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Оксид азота (NO) является универсальной сигнальной молекулой, функционирующей во всех жи-
вых организмах. В растениях он вовлекается в регуляцию роста и развития в нормальных условиях
произрастания и в формирование устойчивости к широкому спектру стрессовых воздействий. Не-
смотря на то, что за последние три десятилетия был совершен колоссальный прогресс в понимании
роли и механизмов регуляторного действия NO, пути его биосинтеза в растительных организмах
раскрыты далеко не полностью и остаются предметом жарких дискуссий. Анализ современных ли-
тературных данных позволяет выделить два принципиально различающихся механизма образова-
ния NO в высших растениях: окислительный или аргинин-зависимый путь, и восстановительный
или нитрат/нитрит-зависимый путь. В первом случае продукция оксида азота происходит при взаимо-
действии аргинина с кислородом, протекающем с образованием цитруллина и высвобождением моле-
кулы NO. Однако ферменты, отвечающие за окислительное образование NO в высших растениях, пока
не идентифицированы. Наиболее хорошо изученным у растений является нитрит-зависимое образова-
ние NO, в котором особая роль принадлежит молибденосодержащим ферментам, в частности нит-
ратредуктазе NR (Nitrate Reductase) и амидоксимредуктазе mARC (mitochondrial Amidoxime Reduc-
ing Component). Свой вклад в продукцию NO могут вносить ксантиноксидоредуктаза XOR (xanthine
oxidoreductase), альдегидоксидаза AO (aldehyde oxidase) и сульфитоксидаза SO (sulfite oxidase). На-
стоящий обзор посвящен детальному анализу основных механизмов образования NO в высших рас-
тениях.
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ВВЕДЕНИЕ
Оксид азота (NO) принадлежит к числу уни-

версальных сигнальных молекул, функциониру-
ющих во всех живых организмах [1]. В растениях
он вовлекается в регуляцию метаболических про-
цессов на всех этапах онтогенеза от прорастания
и вегетативного роста до цветения, плодоноше-
ния и старения. NO принимает участие в регуля-
ции клеточного цикла, дифференциации и росте
пыльцевых трубок, морфогенеза, взаимодействия
растений с симбионтами [2–7]. Особый интерес к
NO вызван его участием в формировании устой-
чивости растений к разным по природе стрессо-
вым факторам [8, 9]. О сигнальных функциях NO
в растениях заговорили в конце 1990-х г.г., когда
была выявлена его роль в развитии защитных ре-
акций растений при инфицировании патогенами
[10–12]. Кроме того, получен большой массив

данных об участии NO в развитии устойчивости
растений к стрессовым факторам абиотического
происхождения, таким как, засуха, засоление, ос-
мотический стресс, нарушение температурного
режима, УФ-облучение, воздействие ионов тяже-
лых металлов [4, 7, 13, 14].

Выполнение оксидом азота множественных
функций связано с особенностями его физико-
химического строения. NO является липофиль-
ной молекулой, характеризующейся наличием
непарного электрона на π-орбитали, что превра-
щает его в радикальную молекулу с высокой реак-
ционной способностью, свободно проникающей
через клеточные мембраны и быстро взаимодей-
ствующей с другими соединениями [4, 8, 15–17].
Взаимодействие NO с активными формами кис-
лорода (АФК) индуцирует продукцию активных
форм азота (АФА). Среди них особого внимания
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заслуживает пероксинитрит (ONOO–), образуе-
мый при взаимодействии NO с супероксидом,
который выступает в качестве одного из нитриру-
ющих агентов в каскаде NO сигнальных реакций
в растениях. Кроме того, при взаимодействии окси-
да азота с глутатионом образуется S-нитрозоглута-
тион (GSNO), который выступает в качестве глав-
ной запасной и транспортной формы NO, способ-
ной осуществлять передачу нитрогруппы на другие
биомолекулы, такие как белки, жирные кислоты,
нуклеиновые кислоты. В частности, нитрование
белков по остаткам тирозина и серина, а также по
ионам Cu или Fe в составе металлопротеинов, вы-
зывает их конформационные перестройки, что ле-
жит в основе одного из основных механизмов реа-
лизации NO-зависимого сигналинга [6, 18–20].

Об образовании оксида азота растениями ста-
ло известно еще в 1970-х г.г., когда с помощью га-
зовой хроматографии была выявлена его эмиссия
бобовыми культурами, подвергнутыми обработке
гербицидами [6, 21]. Однако пути его биосинтеза
в растениях изучены далеко не полностью и до
настоящего времени остаются объектом при-
стального внимания и жарких дискуссий [1, 22,
23]. Согласно современным представлениям в
высших растениях функционируют два главных
механизма биосинтеза NO: (1) окислительный
или аргинин-зависимый путь и (2) восстанови-
тельный или нитрат/нитрит-зависимый путь [2,
5, 13, 16]. При этом оба пути носят сложный ком-
плексный характер. Поэтому данная работа посвя-
щена детальному анализу современных литератур-
ных данных о механизмах образования оксида азота
в растениях, которые реализуются в ходе множе-
ственных окислительно-восстановительных пре-
вращений различных субстратов с участием раз-
нообразных ферментных систем.

1. ОКИСЛИТЕЛЬНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ОБРАЗОВАНИЯ NO

Окислительные пути биосинтеза оксида азота
связаны с процессом окисления L-аргинина в
присутствии кислорода, при котором происходит

образование цитруллина и высвобождение NO
(рис. 1). Реакция протекает в два этапа: изначально
L-аргинин преобразуется в N-гидрокси-L-арги-
нин, который затем превращается в цитруллин с
высвобождением NO. При этом атом азота обра-
зующейся молекулы NO происходит из гуаниди-
новой группы L-аргинина, а атом кислорода – из
участвующей в реакции молекулы кислорода [5,
6, 8, 12, 20, 24].

