
Клеточная и молекулярная биология
ОригинальнОе исследОвание / original article

Differential proteome analysis 
of pea roots at the early stages 
of symbiosis with nodule bacteria

I.V. Leppyanen1, A.N. Kirienko1, A.A. Lobov2, 
E.A. Dolgikh1 

1 all-russian Scientific research institute of agricultural 
 Microbiology, Pushkin, St. Petersburg, russia

2 resource center  “Development of Molecular and cellular  
technologies”, Science Park, St. Petersburg State University,  
St. Petersburg, russia

in this paper, we have analyzed changes in the proteomic 
spectrum of pea Pisum sativum l. roots during inoculation 
with rhizobial bacteria with the aim of revealing new regu-
lators of symbiosis development. to study the changes in 
the proteome spectrum of pea roots, a differential two-
dimensional (2-D) electrophoresis was performed using 
fluorescent labels cy2 and cy5. the images obtained made 
it possible to identify differences between the control vari-
ant (uninoculated roots) and the root variant after inocula-
tion with Rhizobium leguminosarum bv. viciae rcaM 1026 
(24 hours after treatment). 20 proteins were revealed and 
identified, the synthesis of which was enhanced during the 
inoculation of pea roots by nodule bacteria. to identify the 
proteins, a mass spectrometric analysis of tryptic peptides 
was performed on a quadrupole-time-of-flight mass spec-
trometer combined with a high-performance liquid chro-
matograph. among such proteins, the beta-sub unit of the 
g protein and the disulfide isomerase/ phospholipase c 
were first found, whose function can be related to the sig-
nal regulation of symbiosis. this indicates that g-proteins 
and phospholipases can play a key role in the develop-
ment of early stages of symbiosis in peas. Further experi-
ments are expected to show whether the beta-subunit of 
the g protein interacts with the receptors to nod factors, 
and how this affects the further signaling. other proteins 
that might be interesting were annexin D8 and D1, protein 
kinase interacting with calcinerin B, actin-binding protein 
profilin, gtP-binding protein ran1. they may be involved 
in the regulation of reactions with calcium, the reorgani-
zation of the actin cytoskeleton and other important pro-
cesses in plants. the study of the role of such regulatory 
proteins will later become the basis for understanding the 
complex system of signal regulation, which is activated in 
pea plants by interaction with nodule bacteria.

Key words: pea Pisum sativum l.; legume-rhizobial symbio-
sis; proteomic analysis; differential 2-D electrophoresis.

в настоящей работе проведен анализ изменений в протеом-
ном спектре корней гороха Pisum sativum l. при инокуляции 
клубеньковыми бактериями, направленный на выявление 
новых регуляторов развития симбиоза. для изучения изме-
нений в протеомном спектре корней гороха использован 
дифференциальный двумерный (2-D) электрофорез с флуо-
ресцентными метками cy2 и cy5. Полученные изображения 
позволили выявить различия между контрольным вариантом 
(неинокулированные корни) и корнями, инокулированными 
ризобиями Rhizobium leguminosarum bv. viciae rcaM 1026 (24 ч 
после инокуляции). выявлено и идентифицировано 20 белков, 
синтез которых усиливался в процессе инокуляции корней го-
роха клубеньковыми бактериями. для идентификации белков 
использовали масс-спектрометрический анализ триптических 
пептидов на квадруполь-времяпролетном масс-спектрометре, 
совмещенном с высокоэффективным жидкостным хроматогра-
фом. среди таких белков впервые найдены бета-субъединица 
g-белка и дисульфид изомераза/фосфолипаза с, функция ко-
торых может быть связана с сигнальной регуляцией симбиоза. 
Это показывает, что g-белки и фосфолипазы могут играть 
клю чевую роль в развитии ранних стадий симбиоза у гороха. 
дальнейшие эксперименты должны выявить, происходит ли 
взаимодействие бета-субъединицы g-белка с рецепторами 
к nod-факторам и как это влияет на дальнейшую передачу 
сигнала. среди других белков, изучение которых представ-
ляет интерес, обнаружены аннексин D8 и D1, протеинкиназа, 
взаимодействующая с кальцинерином B, актин-связывающий 
белок профилин, гТФ-связывающий белок ran1. Они могут 
быть вовлечены в регуляцию реакций с участием кальция, 
реорганизацию актинового цитоскелета и другие важные про-
цессы у растений. изучение роли таких белков-регуляторов в 
дальнейшем станет основой для понимания сложной системы 
сигнальной регуляции, которая активируется у растений горо-
ха при взаимодействии с клубеньковыми бактериями.

Ключевые слова: горох Pisum sativum l.; бобово-ризобиальный 
симбиоз; протеомный анализ; дифференциальный 
2-D-электрофорез.

e-mail: dol2helen@yahoo.com

Дифференциальный протеомный анализ 
корней гороха на ранних этапах развития 
симбиоза с клубеньковыми бактериями
И.В. Леппянен1, А.Н. Кириенко1, А.А. Лобов2, Е.А. Долгих1 

1 всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии, Пушкин, санкт-Петербург, россия
2 ресурсный центр «развитие молекулярных и клеточных технологий», научный парк, санкт-Петербургский государственный университет,  

