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1 Бобово-ризобиальный симбиоз пред-
ставляет собой мутуалистическое взаимодей-
ствие систематически удалённых друг от друга 
организмов: бобовых растений (Fabaceae) 
(макросимбионт) и клубеньковых бактерий 
(Rhizobium – (ризобии) – микросимбионт). На 
всех этапах становления и развития данного 
симбиоза от преинфекционной стадии и до де-
градации клубенька происходит обмен сигна-
лами между симбиотическими партнёрами. 
Среди сигнальных систем, принимающих уча-
стие в формировании симбиоза, важная роль 
принадлежит кальциевой, НАДФН-оксидазной 
и NO-cинтазной сигнальным системам (Васи-
льева и др., 2011). 

Обмен сигналами (сигналинг) на пре-
инфекционной стадии симбиоза  

Необходимой предпосылкой для инфек-
ции и клубенькообразования (нодуляции) бобо-
вых растений является прикрепление ризобий к 
кончику (верхушке) растущей клетки корнево-
го волоска. У адсорбированных на поверхности 
                                                           
Адрес для корреспонденции: Глянько Анатолий Констан-
тинович, Федеральное государственное бюджетное учре-
ждение науки Сибирский институт физиологии и биохи-
мии растений Сибирского отделения Российской акаде-
мии наук, а/я 317, Иркутск, 664033, Россия;  
e-mail: akglyanko@sifibr.irk.ru 

корня бактерий под влиянием специфических 
для ризобий растительных флавоноидов, выде-
ляемых корнями в ризосферу, инициируется 
экспрессия бактериальных nod-генов, конеч-
ными продуктами которых являются сигналь-
ные молекулы – липохитоолигосахариды, по-
лучившие название ризобиальных Nod-
факторов (NF). Эти сигналы воспринимаются 
эпидермальными клетками растения, на плаз-
малемме которых, как предполагают, локализо-
ваны рецепторы Nod-фактора(ов) – рецептор-
подобные киназы (receptor-like kinases, RLK). 
Одна из них – белок LysM RLK, содержит вне-
клеточные лизиновые мотивы (LysM), другая – 
leucine rich repeat (LRR RLK), богата лейцино-
выми повторами (Ferguson et al., 2010). Так, у 
Lotus japonicum такими рецепторами типа LysM 
являются протеинкиназы NFP5 и NFP1, у горо-
ха – SYM10/SYM2, у люцерны – LYK3/LYK4 
(Oldroyd, Downie, 2008). Примерами LRR RLK 
белков у Lotus japonicum являются SYMRK, у 
люцерны DMI2 (Popp, Ott, 2011).  

Наличие двух (или более?) рецепторов в 
эпидермальных клетках объясняется их разной 
ролью в инициации включения сигнальных пу-
тей, ведущих к инфицированию растения ризо-
биями и образованию корневых клубеньков 
(Limpens et al., 2003; 2006; Madsen et al., 2003; 
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Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006). Пред-
полагают, что LRR RLK участвует в первона-
чальной инициации путей бактериальной инва-
зии (скручивание корневых волосков, образо-
вание инфекционных нитей), а LysM RLK мо-
жет играть ключевую роль в дальнейшем раз-
витии сигнального каскада, ведущего к органо-
генезу клубеньков в клетках коры и перицикла. 
Но в то же время активация LysM RLK являет-
ся необходимым условием для функциониро-
вания LRR RLK (Ferguson et al., 2010).  

Молекулярный скелет NF представляет 
хитоолигосахарид (N-ацетил-D-глюкозамин), 
который является элиситором у грибных пато-
генов и инициирует защитные реакции у расте-
ний. Бобовые растения отличают бактериаль-
ные липохитоолигосахариды от хитоолигоса-
харидов, по-видимому, за счет того, что основ-
ной скелет NF имеет модификации, различаю-
щиеся у разных видов ризобий главным обра-
зом длиной и степенью насыщенности боковых 
остатков жирных кислот (Gough, Cullimore, 
2011). Поэтому считают, что боковые цепи NF 
специфически реагируют с RLK бобовых рас-
тений и этот молекулярный комплекс двух ор-
ганизмов осуществляет трансдукцию сигнала, 
блокирующего включение защитных реакций 
бобовых растений, и направляющего метабо-
лизм организмов на мутуалистическое сожи-
тельство (Gough, Cullimore, 2011). Таким обра-
зом, процесс узнавания молекул NF и RLK яв-
ляется необходимым условием для запуска ге-
нетических программ инфекции и нодуляции 
корней бобовых растений.  

Взаимодействие NF и RLK вызывает та-
кие преинфекционные ответы растения-хозяина 
как перестройка цитоскелета, защелачивание 
цитоплазмы, набухание и скручивание кончика 
корневого волоска, формирование в наружных 
кортикальных клетках (кортексе) радиально 
направленных цитоплазматических мостиков, 
называемых преинфекционными нитями. Далее 
на деформированном корневом волоске образу-
ется бактериальная микроколония, осуществ-
ляющая локальный гидролиз клеточной стенки 
корневого волоска, что даёт возможность ризо-
биям инфицировать клетки корня бобового рас-
тения.  

