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Испытано действие на клетки эпидермиса из листьев гороха низкомолекулярных хито-
занов с молекулярной массой 5, 6, 10, 25, 45 кДа и степенью деацетилирования (СД)  
85–99%, полученных при помощи химической деполимеризации и ферментативного ги-
дролиза. Низкомолекулярный хитозан вызывал модификацию плазматической мембра-
ны устьичных клеток, регистрируемую по изменению ее проницаемости для флуоресци-
рующего красителя йодида пропидия, и программируемую гибель эпидермальных 
клеток, определяемую по разрушению клеточных ядер. Эти эффекты были сходны с дей-
ствием коммерческого высокомолекулярного хитозана с молекулярной массой 290 кДа 
(СД 90%), проявлявшимся в более высоких концентрациях, чем в случае низкомолеку-
лярного хитозана. Губительное действие хитозана на клетки зависело в большей степени 
от СД и не проявлялось в концентрациях до 10 мкг/мл включительно. Низкомолекуляр-
ный хитозан усиливал образование активных форм кислорода в эпидермисе, детектируе-
мое по флуоресценции 2',7'-дихлорфлуоресцеина. Антиоксиданты нитросиний тетразо-
лий и пропилгаллат замедляли, а Н2О2 стимулировал этот процесс.
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Хитозан – линейный полисахарид, состоящий 
из остатков глюкозамина и N-ацетилглюкозамина, 
соединенных β-1,4-гликозидными связями. Его 
получают из хитина, основного структурного ком-
понента покровов членистоногих и клеточных сте-
нок грибов, путем частичного или полного деаце-
тилирования [1–6]. Благодаря свободным амино- 
группам в остатках глюкозамина хитозан является 
поликатионом в кислых средах. Это компонент 
клеточной стенки некоторых грибов [1, 3–5, 7].  
Хитозан и его производные проявляют антибакте-
риальную, антиоксидантную, иммуномодулирую-
щую и противоопухолевую активность, био-
совместимы (нетоксичны, слабоиммуногенны) 
и  биоразлагаемы. Они применимы в составе пле-
нок для упаковки и консервирования пищевых 
продуктов как пищевые добавки, как компонент 
фильтров для очистки воды, в косметике, в текс-
тильной промышленности, при создании лекар-
ственных форм, в составе ранозаживляющих пере-
вязочных материалов, в сельском хозяйстве для 
защиты семян и повышения урожайности [6, 8].

Хитозан способен вызывать приток Ca2+ в ци-
топлазму клеток растений, влиять на митоген-ак-
тивируемые протеинкиназы (MAPK, mitogen-
activated protein kinase), на экспрессию связанных 
с патогенезом генов PR (pathogenesis-related), обра-
зование каллозы (β-1,3-глюкана) в качестве изоли-
рующего материала в ответ на поранение клетки, 
вызывать накопление фитоалексинов, синтез фи-
тогормонов, повреждение ДНК, изменения хрома-
тина, образование активных форм кислорода 
(АФК) и иммунный (гиперчувствительный) ответ, 
сопровождающийся локальной гибелью клеток [3]. 
Хитозан обладает противовирусным действием: 
уменьшает некротические повреждения листьев 
растений, вызванные вирусами, в том числе виру-
сом табачной мозаики [3, 9]. Хитозан и его произ-
водные подавляют рост фитопатогенных грибов 
и  бактерий [5, 6]. Обработка хитозаном перспек-
тивна для увеличения срока хранения овощей 
и фруктов, их защиты от гнили и плесени [1, 3].

Хитин относится к элиситорам, способным 
инициировать иммунный ответ у растений. Ре-
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цепторы, связывающие хитин, не пригодны для 
распознавания хитозана [3]. Поиск белков на 
поверхности клеток листьев пшеницы, способ-
ных взаимодействовать с хитозаном, выявил не-
сколько возможных рецепторов хитозана: они 
связывают хитозан, расположены в плазмати- 
ческой мембране и обладают киназной актив-
ностью [10]. 

Чтобы проникнуть в клетки, многие фитопа-
тогены используют устьица на поверхности ли-
стьев растений. Обработка эпидермиса гороха 
хитозаном в концентрации 5 мкг/мл и выше вы-
зывала закрытие устьиц, которое сопровожда-
лось образованием АФК и NO [11]. Олигосаха-
риды на основе хитина и хитозана (октамеры из 
остатков N-ацетилглюкозамина и глюкозамина 
соответственно) обладали различным действием 
на замыкающие клетки устьиц (устьичные клет-
ки) Arabidopsis thaliana. Хитиновый олигосахарид 
индуцировал закрытие устьиц, а хитозановый 
октамер не вызывал закрытия устьиц, но в более 
высоких концентрациях (от 60 мкМ или 
~80  мкг/мл) индуцировал гибель устьичных  
клеток [12].

