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Background. Trypsin-inhibiting activity (TIA) is one of the 
factors of plant immunity. This factor provides the presence 
of general non-specific systemic resistance. Representa-
tives of the genus Hedysarum L. are promising medicinal 
and high-protein fodder plants with high TIA in the leaves. 
High TIA values in the aboveground part of plants lead to 
a decrease in protein assimilation by animals. Therefore, 
identifying the differentiation in the features of TIA season-
al dynamics will make it possible to use the potential of 
these species most effectively under the conditions of 
Southern Siberia. Materials and methods. TIA in the leaves 
of mature generative plants of Hedysarum theinum Krasnob. 
and H. flavescens Regel & Schmalh. was analyzed. H. theinum 
is a rare species for Siberia; H. flavescens is a settled one in 
the forest-steppe zone of Western Siberia. The studies were 
conducted with H. theinum in 2010 under natural conditions 
(Altai Republic) and in cultivation (forest zone of Western 
Siberia). In 2017, H. theinum and H. flavescens were studied 
under cultivation in the forest-steppe zone of Western Sibe-
ria. The research method was based on the spectrophoto-
metric measurement of the optical density in protein sub-
strate (BAPA) decomposition products under the effect of 
trypsin (at 405 nm). Bovine trypsin manufactured by ISN-
Biomedical (USA) was used. BAPA (Na-benzoyl-DL-arginine-
p-nitroanilide) served as a substrate. Conclusions. The TIA 
values in the flowering phase of seasonal plant development 
reached their maximum only under favorable conditions: in 
Altai Republic for the leaves of H. theinum, and in the forest-
steppe zone of Western Siberia for H. flavescens. TIA values 
in H. theinum did not increase during flowering in the forest 
zone of Western Siberia and significantly decreased in the 
forest steppe. In view of these findings, these two species 
may be recommended for practical utilization in this phase 
of seasonal development.

Key words: Hedysarum theinum Krasnob., H. flavescens L., 
phenological phases of development, variability, various cli-
matic conditions.

Актуальность. Трипсинингибирующая активность 
(ТИА) – это один из факторов иммунитета у растений, 
который обеспечивает наличие общей неспецифиче-
ской системной устойчивости. Представители рода He-
dysarum L. – перспективные лекарственные и высоко-
белковые кормовые растения с высокой ТИА в листьях. 
Высокие значения ТИА в надземной части растений 
приводят к снижению усвоения белка животными, по-
этому выявление дифференциации особенностей се-
зонной динамики ТИА позволит наиболее эффективно 
использовать потенциал этих видов в условиях юга Си-
бири. Материалы и методы. ТИА в листьях изучена 
у зрелых генеративных растений редкого для Сибири 
вида Hedysarum theinum Krasnob. и устойчивого в лесо-
степи Западной Сибири H. flavescens Regel & Schmalh. Ис-
следования в 2010 г. проведены у H. theinum в природ-
ных условиях (Республика Алтай) и в культуре (лесная 
зона Западной Сибири). В 2017 г. – у H. theinum и H. flave-
scens в культуре в лесостепи Западной Сибири. Метод 
основан на спектрофотометрическом измерении вели-
чины оптической плотности продуктов распада белко-
вого субстрата (БАПА) под действием трипсина (при 
405 нм). В качестве субстрата для определения ТИА ис-
пользован БАПА (Na-бензоил-DL-аргинин-п-нитроани-
лид) и бычий трипсин производства ISN-Biomedical 
(USA). Заключение. Максимальными средними для 
выборки значениями ТИА в фазе цветения характери-
зовались растения H. theinum в Республике Алтай 
и H. flavescens, произраставшие в относительно благо-
приятных условиях в лесостепи Западной Сибири. 
В лес ной зоне Западной Сибири у H. theinum ТИА при 
цветении не увеличивалась, а в лесостепной снижа-
лась, что позволяет рекомендовать эти образцы для 
практического использования в данной фазе сезонного 
развития. 

Ключевые слова: Hedysarum theinum Krasnob., H. flaves-
cens Regel & Schmalh., вегетационный период, изменчи-
вость, Республика Алтай, лесная и лесостепная зоны 
Западной Сибири.