Обмен сигналами на стадии ризобиаль-
ной инфекции  

После локального гидролиза клеточной 
стенки корневого волоска последний прекра-
щает наружный рост и начинает расти внутрь, 
образуя трубчатую инвагинацию клеточной 
стенки и мембраны – инфекционную нить (in-

fection thread) (IT), в которой(ых) бактерии раз-
множаются и перемещаются к клеткам кортек-
са. Формирование IT скоординировано с мор-
фогенезом клубенька в противолежащих кор-
тикальных клетках. Участие NF-сигналинга в 
этих событиях доказано в опытах с мутантны-
ми организмами (Gough, Cullimore, 2011). Были 
охарактеризованы определённые гены, вовле-
чённые в NF-cигналинг и транскрипционные 
факторы (например, белки NIN, RPG, ERN, 
CYCLOPS, CERBERUS), необходимые для ин-
фекции и формирования примордия (зачатка) 
клубенька, а также идентифицированы гены, 
которые играют прямую роль в инфицирова-
нии, актиновой перестройке, синтезе ранних 
белков-нодулинов (ENODs), секреции и других 
событиях (Ferguson et al., 2010). Доказано, что в 
инициации деления кортикальных клеток корня 
и образования примордия клубенька принимает 
участие цитокинин, рецептор которого – гисти-
динкиназа (MtCRE1/LjHK1) активируется 
кальций-кальмодулинкиназой (ССаМК) (Fergu-
son et al., 2010). Кроме того, связывание цито-
кинина с рецептором усиливает синтез раннего 
симбиотического белка Enod40, играющего 
важную роль в образовании примордия клу-
бенька (Batut et al., 2011).  

Инфицирование ризобиями может проис-
ходить и другим путем – через трещины на по-
верхности корневых клеток. В этом случае уча-
стие Nod-сигнальной системы (как в случае 
инфекции через корневой волосок) может быть 
ограничено. Однако роль ризобий и их NF в 
этом случае может быть связана с модификаци-
ей гормонального ответа растения при образо-
вании меристемы клубенька и регуляцией из-
менений в генном аппарате растения-хозяина 
(Oldroyd, Downie, 2008).  

При прохождении этапов инфицирования 
и развития клубенька, также как и на преин-
фекционной стадии, могут индуцироваться 
определённые защитные ответы растения 
(Vasse et al., 1993; Gamas et al., 1998). Показано, 
что у люцерны многие IT прерывают рост даже 
при совместимых симбиотических взаимоот-
ношениях вследствие развития сверхчувстви-
тельной реакции в клетках коры корня (Vasse et 
al., 1993). У гороха защитный ответ более вы-
ражен при несовместимом взаимодействии с 
микросимбионтом, что, по-видимому, связано с 
ограничением распространения ризобиальной 
инфекции (Perotto et al., 1994). Следует отме-
тить, что ризобиальная инфекция также вызы-
вает системную передачу сигналов на длинные 
дистанции, что связано, очевидно, с формиро-
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ванием системной устойчивости. Такой эффект 
показан в работе Васильевой (2004) по увели-
чению содержания О2

•− и Н2О2 в эпикотилях 
проростков гороха в ответ на инокуляцию ри-
зобиями. Волновая природа функционирования 
АФК (Н2О2) в растительных клетках доказана в 
работах Miller et al. (2009) и Mittler et al. (2011), 
где показано на генетическом уровне наличие в 
клетках арабидопсиса АФК-волн, выполняю-
щих функцию системного сигнала на длинные 
дистанции – от одной клетки к другой и от од-
ного органа к другому, связанного с формиро-
ванием системной устойчивости к действию 
стрессора. Главную роль в этих процессах иг-
рает НАДФН-оксидаза (RbohD-oxidase) – гене-
ратор АФК, активность которой связана с Са2+-
сигналом и Са2+-регулируемыми киназами 
(Steinhorst, Kudle, 2013). Исходя из этого, мож-
но, вероятно, говорить о ризобиальной инфек-
ции как о внешнем факторе, вызывающим 
формирование системной устойчивости против 
нежелательных для растения внешних воздей-
ствий.  

Роль кальциевой сигнальной системы 
на ранних стадиях симбиоза  

Большинство бобовых растений являются 
кальциефилами наряду с такими растениями 
как гречиха, подсолнечник, картофель, капуста, 
конопля. Это не случайно, так как в настоящее 
время Са2+ рассматривается как универсальный 
регулятор клеточных функций и изменение его 
уровня в клетке служит триггером для многих 
физиологических ответов. Ионы кальция при-
нимают участие в регуляции вязкости прото-
плазмы, состояния цитоскелета, прооксидант-
но-антиоксидатного равновесия, оказывают 
влияние на структуру мембран, ионные потоки 
и биоэлектрические явления. Са2+ влияет на 
проницаемость мембран, движение цитоплаз-
мы, активность ферментов, секрецию, деление 
клеток и играет ведущую роль в регуляции 
жизненно важных процессов, связанных с раз-
витием и дифференциацией клеток, трансдук-
цией гормональных сигналов, тропизмами, за-
программированной гибелью клеток и устой-
чивостью растений к стрессовым воздействиям 
(Bolwer, Fluhr, 2000; Колупаев, 2007; Медведев, 
2010).  