санкт-Петербург, россия

received 09.12.2017  
accepted for publication 19.01.2018      
© aUtHorS, 2018

вавиловский журнал генетики и селекции. 2018;22(2):196-204
Doi 10.18699/VJ18.347

КаК цитировать эту статью:
леппянен и.в., Кириенко а.н., лобов а.а., долгих е.а. дифференциальный 
протеомный анализ корней гороха на ранних этапах развития симбиоза 
с клубеньковыми бактериями. вавиловский журнал генетики и селекции. 
2018;22(2):196-204. Doi 10.18699/VJ18.347

How to cite tHis article:
leppyanen i.V., Kirienko a.n., lobov a.a., Dolgikh e.a. Differential proteome 
analysis of pea roots at the early stages of symbiosis with nodule bacteria. 
Vavilovskii Zhurnal genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of genetics and Breed-
ing. 2018;22(2):196-204. Doi 10.18699/VJ18.347 (in russian)



197Клеточная и молекулярная биология Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 2

Результатом взаимодействия бобовых растений с поч
венными азотфиксирующими бактериями пор Rhizo
biales является развитие новых специализированных 

латеральных органов, корневых клубеньков, в которых 
осуществляется процесс фиксации азота (Schul tze, Kon
dorosi, 1998). В ходе последовательных взаимодействий 
между растениями и бактериями реализуется способность 
партнеров влиять на обмен веществ и защитные системы, 
пролиферацию и дифференцировку клеток, морфогенез. 
Такие процессы предполагают существенные изменения в 
качественном и количественном составе белков, участвую 
щих в формировании новых органов у растений. Однако 
исследований по изучению изменений спектра белков 
при развитии симбиоза с ризобиями у бобовых растений 
выполнено не много (Morris, Djordjevic, 2001; BestelCorre 
et al., 2002; Schenkluhn et al., 2010; Marx et al., 2016). 

В основе формирования бобоворизобиального сим
биоза лежит обмен сигналами между партнерами. Выде  
ляемые бактериями сигнальные молекулы, липохито
олигосахариды, Nodфакторы (nodulation – клубенько
образование), запускают комплекс специфичных ответов 
в эпидерме, перицикле и коре корня растения, тем самым 
обеспечивая основу для последующего проникновения ри
зобий в клетки растений, развития инфекции и морфогене
за клубеньков. Как показали исследования последних лет, 
в узнавание хитоолигосахаридных сигнальных молекул 
могут быть вовлечены специализированные рецепторы, 
отличительной особенностью которых является присут
ствие LysMмотивов во внеклеточных доменах (Morris, 
Djordjevic, 2001; Marx et al., 2016). У гороха – основного 
объекта наших исследований – предполагаемыми ре
цепторами к Nodфакторам могут быть LysMрецептор
подобные киназы SYM10, K1, SYM37 и LYR3, которые, 
объе диняясь в комплексы, контролируют развитие раз ных 
этапов симбиоза (Madsen et al., 2003; Zhukov et al., 2008; 
Malkov et al., 2016). Активация под влиянием рецепторов 
компонентов сигнального пути необходима для развития 
в конечном итоге кальциевых волн в ядре и околоядерном 
пространстве, что определяет стимуляцию ряда транс
крипционных факторов и их взаимодействие с генами
мишенями. 

Один из первых компонентов сигнального пути – LRR
рецепторподобная киназа (LRRРПК, от англ. leucine
rich repeats), принадлежащая к семейству рецепторов с 
лейцинбогатыми повторами во внеклеточном домене, 
которая у гороха кодируется геном Sym19 (рис. 1) (Endre 
et al., 2002). Эксперименты по локализации белка показали 
его присутствие в цитоплазматической мембране клеток 
эпидермы корня. LRRРПК SYM19 взаимодействует не
посредственно с комплексом рецепторов к Nodфакторам, 
что определяет возможность передачи сигнала к компо
нентам сигнального пути в цитоплазме. Эти компоненты 
участвуют в развитии кальциевого ответа, но еще не вы
явлены у бобовых растений. 

Как регулируется выход кальция из внутриклеточных 
депо и генерация Ca2+волн в клетках эпидермы бобовых 
растений – остается неясным, но этот процесс может быть 
сходен с тем, который наблюдается в клетках животных. 
Активация рецепторов, сопряженных с Gбелками, при
водит к диссоциации тримерной молекулы Gбелка на 

две функциональные субъединицы: aльфасубъединицу, 
содержащую GTP, и бета, гаммакомплекс. Далее aль
фасубъединица взаимодействует с ферментами фосфо
липазой С и фосфолипазой Д, которые гидролизуют на  
ходящийся в мембране фосфатидилинозитол с образо
ванием диацилглицерола и инозитол1,4,5трифосфата. 
Появление этих вторичных мессенджеров приводит к 
связыванию с мишенями, находящимися на поверхности 
внутриклеточных депо кальция и, как следствие, генера
ции периодических выбросов кальция – Ca2+волн. От
дельные факты, подтверждающие эту гипотезу, получены 
для бобовых растений. Так, эксперименты с ингибиторами 
показали, что Gбелок, фосфолипаза С и фосфолипаза D 
могут быть вовлечены в активацию кальциевого сиг
нального каскада при симбиозе (den Hartog et al., 2001; 
D’Haeze, Holsters, 2002). Таким образом, в контроле из
менений концентрации кальция в клетках участвуют пока 
не идентифицированные регуляторы внутриклеточных 
депо кальция. 

