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Оксид азота (NO) – газообразная молекула,
свободный радикал, обладает широким спектром
биологического действия. Физиологические эф�
фекты NO сложны и многообразны. Эта молекула
легко проходит через плазматические мембраны
и действует как межклеточный переносчик сиг�
налов и как вторичный посредник внутриклеточ�
ных сигнальных систем [1]. У млекопитающих
NO вовлекается в регуляцию сосудистого гомео�
стаза, в нейрональную сигнализацию, в иммун�
ный ответ организма на инфекцию, воспаление и
другие физиологические процессы [1, 2]. В прак�
тической медицине широко используются NO�
препараты для лечения сердечно�сосудистых и
других заболеваний человека (нитроглицерин,
изосорбит моно� и динитрат, нитропруссид и др.). 

В растениях участие NO охватывает большой
диапазон физиологических функций, связанных
с защитой растения от неблагоприятных абиоти�
ческих и биотических факторов, ростом, окисли�
тельным стрессом, программированной клеточной
смертью, сигнальной трансдукцией и транскрип�
ционными факторами [3–6].

Интерес к оксиду азота со стороны фитобио�
логов усилился после установления феномена вы�
деления NO из растительных тканей [7, 8]. Было
установлено, что эмиссия NO из тканей увеличи�
вается при экстремальных условиях среды [9–11].
В больших концентрациях молекула NO токсич�
на для бактерий, грибов, опухолевых клеток, ви�
русов, растений, животных [12]. Так, оксид азота
в миллимолярных концентрациях индуцировал

активность каспаз, вызывал распад нуклеиновых
кислот и уменьшал синтез АТФ, но микромоляр�
ная концентрация этого соединения в условиях
окислительного стресса подавляла перекисное
окисление липидов и фрагментацию ДНК в клет�
ках табака [13]. 

Токсичность молекулы NO связана с ее высо�
кой способностью реагировать с белками, содер�
жащих металлы с переменной валентностью, и
кислородом, а также образовывать продукты с
аминами и тиолами [14]. В связи с этим в научную
литературу введен термин “нитрозативный
стресс” (nitrosative stress) аналогично “окисли�
тельному стрессу” (oxidative stress) [15, 16]. В то же
время высокая химическая активность и поли�
функциональный характер действия NO затруд�
няет разработку модели о ее роли в сигнальных
путях клетки [1, 17]. Тем не менее в настоящее
время принято, что оксид азота образует одну из 8
сигнальных систем организмов – NO�синтазную
сигнальную систему [18].

Биологическая роль NO в растениях изучена
недостаточно по сравнению с животными орга�
низмами [19]. Одной из причин этого может быть
вопрос о путях синтеза NO в растениях. Если для
животных организмов этот вопрос решен, то для
растений обсуждаются, по крайней мере, два пути
синтеза NO: образование при ферментативном
восстановлении нитратов, нитритов и L�арги�
нинзависимый синтез, катализируемый фермен�
том, подобным животной NO�синтазе [19]. Воз�
можны и другие пути генерации NO в растениях:
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Изучен уровень оксида азота (NO) в корнях этиолированных проростков гороха посевного (Pisum
sativum L.) с помощью флуоресцентного зонда ДАФ�2ДА и флуоресцентной микроскопии. Анали�
зированы поперечные срезы корня толщиной 100–150 мкм (участок корня 10–15 мм от апекса). По�
казано, что уровень NO в корнях через 24 ч увеличивался более чем в 2 раза в вариантах с NaNO2 и
нитропруссидом натрия. При подкормке проростков KNO3 пик в накоплении NO в корнях (увели�
чение в 2 раза) наблюдался через 30 мин. Подкормка проростков L�аргинином (2 мМ) увеличивала
интенсивность флуоресценции срезов корней более чем в 2 раза. Инокуляция проростков клубень�
ковыми бактериями (Rhizobium leguminosarum bv. viceae) способствовала снижению содержания NO
на фоне контроля (Н2О), нитропруссида натрия и азотных соединений. Ловушки (скавенджеры)
NO (2�фенил�4,4,5,5�тетраметилимидазолин�1�оксил 3�оксид % ФТИО, гемоглобин) и ингибиторы
нитратредуктазы и животной NO�синтазы (вольфрамат натрия, аминогуанидин гидрохлорид) сни�
жали уровень NO в корнях. Результаты обсуждаются в связи с ролью NO в растениях при действии
биотических и абиотических факторов. 
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с участием полиаминов [20] и при неэнзиматиче�
ском восстановлении нитратов [21]. В связи с
этим логично предположить, что неодинаковые
по природе внешние факторы будут вызывать в
растительных клетках активацию различных пу�
тей синтеза NO. 

