
ИЗУЧЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ РЕСУРСОВ РАСТЕНИЙ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МЕТОДОВ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕНЕТИКИ

Протеолитическая деградация белков семян видов вики (Vicia L. 
subgenus Vicia) секции Peregrinae Kupicha при SDS-электрофорезе 
и её предотвращение

Научная статья
УДК 633.352:581.48:577.112:577.156
DOI: 10.30901/2658-6266-2024-3-o2

Ал. В. Конарев1, Э. Э. Егги2, Т. Г. Александрова2

1Всероссийский научно-исследовательский институт защиты растений, Санкт-Петербург, Россия
2Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений имени Н.И. Вавилова, Санкт-
Петербург, Россия

Автор, ответственный за переписку: Александр Васильевич Конарев, alv-konarev@yandex.ru

Актуальность. SDS-электрофорез белков семян благодаря своей простоте и хорошей воспроизводимости результатов широко используется 
при изучении генофонда бобовых и других растений, видовой и сортовой идентификации, анализе внутривидовой изменчивости, а также 
регистрации коллекционного материала. Данные, полученные этим методом, хорошо согласуются с результатами анализа ДНК или служат 
дополнением к ним. Как правило, белки семян бобовых, включая представителей рода Vicia L., подвергнутые SDS-электрофорезу, образуют 
чёткие информативные спектры. При анализе белков многих образцов семян видов вики секции Peregrinae Kupicha при использовании 
стандартных подходов, разработанных ранее в ВИР и одобренных ISTA (the International Seed Testing Association), не удалось получить 
чёткие электрофоретические спектры. Это поставило под вопрос применимость стандартных подходов к идентификации видов вики 
из секции Peregrinae. Задача работы  – выяснение причин деградации белков семян у представителей секции Peregrinae и нахождение 
путей её предотвращения для обеспечения возможности проведения видовой идентификации и регистрации образцов коллекции вики 
с  использованием единого подхода. Материалы и методы. Белки семян ряда видов вики Vicia  L. subgenus Vicia из секций Bithynicae 
(B.  Fedtsch.) Maxted, Hypechusa (Alef.) Aschers.  et Graebner, Microcarinae Maxted и Peregrinae Kupicha были проанализированы методом 
SDS-электрофореза с использованием стандартного способа экстракции белков из муки с использованием 0,025  M трис-глицинового 
буфера pH  8,3 при комнатной температуре и его модификаций, включающих нагревание экстракта при 80оС или 100оС с добавлением 
2-меркаптоэтанола или без него, а также добавление ингибиторов цистеиновых и сериновых протеаз. Результаты и их обсуждение. 
Анализ белков семян представителей большинства секций подрода Vicia обеспечил получение информативных видоспецифичных белковых 
спектров, тогда как для образцов видов секции Peregrinae было характерно формирование спектров, которые свидетельствовали в пользу 
деградации белков, причем виды этой секции отличались по частоте встречаемости таких спектров. Так, если у семи образцов V. aintabensis 
Boiss & Hausskn. ex Boiss различного географического происхождения, года и места репродукции все семена давали такие спектры, в то 
время как у V. peregrina L. 12 из 13 образцов давали спектры частично или полностью деградированных белков, то у V. michauxii Sprengel 
полноценные спектры были получены для белков семян шести образцов из девяти. Изменение условий выделения белков из муки, 
а именно замена экстракции с использованием трис-глицинового буфера pH 8.3 при комнатной температуре на экстракцию с применением 
аналогичного буфера с кратковременным нагреванием при 100оС в присутствии 2-меркаптоэтанола позволило получить полноценные 
белковые спектры почти у всех проанализированных образцов представителей секции Peregrinae. Белковые спектры представителей других 
секций вики, а также спектр белков сои, используемый в качестве стандарта при видовой идентификации бобовых, в модифицированных 
условиях не отличались от исходных. Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что деградация белков у видов 
секции Peregrinae связана с аномальной активностью эндогенных протеаз семян при стандартных условиях экстракции белков, 
причем данный признак детерминирован генотипически. Новая модификация метода выделения белков из семян позволяет применять 
общепринятые подходы, основанные на SDS-электрофорезе, к анализу генофонда видов вики секции Peregrinае и других видов Vicia.
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Background. Due to its simplicity and good reproducibility, SDS-electrophoresis of seed proteins is widely used for investigating the gene pool 
of legumes and other plants, for species and varietal identification, analyzing the intraspecific variability, and registering collection material. The 
data obtained by this method agree well with the DNA analysis results complement them. Typically, legume seed proteins, including representatives 
of the genus Vicia  L., show clear informative SDS electrophoretic profiles. When analyzing seed accessions of vetch species of the section 
Peregrinae Kupicha using standard approaches previously developed at VIR and approved by ISTA (the International Seed Testing Association), 
clear electrophoretic protein profiles could not be obtained for many accessions. This called into question the applicability of standard approaches to 
identifying vetch species in the section Peregrinae. The objective of the work was to clarify the nature of seed proteins degradation in representatives 
of the Peregrinae section and to find ways to prevent it to ensure the possibility of carrying out species identification and registration of all accessions 
in the vetch collection using a unified approach. Material and methods. Seed proteins of a number of vetch species Vicia L. from sections Bithynicae 
(B. Fedtsch.) Maxted, Hypechusa (Alef.) Aschers. et Graebner, Microcarinae Maxted and Peregrinae, members of the subgenus Vicia, were analyzed 
by SDS-electrophoresis using the standard method of protein extraction from flour with 0.025 M Tris-glycine buffer pH 8.3 at room temperature 
and its modifications, including heating the extract at 80°C or 100°C with or without the addition of 2-mercaptoethanol, as well as the addition of 
cysteine and serine protease inhibitors. Results and discussion. An analysis of seed proteins of representatives of most sections of the subgenus Vicia 
yielded informative species-specific protein profiles, whereas species of the section Peregrinae were characterized by the protein profiles, which 
indicated protein degradation, and species of this section differed in the frequency of such profile occurrence. While such profiles were obtained 
for all seeds of seven accessions of V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex Boiss differing in geographical origin, year and place of reproduction, and 
12 out of 13 of V. peregrinа L. accessions demonstrated profiles of partially or completely degraded proteins, complete seed protein profiles were 
obtained for six out of nine V. michauxii Sprengel accessions. A change in conditions for protein isolation, namely replacement of their extraction 
from flour with Tris-glycine buffer pH 8.3 at room temperature with extraction in the same buffer by a short-term heating at 100°C in the presence of 
2-mercaptoethanol, made it possible to obtain complete protein profiles for all accessions representing the section Peregrinae. The protein profiles of 
representatives of other vetch sections, as well as the profile of soybean proteins used as a standard for legume species identification, did not differ 
from the original ones under the modified conditions. Conclusions. The obtained results suggest that protein degradation in species of the Peregrinae 
section is associated with the abnormal activity of endogenous seed proteases under standard protein extraction conditions, and this trait is determined 
genotypically. A new modification of the method for isolating proteins from seeds makes it possible to apply the generally accepted approaches based 
on SDS-electrophoresis in the analysis of the gene pool of the Peregrinae section of the subgenus Vicia, as well as other vetch species.
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Введение