Однако следующий компонент, который влияет на со
держание кальция уже в ядре, идентифицирован у бобо
вых растений. В формировании Ca2+волн в ядре клеток 
важную роль играет АТФрегулируемая кальциевая помпа 
MCA8 (АТФаза SERCAтипа), локализованная в ядерной 
оболочке (см. рис. 1) (Capoen et al., 2011), и калиевый 
канал, кодируемый геном Sym8 у гороха (Ane et al., 2004). 
Наличие участков связывания с другими белками в SYM8 
позволяет рассматривать эти катионные каналы как со
ставную часть многокомпонентного комплекса.

К развитию Ca2+волн имеют отношение также белки 
нуклеопорины, образующие ядерную пору (см. рис. 1). 
По аналогии с клетками животных в состав ядерной поры 
должны входить несколько белков. В настоящее время 
среди них выявлены NUP133 (Kanamori et al., 2006), 
NUP85 (Saito et al., 2007) и NENA (Groth et al., 2010). Му
тации по генам nup85, nup133 и nena блокируют развитие 
кальциевых волн, которые активируются при запуске Nod
факторзависимого сигнального каскада, что подтвержда
ет важную роль этих белков в генерации кальциевого сиг
нала. Изменения в концентрации Са2+ в ядре активируют 
кальций, кальмодулинзависимую протеинкиназу CCaMK 
(calcium/calmodulindependent protein kinase), кодируемую 
геном Sym9 у гороха (Levy et al., 2004). В свою очередь, 
CCaMK фосфорилирует транскрипционный фактор IPD3/
CYCLOPS (Ovchinniko va et al., 2011), который взаимо
действует с набором других транскрипционных факторов 
NSP1, NSP2, NIN и СААТбокссвязывающими NFYA1, 
NFYA2, необходимыми для инициации и дальнейшего 
развития инфекции (формирования инфекционной нити 
в эпидерме) и органогенеза клубенька (см. рис. 1) (Smit et 
al., 2005; Marsh et al., 2007; Oldroyd, Downie, 2008).

Таким образом, в процессе передачи сигнала от Nod
фак торов у растений могут быть задействованы допол
нительные белкирегуляторы, которые в настоящее время 
остаются еще не известными. Одним из возможных под
ходов для выявления белков может быть дифференциаль
ный протеомный анализ корней гороха при инокуляции 
ризобиями. Однако исследований по протеомному анализу 
растений гороха при симбиозе с ризобиями практически 
не проводилось. Проанализирован только протеом изо
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лированных из клубеньков гороха бактероидов (Saalbach 
et al., 2002). У гороха ранее были исследованы протеомы 
корней, пораженных заразихой городчатой Orobanche cre
nata и микосфереллой Mycosphaerella pinode (Castil lejo et 
al., 2010, 2011). Изучено влияние салициловой и жасмо
новой кислот на белковый состав корней и листьев гороха 
(Тарчевский и др., 2010; Тарчевский, Егорова, 2015), а 
также температурного стресса на развитие вегетативных 
органов и семян (Bourgeois et al., 2009; Dumont et al., 2011). 
В нашей работе проведен дифференциальный протеомный 
анализ корней гороха на ранних этапах развития симбиоза 
с клубеньковыми бактериями R. leguminosarum bv. viciae 
RCAM 1026, направленный на выявление новых регу
ляторов пути, активируемых сигнальными молекулами 
эндосимбионта. 

Материалы и методы
Бактериальные штаммы. Ризобиальный штамм Rhizo
bium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 (WDCM 966) 
выращивали в жидкой среде B– (van Brussel et al., 1977) 
при 28 °C с добавлением 0.5 мг/мл антибиотика стреп
томицина. Для инокуляции использовали 1 мл суспен

зии бактерий R. leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 
(OD600 = 0.5) на проросток.

Условия выращивания растений и подготовки ма-
териала. Семена гороха Pisum sativum L. сорта Frisson 
стерилизовали 5 мин в серной кислоте, после этого три 
раза промывали дистиллированной водой и проращи
вали на 1 % водном агаре в темноте в течение четырех 
суток. Проростки переносили в горшки со стерильным 
вермикулитом, политым раствором Jensen (van Brussel et 
al., 1982). Инокуляцию проростков проводили штаммом 
R. leguminosarum bv. viciae RCAM 1026, OD600 ~0.5 по 
1 мл на проросток. В качестве контроля использовали не
инокулированные проростки, собранные на тех же сроках 
после проращивания. Растения находились в фитотроне 
при 21 °C, 16часовом световом периоде, 60 % влажности. 
Для анализа собирали фрагменты главных корней, со
ответствующие зоне восприимчивости к ризобиальной 
инфекции. Материал замораживали в жидком азоте и 
хранили при –80 °С. 

Выделение суммарного белка из корней гороха. Для 
выделения белков из корней гороха использовали моди
фицированный метод (Dam et al., 2013; Kirienko et al., 
2017). 100 мг корней растирали в жидком азоте, затем к 
материалу добавляли буфер для экстракции (0.1 M трис
HCl (pH 8.0), 30 % сахароза, 10 мM дитиотрейтол (ДТТ), 
2 % додецилсульфат натрия (ДСН), смесь протеазных 
ингибиторов (Sigma, США)) и проводили экстракцию 
при +4 °C. Центрифугировали 15 мин при 12 000 g, над
осадочную жидкость смешивали в соотношении 1 : 1 с 
фенолом (pH 8.0) (Invitrogen, США), центрифугировали 
при 12 000 g 5 мин. Верхнюю фазу отбирали, для осажде
ния белков к ней добавляли пять объемов охлажденного 
100 мМ ацетата аммония в метаноле и инкубировали 
30 мин при –20 °С. Центрифугировали 5 мин при 12 000 g. 
Осадок промывали два раза 100 мМ ацетатом аммония 
в метаноле и дважды 80 % ацетоном. Осадок сушили 
на воздухе и растворяли в буфере для изофокусировки 
(25 мM трисHCl (pH 8.0), 9 М мочевина, 4 % CHAPS, 
50 мМ ДТТ, 0.2 % амфолиты (BioRad Laboratories, США)). 
Концентрацию белка измеряли по методу (Bradford, 1976). 

