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В результате взаимодействия бобовых растений с почвенными бактериями (ризобиями)  
на их корнях образуются азотфиксирующие клубеньки. В основе развития клубенька лежит об-
мен сигнальными молекулами, благодаря которому происходит скоординированная экспрессия 
генов обоих партнеров. Процесс сопровождается дифференцировкой как растительных клеток, 
так и бактериальных. Это приводит к формированию инфицированных растительных клеток, 
заполненных специализированными для азотфиксации формами ризобий — бактероидами. Бакте-
роид отделен от цитоплазмы растительной клетки перибактероидной мембраной, образуя орга-
неллоподобную структуру — симбиосому (A.V. Tsyganova с соавт., 2017). Главная функция сим-
биотического клубенька заключается в создании микроаэрофильных условий для функционирова-
ния в ризобиях основного фермента азотфиксации — нитрогеназы, которая крайне чувствительна 
к кислороду. В то же время следует отметить, что азотфиксирующие клубеньки отличаются вы-
сокой степенью продукции активных форм кислорода (АФК) и азота (АФА). Они образуются в 
результате автоокисления леггемоглобина в цитоплазме, окисления нитрогеназы и ферредоксина 
в симбиосомах, функционирования транспортных цепей электронов в митохондриях, симбиосо-
мах, пероксисомах (C. Chang с соавт., 2009). АФК и АФА также вовлечены в различные сиг-
нальные пути, поэтому антиоксидантная система в клубеньке должна поддерживать их концен-
трацию на определенном уровне (C.W. Ribeiro с соавт., 2015). Большинство антиоксидантов, 
присутствующих в других органах растений, обнаруживаются и в клубеньках, однако в большей 
концентрации, что, вероятно, связано с высокой интенсивностью процессов, ассоциированных с 
биологической азотфиксацией. Это ферменты супероксиддисмутаза, аскорбатпероксидаза, глутати-
онпероксидаза, пероксиредоксины и ряд других, а также неферментативные элементы, в первую 
очередь аскорбиновая кислота и глутатион, присутствующие в клубеньке в миллимолярных концен-
трациях (M. Becana с соавт., 2010). Кроме того, у представителей семейства Fabaceae обнаружен 
уникальный гомолог глутатиона — гомоглутатион, способный не только выполнять сходные функ-
ции, но также проявлять специфичность действия. До сих пор не ясно, почему некоторые бобовые 
приобрели способность синтезировать два различных тиоловых соединения и нуждаются в двойном 
механизме регуляции клеточного цикла, включающем его активацию глутатионом и ингибирование 
цитокинеза гомоглутатионом (T. Pasternak с соавт., 2014). В настоящее время показано, что увели-
чение количества глутатиона приводит к повышению эффективности фиксации азота, тогда как 
аналогичных данных для гомоглутатиона не получено. Поскольку для функционирования клубенька 
необходим баланс в соотношении глутатиона и гомоглутатиона, повышение азотфиксации за счет 
модификации содержания этих тиолов представляется нетривиальной задачей. Более того, необ-
ходимо учитывать влияние других компонентов антиоксидантной системы. Следует отметить, что 
в функционировании азотфиксирующего клубенька важную роль играют и антиоксиданты ризобий 
(C.W. Ribeiro с соавт., 2015). В настоящем обзоре мы рассмотрели основные компоненты расти-
тельной антиоксидантной системы в клубеньке. Более глубокое понимание механизмов ее функцио-
нирования необходимо для повышения эффективности биологической азотфиксации.  
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Для формирования азотфиксирующего клубенька необходима реа-
лизация двух специфических программ развития, одна из которых отвеча-
ет за его морфогенез, вторая — за образование инфекционных нитей (ту-
булярных структур, посредством которых ризобии проникают внутрь кор-
ня) (1, 2). В ответ на выделение бобовыми растениями флавоноидов ризо-
бии продуцируют Nod-факторы (липохитоолигосахариды из остатков N-
ацетилглюкозамина и жирной кислоты разной длины и степени ненасы-
щенности), которые воспринимаются LysM-рецептор-подобными киназа-
ми растений (3). Nod-факторы запускают обе программы развития, однако 
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для их успешной реализации нужны дополнительные компоненты (4). 
Одновременно с развитием инфекционных нитей закладывается 

клубеньковый примордий, что связано с митотической реактивацией, де-
дифференцировкой и пролиферацией клеток (5). В недетерминированных 
клубеньках, характеризующихся наличием стабильной апикальной мери-
стемы, деления происходят во внутренней коре, эндодерме корня и пери-
цикле (5). Продолжительное функционирование меристемы, обеспечива-
ющей рост и постоянное обновление азотфиксирующей ткани, ведет к 
формированию зональности. В недетерминированном клубеньке можно 
выделить меристему, зоны инфекции, азотфиксации и старения (6). Лишь 
ограниченное число эволюционно продвинутых бобовых растений из под-
семейства мотыльковых (Papilionoideae), триб Trifolieae (клевер, люцерна) и 
Vicieae (горох, вика) формируют недетерминированные клубеньки. В то же 
время у многих мотыльковых, например у сои, фасоли (триба Phaseoleae) и 
лядвенца (триба Loteae), из клеток наружной коры образуются детермини-
рованные клубеньки с меристемой, функционирующей ограниченное вре-
мя (6). После ее исчезновения рост клубенька и обновление азотфиксиру-
ющей ткани прекращаются, в центральной части не выявляется зональ-
ность. Инфицированные ризобиями растительные клетки как в недетер-
минированных, так и в детерминированных клубеньках проходят несколь-
ко циклов эндоредупликации, что сопровождается значительным увеличе-
нием их размеров, в результате чего они становятся способными к запол-
нению многочисленными бактероидами (7). Дифференцировка бактерои-
дов в недетерминированных клубеньках представляет собой последова-
тельный процесс (8), сопровождается амплификацией всего генома и уве-
личением их размера. При этом бактерии теряют способность к размно-
жению, то есть дифференцировка носит необратимый характер. Бактерои-
ды в детерминированных клубеньках сопоставимы со свободноживущими 
бактериями по количеству геномной ДНК, размеру клеток и способности 
к размножению (9). 