Род Vicia  L. включает ряд видов, имеющих пищевое 
и кормовое значение, а также множество диких видов, 
являющихся существенной частью природных экоси-
стем (Maxted, 1993, 1994; Ali, Osman, 2020; Salehi et  al., 
2021). Виды вики, как и многие другие бобовые, явля-
ются важными источниками белка, богатого незамени-
мыми аминокислотами, обладающего к тому же ценны-
ми для человека биологическими активностями (Kuerban 
et  al., 2020; Tripathy, 2018; Warsame et  al., 2018; Dhull 
et  al., 2022; Salehi et  al., 2021). Повышение продуктив-
ности и улучшение пищевых и кормовых качеств видов 
вики, как и других бобовых культур, возможно, в част-
ности, за счет более широкого привлечения в селекцию 
доноров генов ценных признаков. Важным направлени-
ем при работе с генофондом культурных растений являет-
ся структурирование сведений о нем, включающее выяс-
нение разнообразия, решение вопросов систематики и 
филогении видов, а также регистрацию коллекционных 
образцов (Konarev, 2000; Konarev et al., 2019b). В настоя-
щее время при изучении генофонда бобовых, включая 
виды вики, в дополнение к фенотипической оценке широ-
ко применяются методы электрофоретического анализа 
запасных белков, изоферментов, ингибиторов ферментов 
(Konarev et al., 2002; Leht, Jaaska, 2019; Ali, Osman, 2020; 
Bobkov, Bashkirova, 2022), а также кариологии и моле-
кулярной биологии (Caputo et  al., 2013; Wu et  al., 2021; 
Bosmali et  al., 2022, López-Román et  al., 2024). В ВИР 
при регистрации коллекционного материала, видовой 
и сортовой идентификации, определении чистоты репро-
дуцированных семян, а также подборе материала в каче-
стве исходного для селекции бобовых (сои, люпина, кле-
вера, козлятника, вики и других) на протяжении многих 
лет успешно используется SDS-электрофорез запасных 
белков семян, при котором компоненты спектра белков 
обозначаются по «соевой шкале», построенной на пози-
циях компонентов стабильного по составу спектра бел-
ков культурной сои (Glycine max L.) (Tarlakovskaya et al., 
1990; Eggi, 2013; Eggi, 2015; Mazin, Eggi, 2021). Разрабо-
танные в ВИР подходы были положены в основу методов 
идентификации и регистрации образцов коллекции видов 
и сортов бобовых, официально признанных стандартны-
ми международной организацией семенного контроля 
ISTA (the International Seed Testing Association) (Konarev, 
2000). Эти методы не потеряли актуальность и с внедре-
нием ДНК-маркеров. Они, в целом, характеризуются 
простотой, дешевизной и высокой воспроизводимостью 
результатов, которые, как правило, хорошо согласуют-
ся с  данными как морфологического анализа, так и  ана-
лиза ДНК или служат эффективным дополнением к ним 
(Potokina et  al., 2000, 2003; Ali, Osman, 2020). SDS-элек-
трофорез запасных белков семян широко использует-
ся в разных странах при решении вопросов разнообра-
зия и таксономических взаимосвязей видов вики (Khalik, 
Al-Gohary, 2013; Bechkri et  al., 2017; Ali, Osman, 2020; 

Mirali et al., 2007; El-Badan et al., 2021; Yassen et al., 2022; 
Hasan, Haddad, 2023), для определения типа опыления 
для последующих скрещиваний (Tripathy, 2018; Mirali, 
2005), для идентификации видов и сортов (Barratt, 1980; 
Eggi, Aleksandrova, 2022), в том числе, проверки под-
линности сортового материала, сортовой аутентичности 
семян (Eggi, Aleksandrova, 2019), а также при регистра-
ции коллекционных образцов. Установлено, что компо-
нентный состав электрофоретического спектра белков 
семян вики, как и других бобовых, в подавляющем чис-
ле случаев не зависит от места и условий произраста-
ния образцов (Mirali et al., 2007; Khalik, Al-Gohary, 2013), 
что обеспечивает стабильность результатов и упрощает 
их интерпретацию. Компонентный состав электрофоре-
тического спектра запасных глобулинов, например, Vicia 
faba  L. остается практически неизменным при хране-
нии семян в течение 30 лет при комнатной температуре 
(Piotrowicz-Cieślak et al., 2020).

В суммарном электрофоретическом спектре белков 
семян видов рода Vicia основными по интенсивности 
являются компоненты характерных для бобовых запас-
ных глобулинов 11S и 7S – легумина и вицилина соответ-
ственно (Warsame et al., 2018; Tripathy et al., 2018; Eggi, 
Aleksandrova, 2019).