 Поливариантность сезонной динамики активности ингибиторов 
трипсина у двух видов рода Hedysarum (Fabaceae) в условиях
юга Сибири
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Введение

В листьях покрытосеменных растений вырабатыва-
ются ингибиторы протеаз (ИП), функцией которых явля-
ется химическая защита от повреждений и патогенов. 
К ним относятся PR-6 белки (pathogenesis-related pro-
teins), или ингибиторы трипсина (ИТ) (Trifonova et al., 
2007). Экспрессия генов, связанных с синтезом ИТ, вызы-
вает повышение неспецифической системной устойчи-
вости растений к стрессовым факторам среды различной 
природы, что свидетельствует об их адаптивной функ-
ции (Valueva, Mosolov, 2002; Rai et al., 2006). ИТ обладают 
инсектицидными, противогрибковыми, противомикроб-
ными и противоопухолевыми свойствами, но изучены 
в основном в запасающих органах у культурных покры-
тосеменных растений (Gomes, 2011; Patriota et al., 2016; 
Shamsi et al., 2017). Потенциал для использования естест-
венных ингибиторов протеаз огромен, но необходимы 
более масштабные исследования (Srikanth, Chen, 2016). 

Наши исследования показали, что для сибирских 
представителей рода Hedysarum L. характерны высокие 
значения и широкий диапазон изменчивости ТИА в лис-
тьях, что было выявлено в средних образцах (Ermakov, 
1987), то есть в смеси высушенных листьев в эквивален-
тных количествах с 10 особей в пределах одной и той же 
популяции (Dorogina, Zhmud, 2010; Zhmud, Zinner, 2011). 
H. theinum Krasnob. – это модельный вид для изучения 
ТИА (Zhmud et al., 2019). Изучен в природных условиях 
в Республике Алтай и культивируется в лесной и лесо-
степной зонах Западной Сибири, где способен к самопод-
держанию в течение длительного времени – до 20 лет 
без пересева на одном месте (Sviridova, Zinner, 2007; Kar-
naukhova, Syeva, 2012). В надземной части H. theinum со-
держится комплекс биологически активных веществ, 
в том числе флавоноидов, и мангиферин, обладающий 
противовирусной активностью, благодаря которому вид 
может быть использован в лекарственных целях и в ка-
честве кормовой добавки, так как обладает Р-витамин-
ной активностью. Высокая ТИА в листьях может обла-
дать антипитательным действием в организме человека 
и животных, вследствие чего надземную часть целесооб-
разно рекомендовать для использования при снижении 
ТИА в растениях в процессе сезонного развития побегов. 
Цель работы – сравнительное исследование индивиду-

альной изменчивости ТИА у редкого для Сибири вида 
H. theinum и устойчивого в лесостепи Западной Сибири 
H. flavescens Regel & Schmalh. в течение вегетационного 
периода. 

Материалы и методы

Динамика ТИА изучена в трех популяциях H. theinum 
в листьях у индивидуальных зрелых особей (табл. 1). 
В 2010 г. – в двух популяциях, по 5 экземпляров (экз.). 
У особей образца № 1 – в природных условиях Республи-
ки Алтай (Усть-Коксинский район, окр. с Кайтанак), 
а у образца № 2 в культуре исследованы маркированные 
(пронумерованные) особи H. theinum в лесной зоне За-
падной Сибири (Сибирский ботанический сад Томского 
государственного университета (СибБС ТГУ), г. Томск). 
Образец № 3 этого вида (10 экз.) изучен в лесостепной 
зоне Западной Сибири (Центральный сибирский ботани-
ческий сад Сибирского отделения Российской академии 
наук (ЦСБС СО РАН), г. Новосибирск, 2017 г.). Образец № 4 
(H. flavescens, 10 экз.) изучен также в 2017 г. там же. 

В 2010 г. растения изучены в трех фазах сезонного 
развития – «бутонизация», «цветение» и «плодоноше-
ние», а в 2017 г. – в четырех, включая фазу «начало веге-
тации» (см. табл. 1). Уходные работы в культуре заключа-
лись в проведении прополки. Климатическая характери-
стика районов исследования приведена по данным мо-
ниторинга (Weather and Climate…, 2004-2020).

Значения ТИА выражены в миллиграммах бычьего 
трипсина, связанного ингибитором, на 1 г воздушно-су-
хой муки (влажность 6%) (мг/г сухого веса, далее мг/г) 
по методу Y. Y. Gofman, I. M. Vajsblaj (1975). Исследование 
видов Hedysarum показало статистически значимое со-
хранение ТИА в сухом веществе при высушивании мате-
риала в лабораторных условиях (Zhmud et al., 2018). В ка-
честве субстрата использован БАПА (Na-бензоил-DL-ар-
гинин-п-нитроанилид). Реактивы – производства ISN-
Biomedical (USA). Метод для изучения ТИА в семенах бо-
бовых растений (Ermakov, 1987) модифицирован нами 
для листьев и основан на спектрофотометрическом из-
мерении оптической плотности продуктов распада БАПА 
под действием трипсина (при 405 нм). В качестве буфера 
использован 0,05 М трис-HCL-0,02 М CaCl2 (pH = 7,7). ТИА 
считали низкой при значениях < 25 мг/г, высокой – при 