Метаболическая функция кальция как 
вторичного мессенджера при проведении экзо-
генных и эндогенных сигналов была сформу-
лирована в начале 80-х годов прошлого столе-
тия (Rasmussen,1981) и его ключевая роль как 
универсального триггера клеточных реакций 
растительных и животных организмов в насто-

ящее время не вызывает сомнений (Kaur, Gupta, 
2005; Медведев, 2005, 2010; Колупаев, 2007). 
Доказано, что цитозольный кальций является 
составной частью общей сигнальной системы и 
эффективным регулятором процессов обмена 
веществ у растений.  

При бобово-ризобиальном симбиозе NF 
вызывает быстрый (спустя 1 мин после воздей-
ствия NF) транспорт ионов кальция в цитозоль 
через плазматическую мембрану (Shaw, Long, 
2003a). В результате происходит деполяризация 
плазмалеммы и отток ионов хлора и калия из 
цитоплазмы клеток корневых волосков (Car-
denas et al., 2000). Таким образом, кальциевая 
сигнальная система участвует в рецепции сим-
биотических сигналов на самых ранних стадиях 
взаимодействия симбионтов. Следует отметить, 
что повышение концентрации ионов Са2+ в ци-
топлазме – одна из самых ранних реакций 
клетки и на различные абиотические и биоти-
ческие стрессоры. Очевидно, что растение-
хозяин первоначально реагирует на ризобии 
как на стрессор, но затем в процессе «узнава-
ния» снимает защитный механизм.  

Инициация функционирования кальцие-
вой сигнальной системы под влиянием цито-
плазматического Са2+ носит кратковременный 
характер: быстрый Са2+-поток имеет место в 
пределах только 5 мин после обработки очи-
щенным NF (10-8 M) (Shaw, Long, 2003a). Затем 
Са2+-поток быстро сменяется снижением его 
содержания, что является, по-видимому, необ-
ходимым условием для функционирования 
этой сигнальной системы.  

Повышение концентрации кальция в ци-
топлазме сменяется колебаниями в его уровне, 
что проявляется в виде спайков (calcium 
spiking): одиночных колебаний уровня ионов 
кальция, осцилляций (повторяющихся спайков 
в виде ритмических изменений концентрации 
кальция в цитоплазме и органеллах) и распро-
страняющихся по клетке Са2+-волн. В послед-
нее время это явление в литературе обозначает-
ся термином «Са2+-сигнатура» (саlcium 
signatures), который характеризует флуктуации 
в концентрации внутриклеточного кальция по 
таким параметрам как: амплитуда, частота, ко-
личество пульсов (Whalley, Knight, 2013). Эти 
процессы осуществляются за счет мембранного 
транспорта, активации вторичных посредников 
(Са2+-связывающих белков, например Са2+-
АТФазы, киназ, белков-сенсоров) и других 
процессов (Медведев, 2010). Особую роль в 
этом выполняют кальмодулин и протеинкина-
зы, зависимые от Са2+ и осуществляющие фос-



ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ КАЛЬЦИЕВОЙ 

21 

форилирование белков – факторов регуляции 
транскрипции (Тарчевский, 2002).  

Осцилляции в концентрации цитозольно-
го Са2+ наблюдаются спустя минуты после ин-
дукции потока Са2+ (приблизительно через 10-
15 мин после воздействия NF) (Ehrhard et al., 
1996). Следует отметить, что для индукции по-
тока Са2+ в цитоплазму и Са2+-спайков требу-
ются разные концентрации NF: в первом случае 
на 2-3 порядка выше, чем во втором (Shaw, 
Long, 2003a). Это может свидетельствовать о 
разной чувствительности NF к растительным 
рецепторам, ответственным за включение про-
цессов, модулирующих сигнальные функции 
кальция.  

Спайки происходят с участием белков 
ионных каналов (CASTOR, POLLUX) и нукле-
опоринов (NUP85, NUP133), а активация Са2+-
кальмодулинзависимой киназы (CCaMK) ини-
циируется ритмическими изменениями концен-
трации Са2+ в цитоплазме и органеллах. Мута-
ция по Са2+-спайкам ингибирует органогенез 
клубеньков у L. japonicus, который снимается 
предварительно активированной формой 
ССаМК (Нayashi et al., 2010). Подобные флук-
туации в концентрации Са2+ вызывают (с уча-
стием активированной ССaМК) фосфорилиро-
вание белков – транскрипционных факторов, 
дальнейшую трансдукцию NF-сигнала, ведуще-
го к экспрессии симбиотических генов в ядре.  

Однако взаимодействие Nod-фактора c 
растительным рецептором на поверхности эпи-
дермальных клеток корневого волоска проис-
ходит по меньшей мере по двум сигнальным 
путям: в один из них вовлечены Са2+-спайки, 
что ведет к экспрессии генов, синтезу белков-
нодулинов и морфогенезу клубенька. В другом, 
связанном с деформацией корневого волоска, 
Са2+-спайки не участвуют (Miwa et al., 2006). В 
первом сигнальном пути (NSP 1/2), ведущем к 
синтезу белков-нодулинов в эпидермисе и де-
лению кортикальных клеток, участвуют NF, 
LysM-RLK, Ca2+-спайки, СCaMK, NIN (тран-
скрипционный фактор), цитокинин, гистидин-
киназа (MtCRE1/LjHK1). Второй путь иниции-
руется NF и LRR-RLK (Oldroyd, Downie, 2008). 
В работе Miwa et al. (2006) c применением му-
тантов проведен генетический анализ сигналь-
ных симбиотических путей (NSP1/2) у L. 
japonicus и проанализированы гены, участвую-
щие в инициации Са2+-потока в цитоплазму и 
возникновении Са2+- спайков. Показано, что 
только два гена (Nfr1 и Nfr5) под воздействием 
NF инициируют поток кальция в цитоплазму, 
деформацию корневого волоска и инфекцию. 

