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Аннотация 

Исследована роль оксида азота (NO) в регуляции генов клеточного цикла циклина 

D3;1 (СYCD3;1) и циклинзависимой киназы А1;1 (CDKA1;1) в каллусе гречихи татар-

ской с высокой ростовой активностью. Максимальный уровень экспрессии гена 

CYCD3;1 был отмечен через сутки после пересадки каллуса на свежую среду культи-

вирования, он совпадал с пиком содержания NO и предшествовал пику митотической 

активности. Экспериментальное увеличение или снижение содержания внутриклеточ-

ного NO оказывало влияние на митотическую активность каллусной культуры. При 

этом добавление в среду культивирования донора NO – нитропруссида натрия – вызы-

вало увеличение уровня экспрессии СYCD3;1 и митотического индекса каллуса, тогда как 

добавление скавенджера NO – 2-(4-карбоксифенил)-4,4,5,5-тетраметилимидазолин-1-

оксил-3-оксида (cPTIO) – приводило к снижению уровня как экспрессии СYCD3;1, так 

и митотической активности. В случае CDKA1;1 в обоих вариантах воздействия обна-

ружено снижение уровня экспрессии гена. При этом показано, что и нитропруссид 

натрия, и cPTIO вызывают снижение содержания Н2О2 в клетках каллуса. Таким обра-

зом, установлено, что NO может быть вовлечен в регуляцию экспрессии не только гена 

CYCD3;1, но и CDKA1;1. Предполагается, что регуляторный эффект NO на экспрессию 

CDKA1;1 может быть опосредован изменением редокс-статуса клеток. 

Ключевые слова: оксид азота, циклин D3;1, циклинзависимая киназа А1;1, нит-

ропруссид натрия, скавенджер NO (сPTIO), пролиферация, каллус 

 

Введение 

Активные формы кислорода (АФК) и активные формы азота (АФА) пред-

ставляют собой ключевые молекулы, обеспечивающие динамичность сигналь-

ных систем клеток растений [1, 2]. Тем не менее, несмотря на их участие во мно-

гих аспектах клеточной биологии, понимание регуляции окислительного и осо-

бенно нитрозативного сигналинга все еще остается неполным [3].  

Установлено, что АФК и АФА координированно регулируют защитные реак-

ции растений на развитие как биотического, так и абиотического стресса [2]. 

Изучено совместное участие оксида азота и АФК в реакции гиперчувствитель-

ности, для которой показан не только окислительный, но и нитрозативный 

взрыв [4, 5]. Установлено, что при солевом стрессе происходит активация и 

H2O2-индуцируемых, и NO-индуцируемых генов, причем большая их часть пе-

рекрывается [6]. 
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Данные последнего десятилетия показывают, что АФА наравне с АФК играют 

важную роль в регуляции клеточного цикла [7, 8]. Так, исследования экспрессии 

генов клеточного цикла показали, что NO оказывает активирующее действие на 

транскрипцию циклина D3;1 (CYCD3;1) в клетках томатов и арабидопсиса [8, 9], 

а АФК вызывает увеличение транскрипционной активности циклинзависимой 

киназы А (CDKA1;1) в суспензионной культуре люцерны [10]. 