Таблица 1. Происхождение двух видов рода Hedysarum L., сроки сбора материала

Table 1. Origin of the two species of the genus Hedysarum L. and the timing of material collection

Вид
Район и даты сбора материала, фазы развития 

растений, абсолютная высота
Происхождение семян, срок 

посева (в культуре) 

Hedysarum 
theinum

Республика Алтай, 2010 г.: 24.06. – «бутонизация» 
и «цветение»; 10.08. – «плодоношение»; 1900 м

Усть-Коксинский район, окрестности 
села Кайтанак 

H. theinum
СибБС ТГУ; 2010 г.: 15.06. – «бутонизация»;
26.06. – «цветение»; 13.07. – «плодоношение». 
2005 г.; 280 м 

Республика Казахстан, хребет 
Проходной, 1700 м. Посев 2005 г. 

в СибБС ТГУ

H. theinum
ЦСБС СО РАН; 2017 г.: 10.05. – «начало вегетации»; 
7.06. – «бутонизация»; 14.06. – «цветение»;
17.07. – «плодоношение»; 180 м

РА, Усть-Коксинский район, 
окрестности с. Кайтанак; 1900 м, 

2000 г.

H. flavescens
ЦСБС СО РАН; 2017 г.: 10.05. – «начало вегетации»; 
7.06. – «бутонизация»; 14.06. – «цветение»;
17.07. – «плодоношение»; 180 м

г. Омск, семена получены 
по делектусу в 1976 г; посев 2000 г. 
семенами репродукции ЦСБС СО РАН

Примечание: полное название ботанических садов приведено выше
Note: For the full names of the botanical gardens, see above 
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≥ 25 мг/г. Для статистической обработки и визуализации 
данных использованы пакеты программ StatSoft STATIS-
TICA 6.0 и EXCEL. Достоверность различий средних зна-
чений для выборок проверена по непараметрическому 
критерию U-test (P = 95%) (Mann, Whitney, 1947). 

Результаты и обсуждение

H. theinum и H. flavescens – длиннопобеговые поли-
карпические стержнекорневые моноцентрические ра-
стения. H. theinum в природных условиях характеризу-
ется как устойчивый вид. В изученной популяции в Ре-
спублике Алтай он обладал высокими значениями био-
морфологических показателей и семенной продуктив-
ности (Karnaukhova, Syeva, 2012). В природных услови-
ях в 2010 г. у H. theinum (образец № 1) выявлена высокая 
ТИА и отмечены максимальные средние для выборки 
значения признака в фазе цветения, по сравнению с фа-
зами бутонизации и плодоношения (рис. 1а) (Р = 95%). 
H. theinum – устойчивый в культуре в Западной Сибири 
вид, который может существовать до 20 лет на одном 
и том же месте. Вид засухоустойчив, зимостоек и за вре-
мя наблюдений не повреждался болезнями и вредите-
лями. В лесной зоне Западной Сибири самосев отсутст-
вовал, плодоношение было не ежегодным, а завязывае-
мость семян – относительно невысокой (до 33%) (Sviri-
dova, Zinner, 2007). В 2010 г. у H. theinum в лесной зоне 
Западной Сибири (образец № 2) выявлены также высо-
кие средние значения ТИА, не имевшие достоверных 
сезонных отличий (см. рис. 1а). Общей тенденцией 
у большинства изученных особей этого образца яви-
лись высокие значения признака в фазе бутонизации 
растений, достигавшие 45–55 мг/г, затем их понижение 
в фазе цветения до 20–23 мг/г и их последующее вос-
становление в фазе плодоношения до высоких значе-
ний (35–50 мг/г) (особи № 1, № 2, № 3). Тенденцию нару-
шали особи № 4 и № 5. У особи № 4 ТИА плавно снижа-

лась от фазы бутонизации к фазе плодоношения в 1,6 
раза. У особи № 5 – увеличивалась в 2,3 раза в фазе пло-
доношения (рис. 1b). Дифференциация особей по дан-
ному признаку может служить основанием для отбора 
форм в интродукционной популяции. 

