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На основе результатов, полученных с помощью биотеста на модели укоренения листовых и стебле-
вых черенков фасоли, предложенный его авторами как специфический тест на ауксины, ранее был
сделан вывод, что бензиловым спиртам, бензиламинам и их четвертичным аммониевым производ-
ным присуща ауксиновая активность. В данной работе установлено, что указанные соединения не
имеют ауксиновой активности. Это сделано с помощью количественного молекулярного биотеста
на модели трехдневных проростков трансгенного арабидопсиса Arabidopsis thaliana L., трансформи-
рованного конструкцией, содержащей ген β-глюкуронидазы под контролем чувствительного к аук-
сину полусинтетического промотора DR5. В результате найдено, что биотест на модели укоренения
листовых и стеблевых черенков фасоли не является специфически ауксиновым и отражает лишь ри-
зогенезную, но не собственно ауксиновую активность исследуемых соединений. С помощью био-
теста по влиянию на ризогенез десятидневных проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта “Шести-
недельный” установлено, что по ризогенезной активности исследованные стресспротекторы-фи-
торегуляторы сопоставимы с природным ауксином индолил-3-уксусной кислотой (ИУК), хотя не
являются ауксинами. Это согласуется с прежними данными о ризогенезной активности, получен-
ными на моделях укоренения листовых и стеблевых черенков фасоли и проращивания семян ячме-
ня. Показано, что оксабензильная –OBzl и азабензильная –NHBzl группы являются новыми струк-
турными фрагментами, которые придают химическим регуляторам роста растений высокую ризо-
генезную активность.
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ВВЕДЕНИЕ
Растение, как живой организм, прикреплено к

земле и не может уклониться от воздействий окру-
жающей среды. Жизнь растения полностью зави-
сит от почвенных, климатических, погодных и дру-
гих текущих условий среды. При этом устойчи-
вость его роста и развития, а также постоянство
внутренней среды обеспечивается высокочувстви-
тельными системами регуляции физиологических
процессов, включая ферментную, генетическую,
мембранную, трофическую, гормональную, элек-
трофизиологическую системы. Они объединены
в единую надсистему организменной интеграции
и раздражимости [1].

Физиология растения выстроена так, что опре-
деленные внешние воздействия оно может воспри-

нимать как стресс и в ответ до некоторого уровня
повышать энергетику роста и развития, решая глав-
ную задачу – дать семена, оставить потомство. На
этой основе реализован целый ряд физических ме-
тодов активации всхожести семян и развития рас-
тений, путем воздействия на семена теплом или
холодом, магнитным полем, лазерным излучени-
ем, радиоволнами и т.д. [2]. В качестве регулято-
ров роста и развития растений (РРРР) описаны
тысячи химических веществ [2, 3]. Отдельные из
них широко вошли в практику растениеводства и
имеют такое же значение для защиты и сохране-
ния урожая, как и известные пестициды – ин-
сектициды, фунгициды, гербициды [4]. РРРР по-
вышают устойчивость сельскохозяйственных рас-
тений, массу и качество урожая, будучи применены
для предпосевной обработки семян, опрыскивания
вегетирующих растений, обработки полученных# Автор для связи: (эл. почта: ravig@icp.ac.ru).
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плодов или с помощью иных операций, Напри-
мер, ретарданты позволяют выращивать высоко-
урожайные длннностебельные сорта зерновых с
применением высоких доз минеральных удобрений
для повышения урожайности и при этом избежать
потерь от полегания хлебов в период уборки [4].

Синтез и системный поиск новых химических
соединений, превосходящих по эффективности из-
вестные регуляторы роста и развития растений,
до сих пор остается актуальной задачей.

Исследования, проведенные в научно-иссле-
довательских институтах бывшей Россельхозакаде-
мии, показали, что объединение в молекуле фраг-
ментов с ретардантной (антигиббереллино-
вой) и проауксиновой активностью резко
повышает эффективность полученных соеди-
нений как стресспротекторов-фиторегулято-
ров. Если гектарная доза хлорохолинхлорида,
наиболее распространенного ретарданта, со-
ставляет по действующему веществу (д. в.) на
зерновых 1800–4000 г/га [5], то стресспротек-
тор-фиторегулятор бензихол (N,N,N,N-диме-
тилбензил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорид) в
опытах на яровом ячмене был максимально эф-
фективен в дозе 3 г/га по д. в. [6, 7], т.е. меньшей
более, чем на три порядка. При этом биологиче-
ская эффективность бензихола была выше, чем у
эталона хлорохолинхлорида.