Классическими триггерами клеточного цикла являются гормоны и сахароза 

[11]. В работах Т. Пастернака с соавторами [12, 13] было выявлено, что окис-

лительный стресс и ауксин действуют синергично, индуцируя деления в тканях 

и протопластах Arabidopsis thaliana и протопластах люцерны. Н. Корреа-Ара-

гунде с соавторами [14] пришли к заключению, что NO участвует в распро-

странении ауксинового сигнала, индуцируя экспрессию CYCD3;1 и, следова-

тельно, активируя клеточный цикл. Авторами было установлено, что при уве-

личении концентрации ауксина или NO снижается уровень транскриптов 

KRP2, кодирующего специфический ингибитор активности CDK, но увеличи-

вается уровень экспрессии циклина D3;1, который, связываясь с циклинзави-

симой киназой А1, регулирует переход от G1- к S-фазе. Усиление транскрип-

ционной активности CYCD3;1 было отмечено также в ответ на цитокининовый 

сигнал, причем в передаче сигнала участвует NO [9]. Необходимо заметить, что 

как ауксин [15], так и цитокинин [16] способны вызывать увеличение внутри-

клеточного содержания NO. Относительно мало известно о возможном меха-

низме действия NO на регуляцию клеточного цикла. Установлено, что NO может 

изменять пути передачи сигнала через модификацию содержания вторичных по-

средников, таких как цГМФ, цАДФ-рибоза или Ca
2
+ [5, 17, 18]. Взаимодействие 

АФК- и АФА-сигнальных путей в растениях к настоящему моменту также ма-

лоизучено, но активно обсуждается (см., например, [2, 6, 19]). 

Очевидно, что клеточный цикл находится под контролем большого числа 

различных факторов, что усложняет исследование механизмов его регуляции. 

Культивируемые клетки растений, различающиеся по морфогенной способно-

сти, пролиферативной активности и гормонозависимости, представляют собой 

удобную модель для исследования механизмов регуляции клеточного цикла. 

Ранее нами было установлено, что неморфогенные каллусы гречихи татар-

ской отличаются от морфогенных каллусов, из которых они получены, более 

высоким уровнем митотического индекса и большим приростом биомассы. 

Неморфогенные каллусы имели один пик митотической активности, при этом 

доля делящихся клеток составляла от 3% до 4.26% в зависимости от линии. 

Прирост их биомассы превышал в 5 раз прирост биомассы морфогенного кал-

луса. Вместе с тем для неморфогенного каллуса характерно повышенное по 

сравнению с морфогенными линиями содержание пероксида водорода (в 1.5–

15 раз в зависимости от линии) [20, 21]. На основании полученных результатов 

было сделано предположение, что АФК могут участвовать в регуляции роста 

неморфогенных каллусов гречихи. Нам также представлялось важным оценить 

вовлеченность NO в регуляцию пролиферативной активности каллусных куль-

тур, характеризующихся высокой скоростью роста, и возможность его взаимо-

действия с АФК. 
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Цель настоящей работы заключалась в изучении роли NO в регуляции ге-

нов клеточного цикла СYCD3;1 и CDKA1;1 в неморфогенном каллусе гречихи 

татарской с высокой пролиферативной активностью. 

Материалы и методы 

В работе использовали неморфогенный каллус гречихи татарской Fagopyrum 

tataricum (L.) Gaertn., состоящий из паренхимоподобных клеток и отличаю-

щийся высоким индексом роста. Каллусные культуры поддерживали в термо-

стате при температуре (26 ± 0.5) °С в темноте на каллусогенной среде RХ [22], 

содержащей минеральные соли среды Гамборга В5 [23] с добавлением 2 мг/л 

тиамина, 1 мг/л пиридоксина, 1 мг/л никотиновой кислоты, 2 г/л гидролизата 

казеина, 2 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты, 0.5 мг/л индолилуксусной 

кислоты, 0.5 мг/л нафтилуксусной кислоты, 0.2 мг/л кинетина. Каллусы пере-

саживали через каждые две недели.  

Источник образования NO (нитропруссид натрия) и скавенджер NO (2-(4-

карбоксифенил)-4,4,5,5-тетраметилимидазолин-1-оксил-3-оксид (cPTIO)) добав-

ляли в среду культивирования через стерильный ультрафильтр диаметром пор 

0.22 мкм (Millipore, США). На основе литературных данных [17, 24, 25] и ре-

зультатов предварительных экспериментов была выбрана концентрация нитро-

пруссида натрия – 200 мкМ, cPTIO– 50мкМ. Параметры снимали через 1 сут 

после переноса каллуса на среды с модуляторами. 

Для построения кривых роста использовали стандартную методику [26].  

Для приготовления цитогенетических препаратов и подсчета митотического 

индекса каллус выдерживали в фиксаторе Кларка 4–6 ч. Затем материал отмы-

вали от фиксатора 96%-ным этанолом и хранили до исследования в 70%-ном 

этаноле. Окрашивание хромосом проводили 2%-ным пропионовым орсеином 

(Serva, Германия). Препараты изучали с помощью микроскопа Jenamed (Сarl 

Zeiss, (Германия). При определении митотического индекса учитывали не ме-

нее 5000 клеток на точку фиксации. 