Помимо запасающей роли в качестве источника ами-
нокислот при прорастании или пищевой ценности для 
человека и животных (Tipathy, 2018; Warsame et al., 2018; 
Dhull et  al., 2022), глобулины семян разных видов вики, 
как и других бобовых, обладают множеством различных 
биологических активностей, включая защитную в отно-
шении микроорганизмов (Wong, Ng, 2011) или терапевти-
ческую (Dhull et al., 2022; Kuerban et al., 2020).

Белковый комплекс семян бобовых, визуализируемый 
в электрофоретическом спектре, формируется при созре-
вании в результате экспрессии ряда структурных генов 
и  многоступенчатой модификации полипептидов слож-
ным набором протеаз (Scholz et al., 1983; Warsame et al., 
2018). В этих процессах участвует не менее четырех 
папаин-подобных и четырех легумаин-подобных цисте-
иновых протеаз, кодируемых мультигенными семья
ми (Muntz, 1996; Fischer et  al., 2000). Действие протеаз 
регулируется как уровнем экспрессии генов, так и  пре-
вращением неактивных зимогенов в активные фер-
менты в  результате процессинга. Частичный протео-
лиз начинается вскоре после биосинтеза глобулинов 
в  развивающемся семени (Müntz et  al., 1996). Вицилин 
и  легумин откладываются в белковых телах в семядо-
лях и зародышевой оси семян вики (Schlereth et al., 2000). 
В  нормальных условиях сформировавшийся белковый 
комплекс сохраняется неизменным до этапа прорастания 
семян, на котором полипептиды деградируют в резуль-
тате последовательной активации компонентов сложного 
набора протеаз, в основном, цистеиновых (Ribeiro et  al., 
2004). Часть протеаз образуются еще при созревании 
и остаются неактивными в белковых телах до прораста-
ния (Müntz et  al, 2001). Вначале деградируют глобули-
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ны в зародышевой оси и лишь через двое суток в семядо-
лях, при этом первыми разрушаются вицилины (Schlereth 
et  al., 2000). По-видимому, изменение конформации 
запасных белков при прорастании семян инициирует их 
деградацию легумаин-подобными протеазами (Müntz, 
Shutov, 2002; Shutov et al., 2012; Kakhovskaya et al., 2019).

SDS-электрофорез белков семян в исполнении раз-
ных исследователей показал свою эффективность при 
анализе разнообразия и филогении большинства пред-
ставителей основных групп видов  – секций  – рода Vicia 
(Khalik, Al-Gohary, 2013; El-Badan et al., 2021). К подроду 
Vicia принадлежат экономически значимые виды, в част-
ности V.  faba и V.  sativa L. (Maxted, 1994). При проведе-
нии работ по регистрации образцов видов Vicia subgenus 
Vicia из коллекции ВИР этим методом белки семян боль-
шинства образцов видов V.  peregrina L., V.  aintabensis 
Boiss.  & Hausskin и V.  michauxii Sprengel не дали чет-
ких спектров в отличие от белков представителей других 
видов этого подрода. Это обстоятельство воспрепятство-
вало осуществлению регистрации образцов трёх видов 
и поставило вопрос о степени применимости электрофо-
реза для поставленных задач. Известно, что деградация 
белков покоящихся зрелых семян различных растений 
может быть вызвана как аномальной активностью эндо-
генных протеаз, в частности при неблагоприятных погод-
ных условиях до уборки урожая (Dorrian et  al., 2023), 
так и  протеазами насекомых-вредителей (Konarev et  al., 
2019a; Konarev, 2020) или патогенных грибов (Peršić 
et al., 2023; Zhu et al., 2023).

По данным морфологического, биохимическо-
го, кариологического и молекулярного анализов виды 
V.  peregrina  L., V.  aintabensis Boiss. & Hausskin.  ex Boiss 
and V.  michauxii Sprengel выделяют в секцию Peregrinae 
Vicia subgenus Vicia. (Maxted,1994; Frediani et  al., 2005; 
Jaaska, Leht, 2007; Caputo et al., 2013; Bosmali et al., 2022).

Задача работы  – попытаться выяснить приро-
ду деградации белков семян у представителей секции 
Peregrinae и найти пути её предотвращения для обеспе-
чения возможности проведения видовой идентификации 
и регистрации образцов многовидовой коллекции вики 
с  использованием единого подхода. В качестве рабочей 
гипотезы деградацию белковых спектров авторы связали 
с аномальной активностью протеаз в семенах.

Материалы и методы

В изучении находились 94 образца семян 13 видов 
вики (Vicia  L. subgenus Vicia, сем. Fabaceae, входя-
щих в секции Bithynicae (B. Fedtsch.) Maxted, Hypechusa 
(Alef.) Aschers.  et Graebner, Microcarinae Maxted 
и  Peregrinae из коллекции Всероссийского институ-
та генетических ресурсов растений имени Н.И.  Вави-
лова (ВИР). Главными объектами изучения были 
представители видов вики секции Peregrinae: 13 образ-
цов V.  peregrina  L., 7 образцов V.  aintabensis Boiss.  & 
Hausskin.  ex Boiss., 9 образцов V.  michauxii Sprengel. 

Образцы поступили в коллекцию из Средиземноморья, 
Закавказья, Центральной Азии. В SDS-электрофорезе 
использовались семена образцов коллекции вики, репро-
дуцированные в полевых условиях на опытных станци-
ях (ОС) ВИР – Адлерской (АОС) в Краснодарском крае, 
Дагестанской (ДОС) рядом с Дербентом, Екатеринин-
ской (ЕОС) в Тамбовской области, а также в полевых 
и  тепличных условиях Научно-производственной базы 
«Павловские и Пушкинские лаборатории ВИР» (НПБ 
ВИР) в Ленинградской области в период 2010-2023 годов. 
Семена оригинальных образцов, впервые поступивших 
в коллекцию ВИР, и семена от их репродукции не име-
ли внешних признаков прорастания или поражения насе-
комыми или патогенами. Информация об использован-
ном в  исследовании семенном материале, совмещенная 
с полученными результатами, представлена в таблицах 1, 
2 в разделе «Результаты и их обсуждение».