Экспрессия других пяти генов (SymRK, Castor, 
Pollux, Nur133, Sym24) ведет к возникновению 
кальциевых осцилляций, активированию каль-
ций-кальмодулинзависимой киназы, синтезу 
NIN-белка и морфогенезу клубенька.  

Хотя функции кальция и активных форм 
кислорода (АФК) в растительном организме 
изучены достаточно хорошо, остаётся много 
неясного относительно взаимодействия этой 
сигнальной молекулы с другими сигнальными 
посредниками, например, АФК и активными 
формами азота – АФА, на начальных этапах 
бобово-ризобиального симбиоза (Глянько, Ва-
сильева, 2010; Колупаев, Карпец, 2010).  

Роль активных форм кислорода  
Литературные и наши собственные дан-

ные свидетельствуют о том, что кроме ионов 
кальция сигнальную роль на ранних этапах 
симбиоза могут играть АФК, такие как супе-
роксидный анион-радикал (О2

•−), пероксид во-
дорода (Н2О2) и др. (Shaw, Long, 2003a; Pauly et 
al., 2006; Васильева и др., 2011). Са2+ как вто-
ричный мессенджер связан в растениях с АФК 
в сигнальном трансдукционном пути (Sama et 
al., 2004). Считается, что АФК, наряду с 
жасмоновой кислотой и этиленом, являются 
отрицательными регуляторами формирования 
бобово-ризобиального симбиоза (Ferguson, 
Mathesius, 2003). Эти соединения принимают 
участие в защитных реакциях растения-
хозяина, поскольку первоначально ризобии мо-
гут узнаваться как патогены, но затем они пре-
одолевают защитный ответ бобового растения. 
Показано, что у гороха защитный ответ расте-
ния-хозяина более выражен при несовместимом 
ризобиальном взаимодействии, что, по-
видимому, связано с ограничением распростра-
нения ризобиальной инфекции (Perotto et al., 
1994). Тем не менее ризобиальная инфекция 
способна регулировать содержание цитотокси-
ческих соединений, например, пероксида водо-
рода и оксида азота в корнях. Так, по данным 
Митановой (2010), пик в накоплении пероксида 
водорода при инокуляции проростков гороха 
ризобиями наблюдается спустя 30 мин после 
инокуляции, а в последующие экспозиции (1, 2, 
6, 24 и 48 ч) содержание пероксида водорода в 
корнях снижается и не отличается от контроля. 
Анализируя эти данные, следует отметить, что 
резкое повышение содержания Н2О2 (в 2,6 раза) 
через 30 мин после воздействия на корни ризо-
бий, по-видимому, характеризует неспецифи-
ческую реакцию растения на патогенные и 
симбиотические микроорганизмы. При более 
длительном воздействии биотических факторов 
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наблюдается, по-видимому, специфическая ре-
акция организма, характеризующая либо уси-
лением синтеза АФК растением (как при дей-
ствии авирулентного патогена), либо уменьше-
нием синтеза – как в случае вирулентного пато-
гена и симбиотических бактерий. В последнем 
случае растение-хозяин «узнает» микроорга-
низмы как «свои» и «снимает» защитные барь-
еры, «позволяя» ризобиальное инфицирование.  

Определённые защитные ответы растения 
индуцируются и во время развития клубенька 
(Gamas et al., 1998). Показано, что у люцерны 
многие IT прерывают рост даже при совмести-
мых симбиотических взаимоотношениях вслед-
ствие развития сверхчувствительной реакции в 
клетках коры корня (Vasse et al., 1993).  

Многочисленные исследования по вовле-
чению АФК в сигналинг растений также под-
тверждают их взаимосвязь с Са2+ (Jabs et al., 
1997; Blume et al., 2000; Pei et al., 2000; Baxter-
Burrell et al., 2002; Foreman et al., 2003; Kwak et 
al., 2003). Показано, что АФК активируют Са2+-
каналы, которые вовлекаются в установление 
апикального кальциевого градиента (Potocky et 
al., 2007; Coelho et al., 2008) и являются сиг-
нальным механизмом, ведущим к полярному 
росту корневого волоска (Foreman et al., 2003; 
Mori and Schroeder, 2004). Обнаружено, что 
раннее образование и распределение АФК тес-
но связано не только с Са2+-сигналингом, но и с 
АТФ в корневых волосках бобовых (Cardenas et 
al., 2008).  