Содержание пероксида водорода определяли спектрофотометрически со-

гласно Д. Беллинчампи с соавторами [27].  

Содержание оксида азота определяли с помощью реактива Грисса по методу 

Б. Чжоу с соавторами [17] и с использованием набора Nitric Oxide Colorimetric 

Assay Kit (BioVision, США).  

Образцы тотальной РНК неморфогенного каллуса получали с использова-

нием коммерческого набора SV Total RNA Isolation System (Promega, США) со-

гласно инструкции фирмы-изготовителя. Реакцию обратной транскрипции про-

водили с праймером олиго(dT)18 согласно рекомендациям фирмы-изготовителя 

обратной транскриптазы RevertAidTM M-MuLV (Fermentas, Литва). Качество 

экстрагированной РНК контролировали с помощью электрофореза в 0.8%-ном 

агарозном геле в присутствии бромистого этидия (10 мг/мл). Образцы РНК 

хранили при –20 °С.  

Реакцию обратной транскрипции проводили со случайными праймерами 

согласно рекомендациям фирмы-изготовителя обратной транскриптазы 

RevertAidTM M-MuLV (Fermentas, Литва) после предварительного выравнивания 
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концентрации РНК между образцами с использованием NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific, США). 

Для контроля эффективности ПЦР-РВ и адекватности получаемых резуль-

татов эксперимент сопровождали постановкой реакций, в которых матрицей 

служила остаточная ДНК, содержащаяся в препаратах РНК без стадии обрат-

ной транскрипции. 

Выявление продуктов амплификации в режиме реального времени прово-

дили с использованием флуоресцентного красителя SYBR Green I.  

Постановку ПЦР в реальном времени проводили в объеме 10 мкл на про-

граммируемом амплификаторе iQ iCycler (Bio-Rad, США) в режиме: 1 цикл – 

95 °С, 2 мин; 40 циклов – 95 °С, 15 с, 55 °С, 5 с, 60 °С, 1 мин. Относительный 

уровень экспрессии (R) каждого гена в соответствующих образцах определяли 

исходя из значений порогового цикла (Ct) и эффективности амплификации (Е) 

с использованием метода М. Пфаффла [28]. Значения Ct для целевых генов были 

нормализованы относительно референсных генов. В качестве последних были 

использованы гены, кодирующие бета-тубулин и глицеральдегид-3-фосфат-де-

гидрогеназу. 

Все олигонуклеотидные праймеры были синтезированы в НПФ «Литех» 

(г. Москва, Россия). Для амплификации генов, кодирующих циклин D3;1 и 

циклинзависимую киназу A1;1 гречихи татарской, исходя из первичных после-

довательностей кДНК соответствующих генов, полученных в ходе выполнения 

проекта РФФИ № 13-04-97136, нами были подобраны следующие праймеры: 

СycD3-1(F): 5'-GGATGCTAAAAGTCAACTCGT-3' 

CycD3-1(R): 5'-CAACAAGCTGAATCGTCCAT-3' 

CDKA1(F): 5'-AAGGTTGAGAAGATAGGGGAG-3' 

CDKA1(R): 5'-ACGAAACCAATGTCCTTGAA-3' 

Tub2(F) 5'-TCGTACTCCTCTCCTTCCT-3' 

Tub2(R) 5'-ACGTATGGATGAAATGGAG-3' 

GAPDH3(F) 5'-ACTTGAGATTATCCGGGAAGC-3' 

GAPDH3(R) 5'-GCTCCCGTGTGGTAGACTTG-3' 

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета 

статистического анализа программы Microsoft Office Excel 2007. Представлены 

данные трех независимых опытов с 3–5 биологическими повторностями в каж-

дом в виде среднее значение ± стандартная ошибка среднего значения при до-

верительной вероятности 95%. 

