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С.А. Аленькина, В.Е. Никитина 

ВЛИЯНИЕ ЛЕКТИНОВ АССОЦИАТИВНЫХ БАКТЕРИЙ AZOSPIRILLUM BRASI-

LENSE НА БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ, ВОВЛЕЧЕННЫЕ  

В ЗАЩИТНО-ПРИСПОСОБИТЕЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ РАСТЕНИЙ  

Институт биохимии и физиологии растений и микроорганизмов РАН, Саратов, Россия 

Цель. Выявление сигнальных функций лектинов A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 (в их 

сравнении) в ответных реакциях растений. 

Материалы и методы. Были использованы спектрофотометрические методы, им-

муноферментный анализ (ELISA), тонкослойная хроматография, газо-жидкостная хрома-

тография для определения содержания сигнальных интермедиатов в клетках корней про-

ростков пшеницы. 

Результаты. Результаты показали, что лектины способны в различной степени 

оказывать влияние на компоненты сигнальных систем корней проростков пшеницы: регу-

лировать содержание цАМФ, оксида азота, диацилглицерина, салициловой кислоты, а 

также модифицировать активность супероксиддисмутазы и липоксигеназы.  

Заключение. Результаты дают основание для рассмотрения лектинов азоспирилл в 

качестве индукторов сигнальных систем корней проростков пшеницы, так как при их воз-

действии происходит возникновение нескольких потоков первичных сигналов. Получен-

ные данные имеют и общебиологическое значение, так как лектины содержатся во всех 

живых организмах и большинство функций лектинов остаются не вполне выясненными.  

Ключевые слова: ризосфера, ассоциативная азотфиксация, Azospirillum, лектины, 

корни проростков пшеницы, сигнальные молекулы. 
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EFFECT OF LECTINS FROM THE ASSOCIATIVE BACTERIUM AZOSPIRILLUM 

BRASILENSE ON THE BIOCHEMICAL PARAMETERS INVOLVED IN PLANT PRO-

TECTIVE-ADAPTIVE RESPONSES 
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Objective. The aim of this work was to comparatively elucidate signal functions in the 

lectins of Azospirillum brasilense Sp7 and Sp7.2.3 during plant responses. 

Materials and methods. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), spectrophotome-

try, and thin-layer and gas–liquid chromatography were used to determine the content of signal 

intermediates in the cells of wheat root seedlings.  

Results. The results showed that the lectins could have effects of varying degree on the 

signal system components in wheat seedling roots by regulating the contents of cAMP, nitric 

oxide, diacylglycerol, and salicylic acid, as well as modifying the activities of superoxide dismu-

tase and llipoxigenase.  

Conclusions. The obtained results give grounds to consider Azospirillum lectins to be in-

ducers of the signal systems of wheat seedling roots, because under their action, the emergence 

of several flows of primary signals was observed. The obtained data are also of general biologi-

cal significance, because lectins are present in all living organisms and most lectin functions re-

main to be fully elucidated. 

Keywords: rhizosphere, аssociative nitrogen fixation, Azospirillum, lectins, wheat roots, 

signal molecules.  
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Введение 

Ассоциативные бактерии рода Azospirillum занимают важное место 

среди микроорганизмов, обладающих потенциалом стимулировать рост и 

развитие растений. Растения получают непосредственную выгоду от способ-

ности микроорганизмов к азотфиксации, продукции фитогормонов, солюби-

лизации фосфатов, улучшению водного и минерального статуса, синтеза ряда 

соединений, которые увеличивают мембранную активность и пролиферацию 

тканей корневой системы, а также уменьшают влияние стрессоров на расте-

ние и осуществляют контроль развития многочисленных фитопатогенов [1-

3]. К механизмам опосредованного растением биоконтрольного эффекта от-

носится способность индуцировать у растений защитные реакции, направ-

ленные на повышение устойчивости. Сигнальными молекулами, запускаю-

щими каскад защитных реакций, могут быть салициловая кислота, бактери-

альные липополисахариды, сидерофоры.  