Для электрофоретического анализа белки экстраги-
ровали из отдельных семян (5-20 семян на образец) по 
стандартной методике, принятой в ВИР для регистрации 
образцов двудольных культур и утвержденной Между-
нородной Ассоциацией по Тестированию Семян (ISTA) 
для анализа образцов гороха (Konarev, 2000). Пять мил-
лиграммов муки семян настаивали в 140  мкл 0,025  M 
трис-глицинового буфера рН  8,3 в течение 40  мин при 
комнатной температуре, осадок муки удаляли центри-
фугированием. Чтобы определить возможную причи-
ну деградации белков при их экстракции из муки, приго-
товленной из семян одних образцов, и отсутствие такой 
деградации при экстракции белков из муки других образ-
цов навески муки из тех и других семян перед экстракци-
ей смешивали в соотношении 1:4, 1:1 и 4:1.

Для подавления возможной активности протеаз, стан-
дартную методику выделения белков модифицирова-
ли и  использовали шесть различных вариантов, остав-
ляя неизменным 0,025  M трис-глициновый электродный 
буфер рН 8,3):

а) с нагреванием – 
экстракция из муки с использованием буфера
	 c 5% 2-меркаптоэтанолом на водяной бане при 

80оC в течение 15 мин;
	 без 2-меркаптоэтанола на кипящей водяной бане 

(100оC) в течение 2-5 мин;
	 с 5% 2-меркаптоэтанолом на кипящей водяной 

бане (100оC) в течение 2-5 мин;
б) без нагревания –
экстракция из муки c добавлением ингибиторов 

цистеиновых протеаз
	 1-10 мM пара-хлормеркурибензоата Na (PCMB-Na)
	 1-10 мM иодацетамида;
экстракция из муки с добавлением ингибитора сери-

новых протеаз – 1-10 мM фенил метилсульфонил фтори-
да (PMSF).

В случае выделения белков с нагреванием муку зали-
вали предварительно разогретым до требуемой темпе-
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ратуры экстрагентом и помещали пробирку на водяную 
баню.

Электрофорез белков проводили в 12,5% ПААГ в дис-
социирующей системе с 0,001% додецилсульфатом 
натрия (SDS-электрофорез) по Лэммли (Laemmli, 1970). 
Гели окрашивали красителем Coomassie R-250.

Процедуры электрофореза, обработки гелевых пла-
стин и регистрации спектров подробно описаны для 
белков двудольных растений на примере семян люпи-
на узколистного (Eggi, 2013). В качестве стандартного 
использовали спектр белков сои Glycine max сорта ‘Ком-
сомолка’ (номер каталога ВИР к-5950). Компоненты спек-
тра белков обозначали по «соевой шкале» (Eggi, 2013). 
Электрофоретический анализ проводили в трёх повтор-
ностях.

Для выявления возможной протеолитической актив-
ности в экстрактах из семян в качестве субстрата 
использовали желатиновый слой фотопленки (Konarev 
et  al.,1999, 2019a). Белковые экстракты подвергали изо-

электрофокусированию (ИЭФ) в гелях Phast pH  3-9 на 
аппарате PhastSystem (Amersham Biosciences, Великобри-
тания). На гель накладывали фотопленку Фото-65, смо-
ченную раствором 0,1 M NaH2PO4 pH 5,0 c 0,1 M дитио
эритритолом (для выявления цистеиновых протеаз) или 
раствором 0,1 M Na2HPO4 pН 8,5 (для выявления серино-
вых протеаз), и инкубировали «сэндвич» при 37oC в тече-
ние часа. О наличии протеаз судили по появлению про-
зрачных полос на тёмном фоне.

Результаты и их обсуждение

Проведенный анализ белков семян 94 образцов видов 
вики из четырёх секций подрода Vicia методом SDS-
электрофореза в абсолютном большинстве случаев позво-
лил получить чёткие белковые спектры, отражающие 
видовую специфичность и внутривидовую изменчивость 
образцов и служащие основой для регистрации коллекци-
онного семенного материала (рис. 1, табл. 1).

Рис. 1. Спектры белков семян видов вики (Vicia L.) – представителей секций Microcarinae Maxted, 
Hypechusa (Alef) Asch. & Graebner, Peregrinae Kupicha и Bithynicae (B. Fedtsch.) Maxted подрода 

Vicia, разделённых методом SDS-электрофореза при стандартных условиях выделения.
Fig. 1. The profiles of seed proteins of vetch species (Vicia L.) representing sections Microcarinae 
Maxted, Hypechusa (Alef) Asch. & Graebner, Peregrinae Kupicha and Bithynicae (B. Fedtsch.) 
Maxted subgenus Vicia, separated by SDS-electrophoresis under standard isolation conditions.

V. dio – Vicia dionysiensis Mout.; hyr – V. hyrcanica Fischer & C. Meyer; ass – V. assyriaca Boiss.; tig – V. tigridis Mout.; 
noe – V. noeana (Reuter in Boiss.) Boiss.; lut – V. lutea L.; hyb – V. hybrida L.; mel – V. melanops Sibth. & Smith; mol – 

V. mollis Boiss. & Hausskn. ex Boiss; per – V. peregrina L.; ain – V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex Boiss; mic – V. michauxii 
Sprengel; bit – V. bithynica L.; G. m – соя Glycine max (L.) Merr. сорт ‘Комсомолка’  

(к-5950)/ G. m – soybean Glycine max (L.) Merr. cv. ‘Komsomolka’ (k-5950).
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Таблица 1. Результаты SDS-электрофореза образцов некоторых видов вики из четырёх секций 
подрода Vicia и определение типа (полноценный или «деградированный») спектра белков семян

Table 1. Results of SDS-electrophoresis of accessions of some vetch species from four sections of 
the subgenus Vicia and the determined type (complete or degraded) of seed protein profiles

№
п/п/ 
No.

