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Аннотация. Проведен анализ изменения протеома корней проростков гороха под влиянием сигналь-
ных медиаторов, участвующих в защитных реакциях растений. Показано, что корни растений гороха 
специфически отвечали изменением протеомов на действие соединений, которые могут быть мимети-
ками сигналов из ризосферы. В качестве миметика элиситоров некротрофных патогенов были исполь-
зованы метилжасмонат, биотрофных патогенов – салициловая кислота и донор оксида азота (NO), 
транспортных индукторов системного иммунитета – азелаиновая кислота, антибиотик, продуцируе-
мый почвенными стрептомицетами, – циклогексимид. Специфика ответа корней проявлялась, в том, 
что только донор NO вызывал индукцию ферритина и редуктазы бензилового эфира фенилкумарана 
Betv6. Только под действием азелаиновой кислоты и циклогексимида происходила индукция большо-
го числа ферментов синтеза флавоноидов, и только циклогексимид повышал содержание ключевого 
фермента синтеза терпеноидов - изопентенил-пирофосфат-изомеразы.1
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Abstract. The roots of pea plants specifically responded with changes in their proteomes to the action of the 
compounds we used, which are mimics of signals from the rhizosphere. As a mimic of elicitors from necrotrophic 
pathogens, we used methyl jasmonate, and for biotrophic pathogens – salicylic acid and nitric oxide (NO). In 
addition, we investigated the proteomic response of roots to the action of azelaic acid – a mobile inducer of 
systemic immunity, and the antibiotic cycloheximide – a rhizosphere priming signal. The specificity of the root 
response was manifested, for example, in the fact that only NO caused the induction of the antioxidant’s ferritin 
and phenylcoumaran benzylic ether reductase. Only under the action of azelaic acid and cycloheximid did the 
induction of a large number of flavonoid synthesis enzymes occur, and only cycloheximide increased the content 
of the key enzyme for terpenoid synthesis – isopentenyl pyrophosphate isomerase.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из ранних ответов клеток растений на 

действие биотических и абиотических стрессоров 
является «окислительный взрыв» – многократное 
повышение содержания активных форм кислорода 
(АФК) [19]. Существует сложная совокупность 
реакций нейтрализации АФК [33], обеспечива-
ющая при действии стрессоров оптимизацию 
окислительно-восстановительного режима клеток. 
В этих реакциях участвуют как антиоксидантные 
ферменты, так и неферментные соединения. К 
первым относятся супероксид дисмутаза, глута-
тионредуктаза, монодегидроаскорбатпероксидаза 
и др., а ко вторым – флавоноиды, антоцианины, 
пролин, ферритин и др.

Большинство информации об антиоксидантной 
защите растений было получено с использованием 
надземных органов. По имеющимся в литературе 
данным об антиоксидантном ответе было трудно 
судить о его избирательности по отношению к 
различным воздействиям, так как опыты прово-
дились на различных видах и органах растений, 
при действии различных стрессоров, в различных 
почвенно-климатических условиях и др.

В настоящей работе было проведено обобщение 
полученных ранее данных о влиянии на белковый 
спектр корней гороха сигнальных медиаторов, 
образующихся эндогенно при действии на расте-
ния некротрофных патогенов – метилжасмоната 
(МеЖК) [8], биотрофных патогенов – салицило-
вой кислоты (СК) [4] и донора NO – нитропрус-
сида Na [2], азелаиновой кислоты АзК [1], а также 
антибиотика циклогексимида (ЦГ) [5, 6], проду-
цируемого почвенным сапрофитным стрептоми-
цетом Streptomyces griseus. В статье обсуждается 
роль идентифицированных белков, участвующих 
в регуляции окислительно-восстановительного 
баланса клеток, содержание которых изменялось 
под влиянием вышеперечисленных соединений. 
Протеомные исследования корней гороха (Pisum 
sativum L.), показали, что в зависимости от характе-
ра внешнего воздействия корни могут отбирать из 
стратегического защитного арсенала тот или иной 
антиоксидантный защитный ответ. 