Многие азоспириллы не способны внедряться в клетки растения, и это 

предполагает, что бактерии способны к образованию сигнальных молекул, 

которые проникают через растительную клеточную стенку и узнаются мем-

бранными рецепторами растения. Это взаимодействие инициирует цепь со-

бытий, приводящих к изменению метаболизма растения. Ответ растений на 

клеточном уровне может служить индикатором взаимодействия растений с 

бактериями, опосредованный бактериальными молекулярными сигналами. 

Известно, что связывание клеточных рецепторов A. brasilense Sp245 с агглю-

тинином зародышей пшеницы (АЗП) вызывало изменения в метаболизме 

бактериальной клетки: повышало азотфиксацию, выделение ионов аммония, 

синтез индолилуксусной кислоты (ИУК), изменяло соотношение кислых 

фосфолипидов мембраны. АЗП может функционировать как сигнальная мо-

лекула в ассоциации Azospirillum-растение [4].  

В то же время известно, что некоторые штаммы Azospirillum способны 

к продукции различных лектинов in vitro [5]. В.Е. Никитина с соавт. (1996) 

показала присутствие на поверхности клеток азоспирилл лектинов, вовле-

ченных в бактериальную адгезию к корням [6]. С поверхности бактерий A. 

brasilense Sp7 был изолирован лектин, являющийся гликопротеином с моле-

кулярной массой 36 кДа и специфичностью к L-фукозе (1.87 mM) и D-

галактозе (20 mM). Лектин мутантного штамма A. brasilense Sp7.2.3 имел 

идентичную лектину родительского штамма молекулярную массу и углевод-
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ную специфичность, но отличался антигенными свойствами [7]. Было пока-

зано, что эти белки проявляют различную функциональную активность. Лек-

тины с различной эффективностью оказывали воздействие на активность α-, 

β-глюкозидаз и β-галактозидазы в мембране и фракции апопластов корней 

проростков пшеницы [2].  

Целью данной работы явилось выявление сигнальных функций лектинов 

A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 (в их сравнении) в ответных реакциях растений. 

Материалы и методы  

Объектом исследования служили два штамма азотфиксирующих 

ассоциативных бактерий рода Azospirillum – A. brasilense Sp7, полученный из 

Института микробиологии им. С.Н. Виноградского РАН (г. Москва), и его 

мутант, дефектный по лектиновой активности – A. brasilense Sp7.2.3 [7].  

Выделение лектина с поверхности клеток проводили методом, описан-

ным ранее [7]. Количество белка определяли по методу M.M. Bradford [8]. 

Семена пшеницы Triticum aestivum L. сорта «Саратовская 29» (ГНУ 

НИИ Сельского хозяйства Юго-Востока РСХА, Саратов, Россия) были по-

верхностно стерилизованы в 70% (v/v) этаноле 1 мин, отмыты стерильной 

водой. Для получения корней проростков семена были выращены в асепти-

ческих условиях в чашках Петри на стерильной дистиллированной воде.  

Определение количества цАМФ проводили методом иммуноферментного 

анализа (ИФА) [9]. Корни выдерживали в растворах лектинов в концентрации 

40 мкг/мл; в отдельной серии экспериментов – растворах лектинов, содержащих 

0.1 мМ СаСl2. Результат ИФА определяли как выраженную в процентах разни-

цу значений оптической плотности, полученных для опытных (инкубирован-

ных в растворе лектина) и контрольных (необработанных) корней.  

Количество NO определяли по нарастанию метаболитов – нитритов 

(NO2) в гомогенате корней с помощью реактива Грисса, состоящего из рав-

ных объемов 0.3% сульфаниловой кислоты и 0.5% α-нафтиламина. После 10 

мин контакта определялась оптическая плотность при 540 нм [10].  

Количество цитруллина определяли с помощью тонкослойной хрома-

тографии (ТСХ). Гомогенат корней проростков подвергали ТСХ на силикаге-

ле 60А (“Merck”, Germany) в системе растворителей, содержащей н-бутанол, 

уксусную кислоту и воду (4:1:1 по объему). Хроматограммы окрашивали 

раствором нингидрина [11] и идентифицировали цитруллин с помощью чис-

того коммерческого препарата. Пятна вырезали, элюировали и проводили ко-
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личественное определение цитруллина при 570 нм.  

