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ВВЕДЕНИЕ

Знания последних лет, безусловно, указывают,
что оксид азота (NO) – биологически активная мо�
лекула, участвующая в регуляции физиологиче�
ских процессов у представителей разных филоге�
нетических групп. Число исследований биологиче�
ской роли NO значительно возросло, начиная с
конца 1980�х, когда впервые появились сведения о
действии NO как вторичного внутриклеточного
регулятора сердечнососудистой, нервной и иммун�
ной систем млекопитающих [1]. Эти данные стали
основанием для предположения о значимости NO
в качестве сигнальной молекулы в клетках живот�

ных. Первые сведения о возможной сигнальной
роли NO у растений появились в 1998 г. [2, 3]. 

С этого времени выполнено большое количе�
ство работ, результаты которых позволяют
утверждать, что NO – внутриклеточная сигналь�
ная молекула, при помощи которой регулируют�
ся физиологические процессы на всех этапах
жизненного цикла растений. Оксид азота регули�
рует прорастание семян, рост боковых корней и
корневых волосков, цветение и созревание пло�
дов, а также участвует в формировании системы
защиты от стрессоров различной природы. Хотя
за последние 15 лет достигнуты впечатляющие
успехи в изучении NO у растений, некоторые
крайне важные аспекты биологии NO далеки от
понимания. Так, существуют различные точки
зрения в вопросе образования NO у растений, в
том числе о том, когда и где образуется NO. Реше�
ние этого вопроса в большой степени зависит от
того, насколько корректно определено содержа�
ние NO в клетках. Сейчас применяется несколько
способов определения NO, однако их точность
часто вызывает сомнение, особенно в связи с на�
личием тканевой специфичности синтеза NO. Не
до конца изучены механизмы восприятия и пути
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передачи сигнала NO, а также пока нет сведений о
том, как обеспечивается специфичность, необхо�
димая для координированного включения ответов
на NO. На настоящем этапе исследований переда�
чи сигналов NO у растений имеющиеся схемы
включают определенную долю спекуляций. Одна�
ко такие аспекты, как строгий контроль биосинте�
за NO и его утилизации, вероятно, становятся едва
ли не ключевыми для объяснения способности NO
отвечать за регуляцию у растений самых разнооб�
разных физиологических программ.

Нам представляется целесообразным искать
ответы на сформулированные вопросы, основы�
ваясь на знаниях, полученных при изучении осо�
бенностей функционирования NO у животных.
Такой сравнительный анализ позволит выявить
аналогии и подчеркнуть различия в современном
понимании роли NO у растений.

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ БИОЛОГИИ 
ОКСИДА АЗОТА У ЖИВОТНЫХ

Первое упоминание о биологической значимо�
сти NO относится еще к середине XIX столетия,
когда впервые был синтезирован нитроглицерин,
который, как показали дальнейшие исследования,
обладал сосудорасширяющими свойствами (см.
обзор [4]). Регулярные исследования NO у живот�
ных начались в середине 1970�х. Показано, что
азид натрия, нитроглицерин и газообразный NO
могут активировать гуанилатциклазу с образова�
нием цГМФ [5]. Позднее было установлено, что в
ответ на обработку ацетилхолином эндотелиаль�

ные клетки выделяли так называемый “эндотели�
альный фактор релаксации”. Несколько лет спустя
две группы исследователей независимо друг от
друга выяснили, что эндотелиальным фактором
релаксации является NO, который синтезируется
из L�Арг [6–8]. С тех пор возникновение многих
заболеваний, в том числе человека, стали связы�
вать с NO, и в настоящее время трудно найти такое
заболевание, которое бы не ассоциировалось с на�
рушением гомеостаза NO. Вероятно, вследствие
этого в 1992 г. журнал “Science” назвал NO молеку�
лой года, а в 1998 г. R. Furchgott, L. Ignarro и F. Mu�
rad получили Нобелевскую премию по физиоло�
гии и медицине за открытие роли NO как сигналь�
ной молекулы в регуляции сердечнососудистой
системы. 

Оксид азота синтезируется энзиматически
различными клетками и тканями. У млекопитаю�
щих в результате дезаминирования L�Арг синта�
зой оксида азота (NO�синтаза или NOS) образу�
ются цитруллин и NO (рис. 1). У животных выде�
ляют три изоформы NOS: нейрональные NOS
(nNOS), эндотелиальные NOS (eNOS) и индуци�
бельные NOS (iNOS) [9]. Все NOS содержат
N�концевой оксигеназный и С�концевой редук�
тазный домены. Оксигеназный домен включает
цитохром Р450�подобный гем�связывающий
центр, а также сайт связывания тетрагидробио�
птерина. В составе редуктазного домена присут�
ствуют сайты связывания НАДФ⋅Н, ФАД и ФМН.
Все NOS активны в виде гомодимеров, которые
окисляют L�Арг в присутствии НАДФ·Н и кисло�
рода. Активаторами этой реакции могут быть ка�
тионы кальция (для nNOS и eNOS), тогда как
iNOS конститутивно связывает катионы кальция
и кальмодулин. 

Кроме NOS ткани млекопитающих могут про�
изводить NO посредством восстановления 
комплексом III или цитохром c�оксидазой (ком�
плексом IV) электрон�транспортной цепи (ЭТЦ)
митохондрий или при помощи ксантиноксидоре�
дуктазы.

Оксид азота, образовавшийся в результате ра�
боты NOS, способен диффундировать от места
синтеза и взаимодействовать со своей мишенью –
растворимой гуанилатциклазой (рГЦ), которая
превращает ГТФ в цГМФ и пирофосфат. Чувстви�
тельность рГЦ к NO лежит в диапазоне наномо�
лярных концентраций, указывая, что рГЦ – пер�
вичная мишень NO [10]. Изоформы рГЦ представ�
ляют собой гетеродимеры, состоящие из α (α1 или
α2) и β (β1) субъединиц; каждая субъединица со�
держит гем и каталитические домены, отвечающие
за синтез цГМФ. Показано, что связывание NO с
катионами железа в активном центре рГЦ, ведет к
ее существенной активации (почти на два порядка)
и росту уровня цГМФ, который, будучи вторич�

NO2
−

L�Aрг

NOS

NO

рГЦ

цГМФ

ФДЭ

ГМФцГМФ�
зависимые

протеинкиназы

цГМФ?зависимая
передача сигнала

Рис. 1. Канонический путь передачи сигнала NO в
клетках животных. 
NOS – NO�синтаза; рГЦ – растворимая гуанилат�
циклаза; ФДЭ – фосфодиэстераза.
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ным посредником, вовлекается в различные сиг�
нальные процессы [11].

Образовавшийся цГМФ регулирует работу
цГМФ�зависимых протеинкиназ, которые фос�
форилируют свои белки�субстраты. Поскольку
цГМФ�зависимые протеинкиназы могут транс�
лоцироваться в ядро, то предполагается, что они
могут участвовать в активации экспрессии генов
[12]. Кроме того, цГМФ может регулировать рабо�
ту циклонуклеотидзависимых ионных каналов, т.е.
влиять на поддержание в клетке баланса катионов
калия и кальция. Передача сигнала NO с участием
цГМФ терминируется посредством функциони�
рования фосфодиэстераз цГМФ (ФДЭ), которые у
млекопитающих составляют многочисленное се�
мейство белков. Таким образом, передача сигнала
NO с участием рГЦ (рис. 1), генерирующей цГМФ,
который в свою очередь активирует цГМФ�зави�
симые протеинкиназы, представляет собой кано�
нический путь, регулирующий работу сердечносо�
судистой и нервной систем, контролирующий ре�
лаксацию гладкой мускулатуры, передачу нервного
импульса, а также агрегацию тромбоцитов.