Таким образом, азотфиксирующие клубеньки формируются в ре-
зультате многоступенчатой дифференцировки обоих симбиотических парт-
неров. На каждом из этих этапов важную роль играет окислительно-восста-
новительный баланс клетки. В его поддержание в клубеньке вовлечены ак-
тивные формы кислорода (АФК) и азота (АФА), а также компоненты анти-
оксидантной защиты растительного и бактериального партнеров. 

Принципиальное значение системы антиоксидантной защиты обу-
словлено, с одной стороны, чувствительностью основного фермента фикса-
ции атмосферного азота, нитрогеназы, к кислороду, с другой — многочис-
ленными процессами, способствующими образованию АФК и АФА, в 
азотфиксирующих системах. Так, синтез супероксид радикала (O2

) и пе-
роксида водорода (H2O2) ассоциирован с высокой дыхательной активно-
стью, необходимой для поддержания эффективной азотфиксации, авто-
окислением кислородсодержащих форм леггемоглобина и окислением не-
которых белков с сильным восстановительным потенциалом (нитрогеназы, 
ферредоксина, гидрогеназы). Монооксид азота (NO) продуцируется в ин-
фицированных клетках функционирующих клубеньков (10) нитратредукта-
зами бактериального и растительного происхождения (11, 12), а также за 
счет растительной NO-синтазной активности (13). Пероксинитрит (ONOO) 
может образовываться посредством реакции между О2

 и NO. Антиоксидан-
ты предотвращают развитие окислительного и нитрозирующего стрессов в 
клубеньке, модулируя концентрации АФК и АФА и тем самым позволяя им 
выполнять различные функции в метаболизме, а также в сигнальных взаи-
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модействиях, в том числе при образовании клубеньков (14-16).  
Предотвращение окислительного стресса в растительных клетках 

обеспечивается комплексным механизмом. От прооксидантов защищают 
многочисленные ферменты, такие как аскорбатпероксидаза, глутатионпе-
роксидаза (glutathione peroxidase, Gpx), каталаза, пероксиредоксин (perox-
iredoxin, Prx) и супероксиддисмутаза (superoxide dismutase, SOD). Редокс-
контроль активности белков осуществляют тиоредоксин (thioredoxin, Trx) и 
глутаредоксин (glutaredoxin, Grx) (17, 18). Неферментативные молекулы, 
способные выступать в качестве прямых антиоксидантов, регулируют окис-
лительно-восстановительный потенциал клетки, влияя на сигнальные кас-
кады, клеточный цикл, синтез различных метаболитов. В отличие от жи-
вотных клеток, где основным неферментативным антиоксидантом служит 
глутатион (glutathione, GSH), у растений функцию восстановления перок-
сида водорода берет на себя аскорбиновая кислота (ascorbate, ASC). Одна-
ко GSH выполняет здесь ряд уникальных функций, не позволяющих за-
менить его другим тиолом или антиоксидантом (19-21). 

В процессе становления симбиоза микросимбионты также должны 
справляться с постоянно колеблющимся содержанием АФК и АФА. Ризо-
бии используют различные стратегии, чтобы модулировать количество этих 
молекул, в том числе ингибирование их синтеза и детоксикацию, а также 
регулирование активности своих ферментов (15). Во время колонизации и 
бактериальной дифференцировки необходима слаженная работа антиокси-
дантных систем партнеров для запуска сигнального каскада, активируемого 
АФК и АФА. От этого баланса зависит не только успешное развитие, но и 
дальнейшее функционирование клубенька. Показано, что АФК участвуют 
также в процессах старения микро- и макросимбионта (22-25). 

Целью настоящего обзора стало обобщение современных представ-
лений о работе растительной антиоксидантной системы на различных эта-
пах становления и развития бобово-ризобиального симбиоза, описание но-
вых компонентов этой системы. Особое внимание уделено выявленным к 
настоящему моменту различиям в функциях глутатиона и гомоглутатиона.  

Неферментативные антиоксиданты. Положительная корре-
ляция между содержанием GSH и ASC, активностью ферментов, участву-
ющих в аскорбат-глутатионовом цикле, и эффективностью фиксации азо-
та в клубеньках позволила предположить важность этих антиоксидантов 
для азотфиксирующего симбиоза (14, 23, 26-29).  

(Гомо)глутатион. Тиоловый трипептид GSH — водорастворимый 
антиоксидант и окислительно-восстановительный буфер растений, вовле-
ченный в процессы регуляции клеточного цикла и развития, в транспорт и 
хранение серы, в реакции на стресс и детоксикацию тяжелых металлов 
(30). Глутатион существует в клетке в двух основных стабильных формах: 
восстановленной GSH и окисленной, представляющей собой дисульфид 
(glutathione disulfide, GSSG). В оптимальных условиях соотношение восста-
новленной и окисленной форм GSH:GSSG в большинстве клеточных ком-
партментов растения довольно высокое. Субоптимальные внешние условия 
приводят к сдвигу этого соотношения за счет накопления GSSG, что может 
вызывать изменения в восприятии или передаче стрессовых сигналов. В 
отличие от многих других редокс-пар (например, NADP+/NADPH), в слу-
чае GSH и GSSG окислительно-восстановительный потенциал GSH зави-
сит не только от изменения соотношения этих форм, но и от абсолютной 
концентрации GSH. Так, даже если значение GSH:GSSG остается неиз-
менным, уменьшение концентрации GSH приводит к увеличению окисли-
тельно-восстановительного потенциала (31). 
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Синтез GSH включает две АТФ-зависимые стадии. Первая лими-
тирующая реакция образования γ-Глу-Цис из глутамата и цистеина ката-
лизируется γ-глутамилцистеинсинтетазой (γ-glutamylcysteine synthase, γ-ECS), 
которая кодируется геном GSH1. Вторая стадия синтеза GSH из γ-Глу-Цис и 
глицина катализируется глутатионсинтетазой (glutathione synthetase, GSHS; 
ген GSHS). У представителей семейства Fabaceae обнаружен гомолог GSH — 
гомоглутатион (homoglutathione, hGSH), у которого глицин заменен на β-
аланин (27, 32, 33). Синтез hGSH осуществляет гомоглутатионсинтетаза 
(homoglutathione synthetase, hGSHS), кодируемая геном hGSHS. Мутант 
Arabidopsis, нокаутированный по гену GSH1, летален на стадии эмбриона 
(34), по гену GSHS — на стадии проростка (35). Исследования методами 
внутриклеточного фракционирования и иммунолокализации в клубеньках 
показали, что γ-ECS находится в пластидах, в то время как GSHS и 
hGSHS — преимущественно в цитозоле (36, 37). Однако до сих пор не 
были получены мутанты бобовых, нокаутированные только по одному из 
генов — hGSHS или GSHS, что позволило бы определить степень взаимо-
заменяемости этих тиолов и, возможно, различия в их функциях. 

