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Обобщены литературные данные о роли активных форм кислорода (АФК) и азота (АФА)  при 
формировании и функционировании бобово-ризобиального симбиоза в сравнении с 
фитопатогенезом. Предполагается двойная функция АФК и АФА при бобово-ризобиальном 
симбиозе: включение механизмов, способствующих установлению симбиоза, и механизмов 
(защитных реакций), препятствующих формированию симбиотических структур. Приводится 
гипотетическая схема участия АФК и АФА в формировании бобово-ризобиального симбиоза. 
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1В последние десятилетия решению про-
блемы роли активных форм кислорода (АФК) и 
активных форм азота (АФА) у организмов уде-
ляется пристальное внимание. Следует отме-
тить, что научная разработка этой проблемы на 
растениях началась позднее, чем на животных 
организмах. Однако к настоящему времени 
большой интерес к этой проблеме проявляют и 
фитобиологи, в том числе физиологи и биохи-
мики растений [23].  

АФК и АФА - вторичные продукты 
аэробного метаболизма у живых организмов. В 
высоких концентрациях эти соединения ток-
сичны и нарушают различные звенья метабо-
лизма [54]. В то же время АФК и АФА выпол-
няют роль сигнальных молекул, вызывая через 
каскад реакций экспрессию различных генов, 
связанных, в частности, с защитой растения 
при действии абиотических и биотических 
стрессоров [45]. Итогом таких модификаций 
метаболизма является развитие растением сис-
темной приобретенной или индуцированной 
устойчивости на основе сверхчувствительного 
ответа клетки (СВЧ) на стрессовое воздействие 
и программированной клеточной смерти [49]. 
Роль АФК и АФА в процессах роста и развития 
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растений освещена в ряде обзоров [11, 13, 22, 
34, 71]. 

Подобно животным организмам в расте-
ниях также может наблюдаться "окислитель-
ный и азотный взрыв", инициируемый действи-
ем различных стресс-факторов, и сопровож-
дающийся резким накоплением в клетках сво-
бодных радикалов кислорода и азота, которые 
могут повреждать практически все компоненты 
клеток, в том числе белки, ферменты, нуклеи-
новые кислоты, мембранные структуры [60, 
106]. 

Усиление образования активных форм 
кислорода и азота при действии на организмы 
неблагоприятных абиотических и биотических 
факторов может привести к глубоким наруше-
ниям в обмене веществ, если защитная система 
организма, состоящая из антиоксидантных со-
единений (аскорбат, глутатион, гемоглобин и 
др.) и антиоксидантных ферментов (суперок-
сиддисмутаза, каталаза, пероксидаза, глутати-
онредуктаза, аскорбатпероксидаза, полифено-
локсидаза и др.), не в состоянии обезвредить 
избыток этих соединений [10]. 

Активные формы кислорода 

АФК (О2
.-, Н2О2, .ОН, ОН1, О2

1) в качестве 
своего предшественника имеют молекулярный 
кислород. Местом интенсивного образования 
АФК у растений является фотосистема, перок-
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сисомы, плазмалемма, дыхательная цепь мито-
хондрий и другие структуры клетки, где обра-
зование кислородных радикалов происходит в 
результате одноэлектронного восстановления 
О2 в дыхательной цепи и других нефермента-
тивных и ферментативных реакций [13, 45, 74]. 
Из них следует отметить окислительно-
восстановительные реакции с участием различ-
ных соединений и ферментов [12, 60]. Опреде-
ленный вклад в образование АФК вносят пе-
роксидаза и аминооксидаза, локализованные в 
клеточной стенке [64]. Одним из важнейших 
источников АФК при фитопатогенезе является 
пероксимальная и НАДФН-оксидаза плазма-
леммы [11, 19, 59]. Существует тесная связь 
продукции АФК с выходом ионов кальция в 
цитоплазму при действии абиотических и био-
тических стрессоров и отмечается значение 
Ca2+ и АФК как ключевых компонентов единой 
сигнальной сети [9]. Важную роль в этом игра-
ет НАДФН-оксидаза, которая связывает Сa2+ и 
активируется им [85].  

Можно, очевидно, считать, что как сиг-
нальная, так и разрушительная функции АФК 
при действии на растения различных стрессо-
вых факторов доказаны. Чтобы выжить, расти-
тельные организмы должны поддерживать оп-
ределенный баланс между этими функциями 
(прооксидантно-антиоксидантное равновесие) 
[8, 97]. Главную роль здесь играют антиокси-
дантная и сигнальная системы. Первая обез-
вреживает избыток АФК, вторая - с помощью 
тех же АФК обеспечивает включение защитных 
механизмов организма. Специфичность ответа 
растительного организма на АФК зависит от 
многих факторов: химических особенностей 
АФК, места их генерации, фазы развития рас-
тения, воздействия на организм стрессовых фа-
кторов и взаимодействия с другими сигналь-
ными молекулами (оксид азота, фитогормоны, 
салициловая и жасмоновая кислоты, продукты 
липидного и фенольного обменов).  