Взаимосвязь между АФК и Са2+ неодно-
значна. Как доказано с использованием мутанта 
люцерны dmi, Са2+-осцилляции не требуются 
для модуляции АФК или деформации корнево-
го волоска (Catoira et al., 2000; Shaw, Long, 
2003a; Shaw, Long, 2003b; Esseling et al., 2004; 
Lohar et al., 2007). Быстрый Са2+-поток имеет 
место в пределах только 5 мин после обработки 
NF (10-8 М) (Shaw, Long, 2003a) и происходит 
намного раньше, чем начинается модуляция 
АФК в корнях (через 20-40 мин после обработ-
ки NF) (Shaw, Long, 2003b; Lohar et al., 2007). 
Таким образом, модуляция Са2+-потока не сов-
падает по времени с модуляцией АФК и де-
формацией корневого волоска при бобово-
ризобиальном симбиозе.  

Есть результаты опытов, в которых каль-
ций вызывает генерацию АФК, в других опы-
тах АФК способствуют выходу Са2+ в цитозоль. 
Возможно взаимное усиление действия АФК и 
кальция как мессенджеров единой сигнальной 
системы (Медведев, 2005; Колупаев, 2007). При 
бобово-ризобиальном симбиозе роль этих со-

единений, по-видимому, сводится прежде всего 
к регуляции процессов метаболизма растения, 
обусловленных перестройкой обмена веществ 
на уровень мутуалистического взаимодействия 
и недопущения включения защитных реакций 
против симбиотического партнера – ризобий.  

Одним из важных источников генерации 
АФК в растениях является НАДФН-оксидаза, 
локализованная на плазматической мембране 
клетки. Ингибирование активности этого фер-
мента ведет не только к уменьшению генера-
ции АФК, но и к торможению образования IT 
при симбиотических отношениях люцерны и 
Sinorhizobium meliloti (Peleg-Grossman et al., 
2007; Cardenas et al., 2008).  

Связь НАДФН-оксидазы с кальциевой 
сигнальной системой и АФК  

Усиление Са2+-сигнала происходит и за 
счет его связывания с различными белками, ко-
торые после этого способны осуществлять ион-
ный транспорт, регуляторные и другие функ-
ции, поддерживать низкий уровень Са2+ в орга-
неллах клетки и др. Количество Са2+-
связывающих белков в растениях достаточно 
велико: у арабидопсиса их более 150 (Reddy, 
2001). Один из таких белков НАДФН-оксидаза 
(КФ 1.6.99.6) – стартовый фермент НАДФН-
оксидазной сигнальной системы, связывающий, 
по крайней мере, два звена: генерацию АФК и 
потоки Са2+ (Sagi, Fluhr, 2006). Мембранная 
субъединица растительной НАДФН-оксидазы 
обозначается как Rboh (respiratory burst oxidase 
homologs) и является гомологом β-
субъединицы (gp91phox) НАДФН-оксидазы фа-
гоцитов. N-концевой участок Rboh связывает 
ионы Са2+ с помощью двух мотивов (EF-рука). 
Предполагается, что цитозольные потоки каль-
ция активируют кальций-зависимые протеин-
киназы (CDPK), которые фосфорилируют N-
терминальный участок Rboh и тем самым акти-
вируют фермент и генерацию АФК (Kobayashi 
et al., 2006; Kimura et al., 2012). Все это дает 
возможность говорить о регулирующей роли 
Са2+ и АФК в активности НАДФН-оксидазы 
растений (Глянько, Ищенко, 2010б).  

НАДФН-оксидаза, локализованная на 
плазматической мембране, активируется при 
действии на организмы абиотических и биоти-
ческих факторов (Глянько и др., 2010а). Обра-
зовавшиеся в результате активации этого фер-
мента АФК защищают растение от патогенов 
путем участия в реакции сверхчувствительно-
сти клеток, системной приобретенной и инду-
цированной устойчивости, в укреплении кле-
точной стенки как механического барьера на 
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пути инфекции (Sagi, Fluhr, 2001; Marino et al., 
2012).  

В отличие от патогенного воздействия на 
растительный организм, роль НАДФН-
оксидазы и связанного с ее функциональной 
активностью кальция в мутуалистическом вза-
имодействии до конца не ясна. Одним из таких 
вопросов является познание регуляторных ме-
ханизмов НАДФН-оксидазы растений. Есть 
данные о том, что S-нитрозилирование 
НАДФН-оксидазы с участием NO может вы-
ступать как фактор регуляции активности этого 
фермента и генерации АФК как у растений, так 
и у животных (Yun et al., 2011). Но, как уже го-
ворилось, важнейшим элементом регуляции ак-
тивности НАДФН-оксидазы является кальций 
(Sagi, Fluhr, 2006). Этим растительная НАДФН-
оксидаза отличается от животной, поскольку 
содержит Са2+-связывающие мотивы (EF-рука). 
Это обеспечивает непосредственное стимули-
рование активности фермента с помощью 
ионов кальция, выход которых из внеклеточно-
го пространства в цитоплазму инициируется 
экзо- и эндогенными факторами. По мнению 
Marino et al. (2012), НАДФН-оксидаза может 
быть ключевым компонентом молекулярных 
механизмов, регулирующих симбиотические и 
патогенные взаимодействия. Действительно, 
опыты с ингибитором НАДФН-оксидазы дифе-
нилениодониумом (ДФИ) показали необходи-
мость этого фермента для деформации корне-
вого волоска и образования инфекционной ни-
ти (Lohar et al., 2007; Peleg-Grossman et al., 
2007). На генетическом уровне доказана поло-
жительная роль НАДФН-оксидазы в функцио-
нировании клубеньков при симбиозе люцерны 
с Sinorhizobium meliloti (Marino et al., 2011).  