Существенная роль GSH и (или) hGSH в клубенькообразовании 
была продемонстрирована для люцерны (Medicago truncatula) с использо-
ванием антисмысловых конструкций к GSHS и hGSHS, а также тран-
скриптомного анализа растений с пониженным содержанием (h)GSH в 
результате обработки L-бутионин-[S-R]-сульфоксимином, специфически 
ингибирующим биосинтез (h)GSH. На начальных стадиях клубенькообра-
зования у растений с пониженным синтезом обоих тиолов наблюдалось 
увеличение степени экспрессии генов, регулируемых салициловой кисло-
той (38). Активация этих генов, вероятно, опосредована редокс-чувстви-
тельным белком NPR1, подавляющим деформацию корневых волосков и 
экспрессию нодулинов. Неактивный NPR1 локализуется в цитоплазме и 
представляет собой олигомерную форму, образующуюся за счет реакции с 
S-нитрозоглутатионом. Мономеризация NPR1, катализируемая Trx, де-
маскирует сигнальный мотив ядерной локализации, позволяя этому белку 
транспортироваться в ядро, где он взаимодействует с редокс-чувствитель-
ными транскрипционными факторами (39). Следовательно, на ранних эта-
пах взаимодействия необходимым условием становится наличие опреде-
ленного пула (h)GSH в растительных клетках для ингибирования сали-
цилат-индуцируемых защитных механизмов и колонизации ризобиями 
растения-хозяина (40). Снижение синтеза (h)GSH заметно сокращало чис-
ло клубеньков и снижало экспрессию генов ранних нодулинов MtENOD12 
и MtENOD40, которые служат генными маркерами формирования клу-
беньков. В то же время как в контроле, так и в растениях со сниженным 
содержанием тиолов не наблюдалось изменений в количестве сайтов ин-
фекции в корнях, что подтверждалось сходной степенью экспрессии мар-
керного гена инфекционного процесса Rip1.  

Ингибирование процесса формирования клубеньков сопровожда-
лось уменьшением числа боковых корней (41). Было показано, что GSH 
необходим для деления клеток в кончике корня (42), а его количество ре-
гулирует переход клеток из G1- в S-фазу клеточного цикла. Перемещение 
GSH в ядро в фазу G1 сильно влияет на окислительно-восстановительное 
состояние цитоплазмы и экспрессию редокс-чувствительных генов. После-
дующее увеличение тотального клеточного пула GSH выше уровня, наблю-
даемого в G1, необходимо для продвижения клетки к S-фазе цикла (43, 44). 
Вероятно, именно GSH стимулирует меристематическую активность и в 
клубеньках, что коррелирует с максимумом концентрации GSH в клу-
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беньке в меристеме и зоне инфекции (45). Возможно, что в зоне инфек-
ции флуктуации пула GSH в цитоплазме и ядре могут регулировать повто-
ряющиеся раунды эндоредупликации инфицированных клеток, а также 
необратимую дифференцировку бактероидов.  

С использованием специфичного для зоны азотфиксации клубень-
ка промотора гена, кодирующего цистеин-богатый пептид (NCR001), была 
исследована роль (h)GSH в зрелых клубеньках M. truncatula (46). Показа-
но, что сверхэкспрессия GSH1 в зоне азотфиксации приводила к увеличе-
нию содержания GSH, но не hGSH, что коррелировало с повышением 
эффективности фиксации азота. Снижение экспрессии гена GSH1 с по-
мощью РНК-интерференции приводило к уменьшению эффективности 
фиксации азота, содержания (h)GSH, размера клубеньков и экспрессии 
генов TrxS1 (кодирует Trx) и LEG (кодирует леггемоглобин). В таких клу-
беньках количество транскриптов гена GSHS резко повышалось по сравне-
нию с контролем, в то время как экспрессия гена hGSHS не изменялась. 
Недавно было показано, что TrxS1 контролирует дифференцировку бакте-
роидов через окислительно-восстановительное состояние цистеин-богатого 
пептида NCR335 (47). При анализе пространственной локализации тран-
скриптов экспрессия гена GSH1 наблюдалась в меристеме, зоне инфекции 
и начале зоны азотфиксации, hGSHS — в коре и проводящих пучках, 
GSHS — в коре и зоне азотфиксации. Это служит еще одним подтвержде-
нием важной роли GSH для функционирования меристематических и азот-
фиксирующих клеток и дифференцировки клеток в зоне инфекции. Также 
вероятно, что в клетках коры оба тиола играют важную роль в поддержа-
нии кислородного барьера клубенька (46). 

На 73 видах, представляющих 3 подсемейства, было изучено рас-
пространение (h)GSH в семействе Fabaceae (48). Показано, что hGSH от-
сутствует у представителей подсемейств Caesalpinioideae, встречается у двух 
видов Mimosoideae, а в подсемействе Papilionoideae присутствует у предста-
вителей клады Старого Света. (h)GSH характеризовались тканеспецифич-
ным распределением. Cодержание hGSH чаще всего было выше в листьях 
и корнях, GSH — в семенах, что может отражать разницу в функциях 
обоих тиолов. В то же время у видов, формирующих и не формирующих 
азотфиксирующие клубеньки, распределение hGSH не различалось, то есть 
накопление hGSH в корнях не связано с клубенькообразованием (48).  