Активные формы азота 

К активным формам азота (АФА) прежде 
всего относят оксид азота (NO) - липофильную 
молекулу, которая легко диффундирует через 
мембраны. NO -многофункциональная сиг-
нальная молекула, управляющая внутриклеточ-
ными и межклеточными процессами в живот-
ных, бактериальных и растительных организ-
мах и оказывающая как положительное, так и 
отрицательное влияние на метаболизм [17, 18, 
30]. Известна кардинальная роль NO в функ-
ционировании иммуной, нервной, сосудистой 
систем у животных. В растительных организ-

мах NO играет роль в росте и развитии расте-
ний, индуцируя, в частности, прорастание се-
мян, цветение, закрывание устьиц, рост корня 
[7, 47]. По данным Shimoda et al. [90], NO акти-
вирует экспрессию гена LjHb1 у Lotus 
japonicus, кодирующего синтез несимбиотиче-
ского гемоглобина, который, как известно, яв-
ляется детоксикантом оксида азота [40, 80]. В 
животных клетках NO индуцирует синтез гуа-
нилатмонофосфата, связываясь с гемом гуани-
латциклазы, что ведет к различным эффектам в 
метаболизме [109].  

NO вступает в химические реакции с раз-
личными соединениями, входящими в состав 
клеток, с образованием молекул, обладающих 
как и сама NO, либо токсичностью, либо свой-
ствами регуляторных молекул. Так, при взаи-
модействии NO с супероксидным анион-
радикалом (О2

.-) образуется пероксинитрит 
(ONOО-) - более токсичный радикал, чем сама 
молекула NO [83]. Хотя по другим данным [38], 
ONOO- в растительных клетках не обладает до-
статочной токсичностью, чтобы вызвать апоп-
тоз клетки, что отличает действие пероксинит-
рита в животной клетке. По мнению Delledonne 
et al. [38], усиление токсичности ONOO- связа-
но с уровнем генерации пероксида водорода 
(Н2О2), образующегося путем ферментативной 
дисмутации О2

.-. 

Реакция NO с тиоловыми остатками био-
логических молекул (нитрозилирование) сни-
жает устойчивость растений к фитопатогенам, 
по-видимому, вследствие уменьшения уровня 
свободного NO [42]. Из негативных эффектов 
оксида азота и его дериватов следует отметить: 
перекисное окисление липидов и тиоловых ос-
татков, S-нитрозилирование белков [106]. Вза-
имодействие NO с железосодержащими белка-
ми ведет к ингибированию ферментов, таких, 
например, как цитохром с оксидаза в митохон-
дриальной дыхательной цепи [105]. В то же 
время предполагают, что нитрозилирование бе-
лков путем связывания NO c остатком цистеина 
является первичным механизмом для актива-
ции NO [93]. NO способен реагировать с глута-
тионом с образованием S-нитрозоглутатиона 
(GSNO), который может вовлекаться в защит-
ные реакции растений против биотических и 
абиотических стрессоров [41]. 

NO образуется в животных тканях из ар-
гинина в реакции, катализируемой синтазой ок-
сида азота (NO-синтаза), а также в незначи-
тельных количествах в реакциях, связанных с 
восстановлением нитратов и нитритов с уча-
стием других ферментов и веществ (цитохро-
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моксидазы - в митохондриях; цитохрома Р-450 
- в микросомах; гемоглобина - в крови) [18].  

Данные о наличии NO-синтазы в клетках 
растений имеются, но гомологов животной NO-
синтазы у растений не обнаружено [36, 51, 73, 
107]. Антитела к животной NO-синтазе реаги-
руют с белками растений, однако эти белки не 
проявляют NO-синтазной активности и выпол-
няют в растениях другие функции [33]. В неко-
торых работах ставится под сомнение наличие 
у растений NO-синтазы [107]. В ряде исследо-
ваний уделяется внимание белку AtNOS1 из 
арабидопсиса, который обладает NO-синтазной 
активностью [36]. Однако мутация в гене этого 
белка не прекращает полностью синтез NO у 
арабидопсиса, что говорит о том, что сущест-
вуют иные пути синтеза NO [51]. Они могут 
быть связаны с восстановлением NO3

- и NO2
- 

нитрат- и нитритредуктазами [48, 70, 72, 104]. 
На NO, как промежуточный продукт при вос-
становлении нитратов у растений и микроорга-
низмов, указывали еще в начале 60-х годов 
прошлого столетия Fewson и Nicholas [44]. Не 
исключено образование NO в растительных 
клетках неферментативным путем при опреде-
ленных условиях, например, при закислении 
клеточной среды из NO2

- в присутствии восста-
новителей, в частности, аскорбиновой кислоты 
[36]. Показано усиление синтеза NO у 
Arabidopsis thaliana под воздействием экзоген-
но добавляемой в суспензию клеток салицило-
вой кислоты. Увеличение генерации NO в этом 
случае идет, по крайней мере частично, за счет 
активации активности фермента, подобного 
NO-синтазе, и при участии кальция и казеин-
киназы 2 [111].  

