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 Азотфиксирующие корневые клубеньки бобо�
вых приспособлены к недостатку кислорода в окру�
жающей среде, и необходимые микроаэрофильные
условия для работы нитрогеназы создаются за счет
поддержания парциального давления кислорода в
бактероидсодержащей ткани на наномолярном
уровне, что обеспечивается барьерными функция�
ми коры и наличием леггемоглобина в цитозоле
клеток [1–3]. Кислород, связываясь с леггемогло�
бином, передается симбиосомам (бактероиды), где
и используется для их энергетических нужд, в том
числе и для самого процесса фиксации азота [4].
Однако длительное действие гипоксии вызывает
ингибирование азотфиксирующей активности бак�
тероидов [5, 6] вследствие того, что продукт нитрат�
ного дыхания – NO блокирует кислородтранспорт�
ную функцию леггемоглобина и активность нитро�
геназы [7, 8]. Параллельно при остром дефиците
кислорода в среде происходит значительное закис�
ление цитоплазмы эукариота вследствие увеличе�
ния концентрации протонов [9], развивается энер�
гетический голод бактероидов из�за ослабленного
импорта восстановленных углеродсодержащих ме�
таболитов и уменьшается синтез АТФ в дыхатель�
ной цепи бактероидов, что предполагает нарушение
бобово�ризобиальных взаимоотношений на уровне
функционирования транспортных систем перибак�
тероидной мембраны (ПБМ). Среди них важную
роль играет идентифицированная и функцио�
нально охарактеризованная на ПБМ Н+�АТФаза
Р�типа, участвущая в энергизации мембраны, ре�
гулировании рН перибактероидного простран�
ства (ПБП), а также в обмене метаболитами и
ионами между партнерами симбиоза [10–12]. В
связи с этим вопрос о том, насколько стабильным
и взаимосвязанным в условиях действия гипо�
ксии остается функционирование транспортных
систем ПБМ представляется актуальным не толь�

ко с точки зрения понимания особенностей взаи�
моотношения про� и эукариот, но и устойчивости
всей азотфиксирующей системы. 

Цель работы – изучение транспорта малата, сук�
цината и глутамата через ПБМ, а также функциони�
рования Н+�АТФазы ПБМ симбиосом клубеньков
при затоплении корневой системы бобов.

МЕТОДИКА

Использовали бобы Vicia faba L., сорт Русские
черные, инокулированные эффективным штаммом
Rhizobium leguminosarum 501, любезно предостав�
ленным доктором А. Классен (Латвийский сельско�
хозяйственный университет). Растения выращива�
ли, как описано ранее [13]. Гипоксию создавали, за�
тапливая растения в сосудах на 3–5 см водой над
поверхностью песка, в котором они выращивались.
Время экспозиции составляло 12, 21, 48, 72 и 120 ч. 

Фракцию симбиосом с интактной ПБМ выделя�
ли из клубеньков бобов по разработанному в лабора�
тории методу путем дифференциального центрифу�
гирования в градиенте плотности перкола [14]. 

Активность Н+�АТФазы ПБМ определяли
спектрофотометрически (Specol M�40, Германия)
по регистрации АТФ�зависимой генерации гради�
ента рН (ΔрН) и мембранного потенциала (Δψ) на
ПБМ, используя проникающий ΔрН�индикатор
акридиновый оранжевый (АО) и чувствительный к
изменению потенциала Δψ�зонд оксонол VI, при
492 или 590 нм соответственно [15, 16]. 

Критерием транспорта метаболитов через ПБМ
служило их действие на АТФ�зависимое закисление
ПБП, а также на закисление в бескалиевой среде
инкубации, регистрируемое спектрофотометриче�
ски с применением АО. Величину этого изменения
оценивали по начальной скорости закисления ПБП
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и выражали в оптических единицах на мг белка
симбиосом в минуту (ОЕ/мг белка мин). 

С целью большей достоверности получаемых ре�
зультатов при изучении транспорта метаболитов че�
рез ПБМ использовали другой методический под�
ход – измерение интенсивности светорассеяния
суспензии симбиосом в результате их осмотическо�
го набухания или сжатия при внесении исследуе�
мых метаболитов в среду инкубации. Регистрацию
также осуществляли спектрофотометрически при
550 нм в двухлучевом режиме [17].