Вид/ Species

Секция 
по/ Section 
according to 
Maxted (1993)

Число образцов/ Number of accessions

исследованных/
studied

c полноценными 
спектрами/
with complete 
profiles

с «деградированными» 
спектрами/ with 
degraded profiles

1 Vicia. dionysiensis Mout. Microcarinae 
Maxted 1 1 0

2 V. assyriaca Boiss.

Hypechusa 
(Alef.) Asch. & 
Graebner

1 1 0
3 V. tigridis Mout. 1 1 0

4 V. hyrcanica Fisch. et 
C.A. Mey. 20 20 0

5 V. noeana Reut. ex Boiss. 2 2 0
6 V. lutea L. 26 26 0
7 V. hybrida  L. 4 4 0

8 V. melanops Sibth. et 
Smith 2 2 0

9 V. mollis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. 1 1 0

10 V. peregrinа L.
Peregrinae 
Kupicha

13 1 12

11 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. 7 0 7

12 V. michauxii Sprengel 9 6 3

13 V. bithynica (L.) L.
Bithynicae 
(B. Fedtsch. ex 
Radzhi) Maxted 

7 7 0

Итого 94 72 22

Рис. 2. Электрофоретические спектры белков отдельных семян образцов* видов вики из секции 
Peregrinae Kupicha при стандартных условиях выделения 

Дорожки №№ 1-13 – Vicia peregrinа L., 14-16 – V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex Boiss,  
17-24 – V. michauxii Sprengel. G.  – соя Glycine max (L.) Merr. сорт ‘Комсомолка’ (к-5950). 

*Информация о соответствии дорожек образцам видов вики приведена в таблице 2

Fig. 2. Electrophoretic profiles of proteins of individual seeds of accessions*of vetch species from the section 
Peregrinae Kupicha under standard isolation conditions 

Lanes №№ 1-13 – Vicia peregrina L., 14-16 – V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex Boiss,  
17-24 – V. michauxii Sprengel. G. – soybean Glycine max (L.) Merr. cv. ‘Komsomolka’ (k-5950). 

*Information on the correspondence of lanes to vetch accessions is given in Table 2
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Анализ видовой специфичности спектров бел-
ков не являлся задачей данной работы и будет приве-
дён в отдельной публикации. Однако, в ходе исследова-
ний было обнаружено, что у ряда образцов видов секции 
Peregrinae в стандартных условиях эксперимента белки 
семян не формируют полноценные спектры электрофо-
ретических компонентов с молекулярной массой в интер-
вале от 14 до 160  кДа, а дают лишь группу низкомоле-
кулярных и преимущественно диффузных компонентов. 
В последнем случае мы ввели обозначение «дегради-
рованный» белковый спектр, например, такой спектр 
характеризует образец к-37635 V.  aintabensis (см  рис.1). 
При этом деградируют как компоненты вицилина, так 
и легумина. Полипептиды этих белков идентифици-

руются в  полноценных белковых спектрах различных 
бобовых, (в  том числе видов вики, включая, например, 
V.  sativa) как интенсивные компоненты в зонах ~20, ~40 
(11S) и  ~60 (7S)  кДа (Eggi, Aleksandrova, 2019). В связи 
с обнаруженной деградацией белков семян видов вики 
секции Peregrinae при SDS-электрофорезе был проведён 
более детальный электрофоретический анализ 29 образ-
цов семян видов V.  peregrina  L., V.  aintabensis Boiss  & 
Hausskn. ex Boiss, и V. michauxii Sprengel различного гео-
графического происхождения, репродуцированных в раз-
ных регионах России (рис. 2, см. табл. 2). На рис. 2 пока-
заны спектры, характерные для большинства изученных 
образцов.

Таблица 2. Образцы семян видов вики из секции Peregrinae Kupicha Vicia L. 
subgenus Vicia, исследованные методом SDS-электрофореза

Table 2. Seed accessions of vetch species from the section Peregrinae Kupicha, 
Vicia L. subgenus Vicia, studied by SDS-electrophoresis

№/ No. Вид/ Species
№ по каталогу 

ВИР/ VIR 
catalogue No.

Происхождение/ 
Origin

Репродукция/ Reproduction № дорожки 
на рис. 2/ 

Lane No. in 
Fig. 2

место/place год/year

1 Vicia peregrina L к-36845 Сирия АОС ВИР 2019 1
2 V. peregrinа L. к-36769 Армения АОС ВИР 2017 2
3 V. peregrinа L. к-36771 Азербайджан АОС ВИР 2017 3
4 V. peregrinа L. к-36065 Грузия ЕОС ВИР 2021 4
5 V. peregrinа L. к-37887 Узбекистан АОС ВИР 2020 5
6 V. peregrinа L. к-35385 Кыргызстан ЕОС ВИР 2021 6
7 V. peregrinа L. к-35190 Туркменистан АОС ВИР 2017 7
8 V. peregrinа L. к-36766 Таджикистан ЕОС ВИР 2021 8
9 V. peregrinа L. к-35794 Афганистан АОС ВИР 2017 9
10 V. peregrinа L. к-35121 Туркменистан АОС ВИР 2017 10
11 V. peregrinа L. к-35223 Азербайджан ЕОС ВИР 2021 11
12 V. peregrinа L. к-37713 Армения АОС ВИР 2020 12
13 V. peregrinа L. к-35196 Грузия АОС ВИР 2017 13

14 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37583 Италия НПБ ВИР 2022 -

15 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37590 Сирия НПБ ВИР 2023 -

16 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37597 Турция НПБ ВИР 2022 -

17 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37637 Турция ДОС ВИР 2022 14

18 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37634 Сирия ЕОС ВИР 2022 15

19 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37635 Сирия ЕОС ВИР 2022 16