C этой точки зрения представляет интерес изу�
чение влияния ризобиальной инфекции и азотных
солей на генерацию корнями бобового растения
оксида азота. Тем более, что роль NO в бобово�ри�
зобиальном симбиозе изучена недостаточно, осо�
бенно на начальных стадиях инфицирования и
формирования симбиотических структур [22]. По
данным литературы, экзогенный NO в виде донора
оксида азота – нитропруссида натрия, отрицатель�
но влиял на размножение клубеньковых бактерий
in vitro и на рост бобового растения. При этом сте�
пень токсического действия NO (нитропруссид
натрия) на организмы была дозозависимой [23].

Цель работы – изучение содержания эндоген�
ного оксида азота в корнях этиолированных про�
ростков гороха в зависимости от действия на рас�
тения биотического (инокуляция корней Rhizobi%
um) и абиотического (высокие дозы азотных
солей) факторов, оценка влияния нитропруссида
натрия, L�аргинина, ловушек NO (2�фенил�
4,4,5,5�тетраметилимидазолин�1�оксил�3�оксид –
ФТИО, гемоглобин) и ингибиторов нитратредук�
тазы (вольфрамат натрия) и животной NO�синта�
зы (аминогуанидин гидрохлорид) на уровень ок�
сида азота в корнях проростков гороха.

МЕТОДИКА

Объект исследований – этиолированные про�
ростки гороха посевного (Pisum sativum L.), cорт
Ямальский (селекция ЗАО “НПФ Сибирская аг�
рарная компания”, Россия). Семена, промытые
теплой водой с мылом и поверхностно стерилизо�
ванные в течение 15 мин 3%�ным раствором пе�
роксида водорода, проращивали в кюветах на
влажной фильтровальной бумаге при 22°С в тече�
ние 2 сут, считая с момента замачивания. Для ис�
следований отбирали однородный материал.
Критерием однородности служила длина корней
(включая эпикотиль) 25–30 мм.

Для дальнейшего роста проростки помещали в
кюветы на фильтровальную бумагу, смоченную
дистиллированной водой или растворами испы�
тываемых соединений. Для ризобиальной иноку�
ляции использовали штамм клубеньковых бакте�
рий Rhizobium leguminosarum bv. viceae – CIAM
1026, полученный из коллекции Всероссийского
научно�исследовательского института сельскохо�
зяйственной микробиологии РАСХН (г. Пушкин,
Россия). Инокуляцию отрезков корней (участок
10–15 мм от апекса) проводили суспензией кле�

ток ризобий в концентрации 2 × 104 кл./мкл на
200 мкл среды. 

Для окрашивания срезов использовали флуорес�
центный зонд 4,5�диаминофлуоресцеин диацетат
(ДАФ*2ДА). Это соединение проникает через
клеточную мембрану и деацетилирует с помощью
внутриклеточных эстераз в 4,5�диаминофлуорес�
цеин (ДАФ�2), который образует с NO флуорес�
цирующее соединение – диаминотриазолфлуо�
ресцеин триазол (ДАФ*2Т) [24, 25]. Для получения
окрашенного соединения (ДАФ�2Т) отрезки кор�
ней инкубировали с 10 мкМ ДАФ�2ДА в 10 мM
Tрис%HCl (рН 7.4) в течение 30 мин при 26°С. 

Из этих отрезков корней получали попереч�
ные срезы толщиной 100–150 мкм и анализиро�
вали их на флуоресцентном микроскопе Axio Ob�
server Z1 (“Karl Zeiss”, Германия) с цифровой мо�
нохромной камерой Axio Cam MRm3 и пакетом
программного обеспечения для захвата и анализа
изображений Axio Vision Rel.4.6 (“Karl Zeiss”, Гер�
мания) с использованием блока фильтров № 10 с
длиной волны возбуждения 450–490 нм, эмисси�
ей 515–565 нм.