Изоэлектрическое фокусирование (ИЭФ). Двумер
ный электрофорез белков проводили с использованием 
дифференциальной окраски образцов разными флуо
ресцентными метками (дифференцирующий двумерный 
электрофорез, DIGE) (Voss, Haberl, 2000). Для этого об
раз цы конъюгировали в течение 30 мин на льду с акти
ви рованными эфирами флуоресцентных красителей, раз
работанными для двумерного электрофореза Cyanine 2 
или Cyanine 5 (Cy2 и/или Cy5) (Lumiprobe, Россия) в 
раз личных комбинациях. Раствор для инкубации содер
жал 400 пМ каждого красителя, растворенного в ди
ме тилформамиде в течение 30 мин на льду. С момен та 
конъ югации образцов с флуоресцентными метками все 
манипуляции проводили в темноте. Реакцию останавли
вали внесением 10 мМ Lлизина (SigmaAldrich, США) 
с последующей инкубацией в течение 10 мин на льду. 
После этого контрольные и экспериментальные образцы 
смешивали, добавляли ДTT и амфолиты (50 мМ ДTT, 
0.2 % амфолитов (BioRad Laboratories, США). Проводили 
пассивную регидратацию гелей с иммобилизованным 

Fig. 1. Signal transduction in the development of the legume–rhizobium 
symbiosis. 
SYM10, K1, lysM receptors to nod factors; SYM19, lrr receptor-like kinase; 
Mca8; atP-regulated calcium pump (Serca atPase); HMgr1, mevalonate 
synthase (MVa: mevalonate, a second messenger); cngS, calcium pump; 
SYM8, potassium channel; nUP133, nUP85, and nena, nucleoporin proteins; 
ccaMK, calcium and calmodulin-dependent protein kinase; iPD3, nSP1, nSP2, 
and nin, transcription factors. 
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Протеомный анализ корней гороха на ранних этапах 
развития симбиоза с клубеньковыми бактериями 

градиентом pH (BioRad Laboratories, США) в течение ночи 
при комнатной температуре. Общее количество образца, 
наносимого на 18 см гель (рН 310, BioRad Laboratories, 
США), составило 250 мкг. 

ИЭФ проводили в приборе Protean IEF (BioRad Labora
tories, США) при температуре 20 °С, образцы обессолива
ли при 250 В в течение 15 мин, после этого напряжение 
линейно увеличивалось до 4 000 В в течение 2 ч, затем 
ИЭФ проводили при увеличении напряжения до 10 000 В 
и ограничении силы тока до 35 мА на гель. После про
цедуры ИЭФ белки разделяли во втором направлении 
в полиакриламидном геле (ПААГ). Перед проведением 
электрофореза восстановление белков проводили в буфере 
с ДTT (6 М мочевины, 0.375 М трис, рН 8.8, 2 % ДСН, 
20 % глицерина, 2 % ДДТ) в течение 10 мин с последу
ющим алкилированием в буфере с иодацетамидом (6 М 
мочевина, 0.375 М трис, pH 8.8, 2 % SDS, 20 % глицерина, 
2.5 % иодацетамида) в течение 15 мин. 

Электрофорез белков в полиакриламидном геле. Вто  
рое направление двумерного электрофореза проводили 
в трисглициновом буфере по Лэммли (25 мМ трисHCl, 
192 мМ глицина, 0.1 % SDS, pH 8.3) в 15 % ПААГ с ис
пользованием 4 % концентрирующего геля при силе тока 
16 мА для концентрирующего геля и 24 мА на разделяю
щий гель. После разделения белков в двух направлениях 
гели визуализировали с использованием лазерного скане
ра Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare, Германия). Гели про
мывали три раза в течение 5 мин водой MQ и окрашивали 
раствором SimpleBlue (Invitrogen, США) в соответствии 
с протоколом изготовителя. Для выявления дифференци  
альных белков разные флуоресцентные каналы (Су2 и Су5) 
одного геля окрашивали отличающимися псевдоцвета
ми, после этого получали наложенное изображение. Ана
лиз изображений осуществляли с помощью программы 
 ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). 

Трипсинолиз белков и масс-спектрометрический ана-
лиз. После окрашивания фрагменты геля, содержащие 
целевые белки, вырезали и измельчали скальпелем. Для 
вымывания красителя и ДСН фрагменты геля трижды 
промывали раствором 30 мМ трис, рН 8.2 в 50 % ацетони
триле в течение 15 мин при комнатной температуре и по
стоянном помешивании. Для регидтратации к гелю добав
ляли 150 мкл 100 % ацетонитрила (LiChrosolv, Германия), 
затем ацетонитрил удаляли, пробы сушили на воздухе 
10 мин. При трипсинолизе белки регидратировали в раст  
воре трипсина (20 нг/мкл трипсина, 30 мМ трис, рН 8.2) 
на льду в течение одного часа, избыток раствора трипсина 
удаляли и вносили 50 мкл буфера (30 мМ трис, рН 8.2). 
Трипсинолиз проводили в течение одного часа при 56 °С. 
Триптические пептиды экстрагировали из геля 50 % аце
тонитрилом, подкисленным 0.1 % муравьиной кислотой. 
Полученный раствор высушивали в вакуумном концент
раторе CentriVap (Labronco) при 4 °C и растворяли в фазе А 
для последующей хроматографии (5 % ацетонитрил, 0.1 % 
муравьиная кислота). Массспектрометрический анализ 
триптических пептидов проводили на квадрупольвремя
пролетном массспектрометре Agilent ESIQTOF 6538 
UHD (Agilent Technologies), совмещенном с высокоэф
фек тивным жидкостным хроматографом Agilent 1260 
(Agi lent Technologies). Хроматографическое разделение 