20 V. aintabensis Boiss. & 
Hausskn. ex Boiss. к-37636 Сирия НПБ ВИР 2016 -

21 V. michauxii Sprengel к-37862 Сирия АОС ВИР 2018 17
22 V. michauxii Sprengel к-37532 Турция АОС ВИР 2016 18
23 V. michauxii Sprengel к-37534 Турция АОС ВИР 2016 19
24 V. michauxii Sprengel к-36721 Армения ЕОС ВИР 2021 20
25 V. michauxii Sprengel к-35113 Узбекистан АОС ВИР 2017 21
26 V. michauxii Sprengel к-35098 Узбекистан ЕОС ВИР 2021 22
27 V. michauxii Sprengel к-35149 Кыргызстан ЕОС ВИР 2021 23
28 V. michauxii Sprengel к-31487 Таджикистан АОС ВИР 2016 24
29 V. michauxii Sprengel к-36060 Армения АОС ВИР 2017 -
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В стандартных условиях электрофореза из 13 проана-
лизированных образцов V. peregrinа семена десяти образ-
цов давали размытые, «деградированные» спектры. Толь-
ко один образец (к-35223) сформировал полноценные 
спектры и семена двух образцов (к-35385 и к-37887) дали 
«переходные» спектры от полноценного до «деградиро-
ванного», причем частично «деградированные» спектры 
содержали отдельные четкие компоненты. Большинство 
компонентов «деградированных» спектров характеризо-
вались значительно более низкой молекулярной массой, 
по сравнению с компонентами полноценных спектров. 
Наиболее высокомолекулярные компоненты в большин-
стве случаев оставались неизменными, за исключением 
случаев спектров белков отдельных семян образца (№5 
к-37887). Заметим, что «деградированные» спектры бел-
ков большинства образцов содержали два сходных, чётко 
сформированных высокомолекулярных компонента.

Все семена семи проанализированных образцов вида 
V.  aintabensis, происходящих из Италии, Сирии, Тур-
ции и  репродуцированных в НПБ ВИР, ЕОС ВИР, ДОС 
ВИР и АОС ВИР в период с 2010 по 2023 год (см. табл. 2) 
в  разных постановках электрофореза дали «деградиро-
ванные» спектры (некоторые из них – спектры №№14-16 – 
представлены на рис. 2). Лишь единичные семена образ-
цов к-37590 и к-37597 дали частично «деградированные» 
спектры (спектры не представлены). В целом, очевидно, 
что деградация белков у образцов данного вида не зави-
села от происхождения, а также от места и года репродук-
ции семян.

У третьего представителя секции Peregrinae  – вида 
Vicia michauxii – все семена у четырех образцов (к-35113, 
к-35098, к-35149, к-31487 – спектры №№ 21-24) дали пол-
ноценные спектры, у двух (к-37862, к-37534  – cпектры 
№№17, 19)  – полностью «деградированные», и у двух 
(к-37532, к-36721 – спектры №18, 20) – частично «дегра-
дированные». У образца к-36721 (спектр №20) хорошо 
видно усиление интенсивности отдельных компонентов 
в  нижней части спектра и деградация высокомолекуляр-
ных компонентов.

Наиболее вероятной причиной деградации белков 
семян проанализированных видов вики секции Peregrinae 
является действие протеаз, эндогенных или чужерод-
ных, проявляющих активность в стандартных услови-
ях эксперимента, включающих экстракцию белков из 
семян 0,025 M трис-глициновым буфером pH 8,3 (см. раз-
дел «Материалы и методы»). Использование в качестве 
экстрагента 0,14 M NaCl или 0,1 M мочевины приводило 
к тем же результатам (результаты не приведены). Семе-
на вики, дающие «деградированные» белковые спектры, 
не имели признаков прорастания, при котором протео-
литическая активность в семенах резко возрастает, или 
внешних признаков повреждения насекомыми-вредите-

лями или патогенами. Несмотря на это, была осуществле-
на попытка выявить протеазы, ответственные за деграда-
цию белков. Использование ИЭФ и наслаивание на гель 
желатиновой фотопленки, смоченной соответствующи-
ми растворами, как правило, позволяет выявлять актив-
ные в прорастающих или в поврежденных вредителями 
семенах цистеиновые или сериновые протеазы (Konarev, 
Fomicheva, 1991; Konarev et  al., 2019a). В экстрактах из 
семян вики, дающих как полноценные, так и «дегради-
рованные» спектры, следов протеолитической актив-
ности данным методом выявить не удалось (результа-
ты не представлены). Также не удалось предотвратить 
деградацию белков добавлением в экстрагент ингиби-
торов цистеиновых (PCMB-Na и иодацетамида) и сери-
новых протеаз (PMSF) (варианты модификаций условий 
экстракции описаны в разделе «Материалы и методы»; 
на рисунках не представлено). Среди причин подобных 
результатов можно предположить неспособность протеа-
зы (или протеаз), деградирующей белки семян вики при 
стандартных условиях выделения, гидролизовать живот-
ный белок желатин, а также нечувствительность данной 
протеазы к использованным в эксперименте ингибито-
рам. Семена вики содержат чрезвычайно сложный набор 
протеаз, которые отличаются как по субстратной специ-
фичности, так и по отношению к ингибиторам. Так, было 
показано, что у вики посевной (V. sativa)  только протеазы 
CPR2 и протеаза А были активны по отношению к жела-
тину, тогда как протеаза CPR1 не гидролизовала данный 
субстрат, но, как и две упомянутые протеазы, гидролизо-
вала глобулины семян. В свою очередь, ингибитор цисте-
иновых протеаз E64 подавлял папаин-подобную протеа-
зу A, но не действовал на легумаин-подобную протеазу B 
(Fischer et al., 2000).