Результаты и их обсуждение 

На первом этапе исследования мы оценивали содержание NO в клетках 

каллуса. Анализ полученных данных показал, что значения содержания NO ко-

лебались в течение пассажа от 0.4 до 0.8 мкМ/г сухого веса (рис. 1, а), но мак-

симальное значение наблюдали через сутки после переноса каллуса на свежую 

среду. На 2-е сутки отмечали резкое снижение, а затем плавное уменьшение 

содержания NO в клетках каллуса. Исследование пролиферативной активности 

показало, что в течение пассажа в каллусе наблюдается один пик митотической 

активности – через сутки после пересадки культуры на свежую среду, далее 

митотическая  активность   каллуса  снижается  (рис. 1, б).  При  сопоставлении  
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Рис. 1. Динамика содержания внутриклеточного NO (а) и митотической активности (б) 

клеток неморфогенного каллуса гречихи татарской в течение культурального цикла 

данных по содержанию внутриклеточного NO с динамикой митотического ин-

декса (МИ) выявили, что пик содержания NO предшествует пику МИ (рис. 1). 

На следующем этапе работы мы изучали уровень экспрессии генов СYCD3;1 

и CDKA1;1 в процессе культивирования каллуса. Было установлено, что уро-

вень экспрессии исследуемых генов различается в течение пассажа. Экспрессия 

CDKA1;1 с 1-х по 6-е сутки культивирования изменяется мало, значительное 

снижение уровня экспрессии отмечается только на 8-е сутки (рис. 2, а). Макси-

мальный уровень экспрессии CYCD3;1 наблюдали через сутки после переноса 

каллуса на свежую среду культивирования, но уже со 2-х суток пассажа уро-

вень экспрессии гена снижался, достигая минимума к 8-м суткам культивиро-

вания (рис. 2, б). При этом пик экспрессии CYCD3;1 предшествует пику мито-

тической активности (рис. 1, б, 2, б). Известно, что активность СYCD3;1 мак-

симальна при переходе от G1- к S-стадии клеточного цикла, в дальнейшем его 

экспрессия снижается [29], что согласуется с полученными нами результатами. 

Кроме того, нами была отмечена корреляция между уровнем экспрессии 

CYCD3;1 и внутриклеточным содержанием NO. Классическими триггерами кле-

точного цикла являются гормоны и сахароза [11]. Логично предположить, что 

наблюдаемое увеличение экспрессии генов CDKA1;1 и СYCD3;1 через сутки 

после пересадки было вызвано поступлением экзогенных гормонов и углеводов 

из свежей среды культивирования. Считается, что циклины D-типа обеспечива-

ют согласованность продвижения по клеточному циклу с сигналами окружаю-

щей среды (в первую очередь с наличием и доступностью питательных ве-

ществ), делая возможным рост и дифференцировку клеток в благоприятных 

условиях [30]. Показано, что экспрессия CYCD2 и CYCD3 чувствительна к при-

сутствию сахарозы. При этом экспрессия СYCD3, в отличие от СYCD2, реаги-

рует также на наличие гормонов [31]. Была показана зависимость экспрессии 

СYCD3 от цитокинина, брассиностероидов и ауксина [32]. В частности, показано, 

что AtCYCD3;1 активируется в ответ на цитокинины, а его сверхэкспрессия при-

водит к образованию каллуса и регенерации побегов из эксплантов в отсутствие 

экзогенного цитокинина [31]. Мутация по гену CYCD3;1 приводит к снижению 

ответов на цитокинин, таких как регенерация побегов из каллуса [33]. Для актива-

ции экспрессии CDKA также необходимы гормоны, в первую очередь ауксин [34]. 

Ауксин также играет важную роль в сборке активного  CDKA-ассоциированного  
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Рис. 2. Изменение уровня экспрессии генов CDKA1;1 (а) и CYCD3;1 (б) в течение куль-

турального цикла каллуса гречихи татарской 

комплекса [35]. Однако для активации киназы необходим цитокинин [36]. Сле-

дует отметить, что гормоны способны воздействовать также и на содержание 

внутриклеточного NO [37]. Показано участие NO в ауксиновом ответе [15], также 

установлено, что генерация NO быстро индуцируется в ответ на добавление ци-

токининов в клеточных культурах арабидопсиса, петрушки и табака [16].  