осуществляли в системе вода – ацетонитрил в присутствии 
0.1 % муравьиной кислоты (фаза А – 5 % ацетонитрил, 
0.1 % муравьиная кислота; фаза Б – 90 % ацетонитрил, 
0.1 % муравьиная кислота) в градиенте ацетонитрила (от 5 
до 60 % фазы Б за 25 мин и до 100 % фазы Б за 5 мин) на 
колонке Zorbax 300SBC18 (Agilent Technologies; 3.5 мкм, 
внутренний диаметр 0.10 мм, длина 150 мм) со скоростью 
потока 15 мкл/мин.

Анализ ионов проводили с частотой три спектра в се
кунду в режиме автоматического тандемного масс спект
ро метрического (МС/МС) анализа с материнскими иона
ми 2+, 3+, n+. Анализ данных осуществляли с помощью 
программы Spectrum Mill MS Proteomic Workbench 
(Rev B.04.00.127; Agilent Technologies) с поиском по базе 
данных UniProt и базе данных, полученной на основе до
ступных транскриптомов гороха https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Traces/wgs/?val=GDTM01000000; https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTL01&display=contigs&
page=1, в режиме идентификации с учетом возможной 
ошибки определения массы материнских ионов не более 
20 ppm. Оценку достоверности данных проводили с ис
пользованием процедуры автовалидизации при пороговом 
значении отсечения ложноположительных результатов 
(false discovery rate – FDR) в 1 %. 

Результаты и обсуждение
Для изучения изменений в протеомном спектре корней 
гороха нами проведен дифференциальный двумерный 
(2D) электрофорез с использованием флуоресцентных 
меток Cy2 и Cy5. Полученные таким образом изображе
ния позволили выявить различия между контрольным 
вариантом (неинокулированные корни) и корнями, ино
кулированными ризобиями R. leguminosarum bv. viciae 
RCAM 1026 (24 ч после инокуляции). В результате двух 
независимо проведенных экспериментов выявлены и 
идентифицированы 20 белков, синтез которых усиливался 
в процессе инокуляции корней гороха клубеньковыми 
бактериями (таблица и рис. 2). Среди них идентифициро
ваны регуляторы синтеза белков и полисахаридов, а также 
белки, контролирующие защитные реакции растений, 
что согласуется с полученными ранее данными при из
учении протеомов корней и клубеньков других бобовых 
растений (Marx et al., 2016). Однако наибольший интерес 
для нас представляли белки, которые могут потенциально 
участвовать в сигнальной регуляции развития симбиоза.

Среди выявленных белков, синтез которых увеличи
вался в корнях гороха при взаимодействии с клубенько
выми бактериями, идентифицированы с помощью масс
спектрометрического анализа аннексин D8 и аннексин D1 
(см. таблицу и рис. 2). Аннексины относятся к семейству 
кальцийзависимых белков, которые способны связывать 
фосфолипиды. В состав этого семейства входит около 
160 белков, выявленных у самых разнообразных видов 
растений (Gerke, Moss, 2002). Все аннексины имеют 
сходную структуру, представленную входящими в состав 
белка четырьмявосемью консервативными доменами, 
состоящими из 70 остатков аминокислот, так называе
мыми аннексиновыми повторами (Moss, Morgan, 2004). 
Эти домены позволяют аннексинам взаимодействовать 
с мембранами Ca2+зависимым образом или формиро

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTL01&display=contigs&page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTM01000000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTM01000000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTL01&display=contigs&page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=GDTL01&display=contigs&page=1
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вать потенциалзависимые Ca2+каналы (Pollard et al., 
1990). В пользу этого предположения свидетельствуют 
результаты экспериментов по способности аннексинов 
формировать ионные каналы в искусственных мембранах.

Анализ литературных данных показал присутствие ан
нексина D8 (MtANN8) среди дифференциально синтези
руемых белков близкого вида бобовых растений люцерны 
слабоусеченной Medicago truncatula, формирующей сим
биоз с клубеньковыми бактериями Sinorhizobium meliloti 
(Marx et al., 2016). Вероятно, аннексин D8 гороха P. sa
tivum L. может выполнять сходную функцию с MtANN8 
M. truncatula. Ранее другой аннексин, D1 (MtANN1), был 
выявлен и изучен в корнях M. truncatula, инокулирован
ных ризобиями (Niebel et al., 1998). Индукцию экспрессии 
MtAnn1 гена наблюдали в формирующихся клубеньках 
на 4й и 16й дни после инокуляции S. meliloti, но макси
мального уровня она достигала через 24 ч, что соответ
ствовало нашим результатам для гороха. Гибридизация 
in situ показала локализацию MtAnn1 в преинфекционной 
и инфекционной зоне II корневых клубеньков. Это свиде
тельствовало об участии аннексина D1 в контроле ранних 
стадий развития симбиоза. Рекомбинантный MtANN1 
связывался с мембраной кальцийзависимым способом 
и формировал канал, который мог проводить ионы K+ и 
Na+ через билипидный слой с высокой эффективностью 
(Kodavali et al., 2013).

