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Изучена временная динамика (в течение 30 и 60 мин) генерации оксида азота (NO) в корнях 

двухсуточных этиолированных проростков гороха посевного. В течение экспозиции 

проростков на воде и растворе СаCl2 (100 мкМ) показаны флуктуации в уровне оксида азота в 

корнях – его повышение и снижение. Обсуждается физиологическая роль флуктуаций 

содержания оксида азота в корне и участие ионов кальция в этом процессе. 
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1 Оксид азота (NO) многофункциональ-

ная сигнальная молекула, играющая ключевую 

роль в широком спектре физиолого-

биохимических процессов у растений, живот-

ных и микроорганизмов (Glyan’ko et al., 2010; 

Gupta et al., 2011). В растениях NO выполняет 

функцию сигнальной молекулы и одного из 

важнейших компонентов защитной системы 

при действии стрессовых факторов (Колупаев, 

Карпец, 2009). Известно, что NO контролирует 

гомеостаз ионов кальция (Са
2+

) в клетках орга-

низмов (Clementi, 1998) и почти все типы каль-

циевых каналов и транспортеров регулируются 

оксидом азота путем S-нитрозилирования бел-

ков или с участием вторичных мессенджеров 

NO – циклических ГМФ (сGMP), АДФР 
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(cADPR) и протеинкиназ (ПК) (Besson-Bard et 

al., 2008). Эндогенные и экзогенные источники 

NO активируют приток Са
2+

 в цитоплазму из 

внеклеточного пространства (Garcia-Mata et al., 

2003; Lamotte et al., 2004). С другой стороны, 

увеличение концентрации цитозольного Са
2+ 

под действием внешних факторов влияет на 

синтез NO, что ведет к усилению физиолого-

биохимических процессов и каскаду сигналь-

ных реакций, сопровождаемых изменением 

экспрессии генов (Courtois et al., 2008). Так, по-

казана активация Са
2+

-кальмодулинзависимой 

киназы (ССаМК) ритмическими изменениями 

концентрации кальция в цитоплазме и органел-

лах, что сопровождается усилением генерации 

NO (Courtois et al., 2008). Исходя из этого, 

можно говорить о перекрестном и взаимном 

влиянии двух сигнальных посредников на про-

цессы метаболизма, особенно при трансдукции 

абиотических и биотических сигналов 

(Vandelle et al., 2006; Колупаев, 2007). Однако 

mailto:akglyanko@sifibr.irk.ru
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механизмы, с помощью которых NO модулиру-

ет поток Са
2+

 в клетках, до конца непонятны.  

С другой стороны, нерешенным остается 

вопрос о путях синтеза NO в растениях. В на-

стоящее время бесспорно признается путь ге-

нерации NO в растительных клетках с участием 

цитозольной нитратредуктазы (НР). Однако 

при этом необходимо отметить, что функцио-

нальная связь между ионами Са
2+ 

и синтезом 

NO с участием НР остается под вопросом 

(Courtois et al., 2008). Второй путь синтеза NO, 

связанный с использованием в качестве суб-

страта L-аргинина, подтвержден многочислен-

ными исследованиями (Besson-Bard, 2008; 

Глянько, 2013), но не доказан присутствием в 

растениях фермента идентичного NO-синтазе 

(NOS) млекопитающих, катализирующей окис-

лительную реакцию синтеза NO из аргинина в 

животных клетках. Что же касается взаимосвя-

зи между Са
2+

 и генерацией NO по L-аргинин-

зависимому пути, то имеются данные о необ-

ходимости ионов кальция в реакции, катализи-

руемой растительной NO-синтазой, подобной 

NOS животных (Vandelle et al., 2006). Так, за-

висимость активности конститутивной изо-

формы сNOS млекопитающих от кальмодулина 

и ионов Са
2+

 (Bogdan, 2001) подтверждена так-

же в опытах с тканями различных видов расте-

ний (Corpas et al., 2006). Хотя эти данные не ус-

танавливают прямого взаимодействия ионов 

кальция с NOS-подобным ферментом растений, 

но, по-видимому, свидетельствуют о роли 

флуктуаций (колебаний) концентрации внекле-

точного и внутриклеточного кальция в синтезе 

NO в растительных клетках и участии NO в 

сигнальном каскаде, инициируемом Ca
2+

. Од-

нако последовательность передачи сигналов в 

NO/Ca
2+

-связанном пути также остается до 

конца не выясненной. 