Далее исследовали влияние модуляторов внутриклеточного содержания NO 

на экспрессию СYCD3;1 и CDKA1;1 и пролиферативную активность неморфо-

генного каллуса. Для изменения внутриклеточного содержания NO использовали 

донор NO – нитропруссид натрия (SNP) – и скавенджер NO – 2-(4-карбоксифе-

нил)-4,4,5,5-тетраметилимидазолин-1-оксил-3-оксид (сPTIO)). Было установле-

но, что нитропруссид натрия вызывает достоверное увеличение внутриклеточ-

ного содержания NO в каллусе (более чем на 100%), тогда как cPTIO снижает со-

держание внутриклеточного NO (на 50%) (рис. 3, а). Кроме изменения внутрикле-

точного уровня NO, SNP и cPTIO вызывали изменение митотического индекса 

каллуса. Нитропруссид натрия увеличивал митотический индекс в 2.5 раза, тогда 

как cPTIO снижал митотическую активность клеток каллуса в 2 раза (рис. 3, б). 

Было отмечено изменение профиля экспрессии генов клеточного цикла 

при изменении эндогенного содержания NO. Увеличение уровня экспрессии 

СYCD3;1 отмечали при применении источника NO – нитропруссида натрия 

(рис. 3, в). В случае применения сPTIO наблюдали снижение уровня экспрессии 
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Рис. 3. Влияние модуляторов внутриклеточного содержания NO – нитропруссида натрия 

(SNP) и cPTIO – на внутриклеточное содержание NO (а), митотический индекс (б), 

уровень экспрессии CYCD3;1 и CDK1;1 (в). Длительность культивирования – 1 сут 

СYCD3;1 (рис. 3, в). Полученные результаты согласуются с известными данными. 

Так, Н. Корреа-Арагунде [8] описано участие NO в регуляции экспрессии 

СYCD3;1 в клетках корней томатов с использованием тех же самых модулято-

ров внутриклеточного содержания NO. Помимо изменения уровня экспрессии 

гена СYCD3;1 было отмечено стимулирующее действие нитропруссида натрия 

на формирование боковых корней; использование cPTIO вызывало снижение 

числа боковых корней. Нами установлены стимулирующий эффект SNP и инги-

бирующее действие cPTIO на деление клеток каллусных культур. 

Необходимо отметить, что при воздействии обоих модуляторов эндогенного 

содержания NO было обнаружено снижение уровня экспрессии CDKA1;1 

(рис. 3, г), коррелирующее со снижением внутриклеточного содержания Н2О2 

(рис. 4). В литературе есть сведения о том, что Н2О2 может оказывать влияние 

на внутриклеточное содержание NO. Так, П. Ван с соавторами [38] показано 

участие Н2О2 в индукции образования NO, которое может происходить при 

АБК-индуцированной активации МАР-киназы 6. Х.-Л. Лум с соавторами [39] 

было сделано предположение, что Н2О2-опосредованное изменение содержания 

кальция в клетке влияет на активность NO-синтазы, тем самым изменяя внут-

риклеточное содержание NO. Оказывает ли NO какое-либо влияние на образо-

вание АФК, пока не известно. Есть данные о том, что NO изменяет активность 

аконитазы, фермента, катализирующего изомеризацию цитрата в изоцитрат [40]. 

Инактивация этого фермента снижает энергетический метаболизм клеток, что мо-

жет вызвать редукцию электронного тока через дыхательную цепь митохондрий 

и последующее   снижение   образования  АФК.  Нами  также  отмечено  снижение  
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Рис. 4. Влияние модуляторов эндогенного содержания NO на содержание пероксида 
водорода в клетках неморфогенного каллуса гречихи татарской 

внутриклеточного содержания Н2О2 как при увеличении, так и при снижении 

внутриклеточного содержания NO. 

