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Огляд присвячено аналізу й узагальненню результатів протеомних досліджень бобово-
ризобіального симбіозу. Обговорюються методичні складнощі, пов’язані з виділенням протеїнових 
екстрактів симбіотичних структур, та шляхи їх подолання. Висвітлено основні зміни процесів 
біосинтезу протеїнів за формування та функціонування симбіотичних утворень. Певну ува-
гу приділено значенню протеомних досліджень рослинно-мікробних утворень, ролі макромолекул 
протеїнів у формуванні адаптаційних стратегій за несприятливих умов навколишнього середови-
ща. Проаналізовано стратегічні та концептуальні перспективи протеоміки бобово-ризобіального 
симбіозу.
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С имбіотична азотфіксація є надзвичай-
но важливим процесом, завдяки яко-
му здійснюється щорічне зв’язування 

40 млн. тон нітрогену атмосфери [1] та забезпе-
чення людства «екологічно чистою» продоволь-
чою, кормовою та технічною продукцією [2]. Ра-
зом з тим конкуренція бобових рослин з іншими 
важливими сільськогосподарськими культурами 
за посівні площі [3, 4] та зростаючий стресорний 
тиск [1, 5, 6] не дозволяють істотно збільшувати 
їх виробництво. Єдиним виходом із цієї ситуації 
є вдосконалення стратегій їх вирощування, які б 
дозволяли повною мірою враховувати всі шля-
хи досягнення максимального кількісного та 
якісного результату за оптимального поєднання 
генетичного потенціалу рослини, кліматичних 
умов та агротехнічних прийомів. Тому, у пер-
шу чергу, для підвищення врожайності бобових 
рослин необхідно здійснювати ідентифікацію та 
характеристику генів і протеїнів, під контролем 
яких знаходиться продуктивність цих культур, 
та можливості їх пристосування до широкого 
діапазону умов зростання [7].

Протеоміка – новітній методологічний 
підхід постгеномної біологічної науки, який все 
частіше використовується в усіх галузях біології, 
біотехнології та біомедицини. Спектр можливо-
стей, який вона відкриває, включає в себе як вияв-
лення нових протеїнів, так і розкриття механізмів 

складних протеїнових взаємодій. Ідентифікація 
пулу протеїнів та їх порівняння методами SDS-
PAGE та двовимірного електрофорезу дозволя-
ють вивчати відмінності протеїнової експресії в 
різних організмів і в різних умовах їх існування. 
Виявлення протеїн-протеїнових взаємодій за до-
помогою епітопного картування, імуноафінної 
хроматографії, електрофорезу в нативних умо-
вах, аналіз посттрансляційних модифікацій, 
включаючи фосфорилування, глікозилювання, 
процесинг та протеоліз, глобальне структур-
не вивчення складних протеїнових комплексів 
із використанням часткового протеолізу або 
ізотопного мічення – всі ці та інші етапи і ме-
тоди протеомного аналізу дають можливість 
як найповніше охарактеризувати структуру 
та функції протеїну, його філогенетичне по-
ходження і роль в організмі та навколишньому 
середовищі [8, 9]. 

Розвиток сучасного високотехнологічного 
сільського господарства характеризується 
швидким впровадженням у різні його сфе-
ри результатів наукових досліджень, зокре-
ма  протеомних, починаючи з генної інженерії 
і закінчуючи контролем якості продукції та 
екологічним моніторингом [10]. Ідентифікація, 
каталогізація, якісний, кількісний та систем-
ний аналіз усієї сукупності протеїнів, син-
тезованих у клітинах, тканинах, в організмі 
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сільськогосподарських культур – необхідні при-
йоми, що дають важливу інформацію про їхні 
протеїнові профілі. Саме це дозволяє характери-
зувати рослину на предмет її поживної цінності, 
виявляти фактори, які впливають на її ріст і роз-
виток, а відтак визначати рівень врожайності, 
матеріальної та екологічної доцільності її виро-
щування.

Повне секвенування послідовностей ге-
ному таких модельних небобових рослин, як 
рис та арабідопсис дають уявлення щодо бага-
тьох фундаментальних особливостей фізіології 
і біохімії рослин [11, 12]. Однак вони не дозво-
ляють розкрити деякі важливі аспекти біології 
бобових, серед яких найдослідженішими в 
напрямі розшифровки геному та функціональної 
геноміки є Lotus japonicus і Medicago truncatula 
[13]. Дослідження геному сої здійснено в рамках 
проекту Phytozome (http://www.phytozome.net/
soybean). Проте функціональна геноміка сої зна-
ходиться в зародковому стані, тому протеоміка 
може бути потужним інструментом для аналізу 
функцій генів та протеїнів цієї важливої 
сільськогосподарської культури [14].

Протеоміка є ідеальним інструментом 
для вивчення рослинно-мікробних угрупувань 
взагалі і бобово-ризобіального симбіозу, зокре-
ма. По-перше, вона дає змогу ідентифікувати 
протеїни, що продукуються обома партнерами 
під час їх взаємодії і є критичними для вста-
новлення і розвитку симбіозу, та дозволяє ви-
являти посттрансляційні модифікації в них. 
По-друге, вона відкриває можливість просте-
жувати часові зміни протеїнових профілів під 
час функціонування симбіотичних систем бобо-
вих рослин та мікроорганізмів як за оптималь-
них, так і за стресових умов, що в свою чергу 
відкриває можливості спрямовано впливати на 
процес симбіотичної азотфіксації [15, 16]. По-
третє, з огляду на безсумнівну перевагу бобово-
ризобіального симбіозу в забезпеченні людства 
необхідним «екологічним» протеїном, проте-
омний аналіз набуває особливої значущості не 
лише для фундаментальної біологічної науки, а і 
для сільського господарства [17].

Метою огляду було проведення аналізу 
сучасних даних у галузі протеоміки бобово-
ризобіального симбіозу, узагальнення 
результатів досліджень протеому бобових рос-
лин, ризобій та утворених ними симбіотичних 
структур за їх функціонування в оптимальних 

та стресових умовах, висвітлення труднощів, 
переваг та перспектив протеомних методів.