Хитозан вызывал программируемую клеточ-
ную смерть (ПКС) основных клеток эпидермиса 
(эпидермальных клеток) листьев гороха. ПКС ре-
гистрировали по разрушению клеточных ядер. За-
висимому от хитозана распаду ядер эпидермаль-
ных клеток предшествовали конденсация, 
маргинация хроматина и межнуклеосомная фраг-
ментация ДНК. Хитозан не приводил к разруше-
нию ядер устьичных клеток [13]. Анаэробиоз  
и антиоксиданты, в том числе митохондриально-
направленные антиоксиданты (SkQ), подавляли 
действие хитозана на ядра эпидермальных клеток 
[13, 14]. Хитозан-индуцированное разрушение 
ядер эпидермальных клеток листьев гороха чув-
ствительно к ингибиторам альтернативной окси-
дазы митохондрий, NADPH-оксидазы плазмати-
ческой мембраны, синтеза белка и аутофагии [13]. 
Хитозан увеличивал активность протеинкиназ 
в клетках эпидермиса листьев и стимулировал об-
разование АФК в устьичных клетках. При увели-
чении концентрации хитозана прекращалось раз-
рушение клеточных ядер, но наблюдалось 
повреждение плазматической мембраны, опреде-
ляемое по проникновению в клетки красителя  
йодида пропидия (PI) [15, 16].

Хитозан плохо растворим в воде. Для повыше-
ния растворимости его подвергают деполимериза-
ции, получая низкомолекулярный хитозан [2, 4].

Целью настоящей работы являлись исследо-
вание действия низкомолекулярного хитозана на 
клетки растений и сравнение его с действием вы-
сокомолекулярного хитозана. Объект исследова-
ния – эпидермис из листьев гороха, монослой 
клеток, удобный для обработки клеток реагентами 
и микроскопии.

Материалы и методы
Образцы низкомолекулярного хитозана полу-

чали с использованием химической деполимери-
зации и ферментативного гидролиза. При химиче-
ской деполимеризации высокомолекулярного 
хитозана использовали соляную кислоту. Для это-
го хитозан ресуспендировали в 6 М соляной кис-
лоте при перемешивании (3 ч, 90°С). Выход  
составлял 45–50% [2]. Для ферментативного  
гидролиза высокомолекулярного хитозана ис-
пользовали ферментный комплекс, продуцируе-
мый Myceliophthora sp. Для получения различных 
молекулярных масс (ММ) использовали различ-
ные соотношения фермент–субстрат. Реакцию 
проводили при рН 5,4–5,6, 37 ± 1°C, 15 мин.  
Выход образцов хитозана в зависимости от ММ 
составлял 50–80%. [17]. Полученные хитозаны 
были охарактеризованы с использованием  
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ММ) и  протонного магнитного резонанса (сте-
пень деацетилирования – СД). Свойства низко-
молекулярного хитозана и коммерческого хитоза-
на «Fluka» (Германия) с высокой ММ приведены 
в таблице.

Таблица

Свойства полученных образцов хитозана и хитозана  
фирмы «Fluka»

Хитозан Средневесовая 
молекулярная 

масса, кДа

Степень 
деацетилиро-

вания,%
низкомолекулярный 5 85
низкомолекулярный 6 98–99
низкомолекулярный 10 85
низкомолекулярный 25 98–99
низкомолекулярный 45 98–99
высокомолекулярный, «Fluka» 290 90