Применяли реактивы: гемоглобин из эритро�
цитов лошади (“MP Biomedicals”, CША); ДАФ�
2ДА (DAF�2DA, “Calbiochem”, Германия); нитро�
пруссид натрия (“MP Biomedicals”, США), фтио
(PTIO, 2�фенил�4,4,5,5�тетраметилимидазолин�
1�оксил 3�оксид) (“Sigma”, СШA), аминогуани�
дин гидрохлорид (“Sigma”, США), L�аргинин,
KNO3 и NaNO2 (“Реахим”, Россия).

Результаты исследований представлены в виде
микрофотографий и графиков, отображающих
зеленое свечение и его интенсивность в клетках,
как средние арифметические из 3 независимых
экспериментов, проведенных в трехкратной био�
логической повторности. Количество анализиру�
емых срезов не менее 20 в каждой повторности.
Достоверность различий средних значений оце�
нивали по критерию Стъюдента. Статистическая
обработка данных проведена с помощью пакета
программ Microsoft Excel. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние абиотических факторов на уровень NO в
корнях проростков гороха. Влияние нитропруссида
натрия (НП*Na), KNO3 (нитрат), NaNO2 (нитрит)
и L�аргинина на уровень NO в клетках корней оце�
нивали по интенсивности флуоресценции в тка�
нях. Результаты опытов представлены на рис. 1–5.
Следует отметить, что свечение в наших опытах
наблюдалось в поверхностных – эпидермальных
клетках корня (рис. 1). Это свидетельствует о лока�
лизации синтеза NO в этих клетках. У животных
организмов синтез NO обнаружен в эпителиаль�
ных клетках аорты [24]. Эпидермальные клетки
листьев табака содержали NO в цитозоле, плазма�
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тической мембране, хлоропластах, пероксисомах,
ядре [26]. 

При экспозиции двухсуточных неинокулиро�
ванных ризобиями проростках гороха на указан�
ных веществах в течение 24 ч выявлено следую�
щее. НП�Na (экзогенный донор NO) в концен�
трации 4 мМ увеличивал флуоресценцию в
клетках корня почти в 2.0 раза по сравнению с
контролем (вода). Увеличение уровня NO под
влиянием НП�Na ингибировалось гемоглобином

(4 мкМ), ризобиальной инокуляцией и флуорес�
ценция в этом варианте почти полностью подав�
лялось 100 мкМ ФТИО (рис. 1).

В варианте с KNO3 (20 мМ) уровень NO в корне
не изменялся через 24 ч по сравнению с контролем
(рис. 2). Действие NaNO2 (2 мМ) через 24 ч способ�
ствовало увеличению уровня NO в корне в 2.3 раза,
т.е. было аналогично действию НП�Na (рис. 3). 

В краткосрочных опытах (30 и 60 мин) влияние
нитратной и нитритной солей на уровень NO но�
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Рис. 1. Влияние НП�Na (4 мМ), гемоглобина (ГГ, 4мкМ), ризобиальной инокуляции (РИ) и ФТИО (100 мкМ) на флу�
оресценцию в клетках корней гороха.
а – микрофотографии, б – интенсивность, % от контроля.
1 – контроль (вода); 2 – НП�Na (24 ч ); 3 – НП�Na (24 ч ) + ГГ (30 мин); 
4 – НП�Na (24 ч) + РИ (30 мин); 5 – НП�Na (24 ч) + ФТИО (30 мин).
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Рис. 2. Влияние нитрата калия (20 мМ), ризобиальной
инокуляции (РИ), ингибитора нитратредуктазы воль�
фрамата натрия (150 мкМ) на интенсивность флуорес�
ценции в клетках корней гороха (% от контроля).
1 – контроль (вода); 2 – нитрат (30 мин); 3 – нитрат
(60 мин); 4 – нитрат (24 ч); 5 – нитрат + РИ (30 мин);
6 – нитрат (30 мин) + вольфрамат натрия (30 мин). 
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Рис. 3. Влияние нитрита натрия (2 мМ) и гемоглоби�
на (ГГ, 4 мкМ) на интенсивность флуоресценции в
клетках корней гороха (% от контроля).
1 – контроль (вода); 2 – нитрит (30 мин); 3 – нитрит
(60 мин); 4 – нитрит (24 ч); 5 – нитрит (24 ч) + ГГ
(30 мин).
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сило другой характер по сравнению с экспозици�
ей 24 ч. Так, при экспозиции 30 мин в варианте с
KNO3 (20 мМ) наблюдалось увеличение уровня
NO в корне в 1.8 раза, а через 60 мин – снижение
до уровня контроля (рис. 2). Противоположная
картина отмечалась в варианте с NaNO2: через
30 мин происходило небольшое снижение уровня
NO в корне по сравнению с контролем, через
60 мин – достоверное повышение (на 30%), а че�
рез 24 ч более чем двукратное увеличение NO
(рис. 3).

