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РАСТЕНИЙ ГОРОХА Pisum sativum L. ПРИ СИМБИОЗЕ  
С КЛУБЕНЬКОВЫМИ БАКТЕРИЯМИ* 

 

А.Н. КИРИЕНКО, И.В. ЛЕППЯНЕН, Э.С. ГРИБЧЕНКО, Е.А. ДОЛГИХ  
 

Горох посевной Pisum sativum L. — удобная модель для изучения молекулярно-генети-
ческих механизмов становления азотфиксирующего симбиоза с клубеньковыми бактериями, по-
скольку для этого вида создана представительная коллекция мутантов с нарушением процесса 
развития симбиоза на разных стадиях. Сравнительный анализ протеомов у исходных сортов,  
линий гороха и мутантов может быть удобным подходом при выявлении и анализе регуляторов, 
контролирующих процесс образования азотфиксирующих клубеньков. Однако, как показывает 
обзор данных литературы, дифференциальные изменения протеома корней гороха при симбиозе 
почти не изучались. Подготовка проб — ключевой этап в протеомных исследованиях. От эффек-
тивности выделения белков из исходного материала и очистки от небелковых примесей зависят 
качество получаемых после двумерного (2-D) электрофореза гелей и возможность их анализа. К 
методам выделения белков для протеомных исследований предъявляются особые требования по 
минимизации числа этапов работы, что необходимо для сохранности белков, а также по эффек-
тивному удалению примесей, которые могут негативно влиять на качество разделения и последу-
ющую оценку изменений в синтезе белков. Наша работа была посвящена поиску наиболее эф-
фективного способа выделения общего пула белков из корней гороха посевного (P. sativum L.), 
инокулированного ризобиями. Для этого мы сравнили три метода выделения белка: стандартный, 
предлагаемый компанией «Bio-Rad Laboratories» (США); метод, основанный на использовании 
фенола и ацетата аммония; метод с применением трихлоруксусной кислоты. В работе использо-
вали растения гороха сорта Frisson, для инокуляции применяли штамм Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae CIAM1026. После выделения белков из корней проростков гороха, зараженных ризоби-
ями (1 сут после инокуляции), было показано, что лучший результат достигается при использо-
вании фенола с последующим осаждением белков ацетатом аммония. Гели анализировали на 
наличие примесей, затрудняющих поиск различающихся белковых продуктов, эффективность 
выделения общего белка и видимые следы деградации белков. Для выделенных белков был про-
веден дифференциальный 2-D электрофорез с использованием флуоресцентных меток цианин-
2 (Cy2) и цианин-5 (Cy5), основанный на изоэлектрическом фокусировании белков с помощью 
стрипов с диапазоном рН 3-10 и последующим разделением в полиакриламидном геле (ПААГ). 
Установлено, что при выделении белков с помощью фенола и ацетата аммония удалось полу-
чить достаточно представительные протеомы корней проростков гороха. Дифференциальный 
2-D электрофорез позволил выявить различия между контрольным вариантом (неинокулиро-
ванные корни) и вариантом, полученным после инокуляции ризобиями (инокулированные кор-
ни). Разработанный метод может быть использован в дальнейшем для протеомных исследова-
ний на растениях гороха. 

 

Ключевые слова: Pisum sativum L., горох посевной, бобово-ризобиальный симбиоз, про-
теомный анализ, дифференциальный 2-D электрофорез. 
  

При формировании симбиоза между бобовыми растениями и клу-
беньковыми бактериями (ризобиями) в растении происходят существен-
ные изменения метаболических процессов, гормонального статуса, струк-
турные перестройки, связанные с реорганизацией цитоскелета (1). Эти 
изменения направлены на формирование на корнях новых органов — 
симбиотических клубеньков, в которых осуществляется азотфиксация. В 
последние годы с распространением методов комплексного анализа, кото-
рые позволяют изучать изменения транскрипционной активности генов 
растений под влиянием разнообразных факторов (транскриптомика), по-
явилась возможность выявлять регуляторы, вовлеченные в контроль раз-
вития симбиоза. Однако такие исследования проводятся главным образом 
на модельных видах Medicago truncatula Gaertn. и Lotus japonicus L., геномы 
которых расшифрованы благодаря относительно небольшим размерам 
                                                             
* Исследования выполнены при поддержке Российского научного фонда (грант ¹ 16-16-10043). 



