
мужской гормон тестостерон обладает способностью
активировать окисление веществ в микросомах печени.

Опыты по изучению влияния фенозана на рецеп-
торы дали следующие результаты. Непосредственного
действия препарата на тонус изолированных отрезков
мышц не обнаружено — не наблюдалось ни расслаб-
ления, ни сокращения тест-объектов. На величину
эффектов агонистов рецепторов фенозан также не
оказывал влияния.

Вместе с тем отчетливый и статистически значи-
мый эффект СМД фенозана проявился в эксперимен-
тах с ОТК в присутствии антагонистов рецепторов —
атропина и ЛДК. Атропин в концентрации 3-10~ш М
снижает на 50% контрактуру ОТК, вызванную ацетил-
холином в концентрации 5-10~8 М, добавленным
после 15-минутной инкубации атропина с ОТК. Если
одновременно с атропином вводили фенозан в кон-
центрации 2-10"15 М, то блокирующий эффект атро-
пина не возникал.

В случае серотониновых рецепторов обнаружено,
что реакция ОТК на серотонин (3-10~6 М) в присут-
ствии ДЛК (1-1СГ9 М) после 15-ти минутного кон-
такта ДЛК с ОТК уменьшается на 50 ±6%. При одно-
временном воздействии диэтиламида лизергиновой
кислоты и фенозана (2-10~15 М) блокирующий эф-
фект ДЛК усиливается до 78 ±12%.

Проведенные эксперименты показали, что фенозан
в сверхмалых концентрациях оказывает влияние на
процессы высшей нервной деятельности. Он проявля-
ет антиамнезирующее действие. Кроме того, это веще-
ство изменяет чувствительность животных к действию
барбитуратов.

Непосредственно не оказывая влияния на синап-
тические нейрорецепторы, фенозан изменяет величи-
ну эффектов специфических лигандов. По-видимому,
это действие сверхмалых доз фенозана проявляется
неспецифически посредством влияния на мембранные
структуры.
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В физиологии растений традиционно принято вы-
делять пять основных типов растительных гормонов:
ауксины, цитокинины, гиббереллины, абсцизовую
кислоту и этилен [1]. С недавних пор обсуждается
вопрос об отнесении к гормонам растений оли-
госахаридов — небольших олигомеров Сахаров, дейст-
вующих в сверхмалых концентрациях и влияющих на
морфогенез растений [2, 3]. В предлагаемом обзоре
представлены данные о новом типе регуляторных
молекул, обладающих биологической активностью по
отношению к растениям и сходных по структуре с
олигосахаридами, но имеющих бактериальное проис-
хождение — это факторы клубенькообразования, или
Nod факторы, синтезируемые почвенными симбиоти-
ческими бактериями ризобиями.

Роль бактерий ризобий в морфогенезе растений

К ризобиям относят обширную группу бактерий из
семейства Rhizobiaceae, вступающих в симбиоз с бо-
бовыми растениями. В результате симбиоза на корнях
растений образуются специфические органы фикса-
ции атмосферного азота — корневые (реже стеблевые)
клубеньки.

Изучение бобово-ризобиального симбиоза нача-
лось более 100 лет назад с открытия Гельригелем и
Вильфартом фиксации азота в клубеньках бобовых
растений. Механизмы инфекции ризобиями растений-
хозяев варьируют, но наиболее распространенным
способом является проникновение их в корень через
корневые волоски: бактерии индуцируют закручива-
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ния верхушек корневых волосков, затем формиру-
ется структура, называемая инфекционной нитью,
которая прорастает через корневой волосок и кору
корня. Из инфекционной нити бактерии высво-
бождаются и превращаются в бактероиды — сим-
биотическую форму, фиксирующую азот воздуха.
На некотором расстоянии от растущей инфекци-
онной нити в коре корня индуцируются клеточные
деления, дающие начало зоне роста клубенька.

Бобово-ризобиальный симбиоз — специфич-
ное явление: каждое растение-хозяин способно к
симбиозу только с определенным видом ризобий.
Узнавание потенциальными партнерами друг дру-
га происходит на самой ранней стадии взаимодей-
ствия, при этом только в совместимых комбина-
циях происходит развитие симбиоза, а при распо-
знавании бактерии как "чужеродной" симбиоз
блокируется [4—6].