Ранее было показано, что соединения, со-
держащие в молекуле оксабензильный –OBzl
или азабензильный –NHBzl фрагмент, в том
числе, бензиловый спирт, бензиламины и их чет-
вертичные аммониевые производные, например,
N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензоксиэтил)-ам-
монийхлорид (стресспротектор-фиторегулятор

бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензокси-
этил)-аммонийхлорид (стресспротектор-фито-
регулятор этихол) (рис. 1) стимулируют укорене-
ние листовых и стеблевых черенков фасоли, а
также ризогенез и развитие проростков ячменя,
проявляя при этом ризогенезную активность на
уровне ауксинов-эталонов – 3-индолилуксусной
(ИУК) и 2-нафтилуксусной кислот [8–10]. Ис-
следования проводили с помощью применявше-
гося в то время доступного биотеста на ауксино-
вую активность [11], хотя уже были указания на
то, что “биологические методы недостаточно спе-
цифичны, получаемые результаты зависят от прак-
тически не контролируемых колебаний чувстви-
тельности и реакционной способности” [12].

Авторы [11] указывали, что “тест на черенках
фасоли обладает высокой специфичностью: только
индолил-3-уксусная кислота (ИУК), как природ-
ный ауксин, вызывала активное корнеобразова-
ние, тогда как другие фитогормоны и ингибиторы
на этом тесте были инертны или подавляли ука-
занный процесс”. На основе результатов такого
биотестирования был сделан вывод, что азабен-
зильный и оксабензильный фрагменты придают
вышеуказанным соединениям ауксиновую ак-
тивность [8–10].

В этой связи цель настоящей работы состояла
в том, чтобы путем применения современных вы-
сокочувствительных методов получить количе-
ственные данные об ауксиновой активности от-
дельных стресспротекторов-фиторегуляторов. В
дальнейшем планировалось умножить их число
путем синтеза на основе стратегии химического
дизайна [13], затем количественно определить
ауксиновую активность полученных соединений

Рис. 1. Влияние индолил-3-уксусной кислоты ИУК, N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-аммонийхлорида
(бензихола) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензилоксиэтил)-аммонийхлорида (этихола) на экспрессию DR5::GUS и измене-
ние активности β-глюкуронидазы в трехдневных проростках Arabidopsis thaliana. Погрешности средних значений со-
ответствуют диапазонам стандартных отклонений.

0

500

1000

1500

2000

2500

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

ИУК, мкМ Бензихол, мкМ Этихол, мкМ

%
 о

т
 в

о
д

н
о

го
 к

о
н

т
р

о
л

я
, 

а
к

т
и

в
н

о
с

т
ь

 в
 в

о
д

н
о

м
 к

о
н

т
р

о
л

е

п
р

и
н

я
т
а

 з
а

 1
0

0

4-часовая инкубация

24-часовая инкубация



542

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 5  2020

ГАФУРОВ и др.

и, применив методы QSAR, выйти на уравнения
структура – ауксиновая активность для этой
группы. Ранее это было сделано для антигиббе-
реллиновой активности группы ретардантов [14].
Применение методов QSAR является мощным со-
временным средством, ускоряющим поиск хими-
ческих соединений с полезными свойствами [15].

Предполагаемая ауксиновая активность у
2-бензоксиэтиловых производных четвертичных
аммониевых солей была оценена с помощью мо-
лекулярного биотеста [16] на модели трехдневных
проростков трансгенного арабидопсиса Arabidop-
sis thaliana, трансформированного конструкцией,
содержащей ген репортерного фермента β-глюк-
уронидазы (GUS) под контролем чувствительного
к ауксину полусинтетического промотора DR5. Ра-
нее данный биотест активно использовался для
обнаружения как аналогов ауксина [17], так и его
антагонистов [18].

Параллельно исследовали ризогенезную актив-
ность бензихола, этихола и их аналогов аквихола
(N,N,N,N-триметил-[2-бензоксиэтил]-аммоний-
хлорид) и хлорохолинхлорида (N,N,N,N-триме-
тил-[2-хлорэтил-аммоний]хлорид) (рис. 1) в био-
тесте по их влиянию на ризогенез гороха (Pisum
sativum L.) сорта Шестинедельный в сопоставле-
нии с эталонным ауксином индолил-3-уксусной
кислотой (ИУК).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 2 приведены результаты биотестирования

N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-ам-

монийхлорида (бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-
бензилоксиэтил)-аммонийхлорида (этихол) на
ауксиновую активность по их влиянию на актив-
ность β-глюкуронидазы. Видно, что в молекуляр-
ном биотесте ауксиновая активность не реги-
стрировалась ни у бензихола, ни у этихола даже
при 24-часовой инкубации. На сегодняшний день
этот биотест на ауксины на основе DR5::GUS ара-
бидопсиса считается одним из самых чувстви-
тельных и специфичных. Таким образом, биоло-
гический биотест [11] для определения ауксино-
вой активности по укоренению листовых и
стеблевых черенков фасоли оказался неспеци-
фичным, он фиксировал ризогенезную, но не
ауксиновую активность испытуемых веществ.