 

1013 

( 470-500 млн п.н.) (2, 3). Показано, что в процессе развития симбиоза в 
корнях бобовых растений изменяется транскрипционная активность не-
скольких тысяч генов (4-6). При этом функциональное значение таких из-
менений в экспрессии генов остается достаточно далеким от понимания.  

Горох (Pisum sativum L.) обладает очень большим геномом (около 
4300 млн п.н.), который пока не расшифрован. Исследования по выявле-
нию в нем генов, дифференциально экспрессирующихся в ответ на ино-
куляцию, представляют достаточно сложную задачу. При этом уникальные 
коллекции мутантов по sym генам, контролирующим развитие симбиоза со 
стороны растения, определяют интерес к использованию этого объекта. 
Протеомика служит комплексным походом для изучения изменений в со-
ставе белков под влиянием биотических и абиотических факторов. Она 
позволяет проводить сравнительные исследования на горохе и его мутан-
тах и выявлять не известные ранее регуляторы, необходимые для формиро-
вания симбиоза. Однако протеомные исследования белков гороха, изменя-
ющихся в ответ на обработку ризобиями, почти не проводились. Было изу-
чено перибактероидное пространство симбиосом при развитии симбиоза 
гороха с азотфиксирующими бактериями (7). Проанализированы протеомы 
гороха при антагонистических взаимодействиях с заразихой городчатой 
(Orobanche crenata) и микосфереллой (Mycosphaerella pinode) (8, 9), при раз-
витии вегетативных органов и семян (10-12), формировании устойчивости к 
температурному стрессу (13). Исследовано влияние салициловой и жасмо-
новой кислот на белковый состав корней и листьев гороха (14-16). 

Подготовка проб — ключевой этап в протеомных исследованиях с 
использованием 2-D электрофореза (17). Она особенно затруднена в рабо-
те с растениями, ткани которых богаты протеазами и веществами, препят-
ствующими протеомному анализу: полисахаридами, липидами и феноль-
ными соединениями (18). Такие соединения мешают разделению белков и 
их анализу из-за появления на гелях горизонтальных и вертикальных по-
лос, размазанности, снижения числа ярких пятен. Кроме того, ткани рас-
тений содержат меньше белка по сравнению с тканями животных и мик-
роорганизмами, поэтому эффективное извлечение белков важна для полу-
чения успешных результатов 2-D электрофореза (17, 18). Протеомика поз-
воляет качественно и количественно сравнивать белки в различных про-
бах, поэтому потери белка в процессе анализа имеют решающее значение. 
При экстракции белков из пробы необходимо сохранить их качество и 
количество, для чего выбранный метод должен содержать как можно 
меньше шагов, чтобы минимизировать потери (19, 20). 

В настоящей работе мы впервые сравнили эффективность трех ме-
тодов выделения общего белка из корней гороха посевного. Метод выде-
ления белков с использованием фенола и ацетата аммония оказался 
наиболее предпочтительным для проведения дифференциального 2-D 
электрофореза. 

Целью работы был подбор оптимального метода выделения общего 
пула белков из корней гороха посевного, инокулированных ризобиями, 
для получения качественного результата при 2-D электрофорезе. 

Методика. Семена гороха (Pisum sativum L., сорт Frisson) стерилизо-
вали 5 мин в серной кислоте, 3 раза промывали дистиллированной водой и 
проращивали на 1 % водном агаре в темноте в течение 4 сут. Проростки 
переносили в горшки со стерильным вермикулитом, пропитанным жидкой 
средой Jensen (21). Инокуляцию проводили штаммом Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae CIAM1026 (OD600  0,5) по 1 мл на проросток. В качестве 
контроля использовали неинокулированные проростки. Растения выращи-
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вали в фитотроне Sanyo MLR-351H (Япония) при 21 C, 16-часовом светом 
дне, 60 % влажности. Для анализа отбирали фрагменты главных корней, 
соответствующие зоне восприимчивости к ризобиальной инфекции, через 
24 ч после инокуляции ризобиями. Образцы замораживали в жидком азоте 
и хранили при 80 С. Для выделения белков корни (по 100 мг для каждой 
методики) растирали в жидком азоте в охлажденных ступках. 

