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Изучали влияние ионов кальция на активность НАДФН-оксидазы в микросомальной фракции 

корней этиолированных проростков гороха. Показаны флуктуации активности фермента на 

среде с экзогенным источником Са
2+

 (СаСl2,100 мкМ), проявляющиеся в ее повышении (через 

5 и 20 мин) и снижении (через 10 и 30 мин). Хелатор кальция (ЭГТА, 100 мкМ) способствовал 

снижению активности фермента на фоне экзогенного кальция. Ризобиальная инокуляция в 3,9 

раза увеличивала активность фермента через 5 мин по сравнению с контролем (без 

инокуляции). Активатор Cа
2+

-каналов амиодарон (300 мкМ) и блокатор Са
2+

-каналов хлорид 

лантана (400 мкМ) снижали активность фермента на фоне ризобиальной инокуляции до 

уровня контроля (без инокуляции). Сделан вывод об участии Са
2+

 в регуляции активности 

мембранной НАДФН-оксидазы в корнях проростков гороха.  
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1
 В настоящее время кальций (Са

2+
) рас-

сматривается как вездесущий регулятор обмен-

ных процессов и изменение его уровня в клетке 

служит триггером для многих физиологических 

ответов организма. Ему свойственен широкий 

спектр физиолого-биохимических функций в 

растениях: участие в регуляции ионных пото-

ков и биоэлектрических явлений, проницаемо-

сти мембран, активности ферментов, секреции, 

деления клеток, трансдукции гормональных 

сигналов, запрограммированной клеточной 

смерти, устойчивости к стрессовым воздей-

ствиям и др. (Медведев, 2005; Колупаев, 2007). 

Кратковременное повышение концентрации 

ионов Са
2+

 в цитоплазме – одна из самых ран-
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них реакций клетки на различные стрессовые 

воздействия, которое затем сменяется колеба-

ниями его уровня в цитоплазме, что проявляет-

ся в виде осцилляций (спайков – сalcium 

spiking) и распространяющихся по клетке Са
2+

-

волн. Эти процессы осуществляются за счет 

мембранного транспорта, активации вторичных 

посредников (Са
2+

-АТФаз, киназ, белков-

сенсоров) и других биохимических реакций 

(Медведев, 2010). Особую роль в этом выпол-

няют кальмодулин и протеинкиназы, зависи-

мые от кальция и осуществляющие фосфори-

лирование белков – факторов регуляции тран-

скрипции (Тарчевский, 2002).  

Кроме ионов Са
2+

 сигнальную роль в ор-

ганизмах играют активные формы кислорода 

(АФК) и азота (АФА) – такие как супероксид-

ный анион-радикал (О2
•−

), пероксид водорода 

(Н2О2), оксид азота (NO). Ca
2+ 

как вторичный 

мессенджер связан в растениях с АФК и АФА в 
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сигнальном трансдукционном пути (Sama et al., 

2004). Показано, что АФК активируют Са
2+

-

каналы, которые являются сигнальным меха-

низмом, ведущим к полярному росту корневого 

волоска (Mori, Schroeder, 2004). Участие Са
2+

 и 

АФК в сигналинге растений подтверждается и 

другими исследованиями (Foreman et al., 2003; 

Kwak et al., 2003; Колупаев, Карпец, 2010).  

Одним из важных источников генерации 

АФК в растениях является НАДФН-оксидазная 

ферментная система, локализованная на плаз-

матической мембране клетки. Ингибирование 

активности НАДФН-оксидазы ведет не только 

к уменьшению генерации АФК, но и к тормо-

жению образования инфекционных нитей при 

симбиотических взаимоотношениях люцерны и 

Sinorhizobium meliloti (Peleg-Grossman et al., 

2007; Cardenas et al., 2008). В связи с этим сле-

дует отметить, что усиление Са
2+

-сигнала про-

исходит в том числе и за счет его взаимодей-

ствия с различными белками, которые после 

этого способны осуществлять ионный транс-

порт, регуляторные и другие функции, поддер-

живать определенный уровень кальция в струк-

турах и органеллах клетки.  

Одним из таких белков является фермент 

НАДФН-оксидаза (КФ 1.6.3.1), который связы-

вает, по крайней мере, два звена в метаболизме 

растения: генерацию АФК и потоки Са
2+

 (Sagi, 

Fluhr, 2006). Предполагается, что АФК и Са
2+

 

являются основными сигнальными элементами 

механизма регуляции активности мембранной 

НАДФН-оксидазы у растений (Глянько и др., 

2009). Растительная НАДФН-оксидаза, локали-

зованная на плазмалемме клеток корня, активи-

руется при действии на растение абиотических 

и биотических стрессоров (Глянько и др., 

2010). Образовавшиеся в результате активации 

этого фермента АФК защищают растение от 

патогенов путем участия в реакции сверхчув-

ствительности клеток, системной приобретен-

ной и индуцированной устойчивости, в укреп-

лении клеточной стенки как механического ба-

рьера на пути инфекции (Sagi, Fluhr, 2001). 