Открытие Nod факторов, их общая структура

Уже самые первые наблюдения за ранними
этапами бобово-ризобиального симбиоза показа-
ли, что стерильная среда, в которой культивиро-
вались ризобий, очищенная от ризобий фильтро-
ванием, способна вызывать деформацию корне-
вых волосков растений [7]. Природа деформи-
рующего вещества долгое время оставалась неиз-
вестной, хотя было ясно, что это не индолилук-
сусная кислота — известный стимулятор роста,
синтезирующийся в растениях, а вещество, спе-
цифичное для бобово-ризобиального симбиоза. В
1982 году Ван Брусель с соавт. [8, 9] возродил
интерес к этой проблеме. Он показал, что способ-
ность к изменению морфологии корней коррелиру-
ет с наличием у бактерий симбиотической плазми-
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Рис. 1. Структура Nod факторов ризобий.

Показаны наиболее важные заместители: ацильная
нередуцирующем конце (С18:1 или С18:4) и

5ды (кольцевой молекулы ДНК), несущей основные ^ ^ З Т п о з и ц Т и ^ н ^ и р ^ е м конце

группа на
варианты

гены, необходимые для развития симбиоза.
Первые вещества из фильтратов бактерий ри-

зобий, индуцирующие скручивания корневых волос-
ков, были выделены в 1990 году из ризобий-
симбионтов люцерны [10]. Они представляют собой
липохитоолигосахариды — тетра- и пентамеры
1,4^-ацетилглюкозамина, О-ацетилированные и
N-ацилированные на нередуцирующем конце и суль-
фатированные на редуцирующем конце. Остаток жир-
ной С16-кислоты имеет две двойные связи в положе-
ниях 2 и 9 — кислотный фрагмент С16:2. Обнаружен-
ные бактериальные молекулы получили название Nod
факторов (от Nodulation — клубенькообразование).

Открытие Nod факторов инициировало активное
их изучение в других видах ризобий. Оказалось, что
все клубеньковые бактерии, в том числе генетически
довольно отдаленные друг от друга, продуцируют ли-
похитоолигосахаридные Nod факторы [4, 5, 11].

Основная структура Nod факторов одинакова:
1,4-олигомер N-ацетилглюкозамина, имеющий N-ациль-
ный заместитель на нередуцирующем конце (рис.1) [12].

Таксономические различия между ризобиями от-
ражаются в химических модификациях основной
структуры Nod факторов. Так, ризобии-симбионты
гороха и-вики производят, в отличие от симбионтов
люцерны, Nod факторы без сульфатной группы и с
другой специфической полиненасыщенной жирной
кислотой — С18:4 [13], a Nod факторы ризобий-
симбионтов сои включают вместо сульфата метилфу-
козу и неспецифическую ацильную цепь С 18:1 — цис-
вакценовую кислоту (наиболее широко распростра-

ненный в ризобиях липид) [14-16] (см. рис.1). Более
того, выяснилось, что именно структурные различия
Nod факторов определяют специфичность ризобий по
отношению к растениям-хозяевам. Так, удаление
сульфатной группы из Nod факторов симбионтов лю-
церны приводит к тому, что они теряют способность
заражать люцерну, но получают возможность инфи-
цировать вику, природные симбионты которой произ-
водят несульфатированные Nod факторы [17]; симби-
онты гороха, получая дополнительную модификацию
Nod факторов в виде фукозы на редуцирующем конце,
приобретают способность инфицировать тропическое
бобовое растение сиратро [18]. Таким образом, струк-
тура Nod факторов является важнейшей детерминан-
той хозяйской специфичности симбиоза.