Екстракція протеїнів сої: 
переваги та недоліки методів

Одержання протеїнових екстрактів – пер-
ший етап будь-якого протеомного аналізу, який, 
здебільшого, є вирішальним, оскільки визначає 
якість кінцевого результату досліджень [18, 19]. 
Ідеальний метод передбачає екстракцію та 
розчинення всього пулу протеїнів, наявних у 
зразку, з мінімальним включенням артефактів 
та непротеїнових компонентів. Проте, врахо-
вуючи величезне різноманіття поліпептидів за 
внутрішньоклітинною локалізацією, молеку-
лярною масою, зарядом, гідрофобними власти-
востями, посттрансляційними модифікаціями, 
здатністю до утворення комплексів, досі не вда-
лося створити універсальний метод екстракції 
всього протеому хоча б якогось одного організму: 
умови проведення екстракції потрібно підбирати 
кожен раз залежно від матеріалу та мети проте-
омного дослідження [8, 9].

Рослинні тканини характеризуються 
відносно низьким вмістом протеїнів порівняно 
із тваринними та бактеріальними клітинами 
[20,  21]. Окрім цього, екстракція протеїну і 
підготовка зразків із рослинного матеріалу 
звичайно ускладнені наявністю в них великої 
кількості інтерферуючих компонентів, таких як 
фенольні сполуки, протеолітичні та окислювальні 
ензими, терпени, органічні та нуклеїнові кисло-
ти, вуглеводи, полісахариди клітинних стінок, 
а також значно домінуючі в зелених ткани-
нах хлоропластні протеїни, наприклад, такі як 
D-рибулозо-1,5-бісфосфаткарбоксилаза/оксиге-
наза [22–24]. Масштабні протеомні дослідження 
однієї з найважливіших сільськогосподарських 
культур – сої – почалися лише у 2002 році [25]. 
Велику кількість експериментів було присвя-
чено підбору та оптимізації методів одержан-
ня та розчинення протеїну з різних тканин 
сої, що підтверджує наявність серйозних об-
межень та проблем у протеомному аналізі цієї 
культури. Так, за порівняння протеїнових карт 
різних тканин рису та сої, складених після 
екстракції протеїнів кількома методами, ви-
явлено значно менше протеїнових плям саме 
зі зразків сої, що доводить важливість підбору 
методів гомогенізації, очищення, розчинен-
ня та розділення поліпептидів цієї культури 
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[26]. Більшість методів одержання протеїнових 
препаратів різних тканин сої базуються на 
фенольній екстракції або преципітації протеїнів 
за допомогою трихлороцтової кислоти/ацето-
ну. Крім того, застосовуються багато варіантів 
екстракційних та лізуючих буферів, що 
варіюють за хімічним складом та концентрацією 
компонентів (табл. 1).

За результатами багатьох досліджень ме-
тоди одержання протеїнових екстрактів, що ба-

зуються на застосуванні фенолу, дитіотреїтолу 
або інших денатуруючих агентів як основних 
компонентів екстракційних та/чи лізуючих 
буферів є найефективнішими для екстракції 
та солюбілізації протеїнів сої. Вони дозво-
ляють мінімізувати процеси протеолізу та 
оптимізувати екстракцію, результатом чого є 
одержання якісних препаратів протеїнів для 
двовимірного гель-електрофорезу [14]. В окре-
мих випадках ефективнішим є застосування 

Т а б л и ц я  1. Методи одержання протеїнових препаратів із різних тканин сої

Примітки: CHAPS – 3-[(3-холамідопропіл)-диметиламоній]-1-пропансульфонат; ДТТ – дитіотреїтол; ЕДТА – 
етилендіамінтетраоцтова кислота; ТХО – трихлороцтова кислота; ПВП – полівінілпіролідон; NP-40 – 
нонілфеноксиполіетоксилетанол; ФМСФ – фенілметансульфонілфлуорид; DSNa – додецилсульфату натрію; 
ПЕГ – поліетиленгліколь.

Буфер для екстракції Буфер для розчинення/лізису Джерело

Насіння
4% CHAPS, 5 М сечовини, 2 М тіосечовини, 
65 мМ ДТТ, 0,8% амфолітів (рН 3–10) – [25]

50% фенолу, 0,45 М сахарози, 5 мМ ЕДТА, 0,2% 
β-меркапто-етанолу, 50 мМ трис-НСl, рН 8,8

8 М сечовини, 2 М тіосечовини, 
2% CHAPS, 2% тритону X-100, 50 мМ 
ДТТ, 2 мМ трибутилфосфіну, 0,5% 
амфолітів

[19]

10% ТХО в ацетоні, 0,07% β-меркаптоетанолу 9 М сечовини, 1% CHAPS, 1% ДТТ, 
1% амфолітів (рН 3–10) [27]

Корені
10% ТХО в ацетоні, 0,07% β-меркаптоетанолу, 
1% ПВП

7 М сечовини, 2 М тіосечовини, 
2%  CHAPS, 1% ДТТ, 2% амфолітів 
(рН 3–10)

[28]

Фосфатно-сольовий буфер, рН 7,6 (65 мМ 
K2НРО4, 2,6 мМ KН2РО4, 400 мМ NaCl, 3 мМ 
NaN3), з наступною преципітацією 10% ТХО

9,5 М сечовини, 2% NP-40, 5% ПВП, 
5% β-меркаптоетанолу, 2% амфолітів 
(рН 3–10)

[29]

Листки
10% ТХО в ацетоні, 0,07% β-меркаптоетанолу 9 М сечовини, 1% CHAPS, 1% ДТТ, 

1% амфолітів (рН 3–10) [27]