В связи с изложенным можно предста-

вить следующую упрощенную схему взаимо-

влияния Са
2+

 и NO на начальных этапах транс-

дукционных процессов (рис. 1). Эндогенный 

оксид азота, генерируемый ферментными (или 

неферментными) системами растений, оказыва-

ет прямое или косвенное влияние на Са
2+

-

каналы, усиливая или ингибируя поток внекле-

точного Са
2+ 

в цитоплазму через плазматиче-

скую мембрану. С другой стороны, Са
2+

 стиму-

лирует генерацию растительными клетками ок-

сида азота, по крайней мере через реакцию, в 

которой в качестве субстрата используется L-

аргинин. Накопление внутриклеточного NO 

будет вести к стимуляции процессов, оказы-

вающих влияние на гомеостаз Ca
2+

 во внутри-

клеточных органеллах путем создания в цито-

плазме кальциевых волн (осцилляций), состав-

ляющих звенья в трансдукции информации в 

 

Рис. 1. Гипотетическая схема взаимосвязи сигнальных молекул (Ca
2+

, NO, АФК) в 

клетке растения (объяснения в тексте). 
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геном (Тарчевский, 2002; Медведев, 2010). Не-

обходимо также отметить, что увеличение кон-

центрации Са
2+

 в цитоплазме происходит как за 

счет внеклеточного кальция, так и за счет осво-

бождения его из внутриклеточных компонентов 

цитоплазмы – эндоплазматического ретикулу-

ма, вакуолей и других органелл (Денисенко, 

Кузьмина, 2013).  

В данной работе в краткосрочных опытах 

с этиолированными проростками гороха изуча-

ли влияние эндогенного (экспозиция пророст-

ков на воде) и экзогенного кальция (экспозиция 

проростков на растворе СаСl2) на временную 

динамику содержания NO в корнях проростков 

гороха.  

МЕТОДИКА 

Объект исследований − этиолированные 

проростки гороха посевного (Pisum sativum L.) 

сорта Ямальский, выращенные в пластмассо-

вых кюветах на влажной фильтровальной бума-

ге при 22°С. Перед замачиванием семена про-

мывали теплой проточной водой с мылом и 

обеззараживали 3 % раствором перекиси водо-

рода в течение 15 мин. После этого семена за-

ливали прокипяченной водопроводной водой 

(60°С) и помещали в термостат для набухания 

при 22°С в течение 48 ч. Для исследований от-

бирали однородные проростки с длиной корней 

25-30 мм (исходный растительный материал 

для экспериментов).  

Содержание NO в тканях корня опреде-

ляли с использованием флуоресцентного зонда 

4,5-диаминофлуоресцеин-диацетата (DAF-

2DA). Это соединение проникает через клеточ-

ную мембрану и деацетилирует с помощью 

внутриклеточных эстераз в 4,5-

диаминофлуоресцеин (DAF-2), который обра-

зует с NO флуоресцирующее соединение – 

диаминотриазолфлуоресцеин-триазол (DAF-2T) 

(Nakatsubo et al., 1998). Перед окрашиванием 

исходные 2-суточные проростки экспонировали 

на соответствующих средах (Н2О и СаСl2) в те-

чение необходимого времени: 5, 10, 15, 20, 25 и 

так далее минут. Затем отрезки корней (участки 

5-15 мм от апекса) инкубировали в среде для 

окрашивания, содержавшей 10 мкM DAF-2DA 

и 10 мM трис-HCl (pH 7,4), в течение 20 мин на 

шейкере, при 26°С. Интенсивность флуорес-

ценции определяли на поперечных срезах 

(толщина 100 – 150 мкм) корней с использова-

нием флуоресцентного микроскопа Axio Ob-

server Zl (Германия) с цифровой монохромной 

камерой Axio Cam MRm3 и пакетом программ-

ного обеспечения для захвата и анализа изо-

бражений Axio Vision Rel.4.6. Блок фильтров № 

10, длина волны возбуждения 450-490 нм, 

эмиссия 515-565 нм. Результаты анализа срезов 

представлены в относительных единицах ин-

тенсивности флуоресцентного свечения.  