В последнее время накопилось много доказа�
тельств существенной роли NO у растений. По�
скольку животные и растения различаются по ор�
ганизации их тканей и органов, неудивительно,
что у растений имеются как сходства, так и осо�
бенности биохимии NO. Вместе с тем, следует
подчеркнуть, что крайне опрометчиво применять
парадигмы, пригодные для клеток животных, при
исследовании действия NO на растения. Далее
мы покажем, чем отличаются механизмы синтеза,
восприятия и передачи сигнала NO у растений и
животных. 

ОБРАЗОВАНИЕ И УТИЛИЗАЦИЯ ОКСИДА 
АЗОТА В КЛЕТКАХ РАСТЕНИЙ

Как сказано выше, у животных NO образуется
из L�Арг при помощи NOS. В аннотированных
геномах растений, в том числе Arabidopsis thaliana,
отсутствуют гены, гомологичные генам NOS жи�
вотных [13]. Среди фотосинтезирующих организ�
мов только у одноклеточной зеленой водоросли
Ostreococcus tauri обнаружена функционально ак�
тивная NOS, которая на 45% гомологична NOS
человека [14].

До идентификации NOS у O. tauri поиск NOS�
зависимого синтеза NO у растений не привел к по�
лучению сколько�нибудь значимых результатов.
Так, в 2003 г. появилась работа, в которой сообща�
лось о мутанте A. thaliana Atnos1 со сниженным
синтезом NO [15]. Клонирование мутантного гена
показало, что белок AtNOS1 – гомолог NOS Helix
pomatia. Однако дальнейшие исследования не вы�
явили непосредственного отношения AtNOS1 к
синтезу NO [16]. Установлено, что ген AtNOS1 ко�

дирует ГТФазу, которая напрямую не связана с
синтезом NO. Вследствие этого AtNOS1 получил
новое название: AtNOA1 (NO�Associated1) [17].
Изучение структуры, возможных функций и внут�
риклеточной локализации AtNOA1 позволило за�
ключить, что этот белок не только локализован в
пластидах, но может участвовать в регуляции син�
теза белка в хлоропластах [18]. Нельзя исключить,
что пониженная продукция NO у мутантов
Atnos1 – результат нарушений в работе хлоропла�
стов из�за потери AtNOA1 его функций, а хлоро�
пласты могут играть важную роль в регуляции
уровня NO в клетках растений.

Сейчас известно и/или предполагается не�
сколько способов образования NO у растений
(рис. 2). Последовательность биохимических пре�
вращений, в результате которых образуется NO,
можно разделить на окислительный и восстанови�
тельный пути синтеза NO. К окислительному пути
относится синтез NO при помощи не идентифи�
цированного NOS�подобного фермента, а также
синтез NO из полиаминов. По восстановительно�
му энзиматическому пути NO синтезируется при

Образование

NO2
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NOS? NR COX XOR NiNOR CuAO?

nsHb

O2
·–

ONOO–
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NO3
–

GSH

GSNO

GSNOR

GSSG + NH3

+ GS(O)NH2

Утилизация

ПолиаминыL�Aрг

NO2
–
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Рис. 2. Пути образования и утилизации NO у растений.
CuAO – Cu�аминооксидаза; COX – цитохром с�ок�
сидаза; GSH – глутатион; GSNO – S�нитрозоглута�
тион; GSNOR – S�нитрозоглутатионредуктаза;
GS(O)NH2 – глутатионсульфинамид; GSSG – глута�
тиондисульфид; Ni�NOR – нитрит�NO�редуктаза;
NOS – NO�синтаза; NR – нитратредуктаза; nsHb – не�
симбиотические гемоглобины; ONOO– – перокси�
нитрит; Prx – пероксиредоксин; XOR – ксантинокси�
доредуктаза.
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помощи нитратредуктазы (NR) или нитрит�NO�
редуктазы (Ni�NOR). Кроме того, в этом пути мо�
гут работать синтезирующие NO из нитрита пе�
роксисомная ксантиноксидоредуктаза (XOR), а
также митохондриальная цитохром с�оксидаза
(СОX). Далее рассмотрим подробнее особенности
работы обоих путей синтеза NO у растений.

Окисление полиаминов

Известно, что в ответ на абиотические и биоти�
ческие стрессоры у растений усиливается синтез
полиаминов и увеличивается продукция NO. Об�
работка проростков A. thaliana экзогенными поли�
аминами также ведет к увеличению выделения
NO, а среди исследованных полиаминов спермин
наиболее активно стимулирует выделение NO [19].
Физиологическое значение, а также точные био�
химические механизмы синтеза NO из полиами�
нов изучены недостаточно. Однако предполагает�
ся, что у A. thaliana за синтез NO из полиаминов,
образование которых возрастало, например, после
обработки растений экзогенной АБК, может отве�
чать Cu�аминооксидаза (CuAO) [20]. Другой воз�
можный кандидат – участвующая в деградации
полиаминов полиаминоксидаза, активность кото�
рой снижалась в присутствии ингибитора NOS
L�NAME (N(G)�nitro L�arginine methyl ester) [21].

Восстановление нитрита 
до NO нитратредуктазой

Наиболее хорошо понимаемый и подробно
изученный механизм образования NO у растений
связан с работой NR, которая локализована в ци�
топлазме и катализирует реакцию восстановле�
ния нитрата до нитрита с использованием НАД⋅

⋅Н в качестве донора электронов. Кроме этой ос�
новной реакции, NR может катализировать вос�
становление нитрита до NO. 

У A. thaliana NR кодируют два гена NIA1 и
NIA2, а ферментативная активность белка кон�
тролируется на нескольких уровнях: активность
NR увеличивается по мере роста уровня мРНК,
при взаимодействии с 14�3�3 белками, а также
благодаря посттрансляционным модификациям
[22]. При исследовании двойных мутантов
A. thaliana nia1nia2, у которых и уровень L�Арг, и
NR�активность существенно снижены, показа�
но, что NR отвечает за синтез NO при АБК�ин�
дуцированном закрывании устьиц [23], дефици�
те кислорода [24], а также при ответе растений
на низкотемпературный стресс [25, 26]. Важно
подчеркнуть, что NR участвует в аккумуляции
NO не только в ответ на абиотические стрессо�
ры, но также и в ответах на некротрофные пато�
гены [27]. 

Нельзя забывать, что NR имеет высокую аф�
финность к нитрату, но может переключаться на

использование низкоаффинного субстрата нит�
рита. Восстановление нитрита NR в нормальных
условиях составляет только около 1% от восста�
новления нитрата, однако оно усиливается в том
случае, когда возникает недостаток кислорода,
избыток нитрита, а также снижается рН [28]. Та�
ким образом, образование NO при помощи NR
можно регулировать на уровне поступления нит�
рата через нитратные каналы, при помощи пост�
трансляционной модификации NR, посредством
влияния на доступность нитрита и при измене�
нии величины рН и уровня кислорода. 