Взаимодействие АФК и АФА 

Важным является изучение взаимодейст-
вия АФК и АФА. Этот вопрос хорошо изучен 
при фитопатогенезе, когда системная приобре-
тенная устойчивость формируется на основе 
СВЧ клетки и последующей ее гибели. Как по-
казали исследования, гибель клетки растения-
хозяина при СВЧ есть результат одновременно-
го действия Н2О2 и NO [106]. 

На рис. 1 изображена гипотетическая 
схема взаимосвязи АФК и АФА при действии 
биотических и абиотических факторов, по-
строеная и дополненная на основе литератур-
ных данных [75]. Суть схемы. Стрессовый сиг-
нал взаимодействует с растительным рецепто-
ром, что инициирует выход кальция в цито-
плазму, фосфорилирование и активацию белков 
таких, как НАДФН-оксидаза, нитрат - и нит-

ритредуктазы и, возможно, NO-оксидаза. При 
активации образуется О2

.-, который с участием 
супероксиддисмутазы (СОД) дисмутирует в 
Н2О2. В результате активации нитрат-
восстанавливающих ферментов и NO-синтазы 
продуцируется оксид азота (NO). При взаимо-
действии NO с О2

.- образуется пероксинитрит 
(ООNO-), который, как и NO, может взаимо-
действовать с белками (нитрование, S-
нитрозилирование), изменяя их свойства [61]. 
Соoтношение в клетке NO, O2

.-, H2O2 и OONO- 
определяет СВЧ клетки на инвазию фитопато-
гена [38] или действие элиситора на растение 
[110]. 

Как сигнальная молекула, NO при уча-
стии салициловой кислоты (усилителя каскада 
реакций, инициируемых NO) может вызвать 
экспрессию генов защиты. При этом синтези-
руется PR1-белок, активируется ферменты - ха-
лконсинтаза, гуанилатциклаза, фенилаланин-
аммоний-лиаза; усиливается синтез салицило-
вой кислоты. Пероксид водорода может влиять 
на сигнальные функции NO посредством акти-
вации синтеза салициловой кислоты, которая в 
свою очередь, являясь конкурентным ингиби-
тором каталазы, способствует накоплению 
Н2О2 [82]. 

Пероксид водорода селективно вызывает 
экспрессию генов глутатионпероксидазы и глу-
татион-S-трансферазы, играющих роль деток-
сикантов цитотоксических соединений [66]. 
Н2О2 оказывает антибактериальный эффект как 
непосредственно, так и путем участия в синтезе 
веществ (каллозы, лигнина) для укрепления 
клеточной стенки от бактериальной инвазии. 
Хорошо известно, что Н2О2 детоксицируется в 
реакциях, катализируемых каталазой и перок-
сидазой, в то же время пероксидаза может быть 
и продуцентом Н2О2.  

Обезвреживание избытка NO может про-
исходить с участием несимбиотических форм 
гемоглобина, синтезируемых в растениях в от-
вет на различные стрессовые воздействия [40, 
80]. Ураты предотвращают токсический эффект 
пероксинитрита у арабидопсиса [21].  

АФК и АФА при бобово-ризобиальном  
симбиозе 

В отличие от патогенеза, бобово-
ризобиальный симбиоз - полезное для обоих 
организмов взаимодействие. Проникая в клетки 
растения, клубеньковые бактерии "организуют" 
для себя эндоэкологическую нишу, благопри-
ятную для жизнедеятельности как макро-, так и 
микросимбионта.   Установлено,  что  образова- 
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ние этой "эндоэкологической ниши" для клу-
беньковых бактерий (в виде корневых клубень-
ков) происходит под "строгим" контролем рас-
тения-хозяина с помощью различных механиз-
мов: генетических, биохимических, физиологи-
ческих, экологических и др. Увеличивается 
число доказательств того, что важную роль в 
образовании и развитии бобово-ризобиального 
симбиоза играют АФК и АФА [3, 43, 53, 76, 81, 
87, 89]. Образование активных форм кислорода 
и азота в течение развития симбиотического 
взаимодействия является основным фактором 
сходства ранних ответов растения на инфекцию 
патогенами и симбиотрофами [25, 77]. Однако 
исследования, связанные с изучением роли 
АФК и АФА в симбиотических взаимоотноше-
ниях организмов, по сравнению с патогенезом, 
немногочисленные и разрозненные. Роль этих 
соединений на начальных этапах формирова-
ния бобово-ризобиального и арбускулярно-
микоризного взаимодействия обсуждается в 
ряде работ [6, 24, 31, 46, 76]. Участие АФК и 
антиоксидантных соединений в функциониро-
вании корневых клубеньков отражены в иссле-
дованиях Beсana c сотрудниками [28, 55, 68]. 