Содержание общего кальция в корнях 

проростков определяли на атомно-

абсорбционном спектрометре модели 403 фир-

мы Perkin Elmer (CША) в пламени ацетилен-

воздух. Для определения использовали корни, 

высушенные до воздушно-сухого состояния (в 

термостате при 110°С)
 
которые тщательно про-

мывали перед высушиванием дистиллирован-

ной водой. Сухую навеску корней (0,05 г) под-

вергали разложению (смесь HNO3 и Н2О2) с 

применением автоклавного комплекса Анкон-

АТ. Смесь оставляли при комнатной темпера-

туре на 1 ч. Затем автоклавы герметизировали и 

помещали в электронагреватель на 2 ч при тем-

пературе 160°С (1 ч) и 200°С (1 ч). После охла-

ждения содержимое автоклавов количественно 

переносили в мерные колбы и определяли со-

держание кальция. 

Значения представляют собой средние 

арифметические с указанием стандартной 

ошибки из трех независимых экспериментов, 

проведенных в трехкратной аналитической по-

вторности. Число анализируемых срезов кор-

ней при микроскопических исследованиях не 

менее 10. Достоверность различий средних 

значений оценивали по t-критерию Стъюдента. 

Статистическую обработку данных проводили 

с помощью пакета программ Microsoft Excel.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Как следует из рис. 2, временная динами-

ка содержания NO в пробах срезов корней про-

ростков гороха, инкубируемых на кипяченной 

водопроводной воде и взятых через каждые 10 

минут, характеризуется флуктуациями: возрас-

танием уровня NO через 10, 30 и 50 минут и 

снижением через 20, 40 и 60 минут. Флуктуа-

ции в уровне NO наблюдаются и на фоне дей-

ствия экзогенного источника кальция (100 мкМ 

СаСl2). Однако временная зависимость флук-

туаций уровня NO в этом случае иная: повы-

шение уровня NO через 20, 40, 60 минут, сни-

жение – через 10, 30, 50 минут. Подобная зако-

номерность получена и в опыте, когда пробы 

корней брали через 5 мин (рис. 3). В то же вре-

мя, как следует из рис. 3, четкая картина мак-

симумов и минимумов в синтезе NO также на-

блюдается через 10 минут, что согласуется с 

данными, представленными на рис. 2. Таким 

образом, можно говорить об определенной 
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ритмичности в синтезе оксида азота в корнях 

этиолированных проростков гороха. При этом 

экзогенный кальций влияет на содержание ок-

сида азота, изменяя временную амплитуду его 

синтеза и сохраняя ритмичность флуктуаций. 

Надо полагать, что подобное влияние экзоген-

ного кальция связано с увеличением внутри-

клеточного и апопластного Са
2+

. Об этом кос-

венно можно судить по содержанию общего 

кальция в корнях исходных (2-суточных) этио-

лированных проростках гороха: 860±36 мкг/г 

сухого вещества (21,5±0,9 мкмоль/г) в варианте 

с водой и 1043±28 мкг/г сухого вещества 

(26,0±0,7 мкмоль)г) в варианте с экзогенным 

кальцием. То есть, на фоне СаСl2 содержание 

кальция в тканях корней было достоверно (на 

21%) выше, чем при инкубации корней на воде.  

Рассматривая экзогенный кальций как 

фактор внешней среды, можно предполагать, 

что не исключено подобное действие на синтез 

NO и других внешних факторов как абиотиче-

ских, так и биотических, что может быть также 

связано с определенным ритмом его генерации. 