Белок определяли по методу Бредфорд. При реги�
страции изменения интенсивности светорассеяния
симбиосом его концентрация в пробах составляла
100–150 мкг, а в остальных случаях – 50–70 мкг.

Основная среда инкубации содержала 0.4 М сор�
бит, 20 мM Hepes–бис�трис�пропан (БТП) (рН 6.5
или 7.0) и 16 мкМ АО или 4 мкМ оксонол VI. Кон�
центрации остальных компонентов, вносимых в
инкубационную смесь, указаны в подписях к ри�
сункам. Использовали: сорбит – “Calbiochem”
(США); БТП, Hepes, карбонилцианид�m�хлорфе�
нилгидразон (СССР), валиномицин – “Sigma”
(США); ЭГТА, MES, АТФ, АО, малат, сукцинат, глу�
тамат – “Serva” (Германия), оксонол VI –"Molecular
Probes” (США); катион тетрафенилфосфония
(ТФФ) – “Fluka” (Швейцария). Остальные реактивы
отечественного производства квалификации х.ч..

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно из данных рис. 1а, у растений, не под�
вергнутых действию стресса, за счет функциониро�

вания Н+�АТФазы на ПБМ создавался мембранный
потенциал (Δψ). О его создании на ПБМ свидетель�
ствовало регистрируемое изменение оптического
поглощения Δψ�индикатора оксонола VI и сброс Δψ

проникающим анионом  При действии на рас�

тения гипоксии в течение 48 ч генерация Н+�АТФ�
азой Δψ на ПБМ резко падала, а через 72 ч уже отсут�
ствовала (рис. 1б).

Изменение абсорбции проникающего индикато�
ра АО при добавлении Мg2+�АТФ в инкубационную
среду, содержащую симбиосомы из зрелых, активно
фиксирующих азот клубеньков, вызывало закисле�
ние ПБП вследствие создания локализованной на
ПБМ Н+�АТФазой градиента рН (рис. 2а). Градиент
рН быстро диссипировался при добавлении в среду
инкубации (NH4)2SO4, протонофора СССР, а также
ванадата – ингибитора АТФаз Р�типа. Абсорбция АО
оставалась практически неизменной на протяжении
всего времени регистрации, когда в среду инкубации
симбиосом не вводили какие�либо компоненты. Это
свидетельствовало об отсутствии текучести ПБМ
для протонов. В случае действия гипоксии спек�
тральный сдвиг абсорбции АО к 120 ч не был свя�
зан с активностью Н+�АТФазы, о чем говорит от�
сутствие сброса градиента рН при добавлении
(NН4)2SO4 и СССР, а также ингибирования пом�
пы ванадатом (рис. 2б). 
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Рис. 1. Кинетика спектральных изменений оксонола
VI, вызванных АТФ�зависимой энергизацией ПБМ
симбиосом зрелых клубеньков контрольных расте�
ний (а) и подвергнутых действию гипоксии 72 ч (б).
Симбиосомы суспендировали в основной среде инку�
бации, рН 6.5, содержащей оксонол VI и 2 мМ
МgSO4. Стрелками указано добавление 2 мМ АТФ и
20 мМ NaNO3.
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Рис. 2. Кинетика АТФ�зависимого закисления ПБП
симбиосом контрольных растений (а) и подвергнутых
действию гипоксии 120 ч (б). Симбиосомы суспенди�
ровали в основной среде инкубации, рН 6.5, содержа�
щей АО, 2 мМ МgSO4, 30 мМ KCl. Стрелками указано
добавление 2 мМ АТФ, 2 мкМ СССР, 80 мкМ ванадата
и 10 мМ (NH4)2SO4.
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Изучение транспорта метаболитов через ПБМ
симбиосом контрольных растений по регистрации
их действия на АТФ�зависимое закисление ПБП
показало, что малат и сукцинат резко стимулирова�
ли генерацию ΔрН на ПБМ симбиосом (рис. 3а).
Генерация градиента рН при добавлении (NН4)2SO4
не наблюдалась. Глутамат не изменял АТФ�зависи�
мое закисление ПБП. В условиях действия на расте�
ния гипоксии регистрировали некоторое увеличе�
ние АТФ�зависимого закисления ПБП при добав�
лении в среду инкубации как малата, сукцината, так
и глутамата, однако скорость транспорта дикарбок�
силатов по сравнению с контрольными растениями
снижалась (рис. 3б).