Основной вопрос - это механизм, кото-
рый используют клубеньковые бактерии, чтобы 
противодействовать инициированию защитных 
систем макросимбионта. Считается, что ризо-
бии ингибируют сигнальные пути, ведущие к 
запуску защитных систем растения-хозяина 
[32]. Этот механизм, очевидно, запускается при 
взаимодействии ризобиального nod-фактора 
(липохитоолигосахарида) с растительным ре-
цептором белковой природы. Но даже если ри-
зобии изначально супрессировали защитные 
реакции растения-хозяина и проникли в ткани 
корня, инфекционный процесс может преры-
ваться на последующих стадиях. Так, установ-
лено, что 90% инфекционных нитей, образо-
ванных в корневых волосках люцерны, оста-
навливают свой рост и разрушаются. Аборти-
рование инфекционных нитей - результат СВЧ, 
хорошо известного процесса, происходящего в 
клетках при фитопатогенезе с участием АФК 
как ключевых компонентов. Так, по данным 
Vasse et al. [100], отдельные инфекционные ни-
ти с находящимися в них ризобиями погибают, 
и в них обнаружены вещества, характерные для 
СВЧ клетки при фитопатогенезе (фенолы, PR-
белки и др.). У люцерны обнаружены О2

.- и 
Н2О2 в матриксе некоторых инфекционных ни-
тей, окружающем бактерии, но не внутри бак-
терий [87]. D'Haeze et al. [52] показали, что но-
дуляция латеральных корней тропического по-

луводного растения Sesbania rastrata связана с 
генерацией H2O2 и этилена. Причем оба эти 
процесса инициируются Nod-фактором. Увели-
чение содержания Н2О2 в проростках люцерны 
и уменьшение активности антиоксидантных 
ферментов на ранних стадиях инфицирования 
наблюдали Bueno et al. [31] в опытах с дефект-
ным по синтезу Nod-фактора мутантом 
Sinorhizobium meliloti. Повышенная генерация 
О2

.- проростками гороха происходит при взаи-
модействии растений с несовместимым штам-
мом Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (фа-
солевый штамм) и увеличивается в первые су-
тки после инокуляции корней гороха совмес-
тимым штаммом Rh. leguminosarum bv. viceae 
[1]. Бактериальный антиоксидантный фермент 
СОД, катализирующий реакцию дисмутации 
О2

.- в Н2О2, необходим для прохождения нор-
мальной ризобиальной инфекции и нодуляции 
у бобовых [87]. По данным Lohar et al. [62] из-
менение морфологии корневых волосков в от-
вет на ризобиальную инфекцию сопровождает-
ся временными колебаниями в концентрации 
пероксида водорода, что авторы связывают с 
необходимостью АФК для процессов, ведущих 
к скручиванию корневых волосков и после-
дующей инвазии клубеньковых бактерий.  

Как уже отмечалось, начальные этапы 
взаимодействия растений с патогенными и си-
мбиотическими микроорганизмами имеют об-
щие черты [91]. Так, инфицирование ризобия-
ми бобовых сопровождается выходом кальция 
в цитоплазму и изменением активности корне-
вой НАДФН-оксидазы [102, 103]. Предполага-
ется, что функциональная активность НАДФН-
оксидазы - один из механизмов регуляции об-
разования АФК на начальных этапах бобово-
ризобиального взаимодействия [4]. Это под-
тверждается данными Lohar et al. [62, 63], кото-
рые показали, что накопление транскриптов 
НАДФН-оксидазы в корнях люцерны совпадает 
с изменением содержания Н2О2 в первые часы 
после инокуляции проростков ризобиями. С 
другой стороны, обработка проростков люцер-
ны очищенным Nod-фактором ведет к ингиби-
рованию образования Н2О2 [89], что авторы 
связывают с защитным ответом растений. На 
уменьшение генерации Н2О2 и салициловой ки-
слоты при инокуляции проростков гороха ри-
зобиями указывают и другие авторы [5], кото-
рые объясняют этот факт функционированием 
защитно-регуляторного механизма при форми-
ровании бобово-ризобиального симбиоза [6]. 
Противоречивость данных об изменении со-
держания Н2О2 у макросимбионта при взаимо-
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действии с ризобиями можно, по-видимому, 
объяснить разной продолжительностью опы-
тов, т. е. временной зависимостью уровня Н2О2 
у макросимбионта. 