Роль АФК при симбиотических взаимоотноше-

ниях организмов неоднозначна, что, по-

видимому, связано с функционированием за-

щитно-регуляторных механизмов при форми-

ровании бобово-ризобиального симбиоза 

(Глянько и др., 2007). Как отмечают Marino et 

al. (2012), НАДФН-оксидаза может быть клю-

чевым компонентом в молекулярных механиз-

мах регуляции симбиотических и патогенных 

взаимоотношений.  

Нерешенным вопросом является позна-

ние механизма регуляции функциональной ак-

тивности НАДФН-оксидазы растений. Как уже 

отмечалось, важную роль в этом может играть 

Са
2+

 (Sagi, Fluhr, 2006). Этим растительная 

НАДФН-оксидаза отличается от животной, так 

как содержит на цитозольном N-терминальном 

участке Са
2+

-связывающие мотивы (EF-рука) 

(Глянько и др., 2009). Это обеспечивает непо-

средственное стимулирование активности фер-

мента с помощью ионов кальция, выход кото-

рых из внеклеточного пространства в цито-

плазму инициируется экзо- и эндогенными 

факторами.  

В настоящей работе предпринята попыт-

ка выявить регулирующую роль ионов Са
2+

 в 

функциональной активности НАДФН-оксидазы 

и определить влияние биотического фактора 

(ризобиальной инокуляции) на этот процесс. В 

работе применяли экзогенный кальций в виде 

СаСl2, а интенсивность потока в клетках эндо-

генного Са
2+

 изменяли путем действия на про-

ростки гороха активатора и блокатора Са
2+

- ка-

налов, а также хелатора кальция.  

МЕТОДИКА  

Объектом исследований служили про-

ростки гороха посевного (Pisum sativum L.), 

сорт Ямальский, выращенные в пластмассовых 

кюветах на влажной фильтровальной бумаге 

при 22ºС. Для поддержания заданной темпера-

туры использовали электрический термостат с 

водяной рубашкой ЗЦ-1125М (Россия), с точ-

ностью до ± 0,5°С. Перед замачиванием семена 

трижды промывали теплой проточной водой с 

мылом и обеззараживали 3% раствором Н2О2 в 

течение 15 мин. После этого семена заливали 

дистиллированной водой (60°С) и помещали в 

термостат для набухания при 22°С на 3-4 ч. За-

тем семена перекладывали в кювету на влаж-

ную фильтровальную бумагу и проращивали 

при 22°С в течение 48 ч. Полученные таким об-

разом исходные проростки использовали для 

дальнейших исследований, для чего выбирали 

проростки с примерно одинаковыми размерами 

корней. Контролем служили растения, выра-

щенные на дистиллированной воде.  

Для опытов использовали 48-часовые 

растения, которые инкубировали на соответ-

ствующих средах в течение 5, 10, 20 и 30 мин. 

В опытах с действием на проростки гороха 

биотического фактора – ризобиальной инфек-

ции, проростки инокулировали клубеньковыми 

бактериями Rhizobium leguminosarum bv viceae 
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эффективного производственного штамма 1060 

в концентрации 2·10
8
 клеток /мл (1 

мл/проросток). Штамм получен из Всероссий-

ского НИИ сельскохозяйственной микробиоло-

гии РАСХН (Санкт-Петербург, Россия). В каче-

стве экзогенного источника Са
2+

 использовали 

100 мкМ раствор CaCl2 (Россия). Активатор 

кальциевых каналов амиодарон (Sigma-Aldrich, 

США) применяли в концентрации 300 мкМ, а 

блокатор кальциевых каналов хлорид лантана 

(Россия) – в концентрации 400 мкМ. В качестве 

поглотителя (хелатора) ионов кальция приме-

няли ЭГТА (Sigma-Aldrich, CША) (100 мкМ). 