Нитрит?NO?редуктаза (Ni?NOR) катализирует 
внеклеточное образование NO

Этот фермент локализован в плазматической
мембране, в частности клеток корня, и так же, как
NR, катализирует восстановление нитрита до
NO. Оптимум рН Ni�NOR (~6.1) близок к значе�
ниям рН апопласта. Нитрит, произведенный
NR, либо поступивший извне, восстанавливает�
ся Ni�NOR до NO, который легко проникает в
клетку. Описанная последовательность событий,
как предполагается, может служить сигналом о
доступности нитрата в почве [29].

Цитохром с?оксидаза (COX) восстанавливает 
нитрит до NO в митохондриях

В митохондриях растительных клеток при ги�
поксии может наблюдаться синтез NO из нитрита
[30]. На выделенных митохондриях растений яч�
меня и риса установлено, что восстановление
нитрита до NO нарушается под действием инги�
биторов альтернативной оксидазы, а также инги�
биторов комплексов III и IV ЭТЦ митохондрий.
Эти данные указывают на вовлеченность ЭТЦ
митохондрий в синтез NO [30, 31]. Сейчас приня�
то считать, что одним из основных пунктов син�
теза NO в митохондриях является COX. 

Ксантиноксидоредуктаза катализирует 
восстановление нитрита до NO в пероксисомах

Ксантиноксидоредуктаза (XOR), отвечающая
у животных за образование NO из нитрита, содер�
жит атом молибдена, ФАД и два Fe2S2 центра.
Этот фермент кодируется одним геном в форме
ксантиндегидрогеназы (XDH), так что в клетках
XOR существует главным образом в виде XDH.
Однако в результате обратимого окисления ами�
нокислотных остатков Цис и/или ограниченного
протеолиза XDH конвертируется в ксантинокси�
дазу (XOD) [32]. У растений гороха XOR обнару�
жена в пероксисомах листьев, где преобладаю�
щей формой фермента является XOD [33]. У жи�
вотных при дефиците кислорода в присутствии
нитрита XOR катализирует образование NO, ис�
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пользуя НАД⋅Н или ксантин в качестве доноров
электронов. В аэробных условиях в присутствии
ФАД образуется супероксид�анион радикал, ко�
торый может реагировать с NO с образованием
пероксинитрита. Таким образом, у растений по�
средством АФК и NO, которые функционируют
как сигнальные молекулы, пероксисомы могут
обмениваться информацией с другими клеточны�
ми компартментами.

Принимая во внимание локализацию пере�
численных ферментов, можно заключить, что у
растений NO может образовываться в митохон�
дриях, пероксисомах, цитозоле и апопласте. Та�
кое разнообразие ферментов и способов синтеза
NO может указывать на возможность тонкой ре�
гуляции синтеза и накопления NO при возникно�
вении различных ситуаций в жизни растения.

Рассматривая пути синтеза NO, было бы не�
правильно не сказать о том, что работы, направ�
ленные на поиск у растений ферментов, способ�
ных осуществлять Арг�зависимый синтез NO, не
потеряли актуальность. Однако подчеркнем, что
необходимо критически оценивать получаемые
результаты, особенно в тех случаях, когда о син�
тезе NO судят по количеству цитруллина, кото�
рый может образовываться как в результате рабо�
ты NOS, так и аргининсукцинат�лиазы [34].

У растений, как и у других организмов, наибо�
лее значимым резервуаром NO является S�нитро�
зоглутатион (GSNO). Оксид азота может реагиро�
вать с глутатионом (GSH) с образованием GSNO,
который в свою очередь может снова служить до�
нором NO в клетке (рис. 2). Отметим, что GSNO
способен либо спонтанно расщепляться с выде�
лением NO, либо при помощи GSNOR метаболи�
зироваться с образованием окисленного глутати�
ондисульфида (GSSG), NH3 и глутатионсульфи�
намида (GS[O]NH2) [13]. S�Нитрозоглутатион
может транспортироваться из клетки в клетку, иг�
рая у растений роль “транспортного средства”
для NO. Важно отметить, что контролируемый
gsnor уровень GSNO представляет собой способ,
посредством которого передача сигнала NO мо�
жет подавляться, что показано при изучении GS�
NOR мутантов [13]. Таким образом, одна и та же
молекула (GSNO) может служить как средством
утилизации, так и вторичным донором NO.

Поскольку содержание NO в тканях зависит
не только от скорости образования, но и от эф�
фективности удаления NO, следует рассмотреть
альтернативный GSNOR способ утилизации NO
(рис. 2).

В детоксикации NO у растений участвуют не�
симбиотические гемоглобины (nsHb). Они отли�
чаются от леггемоглобинов (идентичность нук�
леотидных последовательностей кодирующих их
генов не выше 40%), не содержат НАДФ и флави�
нового доменов (в отличие от флавогемоглобинов

бактерий и дрожжей) и обнаруживаются во мно�
гих органах растений: корнях, листьях, цветках и
симбиотических клубеньках [35]. У растений вы�
деляют три класса nsHb, причем наибольший
вклад в утилизацию NO вносят nsHb первого
класса. Для этих белков характерно крайне высо�
кое сродство к кислороду (KМ около 2 нМ), что
позволяет им выполнять свои функции и в усло�
виях гипоксии. Связанный с кислородом nsHb
становится способным реагировать с NO, что
приводит к образованию нитрата и метгемогло�
бина, который затем должен быть восстановлен,
например, цитозольной монодегидроаскорбатре�
дуктазой [36].

Таким образом, итоговая концентрация NO в
клетке зависит не только от работы путей синтеза
NO, но и от его утилизации при помощи nsHb, до�
ступности глутатиона и активности GSNOR.
Вместе все эти механизмы позволяют изменять
концентрацию, органную и внутриклеточную ло�
кализацию, скорость накопления и время жизни
NO, что позволяет растениям проявлять весьма
разнообразные ответы на NO.

РАСТЕНИЯ И ОКСИД АЗОТА

Наиболее широко известна роль NO при зара�
жении растения бактериями и грибами. Установ�
лено, что при заражении растения образуется
NO, причем это справедливо как для биотроф�
ных, так и для некротрофных патогенов. Напри�
мер, показано образование NO в растениях джута
при заражении его некротрофом Macrophomina
phaseolina [37]. На примере A. thaliana исследова�
но образование NO, индуцированное разными
биотрофами: Golovinomyces orontii, эффективно
поражающим растение, и Erysiphe pisi, к которому
растения A. thaliana устойчивы [27]. Выявлено,
что при заражении растения G. orontii содержание
NO в клетках резко возрастает, после чего доволь�
но быстро возвращается к прежнему уровню, то�
гда как при заражении E. pisi отмечали более про�
должительное увеличение количества NO. На ос�
новании этих данных авторы [27] высказали
соображения о том, что с этим эффектом связана
более высокая устойчивость A. thaliana к E. pisi,
чем к G. orontii. Они предположили, что сам пато�
ген (G. orontii) имеет защитные механизмы, удаля�
ющие NO или ингибирующие его накопление.
Для проверки этого предположения они исследо�
вали влияние доноров NO на заражение растений
G. orontii и наблюдали, что доноры NO замедляют
развитие болезни. 