Индивидуальные бактериальные штаммы ризобий
продуцируют семейства Nod факторов, которые могут
немного различаться по длине молекулярной цепи и
заместителям. Благодаря этому достигаются не только
основные хозяйско-специфические различия между
видами и биотипами ризобий, но и тонкие особенно-
сти, необходимые для оптимального клубенькообразо-
вания на определенных растениях. Способность штам-
мов заражать широкий крут растений-хозяев часто
коррелирует со способностью ризобий производить
смесь различным образом модифицированных Nod
факторов [19, 20]. Так, тропический штамм с очень
широким кругом хозяев Rhizobium sp. NGR234, кото-
рый заражает более 70 родов бобовых культур и небо-
бовое растение Paraspowa, продуцирует семейство Nod
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факторов (более 18). Среди
заместителей в этих факто-
рах — карбамоильные
группы на нередуцирую-
щем конце, метальная
группа в кислотном фраг-
менте, метилфукоза на
редуцирующем конце, ко-
торая может быть либо
О-ацетилирована( либо
О-сульфатирована [19].
Кроме того, профиль Nod
факторов, по-видимому, от-
ражает адаптацию к расте-
ниям-хояевам: ризобии,
принадлежащие к разным
систематическим группам,
но заражающие одно и то же
растение-хозяин, производят
сходные наборы Nod факто-
ров [14, 21].

Важным условием регу-
ляции оптимального клу-
бенькообразования явля-
ется количество Nod фак-
торов. Установлено, что
Nod факторы биологически
активны в концентрациях
10~9—10~12 М. Экспериментальное усиление продук-
ции Nod факторов бактериями не только не приводит
к увеличению количества индуцируемых ими клубень-
ков, но, напротив, вызывает значительное снижение
клубенькообразования [22]. Воздействие на корни
растений Nod факторов в концентрации 10~4 М, кото-
рая на несколько порядков превышает физиологиче-
скую, полностью подавляет авторегуляцию клубенько-
образования, в норме наблюдаемой под влиянием
бактерий и Nod факторов [23]. Таким образом, Nod
факторы стимулируют симбиотические реакции лишь
в очень малых концентрациях, так что их действие
можно отнести к уникальным эффектам сверхмалых
доз. Суммарная биологическая активность Nod факто-
ров на различных растениях-хозяевах определяется их
химической структурой и концентрацией в зоне корня.

Контроль синтеза Nod факторов

Гены, отвечающие за синтез Nod факторов, были
локализованы в симбиотических плазмидах, и было
установлено, что их работа регулируется координиро-
ванно [5, 6]. Запуск работы этих генов индуцируется
флавоноидами, выделяемыми из корней растений-
хозяев соответствующих ризобий (рис.2) [24—28].
Специфические флавоноиды узнаются бактериальным
белком — регулятором транскрипции NodD. Ком-
плекс флавоноид-NodD активирует работу генов син-
теза и секреции Nod факторов [29—31]. К настоящему
времени установлены функции белковых продуктов
большинства этих генов. На рис.3 приведена общая
схема синтеза Nod факторов [4].

Мономерные предшественники синтеза произво-
дятся из фруктозо-6-фосфата под действием глюкоз-
аминсинтазы NodM [32].Основная структура Nod
факторов синтезируется белками NodA, NodB и NodC.
Белок NodC является хитоолигосахарид-синтазой,
синтезирующей олигомеры Nod факторов размером до
5 остатков ацетилглюкозамина [33—35]. Белок NodB

Rhizobium leguminosarum

Хромосома

Рис.2 Схема сигнальных взаимодействий между горохом и его симбиотической клубеньковой
бактерией Rhizobium leguminosarum [12].

Корни растений выделяют специфические флавоноиды, которые в комплексе с бактериаль-
ным белком NodD активируют синтез бактериальных сигнальных молекул — Nod факторов

деацетилирует терминальный нередуцирующий аце-
тилглкжозамин [36], а белок NodA присоединяет жир-
ную кислоту к этому глюкозамину [37, 38].

Следующая группа белков участвует в специфиче-
ской модификации олигосахаридного скелета. Транс-
феразная активность была показана для белков NodL,
NodX, NodH, NodS, NodZ, NoeC, NoeE, NolL.

Известны три О-ацетилтрансферазы, каждая из
которых ацетилирует Nod факторы в определенном
положении: NodL добавляет О-ацетильную группу в
Сб-позицию нередуцирующего конца Nod фактора
[39]; NodX ацетилирует Сб-позицию редуцирующего
конца Nod фактора [40]; NolL ацетилирует фукозный
остаток на Nod факторе (одну из возможных модифи-
каций фактора) [41].