МЕТОДИКА
Работы проводились на проростках гороха 

(Pisum sativum L., сорт Тан), семена стерилизовали 
в течение 20 мин в растворе перманганата калия, 
промывали дистиллированной водой и проращи-
вали на влажной фильтровальной бумаге в темноте 
в течение 3 сут. Затем проростки помещали на 5 
сут в питательную среду Хогланда–Арнона (1/4 от 
полной) при 25°C и освещении люминесцентны-
ми лампами при 16-часовом световом периоде. В 
опытных вариантах корни 8-суточных проростков 
погружали на 72 ч в питательную среду, содержа-

щую: 50 мкМ СК («Sigma», США), или 20 мкМ 
МеЖК («Serva», Германия), или 50 мкМ АзК 
(«Sigma», США), или 15 мкМ нитропруссида Na 
(SNP) или 10 мкМ ЦГ («Sigma», США). Контролем 
служили проростки, растущие на среде Хогланда–
Арнона (1/4 от полной). Через 72 ч корни отрезали 
и фиксировали жидким азотом. 

Экстракцию растворимых белков, их разделе-
ние методом двумерного электрофореза и иденти-
фикацию проводили как описано в работах [1, 2, 5, 
8]. Для выделения растворимых белков использо-
вали навески корней весом 1 г, которые растирали 
при 4°С в 25 мМ Трис–HCl-буфере, pH 8,0, с 100 
мМ дитиотреитолом (ДТТ), 1 мМ ЭДТА, 1%-ным 
коктейлем ингибиторов протеаз Protease inhibitor 
cocktail («Sigma», США).

Белки осаждали равным объемом 20%-ного ТХУ 
в ацетоне с 100 мМ ДТТ, осадок промывали три 
раза холодным ацетоном с 50 мМ ДТТ, высушивали 
на воздухе, растворяли в буфере для изоэлектро-
фокусирования (6 М мочевины, 2 М тиомочевины,  
50 мМ ДТТ, 2%-ный Тритон Х-100, 2%-ный 
CHAPS, 0,5%-ный Bio-Lyte ampholytes, pH 3–10, 
«Bio-Rad», США). Для определения концентрации 
белков использовали Bradford Protein Assay («Bio-
Rad», США) по рекомендациям производителя. 
Калибровочные кривые строили с бычьим сыво-
роточным альбумином (БСА) в качестве стандарта. 

Двумерный электрофорез белков проводили 
на 17 см стрипах с иммобилизованным линейным 
градиентом pH 4–7 («Bio-Rad», США). Образцы 
белков (550 мкг) разводили в вышеупомянутом 
буфере для изоэлектрофокусирования со следами 
бромфенолового синего, изоэлектрофокусирова-
ние проводили по рекомендациям производителя 
на приборе Protean IEF Cell («Bio-Rad», США). Раз-
деление белков по молекулярным массам проводи-
ли в 12,5%-ном ПААГ с ДДС-Na. Гели окрашивали 
Кумасси G-250 с 2%-ной ТХУ. Гели обрабатывали с 
помощью программы PDQuest («Bio-Rad», США). 
Для анализа использовали по три повторности 
каждого варианта. Достоверность полученных 
данных оценивали по t-критерию Стьюдента при 
p ≤ 0,05. Для идентификации использовали пятна 
белков, содержание которых в опытном варианте 
изменялось не меньше, чем в 1,5 раза (в большую 
или меньшую сторону) по сравнению с контролем. 