Полученные данные позволяют предполагать о 

существовании в корнях механизма, регули-

рующего синтез NO и, по-видимому, связанно-

го с ионами кальция. Причем увеличение со-

держания Са
2+

 в корнях за счет экзогенного 

кальция изменяет характер ритмичности синте-

за NO, снижая уровень оксида азота и изменяя 

максимумы и минимумы в синтезе NO по срав-

нению с вариантом с водой. Примечательно, 

что в раннее проведенных нами опытах полу-

чены результаты, свидетельствующие о коле-

баниях в активности микросомальной НАДФН-

оксидазы, локализованной на плазмалемме кле-

ток и на мембранах органелл корня гороха 

(Глянько и др., 2012). Так, было установлено, 

что активность фермента на фоне экзогенного 

СаСl2 повышалась через 5 и 20 мин и снижа-

лась через 10 и 30 мин. Эндогенный ритм ак-

тивности НАДФН-оксидазы и генерации NO в 

корнях, по всей вероятности, свидетельствует о 

наличии в клетках механизма, регулирующего 

как образование оксида азота, так и АФК – 

продуктов функционирования НАДФН-

оксидазы и супероксиддисмутазы (CОД). Это 

подтверждается данными литературы о том, 

что в ответ на различные факторы генерация 

NO и АФК в клетках происходит одновременно 

и изменения в концентрации одного из компо-

нентов оказывает влияние на уровень другого 

(Neill et al., 2008). Подобный механизм, по-

видимому, связан с гомеостазом ионов Са
2+

, 

что выражается в пульсирующем изменении 

концентрации этого иона в цитоплазме (Са
2+

-

волны). В последнее время это явление в лите-

ратуре обозначается термином “Са
2+

-

сигнатура” (саlcium signatures), которое харак-

теризует флуктуации в концентрации внутри-

клеточного кальция по таким параметрам, как 

амплитуда, частота, количество пульсов 

(Whalley, Knight, 2013).  

Обсуждая возможный механизм, регули-

рующий оба физиологических процесса, следу-

ет прежде всего отметить необходимость ионов 

Са
2+

 для реакций, осуществляющих генерацию 

NO. Выше уже обсуждались данные литерату-
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Рис. 2. Динамика уровня оксида азота в корнях этиолированных проростков горо-

ха (взятие проб через 10 мин).  
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ры о возможной зависимости активности NOS-

подобного фермента растений от ионов каль-

ция. Доказана необходимость кальция для про-

явления активности НАДФН-оксидазы (Глянь-

ко и др., 2009). Можно заключить, что актива-

ция и ингибирование рассматриваемых физио-

логических процессов, по-видимому, связано с 

изменением концентрации цитозольного и апо-

пластного кальция, обусловленного влиянием 

NO и, по-видимому, АФК на кальциевые кана-

лы – их открытие и закрытие (Mori, Schroeder, 

2004; Demidchik, Maathuis, 2007).  

Таким образом, в настоящей работе в 

краткосрочных опытах обнаружен эндогенный 

ритм изменения содержания NO в тканях корня 

проростков гороха, характеризующийся во 

временной динамике увеличением и снижением 

уровня оксида азота и который подвержен 

влиянию экзогенного кальция. Физиологиче-

ская роль флуктуаций уровня NO (NO-волн) в 

клетках растений не изучена, хотя нет сомне-

ния, что это связано с сигнальной функцией ок-

сида азота. 
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DYNAMICS OF SYNTHESIS NITRIC OXIDE (NO)  

IN ROOTS ETIOLATED SEEDLINGS OF PEA (PISUM SATIVUM L.) 
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Time dynamics (during 30 and 60 minutes) of generation nitric oxide (NO) were studied in roots of 

etiolated pea seedlings of 48 h age. During an exposition of seedlings on water and CaCl2 solution 

(100 µM) fluctuations of level nitric oxide in roots – its increase and decrease, are shown. 

Physiological role of fluctuation of level nitric oxide in root and participation ions calcium in this 

process are discussed. 

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

, nitric oxide (NO), fluorescent probe 
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Вивчено часову динаміку (протягом 30 і 60 хв) генерації оксиду азоту (NO) в коренях дводо-

бових етіольованих проростків гороху посівного. Протягом експозиції проростків на воді і 

розчині СаCl2 (100 мкМ) показані флуктуації рівня оксиду азоту в коренях – його підвищення 

і зниження. Обговорюється фізіологічна роль флуктуацій вмісту оксиду азоту в корені і 

участь іонів кальцію у цьому процесі. 

Ключові слова: Pisum sativum L.,іони кальцію, оксид азоту (NO), флуоресцентний зонд 