Ускорение дикарбоксилатами АТФ�зависимой
генерации градиента pH у контрольных бобов имело
кинетику аналогичную действию противоионов Сl–,

 увеличивающих АТФ�зависимое закисление
ПБП (рис. 3в). Как известно, транспорт дикарбокси�
латов в симбиосомы является потенциалзависимым
и связан с генерацией положительного потенциала

NO3
–

,

на внутренней стороне ПБМ [11, 12]. Закисление
ПБП наблюдалось как при переносе дикарбоксила�
та, так и за счет конверсии Δψ электрохимического
градиента протонов, генерируемого Н+�АТФазой в
ΔрН, что и наблюдали в случае добавки анионов Сl–

или  

Изучение динамики описанных выше процессов
(рис. 4) в течение 120 ч действия гипоксии показало,
что в течение 12 ч скорость АТФ�зависимой генера�
ции градиента рН на ПБМ по сравнению с таковой
для растений, не подвергнутых стрессу (0.17 ОЕ/мг
белка мин) снижалась в 2 раза и сохранялась на этом
уровне до 21 ч. Затем происходило менее резкое па�
дение скорости переноса протонов через ПБМ: через
48 ч – до 30%, а через 72 ч – до 10% от начальной ско�
рости. 

Действие малата и сукцината на генерацию
АТФ�зависимого градиента рН ПБМ у контроль�
ных растений выявило достаточно высокую ско�
рость их транспорта через мембрану – до 1.0 ОЕ/мг
белка мин (рис. 4). В условиях действия гипоксии
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Рис. 3. Действие малата, сукцината, глутамата и анионов Cl– и  на величину АТФ�зависимого закисления ПБП

симбиосом клубеньков контрольных растений (а, в) и подвергнутых действию гипоксии 72 ч (б). Симбиосомы суспен�
дировали в среде инкубации, рН 7.0, содержащей АО, 2 мМ МgSO4, 30 мМ KCl (а, б), и в бескалиевой среде (в). Стрел�
ками указано добавление 2 мМ АТФ, 10 мМ малата, сукцината, глутамата, 10 мМ (NH4)2SO4, 20 мМ NaNO3, 2 мкМ
СССР, 100 мкМ ванадата, 30 мМ KCl.
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скорость транспорта малата падала до 0.3 ОЕ/мг
белка мин, о чем можно судить по изменению ско�
рости АТФ�зависимого закисления ПБП за период
действия 12 ч гипоксии (рис. 4). Затем до 21 ч пере�
нос малата снижался еще в 2 раза и далее резко па�
дал. После 72 ч транспорт малата практически уже
отсутствовал. Скорость транспорта сукцината так�
же стремительно уменьшалась до 21 ч, оставаясь
практически постоянной с 21 до 72 ч действия
стресса. Это может быть связано с тем, что в сукци�
нате бактероиды испытывают боtльшую потреб�
ность, чем в малате как основном дыхательном суб�

страте для Rhizobium leguminosarum [18]. При нали�
чии в среде инкубации симбиосом глутамата на
протяжении всего периода действия гипоксии на
растения наблюдалось снижение рН в ПБП. Мож�
но отметить в данном случае лишь некоторое увели�
чение закисления ПБП после 21 ч действия гипо�
ксии. Однако скорость поступления глутамата в
симбиосомы до 21 ч была гораздо ниже, чем для ма�
лата и сукцината. После 48 ч скорость транспорта
глутамата была уже сопоставима с таковой для ма�
лата (рис. 4). Это свидетельствует о возможном его
поступлении в симбиосомы на уровне пассивного
транспорта по градиенту концентрации.