Реакция хорошо изучена на примере живот-
ных, у которых она катализируется специфиче-
скими ферментами NO-синтазами (NOSs,
КФ 1.14.13.39) [6, 12, 24]. У млекопитающих и чело-
века описаны три изоформы NO-синтаз: NOS1 –
нейронная (nNOS, neuronal NOS); NOS2 – инду-
цибельная или макрофагальная (iNOS, inducible
NOS); NOS3 – эндотелиальная (eNOS, endotheli-
al NOS), кодируемые тремя разными генами. При
этом NOS1 и NOS3 характеризуются конститу-
тивной экспрессией, тогда как NOS2 отличается
индуцируемой активностью, на что указывает са-
мо название данной изоформы фермента. iNOS
образуется при инфицировании организма, и его
основные функции связаны с участием в защит-
ных иммунных реакциях. Все изоформы NOS об-
ладают сходным строением, проявляя функцио-
нальную активность в гомодимерной форме. В
каждой мономерной субъединице присутствуют
два домена: (1) – редуктазный или NAD(P)H-
FAD-FMN-домен, расположенный в С-терми-
нальной области; (2) – оксигеназный или Fe-
Heme-домен, расположенный в N-терминальной
области молекулы, содержащий сайты связывания
гема тетрагидробиоптерина (THB4) и L-аргинина.
Между редуктазным и оксигеназным доменами
расположен кальмодулин (CaM)-связывающий
участок, выполняющий важную роль в регуляции
активности фермента. В ходе NOS-катализируе-
мых реакций NO синтезируется при окислении
атома азота гуанидинового радикала в составе L-ар-
гинина с использованием электронов, предостав-
ляемых универсальным клеточным восстановите-
лем NAD(P)H и транспортируемых из редуктазного
в оксигеназный домен [6, 12, 24, 25].

Рис. 1. Аргинин-зависимое образование оксида азота.
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Многочисленные экспериментальные дан-
ные, в которых образование NO анализировалось
по продукции цитруллина, а также угнетение его
синтеза в растениях при использовании ингибито-
ров NOS-активности млекопитающих, позволяют
предполагать возможность реализации аргинин-за-
висимого пути генерации NO в растениях [13, 15,
20, 22]. Однако ферменты, гомологичные NOS
млекопитающих в высших растениях пока не
идентифицированы, о чем свидетельствуют дан-
ные крупномасштабного скрининга более тысячи
просеквенированных растительных геномов [12, 26].
Среди фотосинтезирующих организмов NOS-по-
добные последовательности выявлены у 15 одно-
клеточных водорослей, включая Ostreococcus tauri,
для которой ранее было продемонстрировано на-
личие функционально активного NOS фермента,
обладающего 45% гомологией с NOS-последова-
тельностями млекопитающих [13, 25–27]. Одно-
клеточные зеленые водоросли рода Ostreococcus
являются мельчайшими ныне живущими эукари-
отическими организмами, отделившимися от об-
щего с высшими растениями предка в самостоя-
тельную филогенетическую группу на ранних
этапах развития. Существует мнение, что в ходе
эволюции с выходом на сушу у зеленых растений
произошла утрата генов, подобных NOS генам
млекопитающих [12, 27]. Вместе с тем в многочис-
ленных экспериментальных работах было четко
продемонстрировано, что использование ингиби-
торов NO-синтаз животных для обработки разных
видов высших растений приводило к угнетению в
них продукции NO и связанных с ним биологиче-
ских эффектов [4, 15, 22]. На основании этих данных
была выдвинута гипотеза о существовании неких
растительных полипептидов, обладающих окисли-
тельно-восстановительными доменами, способны-
ми объединяться в единый ферментативный ком-
плекс, катализирующий аргинин-зависимые реак-
ции образования NO в высших растениях [20, 27].
Таким образом, на сегодняшний день перед ис-
следователями стоит задача идентифицировать в
наземных растениях специфические ферменты,
катализирующие окисление аргинина с образова-
нием L-цитруллина и высвобождением NO [23,
26, 28, 29].

Полиамины (PAs, polyamines). Известно, что
аргинин является субстратом для биосинтеза
спермина и спермидина, принадлежащих к веще-
ствам класса полиаминов [2, 20]. Использование
двух мутантных по аргиназе линий Arabidopsis
thaliana с повышенной экспрессией или, напро-
тив, с выключенным геном аргиназы показало,
что продукция NO в этих растениях зависит от
доступности аргинина. При этом дефицитные по
аргинину растения характеризовались понижен-
ным уровнем продукции NO, которая восстанав-
ливалась после обработки спермином [30]. Экзо-
генная обработка растений A. thaliana спермином

или спермидином приводила к повышенной про-
дукции NO в кончиках корней и в сосудистых
тканях листьев обработанных полиаминами про-
ростков [2, 31]. Однако последовательность реак-
ций, при которых происходит биосинтез NO из
полиаминов, пока не установлена. Предполагает-
ся, что данный процесс протекает с участием Cu-
аминооксидазы, поскольку мутанты A. thaliana
CuAO1 характеризовались нарушением синтеза
NO в ответ на обработку PAs [13, 27, 32].