Ранее при изучении M. sativa было показано, что GSH ассоциирован 
с меристематическими клетками, активацией клеточного цикла и индукци-
ей соматического эмбриогенеза, тогда как hGSH — с дифференцированны-
ми клетками и пролиферацией эмбриона. Так, соотношение hGSH:GSH ока-
залось самым низким в корневой меристеме и наибольшим — в полностью 
дифференцированных органах (зрелые листья и зона растяжения корня). 
Предполагалось, что изменения в hGSH/GSH происходят во время де-
дифференцировки и (или) активации клеточного цикла, что приводит к 
переходу от дифференцированных клеток к делящимся (49). Как уже от-
мечалось, именно эти процессы запускаются при образовании клубенько-
вого примордия. У M. sativa в формируемых клубеньках (по сравнению с 
листьями и корнями) GSH становится основным тиольным соединением. 
При этом изменения соотношения тиолов обратимы: в культуре клеток 
после развития соматических эмбрионов и дифференцировки соотношение 
hGSH:GSH снова увеличивалось, а в клубеньках содержание hGSH росло 
по мере дифференцировки тканей (45). Вероятно, локальные изменения 
количества фитогормонов, связанные с программами развития и (или) вли-
янием окружающей среды, могут регулировать экспрессию hGSHS или ак-
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тивность GSHS и, следовательно, приводить к наблюдаемым закономер-
ностям распределения hGSH и GSH. 

Действительно, экспрессия генов GSHS и hGSHS не только сильно 
варьирует в зависимости от вида бобового растения и ткани, но и по-
разному регулируется в ответ на различные сигнальные молекулы или 
стрессовые условия. Например, у M. truncatula экспрессия hGSHS может 
быть детектирована в корнях и клубеньках, GSHS — во всех тканях расте-
ния (50). При этом в корнях M. truncatula экспрессия GSH1 и GSHS, но не 
hGSHS индуцируется окисью азота (51). У лядвенца (Lotus japonicus) GSHS 
обнаруживается только в клубеньках, а hGSHS — также в листьях и кор-
нях (33). В корнях L. japonicus GSHS активируется ауксинами, цитокини-
нами и полиаминами, тогда как экспрессия hGSHS остается неизменной 
(14). При добавлении экзогенного пероксида водорода в клубеньках фасоли 
увеличивалась экспрессия генов GSH1 и hGSHS, в то время как CdCl2, NaCl 
или жасмоновая кислота не вызывали такого эффекта (52). При длительной 
обработке хлоридом кадмия мутанта гороха (Pisum sativum) SGECdt (53), 
устойчивого к кадмию, наблюдалось небольшое снижение экспрессии ге-
нов GSH1 и GSHS, тогда как экспрессия hGSHS увеличивалась в корнях 
растений как мутантного, так и дикого фенотипа типа (54). Анализ полу-
ченных данных позволил предположить наличие специфических цис-
регуляторных элементов в промоторной области GSHS и hGSHS и (или) 
различные регуляторные механизмы для генов GSHS и hGSHS (14). 

Синергизм фитогормонов и окислительного стресса играет важную 
роль в контроле роста и развития растений (55), а GSH и hGSH могут опо-
средовать такой контроль у бобовых. Клубенькообразование — энергоза-
тратный процесс. Интеграция метаболизма окислительного стресса и кле-
точного цикла позволяет избежать нежелательного расхода энергии, отделяя 
защитные механизмы от процессов деления и дифференцировки клеток. 

Таким образом, выявлена важная роль (h)GSH в развитии и функ-
ционировании симбиотических клубеньков. Тем не менее, остается недо-
статочно изученной специфичность действия GSH и hGSH в различных 
тканях клубенька и на разных стадиях его развития. Многие данные полу-
чены на основе анализа единичных видов растений. Кроме того, суще-
ственная разница наблюдается между видами, формирующими недетерми-
нированные (табл. 1) и детерминированные (табл. 2) клубеньки. 

1. Синтез и распределение глутатиона GSH и гомоглутатиона (h)GSH в орга-
нах и тканях клубенька у бобовых растений, формирующих недетерминиро-
ванные клубеньки (36, 45, 46, 48, 50, 89) 

Тиол, ген, 
фермент 

Семена Листья Корни 

Клубеньки 

целый 
зоны  

К ПП 
М (I) И (II) I + II А С 

Р а с п р е д е л е н и е  т и о л о в  
GSH + + + + ? ? +а +а +а ? ? 
hGSH 1 1 +2 +2 ? ? +а +а +а ? ? 

Э к с п р е с с и я  г е н о в  т и о л о в о г о  с и н т е з а  и  л о к а л и з а ц и я  т р а н с к р и п т о в  
GSH1 ? + + + +а +а ? +а ? * +а 
GSHS ? + + + +а +а ? +а ? +а +а 
hGSHS ? + + + +а * ? +а ? +а +а 

А к т и в н о с т ь  ф е р м е н т о в  т и о л о в о г о  с и н т е з а  
γ-ECS ? + + + ? ? +а +а +а ? ? 
GSHS ? + + + ? ? +а +а +а ? ? 
hGSHS ?  + +2 ? ? +а +а +а ? ? 
П р и м е ч а н и е. М — меристема, И — зона инфекции, А — зона азотфиксации, С — зона старения, К — 
кора, ПП — проводящие пучки; «+» — детектируется, «» — не детектируется, «?» — нет данных, 1 — мо-
жет присутствовать в следовых количествах или быть основным тиолом у видов из трибы Trifolieae, 2 — не 
обнаружен у Vicia faba и Lupinus albus, а — данные получены для растений только одного вида. Описание 
генов и ферментов см. в тексте статьи. 
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2. Синтез и распределение глутатиона GSH и гомоглутатиона (h)GSH в орга-
нах и тканях клубенька у бобовых растений, формирующих детерминирован-
ные клубеньки (27, 36, 45, 48, 89, 91) 

Тиол, ген, 
фермент 

Семена Листья Корни
Клубеньки 

ЦК АТ К ПП Ц П М Б 
Р а с п р е д е л е н и е  т и о л о в  

GSH +/ 2 +/2 +1, 2 +а +а ? +а ? +а +а 
hGSH + +2 + + +а +а ? +а ? +а +2, а 

Э к с п р е с с и я  г е н о в  т и о л о в о г о  с и н т е з а  и  л о к а л и з а ц и я  т р а н с к р и п т о в  
GSH1 ? +а +а +а ? ? ? ? ? ? ? 
GSHS ? +а +а +а ? ? ? ? ? ? ? 
hGSHS ? +а +а +а ? ? ? ? ? ? ? 