Опыты проводили на пленках эпидермиса, 
изолированных с нижней поверхности листьев 
11–19-суточных проростков гороха Pisum sativum 
L. сорта Альфа. Эпидермис представляет собой 
монослой из клеток двух типов: устьичных и эпи-
дермальных. Эпидермальные клетки являются ча-
стью симпласта листа – они соединены между со-
бой и с клетками мезофилла плазмодесмами. 
Устьичные клетки изолированны – плазмодесмы 
связывают только две соседние клетки устьица 
[18]. Растения выращивали в условиях периодиче-
ского освещения (свет/темнота – 16/8 ч) металло-
галогеновой лампой ДРиЗ Reflux, 250 Вт, с интен-
сивностью 70–100 мкЕ/(м2с) при 22–28°С. 
Пленки эпидермиса отделяли от нижней поверх-
ности листьев пинцетом, помещали в бидистил-
лированную воду (50 мл), добавляли хитозан (кон-
центрация отмечена на рисунках или в подписях 
к  ним) и инкубировали 30 мин при перемешива-
нии на магнитной мешалке (400 об./мин), а затем 
без перемешивания в темноте 2 ч (с последующим 
определением проницаемости плазматической 
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мембраны) или 22–24 ч (после чего оценивали 
разрушение клеточных ядер). Условия экспери-
ментов представлены в подписях к рисункам. 

Проницаемость плазматической мембраны 
клеток определяли с помощью флуоресцирующе-
го красителя PI, связывающегося с ДНК клеточ-
ных ядер и не проникающего через нативную 
мембрану [19]. Пленки эпидермиса окрашивали 
20 мин посредством 2 мкМ PI. Наблюдения про-
водили на флуоресцентном микроскопе Axiovert 
200M (Carl Zeiss, Германия). Флуоресценцию PI 
возбуждали светом 525–565 нм и регистрировали 
при 575–640 нм. Определяли долю клеток, в ядрах 
которых флуоресцирует PI, т.е. с проницаемой для 
PI плазматической мембраной.

ПКС регистрировали по разрушению клеточ-
ных ядер [20]. Эпидермис обрабатывали 5 мин 
фиксатором Батталья (смесь хлороформа,  
96%-ного этанола, ледяной уксусной кислоты 
и  40%-ного формалина в соотношении 5:5:1:1), 
промывали 10 мин этанолом и 5 мин водой для 
удаления фиксатора, окрашивали 40 мин гематок-
силином Карацци. Окрашенные пленки эпидер-
миса промывали водопроводной водой и исследо-
вали с помощью световой микроскопии. 
Определяли долю клеток с разрушенными ядра-
ми, а также клеток, лишенных ядер. 

В каждом варианте эксперимента исследовали 
300–650 клеток в 2–3 пленках эпидермиса. Экспе-
рименты повторяли 2–3 раза. Приводятся данные 
типичных экспериментов, указаны средние значе-
ния ± 95%-ные доверительные интервалы.

АФК в клетках детектировали по флуоресцен-
ции 2',7'-дихлорфлуоресцеина (DCF) [21]. Пленку 
эпидермиса, закрепленную на пластиковой пла-
стинке с помощью силиконового геля, помещали 
в кювету с 2 мл среды инкубации, содержащей 
50 мМ трицин-KOH, рН 7,8, с 35 мМ NaCl, 0,4 М 
сахарозы и 1 мМ MgCl2. В кювету последователь-
но добавляли нефлуоресцирующий диацетат 
2',7'-дихлорфлуоресцина (DCFH-DA) и другие ре-
агенты. DCFH-DA проникает в клетки через плаз-
матическую мембрану, деацетилируется  
внутриклеточными эстеразами и окисляется 
АФК, преимущественно Н2О2 с участием перок-
сидаз, превращаясь в флуоресцирующий DCF. 
В  образование DCF могут быть вовлечены ионы 
металлов переменной валентности и цитохром с, 
обладающий активностью, сходной с пероксидаз-
ной [22]. Флуоресценцию DCF измеряли на флуо-
риметре VersaFluor (Bio-Rad, США), возбуждая ее 
светом 485–495 нм и регистрируя при 515–525 нм.

Результаты и обсуждение
С использованием ферментативного гидроли-

за получены образцы хитозана с ММ 5 и 10 кДа 
и  СД 85%. Химической деполимеризацией полу-
чены хитозаны с ММ 6, 25, 45 кДа и СД 98–99% 
(таблица). Испытано действие этих препаратов на 

клетки эпидермиса из листьев гороха. В экспери-
ментах также использовали коммерческий  хито-
зан фирмы «Fluka» с ММ 290 кДа и СД 90%.