Гидроксиламин (HA, hydroxylamine). Тот факт,
что в бактериальных и животных клетках происхо-
дит энзиматическая продукция NO из гидроксил-
амина (HA), наводит на мысль, что это соединение
может служить одним из источников биосинтеза
оксида азота в растениях [2, 33, 34]. Например, в
нитрифицирующих бактериях HA-зависимое об-
разование NO может протекать с участием гид-
роксиламиноредуктазы [35]. Показано также, что
NO может высвобождаться из HA при их взаимо-
действии с супероксидом [36]. Более того, одним
из производных гидроксиламина является L-гид-
роксиаргинин, выступающий в качестве интер-
медиата в реакции превращения L-аргинина до
цитрулина, протекающей с высвобождением NO
[2, 37]. В пользу участия HA в образовании NO в
растительных организмах служат данные, полу-
ченные в опытах с мутантными линиями табака
nia30, дефицитных по нитратредуктазе и не спо-
собных к нитрит-зависимому восстановительно-
му образованию NO. Внесение HA в суспензион-
ную культуру клеток линии nia30 индуцировало
эмиссию оксида азота дефицитными по нитра-
тредуктазе клетками, о чем судили по данным га-
зо-фазовой хемилюминесценции [33, 34]. Фи-
зиологическое значение продукции NO из HA
не совсем понятно, поскольку пока не получены
неопровержимые доказательства функциониро-
вания HA в растениях. Установлено, что NH2OH

является первым продуктом окисления аммония.
Кроме того, образование HA может происходить
с участием фермента S-нитрозоглутатион редук-
тазы (GSNOR), играющей исключительную роль
в поддержании гомеостаза S-нитрозоглутатиона
(GSNO), функционирующего в качестве основ-
ного резервуара NO в живых организмах, вклю-
чая растения [1, 2].

2. ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫЕ
ПУТИ ОБРАЗОВАНИЯ NO

Восстановительные пути биосинтеза NO (нит-
рат/нитрит-зависимые пути) связаны с реакциями
нитрат/нитритредукции, которые могут протекать
спонтанно без участия специфических ферментов,
либо осуществляться с участием ферментов, прояв-
ляющих нитритредуктазную активность, катализи-
рующих восстановление нитрита до NO [2, 5, 22].
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Неферментативное нитрит-зависимое образова-
ние NO было выявлено в апопласте алейронового
слоя ячменя, которое осуществлялось в условиях
низких значений pH среды и высоких концентра-
циях нитрата [22, 38, 39]. Эта реакция была опи-
сана с помощью уравнения:

Присутствие редуцирующих агентов, таких как
аскорбиновая кислота или некоторых фенольных
соединений способствует усилению нефермента-
тивной продукции NO. Было выдвинуто предпо-
ложение, что продуцируемый в апопласте NO во-
влекается в регуляцию процесса прорастания се-
мян [39].

Ферментативные процессы восстановительного
образования NO могут протекать в митохондриях с
участием компонентов митохондриальной элек-
трон-транспортной цепи (мЭТЦ), а также в хлоро-
пластах, пероксисомах и в цитоплазме раститель-
ной клетки [23, 40]. При этом важную роль в нит-
рит-зависимой продукции оксида азота играют
молибденсодержащие ферменты, к числу кото-
рых, в частности, принадлежит нитратредуктаза
[41, 42]. Ее основные функции связаны с процес-
сом восстановления нитрата до нитрита в ходе ре-
акций ассимиляции азота. Кроме того, она спо-
собна проявлять нитритредуктазную активность
в условиях гипоксии и пониженных значений pH
среды [2, 5, 13, 22].

2 2

2 2 2

2NO 2H 2HNO

NO NO H O NO 1 2O H O.

+

−

+ ↔ ↔
↔ + + ↔ + +

2.1. Роль молибденсодержащих энзимов
в восстановительном образовании NO

Многочисленные экспериментальные данные
указывают на то, что доминирующими в растени-
ях являются восстановительные пути образова-
ния оксида азота с участием молибдоэнзимов,
для которых основным субстратом для продук-
ции NO становится нитрит. Аккумуляция нитри-
та в растениях может происходить в результате
его поглощения из почвы. Однако его преоблада-
ющее количество образуется в ходе реакции вос-
становления нитрата с участием ассимиляторной
нитратредуктазы NR (Nitrate Reductase; КФ
1.7.1.1), принадлежащей к классу растительных
молибдоэнзимов, объединяющего всего пять
ферментов [41–43]. Наряду с нитратредуктазой
в состав класса молибдоэнзимов входят амидок-
симредуктаза или митохондриальный амидоксим
редуцирующий компонент mARC (mitochondrial
Amidoxime Reducing Component), ксантинокси-
доредуктаза XOR (xanthine oxidoreductase, КФ
1.17.3.2), альдегидоксидаза AO (aldehyde oxidase,
КФ 1.2.3.1) и сульфитоксидаза SO (sulfite oxidase,
КФ 1.8.3.1). Молибдоэнзимы выполняют в расте-
ниях свои специфические функции и вместе с тем
обладают потенциальной способностью катализи-
ровать реакцию одноэлектронного восстановления
нитрита до NO, в связи с чем эти ферменты предло-
жено объединить в самостоятельное семейство, для
обозначения которого в литературе предлагается
термин “неспецифические NO-формирующие нит-
ритредуктазы” [41, 44].

Молибденовый кофактор. Отличительным струк-
турным признаком, обуславливающим нитрит-вос-
станавливающую NO-образующую активность эу-
кариотических молибдоэнзимов, является наличие
в их составе специфического молибденового ко-
фактора Moco. Он характеризуется уникальной
4-гранной пирамидальной структурой, образова-
ние которой обусловлено связыванием атома мо-
либдена с гетероциклом пираноптерином (рис. 2).
А в зависимости от того, каким образом Moco
связывается с белковой частью, было предложено
классифицировать молибдоэнзимы на 2 группы:
(1) семейство SO, включающее три фермента:
NR, SO, ARC и (2) семейство XO, объединяющее
два других молибдоэнзима: XOR и AO. У членов
семейства SO присоединение Moco к белковой
части фермента осуществляется посредством ко-
валентной связи через тиоловую группу остатка
цистеина, тогда как в составе XOR и AO связыва-
ние Moco с белком происходит с участием неор-
ганического атома серы (рис. 2) [41, 42, 45].