По нашим данным (Глянько, Ищенко, 
2013), активность НАДФН-оксидазы в микро-
сомальной фракции корней этиолированных 
проростков гороха резко возрастала (в 3 – 4 ра-
за) спустя 5-10 мин после инокуляции корней 
Rhizobium leguminosarum и не отличалась от 
контроля через 15-30 мин. Это совпадает с мак-
симальным увеличением содержания Н2О2 в 
корнях гороха через 30 мин после инокуляции 
проростков ризобиями (Митанова, 2010). Опы-
ты с действием на инокулированные проростки 
гороха экзогенного кальция в концентрации 10-
100 мкМ показало синергическое влияние ри-
зобиальной инфекции на активность НАДФН-
оксидазы спустя 1 сут после воздействия и 
снижение активности фермента до уровня кон-
троля через 48 ч. (Глянько и др., 2010). Таким 
образом, данные результаты свидетельствуют о 

влиянии как эндогенного, так и экзогенного 
кальция на функциональную активность 
НАДФН-оксидазы, что подтверждает участие 
Са2+ в регуляции уровня АФК в клетке.  

Следует отметить, что, возможно, цито-
зольный компонент растительной НАДФН-
оксидазы – Rop ГТФаза, связывается с основ-
ным компонентом фермента после активации 
Са2+-зависимой киназы (ССаМК), обеспечива-
ющей фосфорилирование N-терминального 
участка Rboh и активирование фермента, что 
ведет к усилению образования АФК. По мне-
нию Wong et al. (2007), увеличение генерации 
АФК вызывает вторую фазу накопления каль-
ция в цитоплазме, стимулируя открытие Са2+-
каналов на плазматической мембране. Накоп-
ление Са2+ в цитоплазме может быть причиной 
ингибирования взаимодействия комплекса Rop 
ГТФазы – Rboh и вследствие этого снижения 
активности НАДФН-оксидазы. Таким образом, 
эти результаты позволяют предполагать, что 
концентрация цитозольного Са2+ может моду-
лировать активность НАДФН-оксидазы, регу-
лируя взаимодействие между Rop ГТФ-азой и 
Rboh. Уровень кальция в цитоплазме, завися-
щий от АФК, может служить частью механиз-
ма, регулирующего взаимодействие мембран-
ной (Rboh) и цитозольной субъединицы (Rop 
ГТФазы), что оказывает влияние на активность 
НАДФН-оксидазы – генератора АФК.  

По мнению других авторов (Sagi, Fluhr, 
2001), стимулирование активности НАДФН-
оксидазы растений может осуществляться 
непосредственно ионами кальция без участия 
Rop ГТФазы. Эти авторы предполагают, что ре-
гуляция активности фермента происходит по 
принципу «самоусиливающейся петли», в ко-
торую вовлечены Са2+ и АФК.  

Таким образом, на ранних стадиях сим-
биотического взаимодействия кальций, АФК и 
НАДФН-оксидаза играют ключевые роли, уси-
ливая или подавляя взаимовлияние на процес-
сы. Действительно, уровни АФК и кальция 
увеличиваются после обработки корневых во-
лосков NF (Cardenas et al., 1999; 2008; Shaw, 
Long, 2003b). В свою очередь АФК могут акти-
вировать кальциевые каналы (Foreman et al., 
2003; Mori, Schroeder, 2004; Kimura et al., 2012).  

Усиленный вход кальция в цитоплазму, 
наблюдаемый после воздействия NF, может во-
влекаться во временное усиление генерации 
АФК (Cardenas et al., 2008). Предполагается, 
что ЕF-рука и кальмодулин-связывающие до-
мены у растительных НАДФН-оксидаз хорошо 
подходят для этого типа регуляции (Banfi et al., 



ГЛЯНЬКО, ВАСИЛЬЕВА  

24 

2004; Tirone, Cox, 2007). В связи с этим было 
также показано, что некоторые кальмодулины 
по-разному экспрессируются в ответ на NF 
(Camas et al., 2002).  

Роль оксида азота (NO)  
NO играет специфическую роль в регу-

ляции Са2+-гомеостаза путем модуляции актив-
ности Са2+-каналов как на плазмалемме, так и 
на мембранах внутриклеточных органелл (Bes-
son-Bard et al., 2008). Прямое влияние NO на 
активность Са2+-каналов связано с S-
нитрозилированием белков каналов (обрати-
мым образованием ковалентной связи между 
остатком цистеина и NO). Также возможно 
косвенное влияние NO на кальциевые каналы – 
через каскад реакций, в который вовлекаются 
циклические ГМФ, АДФ-рибоза, протеинкина-
зы (Courtois et al., 2008). Активация Са2+-
каналов внутриклеточных органелл и плазма-
леммы ведет к повышению концентрации цито-
зольного кальция. С другой стороны, уменьше-
ние концентрации цитозольного кальция ока-
зывает стимулирующее влияние на NO-синтез 
(Benson-Bard et al., 2008).  