В лесостепной зоне Западной Сибири интродукция 
H. theinum затруднена в несколько большей степени, чем 
в лесной. Согласно литературным данным, «Посевы се-
мян в открытый грунт не давали положительных резуль-
татов. Создание интродукционной популяции этого вида 
возможно только рассадным методом после выбраковки 
около 90% нежизнеспособных растений на стадии про-
ращивания семян и пересадки подросших растений в от-
крытый грунт» (Karnaukhova, Syeva, 2012, p. 148). У H. thei-
num в культуре (образец № 3) в 2017 г. выявлены низкие 
средние значения ТИА в течение всего периода вегета-
ции, минимальные – в фазе цветения (Р = 95%) (рис. 2а). 
Динамика ТИА у отдельных особей в данном случае прак-
тически единообразна и характеризовалась снижением 
значений в фазе цветения и увеличением значений при-
знака у каждой из 10 изученных особей в фазе плодоно-
шения (рис. 2b). У трех особей ТИА в фазе плодоношения 
достигала более высоких значений, чем в трех предыду-
щих фазах сезонного развития. 

H. flavescens – устойчивый в культуре в лесостепи 
Западной Сибири вид, особи которого ежегодно цвели 
и плодоносили с образованием жизнеспособных се-
мян. Адаптация этого вида в ЦСБС СО РАН происходила 
при смене трех поколений. В 2017 г. в начальных фазах 
развития выявлена высокая ТИА в листьях и ее сред-
ние значения снижались только в фазе плодоношения 
(Р = 95%) (рис. 2c). Изучение этого признака в средних 
образцах листьев может искажать активность данной 
группы веществ в сторону завышения значений, так 
как в смеси из листьев разных особей преобладающий 
вклад в активность принадлежит особям с более высо-
кими значениями признака, а у особей с низкими зна-

Рис. 1. ТИА в листьях у растений Hedysarum theinum в 2010 г.:
а) в Республике Алтай (образец № 1) и в лесной зоне Западной Сибири (образец № 2); b) ТИА у маркированных осо-

бей в лесной зоне Западной Сибири (образец № 2, особи № 1 – № 5 и среднее [case 6]). 
По оси ординат – средние значения ТИА (мг/г) с 95% доверительным интервалом; по оси абсцисс – номер образца 

и фазы сезонного развития: I – «бутонизация»; II – «цветение»; III – «плодоношение»
Fig. 1. TIA values in the leaves of Hedysarum theinum plants in different phases of seasonal development, 2010: 
a) under natural conditions (Altai Republic) (sample No. 1) and under cultivation in the forest zone of Western Siberia

(sample No. 2); b) TIA in labeled individuals in the forest zone of Western Siberia (sample No. 2, individuals
[cases] No. 1 –  No. 5, and the average [case 6]). 

The Y-axis shows average TIA values (mg/g) with a 95% confidence interval; the X-axis contains the sample number and 
phases of seasonal development: I – budding; II – flowering; III – fruiting
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чениями этот вклад нивелируется. Поэтому достовер-
ную картину струк туры интродукционной популяции 
по данному признаку можно получить лишь при иссле-
довании образцов листьев у индивидуальных марки-
рованных особей. ТИА у особей этого вида отличалась 
более неоднородной динамикой, по сравнению с одно-
возрастными особями H. theinum. У особей № 2 и № 7 
ТИА увеличивалась в фазе бутонизации, у № 1, № 3, 
№ 8 – в фазе цветения, у особи № 6 наблюдалось плав-
ное, а у особей № 4 и № 5 скачкообразное снижение 
значений признака от начала весенней вегетации (от-
растания) до плодоношения (рис. 2d). То есть у боль-
шинства особей H. flavescens (62,5%) ТИА несколько 
снижалась в фазе цветения, но, в отличие от H. theinum, 
в фазе плодоношения увеличения значений признака 
в листьях у изученных особей этого вида нами не вы-
явлено.

Таким образом, у одновозрастных зрелых особей 
H. theinum и H. flavescens в лесостепной зоне Западной 
Сибири отмечена качественно разная сезонная дина-
мика (СД) ТИА, а у представителей из четырех изучен-
ных выборок отмечены три ее варианта: а) высокие 
значения в фазе цветения и их снижение в фазе плодо-

ношения (образцы № 1 и № 4); б) отсутствие достовер-
ных отличий в разных фазах сезонного развития (обра-
зец № 2); в) минимальные значения в фазе цветения 
(образец № 3). 

Дифференциация сезонной динамики ТИА у H. the-
inum может быть обусловлена, в частности, различия-
ми климатических условий в местах произрастания 
вида, так как климат в районах интродукции характе-
ризуется как более континентальный и теплый 
(табл. 2), чем в пределах естественного ареала (Weather 
and Climate…, 2004–2020).