В 4-гранной пирамидальной структуре всех
Moco атом молибдена образует пять координаци-
онных связей: (1) с одной апикальной оксогруп-
пой; (2‒3) двумя атомами серы гетероцикла пи-
раноптерина; (4) с атомом кислорода лабильной

Рис. 2. Структура активных сайтов растительных мо-
либдоэнзимов: (а) – строение гетероцикла пиранопте-
рина (молибдоптерина); (б) – структура молибденовых
центров двух семейств растительных молибдоэнзимов.
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OH/H–группы; (5) с атомом серы, кислорода или
селена в зависимости от типа фермента (рис. 2).
Так, в активном центре ферментов семейства XO
атом молибдена координируется одной апикальной
оксогруппой, двумя атомами серы пираноптерина,
одной лабильной OH/H–группой и одной терми-
нальной оксо-, сульфо- или селено-группой. Ак-
тивный сайт трех других молибдоэнзимов NR,
ARC, SO, принадлежащих к семейству SO, имеет
аналогичное строение с единственным различи-
ем по месту терминальной группы, где атом мо-
либдена в составе Moco этих ферментов образует
тиоловую связь с консервативным остатком ци-
стеина, связывающую кофактор с пептидной ча-
стью энзима [41, 42].

Одним из типов катализируемых Moco реак-
ций является отнятие атома кислорода от суб-
страта с образованием воды и продукта реакции с
использованием электронов восстановленного
атома Mo (+IV). При этом степень его окисления
циклично меняется от +IV до +VI [41]. Данный
процесс хорошо изучен для реакции восстановле-
ния нитрата до нитрита, катализируемого NR
(Уравнение 1).

Аналогичный тип реакции лежит в основе про-
цесса нитрит-зависимой продукции NO (Уравне-
ние 2) [41, 42, 46].

2.1.1. Роль нитратредуктазы в биосинтезе NO
Ассимиляторная нитратредуктаза (NR – Ni-

trate reductase; EC 1.7.1.1) является NAD(P)H-ак-
тивируемым Moco-содержащим ферментом, ши-
роко распространенным среди растений, грибов

2 2 2ONO 2e 2H NO(1) H O,
− − + −+ + → +

− − ++ + → +2 2

1
(2) NO e H NO H O.

2

и водорослей [2, 22, 46]. У растений фермент об-
наруживается как в цитозольной, так и в связан-
ной с цитоплазматической мембраной форме [28].
Основная функция NR связана с процессом асси-
миляции азота, в котором она катализирует
первую стадию – реакцию двухэлектронного вос-

становления нитрата ( ) до нитрита ( ).

Далее нитрит с участием другого ключевого фер-
мента азотного обмена ассимиляторной нитрит-
редуктазы (NiR) восстанавливается до аммония,
необходимого для последующего синтеза амино-
кислот. Вместе с тем показано, что нитрит с уча-
стием NR может быть восстановлен до NO при
одноэлектронном транспорте электронов (рис. 3).
Реакцию восстановления нитрита до NO с уча-
стием NR можно представить в следующем виде:

Способность растительной NR восстанавли-
вать нитрит до NO принято обозначать термином
“нитрит : NO-редуктазная активность” или Ni‒NR
[2, 22, 46]. В настоящее время NR-зависимый
путь рассматривается в качестве одного из глав-
ных механизмов образования оксида азота в рас-
тениях. Однако роль NR в продукции NO расти-
тельными клетками связана не только с прямым
ее участием в процессе одноэлектронного восста-
новления нитрита до NO, а также с продукцией
самого нитрита, выступающего в качестве суб-
страта для других ферментов, катализирующих
реакцию нитритредукции до NO. Кроме того, NR
может осуществлять передачу электронов от
NAD(P)H на молибдоэнзим mARC, который ка-
тализирует восстановление нитрита с образова-
нием NO, как это было продемонстрировано на
модельной водоросли Chlamydomonas reinhardtii [22,
47, 48]. Важно подчеркнуть, что нитратредуктаза

3NO
−

2NO
−

( )
( )

3

2

NAD P H 3H O 2NO

NAD P 2NO 5H O.

+ −

+

+ + →

→ + +

Рис. 3. Схема образования оксида азота в ходе реакций ассимиляции азота.
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вовлекается также в процесс утилизации оксида
азота и поддержание его гомеостаза в растениях,
поскольку она способна передавать электроны от
NAD(P)H на гемоглобин THB1, катализирующе-
го реакцию двухэлектронного превращения NO
до нитрата [27, 47].

Трехмерная модель нитратредуктазы, характе-
ризующаяся мультидоменным строением, была
предложена еще в конце 1990-х г.г. [49]. Вместе с
тем за последние два десятилетия были выявлены
новые детали строения и функционирования NR
[44, 46]. Фермент проявляет каталитическую актив-
ность, будучи в гомодимерной форме, образован-
ной из мономерных субъединиц с молекулярной
массой около 100‒110 кДа, построенных приблизи-
тельно из 900 остатков. В каждой из субъединиц
присутствует 3 простетические группы: (1) мо-
либденовый кофактор или Moсo (molybdenum co-
factor), входящий в состав Moco-домена; (2) ци-
тохром b5 типа, содержащий гемовое железо
(Heme-домен) и (3) FAD-кофактор, который при
взаимодействии с универсальным клеточным
восстановителем NAD(P)H формирует FAD-до-
мен (рис. 4). Домены соединены между собой с
помощью гибких шарнирных участков, обозна-
ченных как Hing1 и Hing2. Первый шарнирный
участок Hing1 расположен между Moco- и Heme-
доменами и представляет собой неконсерватив-
ный аминокислотный фрагмент, играющий важ-
ную роль в регуляции каталитической активности
NR, обусловленную фосфорилированием по остат-
ку серина. Второй шарнирный участок Hing2 со-
единяет Heme- и FAD- домены. Сборка гомоди-
мерной формы NR осуществляется с помощью
сайта димеризации мономеров, входящего в со-
став Moco-домена (рис. 3) [46, 49].