При инфицировании ризобиями увеличи-
вается поглощение нитратов корнями гороха, 
что, вероятно, связано с влиянием NF-сигналов 
на анионные каналы (Митанова и др., 2006). 
Возникает вопрос: каким образом усиление по-
глощения нитратов посредством активации 
анионных каналов может влиять на сигнальные 
пути, задействованные в бобово-ризобиальном 
симбиозе? Как известно, одним из основных 
путей образования NO в растениях является 
восстановление нитратов с помощью нит-
рат/нитрит восстанавливающих ферментов 
(Rockel et al., 2002). Это восстановление может 
происходить уже на плазмалемме с участием 
корнеспецифичных, локализованных на плаз-
матической мембране нитратредуктазы (PM-
NR) и нитрит-NO-редуктазы (NI-NOR). По 
мнению Stohr et al. (2001, 2006), функциониро-
вание этих ферментов скоординировано и ско-
рость ферментативной продукции NO зависит 
от силы стрессового воздействия. Действитель-
но, по нашим данным, в опытах с концентраци-
ей нитратов 20 мМ наблюдается пик в накопле-
нии NO в корнях этиолированных проростков 
гороха через 30 мин (Глянько и др., 2010). Од-
нако, с другой стороны ризобиальная инфекция 
способна снижать уровень NO в корнях (Глянь-
ко и др., 2012). Таким образом, ризобиальная 
инфекция может оказывать влияние как на по-
глощение нитратов, так и на уровень оксида 
азота в корнях, что несомненно влияет на мета-

болические пути, задействованные в развитии 
бобово-ризобиальной интеграции.  

В этой связи следует также отметить ак-
тивацию анионных каналов в плазматической 
мембране суспензионных клеток табака под 
воздействием грибного элиситора (cryptogein), 
что усиливает отток нитратов из клеток и ока-
зывает влияние на экспрессию генов защиты, 
генерацию АФК, модуляцию активности про-
теинкиназ, на сверхчувствительную реакцию 
клеток и их гибель при патогенезе (Wendehenne 
et al., 2002). Эти процессы блокируются инги-
биторами анионных каналов.  

О влиянии минерального азота на взаи-
модействие патогенного гриба и растения сви-
детельствуют также результаты других иссле-
дователей (Alkan et al., 2009). По их данным, 
аммоний (NH4

+), секретируемый патогенным 
грибом Colletotrichum coccodes, активирует 
растительную НАДФН-оксидазу, что вызывает 
накопление АФК и гибель клеток плодов тома-
та. Механизм регуляции потоков Са2+ на плаз-
матической мембране с участием NO может 
быть применен для объяснения механизмов 
функциональной активности НАДФН-
оксидазы, в частности, при симбиотических 
взаимодействиях организмов, когда чрезмерное 
накопление АФК может препятствовать уста-
новлению симбиоза между бобовым растением 
и клубеньковыми бактериями (Shaw, Long, 
2003b).  

В то же время из литературы известно, 
что как ризобии, так и нитраты, способствуют 
синтезу в корнях соединения Q, представляю-
щего собой связанные пептиды – 
CLAVATA3/ESP (CLE) (Okamoto et al., 2009). 
Q (CLE) участвует в авторегуляции образова-
ния корневых клубеньков. В случае ризобиаль-
ной инфекции Q-сигнал перемещается в 
надземную часть растения, а в случае нитратов 
остается в корнях. Связывание Q с раститель-
ным рецептором LRR RLK в корнях или 
надземных органах инициирует, как предпола-
гают, cинтез соединения (фактора), оказываю-
щего ингибирующий эффект на образование 
клубеньков (в случае нитратов) или осуществ-
ляющего авторегуляцию образования симбио-
тических структур (как в случае ризобиальной 
инфекции) (Ferguson et al., 2010).  

Инфицирование корней проростков горо-
ха клубеньковыми бактериями снижает уровень 
оксида азота в корнях в 1,9 раза через 30 мин 
после инокуляции (Глянько и др., 2012). 
Уменьшение уровня АФК и АФА под действи-
ем ризобиальной инфекции свидетельствует, 
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по-видимому, о важной сигнальной роли ри-
зобиальных NF и растительных RLK для узна-
вания партнеров и блокирования защитных ме-
ханизмов растения-хозяина. По данным 
Sanchez et al. (2011), при взаимодействии лю-
церны с Sinorhizobim meliloti усиливается син-
тез NO в растении, а также экспрессируется 
ген, ответственный за синтез несимбиотиче-
ской формы гемоглобина. Роль гемоглобина в 
этом случае может состоять в связывании обра-
зованного в ответ на ризобиальное инфициро-
вание NO и таким образом устранении его ци-
тотоксических свойств. Интересно отметить, 
что инфицирование Lotus japonicum патогеном 
ведет также к усилению синтеза NO, но при 
этом экспрессии гена гемоглобина у растения 
не происходит (Nagata et al., 2008).  