Интересующие белковые пятна подвергали 
трипсинолизу и анализировали методом жидкост-
ной хромато-масс-спектрометрии. Предвари-
тельное разделение полученной смеси пептидов 
проводили на системе нано-ВЭЖХ Ultimate 3000 
(«Dionex», США) с использованием колонки C18 
PepMap, с размером частиц 3 мкм, внутренним ди-
аметром колонки 75 мкм и длиной 15 cм («Thermo 
Fisher», США). Разделение пептидов происходило 
в градиенте ацетонитрила от 0 до 95% в течение 60 
мин со скоростью потока 300 нл/мин. Регистра-
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цию спектров проводили на масс-спектрометре 
MicrOTOF-Q («Bruker Daltonics», Германия) в по-
ложительном режиме ионизации в диапазоне 50–
3000 m/z. Идентификацию белков осуществляли 
при помощи программы Mascot (www.matrixscience.
com). Поиск возможных претендентов проводили 
по базе данных NCBInr и SwissProt, с указани-
ем подбазы “Зеленые растения”, и по данным 
Plants_EST (если поиск по предыдущим двум базам 
данных не давал результатов). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенный ранее анализ влияния СК, 

МеЖК, NO, АзК и ЦГ на белковый спектр корней 
гороха позволил выявить и идентифицировать 

белки, содержание которых в них изменялось. 
Среди этих белков для дальнейшего обсуждения 
были отобраны белки, участвующие в регуляции 
окислительно-восстановительного баланса клеток.

Так как МеЖК, СК, NO и АзК обладают 
значительной транспортабельностью, то при ис-
пользованном нами достаточно продолжительном 
(72 ч) воздействии на корни они могут проникать 
в ткани и клетки и функционировать в качестве 
эндогенных факторов иммунитета. При описании 
представленных результатов изменений в проте-
омах кратность индукции белков мы обозначили 
как (+), а кратность супрессии – как (-), цифры 
в скобках означают изменения содержания белка 
(табл. 1). 

Таблица 1. Белки антиоксидантного ответа, индуцируемые в корнях гороха
Table 1. Antioxidant response proteins induced in pea roots

№ белка в базе данных* Белок** Индукторы*** Изменение  
содержания ****

Белки, непосредственно нивелирующие активные формы кислорода

XP_003626432.1 Альдо-кеторедуктаза СК 2,6

AAO12854.1 Тиоредоксин h СК 3,6

ABQ08714.1 Ферритин Донор NO 9,9

XP_050876600.1 Редуктаза бензилового эфира фенилкумарана 
Betv6-изоформа X2 Донор NO 6,6

Q66PF9 Монодегидроаскорбатредуктаза I МеЖК 2,64

Ферменты, катализирующие образование антиоксидантных флавоноидов

AFK33841.1 Халконизомераза Донор NO 3,0

Q8W4Z0 Циннамил-алкоголь- дегидрогеназа Донор NO 1,9

XP_004506426.1 Флавоноид 3-O-гликозил- трансфераза 7 Донор NO 1,9

P49612 S-аденозилметионин-синтаза АзК 2,2

P52576.1 Изофлавонредуктаза АзК 3,7

P41089.1 Халконизомераза АзК 2,2

AAD17997.1 Софоролредуктаза АзК 3,6

P47916.1 S-аденозил-метионин синтаза ЦГ 2,2

P49612.2 S-аденозил-метионин синтаза ЦГ 3,1

XP_004494460.1 S-аденозил-метионин- синтазоподобный белок ЦГ 2,8

XP_004494460.1 S-аденозил-метионин синтазоподобный белок ЦГ 15,1

XP_004494460.1 S-аденозил-метионин- синтазоподобный белок ЦГ 3,4

XP_007152933.1 S-аденозил-метионин зависимая метилтрансфе-
раза, класс I ЦГ 4,0

XP_004509130.1 Кофеоил-КoA-O-метилтрансфераза 5-подобная 
изоформа X2 ЦГ 2,1

P41089.1 Халкон-флавон-изомераза ЦГ 3,1



Избирательный антиоксидантный ответ корней гороха 
The Selective Antioxidant Response of the Pea Roots

631

PRIKLADNAYA BIOKHIMIYA I MIKROBIOLOGIYA / APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY,     2026,     vol. 62,   no. 4

