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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. В связи с глобальными изменениями климата 

и усиливающейся аридизацией увеличивается площадь земель, подвергнутых засолению. 

Накапливающиеся в почвах в высоких концентрациях ионы натрия и хлорида оказывают 

негативное влияние на рост растений и продуктивность сельскохозяйственных культур. Это 

приводит к существенному снижению урожая на почвах с высокой соленостью и огромным 

продовольственным потерям. Принимая во внимание рост населения Земли, становится 

очевидным, что засоление почв является глобальной проблемой и от ее успешного решения 

зависит продовольственная стабильность во многих регионах мира.  

Одним из негативных эффектов высоких концентраций хлорида натрия в почве 

является нарушение поглощения и транспорта внутри растения элементов минерального 

питания. Азот является важнейшим биогенным элементом и необходим для полноценного 

роста и развития растений. Основными формами азота, доступными растению, являются 

нитрат и аммоний. Однако, в отличие от нитрата, аммоний в нейтральных и слабощелочных 

средах неустойчив и легко депротонируется с образованием летучего аммиака. Кроме того, 

аммоний в миллимолярных концентрациях оказывает токсическое воздействие на растения. 

Таким образом предпочтительной формой азота для растений является нитрат.  

Поглощение нитрата из почв, содержащих хлорид натрия в высоких концентрациях, 

в значительной степени затруднено ввиду прямой конкуренции анионов нитрата и хлорида 

за ион-транспортирующие белки клеток корня. Понимание механизмов работы нитратных 

транспортеров растений и их физиологической роли в условиях высокой солености 

представляет собой необходимый этап в познании механизмов солеустойчивости растений 

и является важным шагом на пути к управлению продукционным процессом на засоленных 

почвах. В связи с этим, особенно актуальным является исследование нитратных 

транспортеров у галофитов – растений, способных осуществлять свой жизненный цикл в 

средах с высокой соленостью, поскольку галофиты эволюционно выработали механизмы, 

отвечающие за эффективное поглощение нитрата из сред с высокими концентрациями 

хлорид-ионов.  

На молекулярном уровне белки четырех семейств отвечают за поглощение нитрата, 

его перераспределение между различными органами растения и запасание в вакуолях: (1) 

NPF (NRT1/PTR – Nitrate Transporter 1/Peptide Transporter Family), (2) NRT2 (Nitrate 

Transporter 2), (3) CLC (Chloride Channel) и (4) SLAC/SLAH (Slow Anion Channel-Associated 

Homologue). Переносчики семейств NPF и NRT2 вносят основной вклад в поглощение 

нитрата из внешней среды и осуществляют транспорт нитрата в симпорте с протонами. Для 
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проявления нитрат-транспортирующей активности многим белкам семейства NRT2 

требуется взаимодействие с белком-активатором из семейства NAR2.  

Степень разработанности темы. В настоящее время активно изучают механизмы 

поглощения и дальнего транспорта нитрата в растении. Основные компоненты системы 

поглощения нитрата – белки семейств NPF и NRT2 – обнаружены у многих видов растений. 

Для некоторых видов функционально охарактеризованы отдельные транспортеры, 

принадлежащие семействам NPF и NRT2. Помимо модельного растения A. thaliana (Filleur 

and Daniel-Vedele, 1999; Léran et al., 2014; Tsay et al., 1993; Zhuo et al., 1999) функции этих 

белков исследованы у ряда видов, имеющих сельскохозяйственное значение, таких как 

Oryza sativa, Hordeum vulgare, Zea mays и некоторых других (B. Guo et al., 2020; Jia et al., 

2023; Longo et al., 2018; Trueman et al., 1996; Wen et al., 2017). Однако, в подавляющем 

большинстве случаев функциональная характеристика нитратных транспортеров 

выполнена на гликофитах, которые не отличаются высокой солеустойчивостью. 

Аналогичные работы на галофитах практически отсутствуют.  

Цель и задачи исследования. Целью данной работы является исследование свойств 

нитратных транспортеров семейств NPF, NRT2 и NAR2 эугалофита Suaeda altissima (L.) 

Pall. Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1) Идентифицировать и клонировать последовательности, кодирующие белки 

семейств NPF, NRT2 и NAR2 S. altissima. 

2) Определить изменения в экспрессии генов NPF, NRT2 и NAR2 в органах S. altissima 

в зависимости от концентраций нитрата и хлорида натрия в среде. 

3) Исследовать взаимодействие белков NRT2 с белком-активатором семейства NAR2 

S. altissima. 

4) Получить нокаут-мутант дрожжей Hansenula polymorpha по гену единственного в 

этом организме нитратного транспортера Ynt1. 