Выделение белков по стандартной методике компании «Bio-Rad 
Laboratories» (США) предполагало гомогенизацию материала в буфере 
для изоэлектрического фокусирования (ИЭФ). Материал переносили в 
эппендорфы и добавляли буфер для ИЭФ, содержащий 25 мM Трис-HCl 
(pH 8,0), 9 М мочевину, 4 % 3-(3-холамидо-1-пропилдиметиламмонио)-1-
пропансульфонат (ЧАПС), 50 мМ дитиотреитол (ДТТ), 0,2 % амфолиты 
(«Bio-Rad Laboratories», США). Смесь инкубировали 20 мин на льду, затем 
центрифугировали 15 мин при 12000 g, +4 С. Надосадочную жидкость, со-
держащую белки (150 мкл), наносили на стрипы для регидратации. 

Для выделения белков с помощью фенола и ацетата аммония к ма-
териалу добавляли охлажденный до +4 С буфер для экстракции, содер-
жащий 0,1 M Трис-HCl (pH 8,0), 30 % сахарозу, 10 мM ДТТ, 2 % доде-
цилсульфат натрия (ДСН), коктейль протеазных ингибиторов («Sigma», 
США). Смесь центрифугировали («Hettich 320R», Германия) 15 мин при 
12000 g и +4 С. Надосадочную жидкость смешивали в соотношении 1:1 с 
фенолом (pH 8,0) («Invitrogen», США), перемешивали на шейкере («Vortex 
Genius», Германия) 30 с и центрифугировали при 10000 g в течение 5 мин 
при +4 С. Верхнюю фазу переносили в новый эппендорф, белки осажда-
ли 5 объемами охлажденного 100 мМ ацетата аммония в метаноле 30 мин 
при 20 С, затем центрифугировали в течение 5 мин при 10000 g. Осадок 
промывали 2 раза 100 мМ ацетатом аммония в метаноле и дважды — 80 % 
ацетоном. Осадки белков сушили на воздухе и растворяли в буфере для 
изофокусировки, содержащем 25 мM Трис-HCl (pH 8,0), 9 М мочевину, 
4 % CHAPS, 50 мМ ДТТ, 0,2 % амфолиты («Bio-Rad Laboratories», США). 

Чтобы выделить общий белок с помощью трихлоруксусной кисло-
ты (ТХУ), к растертым корням добавляли ее 10 % раствор и 0,07 % β-
меркаптоэтанол, приготовленный на ацетоне. Полученную смесь обраба-
тывали ультразвуком 3 раза по 20 с при амплитуде 10 мкм (Soniprep 150 
Plus, «MSE», Великобритания). Суспензию инкубировали 1 ч при 20 С, 
перемешивая каждые 15 мин на шейкере, а затем центрифугировали 20 мин 
при 9000 g и +4 С. Полученный осадок промывали дважды раствором 
0,07 % β-меркаптоэтанола в ацетоне, затем сушили в вакуумном испарите-
ле (Concentrator Plus, «Eppendorf», США), растворяли в буфере, содержа-
щем 25 мM Трис-HCl (pH 8,0), 9 М мочевину, 4 % CHAPS, 50 мМ ДТТ, 
0,2 % амфолиты («Bio-Rad Laboratories», США), инкубировали 20 мин на 
льду и центрифугировали 10 мин при 12000g и +4 С. Полученную надо-
садочную жидкость, содержащую белки (150 мкл), наносили на стрипы 
для регидратации. 