Хитозаны в концентрации 0,1 мг/мл с ММ 6, 
25 или 45 кДа после инкубации в течение 2,5 ч ин-
дуцировали проницаемость плазматической мем-
браны для PI у всех устьичных клеток (рис. 1). 
Препараты с ММ 5 или 10 кДа, а также хитозан 
«Fluka» не обладали подобным действием. Види-
мо, их эффект зависит не от ММ хитозана, а опре-
деляется его СД (таблица). Ни низкомолекуляр-
ные хитозаны (5, 6, 10, 25 или 45 кДа), ни 
высокомолекулярный хитозан «Fluka» не приво-
дили к разрушению ядер устьичных клеток. Хито-
зан с ММ 5–45 кДа после односуточной инкуба-
ции не вызывал ПКС эпидермальных клеток 
в отличие от коммерческого хитозана «Fluka», ко-
торый увеличивал долю клеток с разрушенными 
ядрами (рис. 1). 

Рис. 1. Действие образцов хитозана на проницаемость плазма-
тической мембраны устьичных клеток для PI и состояние ядер 
устьичных и эпидермальных клеток в пленках эпидермиса из 
листьев гороха. Пленки эпидермиса в бидистиллированной 
воде без добавок (контроль) или в суспензии 0,1 мг/мл хитоза-
на инкубировали 30 мин при перемешивании на магнитной 
мешалке. Затем инкубировали без перемешивания 2 ч, окра-
шивали PI и определяли количество клеток с флуоресценцией 
PI в клеточных ядрах или инкубировали 22 ч и определяли ко-
личество клеток с разрушенными ядрами. На рисунке отмече-
ны молекулярные массы образцов хитозана и вариант с хито-
заном фирмы «Fluka». Приведены средние значения  
± 95%-ные доверительные интервалы.

Исследован эффект хитозана с ММ 5 или 
6 кДа в более низкой концентрации: 3–30 мкг/мл. 
Из испытанных вариантов только хитозан 6 кДа 
в  концентрации 30 мкг/мл увеличивал проницае-
мость плазматической мембраны устьичных кле-
ток для PI (рис. 2). Разрушение ядер эпидермаль-
ных клеток посредством хитозана 5 кДа 
наблюдалось лишь при концентрации 30 мкг/мл.
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Рис. 2. Действие низкомолекулярных хитозанов на проницае-
мость плазматической мембраны устьичных клеток для PI 
и состояние ядер эпидермальных клеток в пленках эпидерми-
са из листьев гороха. Пленки эпидермиса в бидистиллирован-
ной воде без добавок (контроль) или в суспензии хитозана ин-
кубировали 30 мин при перемешивании на магнитной 
мешалке. Затем инкубировали без перемешивания 2 ч, окра-
шивали PI и определяли количество клеток с флуоресценцией 
PI в клеточных ядрах или инкубировали 24 ч и определяли ко-
личество клеток с разрушенными ядрами. На рисунке отмече-
ны молекулярные массы образцов хитозана и их концентра-
ции. Приведены средние значения ± 95%-ные доверительные 
интервалы.

Как было показано ранее [16], концентрация 
хитозана «Fluka», при которой происходило разру-
шение ядер эпидермальных клеток листьев горо-
ха, составляла 0,1 мг/мл. В более высокой концен-
трации (1 мг/мл) этот хитозан вызывал изменение 
плазматической мембраны устьичных клеток, ко-
торое приводило к проникновению в клетки кра-
сителя PI. Эти данные в сочетании с данными, 
представленными на рис. 1 и 2, свидетельствуют 
о  том, что испытанные препараты низкомолеку-
лярного хитозана повреждают плазматическую 
мембрану и разрушают ядра клеток в более низких 
концентрациях, чем хитозан «Fluka». В диапазоне 
3–100 мкг/мл не удалось обнаружить концентра-
цию, при которой разрушение ядер вызывал бы 
хитозан 6 кДа. 

Повреждение плазматической мембраны кле-
ток, по-видимому, препятствует разрушению ядер 
при ПКС, поскольку с разными образцами и кон-
центрациями хитозана его разрушительное дей-
ствие проявлялось либо в увеличении доли клеток 
с проницаемой для PI плазматической мембра-
ной, либо в повышении числа клеток с разрушен-
ными клеточными ядрами, но не то и другое  
совместно. Для прохождения PI в клетки доста-
точно 2 ч инкубации с хитозаном (после 30 мин 
обработки хитозаном при перемешивании), а для 
разрушения ядер – более длительный срок. Про-

никновение PI в клетки эпидермиса можно на-
блюдать, даже если клеточные ядра разрушены 
[16]. Низкомолекулярный хитозан с ММ 5 или 
6 кДа в концентрации 10 мкг/мл и ниже не вызы-
вает гибели клеток и деструктивных изменений 
клеточной мембраны (рис. 2).