Н2О2 необходим для экспрессии гена rip1, 
кодирующего синтез раннего нодулина люцер-
ны - пероксидазы [81], а также как субстрат для 
пероксидазы, катализирующей синтез лигнина 
и каллозы, для укрепления клеточной стенки от 
инвазии бактерий. По данным Глянько с соавт. 
[6] активность растворимой пероксидазы в ко-
рнях гороха в ответ на инокуляцию снижается в 
восприимчивом к ризобиальной инфекции уча-
стке корня и возрастает в невосприимчивом к 
инфекции участке. Подобной закономерности 
авторы не нашли для бесклубенькового мутан-
та гороха, у которого в ответ на ризобиальную 
инфекцию активность пероксидазы не изменя-
лась в обоих участках корня. Авторы предпола-
гают, что снижение активности пероксидазы 
способствует проникновению ризобий в ко-
рень, а ее повышение в невосприимчивом уча-
стке, возможно, имеет прямой антибактериаль-
ный эффект, направленный на предотвращение 
системного распространения ризобий и защиту 
корня растения от избыточного инфицирова-
ния. Феномен системной устойчивости к ризо-
биальной инфекции других участков корня бо-
бовых после предварительной инфекции корня 
отмечается и в других работах [35]. С другой 
стороны, существует термин "авторегуляция", c 
которым связывают регуляцию макросимбион-
том процессов инфицирования и нодуляции в 
восприимчивых к ризобиальной инфекции уча-
стках корня [39].  

Модуляция метаболизма макросимбионта 
под влиянием микросимбионта и выражающая-
ся в накоплении АФК свидетельствует о СВЧ 
клеток растения-хозяина. Это, по-видимому, 
указывает на участие АФК и АФА в авторегу-
ляции процессов инфицирования и нодуляции 
при взаимодействии симбионтов. Однако, по 
данным Васильевой и соавт. [1-3], в других ор-
ганах растения-хозяина - эпикотиле гороха, в 
ответ на инвазию ризобий происходит накоп-
ление АФК в виде O2

.- и H2O2. Авторы предпо-
лагают, что в данном случае макросимбионт 
развивает устойчивость подобную "системной 
индуцированной устойчивости" у растений при 
заражении непатогенными микроорганизмами 
[78]. Такая устойчивость у бобового растения, 
возникающая в ответ на внедрение ризобий, 
направлена, вероятно, на предотвращение про-
никновения ризобий в другие органы и включа-
ется сигнальной системой, возможно, сходной с 

той, которая функционирует при заражении 
растений непатогенными микробами с участи-
ем жасмоновой кислоты [79].  

Как известно, системная приобретенная 
устойчивость формируется с участием салици-
ловой кислоты, синтез которой тесно связан с 
другой сигнальной молекулой - пероксидом во-
дорода [84]. Возможность участия салициловой 
кислоты в бобово-ризобиальном симбиозе об-
суждалось в ряде работ [5, 29, 46, 65, 92]. Экзо-
генная салициловая кислота отрицательно 
влияла на формирование и функционирование 
бобово-ризобиального симбиоза [20, 65]. Одна-
ко при нормальных условиях синтез салицило-
вой кислоты у макросимбионта регулируется, 
вероятно, на генном уровне с участием Nod-
фактора ризобий. Так, мутация у ризобиально-
го штамма по Nod-фактору или инокуляция 
люцерны несовместимым ризобиальным 
штаммом вело к резкому накоплению салици-
ловой кислоты в корнях, способствуя функцио-
нированию салициловой кислоты как сигналь-
ной молекулы, инициирующей включение за-
щитных реакций у макросимбионта, что тормо-
зит процессы инфекции и нодуляции [29]. Ина-
че говоря, под воздействием ризобиального 
Nod-фактора интенсивность синтеза салицило-
вой кислоты у растения-хозяина снижается, что 
ведет к блокированию опосредованного ею сиг-
нального механизма, связанного с защитными 
рекциями макросимбионта [31, 65]. Stacey et al. 
[92] показали, что уменьшение эндогенного 
уровня салициловой кислоты у Lotus japonicus 
и Medicago tranculata путем трансгенной экс-
прессии фермента салицилат гидролазы (NahG) 
способствует увеличению инфицирования и 
нодуляции бобовых растений с детерминант-
ным и недерминатным типом клубеньков. Ав-
торы предполагают важную роль салициловой 
кислоты в защитных реакциях растения-
хозяина при формировании симбиоза. 

Синтез и роль NO при симбиозе 

Роль NO в процессах симбиотрофного 
взаимодействия организмов, в частности, рас-
тений, микробов, грибов остаётся малоизуче-
ной. При рассмотрении этого вопроса можно 
выделить два направления исследований: роль 
этой молекулы в нормальных условиях форми-
рования и функционирования симбиотрофного 
механизма и при действии экстремальных фак-
торов, препятствующих симбиозу.  