А к т и в н о с т ь  ф е р м е н т о в  т и о л о в о г о  с и н т е з а  
γ-ECS ? ? ? + + + ? +/ + -2 + 
GSHS ? 2 + +3 + + ? 2 +4 -2 + 
hGSHS ? +2 + +2 + + ? +2    
П р и м е ч а н и е. ЦК — целый клубенек, АТ — азотфиксирующая ткань, К — кора, ПП — проводящие 
пучки, Ц — цитозоль, П — пластиды, М — митохондрии, Б — бактероиды; «+» — детектируется, «» — 
не детектируется, «+/» — следовые количества, «?» — нет данных. 1 — GSH бактериального происхожде-
ния, 2 — исключение Vigna unguiculata, 3 — исключение Vigna radiata, 4 — контаминация из бактероидов, а — 
данные получены для растений только одного вида. Описание генов и ферментов см. в тексте статьи. 

 

Различия имеются и 
между видами, образующими 
один тип клубеньков (см. табл. 
2, 3). Тем не менее, можно за-
метить некоторые тенденции. 
Так, недетерминированные клу-
беньки обычно содержат GSH 
как основной растворимый три-
пептид, тогда как hGSH — на-
иболее распространенный три-
пептид в детерминированных 
клубеньках (45). 

Аскорбиновая кислота. 
Это мощный водорастворимый 

антиоксидант, действующий напрямую и как часть аскорбат-глутатионового 
цикла. Она присутствует в концентрации 1-2 мМ в клубеньках (56), 5-
25 мМ — в листьях и 25-50 мМ — в хлоропластах (57), что согласуется с 
ее многочисленными важными функциями. Окислительно-восстановитель-
ное состояние ASC (ASC + дегидроаскорбиновая кислота) регулирует кле-
точный цикл (58), играет важную роль в восприятии стрессовых сигналов 
в апопласте и их передаче в цитоплазму. ASC также служит косубстратом 
для нескольких диоксигеназ, участвующих в гидроксилировании пролина 
и биосинтезе флавоноидов и гормонов — этилена, гибберелловой и абсци-
зовой кислот (59). Важность ASC для растений подтверждается отсутстви-
ем известных мутантов, полностью дефектных по синтезу ASC (60). ASC 
синтезируется главным образом через D-маннозный/L-галактозный путь 
Смирнова-Уилера, включающий многочисленные и сложные последова-
тельные ферментативные реакции, из которых завершающая катализиру-
ется митохондриальной L-галактоно-1,4-лактон дегидрогеназой (61).  

При исследовании клубеньков P. sativum было показано, что с воз-
растом содержание ASC в них падает, при этом коррелируя с уменьшени-
ем количества GSH и нитрогеназной активности (23). Предполагалось, что 
ASC не синтезируется de novo в клубеньках, а импортируется из побегов 
или корней через проводящую систему (23), но позднее было показано, 
что в клубеньках L. japonicus экспрессируются гены, кодирующие фермен-
ты биосинтеза ASC, включая ген GalLDH, кодирующий L-галактоно-1,4-

3. Синтез и распределение глутатиона GSH 
и гомоглутатиона (h)GSH в органах и ми-
тохондриях у Vigna unguiculata, формирую-
щей детерминированные клубеньки (36, 45) 

Тиол, 
фермент 

Листья Корни Клубеньки Митохондрии 

Р а с п р е д е л е н и е  т и о л о в  
GSH + + + ? 
hGSH  + +/ ? 
А к т и в н о с т ь  ф е р м е н т о в  т и о л о в о г о  с и н т е з а  
γ-ECS ? ? + + 
GSHS + + + + 
hGSHS  +   
П р и м е ч а н и е. «+» — детектируется, «» — не детекти-
руется, «+/» — следовые количества, «?» — нет данных. 
Описание ферментов см. в тексте статьи. 
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лактон дегидрогеназу. Активный фермент локализуется в митохондриях 
фасоли (Phaseolus vulgaris). При исследовании клубеньков четырех видов 
бобовых — люцерны (M. sativa), гороха (P. sativum), фасоли (P. vulgaris) и 
лядвенца (L. japonicus) была выявлена повышенная активность L-галактоно-
1,4-лактон дегидрогеназы и цитозольной аскорбатпероксидазы, но пони-
женное содержание ASC в клубеньках по сравнению с другими частями 
растений (62). С использованием FISH показано, что мРНК GalLDH пре-
имущественно локализуется в клетках из зоны азотфиксации в клубеньках 
M. sativa и в азотфиксирующих клетках центральной части клубенька у L. jap-
onicus. В этих клетках также отмечали максимальное содержание L-галак-
тоно-1,4-лактон дегидрогеназы и ASC. В то же время активность фермента 
была одинакова в апексе (меристеме и зоне инфекции) и зоне азотфикса-
ции при различиях в количестве мРНК, что указывает на посттрансляци-
онную регуляцию (62). О наличии посттранскрипционной регуляции сви-
детельствует тот факт, что при влиянии различных стрессовых факторов 
на клубеньки фасоли (обработка солями кадмия, NaCl, пероксидом водо-
рода и жасмоновой кислотой) изменялось содержание ASC, однако актив-
ность L-галактоно-1,4-лактон дегидрогеназы оставалась неизменной (52). 
Старение симбиотических клубеньков, вероятно, сопровождается выклю-
чением пути биосинтеза ASC, что подтверждается снижением активности 
L-галактоно-1,4-лактон дегидрогеназы и содержания ASC.  

Концентрация ASC в клетках регулируется степенью его окисления 
и деградации. ASC окисляется до монодегидроаскорбиновой кислоты или 
дегидроаскорбиновой кислоты во время удаления пероксида водорода в 
аскорбат-глутатионовом цикле в цитозоле, хлоропластах и некоторых дру-
гих органеллах. В апопласте ASC окисляется до монодегидроаскорбиновой 
кислоты аскорбатоксидазой (63). Обработка растений фасоли жасмоновой 
кислотой (известноое стресс-ассоциированное соединение) приводила к 
трансляционной активации аскорбатоксидазы и посттрансляционному ин-
гибированию дегидроаскорбатредуктазы в клубеньках, что, вероятно, уси-
ливает окисления в апопласте и инициирует сигнал, с помощью которого 
клубеньки могут воспринимать и отвечать на стресс (52).  

