе [26]. 

ТМ по накоплению в органах растений 

группируются следующим образом: 1) Cd, Fe, Cu, 

Co, Mo и 2) Pb, Sn, Ti, Ag, Cr, Zr, V – уровень ак-

кумуляции в корнях высокий, а в побегах – сред-

ний и низкий соответственно; 3) Zn, Mn, Ni – уро-

вень накопления в корнях и в побегах средний. В 

отличие от накопления характер распределения 

ТМ по органам и тканям в большинстве случаев 

не зависит от эдафических и сезонных факторов и 

определяется главным образом свойствами метал-

лов и видовыми особенностями растений. Виды 

растений, а также сорта могут заметно различать-

ся по распределению ТМ по органам, что связано 

с особенностями поглощения ионов металлов 

корнями и их перемещения из корней в побеги. В 

целом по содержанию ТМ в органах растений об-

разуется следующий ряд (по убыванию): корень > 

> стебель > листья > плоды или семена. Большин-

ство видов растений накапливает ТМ (кадмий, 

свинец, цинк) преимущественно в корнях. Так, до-

ля кадмия в корнях однолетних злаков составляет 

54-91% от его общего содержания в растении [27]. 

Неоценимую помощь в изучении распре-
деления и накопления металлов по тканям расте-
ний могут оказать простые в использовании ги-
стохимические методы. Полученные с их помо-
щью данные дополняют результаты количествен-
ного анализа, что позволяет полнее понять основ-
ные закономерности распределения, накопления, а 
также пути передвижения металлов по растению 
[11, 12, 18, 22]. В их основе лежит образование 
окрашенных комплексов исследуемого металла и 
подобранного к нему реагента в клетках и тканях 
растения. В сочетании с методами определения 
суммарного содержания металлов в органах рас-
тений гистохимические методы позволяют выстро-
ить полную картину взаимодействия металла и 
растения. Кроме этого, они могут служить хоро-
шими экспресс-методами в полевых экологических 
исследованиях загрязнений окружающей среды. 

В последние десятилетия обнаружены мно-
гочисленные факты, свидетельствующие о высокой 
чувствительности растений к воздействию внеш-
них физических полей (ВФП: постоянные магнит-
ные (ПМП), электрические поля, ультрафиолетовое 
(УФ), инфракрасное (ИК) и лазерное излучения 
(ЛИ) и их сочетание). Поля создают дополнитель-
ные электрические токи в биообъектах, и могут 
изменять течение процессов роста и развития орга-
низмов [28-35], оказывая как стимулирующее, так 
и тормозящее влияние. Это воздействие зависит от 
характеристик данного фактора: длины волны, ча-
стоты колебаний электромагнитных излучений 
(ЭМИ), силы и времени действия ВФВ [36-47]. 
Применение ультрафиолетового, лазерного облу-
чений и обработка магнитными полями семян рас-
тений является прогрессивным способом их подго-
товки к посеву, позволяющим не только вывести 
семена из состояния покоя, но и активизировать 
работу разнообразных биологических катализато-
ров – ферментов, обеспечивающих быстрый рост и 
развитие растений [30, 31].  

Нами исследовано распределение меди и 
кадмия в тканях растений-фитосорбентов. В каче-
стве тестовых культур (фитосорбентов) использо-
вали сою (Glycine max) сорт Самер 2 и фасоль 
зерновую красную (Phaseolus vulgaris) сорт Ру-
бин. Выбор был обусловлен тем, что в целях фи-
торемедиации обычно используют высокопродук-
тивные культуры. Семена растений предваритель-
но обрабатывали в течение 6 ч УФ облучением (в 
качестве УФ источника выступала бактерицидная 
лампа, марки СБПе 3×30 Вт, с постоянным УФ из-
лучением длиной волны λ = 257 нм.) и ПМП (в ка-
честве источника ПМП выступал электромагнит, 
создающий напряженность поля Н = 2 кА/м). Об-
лучаемые семена находились на расстоянии 1 м от 
источника света. 
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Облученные и предварительно пророщен-

ные семена фасоли и сои высеивали на глубину 2-

3 см. Пробы почв были отобраны из пахотного 

горизонта – это средний суглинок (рН ≥ 5,5) ха-

рактерный для Саратовской области. Почва была  

предварительно очищена от корней, камней и дру-

гих включений, просеяна через сито с размером 

ячеек 2 мм. На 1 кг почвы вносили определенное 

количество ионов металлов (5 и 15 ПДК) из солей 

CuSO4 и CdSO4 с различной концентрацией кати-
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      о    п          р    с 