Известно, что между кофакторами фермент-
ных молекул, обладающих разными значениями
окислительно-восстановительных потенциалов
(ОВП), формируется электрон транспортная цепь,
при этом передача электронов происходит от пе-

реносчика с меньшим значением ОВП к пере-
носчику с большим его значением [50]. Основы-
ваясь на значениях ОВП для кофакторов в соста-
ве NR, было сделано заключение, что внутри
каждой из субъединиц осуществляется нисходя-
щий ток электронов от FAD- (~ –280 мВ), к Heme-
домену (~ –160 мВ), и затем на Moсo (~ 0 мВ). Та-
ким образом, NR функционирует как миниатюр-
ная электрон-транспортная цепь, осуществляю-
щая перенос электронов от NAD(P)H, которые
последовательно передаются через FAD- и Heme-
на атом молибдена в составе Moсo, при этом сте-
пень окисления Mo меняется с (+VI) до (+IV).
Далее электроны используются для восстановле-
ния нитрата, а в реакции образования оксида азота
происходит восстановление нитрита [43, 46, 48, 49].

Впервые участие NR в реакции нитритредук-
ции с образованием NO было успешно продемон-
стрировано у представителей семейства бобовых
[51]. В последующем ее роль в NO-продукции бы-
ла выявлена и у других видов растений, включая
пшеницу [52], A. thaliana [53–55], томат [56], куку-
рузу [57]. NO-образующая способность нитратре-
дуктазы весьма невысока и составляет не более 1%
суммарной активности фермента в нормальных
условиях произрастания и зависит от ряда факто-
ров, в частности от соотношения концентраций
нитрат- и нитрит-ионов, присутствием кислоро-
да и значением pH среды, пост-трансляционны-
ми модификациями фермента. Сродство NR к

нитрату ( ) существенно выше, чем к нитриту

( ) и определяется значением KM, которое со-

ставляет 10 и 100 мкМ для нитрат- и нитрит-
ионов, соответственно. Кроме того, сродство NR
к нитриту (KMnitrite = 100 мкМ) превышает величи-

ну константы ингибирования нитрата (Kinitrate =

= 50 мкМ) и, следовательно, образование NO за-
висит от накопления нитрита [2]. Приведенные
кинетические параметры объясняют тот факт,
что Ni-NR активность повышается при уменьше-

−
3NO

2NO
−

Рис. 4. Схематическое изображение доменной структуры мономерной субъединицы нитратредуктазы (NR). Фигур-
ными скобками сверху обозначены три домена (Moco-; Heme- и FAD-домены). Стрелками отмечено направление по-
тока электронов от FAD-домена на Moco-домен.
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нии концентрации  и увеличении концентра-

ции  [2, 22]. Важным условием для проявле-
ния Ni-NR активности является значение pH сре-
ды, по мере снижения которого происходит
повышение NO-образующей способности NR.

Примечательно, что продукция NO при кис-
лых значениях pH возрастает, вследствие подав-
ления активности пластидной ассимиляторной
нитритредуктазы (NiR), сопровождающейся по-
вышением уровня нитрита в клетке [2]. Имеются
данные о влиянии пост-трансляционных моди-
фикаций белковой молекулы NR на NO-образу-
ющую способность фермента. Фосфорилирова-
ние консервативного остатка серина в одном из
гибких линкерных участков NR обуславливает ее
взаимодействие с белками класса 14‒3‒3, что
приводит к инактивации фермента с его последу-
ющей протеолитической деградацией [2]. Замена
консервативного остатка серина Ser-521 на ас-
партат в структуре NR табака Nicotiana plumbagini-
folia индуцировала конститутивную активность
фермента, сопровождавшуюся повышением кон-
центрации нитрита в клетках и увеличением
уровня эмиссии NO в окружающую среду транс-
генными линиями этого вида растений [58].

У представителей разных видов растений вы-
явлено наличие двух или более изоформ нитрат-
редуктаз, характеризующиеся своей спецификой
в проявлении функциональной активности, на-
пример, преимущественным взаимодействием с
NADH или NADPH, конститутивной или инду-
цируемой экспрессией. В модельном объекте Ara-
bidopsis thaliana идентифицировано две изоформы
фермента NR1 и NR2, кодируемые генами Nia1 и
Nia2. Тот факт, что NR1 проявляет более высо-
кую Ni-NR активность, а NR2 характеризуется
более высокой нитратредуктазной активностью,
свидетельствует о том, что разные изоформы фер-
мента выполняют свои специфические функции
в растительных организмах [27]. Трансгенные ли-
нии A. thaliana с оверэкспрессией Nia1 и Nia2 генов
и накоплением соответствующих белков характе-
ризовались значительным повышением уровня NO
продукции [46]. Использование мутантных линий,
дефицитных по NR: nia1 и nia2, а также двойных
мутантов nia1/nia2 продемонстрировало важную
роль фермента в биосинтезе NO, необходимого
для поддержания жизнедеятельности растений в
норме и при стрессе. Показано, что в нормальных
условиях произрастания оксид азота, продуциру-
емый с участием NR, вовлекается в контролиро-
вание процессов морфогенеза корней [59], ини-
циацию цветения [60], гормональную чувстви-
тельность, регуляцию устьичных движений [54,
61]. Кроме того, NR-зависимый NO выполняет
важную роль в развитии защитных реакций рас-
тений при инфицировании патогенами, и при
воздействии стрессовых факторов абиотического

3NO
−

2NO
−

происхождения, таких как засуха, засоление, ос-
мотический и температурный стресс, действие
ионов тяжелых металлов [46, 62–65].