Ферментативные  антиоксиданты. Аскорбат-глутатионовый 
цикл. В этом цикле участвуют аскорбатпероксидаза, монодегидроаскорба-
тредуктаза, дегидроаскорбатредуктаза и глутатионредуктаза. Регуляция  
субклеточных изоформ каждого из этих ферментов, которые обнаружены в 
цитозоле, пластидах, митохондриях и пероксисомах, осуществляется с уче-
том содержания и интенсивности синтеза ASC и GSH в этих органеллах в 
норме и при стрессе. Каждая изоформа может дифференцированно реаги-
ровать на сигналы, ассоциированные со стрессом или процессом развития. 
Регуляция различных изоформ ферментов аскорбат-глутатионового цикла 
крайне важна для поддержания окислительно-восстановительного баланса 
в растении при абиотических и биотических стрессах (64). 

В клубеньках аскорбат-глутатионовый путь выявлен 30 лет назад (56). 
Позднее было проведено сравнение активности вовлеченных в него фермен-
тов в клубеньках сои (Glycine max), сформированных эффективными и неэф-
фективными штаммами у трех различных генотипов, а также в клубеньках у 
исходного эффективного и мутантного неэффективного генотипов M. sativa 
(26). Более высокую активность в эффективных клубеньках показали для всех 
четырех ферментов (аскорбатпероксидазы, монодегидроаскорбатредуктазы, 
дегидроаскорбатредуктазы и глутатионредуктазы) у обоих изученных видов. 
Также в эффективных клубеньках по сравнению с неэффективными наблю-
далось повышенное содержание GSH и hGSH. В то же время для ASC та-



886 

кой корреляции не наблюдали. Транскриптомный анализ выявил высокий 
уровень экспрессии генов, кодирующих компоненты аскорбат-глутатио-
нового пути в клубеньках (65). Следовательно, аскорбат-глутатионовый 
путь — один из основных механизмов их антиоксидантной защиты (26). 

В аскорбат-глутатионовом цикле из GSH образуется GSSG, что из-
меняет соотношение GSH:GSSG. Некоторые другие метаболические пути 
также могут связывать доступность оксидантов и изменения в соотноше-
нии GSH:GSSG, влияя на сигналинг через регуляцию тиол-дисульфидного 
статуса белков. Ключевые участники этих реакций — Prx, Gpx, Trx и Grx. 
Некоторые глутатион-S-трансферазы (glutathione S-transferase, GST) тоже 
могут использовать GSH для восстановления органических гидроперокси-
дов, другие — генерировать GSSG, катализируя, вероятно, деглутатиони-
лирование цистеиновых остатков белков (66). Роль этих процессов в фор-
мировании и функционировании азотфиксирующего клубенька до сих пор 
недостаточно изучена. 

Тиоловые пероксидазы и редоксины. Тиоловые пероксидазы (Gpx и 
Prx) — небольшие белки, не имеющие гема и катализирующие восстанов-
ление H2O2 или гидроперекисей алкила (ROOH) до воды или соответству-
ющих спиртов (ROH) с использованием преимущественно Trx в качестве 
донора электронов. Trx содержат консервативный сайт взаимодействия 
(Три-Цис-Гли-Про-Цис), который способен восстанавливать дисульфидные 
мостики белков-мишеней (67). В качестве донора электронов также могут 
выступать Grx, имеющие сходные с Trx функции; их восстановление проис-
ходит за счет GSH (21). Gpx, Prx и Trx кодируются мультигенными семей-
ствами, а соответствующие изоформы имеют различную субклеточную ло-
кализацию (цитозоль, пластиды и митохондрии) (14). 

У L. japonicus идентифицированы шесть генов, кодирующих Gpx. 
Два из них, LjGpx1 и LjGpx3, кодирующие Trx-зависимые фосфолипидные 
гидропероксидазы, активно экспрессируются в клубеньках. Иммунолокали-
зация выявила присутствие Gpx вокруг гранул крахмала в амилопластах в 
инфицированных и неинфицированных клетках клубеньков L. japonicus, а 
также при инфицировании M. sativa, что может указывать на образование 
пероксида водорода и в амилопластах (68). Позднее с использованием in situ 
гибридизации показали высокое содержание мРНК LjGpx1 и LjGpx3 в зоне 
инфекции, а для LjGpx3 — и в клетках коры клубенька. Иммунолокализа-
ция выявила LjGpx1 в амилопластах и ядрах инфицированных клеток, в 
клетках коры и проводящих пучках. LjGpx3 преимущественно локализова-
лась в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР), цитозоле и ядрах (69). На 
основании комплементационных экспериментов с дрожжами был сделан 
вывод, что LjGpx1 и LjGpx3 защищают клетки от окислительного и солево-
го стресса и повреждения мембран. 

В клубеньках P. sativum выявлены цитозольная изоформа Prx (PrxIIA), 
количество которой снижалось с возрастом клубенька, и митохондриаль-
ная изоформа (PrxIIF), содержание которой не изменялось. Количество 
PrxIIA уменьшалось при экзогенной обработке ASC молодых клубеньков 
и увеличивалось — при обработке старых, при этом содержание PrxIIF 
оставалось неизменным в обоих случаях (70). Протеомный анализ позво-
лил идентифицировать в клубеньках М. truncatula, L. japonicus и P. vulgaris 
изоформы PrxIIB, PrxIIE и PrxIIF (B — в цитозоле, Е — в пластидах, F — в 
митохондриях), цитозольную изоформу Trxh1, а также GrxC2 и GrxC4, ко-
торые предположительно могут служить донорами электронов для Prx. 
Кроме того, в клубеньках этих бобовых выявлены NADPH-тиоредоксинре-
дуктазы (NTRA/B/С). Большинство изоформ Prx эффективно восстанавли-
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ваются с помощью Trx, в свою очередь, непластидные Trx регенерируются 
NTRA и NTRB. Полученные данные подтверждают наличие в клубеньках 
этой редокс-регуляторной сети в цитозоле, пластидах и митохондриях 
(наиболее активны цитозольные формы PrxIIB, Trxh1 и NTRA). 