Низкомолекулярный хитозан с ММ 5, 6 или 
10 кДа стимулировал образование АФК в эпидер-
мисе листьев гороха: рост флуоресценции DCF, 
образующегося из нефлуоресцирующего DCFH-DA 
(рис. 3). Такое же действие на клетки эпидермиса 
оказывал хитозан «Fluka» [15]. Антиоксиданты 
нитросиний тетразолий и пропилгаллат снижали 
скорость роста флуоресценции DCF, а Н2О2 уско-
рял ее рост (рис. 3). 

Рис. 3. Действие хитозана на флуоресценцию DCF в пленках 
эпидермиса из листьев гороха. Добавки: 20 мкМ DCFH-DA, 
0,1 мг/мл низкомолекулярного хитозана (молекулярные мас-
сы отмечены на рисунке), 0,2 мМ нитросинего тетразолия 
(НСТ), 1 мМ пропилгаллата (ПГ), 20 мкМ Н2О2. Прерывисты-
ми линиями отмечен рост флуоресценции DCF до добавки 
хитозана.

Генерация АФК – одна из наиболее быстрых 
реакций клеток растений на хитозан. Время, необ-
ходимое на ее проявление в устьичных клетках, 
составляет не более 5 мин [11]. После этого проис-
ходит закрытие устьиц, препятствующее проник-
новению патогенов. Такая реакция на патогенные 
грибы может стимулироваться хитиназами расте-
ний, которые гидролизуют хитин клеточных сте-
нок гриба до олигомеров, доступных для рецепто-
ров на плазматической мембране клеток растений. 
Для противодействия этой защите фитопатоген 
способен применять деацетилазы хитина, транс-
формирующие хитиновые олигосахариды в хито-
зановые, которые не только не распознаются  
хитиновым рецептором, но в высоких концентра-
циях могут вести к повреждению и гибели устьич-
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ных клеток, открывая патогену доступ в лист через 
устьица [12].

Таким образом, губительное действие хитоза-
на на клетки зависело в большей степени от СД 
и  не наблюдалось в концентрациях до 10 мкг/мл 
включительно. Низкомолекулярный хитозан с вы-
сокой СД (98–99%) индуцировал проницаемость 
плазматической мембраны для PI у устьичных 
клеток, действуя в более низкой концентрации, 
чем высокомолекулярный хитозан «Fluka». Все 
испытанные образцы низкомолекулярного хито-
зана в концентрации 0,1 мг/мл не вызывали раз-
рушения ядер эпидермальных клеток, в отличие 
от коммерческого хитозана. Низкомолекулярный 

хитозан (5, 6 или 10 кДа) усиливал образование 
АФК в эпидермисе.

Работа по получению и анализу низкомолеку-
лярных хитозанов частично поддержана Россий-
ским фондом фундаментальных исследований 
(проект № 20-016-00205). Работа выполнена при 
финансовой поддержке научно-исследователь-
ской работы (НИР) из средств федерального бюд-
жета (регистрационный номер НИР в ЦИТИС: 
АААА-А16-116021660081-0). Исследования прово-
дили без использования животных и без привле-
чения людей в качестве испытуемых. Авторы заяв-
ляют об отсутствии конфликта интересов.
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Effect of low molecular weight chitosan  
on epidermal cells from pea leaves
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The effect of low molecular weight (MW) chitosans with a MW of 5, 6, 10, 25, 45 kDa and a 
deacetylation degree (DD) of 85–99% obtained by chemical depolymerization and enzymatic 
hydrolysis on the cells of the epidermis of pea leaves was analyzed. Low MW chitosans 
induced guard cells plasma membrane damage, which was estimated from the change in its 
permeability for the fluorescent dye propidium iodide, and programmed death of epidermal 
cells determined from destruction of cell nuclei. These effects are similar to those of 
commercial high MW chitosan with a MW of 290 kDa, a DD of 90%, which was manifested at 
higher concentrations than with low MW chitosan. The destructive effect of chitosan on the 
cells was predominantly DD-dependent, and it was not produced at concentrations up to 
10 μg/ml inclusive. Low MW chitosan enhanced the generation of reactive oxygen species in 
the epidermis, which was detected by monitoring the fluorescence of 2',7'-dichlorofluorescein. 
The antioxidants nitroblue tetrazolium and propyl gallate inhibited, and Н2О2 accelerated 
this process.
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