2.1.2. Образование оксида азота
с участием mARC. Cистема NR:NOFNiR

До недавнего времени NR рассматривалась в
качестве главного ферментативного источника
нитрит-зависимой продукции NO в раститель-
ных организмах [47]. Вместе с тем участие NR в
процессе образования NO может обуславливать-
ся ее диафоразной активностью, то есть способ-
ностью осуществлять транспорт электронов от
клеточных восстановителей NADH или NADPH
на редуктазный (FAD)- и затем цитохромный
(Heme)- домены. Далее электроны в процессе
нитрит-зависимой генерации NO передаются на
другой молибдоэнзим mARC, катализирующий
реакцию восстановления нитрита до NO, обу-
словленную функционированием Moco в составе
mARC [66].

Белки семейства mARC были охарактеризованы
у прокариотических и эукариотических организмов
и впервые идентифицированы благодаря своей
способности in vitro катализировать превращение
амидоксимов в активные аминоформы [67, 68]. У
человека идентифицированы две изоформы mARC,
локализованные на внешней митохондриальной
мембране, с чем связано наименование этих бел-
ков. В геноме A. thaliana также присутствует два
гена амидоксимредуктаз ARC1 и ARC2, тогда как у
одноклеточной зеленой водоросли Chlamydomo-
nas reinhardtii выявлено наличие одного ARC-ге-
на, а сам белок имеет цитоплазматическую лока-
лизацию [47, 69]. Амидоксимредуктазы животных
и растений имеют идентичное строение и пред-
ставляют собой белки с молекулярной массой
около 35 кДа. В отличие от других молибдоэнзи-
мов, функционирующих в виде гомодимеров,
животные и растительные mARC проявляют
свою активность, будучи в форме мономеров. В
структуре mARC имеется только одна простети-
ческая группа, представленная Mосо и на приме-
ре животных, было показано, что для осуществле-
ния каталитической активности mARC требуется
участие митохондриальных белковых партнеров:
цитохром b5-редуктазы (Cyt b5-R) и цитохрома b5

(Cyt b5), при этом активный центр mARC граничит

с цитоплазмой [66]. Таким образом, совместно
со своими партнерами mARC формирует мито-
хондриальный электрон-транспортный ком-
плекс ARCO (Amidoxime Reducing Complex), по ко-
торому электроны последовательно передаются от
NADH или NADPH через Cyt b5-R и Cyt b5 на

Мосо-сайт mARC, в котором происходит редуци-
рование субстрата [47, 67, 68].
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Субстратная специфичность mARC оконча-
тельно не установлена. Выявлен широкий спектр
веществ, принадлежащих к производным гидрок-
силамина, которые могут подвергаться ARC-зави-
симой редукции [67]. Среди них идентифицирова-
ны N-гидроксилированные формы азотистых ос-
нований, в частности N-гидроксиаминопурин и
N-гидроксицитозин, что может указывать на во-
влечение mARC в процессы нейтрализации их
мутагенного и повреждающего действия [47, 68].
Кроме того, субстратом для mARC может выступать
N-ω-гидрокси-L-аргинин, который является при-
знанным промежуточным продуктом NOS-зави-
симой генерации оксида азота. Таким образом,
mARC может выступать в качестве негативного
регулятора NOS-активности [67].

C использованием амидоксимредуктаз человека
hmARC1 и hmARC2, было показано участие этих
белков в продукции NO на наружной стороне мито-
хондриальной мембраны [66]. Следует обратить
внимание, что пространственная организация про-
стетических групп митохондриального комплекса
ARCO имеет близкое сходство с внутримолеку-
лярной электрон-транспортной цепью нитра-
тредуктазы, в которой также присутствуют
NAD(P)H-связывающий редуктазный-FAD-до-
мен и цитохромный Cyt b5- или Heme-домен [67].

С использованием NR-мутантных линий водорос-
ли Chlamydomonas reinhardtii, характеризующихся
делецией по Moсo-домену и функционально ак-
тивными редуктазным и цитохромным доменами
в структуре NR, была наглядно продемонстриро-
вана ее роль в транспорте электронов на Moсo-
домен в составе ARC при синтезе NO. Оба фер-
мента в клетках водоросли локализованы в цито-
плазме, где выявлялась продукция NO [47]. Важ-
но подчеркнуть, что ARC проявлял высокую спе-
цифичность к нитриту в присутствии нитрата в
концентрациях, достигающих 1 мM, то есть в тех
условиях, когда NR не способна катализировать
реакцию восстановления нитрита до NO. Учиты-
вая его незаменимую роль в жизнедеятельности
растительных организмов, был сделан вывод, что
образование NO является главной функцией расти-
тельных ARC. В связи с этим ARC белки растений
предложено назвать как NO-формирующие нитри-
тредуктазы NOFNiR (NO Forming Nitrite Reductase),
а двухкомпонентную NO-продуцирующую систе-
му, образуемую NR в партнерстве с ARC, было
предложено обозначать с использованием аббре-
виатуры NR:NOFNiR [22, 47, 48].

2.1.3. Участие других молибденосодержащих 
ферментов в реакциях восстановления 

нитрита с образованием NO
Потенциальной способностью восстанавли-

вать нитрит до NO обладают молибдоэнзимы
ксантиноксидоредуктаза (XOR), альдегидоксидаза

(AO) и сульфитоксидаза (SO), что стало основанием
для их объединения совместно с NR и mARC в
группу нитрит-восстанавливающих NO-образу-
ющих ферментов “неспецифических нитритре-
дуктаз” [41].