Активность НАДФН-оксидазы определя-

ли по модифицированному методу, основанно-

му на работах (Pinton et al., 1994; Shen et al., 

2000; Cuevas et al., 2004). Выделение микросо-

мальной клеточной фракции осуществляли пу-

тем дифференциального центрифугирования на 

препаративной центрифуге “SORVALL
®
 

DISCOVERY™ 90SE by HITACHI” (Япония-

США). Для этого корни отмывали в дистилли-

рованной воде, взвешивали и гомогенизирова-

ли в предварительно охлаждѐнной ступке в бу-

ферном растворе (50 мМ HEPES-KOH, рН 7,8), 

содержащем сахарозу (250 мМ) и ЭДТА (0,1 

мМ) (Cuevas et al., 2004). Для измерения рН 

растворов использовали иономер универсаль-

ный ЭВ-74 (Россия) с точностью до ± 0,1 ед. 

рН.  

Перед началом центрифугирования гомо-

генат фильтровали через капроновую ткань и 

центрифугировали при 600 g в течение 15 мин 

для осаждения тяжѐлых органелл и компонен-

тов клетки. Надосадочную жидкость переноси-

ли в пробирки и центрифугировали при 42000 g 

в течение 20 мин для осаждения митохондрий. 

Полученный супернатант вновь центрифугиро-

вали при 140000 g в течение 1 ч. После этого 

супернатант (цитозольную фракцию) отделяли, 

а осадок (микросомальную фракцию, включа-

ющую в себя плазмалемму, тонопласт, мембра-

ны аппарата Гольджи и эндоплазматический 

ретикулум) суспендировали в том же буфере, 

который использовали для гомогенизации кор-

ней. В полученной микросомальной фракции 

определяли НАДФН-оксидазную активность. 

Для этого к реакционной среде, состоящей из 

0,8 мл буферного раствора (50 мМ НЕРЕS-

KOH, pH 7,8), 0,1 мМ ЭДТА и 1 мкМ КСN до-

бавляли 0,2 мл растительной пробы и предын-

кубировали 1 мин при 30
о
С. Реакцию иниции-

ровали добавлением 100 мкМ НАДФН, ско-

рость окисления которого регистрировали на 

спектрофотометре Specord S-100 (Германия) по 

уменьшению величины D340 в течение 5 мин и 

рассчитывали с коэффициентом экстинции 6,22 

мМ
-1

·см
-1

. Активность фермента выражали в 

нмоль НАДФН/(мин·мг белка).  

Содержание белка определяли по методу 

с красителем амидочерным (Бузун и др., 1982).  

Средние значения и их стандартные 

ошибки вычислены из трех независимых экс-

периментов, каждый из которых состоял из 

трех аналитических повторений. Достоверность 

различий оценивали по критерию Стъюдента.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

На фоне экзогенного источника кальция 

(СаCl2, 100 мкМ) наблюдались флуктуации в 

активности НАДФН-оксидазы (рис. 1). Так, ак-

тивность фермента значительно повышалась 

через 5 и 20 мин (на 56 и 80% соответственно), 

а через 10 и 30 мин, наоборот, снижалась: в 

первом случае до уровня контроля, во втором – 

на 40% ниже контрольного уровня. Эти дан-

ные, очевидно, свидетельствуют о наличии в 

растительных клетках механизма, регулирую-

щего активность НАДФН-оксидазы при изме-

нении концентрации ионов кальция. При этом 

первая фаза, по-видимому, связана с притоком 

Са
2+

 в цитоплазму и вызывает активацию фер-

мента, а вторая – обусловлена накоплением 

Са
2+

 в цитоплазме и ведет к снижению активно-

сти фермента. Возможные механизмы влияния 

кальция на активность НАДФН-оксидазы опи-

саны в статьях (Sagi, Fluhr, 2001; Wong et al., 

2007). Так, по мнению Wong et al. (2007) ос-

новным фактором, модулирующим активность 

НАДФН-оксидазного ферментного комплекса, 

является концентрация Са
2+

 в цитоплазме рас-

тительной клетки, регулирующей взаимодей-

ствие между субъединицами фермента – цито-

зольной Rac-GTPase и мембранной субъедини-

цей gp91
phox

, гомологичной субъединице 

НАДФН-оксидазы (NOX2) из животных кле-

ток. Однако, по данным Sagi, Fluhr (2001), рас-

тительная НАДФН-оксидаза может продуциро-

вать О2
•−

 и в отсутствие цитозольного компо-

нента Rac-GTPase.  