У М. truncatula выявлены две новые изоформы Trx — Trxs, функци-
онирующие при симбиотических взаимодействиях (71). Эти ЭПР-адресо-
ванные Trx схожи с классическими, но имеют атипичные каталитические 
сайты. In silico с использованием атласа экспрессии генов М. truncatula в 
разных органах и при различных условиях роста показано, что Trxs1 в ос-
новном экспрессируется при клубенькообразовании, в то время как экс-
прессия Trxs2, видимо, менее специфична (65, 72). Анализ пространствен-
ной локализации Trxs1 и экспрессии Trxs2 с использованием ресурса 
https://iant.toulouse.inra.fr/symbimics/, который предоставляет доступ к ре-
зультатам лазерной микродиссекции клубеньков М. truncatula, совмещен-
ной с РНК-секвенированием, показал, что эти Trx в основном экспресси-
руются в меристеме и зоне инфекции (73). Экспрессионный паттерн Trxs 
указывает на их участие в развитии клубенька и клеточной дифференци-
ровке в зоне инфекции. In situ гибридизация выявила присутствие мРНК 
GmTrx в перицикле корня G. max через 2 сут после инокуляции и в инфи-
цированных клетках зрелых (27-суточных) клубеньков. Трансформация 
Trx-дефектного дрожжевого мутанта геном GmTrx восстанавливала толе-
рантность к экзогенной Н2О2. РНК-интерференция GmTrx приводила к 
отсутствию или формированию недоразвитых клубеньков, что свидетель-
ствует о значении этого гена в их развитии (74).  

Глутатион-S-трансферазы. Это широко распространенные фермен-
ты, участвующие в детоксикации ксенобиотиков, особенно гербицидов. 
GST действуют и как антиоксиданты, непосредственно улавливая перекиси 
подобно Gpx. Конечные продукты перекисного окисления липидов — ал-
кенали, 4-гидроксиноненал и другие -, -ненасыщенные альдегиды могут 
удаляться после конъюгации с GSH (75, 76). У сои GST кодируются муль-
тигенным семейством из 25 генов (77). В клубеньках выявлена экспрессия 
14 изоформ GST, наибольшая — у гена, кодирующего изоформу GST9 
(76). Подавление экспрессии GST9 при РНК-интерференции существенно 
снижало нитрогеназную активность в клубеньках (76). 

Супероксиддисмутазы (SOD). SOD относятся к группе металлофер-
ментов, катализирующих дисмутацию супероксидного радикала в перок-
сид водорода и молекулярный кислород. В зависимости от металла, вхо-
дящего в состав кофактора, выделяют Fe-, Mn- CuZn-зависимые SOD 
(соответственно FeSOD, MnSOD и CuZnSOD). Все эти типы присутству-
ют в клубеньках, хотя имеют разную субклеточную локализацию (14).  

У недетерминированных клубеньков M. sativa и P. sativum тран-
скрипты цитозольной CuZnSOD, как и сам фермент, находятся преиму-
щественно в меристеме, зоне инфекции и дистальной части зоны азот-
фиксации (78). При этом CuZnSOD локализовалась в цитозоле в участках, 
примыкающих к клеточным стенкам, к стенкам инфекционных нитей, а 
также в матриксе инфекционных нитей. Кроме того, фермент обнаружен в 
межклеточных пространствах клеток коры и клеток в зоне азотфиксации. 
Транскрипты MnSOD и сам фермент локализовались преимущественно в 
зоне азотфиксации. Фермент присутствовал в бактериях внутри инфекци-
онных нитей, в бактероидах и митохондриях. В клубеньках выявлена ко-
локализация H2O2 с CuZnSOD, но не с MnSOD, то есть именно CuZnSOD 
служит одним из важнейших источников H2O2 в клубеньках (56) и, веро-
ятно, играет важную роль в формировании матрикса инфекционных нитей 
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и их росте (79). Позднее транскриптомный анализ клубеньков M. truncatula 
показал, что гены, кодирующие изоформы CuZnSOD и митохондриальную 
MnSOD, активно экспрессируются в клубеньках, тогда как экспрессия гена 
цитозольной FeSOD остается относительно низкой (65).    

В детерминированных клубеньках L. japonicus экспрессия генов ци-
тозольной CuZnSOD и митохондриальной MnSOD, количество и актив-
ность ферментов снижались с возрастом. В молодых клубеньках CuZnSOD 
локализовалась в делящихся клетках, в инфекционных нитях и в инфици-
рованных клетках. Транскрипция FeSOD2 (кодирует цитозольную FeSOD) 
активировалась, а FeSOD1 (кодирует пластидную FeSOD) — не изменялась. 
С возрастом клубенька количество и активность FeSOD возрастали. На всех 
стадиях развития клубеньков этот фермент находится преимущественно в 
амилопластах в клетках коры, неинфицированных и инфицированных клет-
ках. Предполагалось, что два цитозольных фермента, CuZnSOD и FeSOD2, 
способны функционально компенсировать друг друга на поздних стадиях 
развития клубенька. Индукция FeSOD2, возможно, связана с увеличением 
доступности Fe в стареющих клубеньках (вероятно, в результате деграда-
ции леггемоглобина) (80). 

При солевом стрессе общая активность SOD в клубеньках P. vulgaris 
возрастала (81), активность FeSOD также увеличивалась, а активность 
CuZnSOD и MnSOD не изменялась (82). У растений арахиса в условиях 
засухи в клубеньках повышалось количество транскриптов CuZnSOD, в то 
время как активность SOD, MnSOD I и MnSOD II не изменялась (83). 
Противоположные результаты получены в отношении активности SOD в 
клубеньках P. sativum и G. max при засухе. В первом случае выявлено об-
щее снижение активности SOD, во втором — увеличение (84, 85). Такая 
изменчивость ответов у разных видов подчеркивает необходимость изуче-
ния экспрессии генов и регуляции активности ферментов более детально. 