100 мМ трис-НСl, рН 8,8, 50 мМ ДТТ, 10 мМ 
ЕДТА, 1 мМ ФМСФ, інгібітори протеаз

8,5 М сечовини, 2,5 М тіосечовини, 
5%  CHAPS, 2% тритон X-100, 1% 
амфолітів (рН 3–10), 100мМ ДТТ

[30]

Бульбочки
0,3 М трис-HCl, рН 8,8, 5 мМ ЕДТА, 4% DSNa, 
5% гліцеролу, 3% β-меркаптоетанолу, 1 мM 
ФМСФ

охолоджений ацетон [31]

0,1 М натрій-фосфатний буфер рН 8,0, 0,15 М 
NaCl, 5 мМ ЕДТА, 1,5 мМ ПЕГ 6000, 10-4 M ФМСФ 
0,1% тритон Х-100, 0,3%β-меркаптоетанолу

насичений розчин сульфату амонію [32]

огляди
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методів на основі осадження протеїнів, напри-
клад, із молодих тканин, за допомогою ТХО чи 
ацетону. Проте такі методи відзначаються низ-
кою недоліків, таких як утворення важкороз-
чинного осаду, імовірність гідролізу протеїнів, 
забруднення зразків нуклеїновими кислотами 
[33]. З огляду на це, вчені пропонують різні ме-
тодики одержання протеїнових препаратів із 
різних тканин сої, водночас акцентуючи увагу 
на необхідності корекції їх кожного разу.

Протеомний аналіз диференційно 
представлених протеїнів як 
інструмент дослідження бобово-
ризобіального симбіозу

Виявлення та ідентифікація протеїнів, 
що експресуються в різних тканинах, орга-
нах, органелах та в симбіотичних утворен-
нях, дозволяє визначати їхню структурну та 
функціональну належність, встановлювати їх 
походження та значення. На основі даних про-
теомного аналізу створюються протеомні кар-
ти та атласи, що дозволяють прослідковувати 
динамічні зміни протеїнів у складі рослинного 
та мікробного організму в процесі становлен-
ня та функціонування їх симбіозу, розкривати 
механізми їх взаємодії, стратегії адаптації до дії 
стресорних факторів.

Взаємовідносини бобових рослин та буль-
бочкових бактерій – це складний багатоступене-
вий процес. Внаслідок взаємодії рослинного та 
бактеріального організму відбуваються глибокі 
фізіологічні перебудови клітин обох партнерів 
симбіозу [34, 35]. Інфікування коренів бобових 
рослин ризобіями супроводжується змінами 
експресії багатьох рослинних генів на рівні син-
тезу протеїнів та метаболічними перебудовами 
[36]. У першу чергу в коренях відбувається пере-
програмування експресії генів, що виявляється 
уповільненим синтезом одних протеїнів (або 
взагалі їх зникненням) та посиленим утворенням 
або появою інших, відсутніх у неінокульованих 
рослин. Загалом цей процес подібний до 
інфікування рослини патогенами. Тому має 
місце синтез низки стресорних сполук, загаль-
них для багатьох організмів [37]. По-друге, 
рослинними клітинами синтезуються молеку-
ли, специфічні тільки для бобово-ризобіальної 
взаємодії, наприклад, нодуліни, необхідні для 
утворення симбіотичних структур [38].

Водночас зміни у протеїновому синтезі 
відбуваються і в клітинах бактерій, що при-
водить до перетворення їх на бактероїди, які 
врешті-решт набувають можливості засвоювати 
молекулярний азот атмосфери, трансформуючи 
його в доступні рослині-хазяїну форми [39].

Процес симбіотичної взаємодії ризобій 
та бобових рослин починається з інфікування 
кореневих волосків бактеріями. Колекти-
вом авторів було проведено дослідження 
змін транскриптому кореневих волосків сої 
у відповідь на мутуалістичну бактеріальну 
інфекцію [40]. Аналіз цих змін показав 
експресію близько двох тисяч генів у клітинах 
кореневих волосків за інокуляції насіння сої 
штамом Bradyrhizobium japonicum. Було про-
демонстровано, що ці гени кодують синтез 
протеїнів різних функціональних груп і вико-
нують важливу роль у процесах становлення 
симбіотичного апарату та, власне, у зв’язуванні 
молекулярного азоту. Автори показали, що 
деякі протеїни є унікальними для корене-
вих волосків порівняно з коренями (хітиназа, 
фосфоенолпіруваткарбоксилаза). Попередньо 
було виявлено низку відомих протеїнів, що 
експресуються у відповідь на бактеріальну 
інфекцію (пероксидаза, фенілаланінаміакліаза) 
та ідентифіковано декілька нових (фосфоліпаза D 
і фосфоглюкомутаза) [41]. Таким чином, було 
створено карту та повний транскриптомний ат-
лас протеїнів кореневих волосків сої, вирощених 
у контрольованих умовах, що експресуються у 
відповідь на інокуляцію B. japonicum.

Дослідження рослинних мутантів, де-
фектних за здатністю до нодуляції, дозволи-
ли ідентифікувати низку ключових кореневих 
протеїнових кіназ, чутливих до ризобіальної 
інфекції та/або формування бульбочок. Це 
рецептороподібні кінази, що залучаються 
до розпізнавання сигнальних Nod-факторів, 
GmNFR1 (LjNFR1, MtLYK3), та GmNFR5 (LjNFR5, 
MtNFP). Цими генами кодуються  LysM-типу 
серин/треонінові рецептори кіназ, в яких LysM-
домен відповідає за специфічне приєднання 
Nod-фактора та сигнальну клітинну відповідь.

За допомогою методів специфічного фосфо-
рилування в кореневих волосках сої було вияв-
лено 1126 унікальних фосфопротеїнів [42]. Серед 
них 240 фосфопротеїнів залучались до відповіді 
рослини на інокуляцію ризобіями. Одержані 
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дані свідчать про унікальні особливості фос-
фопротеому коренів сої та наявність складної 
мережі кіназ та фосфатаз, які з’являються у 
відповідь на ризобіальну інфекцію.