Предположение о том, что деградация белков у образ-
цов видов вики секции Peregrinаe вызвана аномальной 
активностью протеаз в стандартных условиях опыта, 
было проверено путем смешивания в различных про-
порциях муки из семян, дающих полноценные спектры, 
с мукой семян, дающих «деградированные» спектры 
(рис. 3). Так, например, смеси муки образцов V. melanops 
(к-37524) и V.  aintabensis (к-37635) или V.  peregrina 
(к-35223) и (к-37713) при экстракции белков в стандарт-
ных условиях дали «деградированные» спектры. Инте-
ресно, что во втором варианте опыта деградация белков 
была более полной, чем в первом, в котором анализи-
ровали смесь муки образцов видов, один из которых не 
принадлежит к секции Peregrinae. В вариантах смеси 4:1 
деградация белков была наименьшей, что, видимо, связа-
но с относительно низким содержанием протеаз. Возмож-
но также, что часть белков V.  melanops более устойчива 
к аномальным протеазам, характерным для представите-
лей секции Peregrinae.
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Рис. 3. SDS-электрофорез белков, выделенных в стандартных условиях из семян образцов вики, 
дающих в стандартных условиях выделения полноценные (к-37524, к-35223) и «деградированные» 

(к-37635, к-37713) спектры, а также из их смесей в разных соотношениях (1:4, 1:1, 4:1).
Fig. 3. SDS-electrophoresis of proteins isolated under standard conditions from the seeds of vetch 

accessions, which under standard isolation conditions form complete (k-37524, k-35223) and degraded 
(k-37635, k-37713) profiles, as well as from their mixtures in different proportions (1:4, 1:1, 4:1).

Эффективным способом инактивации протеаз, напри-
мер семян злаков, мешающих анализу других бел-
ков, является нагревание экстрактов при 80°C (Konarev, 
Lovegrove, 2012). В свою очередь Fischer с соавторами 
(Fischer et  al. 2000) останавливали протеолиз препара-
тов глобулинов очищенными цистеиновыми протеазами 
из семян V. sativa добавлением буфера нанесения с 2-мер-
каптоэтанолом и нагреванием при 95oC.

Нами были проведены эксперименты с нагреванием 
экстрактов из муки семян вики в нескольких вариантах, 
описанных в разделе «Материалы и методы». Выделение 
белков из семян разных видов вики и сои трис-глицино-
вым буфером и 2-меркаптоэтанолом с нагреванием при 
80оС в течение 15 мин привело к неожиданным результа-
там. «Деградированные» спектры получились у образцов 
вики, в стандартных условиях дающих как полноценные, 
так и «деградированные» спектры (рис. 4). В то же вре-
мя спектр белков сои после нагревания не отличался от 
такового, полученного при стандартных условиях выде-
ления. Возможно, что нагревание экстрактов из семян 
V. melanops и V. dionysiensis при 80оС приводит к актива-
ции «молчащих» в норме протеаз, в результате чего полу-
чились «деградированные» спектры как у V  aintabensis. 
Подобная обработка не привела к изменениям спектра 

белков сои, что может быть связано с отличиями протео
литических комплексов у представителей разных родов/
видов бобовых.

На рисунке 5 представлены спектры двух образцов 
V. aintabensis, полученные экстракцией муки без нагрева-
ния (20оС), а также при 100оС в отсутствии и присутствии 
5% 2-меркаптоэтанола. Если при стандартных условиях 
выделения (20оС) сформировались «деградированные» 
спектры, то нагревание экстрактов при 100оС привело 
к появлению пары белковых компонентов в нижней поло-
вине спектров у 9 из 10 семян (рис. 6). Одно семя (дорож-
ка №  2) при 100оС дало почти полноценный спектр 
(в стандартных условиях экстракт из него не анализиро-
вали). При нагревании экстрактов при 100оС с 5% 2-мер-
каптоэтанолом все 10 семян дали четкие полноценные 
спектры (рис. 6. 100оС + Me). Следует отметить, что «вос-
становление» спектров происходило только при добавле-
нии к муке горячего (около 100oC) экстрагента с 2- мер-
каптоэтанолом непосредственно перед помещением 
пробирки на кипящую водяную баню. При добавлении 
непрогретого экстрагента с последующим нагреванием 
смеси на бане до 100оС успевала произойти деградация 
белков.
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Рис. 4. SDS-электрофорез белков семян образцов видов, дающих в стандартных 
условиях выделения полноценные (V. melanops и V. dionysiensis) и «деградированные» 

(V. aintabensis) спектры, а также сои (Glycine max), при выделении белков с нагреванием 
при 80оС с 5% 2-меркаптоэтанолом в течение 15 минут и в стандартных условиях (20оC).

Fig. 4. SDS-electrophoresis of seed proteins of accessions of species that show complete 
(V. melanops and V. dionysiensis) and degraded (V. aintabensis) profiles under standard 
isolation conditions, as well as of soybean (Glycine max), when isolating proteins by heating 

at 80оC with 5% 2-mercaptoethanol for 15 minutes and under standard conditions (20оC).

Рис. 5. SDS-электрофорез белков отдельных семян двух образцов вики V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex 
Boiss, выделенных с помощью трис-глицинового буфера pH 8.3 в стандартных условиях (20°C), при 

100°C без 2-меркаптоэтанола (100°C) и с добавлением 5% 2-меркаптоэтанола (100°C + Me). 
Семена отличались по месту и году репродукции. к-37635: 1 – оригинальные семена, полученные 
из ICARDA (Сирия); 2 – ЕОС, 2022; 3a, 3b, 3c – НПБ ВИР, 2016 (теплица); 4, 5 – НПБ ВИР (поле). 

к-37634: 6a, 6b, АОС, 2020; 7 – НПБ ВИР, 2016, (теплица). 8 – G – соя (Glycine max) к-5950. Экстракты 
для трех методов выделения в случае 3a, 3b и 6a получены из одних и тех же трех семян.