Определение количества диацилглицерина (ДАГ) проводили следующим 

образом. Для получения липидных экстрактов корней проростков пшеницы 

применяли методы J. Folch et al. [12] и E.G. Blight, W.J. Dyer [13]. Идентифика-

цию компонентов липидов осуществляли методом ТСХ с использованием си-

ликагеля в системе гексан:диэтиловый эфир:уксусная кислота (55:45:1 по объе-

му), качественными реакциями и сравнением хроматографической подвижно-

сти образцов со стандартами [14]. Количество ДАГ определяли газожидкостной 

хроматографией. Метилирование проводили согласно [15]. Хроматографирова-

ние осуществляли на газовом хроматографе Shimatzu GH-2010 (Япония) c ис-

пользованием капиллярной колонки Eguity-1 (Supelco, USA) длиной 30 м и 

диаметром 0.32 мм; скорость потока гелия – 34 мл/мин. Температура испарите-

ля – 270°С, детектора – 270°С. Идентификацию ДАГ проводили по времени 

удерживания, сравнивая пики в образцах со стандартом.  

Активность липоксигеназы (КФ 1.13.11.12) в гомогенатах корней опре-

деляли спектрофотометрическим методом, используя в качестве субстрата 

линолевую кислоту [16].  

Для определения количества свободной и связанной форм салициловой 

кислоты (СК) 1 г корней был тщательно отмыт дистиллированной водой и 

фиксирован горячим 96%-ным этанолом. Корни гомогенизировали, затем СК 

экстрагировали из корней 80%-ным кипящим этанолом. Экстракт был разде-

лен на две части для получения свободной и связанной форм СК [17]. Опреде-

ление содержания СК проводили на газовом хроматографе Shimatzu GH-2010 

(Япония) с использованием колонки Eguity-1 (Supelco) при температуре 200°С.  

Для определения активности фенилаланин-аммиак-лиазы (ФАЛ) (КФ 

4.3.1.5) фермент экстрагировали из корней 0.1 М боратным буфером с рН 8.8 при 

4°С в течение 30 мин при соотношении масса:объем 1:17. Реакционная смесь со-

стояла из 0.1 мкл ферментного препарата и 0.4 мкл боратного буфера рН 8.8, со-

держащего 12 мМ L-фенилаланина. Реакционную смесь инкубировали в течение 

1 ч при 37°С. Активность фермента определяли спектрофотометрическим мето-

дом по изменению оптической плотности при 290 нм. Активность ФАЛ выража-

ли в единицах оптической плотности (ΔЕ/г сырой массы) [18].  

Для определения активности cупероксиддисмутазы (СОД) (EC 1.15.1.11) 

корни гомогенизировали в 0.15 М фосфатном буфере (рН 7.8). Гомогенат цен-

трифугировали в течение 15 мин при 7000g. Активность фермента определяли 



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2015, № 3 

 5 

по ингибированию скорости восстановления нитросинего тетразолия (НСТ) в 

неэнзиматической системе феназинметасульфата и НАДН [19].  

Опыты проводили в трехкратной биологической и пятикратной анали-

тической повторностях. Цифровой материал обработан статистически с по-

мощью программы «Анализ данных электронных таблиц Microsoft Excel». 

Результаты и обсуждение 

Дана оценка влияния лектинов A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 на содержание 

цАМФ в гомогенатах корней проростков пшеницы, инкубированных 15, 30 и 

60 мин в растворах бактериальных лектинов в концентрации 40 мкг/мл. 

Методом ИФА было установлено, что лектин родительского штамма (в 

отсутствие Са
2+

) вызывал снижение количества циклонуклеотида в раститель-

ных клетках. При этом результаты, полученные для изучаемых временных 

интервалов инкубации корней с препаратами лектинов, достоверно не 

отличались – ингибирование составляло 30, 25 и 27% для 15, 30 и 60 мин 

инкубации соответственно (рис. 1).  