У процесі формування кореневих бульбо-
чок бактеріальні клітини в інфікованих ними 
коренях оточуються оболонкою рослинного по-
ходження – симбіосомною мембраною. Через цю 
структуру здійснюється взаємодія симбіонтів. 
Колективом авторів було одержано препара-
ти протеїнів симбіосомних мембран, в яких 
ідентифіковано 197 протеїнових компонентів, а 
також препарати перибактероїдної зони корене-
вих бульбочок сої, серед яких для 15 протеїнів 
було визначено структуру та функціональний 
клас [43]. Ідентифіковані протеїни залучаються 
до процесів фолдингу та деградації, транспор-
ту розчинів, обміну метаболітами. До них на-
лежать аквагліцеропорин нодулін 26, реморин, 
гомолог протеїну з родини GTPаз – Rab7, низка 
протеїнів-транспортерів сірки, кальцію, іонів 
водню, пептидів/дикарбоксилатів тощо.

За допомогою протеомного аналізу було 
ідентифіковано та класифіковано за функціями 
цитозольні протеїни бульбочок сої [44]. Майже 
половина виявлених поліпептидів бере участь 
у вуглеводному та азотному обміні (28 та 12% 
відповідно). Ще одна значна група (12%)  – 
протеїни, залучені до кисневого обміну (регу-
лювання вмісту кисню та захист від його ак-
тивних форм). Тобто ці три групи охоплюють 
поліпептиди, за допомогою яких реалізуються 
основні азотфіксуючі функції бульбочок. Окрім 
цих протеїнів ще одну численну групу (11%) 
становили протеїни везикулярного транспорту. 
Значний вміст саме цих протеїнів у цитозолі 
підтверджує активний обмін великими макро-
молекулами порівняно з меншими вуглеводни-
ми та азотними метаболітами.

У рослин лядвенцю L. japonicus за допо-
могою біохімічних та генетичних методів було 
ідентифіковано гени, залучені до процесів ут-
ворення та функціонування кореневих бульбо-
чок. Застосувавши в своїх дослідженнях про-
теомний підхід, колектив авторів докладніше 
проаналізував ці процеси [45]. Порівнявши 
протеїнові профілі бульбочок до фіксації в них 
молекулярного азоту (так званих «білих») і 
бульбочок, в яких активно відбувається про-
цес азотфіксації («червоні») та коренів, вони 
ідентифікували близько 780 протеїнів бульбочок 

і 790 – коренів. За порівняння 1327 генів буль-
бочок, коренів, бобів та насіння було виявлено 
близько 7% спільних генів, більше ніж 56%  – 
ідентифіковано лише в одній тканині. Цікавим 
також було і те, що посттрансляційні модифікації 
характерні більшою мірою протеїнам бульбоч-
кових екстрактів порівняно з кореневими. Ра-
зом із тим «білі» бульбочки характеризувалися 
значно вищими рівнями протеїнів теплового 
шоку (ПТШ), протеїнів, пов’язаних із патоге-
незом (pathogen-related proteins – PR-proteins), 
протеїнів, залучених до окисно-відновних 
процесів, що є підтвердженням підвищеного 
рівня стресу на цій стадії розвитку бульбочок. 
Водночас у «червоних» бульбочках виявлялись 
у значній кількості леггемоглобін, сахаросин-
таза, аспарагінова та глютамінова синтетази. 
Окрім цього, бульбочки на різних фазах розвит-
ку різнились вмістом деяких нітрилаз, ензимів 
метаболізму аскорбату та ін.

Симбіотична взаємодія рослин бур-
куну білого (Melilotus alba) із штамом 
Sinorhizobium meliloti 1021 призводила до змін 
протеїнових профілів обох симбіонтів [46]. За до-
помогою N-кінцевого амінокислотного сиквенсу 
та MALDI-TOF мас-спектрометрії було складе-
но протеомні карти коренів буркуну, клітин 
ризобій, вирощених у чистій культурі, бульбочок 
та бактероїдів. Порівняно зі зразками коренів у 
бульбочках спостерігалася індукція або поси-
лення синтезу понад 250 протеїнів; бактероїди 
характеризувались зниженням експресії більше 
ніж 350 порівняно з культуральною формою 
ризобій. Близько 100 виявлених протеїнів було 
ідентифіковано за допомогою баз даних. Серед 
них були бульбочкові протеїни – леггемоглобін 
та NifH, – залучені до метаболізму вуглецю та 
азоту у S. meliloti. У бактероїдах знижувалась 
кількість глутамінсинтетази, уреази, ізоформи 
РІІ. Також відзначалось зменшення рівня 
кількох ензимів, що беруть участь у синтезі 
полігідроксибутирату, та протеїнів, залучених 
до клітинного поділу.

З огляду на беззаперечні пере-
ваги протеоміки, такі як виявлення 
посттрансляційних модифікацій і, як наслідок, 
можливість не просто передбачити можливі 
шляхи перебігу фізіологічних процесів, а 
ідентифікувати реальних учасників клітинного 
метаболізму, ця галузь досліджень дуже швид-
ко розвивається. Відбувається накопичення ве-

огляди
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личезного масиву даних протеїнових профілів 
різних тканин, органів, симбіотичних утво-
рень, внутрішньоклітинних органел, які де-
понуються в спеціальних базах, наприклад 
ProteomeXchange. Безумовно результати цих 
досліджень є надзвичайно важливим ресур-
сом для вивчення процесів формування та 
функціонування бобово-ризобіального симбіозу.