Изоэлектрическое фокусирование (ИЭФ) проводили с помощью 
стрипов длиной 7 см с градиентом pH 3-10, используя прибор Protean IEF 
Cell («Bio-Rad Laboratories», США). Предварительно выполняли регидра-
тацию стрипов и загрузку полученных проб белка (по 150 мкл на стрип) в 
течение 12-14 ч. ИЭФ осуществляли при температуре +20 С, обессолива-
ли образцы при 250 В в течение 15 мин, после этого линейно повышали 
напряжение до 4000 В в течение 2 ч, далее проводили собственно ИЭФ 
(до 10000 В∕ч при ограничении по силе тока 35 мA на гель). После про-
цедуры ИЭФ стрипы замораживали и хранили при 80 С либо сразу вы-
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полняли разделение во втором направлении. 
Перед электрофорезом белков в полиакриламидном геле (ПААГ) 

инкубировали стрипы в буфере, содержащем 0,375 М Трис-HCl (рН 8,8), 
6 М мочевину, 2 % ДСН, 2 % ДТТ, 20 % глицерин, в течение 10 мин, за-
тем алкилирование в буфере с 0,375 М Трис-HCl (рН 8,8), 6 М мочеви-
ной, 2 % ДСН, 20 % глицерин, 2,5 % йодацетамид (10 мин). Стрипы укла-
дывали на концентрирующий гель, сверху наслаивали расплавленную 
0,5 % агарозу (25 мM Трис-HCl, 192 мM глицин, 0,1 % ДСН) с добавлени-
ем бромфенолового синего (БФС), чтобы контролировать разделение. 
Электрофорез проводили в 15 % ПААГ с использованием 4 % концентри-
рующего геля, устанавливали 35 мА на гель до полного выхода БФС из 
геля в трис-глициновом буфере (25 мМ Трис-HCl, pH 8,3, 192 мМ глицин, 
0,1 % ДСН). После завершения фореза гели промывали деионизированной 
водой и окрашивали в растворе Simple Blue («Invitrogen», США) по прото-
колу производителя. Гели, отмытые от краски, фотографировали на при-
боре G:BOX-CHEMI-XX9 («Syngene», Великобритания). 

Для проведения дифференциального двумерного электрофореза (2-
D fluorescence difference gel electrophoresis, DIGE) общий белок, получен-
ный после выделения с помощью фенола и ацетата аммония, растворяли в 
200 мкл буфера для ИЭФ без ДТТ и амфолитов. Затем пробы белка конъ-
югировали с флуорофорами Су2 и (или) Су5 («Lumiprobe», Россия) в раз-
ных комбинациях. По 50 мг белкового экстракта инкубировали с 400 пМ 
красителя, растворенного в диметилформамиде, в течение 30 мин на льду 
в темноте. Реакцию мечения останавливали 10 мМ L-лизином («Sigma-
Aldrich», США) в течение 10 мин на льду. Контрольные и опытные пробы, 
меченные разными красителями, смешивали, добавляли ДТТ и амфолиты 
и использовали для регидратации стрипов. После разделения белков гели 
визуализировали с помощью лазерного сканера Typhoon FLA 9500 («GE 
Healthcare», Германия). Для анализа фотографий гелей использовали про-
грамму ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 

Результаты. В последнее десятилетие протеомика зарекомендовала 
себя как метод, который позволяет достаточно эффективно оценить изме-
нения, происходящие в растении под влиянием различных биотических, 
абиотических и антропогенных факторов. Успешность метода зависит от 
подготовки проб и получения исходного экстракта белков (22). Это особен-
но важно для дифференциальной протеомики, которая связана с изучением 
различий между контрольными пробами и пробами, полученными после об-
работок. Выбор оптимального метода для выделения общего пула белков — 
ключевой фактор для получения надежных экспериментальных результа-
тов (23). Биохимические свойства белков, такие как растворимость, сум-
марный заряд, а также особенности локализации (например, мембранные 
белки) и низкое количество белка в исходном материале, могут негативно 
сказаться на изучении их полного спектра. Кроме того, растительные клет-
ки содержат значительные количества небелковых веществ — полисахари-
дов, липидов и органических кислот (24), а клеточная стенка состоит из 
большого количества клетчатки и пектина. Эти вещества оказывают суще-
ственное влияние на качество белковых экстрактов и, следовательно, на 
результаты 2D-электрофореза (25, 26). Оптимальный метод подготовки проб 
необходим для эффективного удаления небелковых веществ из образца.  