Полученные результаты свидетельствуют о
преходящем, временном характере регуляции
уровня NO в корнях проростков гороха под влия�
нием азотных соединений. Причем эндогенный
уровень NO, оцениваемый по интенсивности
флуоресценции, зависел от вида экзогенного
фактора. Так, если содержание эндогенного NO в
корнях при воздействии на растения экзогенного
НП�Na определялось, очевидно, скоростью осво�
бождения оксида азота из этого соединения в
клетках, то в вариантах с нитратом и нитритом
эндогенный уровень NO зависел, по�видимому,

от скорости восстановления  и  или от их
влияния на сигнальные пути, инициирующие
синтез оксида азота с помощью других механиз�
мов, например путем активации фермента, по�
добного NO�синтазе животных клеток.

В опытах с азотными солями (KNO3, NaNO2)
мы исходили из того, что минеральный азот в вы�
соких дозах нарушает формирование и функцио�
нирование бобово�ризобиального симбиоза. Од�
ной из возможных причин этого может быть об�
разование в клетках растения�хозяина NO за счет
восстановления нитратов и нитритов с помощью
нитрат� и нитритредуктаз [27]. Необходимо заме�
тить, что нитратредуктаза, по�видимому, вовлека�
ется в генерацию NO в корнях растений [28]. Об

NO3
− NO2

−

этом свидетельствуют и наши данные о суще�
ственном уменьшении уровня NO (более чем в
2 раза) в корнях гороха под влиянием ингибитора
нитратредуктазы – вольфрамата натрия
(150 мкМ) (рис. 2). Но в то же время экспозиция
двухсуточных проростков на 2 мМ растворе L�ар�
гинина, являющегося субстратом животной NO�
синтазы, увеличивала интенсивность флуорес�
ценции в клетках более чем в 2 раза (рис. 4). Ин�
гибитор животной NO�синтазы – аминогуани�
дин (1 мМ) снижал интенсивность свечения в
этом варианте почти в 4 раза (рис. 4). Положи�
тельное действие аргинина на уровень NO не
проявлялось на фоне ФТИО (рис. 4). Эти данные,
очевидно, свидетельствуют о том, что этиолиро�
ванные проростки гороха используют для генера�
ции NO нитраты, нитриты и L�аргинин как суб�
страты ферментативных или других реакций.

Влияние ризобиальной инокуляции на уровень
NO в корнях. Проростки гороха в варианте с во�
дой (контроль), также имели свечение в клетках
корня. Это говорит о том, что этиолированные
проростки гороха синтезируют NO в эпидермаль�
ных клетках корня, создавая постоянное “NO�
поле”, и оксид азота является нормальным про�
дуктом метаболизма у растений, концентрация
которого, как известно, может существенно уве�
личиваться при стрессовых воздействиях. Синтез
NO в эпидермальных клетках табака наблюдали
Фойсснер с соавт. [26] и уровень NO в их опытах
увеличивался при действии на растения грибного
элиситора. Однако возникает вопрос о механизме
генерации NO в этом случае. По нашим данным,
содержание свободного аргинина в корнях двух�
суточных этиолированных проростков гороха вы�
сокое: 109.2 ± 16.1 мкг/г сырого вещества (n = 5).
Поэтому можно предположить, что синтез оксида
азота в этом случае происходит за счет использо�
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Рис. 4. Влияние аргинина (2 мМ), аминогуанидина
(АГ, 1 мМ); ФТИО (100 мкМ) на интенсивность флу�
оресценции в клетках корней гороха (% от контроля).
1 – контроль (вода); 2 – аргинин (30 мин); 3 – арги�
нин (30 мин) + АГ (30 мин); 4 – аргинин (30 мин) +
+ ФТИО ( 30 мин); 5 – ФТИО (30 мин). 
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Рис. 5. Влияние гемоглобина (ГГ, 4 мкМ), ризобиаль�
ной инокуляции (РИ) и ФТИО (100 мкМ) на интен�
сивность флуоресценции в клетках корней гороха
(% от контроля).
1 – контроль (вода); 2 – ГГ (30 мин); 3 – РИ (30 мин);
4 – ФТИО (30 мин).
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вания L�аргинина как субстрата в NO�синтазной
реакции. Это подтверждается результатами на�
ших опытов с применением ингибитора живот�
ной NO�синтазы – аминогуанидина, который
ингибировал реакцию образования NO (рис. 5).
Подобные результаты были получены и другими
авторами [29].