Протеом бобово-ризобіального симбіозу 
за дії біотичних та абіотичних факторів 

У природі рослини зазнають різноманітних 
стресорних впливів. Процес симбіотичної 
фіксації азоту є особливо чутливим до змін 
умов довкілля, зокрема таких як дефіцит во-
логи, недостатнє освітлення, низькі та високі 
температури, засолення, перенасичення земель 
мінеральними добривами тощо [1, 5, 6]. Неза-
лежно від того, який вплив має той чи інший 
чинник, позитивний чи негативний, його дія 
в будь-якому разі призводить до змін у про-
цесах життєдіяльності рослини [47], зокрема 
до диференційної експресії генів тих чи інших 
протеїнових молекул (табл. 2) [48]. У зв’язку зі 
зростаючим погіршенням екологічної ситуації 
на планеті, зменшенням кількості придатних 
для сільського господарства земель, знижен-
ням об’ємів доступної води вчені-біологи все 
більше уваги приділяють вивченню можли-
востей рослин реагувати на дію зовнішніх не-
сприятливих чинників. Розуміння механізмів 
резистентності та толерантності культурних 
рослин може забезпечити розробку стратегій 
підвищення їх стійкості, а відтак і збільшення їх 
продуктивності.

Як відомо, посуха – один з абіотичних 
чинників довкілля, що найбільше впливає на 
сільськогосподарське виробництво і може при-
зводити до втрат значної частини врожаю куль-
турних рослин та зниження його якості [49–51]. 
Симбіотична фіксація азоту – фізіологічний 
процес бобових рослин, який одним із перших 
піддається адаптивним змінам у бульбочках 
під час посухи [52–54]. Недостатнє зволоження 
ґрунту призводить до зменшення кількості су-
марного протеїну в кореневих бульбочках бобо-
вих рослин на фоні загального зниження маси 
надземної частини та коренів рослини. Так, де-
сятиденний дефіцит ґрунтової вологи спричи-
нював зниження кількості сумарного протеїну 
в бульбочках квасолі і за 30% найменшої 

вологоємності вміст протеїнів рослини-хазяїна 
в кореневих бульбочках зменшувався на 50% 
порівняно з контролем [55]. У бульбочках бобів 
(Vicia faba L. var minor cv Soravi) в умовах не-
достатнього зволоження протягом восьми днів 
кількість сумарного розчинного протеїну зни-
жувалась з 15 до 2,5 мг/г сухої речовини [56]. 
Таке істотне зменшення кількості розчинних 
поліпептидів у бульбочках бобів за умов водного 
дефіциту порівнюється із природними процеса-
ми старіння рослини в цілому і бульбочок, зо-
крема, та з наслідками, спричиненими надлиш-
ковим вмістом нітратів у ґрунті. В обох випадках 
значне зниження кількості сумарного протеїну 
в бульбочках бобів спричинялося посиленням 
ензиматичної активності протеаз і відповідно 
інтенсифікацією протеолітичних ензимів, що, 
можливо, має місце і в умовах водного дефіциту 
[57]. Водночас у бульбочках сої вміст сумарного 
протеїну дещо зростав протягом 2–4 днів посу-
хи (26,6 мг/г сухої речовини) порівняно з контро-
лем (23,5 мг/г сухої речовини).

Дослідження якісного складу протеїнових 
профілів листків люцерни посівної (Medica
go  sativa L., Magali variety), вирощеної в умо-
вах посухи, були проведені за допомогою 
двовимірного електрофорезу з подальшою мас-
спектрометрією [58]. При цьому ідентифіковано 
28 протеїнів, які по-різному експресувалися 
за оптимальних умов для росту рослин та за 
водного дефіциту. Виділено чотири протеїни, 
утворення яких індукувалось флавоноїдним 
еліситором під час симбіотичної взаємодії 
Medicago truncatula та Rhizobium leguminosarum. 
Ними виявились протеїни нітрогеназного ком-
плексу NodB, NodE та інші низькомолекулярні 
поліпептиди, що не мають гомології з відомими 
протеїнами [59]. Групою вчених на чолі із Chen 
було ідентифіковано 59 поліпептидів, синтез 
яких посилювався чи зменшувався за дії по-
сухи на Sinorhizobium meliloti, та визначено 
їх функціональні класи: вони залучаються до 
процесів основного метаболізму, клітинного 
росту, оксидативного стресу, синтезу протеїнів 
[33, 60]. Окрім цього, в азотфіксуючих буль-
бочках було проаналізовано зміни в біосинтезі 
протеїнів, задіяних у сигнальних процесах [61] 
та ідентифіковано два кальмодулінподібних 
протеїни (СаМL2 та 6b). Третій СаМL4 протеїн 
детектовано у M. truncatula [62]. Біосинтез де-
яких інших протеїнів, пов’язаних із фіксацією 
молекулярного азоту, переважно протеїнів 
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нітрогеназного комплексу, таких як nifD, nifH і 
nifK, а також регуляторних протеїнів PII (GlnB), 
PIIА (PtsN), зазнавав змін за дії посухи на 
симбіотичні утворення [48].

Нещодавно на рослинах сої було показано 
локальне інгібування дефіцитом ґрунтової во-
логи симбіотичної азотфіксації та метаболічних 
процесів у бульбочках [50]. Вчені вирощували 
рослини в спеціальних ємкостях, розділяючи ко-
реневу систему з утвореними на ній бульбочка-
ми на дві частини, одна з яких одержувала пов
не водозабезпечення, а інша – зазнавала впливу 
посухи. При цьому азотфіксуюча активність 
симбіотичних структур за дії стресора знижува-
лась удвічі, а за нормального поливу – відповідала 
контрольним значенням. Водночас, незалежно 
від рівня транспірації, в коренях за посушливих 

Т а б л и ц я  2. Протеїни органів сої та її симбіотичних структур, біосинтез яких змінюється у 
відповідь на дію стресорних факторів

Примітки: ПТШ – протеїни теплового шоку.

Стресорний 
фактор Протеїни Джерело

Посуха Нуклеотиддифосфаткіназа, попередник глутеліну типу 1, по-
передник 19 кДа глобуліну, ПТШ 70, актин, кінезин, дегідрин, 
фосфоенолпіруваткарбоксилаза, глутамінсинтетаза, енолаза, шаперонін 
GroEL1, протеїни нітрогеназного комплексу (NifH нітрогеназний Fe-
протеїн, α- та β-ланцюги NifD нітрогеназного Fe-Mo-протеїну, FixU-
азотфіксуючий протеїн), ін.