АФА связаны в растениях с АФК и Са2+ в 
сигнальном трансдукционном пути (Sama et al., 
2004). Представляет интерес возможность уча-
стия свободного радикала NO в регуляции ак-
тивности НАДФН-оксидазы. NO играет важ-
ную роль в ключевых физиологических про-
цессах как в животных, так и растительных ор-
ганизмах (Глянько, Васильева, 2010). Заслужи-
вает внимания гипотеза о возможном влиянии 
NO на потоки вне- и внутриклеточного Са2+, 
который, как уже обсуждалось, оказывает вли-
яние на активность НАДФН-оксидазы. Суть 
гипотезы в том, что NO может повышать или 
тормозить индуцированный действием экзо-
генных факторов поток Са2+ в цитоплазму пу-
тем изменения проницаемости Са2+-каналов с 
участием сигнальных белков, подвергшихся 
посттрансляционной модификации оксидом 
азота (нитрозилирование и нитрование белков) 
(Besson-Bard et al., 2008). Этот механизм регу-
ляции потоков Са2+ на плазмалемме и мембра-
нах внутриклеточных органелл с участием NO 
(Courtois et al., 2008) также может быть приме-
нен для объяснения функциональной активно-
сти НАДФН-оксидазы при бобово-
ризобиальном симбиозе, когда чрезмерное 
накопление АФК будет препятствовать уста-
новлению мутуалистических взаимоотношений 
(Shaw, Long, 2003a). Последнее может быть 
снято антиоксидантными ферментами, в акти-
вации которых, по-видимому, также участвует 
кальций, поскольку АФК-генерирующие фер-
менты ингибируются антагонистами кальция 
(Grant et al., 2000).  

Заключение  
Взаимодействие Са2+, АФК и АФА (NO) 

на начальных этапах бобово-ризобиального 
симбиоза в нормальных физиологических 

условиях и особенно при действии неблагопри-
ятных биотических и абиотических факторов 
является важнейшей частью проблемы симбио-
тического взаимодействия организмов. Суще-
ственную роль в этих процессах играет каль-
ций, который необходим для функционирова-
ния НАДФН-оксидазы – генератора АФК. Есть 
данные о потребности Са2+ для растительного 
фермента(ов), генерирующего(их) NO c ис-
пользованием в качестве субстрата L-аргинина. 
Усиление образования NO в апопласте клеток 
листьев проростков пшеницы связано с увели-
чением накопления Н2О2 в межклеточном про-
странстве. С другой стороны, АФК могут уве-
личивать содержание NO путем изменения ак-
тивности ферментов, генерирующих оксид азо-
та.  

По нашим данным, ризобиальная инфек-
ция влияет на уровень NO и H2O2 в тканях кор-
ней проростков гороха. Участие Са2+ в этих 
обоих процессах очевидно, но каков механизм 
действия бобово-ризобиального симбиоза на 
гомеостаз кальция и каким образом кальциевый 
сигнал реализуется при симбиотическом взаи-
модействии, предстоит выяснить.  

В перспективе важно понять основные 
механизмы АФК-сигналинга при раннем сим-
биотическом взаимодействии в дополнение к 
тесным связям между Са2+-сигналингом, экст-
раклеточной АТФ, активностью пероксидазы 
клеточной стенки и потенциальной перестрой-
кой цитоскелета, включаемых временным уве-
личением концентрации Са2+ и образованием 
АФК. Следует обратить внимание на ритмич-
ные изменения концентрации кальция в цито-
плазме в ответ на различные абиотические и 
биотические факторы (Са2+-сигнатура) и влия-
ние этого процесса на изменение концентрации 
в клетке оксида азота, которое также, по-
видимому, носит пульсирующий характер и за-
висит от кальция (Глянько и др., 2013). Важ-
ным для изучения является вопрос о развивае-
мой ризобиальной инфекцией системной 
устойчивости бобового растения против бакте-
риальных и грибных патогенов. 
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PHYSIOLOGICAL ROLE Ca2+, NADPH-OXIDASE  
AND NO-SYNTHASE SIGNALING SYSTEMS AT INITIAL STAGES  
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The literary and own date on participation and interrelation of components calcium, NADPH-
oxidase and NO-synthase signaling systems on preinfectious and infectious stages the formation of 
legume-rhizobium symbiosis are generalized. Physiological role reactive oxygen species (ROS), 
NADPH оxidase and nitric oxide (NO) and their cross influence on the processes determining the 
formation of symbiotic structures on roots of the plant-owner is details considered. 

Key words: legume-rhizobium symbiosis, calcium (Ca2+), reactive oxygen species,  
NADPH оxidase, nitric oxide (NO) 

ФІЗІОЛОГІЧНА РОЛЬ КАЛЬЦІЄВОЇ, НАДФН-ОКСИДАЗНОЇ  
ТА NO-СИНТАЗНОЇ СИГНАЛЬНИХ СИСТЕМ НА ПОЧАТКОВИХ ЕТАПАХ 

БОБОВО-РИЗОБІАЛЬНОГО СИМБІОЗУ 
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Узагальнені літературні і власні дані про участь та взаємозв'язок компонентів кальцієвої, 
НАДФН-оксидазної і NO-синтазної сигнальних систем на передінфекційній та інфекційній 
стадіях становлення бобово-ризобіального симбіозу. Детально розглянута фізіологічна роль 
активних форм кисню, кальцію, НАДФН-оксидази і оксиду азоту та їх перехресний вплив на 
процеси, що визначають формування симбіотичних структур на коренях рослини-хазяїна. 

Ключові слова: бобово-ризобіальний симбіоз, активні форми кисню, кальцій Ca2+,  
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