При заражении растения NO способен инду�
цировать работу защитных систем – вплоть до
программируемой клеточной смерти, поэтому у
некоторых патогенов, например, Erwinia chrisan?
themi, существуют способы борьбы с накоплени�
ем NO. Мы уже отмечали, что за утилизацию NO
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в живых системах отвечают гемоглобины (флаво�
гемоглобины бактерий и nsHb растений), кото�
рые окисляют NO до  Показано, что наруше�
ние синтеза флавогемоглобина HmpX у бактерий
E. chrisanthemi приводило к накоплению NO у ин�
фицированного растения. В свою очередь у расте�
ния�хозяина наблюдалась реакция гиперчувстви�
тельности, что вело к потере бактериями патоген�
ности [38]. Однако в случае заражения растения
некротрофами гибель клеток не является поме�
хой для распространения патогена. Возможно,
именно поэтому некоторые грибы, например,
M. phaseolina, способны сами продуцировать зна�
чительные количества NO [37].

Известно, что NO может играть важную роль и
при абиотическом стрессе. Показано стимулиру�
ющее действие NO на закрывание устьиц листьев
пшеницы при засухе, которое сопровождалось
снижением уровня транспирации и повышением
устойчивости растений [39]. 

Оксид азота необходим для адаптации расте�
ний к низким температурам [25]. Судя по тому,
что двойной мутант по генам NR nia1nia2 хуже
выдерживал низкие температуры и при этом не
продуцировал повышенного количества NO, как
это делали растения дикого типа, накопление NO
при понижении температуры обуславливает NR. 

Адаптация к повышенной концентрации тя�
желых металлов также может быть связана с NO.
Выявлено, что кинетика накопления NO в корнях
пшеницы чувствительного и устойчивого к из�
бытку алюминия сортов различается: в корнях
устойчивых растений увеличение концентрации
NO наблюдали уже через 3 ч воздействия, тогда
как у чувствительных – только через 12 ч. Кроме
того, обработка донором NO приводила к умень�
шению таких проявлений фитотоксичности алю�
миния, как укорочение корней, образование кал�
лозы, синтез АФК и накопление МДА у растений
обоих сортов [40].

Вместе с тем нельзя обойти вниманием и тот
факт, что NO в растении синтезируется не толь�
ко в ответ на воздействия стрессоров [41–43].
Это означает, что его влияние распространяется
гораздо шире одного лишь участия в приспособ�
лении растений к неблагоприятным условиям.
На примере томатов показано, что обработка до�
нором NO стимулировала образование и рост
боковых корней, ингибируя при этом рост глав�
ного корня. При добавлении скавенджера NO –
2�(4�карбоксифенил)�4,4,5,5�тетраметилимида�
золин�1�оксил�3�оксида (cPTIO) – обнаружен�
ный эффект снижался [41]. При помощи флуо�
ресцентной микроскопии выявлено локальное
увеличение концентрации NO в примордиях бо�
ковых корней томатов. Таким образом, NO –
внутриклеточный регулятор, влияющий на ар�

NO3
–

.

хитектуру корневой системы, которая становит�
ся более короткой и разветвленной [41]. 

Оксид азота способен модулировать проявле�
ние физиологических реакций, зависящих от све�
та. В темноте NO стимулировал прорастание се�
мян салата (Lactuca sativa), индуцировал синтез
хлорофилла в листьях пшеницы, ингибировал
удлинение гипокотилей салата и картофеля [44].

В реализации процесса самонесовместимости
при опылении также участвует NO. При само�
опылении самонесовместимых растений оливы
возрастали концентрации NO и супероксид�ани�
он радикала в пыльцевых зернах, что вызывало
образование пероксинитрита, нитрирование бел�
ков и программируемую клеточную смерть пыль�
цевых зерен [43].

Оксид азота может накапливаться и при обра�
зовании клубеньков. Например, показано увели�
чение концентрации NO в образующихся клу�
беньках Medicago truncatula, индуцированных
Sinorhizobium meliloti [42]. Искусственное сниже�
ние концентрации NO в корнях как при помощи
cPTIO, так и посредством усиления экспрессии
генов бактериальных флавогемоглобинов под
контролем специфичного для клубеньков промо�
тора, задерживало образование клубеньков. На
основании этих данных можно сделать вывод, что
NO необходим и при установлении симбиотиче�
ских отношений.

Таким образом, NO образуется и выполняет
важные регуляторные функции не только при
воздействии различных типов абиотического и
биотического стресса, но и на разных стадиях раз�
вития растительного организма, а также при вза�
имодействии растения с симбионтами. Следова�
тельно, в онтогенезе растений NO вовлекается в
ответы на стрессоры различной природы, но наи�
более важно то обстоятельство, что NO – непре�
менный участник реализации физиологических
программ и в отсутствие стрессов.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ОКСИДА АЗОТА

Подобно всем регуляторам роста растений
концентрация NO важна для проявления его дей�
ствия [45]. В связи с этим актуальной проблемой,
требующей внимания, является адекватность
применяемых для определения NO методов. Од�
нако почти все подходы, практикуемые в настоя�
щее время, не лишены недостатков. 

Одним из наиболее старых способов определе�
ния NO является метод, основанный на использо�
вании реактива Грисса. В этом случае NO окисля�
ется до  который реагирует с сульфаниловой
кислотой и нафтиламином при низких значениях
рН, образуя азокраситель – стабильное водорас�
творимое вещество с максимумом поглощения

NO2
–

,
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при 540 нм, которое можно определять спектрофо�
тометрически [45, 46]. Чувствительность этого ме�
тода невелика, однако может быть повышена пу�
тем применения “проточной системы”, когда NO,
выделяемый растением или культурой клеток, по�
падает в принимающий сосуд, в котором протека�
ет реакция Грисса, и азокраситель накапливается
по мере поступления NO в сосуд [47]. 

Другим способом измерения концентрации
NO является использование оксигемоглобина,
который взаимодействует с NO с образованием
метгемоглобина, что приводит к смещению мак�
симума поглощения [46]. Предел чувствительно�
сти данного метода лежит в области наномоляр�
ных концентраций NO, однако его существенным
недостатком является способность оксигемогло�
бина реагировать с АФК, что снижает точность из�
мерения и привносит ошибки в определение со�
держания NO.

Очень популярным и коммерчески доступным
методом определения газообразного NO является
хемилюминесцентный метод [45, 46, 48]. Этот ме�
тод основан на взаимодействии NO с озоном. В
результате этой реакции образуется диоксид азота
( ), который в возбужденном состоянии ис�
пускает фотон в ходе релаксации до основного
состояния. Так как каждый фотон соответствует
одной молекуле NO, концентрация NO может
быть определена путем измерения интенсивно�
сти света. Хотя хемилюминесцентный метод не
отличается высокой специфичностью, тем не ме�
нее, он широко используется благодаря очень вы�
сокой чувствительности. 

Существуют и другие инструментальные мето�
ды измерения NO, например, основанные на ис�
пользовании лазеров [48]. Две системы, которые
часто используются для измерения NO в газовой
фазе – это лазерная фотоакустическая детекция
(Laser Photoacoustic Detection, LPAD) и настраи�
ваемая диодная лазерная абсорбционная спек�
троскопия (Tunable Diode Laser Absorption Spec�
troscopy, TDLAS). Однако ни одна из них сейчас
коммерчески не доступна. Обе эти технологии ос�
нованы на использовании самой сильной полосы
в спектре поглощения NO (λ = 5.3 мкм). В этих
системах применяются СО�газовый лазер, кван�
товый каскадный лазер (Quantum Cascade Laser,
QCL) или межполосный каскадный лазер (Inter�
band Cascade Laser, ICL). В сравнении с другими
методами, технологии, основанные на использо�
вании лазеров, напрямую измеряют NO и явля�
ются чрезвычайно специфичными.