[48, 62]

Засолення Цитохром Р450 71D9, β-субодиниця АТР-синтетази, інозитол-3-
фостфат, оксистеролзв’язуючий протеїн, кінезин, інгібітор трипсину, 
алкогольдегідрогеназа, аннексин, ізофлавонова редуктаза, хінонова ок-
сидоредуктаза, гліцеральдегід-3-фосфат дегідрогеназа, кальретикулін, 
осмотин, ін.

[14, 66]

Температура ПТШ H, ПТШ D, ПТШ B, ПТШ 83, ПТШ 17, ПТШ 16.9B, ПТШ 17.9B, 
шапероніни GroEs1 та GroEs2 [48, 73]

Важкі метали Цитохром Р450, розчинний рибосомний протеїн, цитокініноксидаза, 
ABC-транспортерподібний протеїн, протеїни родини АТРаз, ізоформи 
антиоксидантних протеїнів GSTs, ПТШ, ГТФ-зв’язувальний протеїн, ін.

[14, 28, 66]

Нітратне 
забруднення

Глутамінсинтетаза, глутаматамонійліаза, α-глутамілцистеїнсинтетаза, 
аспартатамінотрансфераза, глутаматдекарбоксилаза 1, глутамат
дегідрогеназа, карбамоїлфосфатсинтетаза, феридоксиннітратредуктаза, 
нітрилаза, УТФ-амонійліаза, глутаміл-тРНК-синтетаза/лігаза, аспартил-
тРНК-синтетаза, ін.

[48]

Мікробне 
ураження

Аскорбатпероксидаза, шаперонін 60 кДа, шаперонін GroEL С, фактор 
елонгації TU, леггемоглобін І, протеїн нітрогеназного комплексу NifH, 
редуктаза нітрогенази, LIR 18B-протеїн, фосфоліпаза D, фосфоглюко-
мутаза, ін.

[14, 41]

умов відбувалось накопичення амінокислот та 
уреїдів, що було пов’язано не з інтенсифікацією 
біосинтезу останніх, а з біодеградаційними про-
цесами. Нарешті, протеомним аналізом було 
підтверджено, що в кореневих бульбочках сої, 
яка зазнала впливу посухи, процеси метаболізму 
вуглецю, протеїнового синтезу, клітинного ро-
сту та амінокислотного метаболізму зазнають 
найбільших змін за нестачі вологи в ґрунті.

Засолення є основним з екологічних стре-
сорних факторів, що негативно впливає на рос-
лини, знижуючи їх продуктивність [63]. Особ
ливо гострою ця проблема є в посушливих та 
напівпосушливих регіонах, де сумарне випаро-
вування набагато перевищує кількість опадів 
[64]. Збільшення концентрації солей у ризосфері 
спричинює порушення гомеостазу клітин, ба-
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лансу іонів, денатурації структурних протеїнів. 
Унаслідок цього запускаються сигнальні шляхи, 
кінцевим етапом яких є синтез осмотично актив-
них метаболітів, специфічних протеїнів (напри-
клад, шаперонів), біомолекул, що контролюють 
надходження іонів та води. Сольовий стрес має 
негативний вплив на бобові рослини та ризобії, 
а відтак і на процеси симбіотичної фіксації мо-
лекулярного азоту [65]. Він спричиняє зниження 
інтенсивності формування бульбочок та син-
тезу леггемоглобіну. Протеомні дослідження 
були здійснені для різних бобово-ризобіальних 
систем. У R. etli і S. meliloti ідентифіковано 
протеїни, синтез яких посилюється в умовах 
підвищеної солоності ґрунту. Виявлено протеїн 
із молекулярною масою 65 кДа. Ці протеїни 
було розділено на дві функціональні групи. Ча-
стина з них виявилась рецепторами для осмо-
тичних розчинів, продукованих бактеріальними 
клітинами. А інші – залучались до синте-
зу спермідину шляхом декарбоксилування 
орнітину та аргініну. Було показано підвищений 
синтез осмотинподібного протеїну, ПТШ, 
кальретикуліну. Група із шести протеїнів, син-
тез яких пригнічувався засоленням, належать до 
протеїнів-транспортерів [48].

Aghaei K. зі співавторами [66] іденти
фікували 47 протеїнів коренів та гіпокотилів 
сої, синтез яких змінюється за дії сольового 
стресу. Двадцять три протеїни ідентифікували 
за допомогою N-кінцевого секвенування. Було 
висунуто припущення, що ці протеїни можуть 
відігравати важливу роль в солестійкості сої. 
Сольовий стрес призводив до порушення ро-
стових процесів та синтезу протеїнів у листках, 
гіпокотилях та коренях 7-денних рослин сої [67]. 
Відбувалось зниження рівня гліцеральдегід-3-
фосфатдегідрогенази як на рівні протеїну, так 
і мРНК, що могло спричиняти зменшення ут-
ворення АТР і, як наслідок, пригнічення росту 
рослин. На підставі цих та попередніх даних 
автори припускають можливе використання 
гена цього протеїну, як мішені для підвищення 
толерантності сої до засолення.

У сої досліджені деякі солеіндуцибельні 
гени. Так, у відповідь на дію засолення та у 
разі старіння сім’ядолей виявлений гомолог 
оксистеролзв’язуючого протеїну [68]. В коренях 
у міжклітинному просторі ідентифікувалась 
кисла форма протеїну PR-5 (PR-protein 5-ї групи) 
[69]. Виявлена кисла фосфатаза залучалась у про-

цеси адаптації сої до підвищених концентрацій 
солей, беручи участь в утворенні активних 
форм кисню або залучаючись до сигнальних 
шляхів [70]. Надекспресія гена GmDREB2, спри-
чинена засоленням, корелювала з підвищенням 
рівня вільного проліну. Цей ген також є важли-
вим активатором транскрипції і корисним для 
підвищення стійкості рослин до сольового стре-
су [71].