Наличие NO в клубеньках люцерны под-
тверждено в опытах [27], причем авторы пола-
гают, что генерация NO в клубеньках происхо-
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дит c участием NO-синтазы, но не нитрат- или 
нитритредуктазы. Подчеркивается, что в нор-
мальных физиологических условиях роль NO 
как негативного регулятора N2-фиксации в клу-
беньках маловероятна [53]. Показано присутст-
вие в зрелых функционирующих клубеньках 
сои комплекса NO c леггемоглобином в отсут-
ствие нитратов в среде [67]. По данным 
Kanayama et al. [56, 57], при высоком содержа-
нии в растениях сои NO3

- в бактероидах синте-
зируется NO, который связывается с леггемог-
лобином с образованием нитрозиллеггемогло-
бина. Это может вести к ингибированию про-
цесса переноса кислорода в бактероиды и, как 
следствие, к снижению активности нитрогена-
зы и последующей деградации клубеньков. В 
опытах in vitro показано ингибирующее дейст-
вие NO на нитрогеназу клубеньков сои [99]. NO 
может участвовать в регуляции активности 
двух генов N2-фиксации nifA и fixK путем обра-
зования комплекса с мембранно-связанным бе-
лком FixL, вовлеченном в регуляцию азотфик-
сации у Rhizobium meliloti. Этот белок является 
О2-сенсором и активируется при низких и ина-
ктивируется при высоких концентрациях О2. 
Предполагается, что NO, как и О2, может уча-
ствовать в регуляции активности FixL, а следо-
вательно, и азотфиксации [50]. 

Вопросы механизма синтеза NO и роль 
этой молекулы в регуляции активности азот-
фиксирующего аппарата ризобий в бактероидах 
остаются до конца невыясненными. С одной 
стороны, есть данные о том, что синтез NO в 
клубеньках может происходить за счет фермен-
тов, обладающих NO-синтазной активностью 
[37, 51], с другой - при высоких дозах нитрат-
ного азота не исключено участие в генерации 
NO нитрат- и нитритредуктазы [57]. В пользу 
первого предположения говорит факт, что в 
клубеньках в высоких концентрациях присут-
ствует аргинин - субстрат для NO-синтазы [96]. 
Однако при высоких концентрациях нитратов в 
среде в клубеньках наблюдается накопление 
нитритов, которые могут быть субстратом для 
последующего образования NO с участием ни-
трат-восстанавливающих ферментов [56, 57]. В 
опытах Meakin et al. [69] с бактероидами клу-
беньков сои показано, что максимальное нако-
пление в бактероидах нитрозиллеггемоглобина 
наблюдалось при подкормке растений нитрата-
ми и при гипоксии. При этом наибольший 
вклад в генерацию NO вносит бактероидная 
периплазматическая нитратредуктаза. В допол-
нение к этому можно также привести данные 
Kato et al. [58] об индукции активности нитрат-

редуктазы в инфекционной зоне клубеньков L. 
japonicus в отсутствие нитратов в среде.  

Таким образом, можно отметить два воз-
можных механизма генерации NO в клубень-
ках: с участием фермента(ов), обладающего(их) 
NO-синтазной активностью, и нитрат-
восстанавливающих ферментов - нитратредук-
тазы и нитритредуктазы. Участие самих ризо-
бий в генерации NO в реакции денитрификации 
не подтверждается [76]. Преобладание того или 
иного механизма будет, вероятно, зависеть от 
эндогенных и экзогенных условий, благоприят-
ствующих или неблагоприятствующих симбио-
зу.  

Роль NO в симбиотической азотфиксации 
неясна. Как свидетельствуют имеющиеся в ли-
тературе данные, в функционирующих клу-
беньках NO может выполнять роль регулятора 
переноса О2 в бактероиды, образуя комплекс с 
леггемоглобином. Как уже отмечено выше, не-
гативная роль NO в функционирующих клу-
беньках маловероятна в физиологически нор-
мальных условиях [53]. Однако при этом NO в 
клубеньках должен быть на достаточно низком 
уровне, не позволяющем ингибировать актив-
ность нитрогеназы [57] и доставку О2 в бакте-
роиды путем образования комплекса с легге-
моглобином. Для этого в клубеньках должен 
быть механизм, эффективно обезвреживающий 
избыток NO. К нему прежде всего можно отне-
сти леггемоглобин и несимбиотический гемо-
глобин, которые могут быть скавенгерами 
(scavengers) NO и модулировать активность 
этого радикала в инфицированных клетках. По 
данным Shimoda et al. [90], содержание несим-
биотического гемоглобина (LbHg1) увеличива-
ется в функционирующих клубеньках в ответ 
на ризобиальную инфекцию, сопряженную с 
преходящим увеличением NO в корнях Lotus 
japonicus. Предполагается, что несимбиотиче-
ский гемоглобин играет роль скавенгера NO 
[90, 101]. 