Инокуляция отрезков корней двухсуточных
проростков суспензией клубеньковых бактерий
снижала интенсивность свечения в контрольном
варианте (Н2О) в 1.9 раза (рис. 5). Такое же дей�
ствие ризобиальной инокуляции проявилось и в
вариантах с НП�Na и KNO3, где интенсивность
свечения под влиянием инокуляции уменьши�
лась приблизительно в 4 раза (рис. 1, 2). 

Следует отметить, что ингибирование синтеза
активных форм кислорода (АФК), уменьшение
содержания салициловой кислоты и снижение
активности НАДФН�оксидазы растения�хозяина
с помощью ризобиальной инокуляции или очи�
щенного ризобиального Nod�фактора было уста�
новлено и в других работах [30–32]. Таким обра�
зом, инокуляция проростков ризобиями частич�
но блокирует синтез NO, а также, вероятно, и
других активных метаболитов в клетках корня,
что может создать благоприятные физиологиче�
ские условия для формирования бобово�ризоби�
ального симбиоза, в том числе и за счет подавле�
ния защитных систем растения�хозяина. Однако
механизмы, с помощью которых ризобии моду�
лируют обмен веществ растения�хозяина, неиз�
вестны. Предполагается, что ризобиальный Nod�
фактор (липохитоолигосахарид) взаимодействует
с растительным рецептором (возможно с рецеп�
тороподобными киназами) на плазматической
мембране клетки, что ведет к начальным этапам
бобово�ризобиального симбиоза [33], хотя не ис�
ключается участие и других механизмов взаимо�
действия молекул растения и ризобий, в частно�
сти связывание растительных лектинов с бакте�
риальными полисахаридами [34].

Взаимодействие бактериальных и раститель�
ных молекул приводит к “запуску” сигнальных
систем, инициирующих экспрессию соответству�
ющих генов растения�хозяина, осуществляющих
реализацию генетически запрограммированного
механизма формирования бобово�ризобиального
симбиоза. Подтверждением этому служат данные
опытов [35], в которых липополисахарид, выде�
ленный из симбиотической бактерии Mesorhizobi%
um loti, индуцировал генерацию NO и экспрессию
гена несимбиотического гемоглобина у Lotus
japonicus. По данным Лохар с соавт. [36], умень�
шение потока АФК в корнях люцерны через 1 ч
после обработки проростков Nod�фактором со�
провождалось снижением накопления тран�
скриптов гомологов НАДФН�оксидазы корней
люцерны. Этот факт авторы объясняют влиянием

Nod�фактора на активность АФК�генерирующей
системы, что, по�видимому, способствует на ран�
них стадиях бобово�ризобиального симбиоза
успешному взаимодействию симбионтов.

Что касается снижения под влиянием ризоби�
альной инокуляции уровня NO, обладающего в
зависимости от концентрации сигнальными или
токсическими свойствами, то можно предполо�
жить, что это происходит благодаря уменьшению
функциональной активности ферментных си�
стем, осуществляющих синтез NO, либо путем
удаления свободного NO с помощью “ловушек”
(скавенджеров) свободных радикалов или других
реакций.