В литературе имеется мало данных о влиянии NO на экспрессию генов 

CDKA, но есть данные о вовлечении АФК в их регуляцию. Так, А. Фехер с со-

авторами [10] исследовали влияние CuSO4 (индуктора мягкого окислительного 

стресса) и DPI (ингибитор НАДФН-оксидазы) на активацию клеточного цикла 

в клетках суспензионной культуры люцерны. Стресс усиливал активность 

CDKА1 в течение 24–48 ч после пересадки, данный эффект снимался одновре-

менным использованием CuSO4 и DPI. Использование только DPI приводило 

к небольшому уменьшению активности CDKА1, но при этом также наблюдали 

торможение деления клеток, отмечаемое по уменьшению скорости роста куль-

тур [10]. Нами не установлена корреляция между пролиферативной активно-

стью каллуса и уровнем экспрессии CDKА1. Следует отметить, что мы не оце-

нивали активность CDKА1, но отмечали корреляцию между снижением содер-

жания Н2О2 и снижением уровня экспрессии CDKА1;1. Исходя из литератур-

ных данных и полученных нами результатов, можно сделать вывод, что АФК 

могут участвовать в регуляции как экспрессии, так и активности CDKА1. 

Таким образом, установлено, что экспериментальное изменение внутри-

клеточного содержания NO приводит к изменению внутриклеточного уровня 

пероксида водорода. Является ли наблюдаемый нами эффект последствием из-

менения содержания NO или связан с неспецифичностью действия использо-

ванных модуляторов, пока не ясно. Однако возможность влияния именно NO 

на уровень внутриклеточного пероксида водорода обсуждается в [2]. В связи 

с этим можно говорить, что NO может быть вовлечен в регуляцию экспрессии 

не только гена CYCD3;1, но и CDKA1;1, и регуляторный эффект NO на экс-

прессию CDKA1;1 может быть опосредован изменением редокс-статуса клеток. 
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Abstract 

The research presented in this paper is aimed to determine the role of nitric oxide (NO) in the regu-

lation of cyclin D3;1 (CYCD3;1) and cyclin-dependent kinase A1;1 (CDKA1;1) expression. The non-

morphogenic callus of Tartary buckwheat (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.) with high growth activity 

has been taken as the object of study. The methods of spectrophotometry and real-time PCR have been 

used. 

In the first stage of the research, the dynamics of intracellular NO content and mitotic activity of 

callus cells have been compared. It has been noted that the peak of NO content precedes the peak 

of mitotic activity of the callus. It has been revealed that the maximum level of CYCD3;1 expression 

observed the day after the callus transfer to a new medium coincides with the peak of NO content 

and precedes the peak of mitotic activity. The addition of NO donor sodium nitroprusside to the culture 

medium has caused an increase in the mitotic index and CYCD3;1 expression, while the NO scavenger 

– 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) – has decreased 

CYCD3;1 expression and the mitotic index. In both cases, a decrease in CDKA1;1 expression has been 

found. Both sodium nitroprusside and cPTIO has had no strict specificity and influenced not only NO, but 

also H2O2 content. The possible mechanisms of interaction between reactive oxygen and nitrogen spe-

cies signalling pathways have been discussed in this paper. 

Based on the results of the study it has been concluded about the possibility of NO involvement in 

the regulation of not only CYCD3;1 expression, but also CDKA1;1 expression. It has been suggested that 

the regulatory effect of NO on CDKA1;1 expression may be mediated by cellular redox state changes. 

Keywords: nitric oxide, cyclin D3;1, cyclin-dependent kinase А1;1, sodium nitroprusside, 

NO scavenger (cPTIO), proliferation, callus 

Figure Captions 

Fig. 1. The dynamics of intracellular NO content (a) and mitotic activity (b) of nonmorphogenic callus 

cells of Tartary buckwheat during the cultural cycle. 

Fig. 2. Changes in the level of CDKA1;1 (a) and CYCD3;1 (b) expression during the cultural cycle 

of Tartary buckwheat callus. 

Fig. 3. The influence of the intracellular NO content modulators (sodium nitroprusside (SNP) 

and cPTIO) on the intracellular NO content (a), mitotic index (b), level of CYCD3;1 and CDK1;1 

expression (c). Cultivation length – one day. 

Fig. 4. The effects of endogenous NO content modulators on the content of nonmorphogenic callus 

of Tartary buckwheat. 
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