Нами были опробованы три метода выделения общего белка из 
корней гороха после 24 ч инкубации с ризобиями. Во всех случаях разру-
шение ткани производилось в жидком азоте, что позволяло максимально 
эффективно гомогенизировать материал и разрушить клеточную стенку. 
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После дополнительных отмывок (в случае методов с использованием фе-
нола и ацетата аммония или с ТХУ) все пробы были растворены в буфере, 
содержащем мочевину, детергент CHAPS, восстанавливающий агент ДТТ 
и коктейль протеазных ингибиторов. Эти вещества позволяют избежать 
деградации, модификации, потери и преципитации белков (27). 

 

 
Рис. 1. 2-D электрофореграммы белков, выделенных из корней гороха (Pisum sativum L.) сорта 
Frisson по стандартной методике компании «Bio-Rad Laboratories» (США) (А, Б), с использова-
нием фенола и ацетата аммония (В, Г), с помощью трихлоруксусной кислоты (Д, Е): слева — 
контрольные пробы, справа — пробы из корней, инокулированных ризобиями (1 сут после 
инокуляции). Использованы стрипы с pH 3-10. Разделение во втором направлении проводи-
ли в 12 % ПААГ.  

 

Получение экстракта белков гороха с использованием стандартной 
методики оказалось наименее подходящим для анализа. 2D-электрофорез 
проб обнаружил небольшое количество выделенного белка, в контрольной 
и обработанной пробах (рис. 1, А, Б). На геле также были видны следы 
загрязнений — полосы и фоновые шумы, что мешало поиску различий в 
спектре разделенных белков. 

Выделение белков с помощью ТХУ оказалось эффективнее. Нам 
удалось экстрагировать большее количество белков по сравнению со стан-
дартным методом, о чем судили по появлению более насыщенного спек-
тра пятен на ПААГ. Однако 2-D электрофорез проб, полученных с помо-
щью ТХУ (см. рис. 1, Д, Е), показал невозможность удаления фоновых 
шумов (горизонтальные полосы), появление которых связывают с остат-
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ками нуклеиновых кислот, полисахаридами и фенольными соединениями 
(28, 29). Полисахариды также были причиной агрегации белков в образце. 
Такие белковые комплексы могут блокировать поры в ПААГ и делают не-
возможным прохождение пептидов в геле и их фокусировку в нужной об-
ласти (30). По данным литературы, к недостаткам этого метода следует 
отнести в целом небольшое количество экстрагируемых белков, что было 
отмечено ранее в опытах по получению белкового экстракта из клеток са-
харной свеклы Beta vulgaris L., кактуса Mammillaria gracilis Pfeiff. и молоди-
ло кровельного Sempervivum tectorum L. Такой недостаток можно испра-
вить, используя большее количество исходного материала, но это, в свою 
очередь, увеличит количество загрязняющих агентов. 

Метод с использованием фенола и ацетата аммония был впервые 
предложен W.J. Hurkman и C.K. Tanaka для протеомного анализа (19). 
Фенольную экстракцию применяли для выделения белков из картофеля, 
рапса, яблок, банановых и оливковых листьев, помидоров, люцерны, аво-
кадо и бананов (17, 18, 24, 31-33). При изучении растительно-микробных 
взаимодействий он был использован для анализа протеома Lotus japonicus 
на поздних стадиях развития симбиоза с Mesorhizobium loti (34, 35). Метод 
занимает больше времени по сравнению с другими, однако в нашем слу-
чае он оказался наиболее результативным для получения качественных 
2-D электрофореграмм. На геле отсутствовали ярко выраженные горизон-
тальные полосы, характерные для полисахаридного загрязнения (см. рис. 
1, В, Г). Высокое качество геля достигалось за счет большого количества 
выделяемого белка, что делает возможным проведения более надежного 
сравнительного анализа контрольной пробы и пробы после обработки. К 
достоинствам метода можно отнести и эффективное извлечение из образ-
ца мембранных белков (19).  

На основании полученных результатов этот метод был выбран для 
выделения белков при проведении дифференциального 2-D электрофореза 
(DIGE). Полученные белковые пробы инкубировали с флуоресцентными 
красителями, проводили ИЭФ и разделение в ПААГ (рис. 2).  