Лектин мутантного штамма действовал таким же образом, однако 

выраженность эффекта была несколько ниже по сравнению с лектином 

родительского штамма (рис. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис.1. Изменение содержания цАМФ в корнях проростков пшеницы              

под влиянием лектинов A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3. 

При всех изученных концентрациях обоих лектинов наблюдалось 

увеличение активности СОД после 2 ч инкубации с корнями проростков, 

причем наибольший эффект отмечен для родительского штамма при 

концентрациях 20 и 40 мкг/мл и для мутантного – при 40 мкг/мл. Уровень 

стимулирующего эффекта был для лектина мутантного штамма значительно 

лектин типового штамма (40 мкг/мл)
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ниже по сравнению с лектином родительского штамма (рис. 2).  
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Рис.2. Влияние лектинов A. brasilense Sp7 (а) и Sp7.2.3 (б) на активность су-

пероксиддисмутазы корней проростков пшеницы. 1 – контроль-корни; 

2-5 – корни+лектины в концентрации – 5(2), 10(3), 20(4), 40(5) мкг/мл. 
 

Кроме того, показано, что прединкубация с лектинами как родительского, 

так и мутантного штаммов приводила к увеличению содержания оксида азота в 

корнях проростков для всех проверенных концентраций лектинов. Самой 

эффективной в обоих случаях оказалась концентрация – 40 мкг/мл. Для обоих 

лектинов эффект был отмечен через 1 ч воздействия, достигал максимума 

через 3 ч, затем снижался до контрольного уровня. В то же время лектин 

родительского штамма проявлял большую эффекторную активность в отличие 

от другого изучаемого лектина (рис. 3). 

В растениях может быть несколько источников образования NO, и лишь 

некоторые из них могут регулироваться через сигнальные пути [20]. Одним из 

таких путей является реакция, катализируемая синтазой оксида азота по сле-

дующей схеме: α-аргинин + О2 + НАДФН → α-цитруллин + оксид азота. 

Для проверки предположения, что лектины способны индуцировать 

образование оксида азота таким способом, было проведено определение ко-

личества цитруллина в корнях после экспозиции в растворах лектинов самой 

эффективной концентрации – 40 мкг/мл. В результате было показано, что ко-

личество цитруллина в растительной клетке возрастало с той же закономер-

ностью, что и в случае с оксидом азота (рис. 3).  

Тот факт, что инкубация с лектинами приводила одновременно к увели-

чению содержания оксида азота и цитруллина в корнях, позволяет сделать вы-

вод, что лектины способны активировать NO-сигнальную систему растений.  
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Рис. 3. Содержание оксида азота (NO) и цитруллина в корнях проростков 

пшеницы после инкубации с лектином A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 

(при определении цитруллина концентрация лектина – 40 мкг/мл).  

Лектин A. brasilense Sp7 только в одной из проверенных концентраций – 

40 мкг/мл вызывал индукцию синтеза ДАГ в корнях проростков уже через 3 

мин совместной инкубации, а максимальные значения зарегистрированы на 

40 мин инкубации, после чего происходило резкое снижение синтеза и к 60 

мин количество ДАГ соответствовало контрольному уровню. Лектин му-

тантного штамма ни в одной из концентраций не проявлял индуктивной ак-

тивности (рис. 4). Кальций – основной активатор среди ионов, способных 

влиять на активность фосфолипазы С [21]. При внесении в среду инкубации 

корней с лектинами раствора СаСl2 (1мМ) происходило усиление эффекта, 

оказываемого лектином родительского штамма, и индукция образования 

ДАГ лектином мутантного штамма.  
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Рис. 4. Содержание ДАГ в корнях проростков пшеницы после инкубации с 

лектинами A. brasilense Sp7(а) и A. brasilense Sp7.2.3(б). 1 – контроль 

– корни; 2 – лектины + корни; 3 – лектины + корни + СаСl2. Концен-

трация лектинов – 40 мкг/мл.  