Влияние ФТИО и гемоглобина на уровень оксида
азота в клетках корня проростков гороха. ФТИО (2�
фенил�4,4,5,5�тетраметилимидазолин�1�оксил�3�
оксид) не является биологическим соединением и
его химическое действие в клетках основано на

окислении NO до  [37]. Применение ФТИО в
исследованиях in vitro и in vivo обусловлено необ�
ходимостью доказать присутствие NO в клетках
организмов и устранения биологической активно�
сти этого соединения. Как следует из наших дан�
ных, ФТИО в концентрации 100 мкМ в суще�
ственной степени уменьшает флуоресценцию
эпидермальных клеток корней этиолированных
проростков гороха (рис. 1, 4, 5). 

Другим эффективным скавенджером NO яв�
ляется гемоглобин [38]. Как следует из рис. 1, ге�
моглобин (4 мкМ) снижал интенсивность свече�
ния в варианте с НП�Na более чем в 2 раза. В ва�
рианте с NaNO2 (рис. 3) уровень NO (вариант
24 ч) под влиянием гемоглобина снизился в 6 раз.
Таким образом, гемоглобин вызывает эффекты,
сходные с действием ризобиальной инфекции и
ФТИО. 

Механизм связывания NO гемоглобином со�
стоит в его взаимодействии с гемом гемоглобина
с образованием нитрозилгемоглобина [39]. Во�
прос в том, какой механизм его действия в клет�
ках растений. По данным Нагата с соавт. [35], ри�
зобии (Mesorhizobium loti) индуцировали синтез
NO в корнях бобового растения Lotus japonicus на
начальных стадиях ризобиальной инфекции. Од�
нако усиление синтеза NO носило преходящий
характер и было связано с экспрессией гена не�
симбиотического гемоглобина (LjHb1) у Lotus
japonicus. Авторы предполагают, что функция гена
LjHb1 заключается в регуляции уровня NO в клет�
ках растения�хозяина в процессе симбиоза. Наши
данные о том, что инокуляция на начальных эта�
пах инфицирования снижала уровень NO в клет�
ках корня, свидетельствует о возможном участии
в этом процессе несимбиотического гемоглоби�
на. Однако это предположение требует экспери�
ментальных доказательств.

NO2
−

7*
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ГЛЯНЬКО и др.

Что касается влияния экзогенного гемоглоби�
на на уровень NO в клетках корней проростков
гороха на фоне действия различных абиотических
факторов, то механизм, по�видимому, тот же, что
и при действии ризобиальной инокуляции. По
данным литературы, трансгенные растения таба�
ка и люцерны с повышенным синтезом несим�
биотического гемоглобина класса 1 обладали
меньшей чувствительностью к нитрозативному
стрессу, вызываемому в клетках действием экзо�
генных доноров оксида азота, по сравнению с
нормальными (дикими) формами растений [38,
40]. Предполагается, что в растениях несимбио�
тические формы гемоглобина могут выполнять
защитную роль против нитрозативного стресса и
модулировать сигнальную функцию NO [41]. 

В наших опытах инокуляция растений ризоби�
ями снимала активирующее влияние высокой до�
зы минерального азота на активность НАДФН�
оксидазы – основного фермента АФК�генериру�
ющей системы растений и животных [32]. Инги�
бирующее влияние ризобий на генерацию NO и
АФК свидетельствует о связи механизмов синтеза
этих соединений, опосредованных влиянием ме�
таболических систем, регулирующих формирова�
ние бобово�ризобиального симбиоза. 

По данным литературы, синтез АФК в ответ на
многие экзогенные “раздражители” сопровожда�
ется также синтезом NO [39, 42], и их сигнальное
действие может оказывать влияние на многие про�
цессы, например при реализации организмом
“программированной клеточной смерти” [43]. Вза�
имодействие Н2О2 и NO может идти по пути акти�
вации протеинкиназ, изменения концентрации
внутриклеточного кальция, активности ионных
каналов и др. [5, 44]. Однако полной картины взаи�
модействия АФК и активных форм азота (АФА), в
частности Н2О2 и NO, в клетках растений нет. 