Интересно, что эксперименты на растениях M. trun
catula, обработанных эксудатами гриба арбускулярной 
микоризы Rhizophagus irregularis, также формирующего 
симбиозы с растениями, показали, что аннексин активи
руется и в ответ на действие сходных по структуре си г
нальных молекул грибов несульфатированных липохи
тоолигосахаридов Mycфакторов (24 ч обработки) (Sun 
et al., 2015). Причем индукция MtANN1 Mycфакторами 
зависела от транскрипционных факторов NSP1, NSP2 и 
RAM1 (Sun et al., 2015). Эти данные позволяют предпо
ложить, что аннексины могут играть существенную роль 
в сигнальной регуляции развития симбиоза гороха не 
только с азотфиксирующими бактериями, но и c грибами 
арбускулярной микоризы.

Среди других выявленных белков большой интерес для 
нас представляла бетасубъединица гетеротримерного 
ГТФсвязывающего Gбелка (см. таблицу и рис. 2). При 
активации лигандом рецептора, связанного с Gбелком, 
состоящим из трех субъединиц, альфа, бета и гамма (Gα, 
Gβ и Gγ), происходит замещение гуанозиндифосфата 
(ГДФ) на гуанозинтрифосфат (ГТФ) в Gαсубъединице. 
Это изменяет ее конфигурацию и приводит к диссоциации 
комплекса и отделению димера Gβγ (из двух субъединиц – 
бета и гамма), который независимо активирует сигналь
ный путь, включающий фосфолипазы С и D, ионные кана
лы и митогенактивируемые протеинкиназы. Активность 

Proteins whose synthesis in pea roots is enhanced after inoculation with nodule bacteria (24 h after inoculation)

gel 
spot 
no.

iDs of the transcript  
in transcriptome bases  
for pea roots and nodules

iiDs of homologs  
in ncBi

Protein function

1 gDtl01033452.1 XM_003598600.2 annexin d8 of M. truncatula 

2 gDtl01002621.1 XM_013604591.1 gamma subunit of translation elongation factor eF1B of M. truncatula 

3 gDtl01020570.1 KJ808806.1 
aHX83821.1

Heat shock protein HSP4 of C. arietinum/ 
Heat shock protein HSP70 of M. truncatula

4 gDtl01005518.1 XM_013605823.1 Disulfide isomerase/phospholipase c of M. truncatula

5, 25 gDtM01032258.1 XM_003625987.2 S-adenosyl-methionin synthase of M. truncatula

6 gDtl01025284.1 XM_003629562.2 S-adenosyl-l-homocysteine hydrolase of M. truncatula

7 gDtl01011909.1 aB003549.1 F1 atPase of P. sativum

8 gDtl01012229.1 XM_003616132.2 UtP-glucose-1-phosphate uridylyl transferase of M. truncatula

9 gDtM01040593.1 XM_013598882.1 late embryogenesis abundant protein lea of M. truncatula

10 gDtl01000457.1 XM_013602207.1 3,5-epimerase-4-reductase of M. truncatula

11, 13 gDtM01005945.1 XM_004516121.2 annexin D1 (loc101505987) of C. arietinum

12 gDtl01033302.1 XM_003631023.2 Beta subunit of the gtP-binding protein (beta subunit of the g protein)  
of M. truncatula

14 gDtl01014419.1 U84198.1 lipoxygenase of P. sativum

15 gDtM01017555.1 U65421.1 Pathogenesis-related protein Pr10 of P. sativum

16 gDtl01001386.1 XM_003630650.2 Profilin of M. truncatula

23 gDtM01018991.1 X71388.1 nucleoside diphosphate kinase ndk-p1 of P. sativum

24 gDtM01011284.1 l47968.1 
eF208905

callus protein P23/calcinerin B-interacting protein kinase of P. sativum

26 gDtM01030585.1 Z25540.1 Porin of P. sativum

27 gDtM01007003.1 eF194277.1 gtP-binding protein ran1/tc4 (small g protein) of P. sativum
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Протеомный анализ корней гороха на ранних этапах 
развития симбиоза с клубеньковыми бактериями 

Fig.  2. Differential proteomic analysis of pea (Pisum sativum l.) on 
inoculation with nodule bacteria. 
Spots 1–16 and 23–27 were cut out of the gel and identified as proteins whose 
synthesis is enhanced by the inoculation. Spots 17–22 were cut out to identify 
constitutively synthesized proteins. 

гетеротримерного Gбелка находится под контролем так 
называемого регулятора сигнального домена (regulator of 
Gprotein signaling domain, RGS), который контролирует 
стабильность комплекса.

Общее количество разных субъеди ниц Gбелка ва
рьирует у разных рас тений. Например, у арабидопси са  
 Ara bidopsis thaliana выявлено по одной Gα и Gβсубъ
единице, но две Gγ субъ единицы (Mason, Botella, 2000). 
В ге номе риса найдено по одной копии гена, кодирующей 
Gα, Gβ и Gγсубъединицы. Напротив, в геноме бобового 
растения сои Gly cine max L. обнаружено большее коли
чество генов, кодирующих субъединицы Gбелков 4 Gα, 
4 Gβ и 12 Gγ (Choudhury et al., 2011).