 

Рис. 2. 2-D дифференциальные электрофореграммы белков, выделенных из корней гороха 
(Pisum sativum L.) сорта Frisson с помощью фенола и ацетата аммония: А — контрольная проба 
(Cy2, синяя флуоресцентная метка) и проба после обработки ризобиями (Cy5, желтая флу-
оресцентная метка); Б — контрольная проба (Cy5, желтая флуоресцентная метка) и про-
ба после обработки ризобиями (Cy2, синяя флуоресцентная метка). Использованы стри-
пы с pH 3-10. Разделение во втором направлении проводили в 12 % ПААГ. Белые пятна 
указывают на отсутствие, цветные — на наличие разницы в уровне синтеза белков. Стрелка-
ми отмечены белки, синтез которых усиливается при обработке. 

 

Таким образом, метод выделения общего пула белков корней горо-
ха, инокулированных ризобиями, с помощью фенола и ацетата аммония 
оказался наиболее эффективным и качественным при подготовке проб для 
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проведения как стандартного электрофореза в ПААГ с последующей 
окраской Simple Blue, так и для дифференциального 2-D электрофореза. 
Он позволил выделить достаточное количество белка и избавиться от 
примесей, мешающих качественному электрофорезу, провести эффектив-
ное связывание с метками и получить картину высокой степени разреше-
ния, которая необходима для определения разницы в спектре синтезируе-
мых белков. В дальнейшем метод будет использован для изучения разли-
чий в спектре синтезируемых белков на последовательных этапах развития 
симбиоза между горохом посевным и ризобиями Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae CIAM1026.  
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A b s t r a c t  
 

Pea Pisum sativum L. is a convenient model to study the molecular-genetic mechanisms of 
nitrogen-fixing symbiosis establishment with rhizobia, because a representative collection of mutants, 
blocked at different stages of symbiosis development was obtained. A comparative analysis of the 
proteomes of the wild type cultivars and lines of peas and mutants can be a useful approach for car-
rying out studies aimed on at identification and further analysis of regulators controlling the for-
mation of nitrogen-fixing nodules. However as the review of modern literary data shows, studies of 
differential proteome changes in pea roots during symbiosis are almost not performed. Sample prepa-
ration is a key stage in proteomic studies. The quality of gels obtained after 2-D electrophoresis and 
the opportunity of following analysis depend on protein isolation efficiency from the tissues and puri-
fication from accompanying substances. Our work is aimed on finding the most effective method of 
protein isolation from Pisum sativum roots inoculated with rhizobia, which might be applied for car-
rying the 2-D electrophoresis. Special requirements aimed at separation stages minimization im-
portant for protein stability, as well as the efficient removal of contaminants which can negatively 
affect the quality of separation and the subsequent evaluation of qualitative and quantitative changes 
in the protein synthesis are necessary for proteomics. Analysis of data revealed a number of possible 
methods for the protein isolation from plant tissues. A comparison of three methods of the proteins 
isolation using the commercial protocol from Bio-Rad; the method based on treatment with phenol 
and ammonium acetate as well as the trichloroacetic acid application. Pea plants of cv. Frisson were 
used in our work, the strain Rhizobium leguminosarum bv. viciae CIAM1026 was used for inoculation. 
After protein isolation from the wild-type cv. Frisson roots of pea seedlings inoculated with rhizobia 
(1 day after inoculation) using three methods and consequent 2-D electrophoresis, it was shown that 
the best results are achieved using the method with phenol following by ammonium acetate precipi-
tation. The gels were analyzed for trace presence that made it difficult to search for different pro-
teins, the efficiency of total protein isolation and possible degradation products. Using this selected 
method, the differential 2-D electrophoresis of extracted proteins was carried out with fluorescent 
Cy2 and Cy5 labels based on isoelectric focusing of proteins using strips with a pH range of 3-10 
and subsequent separation in a polyacrylamide (PAGE) gel. The analysis showed that when proteins 
were isolated using phenol and ammonium acetate, it was possible to obtain rather representative 
proteomes of the roots of pea seedlings. The differential 2-D electrophoresis allowed to see the dif-
ferences between the control samples (non-inoculated roots) and the samples inoculated with rhizo-
bia (inoculated roots). This method may be recommended for further proteomic studies in pea roots. 
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