Бобово-ризобіальний симбіоз є досить чут-
ливим до температурних стресів. Оптимальним 
для формування та ефективного функціонування 
азотфіксуючих структур є діапазон температур 
від 15 до 30 °С [72]. Показано, що в квасолі утво-
рення бульбочок та зв’язування молекулярного 
азоту в них відбувається і при 32 °С, проте вже 
за температури 28 °С інтенсивність цих процесів 
значно знижується [73]. Температура нижче 
10 °С спричинює появу ознак холодового стре-
су [74]. При цьому температурний режим може 
мати як прямий вплив на процеси симбіотичної 
азотфіксації, що полягає в інгібуванні бульбоч-
коутворення та прискоренні їх старіння, так і 
опосередкований: через пригнічення розвитку 
кореневих волосків, редукцію нодуляційних 
сайтів, зміну сприйнятливості бактерій до коре-
невих волосків [75]. У відповідь на дію неспри-
ятливих температур у бобових рослин, ризобій 
та утворених між ними симбіотичних структу-
рах відбувається синтез стресових протеїнів, 
значну частку серед яких займають протеїни те-
плового шоку – ПТШ 90, ПТШ 70, шапероніни, 
низькомолекулярні ПТШ, убіквітин. ПТШ 
відіграють велику роль у підтримці клітинного 
гомеостазу як за оптимальних умов, так і за дії 
різних стресорних факторів. Вони забезпечують 
фолдинг, транслокацію, деградацію протеїнів, 
запобігають їх агрегації [76]. За дії низьких та 
високих температур відмічено надекспресію 
або пригнічення синтезу деяких протеїнів у 
B. japonicum, частина з яких була ідентифікована 
як ПТШ. Ці протеїни було розділено на групи: 
низькомолекулярні ПТШ, гомологи низькомоле-
кулярних ПТШ, GroEL/DnaK-протеїни [77]. Та-
кож було виявлено протеїн YufN із родини АВС-
транспортерів, який бере участь у надходженні 
поживних речовин у клітини мікросимбіонта або 
експорті токсичних продуктів життєдіяльності 
[48]. Окрім цього виявлено низку протеїнів, 
функції яких не до кінця зрозумілі.

Swigonska S. зі співавторами показала зміни 
синтезу великої кількості протеїнів коренів 

ю. ю. кондратюк, п. м. маменко, с. я. коць
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сої за довготривалої дії на рослини холодового 
стресу. Більшість із них пов’язані з метаболізмом 
амінокислот, нуклеотидів, сірки, азоту. Так, було 
показано збільшення рівнів метіонін-синтетази, 
АТР-сульфурилази, ембріоспецифічної уреази, 
ін. [78].

У відповідь на дію важких металів рос-
лини можуть вмикати різні механізми захисту, 
такі як іммобілізація, виведення, хелатуван-
ня, компартменталізація іонів металів [66, 79]. 
Окрім цього, запускаються загальні процеси 
відповіді на тиск стресорного фактора: синтез 
етилену, стресових протеїнів тощо.

Серед важких металів, що мають 
найбільшу шкодочинну дію та вміст яких у нав
колишньому середовищі неухильно зростає, 
знаходиться кадмій. Показано, що надлишок 
цього металу в ґрунті активує синтез протеїнів 
антиоксидантної відповіді в сої [80], посилюю-
чи утворення протеїну, ідентифікованого як су-
пероксиддисмутаза [Cu-Zn] та семи протеїнів, 
що відповідають глутатіон-S-трансферазам. 
Підвищення активності супероксиддисмутази 
[Cu-Zn] підтверджує стимуляцію кадмієм нако-
пичення в клітинах активних форм кисню. Крім 
цього ідентифіковано протеїни, що асоційовані 
зі шляхами хелатування кадмію [81], шаперони 
та ПТШ [82].

У відповідь на токсичний вплив алюмінію 
на бобово-ризобіальний симбіоз Zhen Y. зі 
співавторами ідентифікували низку ПТШ, які 
здійснюють захист клітин коренів шляхом рефол-
дингу протеїнів, структуру яких було порушено 
через дію алюмінію, до їх нативної конформації, 
перешкоджаючи деградації та денатурації. Вод
ночас збільшувався рівень цистеїн-синтетази 
(ключового ензиму біосинтезу цистеїну), що 
підтверджує її безпосередню участь в адаптації 
сої до стресу, спричиненого цим металом [28]. 
Окрім цього синтез деяких протеїнв, залучених 
до процесів зв’язування молекулярного азоту, зо-
крема протеїнів нітрогеназного комплексу nifD, 
nifK, nifH, регуляторних протеїнів ІІ (GlnB) та 
РІІА (PtsN), змінювався за наявності в ґрунті 
надлишкових доз важких металів [48].

Таким чином, будь-які коливання умов нав
колишнього середовища впливають на процеси 
формування та функціонування симбіозу між 
бобовими рослинами та ризобіями. У відповідь 
на дію різноманітних стресорних факторів у 
клітинах обох симбіопартнерів запускається 
каскад специфічних та неспецифічних реакцій 

протеому, які, очевидно, сприяють відновленню 
нормального ходу метаболічних процесів та 
забезпечують регуляцію взаємодії рослин із 
ризобіями за стресових умов. Велика кількість 
публікацій свідчить про активне застосу-
вання протеомних технологій для вивчення 
реакції рослин на дію різних стресорів [83], 
а комплексне узагальнення інформації про 
структурно-функціональні зміни на рівні гено-
му, транскриптому, протеому та метаболому дає 
змогу визначати фізіолого-біохімічні стратегії 
адаптації рослин до стресів та модифікувати їх 
[84].