Сульфотрансфераза NodH переносит сульфатную
группу на редуцирующий конец фактора [16]. Донор
сульфата — З'-фосфоаденозин-З'-фосфосульфат
(ФАФС), продуцируется комплексом из белков NodP
(АТФ-сульфурилаза) и NodQ (АФС-киназа) [16, 17].
Другая сульфотрансфераза — NoeE специфически
сульфатирует фукозный заместитель на Nod факторе
[42]. Метильная группа переносится на нередуцирую-
щий конец Nod фактора от S-аденозилметионина
(SAM) N-метилтрансферазой NodS [43, 44].

Белок NodZ присоединяет к редуцирующему концу
N-глюкозамина остаток 2-О-метилфукозы [18, 45, 46].
Предшественник фукозы — ГДФ-фукоза синтезирует-
ся, по-видимому, продуктом гена nolK [46]. Добавле-
ние D-арабинозы к Nod факторам осуществляется
белком NoeC [46].

Белки NodE и NodF, функционирующие соответ-
ственно как кетоацилсинтаза и ацилпереносящий
белок, необходимы для синтеза высоконенасыщенной
ацильной цепи на нередуцирующем конце Nod фак-
тора [13, 38, 47]. Длина молекулярной цепи и степень
насыщенности жирной кислоты определяет меж- ви-
довые и даже внутривидовые различия в хозяйской
специфичности ризобий [48, 49]. Различия в структуре
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Рис. З. Механизм биосинтеза Nod факторов [4].

Показаны функции основных ферментов биосинтеза Nod факторов.

Сокращения: GlcNAc — N-ацетилглюкозамин; ГДФ-фукоза - гуанозиндифосфофукоза; АцетилКоА - ацетил-кофермент А;
ФАФС — З'-фосфоаденозин-З'-фосфосульфат; SAM — S-аденозил-метионин

ацильной цепи, по-видимому, зависят от субстратной
специфичности кетоацилсинтазы NodE [49]. Белок
NodG гомологичен редуктазе и может вовлекаться в
модификацию жирной кислоты [50].

Описанные выше ферменты принимают участие в
синтезе коровой структуры и модификации Nod фак-
торов ризобий. Имеется еще ряд генов, влияющих на
клубенькообразование и хозяйскую специфичность
симбиоза, функции которых связаны с дальнейшей
судьбой синтезированных олигосахаридов и описаны
пока очень неполно.

Большинство секретируемых бактерией Nod мета-
болитов накапливается вначале внутри клеток. Пред-
полагается, что они транспортируются через мембрану
с помощью белков Nodi и NodJ [51]. Эти белки влия-
ют на эффективность секреции Nod факторов и сход-
ны с белками секреции капсульных полисахаридов
грамотрицательных бактерий [52,53]. Белок NodT,
имеющий сходство с белками внешней мембраны,

образующих часть секреторного комплекса, предполо-
жительно вовлекается в секрецию Nod факторов в
комплексе с Nodi и NodJ [54].

Действие Nod факторов на растение-хозяин

Добавление Nod факторов к корням растений в
концентрации 10~8—10~12 М вызывает различные
реакции корневых волосков и клеток внутренней и
внешней коры корня [4, 5]. Некоторые из них, такие
как индукция клеточных делений в корне и преин-
фекционных нитей (см. ниже), очень сходны с реак-
цией корней на инфекцию бактерией, в то время как
другие ответные процессы (массовые деформации
корневых волосков и пр.) характерны именно для
очищенных Nod факторов. Под воздействием Nod
факторов происходит деполяризация мембран корне-
вых волосков [55-57], изменение потоков Н + и Са2+-
ионов через мембрану [58]; индукция течения цито-
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плазмы, деформации корневых волосков и реинициа-
ция полярного роста кончика корня [59]. Nod факто-
ры запускают в работу ряд растительных генов, вклю-
чение которых четко коррелирует с ранними стадиями
симбиоза [60], а также генов флавоноидного биосин-
теза, таких как фенилаланинаммонийлиаза и халкон-
синтаза, что приводит к усилению синтеза растением
флавоноидных индукторов, в свою очередь, активи-
рующих синтез новых Nod факторов [61].