 

Одним из механизмов образования сигнальных продуктов превращения 

липидов является липоксигеназная сигнальная система, стартовым фермен-

том которой является липоксигеназа. Определение активности фермента в 

корнях после инкубации с лектинами показало, что активирующее воздейст-

вие наблюдалось при концентрации обоих лектинов – 5 мкг/мл (рис. 5).  
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а.                                                                           б. 
Рис. 5. Влияние лектинов A. brasilense Sp7 (а) и Sp7.2.3 (б) на активность ли-

поксигеназы корней проростков пшеницы. 1–контроль-корни, 100%; 

2-4 – корни+лектины, время инкубации –30(2), 60(3), 120(4) мин.  
 

После 30 и 60 мин инкубации корней с лектином родительского штам-

ма активность фермента возрастала на 30 и 50%, соответственно, а в корнях, 

обработанных лектином мутантного – на 25 и 34%. При увеличении времени 

экспозиции корней с лектинами активность фермента снижалась до кон-
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трольного уровня. 

При изучении содержания салициловой кислоты (СК) в растительной 

клетке при воздействии лектинов определяли количество свободной и конъ-

югированной форм. Полученные результаты показали, что содержание СК 

изменялось лишь через час инкубации корней с лектинами. Оба лектина во 

всех исследованных концентрациях вызывали увеличение содержания сво-

бодной и уменьшение конъюгированной форм СК (рис. 6). 

A. brasilense Sp7                         A. brasilense Sp7.2.3
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Рис. 6. Содержание конъюгированной (1) и свободной (2) форм СК в 

корнях проростков пшеницы в контроле и при предобработке 

лектинами A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3. 

Максимум увеличения свободной СК отмечался при концентрации лек-

тина родительского штамма 5 мкг/мл, а мутантного - 10 мкг/мл. Для лектина 

родительского штамма наблюдалось снижение эффекта с увеличением кон-

центрации лектина. Что касается связанной формы СК, то для обоих штаммов 

A. brasilense с увеличением концентрации происходило снижение оказывае-

мого лектинами эффекта. Таким образом, лектин мутантного штамма A. brasi-

lense по сравнению с лектином родительского штамма наиболее эффективно 

увеличивал количество свободной СК и менее эффективно изменял содержа-

ние связанной формы СК. 

Образование свободной СК может быть не только результатом гидролиза 

конъюгатов, но и синтеза de novo. Для ответа на этот вопрос определяли актив-

ность фермента, ответственного за синтез СК – фенилаланин-аммиак-лиазы 

(ФАЛ). Обнаружено, что индукция активности ФАЛ происходила как с лектином 

родительского, так и мутантного штамма, но лектин мутантного штамма прояв-
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лял большую активность, особенно при концентрации – 10 мкг/мл.  

Из рисунка 6 и таблицы видно, что при воздействии лектина мутантно-

го штамма прослеживается очень четкая корреляция между изменением со-

держания свободной СК и активностью ФАЛ в корнях, что не отмечается при 

инкубации с лектином родительского штамма. 

Таблица. Активность ФАЛ в корнях проростков после инкубации 

с лектинами A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что лектины повышают 

активность β-глюкозидазы, которая превращает конъюгированную форму СК 

в свободную и активируют ФАЛ, отвечающую за синтез СК, что подтверждает 

ранее полученные нами данные [2]. Однако степень участия лектинов в пер-

вом и втором случаях различна. Лектин родительского штамма обладает 

большей регулирующей активностью по отношению к β-глюкозидазе, лектин 

же мутантного штамма – к ФАЛ. 

Заключение 

Таким образом, в результате обобщения результатов проведенных нами 

ранее [2, 30] и настоящего исследований установлена способность лектинов 

A. brasilense Sp7 и A. brasilense Sp7.2.3 вызывать с разной эффективностью 

индукцию аденилатциклазной, NO-cинтазной, НАДФН-оксидазной, Са-

фосфоинозитольной, липоксигеназной сигнальных систем корней пшеницы в 

процессе узнавания на начальных стадиях формирования растительно-

бактериальной ассоциации.  