Транспорт метаболитов изучался также с ис�
пользованием другого методического подхода – по
их действию на пассивное закисление ПБП. Как
видно на рис. 5а, добавление малата и сукцината в
бескалиевую среду инкубации симбиосом, полу�
ченных из контрольных растений, стимулировало
процесс пассивного закисления ПБП. Наблюдае�
мая кинетика изменения абсорбции АО объясня�
лась тем, что первоначальное закисление ПБП
происходило благодаря формированию на ПБМ
отрицательного диффузионного потенциала, свя�
занного с выходом из симбиосом ионов К+, что, в
свою очередь, вызывало импорт в ПБП протонов.
По достижении стационарного уровня отрицатель�
ный потенциал вновь генерировался на ПБМ за
счет входа анионов дикарбоксилатов. Это вызыва�
ло новую волну поступления Н+ и дальнейшее за�
кисление ПБП. Генерация градиента рН при
добавлении (NH4)2SO4 отсутствовала. Кинетика
изменения абсорбции АО, наблюдаемая при добав�
лении глутамата, который при данном значении
рН среды также находится в виде аниона, имела
иной характер. Глутамат не вызывал закисления
ПБП. 
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Рис. 4. Скорость АТФ�зависимого переноса протонов
и метаболитов через ПБМ корневых клубеньков бо�
бов при действии гипоксии 12–120 ч. 1 –Н+�АТФаза,
2 – сукцинат, 3 – малат, 4 – глутамат. Представлены
среднеарифметические значения измерений, выпол�
ненных на различных препаратах симбиосом из од�
ной партии растений и повторенных 3–6 раз.
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ксии 72 ч (б). Симбиосомы суспендировали в бескалиевой среде инкубации рН 6.5, содержащей АО. Стрелками ука�
зано добавление 10 мМ малата, сукцината, глутамата и 10 мМ (NH4)2SO4.
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В условиях гипоксии действие дикарбоксилатов
на пассивное закисление ПБП симбиосом в беска�
лиевой среде становилось менее интенсивным, о
чем свидетельствовали более пологие кинетические
кривые по сравнению с таковыми, полученными на
симбиосомах из клубеньков контрольного вариан�
та. Действие глутамата было аналогично малату и
сукцинату (рис. 5б).

Расчеты начальной скорости транспорта мета�
болитов показали, что она была на порядок ниже
(0.1 ОЕ/мг белка мин), чем скорость их транспор�
та на фоне генерации мембранного потенциала
Н+�АТФазой ПБМ у растений, не подвергнутых
стрессу. Она оставалась на этом уровне в течение
72 ч действия гипоксии, а затем снижалась еще в
2 раза, что говорит о частичном сохранении про�
ницаемости ПБМ в отношении ионов К+ и Н+.
Как видим, использование данного подхода поз�
волило выявить вторую составляющую общего
транспорта метаболитов через ПБМ, связанную с
К+�диффузионным потенциалом, но она оказа�
лась менее значимой, чем зависимая от мембран�
ного потенциала. 

Об этом же говорят и данные, полученные при
изучении пассивного транспорта метаболитов с ис�
пользованием третьего методического подхода –
спектрофотометрической регистрации изменения
интенсивности светорассеяния суспензии симбио�
сом в результате их сжатия или набухания под дей�
ствием метаболитов и К+ [17]. В подвергнутых
стрессу растениях скорость проникновения малата
и сукцината ПБМ через 72 ч действия гипоксии
уменьшалась в 3 раза (с 0.11 до 0.03 ОЕ/мг белка мин),

а глутамата – постепенно при несколько более низ�
ком уровне процесса (рис. 6). 

Интенсивность светорассеяния суспензии сим�
биосом регистрировали и по выходу К+ в бескалие�
вую среду инкубации вследствие деполяризации
ПБМ после внесения липофильного катиона –
ТФФ. С помощью этого мембраноактивного соеди�
нения моделировали осмотическое сжатие симбио�
сом, вызывая увеличение интенсивности светорас�
сеяния симбиосом. Существенное увеличение про�
цесса происходило при последующем добавлении
К+�ионофора валиномицина, повышающего прони�
цаемость ПБМ для К+. Оказалось, что у растений
контрольного варианта внесение в среду ТФФ и ва�
линомицина заметно увеличивало интенсивность
светорассеяния. Последующее добавление малата, а
также сукцината приводило к ее заметному сниже�
нию, т.е. осмотическому набуханию (рис. 7а). В при�
сутствии глутамата интенсивность светорассеяния
симбиосом оставалась практически неизменной. В
препаратах симбиосом растений, подвергнутых дей�
ствию гипоксии, интенсивность светорассеяния из�
менялась слабо на добавление мембранно�активных
соединений, метаболитов (рис. 7б) и К2SO4 (рис. 7в). 