Ксантиноксидоредуктаза и альдегидоксидаза.
Белковые молекулы XOR и AO обладают сходным
доменным строением и на основании структур-
ного сходства Moco-доменов эти ферменты объ-
единены в семейство XO. Они являются гомоди-
мерными флавиносодержащими белками с моле-
кулярной массой около 290 кДа. В каждой
мономерной единице содержится по два железо-
серных центра [2Fe-2S], одному Moco и одному
FAD-кофактору [44].

Фермент XOR широко распространен среди
животных и растительных организмов и характери-
зуется преимущественно пероксисомной локализа-
цией, хотя в тканях животных он также выявляется
в цитоплазме и на внешней мембране некоторых
клеток [2, 20, 41]. XOR может функционировать в
виде ксантиндегидрогеназы (XDH) – основной
формы фермента, или ксантиноксидазы (XO),
которая образуется вследствие преобразования
XDH, обусловленного обратимым окислением
остатков цистеина в полипептидной цепи, на-
пример Cys535 или Cys992 у XOR коровьего молока,

или необратимым окислением других аминокис-
лотных остатков, например Lys551 или Lys569 в со-

ставе того же фермента [41]. Обе формы фермента
в аэробных условиях катализируют окисление ги-
поксантина до ксантина с последующим образова-
нием мочевой кислоты. При этом в сопряженной
реакции XDH восстанавливает NADP до NADPH,
тогда как в случае XO происходит восстановление
молекулы кислорода с образованием супероксида,
спонтанно дисмутирующим до перекиси водорода
[2]. В разных независимых опытах с помощью мето-
дов электронно-парамагнитной спектроскопии,
хемилюминесценции и с использованием NO-се-
лективных электродов было показано, что в анаэ-
робных условиях in vitro XOR, изолированная из
тканей животных способна в присутствии НАДН
осуществлять восстановление нитрита до NO [41,
70]. У растительных организмов вовлечение XOR
в продукцию NO было продемонстрировано с по-
мощью ингибитора активности XOR аллопури-
нола. Его использование для обработки растений
белого люпина приводило к угнетению в корнях
синтеза NO, указывая на высокую вероятность
участия XOR в образовании оксида азота в расти-
тельных организмах [22, 71].

Альдегидоксидазы подобно XOR обнаружива-
ются как в животных, так и в растительных клетках
и характеризуются цитоплазматической локализа-
цией. Их специфические функции заключаются в
катализировании реакций окисления различных
ароматических и неароматических альдегидов с
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образованием соответствующих им карбоновых
кислот [68, 72]. В геноме Arabidopsis thaliana иден-
тифицировано четыре гена альдегидоксидаз: AO1-
AO4, продукты экспрессионной активности кото-
рых образуют гомо- и гетеродимеры с различной
субстратной специфичностью. В частности, гомо-
димер AO1 способен окислять индолил-3-ацеталь-
дегид до индолил-3-уксусной кислоты, принадле-
жащей к семейству ауксинов. Другая альдегидокси-
даза резуховидки Таля, функционирующая в виде
AO2/AO3-гетеродимера, известная как AOδ про-
являет высокую специфичность к абсцизовому
альдегиду, являющегося предшественником гор-
мона абсцизовой кислоты. Данные об участии
растительных AO в биосинтезе фитогормонов мо-
гут указывать на их вовлечение в различные ас-
пекты роста и развития растений, включая про-
растание семян, вегетативный рост, а также в
адаптацию к стрессовым факторам окружающей
среды [72]. В экспериментах in vitro было показа-
но, что изолированные из тканей животных АО
способны катализировать реакцию нитритредук-
ции до NO в присутствии нитрита и таких восста-

навливающих субстратов, как альдегид N/-метил-
никотинамид и NADH [41]. Учитывая близкое
структурное сходство AO и XOR можно предпо-
ложить, что эти молибдоэнзимы могут играть
роль дополнительного ферментативного источ-
ника NO в растительных организмах.

Сульфитоксидаза. Свой вклад в продукцию NO
в растительных организмах может вносить фер-
мент сульфитоксидаза, поскольку на примере
млекопитающих была продемонстрирована ее
нитритредуктазная NO-синтезирующая актив-
ность [41, 43, 73]. Основные функции SO заклю-
чаются в детоксификации сульфита в ходе его
окисления до сульфата.

Реакция является финальным этапом окисли-
тельной деградации серосодержащих аминокислот
цистеина и метионина. По структуре SO млекопи-
тающих или птиц является гомодимером с молеку-
лярной массой около 100 кДа, характеризующимся
присутствием в каждой субъединице двух простети-
ческих групп: N-терминального гем-домена и C-
терминального молибденового кофактора. В
клетках животных фермент локализован в межмем-
бранном пространстве митохондрий, где электро-
ны, высвобождающиеся в ходе окисления сульфи-
та, передаются через гем-домен на универсальный
акцептор электронов цитохром с. Гем-домен SO
может гидролизироваться в результате частично-
го протеолиза, что приводит к образованию мо-
дифицированной формы энзима, обладающей
только одним редокс-центром – молибденовым
доменом. Эта редуцированная форма SO уже не
способна передавать электроны на цитохром с, но
сохраняет способность к окислению сульфита,

2 2

3 2 4SO H O SO 2H 2e .
− − + −+ → + +

которое может осуществляться в присутствии ис-
кусственных акцепторов электронов [41]. Струк-
тура растительных SO была расшифрована после
идентификации соответствующего фрагмента
кДНК у A. thaliana и проведения сравнительного
анализа последовательностей SO растений и жи-
вотных [74]. При этом наиболее близкое сход-
ство, составлявшее 46% гомологию на уровне
аминокислотных последовательностей, было вы-
явлено между SO растений и цыпленка. Кроме
того, их Moco-содержащие домены характеризо-
вались аналогичным с NR строением [74, 75]. Бы-
ло установлено, что SO растений также имеет го-
модимерную организацию и подобно модифици-
рованному ферменту животных не содержит гем-
домена, осуществляя передачу высвободившихся
при окислении сульфита электронов на молеку-
лярный кислород с образованием супероксида и
его последующей дисмутацией до перекиси водо-
рода. Поэтому не удивительно, что в раститель-
ных клетках SO локализована в пероксисомном
матриксе, в котором протекают процессы утили-
зации перекиси [19, 44, 68].