Сведений о влиянии NO на инфицирова-
ние и формирование бобово-ризобиального си-
мбиоза в литературе практически нет. Есть 
предположения, что NO может участвовать в 
регуляции количества клубеньков на корнях 
бобовых [53]. Stohr и Stremlau [94] в своем об-
зоре приводят данные о генерации NO на плаз-
матической мембране клеток растений при бо-
бово-ризобиальном и арбускулярно-
микоризном взаимодействиях. Авторы заклю-
чают, что усиление генерации NO наблюдается 
при высоких дозах нитратного азота в среде, 
которое совпадает с повышением активности 

 33



ГЛЯНЬКО, ВАСИЛЬЕВА 

мембранной (но не цитоплазматической) нит-
ратредуктазы. Высокие концентрации NO мо-
гут способствовать включению защитных реак-
ций растения-хозяина и таким образом препят-
ствовать инфицированию растений ризобиями 
и микоризой. Meyer et al. [70] считают, что в 
результате функционирования нитратредуктазы 
количество образующегося в клетках растений 
NO более чем достаточно для сигналинга.  

По данным Митановой с соавт. [14], экзо-
генный NO (в виде нитропруссида натрия) от-
рицательно влиял на адгезию и проникновение 
ризобий в ткани корня проростков гороха. До-
бавление в среду с нитропруссидом натрия - 
донором NO, гемоглобина из эритроцитов ло-
шади в 1,5 раза снимало ингибирующий эффект 
NO на эти процессы. Авторы предполагают, 
что ингибирование взаимодействия ризобий с 
корнями растения-хозяина может происходить 
уже в ризосфере из-за высокого содержания NO 
в почве, образующегося, в частности, в процес-
сах микробной денитрификации, особенно при 
внесении в почву азотных удобрений.  

Высокое содержание азота в почве ведет 
к усилению поглощения нитратов проростками 
гороха в условиях инфицирования растений ри-
зобиями [15]. Можно предполагать, что актива-
ция восстановления поглощенных клетками ра-
стения-хозяина нитратов с образованием окси-
да азота приводит к функционированию NO как 
сигнальной молекулы, включающей защитные 
механизмы против симбиотического партнера, 
и таким образом препятствующей установле-
нию бобово-ризобиального симбиоза. Это мо-
жет быть одной из причин отрицательного дей-
ствия высоких доз нитратного удобрения на 
симбиоз. 

Следует отметить, что механизмы отри-
цательного влияния высоких доз минерального 
азота на установление и функционирование бо-
бово-ризобиального симбиоза остаются до кон-
ца невыясненными. Отмечается важная роль на 
начальных стадиях формирования симбиоза 
т.н. NIN-белка (nodule inception), синтез кото-
рого осуществляется только у бобовых расте-
ний [88]. По данным Barbulova et al. [26], в 
опытах с инокуляцией 6-дневных проростков 
лядвенца (Lotus japonicus) Nod-фактором, вы-
деленным и очищенным из Mezorhizobium loti, 
высокие дозы нитратного азота не блокировали 
морфологические изменения корневых волос-
ков в ответ на инокуляцию, но ингибировали 
деление кортикальных клеток и дальнейший 
морфогенез клубеньков у Lotus japonicus. Ин-
гибирование начальных стадий симбиоза в слу-

чае высоких доз аммонийного азота наблюда-
лось уже на стадии скручивания корневых во-
лосков. Авторы предполагают отрицательное 
влияние высоких доз минерального азота на эк-
спрессию гена NIN-белка, осуществляющего 
регуляцию симбиотического взаимодействия 
(скручивание корневых волосков, образование 
инфекционных нитей, органогенез клубенька). 
По нашему мнению, не исключено участие 
АФК и АФА в нарушении бобово-
ризобиального взаимодействия при высоких 
дозах минерального азота в среде, что требует 
экспериментальных доказательств. 

Гипотетическая схема влияния активных 
форм кислорода и азота на начальные пути бо-
бово-ризобиального симбиоза отражена на рис. 
2. Следует обратить внимание по крайней мере 
на четыре компартмента, где происходит взаи-
модействие симбионтов: внешняя среда, кле-
точная стенка, плазмалемма и цитоплазма. Во 
внешней среде находятся флавоноиды, выде-
ляемые макросимбионтом. Эти соединения 
(дадзеин, апегенин, лютеолин и др.) иниции-
руют экспрессию Nod-генов ризобий, результа-
том чего является синтез бактериями Nod-
фактора - липохитоолигосахарида (ЛХОС). 
ЛХОС взаимодействует, по-видимому, на кле-
точной стенке с растительным рецептором 
(предположительно c белком подобным киназе) 
[95] и "запускает" генетическую программу 
реализации начальных (инфицирование, обра-
зование инфекционной нити, органогенез клу-
бенька) и последующих этапов бобово-
ризобиального симбиоза. Во внешней среде мо-
гут также находиться N-соединения (NO, NO2