№ белка в базе данных* Белок** Индукторы*** Изменение  
содержания ****

Ферменты, катализирующие образование антиоксидантных флавоноидов

P52576.1 Изофлавон-редуктаза ЦГ 3,8

P52576.1 Изофлавон- редуктаза ЦГ 7,1

Q9ZPK2 Софорол-редуктаза ЦГ 3,4

Ферменты, катализирующие синтез антиоксидантных терпеноидов

A0A9D4Y0M5_PEA Изопентенил-пирофосфат- изомераза ЦГ 3,2

Ферменты, катализирующие повышение содержания пролина

XP_004485649.1 Пролин-иминопептидазо-подобный белок ЦГ 2,2

XP_004485649.1 Пролин-иминопептидазо-подобный белок Донор NO 3,1
Примечание:* Номер белка в базе данных NCBI или Uniprot; ** —  аннотация белка; *** — соединение, индуцирующее белок в корнях го-
роха; **** —изменение содержания белка (в разы), полученное при анализе двумерных электрофореграмм, с использованием программы 
PDQuest. 
Note:

Идентифицированные белки антиоксидантного 
протеомного ответа корней, содержание которых 
изменялось под влиянием сигнальных медиаторов, 
были нами отнесены к 4 группам (табл. 1). К пер-
вой группе были отнесены белки, непосредствен-
но нивелирующие активные формы кислорода. 
Среди салицилат-индуцируемых белков к этой 
группе можно отнести альдо-кеторедуктазу (+2) и 
тиоредоксин h (+3). Обработка проростков гороха 
донором NO – нитропруссидом Na приводила к 
повышению содержания ферритина (+9) и редук-
тазы – фенилкумаран-бензилового эфира (+6). 
МеЖК вызывал повышение содержания монодеги-
дроаскорбатредуктазы (+2). АзК и ЦГ не вызывали 
изменение содержания белков, относящихся к этой 
группе.

Тиоредоксины играют важную роль в регуляции 
окислительно-восстановительного режима при 
действии на растения неблагоприятных условий 
[18]. Содержащий железо белок ферритин участву-
ет в нейтрализации активных форм кислорода, в 
защите клеток растений от окислительного стресса 
[25]. Редуктаза бензилового эфира фенилкумарана 
является НАДФН-зависимой ароматической алко-
голь редуктазой, которая относится к обширному 
семейству дегидрогеназ/редуктаз, содержащих 
НАДФ-связывающие домены. Считается, что эти 
ферменты участвуют в регуляции окислитель-
ного-восстановительного режима клеток. Ген 
редуктазы фенилкумаран-бензилового эфира был 
назван в качестве идеального кандидата для гене-
тической инженерии растений с целью повышения 
устойчивости к абиотическим стрессорам с помо-
щью нивелирования АФК [30]. MeЖК вызывал 
повышение содержания монодегидроаскорбатре-

дуктазы, катализирующей превращение моноде-
гидроаскорбата в аскорбат (+2,6), являющийся ча-
стью аскорбат-глутатионового цикла – основного 
компонента антиоксидантной системы растений в 
защите от АФК [22].

Ко второй группе белков отнесли ферменты, 
катализирующие образование антиоксидантных 
флавоноидов. Донор NO – нитропруссид Na вы-
зывал повышение содержания халкон-изомеразы 
(+3), циннамил-алкогольдегидрогеназы (+1,9) 
и флавоноид-3-O-гликозилтрансферазы (+1,9). 
Под влиянием АзК в корнях гороха повышалось 
содержание S-аденозин-метионин синтазы (+2), 
халкон изомеразы (+2), изофлавон редуктазы (+3) 
и софорол редуктазы (+3). Наибольшее число ин-
дуцированных белков этой группы наблюдалось 
при действии циклогексимида: две изоформы S-а-
денозин-метионинсинтазы (+2, +3), три изофор-
мы белка подобного S-аденозин-метионинсинтазе 
(+2, +3, +15), S-аденозил-метионинметилтранс-
фераза (+4), халкон-флавон-изомераза (+3), 
изофлавон-редуктаза (+3, +7), софорол-редуктаза 
(+3) и кофеоил-КоА-метил трансфераза (+2). 
МеЖК и СК не вызывали индукцию белков этой 
группы (табл. 1). 