Можно предполагать, что увеличение об-

разования АФК в результате активации 

НАДФН-оксидазы вызывает вторую фазу 

накопления кальция в цитоплазме путем сти-

мулирования открытия Са
2+

-каналов на плазма-

тической мембране, что является причиной ин-

гибирования активности фермента.  
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Присутствие в среде экзогенного Са
2+ 

при 

экспозиции 20 мин усиливало активность фер-

мента на 80% по сравнению с контролем. Этот 

эффект элиминировался добавлением в среду с 

СаCl2 хелатора кальция – ЭГТА, что вырази-

лось в снижении активности НАДФН-оксидазы 

до уровня контроля (рис. 2). При этом сама 

ЭГТА при той же экспозиции не вызывала до-

стоверных изменений активности фермента по 

сравнению с контролем. Таким образом, связы-

вание кальция хелатором ведет к снижению ак-

тивности фермента, что свидетельствует о во-

влечении кальция в регуляцию активности 

НАДФН-оксидазы корней проростков гороха. В 

этих вариантах действие Са
2+

 проявляется как в 

увеличении, так и в снижении активности изу-

чаемого фермента.  

В следующих экспериментах изучали 

влияние ризобиальной инокуляции на актив-

ность НАДФН-оксидазы. Из полученных дан-

ных (рис. 3) следует, что инокуляция пророст-

ков клубеньковыми бактериями через 5 мин 

приводила к увеличению активности фермента 

в 3,9 раза по сравнению с контролем (растения 

без инокуляции). Возможный механизм акти-

вации фермента может быть также связан с 

Са
2+

-гомеостазом. По данным Shaw, Long 

(2003), спустя 1-5 мин после ризобиальной 

инокуляции наблюдался быстрый приток ионов 

кальция в цитоплазму. Предполагается, что ци-

тозольные потоки кальция активируют Са
2+

-

зависимые протеинкиназы, которые фосфори-

лируют N-терминальный участок НАДФН-

оксидазы и тем самым активируют фермент 

(Kobayashi et al., 2007). Влияние ризобий на 

Са
2+

-каналы, по-видимому, обусловлено взаи-

модействием бактериального Nod-фактора (NF) 

и растительного рецептора (LysM RLK), что 

ведет к деполяризации мембраны и оттоку хло-

ра и калия из цитоплазмы во внеклеточное про-

странство клеток корневого волоска и сопро-

вождается открыванием Са
2+

-каналов и усиле-

нием притока кальция в цитоплазму (Radutoiu 

et al., 2003; Ferguson et al., 2010).  

Чтобы проверить предположение об ак-

тивации НАДФН-оксидазы ризобиальной ино-

куляцией путем ее влияния на поток Са
2+

 из 

внеклеточного пространства в цитоплазму, бы-

ли проведены опыты с амиодароном – актива-

тором Са
2+

-каналов в дрожжевых клетках 

(Courchesne, Ozturk, 2003), и неселективным 

блокатором Са
2+

-каналов – хлоридом лантана 

(Huetter et al., 1998). Представленные на рис. 3 

данные свидетельствуют о том, что амиодарон 

в концентрации 300 мкМ сам по себе стимули-

ровал активность фермента на 30 % по сравне-

нию с контролем, а в сочетании с ризобиальной 

инокуляцией снимал стимулирующее влияние 

ризобиальной инфекции на активность фермен-

та до уровня контроля, уменьшая активность 

фермента в 3,4 раза. Таким образом, стимуля-

ция активности НАДФН-оксидазы под влияни-

ем амиодарона в испытываемой концентрации 

(300 мкМ) свидетельствует об участии ионов 

кальция в функционировании фермента. Сни-

жение активности НАДФН-оксидазы под влия-

нием амиодарона на фоне ризобиальной иноку-

ляции, возможно, связано с избыточным по-
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Рис. 1. Динамика активности НАДФН-оксидазы корней проростков гороха на фоне экзоген-

ного источника Са
2+

. Здесь и на рис. 2: *
,
 ** - соответственно различие достоверно при Р≥0,95 и Р≥0,99.  
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ступлением Са
2+ 

в цитоплазму, вызванным ак-

тивирующим действием амиодарона на Са
2+

-

каналы.  

Неселективный блокатор кальциевых ка-

налов хлорид лантана, как и амиодарон, снимал 

стимулирующее влияние ризобиальной инфек-

ции на активность фермента, что проявилось в 

снижении активности фермента в 2,9 раза. Од-

нако, в отличие от эффектов амиодарона, 

уменьшение активности фермента в этом вари-

анте, вероятно, связано с недостаточным со-

держанием ионов кальция в цитоплазме для ак-

тивации фермента. В варианте опыта с влияни-

ем только одного хлорида лантана наблюдалось 

снижение активности НАДФН-оксидазы на 36 

% по сравнению с контролем (без инокуляции).  