-), 
которые нарушают способность ризобий взаи-
модействовать с растением-хозяином [16]. 
Ферменты, которые могут участвовать в гене-
рации активных форм кислорода и азота, лока-
лизованы на плазмалемме (НАДФН-оксидаза, 
нитрат- и нитритредуктазы, NO-синтаза). От их 
активности зависит уровень АФК и АФА, ко-
торый, в свою очередь, регулируется системой 
антиоксидантной защиты. Инициация экспрес-
сии генов защиты макросимбионта при участии 
активных форм кислорода и азота блокирует 
развитие симбиоза. Что касается развития рас-
тением-хозяином системной устойчивости про-
тив ризобий в нечувствительных к инфекции 
частях корня и в других органах (эпикотиль), то 
она, вероятно, генетически запрограммирована 
и включается в условиях, благоприятных для 
развития симбиоза.  

Таким образом, можно, по-видимому, го-
ворить   о   пространственно-временной   схеме  
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регуляции симбиоза с участием активных форм 
кислорода и азота, выполняющих, вероятно, 
двойную функцию: включение механизмов, 
способствующих установлению симбиоза, и 
механизмов (защитных реакций) препятствую-
щих формированию симбиотических структур. 
В первом случае формирование симбиоза про-
исходит при благоприятных условиях, во-
втором - на фоне действия экстремальных фак-
торов. В целом, это направление в проблеме 
бобово-ризобиального и арбускулярно-
микоризного симбиоза остается малоизучен-
ным. Дальнейшие исследования физиологиче-
ских механизмов роли АФК и АФА на началь-
ных стадиях развития симбиоза могут быть на-
правлены на изучение ферментов, участвую-
щих в генерации АФК и АФА; их локализацию 
в компартментах клетки растения-хозяина, ди-
намику их активности и определение роли ак-
тивных форм кислорода и азота как сигнальных 
молекул, инициирующих процессы, способст-
вующие формированию симбиоза или препят-
ствующие этому. Важным является cостояние 
гомеостатического равновесия между экспрес-
сией генов симбиоза и генов защиты макро-
симбионта. Очевидно, что это равновесие на-
рушается при действии неблагоприятных фак-
торов в пользу усиления функционирования 
защитных систем растения-хозяина. Как это 
отразится на механизмах формирования сим-
биоза - вопрос, на который предстоит ответить. 
Следует также отметить, что генерация расте-
нием-хозяином токсических соединений (АФК, 
АФА, фенолов и др.) активирует и защитную 
систему микросимбионта. Недавно опублико-
ванный обзор дает представление о знаниях в 
этой области бобово-ризобиального и актино-
ризального симбиоза [98].  
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FEATURES OF ACTION OF ACTIVE FORMS OF OXYGEN  
AND NITROGEN AT LEGUME-RHIZOBIAL SYMBIOSIS 

A. K. Glyan'ko, G. G. Vasil'eva 

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry  
Siberian Division of the Russian Academy Sciences  

(Irkutsk, Russia) 

The literary data an a role of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS) are generalized at 
formation and functioning legume-rhizobial symbiosis in comparison with phytopatogenesis. Dou-
ble function ROS and RNS is supposed at legume-rhizobial symbiosis: inclusion of the mechanisms 
promoting an establishment of symbiosis, and mechanisms ( protective reactions ), symbiotic struc-
tures interfering formation. The hypothetical scheme of participation ROS and RNS in formation 
legume-rhizobial symbiosis is resulted. 

Key words: reactive oxygen species (AOS), reactive nitrogen species (ANS), legume-rhizobial 
symbiosis, phytopatogenesis, Nod-factor, nitric oxide, hydrogen peroxide  

ОСОБЛИВОСТІ ДІЇ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ І АЗОТУ  
ПРИ БОБОВО-РИЗОБІАЛЬНОМУ СИМБІОЗІ 

А.К. Глянько, Г.Г. Васильєва 

Сибірський інститут фізіології і біохімії рослин  
Сибірського відділення Російської академії наук  

(Іркутськ, Росія) 

Узагальнені літературні дані про роль активних форм кисню (АФК) і азоту (АФА)  при фор-
муванні і функціонуванні бобово-ризобіального симбіозу порівняно з фітопатогенезом. Ви-
словлюється припущення про подвійну функцію АФК і АФА при бобово-ризобіальному сим-
біозі: включення механізмів, що сприяють встановленню симбіозу, і механізмів (захисних ре-
акцій), які перешкоджають формуванню симбіотичних структур. Наводиться гіпотетична 
схема участі АФК і АФА у формуванні бобово-ризобіального симбіозу. 

Ключові слова: активні форми кисню, активні форми азоту, бобово-ризобіальний симбіоз, 
фітопатогенез, Nod-фактор, оксид азоту, пероксид водню 
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