В LPAD поглощенные NO вспышки лазера
приводят к изменениям давления в фотоакусти�
ческой ячейке, что генерирует звук, который де�
тектируется микрофоном, расположенным внут�
ри ячейки. Для таких LPAD�систем требуются ис�
точники света высокой мощности и поэтому они

NO2*

неудобны, тогда как компактные QCL неспособ�
ны обеспечить высокую чувствительность опре�
деления. 

Самый большой потенциал для миниатюриза�
ции и коммерциализации имеют TDLAS�системы.
Вместе с термоэлектрически охлаждаемым QCL
ключевой частью TDLAS�системы является мно�
гопроходная абсорбционная ячейка, где свет пре�
терпевает многочисленные отражения между дву�
мя зеркалами, что обеспечивает существенное (до
76 м) увеличения длины светового пути. Такое уве�
личение оптического пути позволяет определять
NO в крайне низкой концентрации и за короткое
время измерения. 

Каждая из названных систем дает возмож�
ность осуществлять многочисленные измерения
продукции NO растениями в режиме реального
времени, но и у них существуют некоторые важ�
ные недостатки. Описанным методом сложно
установить взаимосвязь между концентрацией
NO в растении и его выделением в атмосферу.
Трудно измерить тканеспецифичную генерацию
NO и невозможно определить продукцию NO в
органеллах.

Наиболее широко применяемый метод опре�
деления NO связан с использованием диамино�
флуоресцеинов (DAF) – флуоресцентных краси�
телей, которые доступны для исследователей.
Красители такой химической природы реагируют
с N2O3 – продуктом окисления NO. Это приводит
к значительному усилению флуоресценции, что
позволяет оценить содержание NO. Чувствитель�
ность DAF к NO достаточно высока (предел обна�
ружения до 5 нМ), а также DAF высокоспеци�
фичны в отношении NO, поскольку флуоресцен�
ция не усиливается в присутствии   Н2О2

и ONOO– [45, 46]. 
Модифицированные DAF, а именно DAF�FM, –

представляют собой еще более чувствительные
флуоресцентные зонды с пределом обнаружения
NO ниже 3 нМ. Диацетилированные производные
этих красителей используются для определения
внутриклеточного содержания NO. Ацетаты от�
щепляются внутриклеточными эстеразами, после
чего краситель становится способным взаимодей�
ствовать с N2O3 с образованием интенсивно флуо�
ресцирующего продукта. Использование описан�
ных красителей вместе с конфокальной микроско�
пией дает возможность надежно определять места
образования NO, без чего невозможно понять роль
NO как в развитии растения, так и при взаимодей�
ствии растения и микроорганизма. 

Сейчас разработаны новые флуоресцентные
зонды, которые пока еще не столь широко ис�
пользуются [45]. Например, родамин В, флуорес�
ценция которого возрастает с ростом продукции
NO и его производных. Тот факт, что флуоресцен�
ция родамина В может повышаться в присутствии

NO2,− NO3,−
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гидроксильного радикала, ограничивает исполь�
зование этого красителя для определения NO.

В последние годы широко ведется поиск флуо�
ресцентных зондов, позволяющих определять об�
разующийся в клетках пероксинитрит. Перокси�
нитрит – производное NO, обладающее свой�
ствами сильного окислителя, при накоплении
которого может происходить нитрирование бел�
ков. Пероксинитрит образуется в клетке в резуль�
тате взаимодействия NO и супероксид�анион ра�
дикала, поэтому возможность независимого
определения концентраций NO, АФК и перокси�
нитрита представляется крайне важной, хотя и
трудно реализуемой задачей. Известно, что ряд
флуоресцентных красителей, используемых для
определения АФК, в том числе и широко извест�
ный дихлорофлуоресцеин (DCFH), также реаги�
руют с пероксинитритом. Несколько лет назад по�
явилось предложение использовать для определе�
ния пероксинитрита в растениях новую группу
флуоресцентных красителей, содержащих борона�
ты [49]. Эти соединения напрямую и с 80–85% вы�
ходом реагируют с пероксинитритом, но не взаи�
модействуют ни с супероксид�анион радикалом,
ни с NO, что является большим преимуществом
боронатов. Однако данные соединения реагируют
с пероксидом водорода, хотя гораздо медленнее,
чем с пероксинитритом (часы по сравнению с
миллисекундами). Следовательно, если экспони�
ровать образец с красителем в течение 10–20 мин,
то временем его взаимодействия с пероксидом во�
дорода можно пренебречь. Гораздо более широкое
применение для определения пероксинитрита на�
шли аминофенилфлуоресцеин (APF) и гидрокси�
фенилфлуоресцеин (HPF) в силу их высокой чув�
ствительности и специфичности [50].

В целом флуоресцентные красители находят
применение, если необходимо выяснить внутри�
клеточную локализацию NO/активных форм азота
или обнаружить изменения их уровня после раз�
личных воздействий и/или при различных состоя�
ниях биологической системы. Большим минусом
такого подхода является трудность количествен�
ной оценки исследуемого вещества в абсолютных
единицах, а также зависимость интенсивности
флуоресценции и распределения красителя, на�
пример, от величины рН. Большое внимание сле�
дует уделять также специфичности выбранного
красителя и уровню “фоновой” флуоресценции.
Так, красители с красной флуоресценцией для фо�
тосинтезирующих тканей могут применяться с
большими ограничениями.

Для оценки специфичности действия NO ча�
сто используют cPTIO или ингибиторы NOS мле�
копитающих, которые работают как аналоги Арг.
Использование ингибиторов NOS, например,
L�NAME или L�NMMA (N(G)�monomethyl L�
arginine), при изучении растений представляется

не очень корректным, так как NOS у высших рас�
тений, как мы уже отмечали, до сих пор не обна�
ружены. Один из традиционно используемых
скавенджеров NO – cPTIO – быстро реагирует с
NO с образованием NO2�радикала и cPTI, стехио�
метрия этой реакции 2:1. Благодаря этому свой�
ству cPTIO иногда используют и как ЭПР�ловуш�
ку для NO. Широкому применению cPTIO спо�
собствует и то, что он быстро проникает в клетки.
Однако имеются данные о том, что cPTIO также
достаточно активно утилизируется клетками [51].
Так, при помощи ЭПР показано, что содержание
cPTIO в клетках растений падало в два раза уже за
первые 10 мин эксперимента. Эти особенности
следует принимать во внимание при использова�
нии cPTIO. 

Таким образом, существует несколько наиболее
активно используемых в биологических экспери�
ментах подходов для измерения NO, однако каж�
дый из них обладает рядом недостатков. Напри�
мер, при помощи LPAD и TDLAS можно досто�
верно и с высокой специфичностью определить
NO, выделяемый растением в атмосферу, тогда как
количественно оценить накопление NO в отдель�
ных органеллах практически невозможно. Следо�
вательно, выбирая способ определения NO, необ�
ходимо учитывать не только селективность метода
и недостатки химических агентов, поглощающих
NO, но и обращать внимание на особенности объ�
екта исследования, а также на характер решаемых
в каждом случае конкретных задач. 