Таким образом, использование трех различных
методических подходов позволило заключить, что
при действии на растения гипоксии происходило
снижение активности Н+�АТФазы ПБМ, падение
как опосредованной через нее, так и зависимой от
К+�диффузионого потенциала, транслокации ди�
карбоксилатов к бактероидам. Это, в конечном сче�
те, приводило к нарушению рН� и осмотического
баланса симбиосом.
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0.02

0
72 ч4824120
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Рис. 6. Скорость изменения интенсивности светорас�
сеяния суспензии симбиосом контрольных растений
и подвергнутых действию гипоксии 12–72 ч, вызван�
ного добавлением 10 мМ малата (1), сукцината (2) и
глутамата (3). Представлены среднеарифметические
значения измерений, выполненных на различных
препаратах симбиосом из одной партии растений и
повторенных 3–5 раз.
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Рис. 7. Кинетика изменения интенсивности свето�
рассеяния суспензии симбиосом контрольных расте�
ний (а) и подвергнутых действию 48 ч гипоксии (б, в)
в бескалиевой среде инкубации, обусловленного дей�
ствием на них мембраноактивных соединений.
Стрелками указано добавление 10 мМ малата, 30 мМ
KCl или K2SO4, 1 мМ ТФФ+, 2 мкМ валиномицина.
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В связи с приведенными результатами исследо�
ваний заслуживают упоминания данные литера�
туры об общих изменениях метаболизма растений,
подвергнутых действию гипоксии. Речь идет об
ослаблении активного фотосинтеза и, прежде всего,
задержке накопления дикарбоксилатов, снижении
их транспорта в корневую систему и интенсифки�
ции гликолитических процессов при одновремен�
ной редукции цикла трикарбоновых кислот [19, 20].
Совокупность указанных процессов следует рас�
сматривать, как первую фазу в изменении метабо�
лизма, дистанционно влияющую на функциониро�
вание азотфиксирующих бактерий в клубеньках.
Вторая, по существу ключевая фаза, связанная с до�
ступностью субстратов, необходимых для азотфик�
сации в бактероидах, всецело зависит от особенно�
стей функционирования ПБМ и ее транспортных
систем. Протонная помпа ПБМ координирует и об�

легчает обмен малата и  между растением и
бактероидом, что помогает поддерживать рН�ба�
ланс в ПБП [12]. Последнее важно для стабильно�
сти симбиоза, т.к. чрезмерное закисление ПБП мо�
жет ингибировать азотфиксацию, что приводит к
раннему старению инфицированных клеток [21].

Полученные в работе результаты по уменьшению
скорости генерации на ПБМ градиента рН и мем�
бранного потенциала у растений под действием ги�
поксии указывают на снижение активности элек�
трогенного протонного насоса, что приводит к за�
кислению ПБП. На этом фоне падение динамики
транспорта дикарбоксилатов к бактероидам приво�
дит к уменьшению интенсивности азотфиксации и

образованию  в ПБП. Изменение рН�статуса
ПБП и цитозоля инфицированной клетки, в свою
очередь, может активировать локализованные в
этом компартменте литические ферменты – проте�
азы, липазы, кислые фосфатазы, α, β�глюкозидазы,
которые при длительном действии стрессора вызы�
вают сначала структурные изменения в организации
симбиотической системы, а далее – лизис бактерои�
дов. Симбиосома в результате всего наделяется
функцией вторичной лизосомы [22]. Такого рода,
неспецифические реакции, происходящие на уров�
не взаимодействия симбионтов через ПБМ и ПБП
при действии гипоксии, как и при старении клу�
беньков [23], способствуют возрастающей доминан�
те растения�хозяина над микросимбионтом и каче�
ственной перестройке отношений от состояния му�
туализма к комменсализму.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 08�04�01118).
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Hypoxic Stress and the Transport Systems of the Peribacteroid 
Membrane of Bean Root Nodules
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Abstract—When the roots of Vicia faba L. beans were subjected to hypoxic stress, the activity of H+�ATPase
on the peribacteroid membrane, as well as the transport of dicarboxylates (malate and succinate) mediated
by this enzyme, decreased. Since malate and succinate are the main carbon�containing metabolites involved
in the energy supply to bacteroids, this caused a change of the relation type from mutualism to commensal�
ism, and the domination of the eukaryote over the prokaryote consequently increased.
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