Ризогенезная активность бензихола, этихола и
их аналога аквихола (N,N,N,N-триметил-(2-бен-
зилоксиэтил)-аммонийхлорида) была проверена в
опытах по их влиянию на формирование корневой
системы проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта
Шестинедельный в сопоставлении с влиянием
эталонов ИУК и хлорхолинхлорида. Как видно из
рис. 2, все три испытуемых соединения, содержа-
щие оксабензильный фрагмент –OBzl5, вызывали
у проростков мощное развитие боковых корней.
Активности всех трех соединений сопоставимы с
ризогенезной активностью ИУК. В хлорохолин-
хлориде оксабензильная группа отсутствует, ее
заменяет атом хлора. Соответственно ризогенез-
ная активность хлорохолинхлорида в этом биотесте
была существенно ниже и проявлялась лишь на
уровне характерном для ретардантов – производ-
ных солей четвертичного аммония [19].

Рис. 2. Влияние N,N,N,N-триметил-(2-хлорэтил)-аммонийхлорида (хлорхолинхлорида), N,N,N,N-триметил-(2-бен-
зоксиэтил)-аммонийхлорида (аквихола), N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорида (бензихола) и
N,N,N,N-триэтил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорида (этихола) в концентрации 10 мкМ на развитие корневой систе-
мы десятидневных проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта “Шестинедельный”. Результаты в водном контроле при-
няты за 100%. Погрешности средних значений соответствуют диапазонам стандартных отклонений.
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Итак, экспериментально показано, что окса-
бензильная группа –OBzl, соединенная с четвер-
тичным аммониевым фрагментом через димети-
леновый линкер (рис. 1), придает исследованным
соединениям существенную ризогенезную актив-
ность, которая не имеет ауксиновой природы. Ра-
нее было найдено, что высокой ризогенезной ак-
тивностью обладают также соединения, содержа-
щие азабензильную группу –NHBzl [8–10].
Следовательно, эти два химических фрагмента на
основе остатка бензила являются теми структур-
ными единицами, которые придают химическо-
му соединению, где они присутствуют, высокую
ризогенезную активность. Природа этого феноме-
на требует дальнейшего изучения, которое может
иметь три направления.

Во-первых, изучаемые 2-бензоксиэтиловые
производные четвертичных аммониевых солей, не
имея собственной ауксиновой активности, могут
тем или иным образом действовать на ферменты
метаболизма ауксина, например, подавляя актив-
ность белков семейств GH3 и/или UGT, инакти-
вирующих ауксин. Это может приводить к локаль-
ному повышению концентрации эндогенного аук-
сина в месте воздействия изучаемых соединений.
В пользу этого предположения свидетельствуют
указания на то, что опрыскивание вегетирующих
растений ячменя раствором бензихола повышало
содержание ауксинов в стебле и листьях [20]. Во-
вторых, существует ненулевая вероятность того,
что аппарат рецепции ауксинов в растениях раз-
ных видов может иметь различную специфику в
отношении веществ с ауксиновой активностью. В
частности, тестируемые сельскохозяйственные
растения теоретически могут, в отличие от мо-
дельных растений арабидопсиса, идентифициро-
вать определенные 2-бензоксиэтиловые произ-
водные как ауксины. Однако это предположение
представляется маловероятным, т.к. подобные ви-
доспецифичные ауксины, насколько нам извест-
но, до сих пор не обнаружены, а аппарат рецеп-
ции ауксинов у разных видов растений очень кон-
сервативен [21, 22]. Более вероятным представляется
третье предположение о том, что изучаемые соеди-
нения могут иметь антицитокининовую актив-
ность. Цитокинины, другой важный класс гормо-
нов растений, известны тем, что подавляют рост и
развитие корневой системы, в том числе образова-
ние боковых корней. Умеренное снижение сигна-
линга цитокининов в корнях, достигнутое тем или
иным способом, благоприятно влияет на развитие
корневой системы. Таким путем действуют, кста-
ти, и ауксины, которые подавляют синтез и снижа-
ют концентрацию цитокининов в тканях [23]. В
пользу данного предположения свидетельствует
определенное структурное сходство описываемых
здесь окса- и азабензил-содержащих соединений
с известными антицитокининами, которые струк-

турно представляют собой бензильные производ-
ные аденина [24].

Ранее сообщалось, что исследованные соеди-
нения, как производные четвертичного аммо-
ния, проявляют также ретардантную активность на
уровне хлорхолинхлорида [13]. Поэтому в данном
случае физиологическая активность соединения
является по сути суммой активности его эффек-
торных фрагментов, а именно ризогенезной и ре-
тардантной, как и сообщалось ранее [24]. Термин
“физиологическая активность” вещества, на са-
мом деле подразумевает понятие “спектр физио-
логической активности”.