ЭКЗОГЕННЫЕ ДОНОРЫ ОКСИДА АЗОТА, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В БИОЛОГИЧЕСКИХ 

ЭКСПЕРИМЕНТАХ

Необходимость точных измерений продук�
ции NO важна и в связи с широко распростра�
ненным использованием химических доноров
NO. Существует много коммерчески доступных
доноров NO. В качестве доноров NO использу�
ются спермидин� или диэтиламин�NONOаты
(NONOаты), S�нитрозо�N�ацетилпеницилламин
(SNAP), S�нитрозоглутатион (GSNO) и нитро�
пруссид натрия (SNP) [45].

NONOаты состоят из диолатной группы
[N(O�)N=O], связанной с первичным или вторич�
ным амином, либо с полиамином через атом азота
[52]. Спонтанно расщепляясь при физиологиче�
ских значениям рН и температурах, NONOаты
продуцируют две молекулы NO. Так как эта ре�
акция описывается кинетикой первого порядка,
то можно рассчитать скорость образования NO.
Время полужизни такого соединения зависит от
структуры нуклеофила и составляет от несколь�
ких секунд до нескольких часов. 

Довольно часто как донор NO используется
SNP [45]. Нитропруссид натрия является фото�
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чувствительным соединением, которое разлага�
ется на свету с образованием NO. В отличие от
GSNO и SNAP, применение SNP в темноте не
приводит к активному выделению NO [53]. Во�
преки распространенному мнению, SNP отно�
сительно стабилен в физиологических условиях.
Однако при использовании SNP в качестве до�
нора NO необходим дополнительный контроль.
В качестве контроля следует применять “исто�
щенный донор”, то есть раствор, содержащий
образовавшиеся на свету продукты разложении
SNP, а именно: феррицианид (Fe(III)CN) и фер�
роцианид (Fe(II)CN), которые работают как ге�
нераторы цианида (СN). 

В качестве “чистого” донора NO нередко при�
меняется GSNO, поскольку серьезных проблем
при его использовании не обнаружено. Действи�
тельно, образование NO из GSNO происходит в
результате спонтанного гомолитического разры�
ва S�NO связи у цистеина.

Концентрация NO очень важна для его дей�
ствия, но было сделано мало попыток оценки ки�
нетики образования NO в растении при исполь�
зовании доноров NO [45]. Тем не менее, имеется
несколько исследований, в которых изучалось
образование NO в растениях, обработанных раз�
личными донорами NO. Так, обработка растений
такими донорами NO, как диэтиламин�NONOат
(DEANO) и SNAP, приводила к кратковременно�
му увеличению концентрации NO. Самым корот�
коживущим донором NO оказался SNAP, время
его полужизни не превышало трех часов. В случае
GSNO концентрация NO увеличивалась в тече�
ние более длительного периода: максимальная
концентрация NO достигалась через пять часов, а
время полужизни составляло семь часов. Наибо�
лее постоянный характер выделения NO демон�
стрировал SNP: максимальная концентрация NO
достигалась через два часа, а время полужизни
было не менее 12 ч [53]. Полученные результаты
представляются крайне важными, так как они по�
казывают, насколько внимательно надо подхо�
дить к выбору донора NO. Ясно, что используя
различные доноры NO, можно моделировать раз�
ные ситуации в жизни растения. 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ДЕЙСТВИЯ ОКСИДА АЗОТА

В исследованиях физиологии животных и рас�
тений существенные усилия направлены на реше�
ние вопроса о восприятии и передаче сигнала NO.
Идея о наличии собственного белкового рецепто�
ра/сенсора NO не является новой, так как, напри�
мер, для этилена – газообразного фитогормона с
простым молекулярным строением – белковые ре�
цепторы существуют [54]. Вследствие очень высо�
кой реакционной способности NO его мишенями
могут быть многие белки, которые, тем не менее,

нельзя рассматривать в качестве рецепторов NO.
Наиболее изученной первичной мишенью NO у
животных, как уже отмечалось, является рГЦ, от�
сутствующая у растений. Вместе с тем, было бы
несправедливым не сказать, что еще десять лет
назад впервые появились сведения о наличии у
A. thaliana растворимого белка AtGC1 (Arabidopsis
thaliana Guanylyl Cyclase 1), аминокислотная по�
следовательность которого включает мотивы, ха�
рактерные для каталитических доменов анноти�
рованных рГЦ цианобактерий, высших и низших
эукариот [55]. Структурное сходство AtGC1 и
рГЦ стало основанием для поиска ответа на во�
прос об участии AtGC1 в NO�зависимом синтезе
цГМФ. Результаты тщательно проведенных ана�
лизов привели к получению отрицательного отве�
та: белок AtGC1 не обладает ни чувствительно�
стью к NO, ни способностью связывать NO [55]. 

В отсутствие сведений о наличии белка�рецеп�
тора NO основное внимание уделяется исследо�
ванию белков, которые NO модифицирует на по�
сттрансляционном уровне. Биологически значи�
мыми NO�зависимыми посттрансляционными
модификациями являются нитрозилирование пе�
реходных металлов (Fe, Zn, Cu) в составе белков,
ковалентная модификация аминокислотных
остатков цистеина – S�нитрозилирование, а так�
же нитрирование аминокислотных остатков ти�
розина (рис. 3) [56]. Эти модификации могут вли�
ять на активность белков, их стабильность, внут�
риклеточную локализацию и взаимодействие с
белками�партнерами, а также на другие пост�
трансляционные модификации, например, на
фосфорилирование белков [57, 58]. Среди бел�
ков, способных подвергаться NO�зависимым
модификациям, уже выявлены ряд антиокси�
дантных ферментов (каталаза, пероксидаза, су�
пероксиддисмутаза), белки цитоскелета (α� и
β�тубулин, актин 2/7), гистон�связывающие бел�
ки (деацетилаза, метилтрансфераза), РБФК/О,
Н+�АТФаза, Е3�убиквитин лигаза, ДНК�топо�
изомераза [57, 59].

Для протекания реакции нитрирования тиро�
зина в клетке важно поддерживать баланс АФК,
так как эта реакция происходит не напрямую с
NO, а с пероксинитритом (ONOO–) – нитрирую�
щим агентом, который образуется при реакции
NO с супероксид�анион радикалом. Пероксинит�
рит крайне токсичен для клеток животных из�за
повреждения липидов и нуклеиновых кислот, то�
гда как клетки растений, по�видимому, менее
чувствительны к пероксинитриту. Пероксинит�
рит может взаимодействовать с ОН�группой в
орто�положении ароматического кольца тирози�
на, что оказывает стерический эффект и изменяет
конфигурацию белка. Предполагается, что нит�
рирование тирозина может, например, блокиро�
вать в белке сайты фосфорилирования [60], что в
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свою очередь может вызывать изменения в функ�
ционировании протеинкиназ, для которых моди�
фицированные белки являются субстратами.
Следует отметить, что не всякий тирозин может
подвергаться подобной модификации, поскольку
для нитрирования необходимо особое микро�
окружение тирозина, а также его пространствен�
ное расположение в молекуле белка [61]. Наличие
в белке металла�кофактора или порфиринового
комплекса также увеличивает вероятность такой
модификации [62]. 