Перспективи протеоміки 
азотфіксуючих систем

Розвиток сучасної біології рослин 
характеризується зростанням використан-
ня результатів протеомних досліджень 
симбіотичних систем, спрямованих на 
розв’язання нових завдань, зумовлених прог
нозованим погіршенням умов навколишнього 
середовища, таких як зростання забруднен-
ня, глобальне потепління, дисбаланс пожив-
них речовин тощо. Протеоміка дає можливість 
розширювати знання про «симбіотичні» 
протеїни, залучені до метаболізму азоту, вуг
лецю, інших процесів [46]. Одержання даних 
сиквенсу протеїнів, що відіграють ключову 
роль у реакції симбіотичних систем на дію 
абіотичних стресорів, може бути спрямоване на 
розуміння функцій ідентифікованих протеїнів 
або генів, що їх кодують [85]. За допомогою 
ідентифікації низки специфічних бульбочкових 
протеїнів можна виявляти фізіологічні маркери 
тканиноспецифічної експресії протеїну. Накопи-
чення бази тканино-специфічних протеїнових 
профілів, одержаних за допомогою електрофоре-
зу чи двовимірного гель-електрофорезу, дозволяє 
створювати протеїнові карти, за допомогою 
яких можна проводити порівняльний аналіз 
бобово-ризобіальних структур, утворених на 
основі симбіонтів дикого типу, мутантних форм, 
за дії на них біотичних та абіотичних факторів. 
Це, в свою чергу, дає можливість дізнаватися як, 
де, коли і на якому рівні будуть транслюватись 
молекули-месенджери і де буде акумулюватись 
відповідний протеїн; вивчати посттрансляційні 
модифікації (наприклад, відрізання сигнального 
пептиду, фосфорилування, глікозилювання і т.д.) 
[48]. Зрозуміло, що основна мета протеомних 
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досліджень полягає у відкритті нових протеїнів, 
каталогізації невідомих раніше клітинних і 
субклітинних протеїнових компонентів [86]. 
Разом із тим протеоміка забезпечує зв’язок між 
транскриптомом та метаболомом, результати 
дослідження яких відкривають насамперед пер-
спективи покращення якості та кількості вро-
жаю у разі найефективніших технологій веден-
ня сільського господарства.

Отже, важливість протеоміки в дослідженні 
процесів формування та функціонування 
бобово-ризобіального симбіозу в постгеном-
ну еру зростає з кожним днем. Протеоміка є 
потужним інструментом, за допомогою якого 
здійснюється ідентифікація та класифікація 
протеїнів, що синтезуються як рослинними та 
мікробними організмами, так і за їх симбіотичної 
взаємодії в оптимальних умовах навколишнього 
середовища та за дії різноманітних стресорних 
факторів. Поєднання протеомних технологій 
з методами молекулярної біології, генетики, 
фізіології та патології рослин дозволяє розши-
рити знання про функції протеїнів бобових 
культур та ризобій. Безумовно, різним напрямам 
протеоміки рослин, наприклад субклітинній, 
функціональній протеоміці, надається і буде 
надаватись все більше значення. Водночас 
моніторинг змін експресії протеїнів може бути 
ускладнений багатьма практичними аспекта-
ми, починаючи від великих матеріальних по-
треб і закінчуючи технічними проблемами, 
пов’язаними з особливостями рослинних тка-
нин. Разом із тим протеоміка відкриває пе-
ред ученими великі перспективи, нівелюючи 
труднощі, що виникають під час досліджень. 
Результати протеомних досліджень до-
зволяють детальніше і глибше зрозуміти 
механізми взаємодії між рослиною-хазяїном 
та мікросимбіонтом; дозволяють відстежувати 
динамічні зміни протеїнового складу після 
посттрансляційних модифікацій, фосфорилу-
вання, глікозилювання; служать підґрунтям 
для розробки нових стратегій підвищення 
стійкості рослин та бактерій до абіотичних 
стресів, патогенів, хвороб; різноманітні виявлені 
маркерні гени та протеїни можуть використову-
ватися за конструювання трансгенних рослин та 
мікроорганізмів. Ідентифікація симбіосомних 
протеїнів та генів, що їх кодують, безумовно, 
може дозволити проведення маніпуляцій для 
підвищення толерантності симбіотичних струк-

тур до несприятливих чинників за оптимальних 
та стресових умов.

Протеомика бобово-
ризобиального симбиоза: 
достижения и перспективы

Ю. Ю. Кондратюк, П. Н. Маменко, 
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Обзор посвящен обобщению результатов 
протеомных исследований бобово-ризобиально-
го симбиоза. Обсуждаются технические слож-
ности, связанные с методами получения протеи
новых экстрактов симбиотических структур, 
и пути их преодоления. Освещены основные 
изменения процессов биосинтеза протеина при 
формировании и функционировании симбиоти-
ческих образований. Особое внимание уделено 
значению протеомных исследований раститель-
но-микробных образований в формировании 
ими адаптационных стратегий при неблагопри-
ятных условиях окружающей среды. Представ-
лены технические и концептуальные перспекти-
вы протеомики бобово-ризобиального симбиоза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: протеомика, про-
теины, ризобии, симбиотическая азотфиксация, 
бобово-ризобиальный симбиоз, методы экстрак-
ции протеинов, стрессорные факторы.
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The present review contains results of proteo
mic researches of legume-rhizobium symbiosis. The 
technical difficulties associated with the methods of 
obtaining protein extracts from symbiotic structures 
and ways of overcoming them were discussed. The 
changes of protein synthesis under formation and 
functioning of symbiotic structures were shown.  
Special attention has been given to the importance 
of proteomic studies of plant-microbe structures in 

ю. ю. кондратюк, п. м. маменко, с. я. коць



ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2015, Vol. 87, N 534

the formation of adaptation strategies under adverse 
environmental conditions. The technical and con-
ceptual perspectives of legume-rhizobium symbiosis 
proteomics were shown.

K e y  w o r d s: proteomics,  proteins, rhizobi-
um, symbiotic nitrogen fixation, legume-rhizobium 
symbiosis, protein extraction methods, stress factors.
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