Fig. 5. SDS-electrophoresis of proteins from individual seeds of two V. aintabensis Boiss & Hausskn. ex Boiss 
vetch accessions, isolated with Tris-glycine buffer pH 8.3 under standard conditions (20°C), at 100°C without 

2-mercaptoethanol (100°C), and with the addition of 5% 2-mercaptoethanol (100°C + Me).  
The seeds differed by the place and year of reproduction. k-37635: 1 – original accession from 
ICARDA (Syria); 2 – Ekaterininskaya Experiment Station (Russia), 2022; 3a, 3b, 3c – Pushkin, 

Russia, 2016 (greenhouse); 4, 5, Pushkin (field). k-37634: 6a, 6b, Adler Experiment Station 
(Russia), 2020; 7 – Pushkin, 2016, (greenhouse). 8 – G – soybean (Glycine max) k-5950. Extracts 

for the three isolation methods 3a, 3b and 6a were obtained from the same three seeds.
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Экстракция белков с 5% 2-меркаптоэтанолом с нагре-
ванием при 100°С (рис.  6) обеспечила получение чет-
ких спектров для семян образцов разных видов секции 
Peregrinae, дающих при стандартных условиях «дегра-
дированные» спектры (дорожки промаркированы звез-
дочкой*). При этом у образцов, изначально дающих пол-
ноценные спектры (дорожки отмечены буквой n), данная 

обработка практически не повлияла на качество и состав 
спектров как у образцов видов из секции Peregrinae, так 
и у представителей видов других секций, V.  melanops 
(к-37261, к-37524) и V. dionysiensis (к-37587). Состав спек-
тров белков семян остался после данной термической 
обработки неизменным и у сои (дорожки со знаками 
плюс "+" с нагреванием и минус "-" без нагревания).

Рис. 6. SDS-электрофорез белков семян образцов видов вики – представителей секции Peregrinae 
и видов других секций. 

Экстракты при выделении белков были прогреты при 100°С c 5% 2-меркаптоэтанолом. Буквой "n" и звездочкой* 
отмечены семена образцов, дающие при стандартных условиях выделения полноценные и «деградированные» 

спектры соответственно, знаками плюс "+" и минус "-" – экстракты из семян сои после нагревания при 100°С и без 
него, соответственно 

V. per – V. peregrina; mic – V. michauxii; ain – V. aintabensis; G. max – соя (Glycine max)

Fig. 6. SDS-electrophoresis of seed proteins of vetch species accessions representing the section Peregrinae, 
and species from other sections. 

Extracts were heated at 100°C with 5% 2-mercaptoethanol during protein isolation. The letter "n"and an asterisk * indicate the 
seeds of accessions that, under standard isolation conditions, show complete and degraded profiles, respectively, plus "+" and 

minus "-" signs indicate extracts from soybean seeds after heating at 100°C and without it, respectively. 
V. per – V. peregrina; mic – V. michauxii; ain – V. aintabensis; G. max – soybeans (Glycine max)

Следует отметить, что экстракция с нагреванием 
при 100°С с 5% 2-меркаптоэтанолом полностью «вос-
станавливает» спектры практически у всех образцов 
V. aintabensis, но не у всех образцов V. peregrina, однако, 
даже частично «восстановленного» спектра, как правило, 
достаточно для видовой идентификации образца. Суще-
ственным обстоятельством является простота нового под-
хода и хорошая (или в ряде случаев удовлетворительная) 
воспроизводимость результатов, что указывает на при-
годность модификации метода для практического при-

менения. Можно предположить, что подбор оптималь-
ных условий экстракции (например, точное определение 
времени прогрева и времени экстракции) позволит повы-
сить в дальнейшем стабильность результатов. Важно, что 
спектр белков сои, используемый в качестве стандартного 
для регистрации компонентов белков бобовых, при моди-
фикации метода остается практически неизменным, что 
облегчает интерпретацию результатов.
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Заключение

Вполне возможно, что полная или частичная деграда-
ция белков семян образцов видов секции Peregrinae при 
экстракции в стандартных условиях при комнатной тем-
пературе без 2-меркаптоэтанола обусловлена действи-
ем эндогенных протеаз, неактивных при тех же услови-
ях у образцов видов вики из других секций подрода Vicia 
(и других бобовых) и дающих полностью сформирован-
ные спектры. По-видимому, экстракция белков при 100оС 
в присутствии 2-меркаптоэтанола приводит к инактива-
ции этих протеаз, что обеспечивает получение полноцен-
ных электрофоретических спектров. Возможно также, 
что деградация белков у разных представителей подро-
да Vicia при их экстракции при 80°С обусловлена акти-
вацией не работающих в стандартных условиях выделе-
ния относительно термостабильных протеаз. Интересно, 
что спектры белков семян сои при такой обработке прак-
тически не изменялись. Деградация белков при выде-
лении в стандартных условиях у образцов, например, 
V.  aintabensis, не зависела от того, из какой страны про-
исходили семена, в каком месте и в какой год они были 
воспроизведены. Признаками поражения вредителя-
ми или патогенами данные семена не обладали. В связи 
с этим можно предположить генотипическую детерми-
нированность «склонности» белков семян представите-
лей Peregeinae к деградации при выделении в стандарт-
ных условиях, причем в наибольшей мере она выражена 
у образцов V. aintаbensis, а в наименьшей у V. michauxii. 
Природу протеаз, вызывающих данный тип деградации 
белков семян, а также механизмы регуляции их активно-
сти еще предстоит выяснить. Нельзя также исключать, 
например, особенность структур, обеспечивающих ком-
партментализацию запасных белков и протеаз в клет-
ках семядолей и зародышевой оси. Кроме того, одним 
из механизмов регуляции протеолитической деградации 
белков семян является изменение их конформации, что 
делает белки более доступными для протеолиза, механиз-
мы которого еще до конца не ясны (Müntz, Shutov, 2002).

Одним из наиболее важных итогов работы являет-
ся установление возможности применения предлагаемой 
модификации условий выделения белков семян в соче-
тании с общепринятым методом SDS-электрофореза для 
идентификации видов секции Perigrinae, для изучения их 
внутривидовой изменчивости, а также для регистрации 
коллекционных образцов в рамках единого подхода к изу-
чению белков вики и других бобовых, а именно исполь-
зования их как генетических маркеров.
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