В отличие от нитрирования, S?нитрозилирова�
ние аминокислотных остатков цистеина является
обратимым, что вносит дополнительные возмож�
ности для регуляции NO “активности” белков [58].
Денитрозилирование может быть как нефермента�
тивным (под действием ионов железа и меди, све�
та, температуры, разных восстанавливающих аген�
тов), так и ферментативным, осуществляемым де�
нитрозилазами и транснитрозилазами.

Известно, что в условиях стресса изменяется
спектр и увеличивается количество нитрирован�
ных и S�нитрозилированных белков [60, 63]. Одна�
ко стали появляться сведения о наличии таких по�
сттрансляционных модификаций и в нормальных

условиях [57, 60, 64]. Большинство NO�модифи�
цируемых белков, идентифицированных к настоя�
щему времени, относятся к ферментам первично�
го метаболизма, но это может быть связано с несо�
вершенством методов определения, которые не
позволяют выявить нитрирование или S�нитрози�
лирование минорных белков. Таким образом, воз�
никает вопрос о значении NO�зависимых пост�
трансляционных модификаций в качестве физио�
логических регуляторов работы сигнальных путей.

Наиболее известным примером нитрозилиро�
вания атомов металла в молекуле белка может
служить активация рГЦ, которая у млекопитаю�
щих является наиболее подробно изученной ми�
шенью NO, запускающей цГМФ�зависимый путь
передачи сигнала NO. Гомолог этого фермента у
растений до сих пор не найден, так что у растений
в цепи, связывающей NO и цГМФ, по�прежнему
остаются неизвестные звенья [65]. 

К сказанному следует добавить, что аминокис�
лотные остатки цистеина в белках могут не только
нитрозилироваться, но еще и окисляться, и глути�
онилироваться, причем разным модификациям
может подвергаться один и тот же остаток цистеи�
на [66]. Эти обстоятельства, на наш взгляд, необхо�
димо принимать во внимание, обсуждая послед�
ствия модификации аминокислотных остатков
цистеина в белках, которые могут приводить к
дифференциальной регуляции их функциональ�
ной активности. 

Таким образом, NO�зависимые посттрансля�
цинные модификации белков являются важней�
шим механизмом действия NO, и их изучение мо�
жет пролить свет на формирование многих эф�
фектов NO в растении.

АКТИВНЫЕ ФОРМЫ КИСЛОРОДА 
И АЗОТА

Сейчас нет оснований сомневаться, что такие
вторичные посредники, как АФК, наряду с фито�
гормонами могут выполнять функцию внутри�
клеточных регуляторов. В последние годы стало
ясно, что ситуация осложняется влиянием NO, а
именно: состояние клетки зависит от баланса
между АФК и NO. Например, в одних случаях до�
бавление NO может приводить к программируе�
мой клеточной смерти, а в других, наоборот, ра�
бота NO может быть направлена на снижение со�
держания АФК и “спасение клетке жизни” [67,
68]. Показано, что в ответ на обработку SNP в
каллусах Nitraria tangutorum увеличивались кон�
центрации пероксида водорода и супероксид�
анион радикала, что сопровождалось снижением
жизнеспособности клеток [69]. Напротив, обра�
ботка листьев Ipomoea batatas донором NO инги�
бировала гибель клеток, вызванную поранением,
тогда как cPTIO усиливал клеточную смерть [70].

Белок – Me�NO
(Нитрозилирование
металлов в белке)

Аконитаза,
аскорбатпероксидаза,
цитохром с�оксидаза

Белок – SNO
(S�Нитрозилирование

цистеина)

Метионинаденозилтрансфераза,
актин, каталаза, H+�АТФаза,

ДНК�топоизомераза

Белок – Тир�3�NO2
(Нитрирование

тирозина)

Альтернативная оксидаза,
активаза РБФК/О, тубулин, Е3�

убиквитин лигаза

O2
.–

NO

Рис. 3. Биологически значимые посттрансляционные
модификации белков, осуществляемые NO в клетках
растений. 
Перечислены белки, которые подвергаются указан�
ным посттрансляционным модификациям.
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Пока не очень понятно, каким образом происхо�
дит такая регуляция. Действительно, картина
осложняется тем, что как NO, так и АФК, во�пер�
вых, могут образовываться в разных клеточных
компартментах: хлоропластах, митохондриях, пе�
роксисомах, цитоплазме и апопласте [71]. Во�
вторых, АФК могут напрямую взаимодействовать
с NO с образованием сильного нитрирующего
агента. В таком случае возможно, что образую�
щийся супероксид�анион радикал успевает про�
реагировать с NO до того, как превратиться в пе�
роксид водорода, увеличение содержания кото�
рого может стать причиной гибели клеток [72].
В�третьих, образование NO может приводить к
нитрированию и S�нитрозилированию белков, в
том числе антиоксидантной защиты. Поскольку
обе названные модификации влияют на энзима�
тическую активность, то нельзя исключить изме�
нений уровня АФК. Для ряда ферментов метабо�
лизма АФК известна их способность подвергать�
ся NO�зависимым модификациям как in vivo, так
и in vitro. Среди них альтернативная оксидаза, ас�
корбатпероксидаза, супероксиддисмутаза и ката�
лаза [57, 73, 74]. Следует отметить, что тип NO�за�
висимой посттрансляционной модификации по�
разному может сказываться на функционирова�
нии белков. Показано, что нитрирование реком�
бинантной аскорбатпероксидазы гороха снижало
ее ферментативную активность, тогда как S�нит�
розилирование, наоборот, повышало [75].

С другой стороны, NO может влиять на содер�
жание АФК и посредством изменения экспрес�
сии генов, кодирующих антиоксидантные фер�
менты. Например, после поранения растений
I. batatas обработка донором NO ингибировала
программируемую клеточную смерть вследствие
стимуляции транскрипции Cu/Zn�супероксид�
дисмутазы и аскорбатпероксидазы [70].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ОКСИДА АЗОТА 
И ФИТОГОРМОНОВ

Ранее мы рассмотрели работы, результаты ко�
торых указывают, что NO участвует в регуляции
многих физиологических процессов у растений.
Из этого перечисления видно, что NO вовлекается
в регуляцию тех программ, которые контролиру�
ются фитогормонами – признанными внутрикле�
точными сигнальными молекулами. Не вызывает
сомнений, что фитогормоны, осуществляя свои
функции, активно “взаимодействуют” как между
собой, так и с другими эндогенными сигнальными
молекулами, в том числе с NO.

Охарактеризовать сигнальные функции NO
оказалось более сложной задачей, чем предпола�
галось первоначально. На основании химических
свойств NO можно было ожидать необычного ме�
ханизма восприятия как собственно присутствия
NO, так и его уровня. Так, вместо наличия уни�

кального рецептора или нескольких рецепторов
(как для газообразного фитогормона этилена)
для NO характерно взаимодействие с набором
мишеней. Хотя сведения о взаимодействии NO и
фитогормонов весьма ограничены, тем не менее
совокупность имеющихся данных указывает, что
взаимодействие NO и фитогормонов может
обеспечиваться при помощи следующих меха�
низмов. Во�первых, NO может модифицировать
факторы транскрипции, т.е. влиять на экспрес�
сию генов, кодирующих белки, участвующие в
метаболизме фитогормонов, их транспорте или
передаче гормональных сигналов. Во�вторых, NO
или его производные на посттрансляционном
уровне могут модифицировать эти белки. В�тре�
тьих, NO или его производные могут напрямую
модифицировать фитогормоны (см. обзор [76]).