Известно, что Gбелки участвуют во множестве про
цессов у растений: органогенезе (Ullah et al., 2003), вос
приятии света (Chen, 2008), развитии защитных реакций 
при иммунном ответе (Zhang et al., 2012). Gбелки могут 
быть вовлечены в сигнальные пути, активируемые фито
гормонами – абсцизовой кислотой, брассиностероидами и 
ауксинами – при прорастании семян и на ранних стадиях 
развития проростков (Subramaniam et al., 2016). 

Недавно для сои была показана ключевая роль Gбел
ков в симбио зе. Существенное усиление синтеза Gбел
ков, представленных двумя бетасубъединицами, Gβ3 
и Gβ4, выявлено в клубеньках, формирующих ся при 
инокуляции растений бактерия ми Bradyrhizobium japo
nicum (Choudhury, Pandey, 2015). Эксперименты по РНК 
интерференции GmGβ3 и GmGβ4 показали снижение 
количества клубеньков на корнях растения, что свидетель
ствует об их положительном влиянии на формирование 
симбиотических органов у сои. Напротив, альфасубъеди
ницы Gα могут являться негативными регулятора ми 
формирования клубеньков. Возможность формирования 
комплекса между альфасубъединицей Gα и ре цептором 
GmNFR1к Nodфакто рам показана в разных гетерологич
ных системах (Choudhury, Pandey, 2015). В этом случае 
GmNFR1 может фосфо рилировать и активировать RGS, 
который поддерживает альфасубъединицу Gαбелка в 
неактивной конформации, что позволяет развиваться 
симбиозу (Choudhury, Pandey, 2015).

В результате выполненных нами экспериментов удалось 
показать увеличение синтеза бетасубъединицы Gбелка в 
корнях гороха при инокуляции. Это указывает на то, что 
Gбелки могут играть ключевую роль в развитии ранних 
стадий симбиоза у гороха, вероятно, через взаимодействие 
с рецептором к Nodфакторам. Дальнейшие эксперименты 
должны показать, происходит ли взаимодействие бета
субъединицы Gбелка с рецепторами к Nodфакторам и 
как это влияет на развитие симбиоза у гороха. Такие ис
следования позволят найти другие компоненты, которые 
вовлечены в передачу сигнала от Gбелка.

Одним из таких потенциальных компонентов может 
быть выявленная нами дисульфид изомераза/фосфолипа
за С. В дальнейшем предстоит выяснить, будет ли данная 
фосфолипаза С активироваться Gбелком.

Следует отметить, что помимо гетеротримерного Gбел  
ка в корнях гороха увеличивался синтез другого мономер
ного ГТФсвязывающего Ranбелка (малого Ranбелка) 
(см. таблицу и рис. 2). Надсемейство малых ГТФсвязы
вающих белков (называемое также надсемейством Ras) 

делится на пять семейств у дрожжей и животных (Rab, 
Ras, Arf, Rho и Ran), однако у растений семейство Ras 
не обнаружено (Rivero et al., 2017). Эти белки являют
ся регуляторами многих клеточных процессов. Малые 
ГТФсвязывающие Ranбелки участвуют в везикулярном 
транспорте, передаче сигнала в клетках, перестройках 
цитоскелета и контроле митоза (контролируют работу 
структур, которые разделяют хромосомы между дочерни
ми клетками при клеточном делении). У растений (ара
бидопсис) идентифицированы малые RanBP1 и RanGAP 
белки (Ach, Gruissem, 1994; Rivero et al., 2017). RanBP1 
имеет высокий уровень сходства с гомологичными бел
ками животных и дрожжей, в то время как RanGAP об
ладает рядом уникальных доменов (Nконцевым доменом, 
который определяет локализацию в оболочке ядра клеток) 
и участвует в формировании митотических структур в 
клетках растений. 

Выявленный нами малый ГТФсвязывающий белок 
PsRAN1 ранее уже был обнаружен у гороха, показана 
его важная роль в органогенезе корней (Lee et al., 2008). 
Большой интерес может представлять изучение роли 
PsRAN1 белка, найденного нами в протеоме корней гороха 
при заражении ризобиями, в контроле развития симбио
тических клубеньков.

Среди белков, синтез которых усиливается при иноку
ляции, обнаружен профилин, который является актинсвя
зывающим белком, участвующим в реорганизации акти
нового цитоскелета (см. таблицу и рис. 2). Для про филина 
экспериментально доказана возможность связы вания с 
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актином (Valenta et al., 1993). Существенные из менения 
в организации цитоскелета наблюдаются при развитии 
инфекционных нитей, с помощью которых клубеньковые 
бактерии заражают клетки растений, а также при органо
генезе клубеньков, что оказывает важное влияние на 
развитие симбиоза (Brewin, 1991). У бобовых профилин 
впервые найден у фасоли Phaseolus vulgaris L., изучена 
его локализация в клубеньках (Vidali et al., 1995). Одна
ко у других бобовых роль профилинов при симбиозе не 
изучали.