Примечательно, что SO млекопитающих в
присутствии сульфита способна катализировать
одноэлектронное восстановление нитрита до NO
[41, 73]. SO-катализируемая продукция NO про-
текает на молибденовом центре, при этом суль-
фит выступает в качестве восстановителя [41].
Скорость реакции зависит от значения pH среды
и возрастает приблизительно вдвое при пониже-
нии pH от 7.4 до 6.5. Однако при тех же значениях
pH нитрит-восстанавливающая активность SO
существенно ниже, чем у XO и AO [41]. Кроме то-
го, SO-катализируемая продукция NO зависит от
присутствия кислорода в среде и усиливается по
мере снижения его содержания [41, 73]. В услови-
ях гипоксии ингибируется внутримолекулярный
поток электронов от молибденового центра в со-
ставе SO и их поступление на цитохром с, вслед-
ствие чего происходит усиление передачи элек-
тронов на нитрит, что сопровождается активаци-
ей реакции нитритредукции с образованием NO
[41]. Данные опытов о проявлении NO-синтези-
рующей активности SO млекопитающих позво-
ляет предположить вовлечение этого молибдоэн-
зима в NO продукцию в растительных организ-
мах, которое еще только предстоит подтвердить
экспериментально [2, 22, 43].

2.1.4. Образование NO с участием
электрон-транспортной цепи митохондрий

В ряде работ было показано, что реакции вос-
становления нитрита, протекающие с образова-
нием NO, могут быть сопряжены с функциониро-
ванием митохондриальной электрон-транспорт-
ной цепи (мЭТЦ) [2, 22, 76]. В условиях гипоксии
митохондрии проявляют нитритредуктазную ак-
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тивность и становятся важным источником NO в
клетках микроорганизмов, животных и расти-
тельных тканей. Имеются сведения, что в клетках
некоторых грибов использование нитрита в каче-
стве терминального акцептора электронов лежит
в основе образования АТФ при отсутствии кисло-
рода [2, 77, 78]. Более того, образование АТФ в
условиях аноксии, опосредуемое восстановлени-
ем нитрита до NO, была выявлена в растительных
тканях, в частности в корнях растений ячменя и
риса [79]. С помощью ингибиторного анализа бы-
ло установлено, что процесс нитритредукции с
образованием NO в растительных митохондриях
протекает с участием ферментов мЭТЦ комплек-
сов III и IV. В частности использование миксоти-
азола и цианида (KCN), которые являются инги-
биторами цитохром с редуктазы (комплекса III) и
цитохром с оксидазы (комплекса IV), соответ-
ственно, приводило к угнетению нитрит-зависи-
мой генерации АТФ и сопряженной с ней про-
дукции NO в корнях растений ячменя и риса [2,
79]. Считается, что присутствие нитрита в мито-
хондриях оказывает защитное действие на их
структурную организацию при аноксии, а проте-
кающий в них процесс нитритредукции до NO
способствует поддержанию митохондриальной
активности и в целом повышению жизнеспособ-
ности растительных организмов в неблагоприят-
ных условиях [40].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, оксид азота в растительных
организмах продуцируется в ходе множественных
биохимических реакций, протекающих спонтан-
но или с участием разных ферментных систем,
катализирующих окислительные или восстано-
вительные пути биосинтеза NO. При этом фер-
менты, отвечающие за окислительное аргинин-
зависимое образование NO в высших растениях
пока не идентифицированы и являются объектом
активного поиска исследователей. Наиболее хо-
рошо изученными в высших растениях являются
нитрит-зависимые или восстановительные меха-
низмы образования NO, в которых особую роль
играет ключевой фермент азотного обмена асси-
миляторная нитратредуктаза. Она служит энзи-
матическим источником нитрита, выступающим
в качестве основного субстрата при восстанови-
тельной продукции NO. В определенных услови-
ях NR может сама катализировать реакцию нит-
ритредукции с образованием NO. И, кроме того, в
партнерстве с другим молибденосодержащим фер-
ментом амидоксимредуктазой (mARC), нитратре-
дуктаза участвует в образовании двухкомпонент-
ной NO-продуцирующей системы NR:NOFNiR.
Свой вклад в нитрит-зависимую продукцию NO
могут вносить такие молибдоэнзимы, как XOR,
AO и SO, в связи, с чем их, наряду с NR и mARC,

было предложено объединить в класс неспеци-
фических NO-образующих нитритредуктаз. Мо-
лекула NO является нестабильной и характеризует-
ся коротким временем жизни, период полураспада
которой исчисляется секундами. Вместе с тем учи-
тывая чрезвычайно широкий спектр регуляторного
действия NO, становится очевидной необходи-
мость поддержания его выработки на базовом уров-
не, обеспечивающим нормальное протекание раз-
ных звеньев растительного метаболизма на всех
этапах их жизненного цикла в норме и при стрессе,
с чем связано существование такого множества пу-
тей биосинтеза NO в растениях. Вместе с тем акту-
альным является вопрос о функциональном взаи-
модействии разных механизмов образования NO,
поскольку активация определенных путей продук-
ции этой сигнальной молекулы, весьма вероятно,
сопровождается угнетением интенсивности дру-
гих механизмов, что может определяться внеш-
ними условиями и фазой развития растительного
организма.
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