Роль Nod факторов в образовании корневых
клубеньков была убедительно доказана на многих
видах растений. Эти липохитоолигосахариды при воз-
действии на корни в отсутствие бактерий индуцируют
образование примордия клубенька — ткани, где
реинициируются клеточные деления и начинается
рост клубенька [13, 62]. На корнях люцерны
примордий может развиться в полностью сформиро-
ванный «пустой» клубенек, который имеет все ана-
томические и гистологические признаки истинного
клубенька, но не содержит бактерий [62]. У
большинства других растений этого не происходит, и
развитие клубенька тормозится на стадии небольшого
выроста [12]. Исключительная способность люцерны к
образованию «пустых» клубеньков, вероятно, связана
с тем, что существуют некоторые естественные
генотипы люцерны, формирующие корневые
клубеньки при полном отсутствии ризобий и Nod

факторов [63].
Кроме участия в индукции развития клубенька,

митогенные липохитоолигосахариды вызывают обра-
зование структур, названных преинфекционными ни-
тями, — цитоплазматических тяжей, пронизывающих
внешнюю кору корня [64]. При этом клетки коры
корня претерпевают морфологические изменения
(компактизация ядер и миграция их в центр клетки),
которые можно интерпретировать как результат
активации клеточного цикла [65]. В экспериментах на
суспензии клеток люцерны было установлено, что
Nod факторы действительно стимулируют прохожде-
ние клеточного цикла: в клетках усиливается
включение тимидина, увеличивается количество
клеток, находящихся в фазе деления, активируются
гены-маркеры клеточного цикла [66].

Действие Nod факторов, по-видимому, опосредует-
ся другими растительными гормонами. В пользу этого
свидетельствуют следующие факты: эффект индукции
Nod факторами псевдоклубеньков на корнях люцерны
мимикрируется ингибиторами транспорта ауксинов и
флавоноидами [67]; мутанты ризобий, неспособные к
синтезу Nod факторов, восстанавливают способность к
образованию клубеньков после введения в них гена
биосинтеза цитокинина [68]; чувствительность к аук-
синам и баланс между ауксинами и цитокининами
влияют на клубенькообразование у люцерны [69]. Nod
факторы и цитокинин сходным образом стимулируют
деления клеток коры корня и включают некоторые
гены, активные в делящихся клетках [31]. Недавно
было показано, что Nod факторы и индуцируемые
ими флавоноиды вызывают временное ингибирование
транспорта ауксинов в корнях, приводящее к локаль-
ному изменению баланса фитогормонов. В точке
сдвига баланса и возникают клеточные деления, даю-
щие начало зоне роста клубенька [70].

Кроме эффекта ауксинов и цитокининов, широко
описано влияние на клубенькообразование другого
растительного гормона — эндогенного этилена. Эти-
лен подавляет образование клубеньков [71], но в то же

время он является необходимым элементом регуляции
клубенькообразования, так как количество сайтов
инфекции и расположение будущих клубеньков отно-
сительно сосудистых пучков в корне контролируются
этиленом [72, 73].

Таким образом, растительные гормоны участвуют в
регуляции клубенькообразования и для передачи сиг-
нала к делению клеток Nod факторы частично исполь-
зуют те же пути, что и основные гормоны растений.

Липохитоолигосахариды — универсальные регуляторы
роста и развития

Появились данные, позволяющие предположить,
что вещества, сходные по структуре с Nod факторами
и влияющие на процессы дифференцировки клеток,
содержатся в растениях, в том числе и в небобовых, и
даже в организме животных [4, 12]. Об этом свиде-
тельствует, например, тот факт, что введение в расте-
ния табака генов, контролирующих ферменты синтеза
Nod факторов — белков NodB (хитоолигосахарид-
деацетилаза) и NodA (ацилтрансфераза), приводит к
серьезным изменениям в развитии растения: замедля-
ется рост, снижается апикальное доминирование,
наблюдается редукция органов, появляются листья с
измененной морфологией [74]. Представляется вполне
вероятным, что растения содержат субстраты для фер-
ментов, модифицирующих хитиновые остатки, а про-
изводные хитина могут выполнять важные сигнальные
функции в процессе развития растений. Возможным
субстратом для белков NodA и NodB могут быть от-
крытые недавно олигосахаридсодержащие производ-
ные гликопротеинов нуклеопорного комплекса или их
предшественники [75].