Поскольку даже для классических фитогормо�
нов пока нельзя нарисовать картину их взаимо�
действия с NO на всех перечисленных уровнях, то
ограничимся теми примерами, которые относят�
ся к разным фитогормонам. 

Недавние исследования показали, что NO
вмешивается в проявление некоторых эффектов
цитокининов, например, в активацию экспрес�
сии гена CYCD3;1 (циклин D3;1) в ходе стимуля�
ции пролиферации клеток [77]. Синергическое
действие NO и цитокининов наблюдали при ис�
следовании старения, программируемой клеточ�
ной смерти, адаптации фотосинтетического ап�
парата к засухе (см. обзор [76]). Показано, что
транс�зеатин может подвергаться нитрированию
как in vitro, так и in vivo. Преобладающим продук�
том такой реакции в физиологических условиях
является 8�нитро�транс�зеатин, биологическая
активность которого ниже, чем биологическая
активность транс�зеатина [78].

Оксид азота способен модифицировать не
только сам цитокинин, но и некоторые компо�
ненты пути передачи его сигнала. Показано, на�
пример, что в молекуле фосфотрансмиттера
AHP1 (Arabidopsis Histidine Phosphotransfer
Protein1) аминокислотный остаток Цис115 может
подвергаться S�нитрозилированию. По этой при�
чине передача информации о связывании рецеп�
торами цитокинина не происходит, и как резуль�
тат – ответ на цитокинин не проявляется [79].

Хорошо известно, что у A. thaliana АБК инду�
цирует и закрывание устьиц, и синтез NO в замы�
кающих клетках. Действительно, в присутствии
cPTIO закрывания устьиц под действием АБК не
происходило [80], т.е. NO способен вмешиваться
в передачу сигнала АБК при регуляции закрыва�
ния устьиц. Известно также, что в действие таких
абиотических стрессоров, как УФ облучение и
озон, АБК вовлечена через посредство NO. Пред�
полагается, что в этом случае вместе с АБК и NO
работает еще и пероксид водорода. 
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Оксид азота может ослаблять эффект АБК, на�
пример, при прорастании семян A. thaliana [81].
В этом случае NO вызывает понижение концен�
трации АБК за счет увеличения количества как
транскриптов, так и самого белка АБК�8′�гидро�
лазы, отвечающего за катаболизм этого фитогор�
мона.

Установлено, что в корнях растений огурца
биосинтез NO индуцируется ауксином, причем
NO необходим как для роста главного корня, так
и для образования боковых корней [82]. Показа�
но, что присутствие NO необходимо для актива�
ции делений в культуре клеток Medicago sativa под
действием ауксина [83]. Кроме того, NO наруша�
ет акропетальный транспорт ауксина в корнях
A. thaliana за счет снижения количества белка
PIN1 (PIN�formed1) – переносчика ауксина [84].
Сейчас стал понятен механизм, посредством ко�
торого NO модулирует передачу ауксинового сиг�
нала. Оказалось, что NO стимулирует передачу
сигнала ауксина за счет S�нитрозилирования ре�
цептора ауксина белка TIR1 [85].

Имеются сведения, что NO задерживает вызы�
ваемую гиббереллином программируемую смерть
клеток в алейроновом слое семян [67]. Гибель
этих клеток индуцируется АФК, а NO, как пред�
полагается, запускает работу системы антиокси�
дантной защиты. Другим примером “противо�
действия” гиббереллинов и NO является фото�
морфогенез. Недавно выявлен механизм этого
“противодействия”. Оксид азота способствует
накоплению белка DELLA, что снижает экспрес�
сию регулируемых гиббереллинами генов. По�
скольку деградация DELLA по 26S�протеосомно�
му пути зависит от взаимодействия DELLA c ре�
цептором гиббереллина GID1 (GA Insensitive
Dwarf1) и Е3�убиквитинлигазой SLY1 (Sleepy1),
то вызванная NO аккумуляция DELLA и сниже�
ние уровня SLY1 ведет к дерепрессии регулируе�
мых гиббереллинами генов [86]. 

Известно, что NO может блокировать некото�
рые эффекты этилена. Так, при обработке газооб�
разным NO дозревающих плодов персиков на�
блюдалось снижение выделения этилена и интен�
сивности дыхания, что замедляло размягчение
плодов [87]. В культивируемых клетках A. thaliana
донор NO GSNO также ингибировал выделение
этилена [88]. Далее удалось установить, что по
крайней мере in vitro, этот эффект NO – результат
S�нитрозилирования Цис114 в молекуле
метионинаденозилтрансферазы1 (МАТ1). Эта
NO�зависимая модификация вызывала сниже�
ние энзиматической активности МАТ1, что при�
водило к снижению синтеза этилена [88]. 

Таким образом, с одной стороны, NO спосо�
бен активно вмешиваться в работу путей переда�
чи сигналов всех классических фитогормонов.
С другой стороны, от гормонов может зависеть

синтез NO. Механизмы такого взаимного влия�
ния различны и работают при регуляции разнооб�
разных процессов в жизни растения, не ограни�
чиваясь только процессами адаптации к стрессо�
вым условиям.

Сейчас имеется много разрозненных фактов,
относящихся к синтезу, молекулярным механиз�
мам действия и роли NO у растений, однако все
еще невозможно собрать их в единую картину. Хо�
тя объединив отдельные кусочки NO�головолом�
ки, можно утверждать наверняка: NO – важный
регулятор жизни растения не только при стрессе,
но и в нормальных условиях их роста и развития.

В качестве заключения стоит сказать о резуль�
татах самого последнего времени, которые, по на�
шему мнению, открывают новое направление в
исследованиях молекулярного механизма дей�
ствия NO. Ранее мы говорили о том, что NO�за�
висимые посттрансляционные модификации
белков могут влиять на их стабильность. Авторы
работы [89] показали, что в основе механизма
восприятия NO может лежать избирательная де�
градация факторов транскрипции ERF (Ethylene
Response Factors) седьмой группы, осуществляе�
мая по правилу N�конца (N�end rule pathway) [90].
Согласно этому правилу, стабильность белка
(время его жизни) определяется тем, остаток ка�
кой аминокислоты располагается во втором по�
ложении молекулы полипептида. Представители
ERF седьмой группы A. thaliana характеризуются
наличием консервативного N�концевого домена,
включающего Мет�Цис. В отсутствие NO эти
факторы транскрипции стабильны. В присут�
ствии NO происходит S�нитрозилирование ERF
по аминокислотному остатку Цис2, который по�
сле окисления аргинилируется Арг�тРНК проте�
ин�трансферазой, становясь доступным для
убиквитинирования, что приводит к деградации
ERF. В результате, NO влияет на экспрессию
ERF�зависимых генов. Насколько универсаль�
ным окажется этот механизм, покажет время. Од�
нако можно не сомневаться, что нас ждут впечат�
ляющие открытия в области изучения молекуляр�
ных механизмов действия NO у растений.

Работа выполнена при частичной поддержке
Российского фонда фундаментальных исследо�
ваний (грант № 14�04�00333 для А.В. Носова и
А.А. Фоменкова) и Российского научного фонда
(грант № 14�24�00020 для Г.В. Новиковой, грант
№ 14�14�00904 для А.С. Мамаевой).
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