Увеличение синтеза белка позднего эмбриогенеза (late 
embryogenesis abundant (LEA) protein) (см. таблицу и 
рис. 2), выявленное нами в корнях гороха при иноку
ляции, согласуется с ранее полученными данными для 
гомологичного LEA белка при анализе протеома корней и 
клубеньков люцерны слабоусеченной M. truncatula (Marx 
et al., 2016). Cущественное усиление синтеза этого белка 
наблюдали в клубеньках M. truncatula на поздних стади
ях развития (Marx et al., 2016). Сходным образом анализ 
данных по изучению транскриптомов позволил обнару
жить несколько транскриптов, кодирующих LEA белки, 
экспрессия которых усиливается при развитии клубеньков 
бобовых растений M. truncatula и сои Glycine max. 

Известно, что белки позднего эмбриогенеза синтезиру
ются при созревании семян и в условиях водного дефи
цита. Они являются гидрофиллинами и защищают другие 
белки, в частности ферменты, от денатурации и агрегации 
в условиях недостатка воды (Battaglia et al., 2008). Кроме 
того, показано накопление LEA белков в меристемах 
растений, в том числе в апикальной меристеме главного 
корня и боковых корней (ColmeneroFlores et al., 1999). 
Такая локализация LEA белков позволяет предположить 
их участие в защите меристематических клеток от по
вреждений. Этим, вероятно, объясняется присутствие LEA 
белков в формирующейся меристеме клубеньков. Однако 
остается не ясным, какую именно роль выполняют эти 
белки в клубеньках, что требует дальнейшего изучения.

При развитии симбиоза с клубеньковыми бактериями 
у бобовых растений активируются защитные реакции, 
обычно в течение 24–48 ч после инокуляции или обра
ботки сигнальными молекулами Nodфакторами (Ramu 
et al., 2002; Nakagawa et al., 2011). Например, у люцерны 
M. truncatula на ранних сроках после инокуляции наблю
дали усиление экспрессии генов, кодирующих защитные 
ферменты, такие как халконсинтаза, фенилаланин аммо
нийлиаза и изофлавонредуктаза (участвуют в синтезе 
фитоалексинов), а также белков, связанных с патогене
зом PR6 и PR10 (pathogenesis related proteins) (Savouré 
et al., 1997). У другого бобового растения, L. japonicus, 
на блюдали увеличение экспрессии генов, кодирующих 
пероксидазу, хитиназу и транскрипционные факторы ERF 
и WRKYсемейств (Nakagawa et al., 2011). Однако при 
дальнейшем развитии симбиоза происходит подавление 
защитных реакций.

Действительно, анализ результатов выполненных нами 
экспериментов показал, что в протеоме инокулированных 
корней гороха наблюдается усиление синтеза белков PR10 
и HSP70, а также липоксигеназы, имеющих отношение к 
развитию защитных реакций. Активация защитных ре
акций в ответ на заражение клубеньковыми бактериями 

или обработку Nodфакторами может быть связана с раз
витием инфекционного процесса при симбиозе. Ранее не
обходимость образования активных форм кислорода была 
показана для формирования инфекционных нитей. Кроме 
того, с активацией защитных реакций (в частности, ре
акции гиперчувствительности) может быть связана нега
тивная регуляция числа формирующихся инфекционных 
нитей, что ограничивает избыточное развитие инфекции 
(Vasse et al., 1993). 

В протеоме инокулированных корней гороха обнаружен 
белок каллуса P23, который является протеинкиназой, 
взаимодействующей с кальцинерин Bподобными бел
ками (calcineurin Blike interacting protein kinases, CIPK) 
(см. таблицу и рис. 2). Этот белок относится к семейству 
трансляционно контролируемых опухолевых белков (tran
s lationallycontrolled tumorlike protein TCTP), широко рас
пространенных среди эукариот. Основная функция белков 
семейства TCTP направлена на регуляцию содержания 
кальция в цитоплазме (Graidist et al., 2007). У млекопита
ющих белки этого семейства вовлечены главным образом 
в регуляцию пролиферации клеток и апоптоза, что связано 
с контролем содержания кальция в клетках. 

Известно, что в регуляцию реакций с участием кальция 
могут быть вовлечены кальцийсвязывающие кальмоду
лины и кальмодулинподобные белки (присутствуют у 
всех эукариот) и специфичные для растений кальций за
висимые протеинкиназы (calcium dependent protein kina se, 
CDPK) (Sanders et al., 2002), а также кальцинерин Bпо
добные белки (от англ. calcineurin Blike protein, CBL) и 
взаимодействующие с ними протеинкиназы CIPK (Batis  
tic, Kudla, 2009). Такое разнообразие позволяет форми
ровать сложную динамическую сигнальную сеть, тонко 
регулирующую ответные реакции растения на разнообраз
ные внешние и внутренние стимулы с участием кальция. 
У растений белки данного семейства участвуют в контроле 
развития апоптоза, при этом они могут связывать кальций 
и взаимодействовать с другими белками цитоплазмы и 
мембран (Zhang et al., 2012; Hoepflinger et al., 2013). По
мимо апоптоза, белки способны регулировать реакцию 
растений на абиотический стресс и развитие иммунного 
ответа, в которых важную роль играет кальций (Sanders et 
al., 2002). Какую роль играет этот сигнальный регулятор 
в развитии симбиоза, еще предстоит выяснить.

Таким образом, проведенный нами дифференциаль
ный протеомный анализ корней гороха на ранних этапах 
развития симбиоза с R. leguminosarum bv. viciae RCAM 
1026 позволил выявить ряд потенциальных регуляторов, 
детальное изучение роли которых в дальнейшем станет 
основой для понимания сложной системы сигнальной 
регуляции, активирующейся у растений гороха при взаи
модействии с клубеньковыми бактериями.
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