      
т          у 

Рис. 5. Микроструктура сои. Поперечный срез стебля сои: а ‒  5 ПДК Cu 2++ УФ (6 ч); б ‒  15 ПДК Cu 2++ УФ (6 ч); в ‒  5 ПДК 

Cu 2++ ПМП (6 ч); г ‒  15 ПДК Cu 2++ ПМП (6 ч); д ‒  5 ПДК Cd 2++ УФ (6 ч); е ‒  15 ПДК Cd 2++УФ (6 ч); ж ‒  5 ПДК Cd 2++ 

ПМП (6 ч); з ‒  15 ПДК Cd2++ПМП (6 ч); к ‒  контроль; поперечный срез корня сои: л ‒  5 ПДК Cu 2++ УФ (6 ч); м ‒  15 ПДК Cu 
2++ УФ (6 ч); н ‒  5 ПДК Cu2++ ПМП (6 ч); о ‒  15 ПДК Cu 2++ ПМП (6 ч); п ‒  5 ПДК Cd 2++ УФ (6 ч); р ‒  15 ПДК Cd 2++ УФ 

(6 ч); с ‒  5 ПДК Cd 2++ ПМП (6 ч); т ‒  15 ПДК Cd 2++ ПМП (6 ч); у ‒  контроль 

Fig. 5. Soya bean microstructure. Transversal section of soya bean stem: a ‒  5 Cu 2+ TLV + UV (6 h); б – 15 Cu 2+ TLV + UV (6 h);  

в – 5 Cu 2++ TLV + CMF (6 h); г ‒  15 Cu 2+ TLV + CMF (6 h); д ‒  5 Cd 2+ TLV + UV (6 h); е ‒  15 Cd 2+ TLV + UV (6 h);  

ж ‒  5 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); з ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); к ‒  control transversal section of soya bean root: л ‒  5 Cu 2+ TLV + 

UV (6 h); м – 15 Cu 2+ TLV + UV (6 h); н – 5 Cu 2++ TLV + CMF (6 h); о ‒  15 Cu 2+ TLV + CMF (6 h); п ‒  5 Cd 2+ TLV + UV (6 h);  

р ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); с ‒  5 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); т ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); у – control 
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онов меди и кадмия, предварительно растворен-

ных в 250 мл воды. Добавленные растворы пол-

лютантов тщательно перемешивали с почвой. По-

вторные поливы производили через 1-2 дня, по 

мере высыхания почвы.  

За систему отсчета количества ИТМ в 

почве была принята величина ПДК [48], а не ко-

личество элемента в мг/кг почвы. Это сделано из 

соображения, что разные металлы содержатся в 

почве в различных несопоставимых, если их вы-

ражать в мг, количествах, различающихся на два 

порядка, и, кроме того, они обладают различной 

степенью токсичности. Такой подход позволил 

сопоставить силу воздействия различных ИТМ 

между собой.  
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Рис. 6.  Микроструктура фасоли. Поперечный срез стебля фасоли: а ‒  5 ПДК Cu 2++ УФ (6 ч); б ‒  15 ПДК Cu 2++ УФ (6 ч);  

в ‒  5 ПДК Cu 2++ ПМП (6 ч); г ‒  15 ПДК Cu 2++ ПМП (6 ч); д ‒  5 ПДК Cd 2++ УФ (6 ч); е ‒  15 ПДК Cd 2++УФ (6 ч); ж ‒  5 ПДК Cd 
2++ ПМП (6 ч); з ‒  15 ПДК Cd2++ПМП (6 ч); к ‒  контроль; поперечный срез корня фасоли: л ‒  5 ПДК Cu2++ УФ (6 ч);  

м ‒  15 ПДК Cu2++УФ (6 ч); н ‒  5 ПДК Cu2++ ПМП (6 ч); о ‒  15 ПДК Cu 2++ ПМП (6 ч); п ‒  5 ПДК Cd 2++ УФ (6 ч); р ‒  15 

ПДК Cd 2++ УФ (6 ч); с ‒  5 ПДК Cd 2++ ПМП (6 ч); т ‒  15 ПДК Cd 2++ ПМП (6 ч); у ‒  контроль 

Fig. 6. Pod microstructure. Transversal section of pod stem:  а ‒  5 Cu 2+ TLV + UV (6 h); б ‒  15 Cu 2+ TLV + UV (6 h); в ‒  5 Cu 2++ TLV + 

CMF (6 h); г ‒  15 Cu 2+ TLV + CMF (6 h); д ‒  5 Cd 2+ TLV + UV (6 h); е ‒  15 Cd 2+ TLV + UV (6 h); ж ‒  5 Cd 2+ TLV + CMF (6 h);  

и ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); к ‒  control transversal section of pod bean root: л – 5 Cu 2+ TLV + UV (6 h); м ‒  15 Cu 2+ TLV + UV (6 h);  

н ‒  5 Cu 2++ TLV + CMF (6 h); о ‒  15 Cu 2+ TLV + CMF (6 h);  п ‒  5 Cd 2+ TLV + UV (6 h); р ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h);  

с ‒  5 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); т ‒  15 Cd 2+ TLV + CMF (6 h); у ‒  control 
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По истечении 28 дней отбирали часть рас-

тений и изучали изменения, произошедшие в 

стеблях и корнях путем гистохимического анали-

за, а остальную часть растений оставили еще на 28 

дней, чтобы сравнить результаты анализа в разные 

периоды роста растений. Живые клетки сильно 

ограничивают проницаемость внутрь органиче-

ских веществ, и помещенные в раствор красителя 

они практически не окрашиваются. В мертвые 

клетки краска проникает свободно.  

Для исследования изменений, происходя-

щих с растениями в работе, использовали гистохи-

мический метод анализа. Срезы растений для опре-

деления меди предварительно обрабатывали раство-

ром диэтилдитио-карбамата натрия (C5H10NS2Na) – в 

1,5% растворе карбоната натрия растворяли навеску 

диэтилдитиокарбамата до массовой доли 0,1%. Рас-

твор перемешивали, фильтровали. Хранили в тече-

ние 2-3 недель, в склянке из темного стекла. Цвет 

комплекса с медью – буро-желтый. Для гистохи-

мического выявления кадмия в растениях ис-

пользовали раствор дитизона (C13H12N4S): для 

приготовления основного 1%-го водно-аммиач-

ного раствора дитизона в колбу с притертой 

пробкой наливали 45 мл дистиллированной во-

ды, добавляли 0,9 мл 25%-го раствора гидроокиси 

аммония и 600 мг дитизона. Смесь перемешивали 

на водяной бане (+70 °С) в течение 10 мин, затем 

фильтровали через беззольный фильтр. Рабочий 

0,2%-ый раствор дитизона для цитохимических 

исследований готовили пятикратным разбавле-

нием дистиллированной водой основного рас-

твора.  

Анализ проводили на микроскопе  

«МИНИМЕД-502». Срезы накрывали покровным 

стеклом и анализировали при 100-кратном увели-

чении. Фотографии препаратов делали с помощью 

цифрового фотоаппарата. Масштаб определяли 

объект микрометром отраженного света ОМО. 

Снимки обрабатывали на компьютере с использо-

ванием программы Gimp 2.8. 

По окрашенной площади судили о распре-

делении металла в фитомассе, процессах цито-

плазмолиза или некроза растений. 

Микроструктура сои представлена на рис. 5. 

Микроструктура фасоли представлена на 

рис. 6. 

Анализ полученных данных указывает на 

то, что активное накопление ТМ наблюдается в 

корнях растения. Было отмечено окрашивание 

корневых волосков, ризодермы, паренхимы корня. 

Причём при концентрации металлов 15 ПДК вы-

явлено более интенсивное окрашивание тканей, 

чем при концентрации металлов 5 ПДК.  

В тканях стебля и листа присутствие ме-

таллов не выявлено. С течением времени (до 56 

сут.) изменений в местоположении металлов не 

выявлено. Металлы вглубь стебля не прошли. 

Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что локализация меди и кадмия происходит 

преимущественно в корне растения, ткани которого 

выполняют барьерную функцию (эндодерма), за-

щищая стебли и листья, а также генеративные орга-

ны от поллютантов, что соответствует растениям-

исключителям [26] и согласуется с литературными 

данными [27]. 

ВЫВОДЫ  

Анализ научно-технической литературы 

показал, что гистохимические методы анализа мо-

гут с успехом использоваться для определения 

локализации металлов в тканях и органах расте-

ний. В настоящее время, судя по литературным 

данным, эти эффективные и простые в использо-

вании методы исследования не адаптированы и 

применяются крайне редко. 

Проведенные исследования позволили 

установить, что локализация ТМ меди и кадмия 

происходит преимущественно в корнях растений 

фасоли и сои, ткани которых выполняют барьер-

ную функцию, защищая стебли и листья, а также 

генеративные органы от воздействия поллютан-

тов. По истечении 28 и 56 сут. присутствия метал-

лов в стеблях и листьях не обнаружено. 

Работа поддержана Министерством об-

разования и науки Российской Федерации в рам-

ках проектной части государственного задания 

№ госрегистрации № 114112570078. 
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