Повышенное содержание изофлавон-редуктазы 
существенно усиливала сопротивляемость пато-
генам [15]. Софорол-редуктаза катализировала 
образование интермедиата в синтезе характерного 
для гороха фенилпропаноида писатина [14]. Не-
обходимо иметь в виду, что флавоноиды обладают 
не только антиоксидантным действием, но могут 
также подавлять патогенов при выделении в ризос-
феру в составе экссудата.
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В настоящих экспериментах в качестве основ-
ной причины отсутствия индукции флавоноидов 
у корней гороха при действии МеЖК и СК мог 
быть обнаруженный более действенный антипа-
тогенный ответ – индукция белков, подобных хи-
тиназам [17], а при действии МеЖК – дефенсина, 
ингибиторов протеаз и ингибитора трипсина типа 
Кунитца [8].

Индуцированный ЦГ белок, подобный S-адено-
зин-метионин-синтазе, обеспечивал синтез мети-
онина – донора метильных групп для синтеза мно-
гообразных флавовоноидов, что осуществлялось с 
помощью S-аденозилметионин-метилтрансфераз. 
Халкон-изомераза участвовала в синтезе антиок-
сидантов и фитоалексинов фенилпропаноидного 
происхождения. Повышение ее содержания могло 
привести к активации синтеза этих соединений.

Считается, что критически важным ферментом 
синтеза лигнинов является кофеоил-КоА-О-ме-
тилтрансфераза, которая индуцировалась в корнях 
гороха ЦГ [5]. Экспрессия гена, кодирующего этот 
фермент, усиливалась при действии на растения 
патогенов и абиотических стрессоров [10, 31].

К третьей группе были отнесены ферменты, 
катализирующие синтез антиоксидантных терпе-
ноидов. Только ЦГ вызвал повышение содержания 
белка этой группы – изопентенил-пирофосфат-и-
зомеразы (+3). Все терпеноиды, многие из которых 
обеспечивают защиту от патогенов, синтезируются 
из изопентенил-пирофосфата и диметилаллил-пи-
рофосфата с участием терпенсинтаз, изопенте-
нил-пирофосфат-изомераз и пренилтрансфераз 
[16]. В растениях существует большое число сво-
еобразных «гибридов» – пренилированных форм 
фенольных соединений. Пренилировaние повы-
шало биологическую активность флавоноидов [24], 
совмещая и усиливая антимикробные свойства 
входящих в состав этих «гибридов» флавоноидных 
и терпеноидных остатков.

К четвертой группе были отнесены ферменты, 
катализирующие повышение содержания антиок-
сидантной иминокислоты пролина. 

ЦГ и донор NO вызывали повышение содержа-
ния пролин-иминопептидазо-подобного белка (+2 
и +3). Пролин-иминопептидаза катализировала 
отщепление от обогащенных пролином белков 
остатков стресс-протекторной иминокислоты 
пролина, обладающего сильным антиоксидантным 
действием [7].

Было обнаружено, что некоторые внешние 
сигналы снижали содержание антиоксидантных 
белков. Например, МеЖК приводила к снижению 
содержания S-аденозин-метионин-синтазы (-2) и 
халкон-флавон-изомеразы (-2). В то же время, как 
отмечалось выше, МеЖК не индуцировала повы-
шения содержания антиоксидантных соединений.

СК вызывала снижение содержания S-аде-
нозин-метионин-синтазы (-2), двух изоформ 
изофлавон-редуктазы (-2, -2), флавоно-
ид-3-О-гликозил-трансферазы (-2) и монодегидро-
аскорбат-редуктазы (-2). Донор NO приводил к 
снижению содержания ферритина (-6). При дей-
ствии ЦГ снижалось содержание S-аденозин-ме-
тионин-синтазы (-2) и белка подобного изофла-
вон-редуктазе (-6). Подобно изофлавон-редуктазе, 
изофлавон редуктаза-подобный белок осуществлял 
в корнях антиоксидазную функцию [20].