Каталазы. Это тетрамерные гемопротеины, катализирующие рас-
пад пероксида водорода до молекулярного кислорода и воды, которые 
преимущественно локализуются в пероксисомах и глиоксисомах (86). По-
казана важная роль ризобиальных каталаз для развития эффективного сим-
биоза (87), однако ферменты растительного происхождения изучены недо-
статочно. В клубеньках белого люпина (Lupinus albus), каталаза была лока-
лизована в пероксисомах инфицированных клеток, и ее концентрация сни-
жалась в процессе старения, вызванного нитратом (88). Также активность 
фермента уменьшалась в клубеньках фасоли при солевом стрессе (82).  

Таким образом, за 30 лет изучения антиоксидантной системы в 
азотфиксирующих клубеньках бобовых достигнут значительный прогресс. 
Проанализированы принципы работы и взаимодействия антиоксидантных 
молекул, ферментов и редокс-регуляторных путей в процессе становления, 
развития и функционирования бобово-ризобиального симбиоза. Выявлена 
многокомпонентность и неоднозначность функционирования антиокси-
дантной системы. К настоящему моменту показано, что GSSH участвует в 
передаче сигналов через изменение окислительно-восстановительного со-
стояния клетки и ее компартментов. Это, в свою очередь, может регулиро-
вать тиол-дисульфидный статус белков, то есть конформацию и активность 
ферментов и транскрипционных факторов напрямую или через тиолзави-
симые пероксидазы. Кроме того, окисление некоторых тиолзависимых пе-
роксидаз само по себе может служить сигналом или переключателем сигна-
ла. В 1988 году было проанализировано распределение GSH и hGSH в тка-
нях 13 видов Fabaceae из различных триб (89). В последующие годы накоп-
лено множество данных, свидетельствующих о специфичности в функцио-
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нировании этих тиолов, в том числе среди видов, формирующих детерми-
нированные и недетерминированные клубеньки. В 2015 году распределе-
ние GSH и hGSH проанализировали уже у 73 видов из трех подсемейств 
Fabaceae (48), но вопрос о специфике функций GSH и hGSH все еще оста-
ется открытым. Вместе с тем доказана роль GSH в развитии и функциони-
ровании клеток меристемы и азотфиксирующих клеток. Кроме того, проде-
монстрировано, что соотношение hGSH и GSH может активировать диф-
ференцировку и дедифференцировку клеток (49). Продолжают появляться 
данные о новых компонентах антиоксидантной защиты в клубеньках. 
Например, описаны полиамины — поликатионные соединения, способные 
модулировать концентрации АФК и АФА. Однако роль этих молекул в раз-
витии и функционирования клубенька требует дальнейшего изучения (90). 

Итак, окислительно-восстановительное состояние клетки и ее ком-
партментов, которое определяется соотношением и взаимодействием про- и 
антиоксидантов, регулирует множество процессов, изменяясь под действием 
сигналов окружающей среды и участвуя в их передаче и последующих отве-
тах растения. Антиоксидантная система играет ключевую роль в формиро-
вании и функционировании такой чувствительной системы, как азотфикси-
рующий клубенек бобовых, характеризующийся активным метаболизмом и 
постоянным обменом сигнальными молекулами между партнерами. 
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A b s t r a c t  
 

Nitrogen-fixing nodules are formed on the roots of leguminous plants as a result of their 
interaction with soil bacteria, called rhizobia. Nodule development is based on the exchange of sig-
naling molecules that leads to coordinated gene expression in both partners. This process is accom-
panied by differentiation of both plant and bacterial cells leading to formation of infected plant cells, 
filled with nitrogen-fixing forms of rhizobia, called bacteroids. The bacteroid is separated from the 
plant cell cytoplasm by the peribacteroid membrane and forms an organelle-like structure called the 
symbiosome (A.V. Tsyganova et al., 2017). The main function of the symbiotic nodule is to maintain 
the microaerophilic conditions required for working of the rhizobial nitrogen fixation enzyme — 
nitrogenase, which is extremely sensitive to oxygen. Nitrogen-fixing nodules produce an abundance 
of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). These are formed due to au-
to-oxidation of leghemoglobin in the cytoplasm, oxidation of nitrogenase and ferredoxin in symbio-
somes, and functioning of electron transport chains in mitochondria, symbiosomes, and peroxisomes 
(C. Chang et al., 2009). ROS and RNS molecules are involved in different signal transduction path-
ways; therefore, the nodule antioxidant system cannot simply eliminate ROS and RNS, but must 
maintain their concentration in the cell at the certain level (C.W. Ribeiro et al., 2015). Most antiox-
idants presented in plant organs are also found in the nodule, however, at a higher concentration, 
which is probably due to the high intensity of the processes associated with biological nitrogen fixa-
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tion. These are enzymes superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, glutathione peroxidase, and 
peroxiredoxins, as well as millimolar concentrations of non-enzymatic elements (primarily ascorbic 
acid and glutathione) (M. Becana et al., 2010). It has been discovered that Legumes harbor a unique 
homologue of glutathione, homoglutathione, both of which exhibit similar functions and specificity. 
However, it is still not clear why some Legumes evolved the ability to synthesize two different thiol 
compounds and require a double regulatory mechanism of the cell cycle including activation by glu-
tathione and inhibition of cytokinesis by homoglutathione (T. Pasternak et al., 2014). It has now 
been shown that an increase in the level of glutathione leads to an increase in the efficiency of nitro-
gen fixation, while there is no similar data for homoglutathione. Considering that for the functioning 
of the nodule a balance in the ratio of glutathione and homoglutathione is necessary, it is evident 
that increasing the level of nitrogen fixation by modifying the levels of these thiols is a non-trivial 
task. Moreover, it is necessary to account for the influence of other components of the antioxidant 
system. It should be noted that the rhizobial antioxidants play an important role in the functioning of 
the nitrogen fixing nodule (C.W. Ribeiro et al., 2015). In this review, we will consider the main 
components of the plant antioxidant system in the nodule. A deeper understanding of its functioning 
is necessary to develop conditions for increasing the efficiency of biological nitrogen fixation. 
 

Keywords: symbiotic nodule, antioxidants, redox potential, glutathione, homoglutathione, 
ascorbate, ascorbate-glutathione cycle, thiol peroxidases, redoxins, superoxide dismutase. 
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