Было показано также, что Nod факторы в наномо-
лярных концентрациях способны восстанавливать
нормальное развитие эмбрионов у температурочувст-
вительных соматических эмбриогенных мутантов мор-
кови [76]. Олигомеры хитина не дают такого эффекта,
следовательно, для активности требуется остаток жир-
ной кислоты Nod фактора. Восстановление эмбриоге-
неза достигается также при добавлении 32-kD эндохи-
тиназы моркови [77]. Поскольку хитин и его произ-
водные являются единственными известными субст-
ратами для этого фермента, можно предположить, что
эндохитиназа высвобождает активные Nod факторпо-
добные молекулы путем расщепления более длинных
макромолекул, присутствующих в клетках моркови [76].

Структура Nod факторов, углеродный скелет кото-
рых идентичен короткому фрагменту хитина, может
быть сходной со структурой продуктов расщепления
хитиназой более высокомолекулярных субстратов, но
в то же время позволяет им служить непосредствен-
ным субстратом для хитиназ. Nod факторы действи-
тельно расщепляются растительными хитиназами,
причем их устойчивость к расщеплению зависит от
природы заместителя в углеродном скелете фактора и
от длины полимерной цепи. Декорированные Nod
факторы, несущие сульфатную, ацетильную, фуко-
зильную группы, более устойчивы, чем незамещенные
факторы [78; А.О. Овцына с соавт., неопубликованные
данные].

Субстратная специфичность хитиназ по отноше-
нию к различным образом модифицированным Nod
факторам настолько высокая, что позволяет прово-
дить идентификацию хитиназ по характеру расщепления
ими различных Nod факторов [79].
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Рис. 5. Структура Nod факторов, требуемая для заражения бакте-
риями афганского гороха [86].

Показаны две модификации структуры Nod фактора, необходимые
для придания ризобиям способности к заражению афганского
гороха: фукозил (присоединение контролируется фукозилтрансфе-
разой NodZ) и ацетил (присоединение контролируется ацетил-
трансферазой NodX)

фукозил, соответственно, в Сб-положение редуци-
рующего конца Nod фактора [40, 45]. Следовательно,
для симбиоза с афганским горохом бактериям требу-
ется неспецифическая модификация редуцирующего
конца Nod фактора [86]. Таким образом, путем введе-
ния в бактерии дополнительных генов удалось создать
пары симбионтов, специфически взаимодействующих
друг с другом.

Штаммы ризобий с высокой эффективностью
азотфиксации широко используются для обработки
выращиваемых бобовых культур. Свойство заражать
избранные линии растений является очень важным
для этих штаммов, поскольку оно позволяет вновь
вносимым бактериям избегать конкуренции с мест-
ными почвенными штаммами ризобий, обычно более
конкурентоспособными, но менее эффективными, чем
вносимые. В результате возрастает общая эффектив-
ность фиксации азота бобовыми культурами.

Другой путь — химический синтез Nod факторов
позволяет получать практически неограниченные ко-
личества этих молекул с любыми модификациями.
Тестирование биологической активности синтетиче-
ских Nod факторов и их разнообразных производных
дает возможность проанализировать, каким образом
структура Nod факторов связана с их активностью [87,
88]."К синтетическим Nod факторам могут быть при-
соединены флуоресцентные и фотоактивируемые
группы. Такие маркированные производные Nod фак-
торов открывают новые возможности изучения взаи-
модействия Nod факторов с растениями [4].

Потениальные области применения Nod факторов
ризобий разнообразны. Это использование их как
регуляторов клеточного цикла и морфогенеза в куль-
туре растительных тканей; введение в биопрепараты
как стимуляторов симбиоза; применение в фундамен-

4.
5.

6.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

тальных научных исследованиях как средства
для изучения путей передачи сигналов в клетках
и поиска сходных с Nod факторами регулятор-
ных хитиноподобных молекул в растениях и
животных. В качестве одного из способов поис-
ка предлагается радиоактивное мечение возмож-
ных хитоолигосахаридных субстратов в исследуе-
мых тканях с помощью трансфераз, модифици-
рующих ризобиальные Nod факторы [4].

Дальнейшее изучение и использование Nod
факторов ризобий представляется весьма пер-
спективным, поскольку эти биологически ак-
тивные молекулы, помимо уже известных их
специфических сигнальных функций на ранних
этапах симбиоза и запуска процесса формиро-
вания клубеньков бобовых растений, могут вы-
полнять роль регуляторных молекул более ши-
рокого спектра действия, влияющих на морфо-
генез растений и животных.
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