Тканевой специфичностью может объясняться 
обнаруженная при действии внешних сигналов 
одновременная и индукция и супрессия изоформ 
ферритина (+12, -6), а также S-аденозин-метио-
нин-синтазы (+2, -2) и изофлавон-редуктазы (+4, 
-2, -2). 

Полученные результаты позволили считать, что 
корни гороха способны избирательно отвечать на 
внешние сигналы через регуляцию антиоксидант-
ной системы, в природной обстановке осуществля-
емые при контакте с представителями ризосферно-
го микробиома (Рис. 1).

Рис. 1. Избирательная индукция антиоксидантов 
миметиками сигналов, действующих на корни под 
влиянием стрессоров
Fig. 1. Selective induction of antioxidants by signal 
mimetics acting on roots under the influence of stressors

Особая роль антиоксидантных соединений в 
повышении устойчивости растений к действию 
биогенных и абиогенных стрессоров не могла не 
использоваться в агробиоинженерии [27]. Име-
ется много примеров повышения устойчивости 
растений с помощью их обработки различными 
антиоксидантами (глутатионом, флавоноидами, 
токоферолом, пролином и др.) [26]. Определенным 
ограничением подобного использования ряда ан-
тиоксидантов является небольшое время их жизни. 
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Было создано много стресс-устойчивых 
трансгенных растений с привнесенным геном 
одного из антиоксидантных белков, например, 
супероксиддисмутаза [3, 12], аскорбатперокси-
дазы [29], монодегидроаскорбат-редуктазы или 
дегидроаскорбат-редуктазы [13], глуторедоксина 
[21] и др. Трансгенные растения с привнесенными 
генами двух антиоксидантных белков проявляли 
синергизм защитных свойств, характерных для 
каждого из этих белков, например, у растений с 
генами супероксиддисмутазы и аскорбатперокси-
дазы [29], супероксиддисмутазы и каталазы [23] и 
др.

Были созданы устойчивые трансгенные расте-
ния с привнесенными генами ферментов синтеза 
(или их факторами транскрипции) антиоксидазных 
флавоноидов [28], антоцианинов [9], терпеноидов 
[11] пролина [7] и ферритина [32].

Представленные в работе данные указывают, 
какие именно антиоксидантные белки и участники 
активируются в корнях гороха при активации того 
или иного защитного пути с участием сигнальных 
молекул (СК, МеЖК, NO) и какую стратегию 
защиты выбирает растение гороха (повышение 
содержания антиоксидантных ферментов, либо 
повышение содержания антиоксидантных соеди-
нений). Это можно использовать при разработке 
составов для предпосевной обработки семян или 

растений. В работе представлены конкретные бел-
ки-мишени, повышающие устойчивость растений 
гороха, что может быть использовано при селекции 
устойчивых сортов. К примеру, повышенная экс-
прессия и содержание ферритина (индуцируемого 
NO) поможет защитить культуры от окислитель-
ного стресса, вызванного засухой или засолением 
[25]. 

ЦГ вызывает повышение содержания целого 
ряда ферментов фенольного метаболизма и обра-
зования фенольных соединений [6], что позволяет 
предложить использование штаммов стрептомице-
тов, продуцирующих подобные соединения в со-
ставе биопрепаратов для обработки корней, чтобы 
«включать» долговременную защиту растений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты обосновывают возмож-

ность направленной регуляции антиоксидантной 
защиты корней гороха с помощью эндогенных сиг-
нальных молекул (СК, МеЖК, оксида азота, АзК). 
Идентифицированные белки-мишени (альдо-ке-
торедуктаза, ферритин, халконизомераза, S-адено-
зил-метионин-синтаза) могут быть использованы 
в качестве мишеней для генетической инженерии 
с целью создания сортов с повышенной устойчиво-
стью к некротрофным и биотрофным патогенам.
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