Согласно литературным данным, уровень значений 
ТИА в надземной части может служить критерием для 
оценки состояния иммунитета растений, так как под-
держание высокой активности этой группы веществ 
энергетически затратно (Zavala et al., 2004). Первый ва-
риант СД наблюдался у хорошо адаптированных видов: 

у H. theinum в естественных условиях и у H. flavescens 
в лесостепи Западной Сибири. Адаптация в природных 
условиях не ограничена во времени и носит эволюци-
онный характер (Zhuchenko, 2004), что способствует 
успешной жизнедеятельности H. theinum в естествен-
ных условиях. H. flavescens интродуцирован из южной 

Рис. 2. ТИА у Hedysarum theinum и Hedysarum flavescens в 2017 г. в лесостепной зоне Западной Сибири: 
a) средние для выборки значения (образец № 3); b) динамика значений у маркированных особей (образец № 3,
особи № 1 – № 10); c) средние для выборки значения (образец № 4); d) динамика значений ТИА у маркированных 

особей (образец № 4, особи № 1 – № 10, среднее № 11). 
Обозначения: по оси ординат – ТИА (мг/г), с 95% доверительным интервалом; по оси абсцисс –

фазы сезонного развития: 1 – «начало вегетации»; 2 – «бутонизация»; 3 – «цветение»; 4 – «плодоношение» 
Fig. 2. TIA in Hedysarum theinum and Hedysarum flavescens in 2017 in the forest-steppe zone of Western Siberia:

a) average values for sample No. 3; b) the dynamics of the values in labeled individuals for sample No. 3 (individuals [cases] 
No. 1 – No.10); c) average values for sample No. 4; d) the dynamics of the values in labeled individuals

(sample No. 4, individuals [cases] No. 1 – No. 10, and the average [case No. 11]).
The Y-axis shows TIA values (mg/g); the X-axis shows the phases of seasonal development: 1 – beginning of growing season; 

2 – budding; 3 – flowering; 4 – fruiting
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лесостепи Западной Сибири, с близким к местному кли-
матом, выращивался в ЦСБС СО РАН более 40 лет и регу-
лярно пересевался семенами собственной репродук-
ции. Максимальные средние значения ТИА у этих ви-
дов в фазе цветения, вероятно, могут отражать адапти-
рованность к местным климатическим условиям. Уве-
личение активности ИТ в этот критический период се-
зонного развития особей обусловлено естественной 
деградацией биополимеров для усиления защитной 
функции. Впоследствии в стареющих листьях происхо-
дит демонтаж клеточных структур и перенос пита-
тельных веществ в запасающие органы будущих гене-
ративных структур (Diaz-Mendoza et al., 2016). Сниже-
ние ТИА в листьях в фазе плодоношения у адаптиро-
ванных к местным условиям особей связано с утратой 
защитной функции ИТ и их трансформацией в конце 
сезонного развития побегов в запасные белки семян 
(Bhattacherjee et al., 2012).

Тем не менее изменения ТИА у вида H. theinum в тече-
ние периода вегетации обратимы и могут трактоваться 
как «акклиматизация», или «физиологические коррек-
тировки» (Körner, 2016), о чем свидетельствуют обнару-
женные нами второй и третий варианты СД ТИА у особей 
этого вида в лесной и лесостепной зонах Западной Сиби-
ри. Отсутствие увеличения или уменьшение значений 
ТИА у H. theinum во время цветения в культуре свиде-
тельствует об определенном снижении защитных сил 
растений. Повышение ТИА в фазе плодоношения в куль-
туре, по сравнению с природными условиями, может 
быть обусловлено замедлением трансформации ИТ из 
листьев в запасные белки семян из-за более высокой 
температуры окружающей среды в конце вегетационно-
го периода в новых условиях произрастания. Относи-
тельно теплая погода в период плодоношения нехарак-
терна для естественных горных местообитаний вида, где 
в это время нередки заморозки. 

Заключение 

У поликарпических дикорастущих видов семейства 
Asteraceae (Compositae) с отмирающей в конце периода 
вегетации надземной частью в природных условиях 
также выявлена тенденция к увеличению значений 
ТИА в фазе цветения (Ivanov, Domash, 2010), что согла-
суется с нашими результатами у дикорастущих пред-
ставителей рода Hedysarum, так как более высокие зна-
чения ТИА в листьях в фазе цветения и их снижение 
в фазе плодоношения выявлены у H. theinum в естест-
венных условиях. У большинства особей этого вида 
в культуре значения ТИА в фазе плодоношения снижа-
лись, что способствует улучшению их питательных 
свойств и позволяет рекомендовать для практического 
использования.
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