Таким образом, полученные нами данные 

свидетельствуют об участии Са
2+

 в функциони-

ровании НАДФН-оксидазы – генератора АФК 

(О2
•−

, Н2О2). При этом следует отметить, что ак-
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Рис. 2. Влияние хелатора кальция (ЭГТА) на активность НАДФН-оксидазы корней пророст-

ков гороха на фоне экзогенного источника кальция (CaCl2), экспозиция 20 мин.  
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Рис. 3. Влияние ризобиальной инокуляции, амиодарона (АМД) и хлорида лантана (LaCl3) на 

активность НАДФН-оксидазы корней проростков гороха, экспозиция 5 мин.  
*

,
 **- соотвественно различие достоверно при Р≥0,95и Р≥0,99; в скобках указана достоверность по сравне-

нию с вариантом с инокуляцией.  
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тивность изученного фермента зависит как от 

концентрации ионов кальция в цитоплазме, так 

и уровня АФК, влияющих на поток кальция че-

рез Са
2+

-каналы на плазмалемме. В этом аспек-

те подтверждается предположение Sagi, Fluhr 

(2001) о том, что регуляция активности 

НАДФН-оксидазы происходит по принципу 

самоусиливающейся петли, в которую вовлече-

ны Са
2+

 и АФК.  

Авторы выражают благодарность Т. Е. Пу-

тилиной, В.А. Галиченко и О.И. Грабельных за тех-
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INFLUENCE IONS OF CALCIUM ON ACTIVITY NADPH OXIDASE  

IN ROOTS ETIOLATED SEEDLINGS OF PEA (PISUM SATIVUM L.) 

A. K. Glyan’ko, O. O. Ischenko, G .G. Vasil’eva  

State Federal Budget Institution of Science  

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry  

Siberian Division of the Russian Academy Sciences  

(Irkutsk, Russia) 

Influence ions calcium (Ca
2+

) on activity NADPH oxidase in microsomal fraction of roots etiolated 

seedlings of pea are investigated. Fluctuations in activity of enzyme on environment with exogenous 

a source Ca
2+

 (CaCl2, 100 µM), consisting in increase (through 5 and 20 minute) and decrease 

(through 10 and 30 minute) are shown. Chelating agent of Ca
2+

 (EGTA, 100 µM) promoted decrease 

of activity of enzyme on a background exogenous calcium. Rhizobial inoculation in 3,9 time 

increased activity of enzyme through 5 minute in comparison with the control (without inoculation). 

The Ca
2+

-channels activator – amiodarone (300 µM), and Ca
2+

-channels blocker – lanthanum 

chloride (400 µM), reduced activity of enzyme on a background rhizobial inoculation up to a level 

of the control (without inoculation). The conclusion about participation of Ca
2+ 

in regulation of 

activity membranes NADPH oxidase in roots of seedlings of peas are made.  

Key words: Pisum sativum L., ions Ca
2+

, NADPH oxidase, rhizobial inoculation, EGTA, 

amiodarone, lanthanum chloride 

ВПЛИВ ІОНІВ КАЛЬЦІЮ НА АКТИВНІСТЬ НАДФН-ОКСИДАЗИ  

В КОРЕНЯХ ЕТІОЛЬОВАНИХ ПРОРОСТКІВ ГОРОХУ (PISUM SATIVUM L.) 

А. К. Глянько, О. О. Іщенко, Г. Г. Васильєва 

Федеральна державна бюджетна установа науки  

Сибірський інститут фізіології і біохімії рослин  

Сибірського відділення Російської академії наук  

(Іркутськ, Росія) 

Вивчали вплив іонів кальцію на активність НАДФН-оксидази в мікросомальній фракції ко-

ріння етіольованих проростків гороху. Показані флуктуації активності ферменту на середо-

вищі з екзогенним джерелом Са
2+

 (СаСl2,100 мкМ), що виявлялися в її підвищенні (через 5 і 

20 хв) та зниженні (через 10 і 30 хв). Хелатор кальцію (ЕГТА, 100 мкМ) сприяв зниженню ак-
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тивності ферменту на фоні екзогенного кальцію. Ризобіальна інокуляція в 3,9 раза збільшува-

ла активність ферменту через 5 хв порівняно з контролем (без інокуляції). Активатор Cа
2+

-

каналів аміодарон (300 мкМ) і блокатор Са
2+

-каналів хлорид лантану (400 мкМ) знижували 

активність ферменту на фоні ризобіальної інокуляції до рівня контролю (без інокуляції). 

Зроблено висновок про участь Са
2+

 в регуляції активності мембранної НАДФН-оксидази в 

коренях проростків гороху.  

Ключові слова: Pisum sativum L., іони кальцію, НАДФН-оксидаза, ризобіальна інокуляція, 

хелатор іонів Са
2+

 ЕГТА, активатор Са
2+

-каналів аміодарон, блокатор 

Са
2+

-каналів хлорид лантану 