Таким образом, установлено, что ранее пред-
ложенный биотест [11] по укоренению черенков
фасоли выявлял не ауксиновую, а лишь ризогенез-
ную активность. На проростках гороха показано,
что стресспротекторы-фиторегуляторы N,N,N,N-
диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-аммоний-
хлорид (бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензи-
локсиэтил)-аммонийхлорид (этихол) и их аналог
N,N,N,N-триметил-(2-бензилоксиэтил)-аммо-
нийхлорид (аквихол), содержащие общий окса-
бензильный фрагмент –OBzl (рис. 1), сопоставимы
по ризогенезной активности с индолил-3-уксус-
ной кислотой, но при этом не являются ауксинами.
Это согласуется с данными о высокой ризогенез-
ной активности соединений, содержащих окса-
бензильный или азабензильный фрагмент, кото-
рые ранее были получены в тест-системах укоре-
нения черенков фасоли и проращивания семян
ярового ячменя [8–10]. Таким образом, оксабен-
зильная –OBzl и азабензильная –NHBzl группы
являются новыми структурными фрагментами
молекул химических регуляторов роста и разви-
тия растений, придающими последним высокую
ризогенезную активность, не имеющую ауксино-
вой природы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биотест на ауксиновую активность
на основе трансгенного арабидопсиса Arabidopsis 

thaliana L., экспрессирующего репортерный ген GUS
под контролем ауксин-чувствительного
промотора DR5 (DR5::GUS A. thaliana)

Для проведения биотеста использовали трех-
дневные проростки трансгенного DR5::GUS A. thali-
ana. Соединения испытывали в широком диапазо-
не концентраций от 0.1 до 100 мкМ, время инку-
бации 4 или 24 ч при температуре 23°С. В качестве
положительного контроля брали ИУК в тех же кон-
центрациях. Критерием наличия ауксиновой ак-
тивности являлся подъем активности GUS, кото-
рый измеряли количественно флуориметрическим
методом [25] в белковых экстрактах проростков.
Расчет активности репортерного белка осуществ-
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ляли с нормированием на концентрацию белка в
пробе, определяемого по методу Bradford.

Биотест на ризогенезную активность бензихола, 
этихола и аквихола на проростках гороха

(Pisum sativum L.), сорт “Шестинедельный”
Сорт гороха “Шестинедельный” был отобран

как наиболее чувствительный к действию испы-
туемых соединений из четырех сортов гороха по-
сле предварительных испытаний. Семена стери-
лизовали в растворе “Белизна” в течение 30 мин
(стерилизация не влияла на всхожесть семян),
многократно отмывали дистиллированной водой.
Проращивали на 1/10 среды Мурасиге–Скуга в
течение 3 дней, отбирали наклюнувшиеся семена
по 15 штук на повторность и раскладывали на ага-
ризованную среду (0.7% агар-агара, 1/10 мине-
ральных солей по Мурасиге–Скугу). Каждый ва-
риант состоял из 3-х повторностей. Среда содержа-
ла испытуемые вещества в концентрации 10 мкМ,
отобранной после предварительных проб. Контро-
лем служил вариант с индолил-3-уксусной кисло-
той. Растения выращивали в течение десяти дней,
после чего подсчитывали количество боковых кор-
ней на главном корне, а также проводили промер
длин главного корня.
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Earlier, based on the results obtained using the biotest on the model of rooting of leaf and stem cuttings of
beans, which was proposed by its authors as a specific test for auxins, it was concluded that auxin activity is
inherent in benzyl alcohols, benzylamines and their quaternary ammonium derivatives. In the present work,
it was found that these compounds do not have auxin activity. This was done using a quantitative molecular
biotest on a model of three-day-old seedlings of the transgenic Arabidopsis thaliana L. transformed with a
construct expressing the β-glucuronidase gene under the control of the auxin-sensitive DR5 semisynthetic
promoter. As a result, it was found that the biotest on the model of rooting of leaf and stem bean cuttings is
not specifically auxinic and reflects only the rhizogenous, but not proper auxin activity of the studied com-
pounds. Using the biotest on the rhizogenesis effect of ten-day-old seedlings of peas (Pisum sativum L.) of the
Six-Weekly variety, it was established that the studied stress-protectors-phytoregulators are comparable by
rhizogenesis with natural auxin indolyl-3-acetic acid (IAA), although they are not auxins. This is consistent
with previous data on rhizogenesis activity obtained on the models of rooting of leaf and stem cuttings of beans and
germination of barley seeds. Thus, it has been shown that oxabenzyl –OBzl and azabenzyl –NHBzl groups are
those structural elements that ensure high rhizogenic activity to chemical plant growth regulators.

Keywords: plant growth and development regulators, stress-protectors-phytoregulators, benzyhol, ethyhol, auxin,
retardant, rhizogenesis activity, molecular biotest