Одним из ранних ответов растительной клетки на воздействие лектинов 

явилась индукция аденилатциклазного сигнального пути, происходящая через 

Обработка Активность ФАЛ, % 

Вода (контроль) 

Лектин A. brasilense Sp7  

                        5 мкг/мл 

                      10 мкг/мл 

                      20 мкг/мл 

                      40 мкг/мл 

Лектин A. brasilense Sp7.2.3 

                         5 мкг/мл 

                       10 мкг/мл 

                       20 мкг/мл 

                       40 мкг/мл 

100 ± 3 

 

115 ± 5 

105 ± 4 

110 ± 6 

120 ± 3 

 

150 ± 4 

210 ± 3 

110 ± 9 

105 ± 3 
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15 мин совместной инкубации лектинов с корнями проростков. Ранее нами 

показано, что лектины A. brasilense Sp7 и Sp7.2.3 с идентичной закономерно-

стью, но разной эффективностью вызывали индукцию образования цАМФ как 

одного из компонентов аденилатциклазного сигнального пути растительных 

клеток. Известно, что данная сигнальная система играет важную роль в функ-

циональных и структурных ответах растительных клеток на воздействие мно-

гих внешних факторов абиотической и биотической природы [22].  

Кроме того, показано, что после 30 мин воздействия лектинов на корни 

происходила индукция липоксигеназного сигнального пути, о чем свидетель-

ствует возрастание активности липоксигеназы. У растений фосфолипаза С 

локализована в плазматической мембране и является одним из ключевых 

ферментов фосфоинозитидного цикла. В результате ее функционирования 

образуются два внутриклеточных мессенджера – водорастворимый инозитол-

1,4,5-трисфосфат (ИФ3) и липидорастворимый ДАГ. ИФ3 мобилизует Ca
2+

 из 

эндоплазматического ретикулума, увеличивая концентрацию свободных ио-

нов Ca
2+

 в цитозоле, а ДАГ, оставаясь в мембране, активирует Ca
2+

-

чувствительную, фосфолипидзависимую протеинкиназу [23]. После 40 мин 

инкубирования лектинов с корнями происходило увеличение количества 

ДАГ, что, очевидно, является следствием активирования фосфолипазы С. 

Через час воздействия лектинов на корни происходило увеличение ко-

личества монооксида азота (NO), являющегося участником NO-сигнальной 

системы и регулятором физиологических процессов в растительной клетке. 

Показано, что NO принимает участие в регуляции клеточного цикла расти-

тельной клетки [24], процессов дифференциации и морфогенеза растений 

[25], формировании симбиотических отношений бобовых с ризобиями [26]. 

Дополнительным доказательством того, что лектины способны активировать 

NO-сигнальную систему растений является тот факт, что инкубация лектинов 

с корнями приводила к единовременному увеличению оксида азота и цит-

руллина в корнях. 

После часового воздействия лектинов в корнях проросток пшеницы 

происходило увеличение количества салициловой кислоты (СК), стрессового 

метаболита, сочетающего свойства сигнального интермедиата и фитогормо-

на. Считается, что реализация эффектов СК при биотических стрессах в зна-

чительной степени обусловлена влиянием на активность ферментов, прича-

стных к регулированию про-/антиоксидантного равновесия, в частности, ка-
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талазы, НАДФН-оксидазы, пероксидазы [27] и супероксиддисмутазы [28].  

Особенный интерес вызывает синтез перекиси водорода, который явля-

ется одним из наиболее быстрых ответов растительной клетки на индуци-

рующие воздействия. Активные формы кислорода функционируют, в основ-

ном, в рамках НАДФН-оксидазной сигнальной системы. При этом СОД вы-

ступает важнейшим ферментом антиоксидантной защиты растений, катали-

зирующим реакцию восстановления супероксид радикала до пероксида во-

дорода [29]. В нашей работе показано, что уже через 2 ч воздействия лекти-

нов происходило увеличение активности СОД. 
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