Изучение взаимодействия АФК и АФА при бо�
бово�ризобиальном симбиозе представляет осо�
бый интерес, так как, в отличие от патогенеза,
усилия растения�хозяина направлены на облегче�
ние проникновения клубеньковых бактерий в
клетки и формирования симбиоза. Однако в за�
висимости от вида биотических и абиотических
неблагоприятных стрессовых факторов, взаимо�
действие сигнальных путей при формировании
бобово�ризобиального симбиоза может быть раз�
личным, что, по�видимому, и определяет успех
или неуспех в формировании симбиоза. В этом
ряду находится такой экзогенный фактор, как
высокие дозы минерального азота, оказывающие
отрицательное влияние на формирование и
функционирование бобово�ризобиального сим�
биоза [27]. В этой связи представляет интерес воз�
можная активация под влиянием ризобиальной
инфекции анионных каналов плазматической
мембраны и, как следствие этого, усиление пото�

ка внутриклеточных нитратов, могущих влиять на
активность НАДФН�оксидазы, генерацию NO и
другие процессы, связанные с регуляцией физио�
логических функций у растений [44].

Активация под воздействием грибного элиси�
тора (cryptogein) анионных каналов в плазматиче�
ской мембране суспензионных клеток табака уси�
ливает поток нитратов через анионные каналы в
цитоплазму, что оказывает влияние на экспрес�
сию генов защиты, генерацию АФК, модуляцию
активности протеинкиназ, на сверхчувствитель�
ную реакцию клеток и их гибель при патогенезе
[45]. Эти процессы блокируются ингибиторами
ионных каналов. В этой связи активация под дей�
ствием ризобиальной инокуляции поглощения
нитратов этиолированными проростками гороха
[46] свидетельствует о сходстве действия патогена
и симбионта и о возможном влиянии нитратов на
сигнальные пути, задействованные в бобово�ри�
зобиальном симбиозе. 

О влиянии минерального азота на взаимодей�
ствие патогенного гриба и растения свидетель�
ствуют также результаты других исследователей

[47]. По их данным, аммоний ( ), секретируе�
мый патогенным грибом Colletotrichum coccodes,
активирует растительную НАДФН�оксидазу, что
вызывает накопление АФК и гибель клеток пло�
дов томата. В связи с этим интересна гипотеза о
возможном влиянии NO на потоки экстра� и
внутриклеточного Са2+, который оказывает влия�
ние на активность НАДФН�оксидазы. Суть этой
гипотезы в том, что NO может повышать или ин�
гибировать индуцированный действием стрессо�
вых факторов поток Са2+ в цитоплазму путем из�
менения проницаемости кальциевых каналов с
участием сигнальных белков, подвергшихся пост�
трансляционной модификации оксидом азота
[19]. Этот механизм регуляции потоков Са2+ на
плазматической мембране с участием NO может
быть применен для объяснения механизмов
функциональной активности НАДФН�оксидазы,
в частности при симбиотических взаимодействи�
ях организмов, когда чрезмерное накопление
АФК может препятствовать установлению сим�
биоза между бобовым растением и клубеньковы�
ми бактериями [30]. 
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ГЛЯНЬКО и др.

Influence of Environmental Factors on the Generation
of Nitric Oxide in the Roots of Etiolated Pea Seedlings

A. K. Glyan’ko, N. B. Mitanova, and A. V. Stepanov

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 644033 Russia
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Abstract—The article studies the nitric oxide (NO) levels in the roots of etiolated seedlings of garden peas
(Pisum sativum L.) using the DAF�2DA fluorescent probe and fluorescent microscopy. Cross sections of roots
of 100–150 µm (the site of a root which is 10–15 mm from the apex) are analyzed. It is shown that the level
of NO in the roots after 24 h increased by more than a factor of 2 in the versions with NaNO2 and sodium
nitroprusside. At feeding the seedlings with KNO3, a peak in the accumulation of NO in the roots (twofold
increase) was observed after 30 min. Fertilizing seedlings with L�arginine (2 mM) increased the intensity of
the fluorescence of the root sections by more than a factor of 2. The inoculation of seedlings of rhizobia
(Rhizobium leguminosarum bv. viceae) contributed to the reduction of NO on the background of the control
(H2O) and sodium nitroprusside and nitrogen compounds. Scavengers of NO (2�phenyl�4,4,5,5�tetrameth�
ylimidazoline�1�oxyl�3�oxide (PTIO), hemoglobin) and inhibitors of nitrate reductase and animal NO syn�
thase (sodium tungstate and aminoguanidine hydrochloride) reduced the level of NO in the roots. The results
are discussed in relation to the role of NO in plants under the influence of biotic and abiotic factors.
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