5) Исследовать транспортную активность белков семейств NPF и NRT2 эугалофита S. 

altissima в гетерологичной системе экспрессии на основе мутанта Δynt1 

H. polymorpha.  

Научная новизна. Впервые у экстремального эугалофита S. altissima были 

идентифицированы и клонированы полноразмерные кодирующие последовательности 

генов нитратных транспортеров SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и регуляторного белка 

SaNAR2.2. Для всех исследуемых генов были показаны органоспецифичные изменения 

транскрипции в зависимости от концентрации нитрата и хлорида натрия в среде. Показано, 

что белки SaNRT2.1 и SaNRT2.5 in vivo непосредственно взаимодействуют с белком 

SaNAR2.2. Используя полученный в работе нокаут-мутант дрожжей H. polymorpha по гену 
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собственного нитратного транспортера Ynt1, исследована нитрат-транспортирующая 

активность белка SaNPF6.3. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные в работе 

результаты являются научным заделом для дальнейшего исследования механизмов 

транспорта нитрата у галофитов и выявления их специфических особенностей, 

определяющих высокую эффективность поглощения нитрата из сильно засоленных почв. 

Клонированные гены нитратных транспортеров галофита могут быть использованы в 

генной инженерии для улучшения свойств сельскохозяйственно-значимых культурных 

растений, а именно повышения эффективности поглощения и использования последними 

почвенного нитрата. 

Методология и методы исследования. В данной работе применяли молекулярно-

биологические методы для клонирования исследуемых генов и оценки уровня их 

транскрипции. Анализ клонированных последовательностей проводили, используя методы 

биоинформатики. Для определения концентрации ионов в тканях растений и измерения 

поглощения нитрата трансформантами дрожжей применяли методы потенциометрии и 

спектрофотометрии. Для получения трансгенных штаммов дрожжей, транзиентной 

экспрессии в листьях табака и детекции флуоресцентных сигналов отдельных клеток 

использовали генно-инженерные методы и лазерную сканирующую конфокальную 

микроскопию. Анализ полученных данных проводили с использованием статистических 

методов.  

Положения, выносимые на защиту. 

1) Клонированные из эугалофита S. altissima нуклеотидные последовательности 

SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 кодируют белки, гомологичные 

соответствующим белкам A. thaliana, и относящиеся к семействам NPF, NRT2 и 

NAR2.  

2) Все исследуемые в данной работе гены S. altissima демонстрируют зависимость 

уровня их транскрипции от концентрации нитрата и NaCl в среде. 

3) Белки SaNRT2.1 и SaNRT2.5 in vivo непосредственно взаимодействуют с белком 

SaNAR2.2. 

4) Экспрессия гена SaNPF6.3 в гетерологичной системе на основе нокаут-мутанта 

Δynt1 дрожжей H. polymorpha приводит к поглощению нитрата дрожжевыми 

клетками и восстановлению их роста на селективной среде, содержащей нитрат в 

качестве единственного источника азота, что свидетельствует о нитрат-

транспортирующей активности белка SaNPF6.3. 
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5) Экспрессии генов SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в клетках нокаут-мутанта Δynt1 

дрожжей H. polymorpha недостаточно для эффективного поглощения нитрата, что 

может объясняться внутриклеточной локализацией этих белков и необходимостью 

дополнительных посттрансляционных модификаций. 

Степень достоверности и апробация результатов. Все экспериментальные данные 

были получены как минимум в 3-4 биологических и 3-4 аналитических повторностях и 

подвергнуты статистическому анализу.  

По теме диссертационной работы опубликовано 5 статей, все 5 публикаций – в 

международных рецензируемых научных изданиях, рекомендуемых ВАК РФ.  

Результаты работы были представлены на следующих научных конференциях и 

семинарах: X Съезд Общества физиологов растений России «Биология растений в эпоху 

глобальных изменений климата» (18-23 сентября 2023 года, г. Уфа), Международная 

научная конференция студентов, аспирантов и молодых учёных «Ломоносов-2024», секция 

«биология», подсекция «физиология растений» (12-26 апреля 2024 года, г. Москва), 

Межинститутский научный семинар ИФР РАН «Актуальные проблемы физиологии, 

молекулярной биологии и биотехнологии растений» (4 апреля 2024 года, г. Москва). 

Личный вклад автора в исследование. Автор работы непосредственно участвовал 

в планировании и проведении всех экспериментов, обсуждении и написании научных 

статей, а также самостоятельно анализировал полученные данные. Все экспериментальные 

результаты получены лично автором или при его активном участии.  

Структура и объем диссертации. Материалы диссертации изложены на 110 

страницах машинописного текста и включают 30 рисунков и 11 таблиц. Текст 

диссертационной работы состоит из следующих разделов: «введение», «обзор литературы», 

«объекты и методы исследования», «результаты и обсуждение», «заключение», «выводы», 

«список литературы» и «приложение». Список цитируемой литературы включает 149 

источников, все на иностранном языке. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Обзор литературы 

В обзоре литературы приведена общая характеристика переносчиков семейств NPF 

и NRT2, рассмотрены механизмы их регуляции, а также их роль в процессах роста и 

развития растений как в нормальных условиях, так и под действием различных стрессоров. 

Также приведена информация о белках семейств NPF и NRT2 не только для модельного 

растения A. thaliana, но и для ортологов из других видов двудольных и однодольных 

растений.  
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Материалы и методы 

Объекты исследования. В качестве объекта исследования использовали 45-

дневные растения эугалофита S. altissima, выращенные в водной культуре на среде 

Робинсона-Даунтона (Robinson and Downton, 1985), содержащей нитрат в низкой (0,5 мМ) 

или высокой (15 мМ) концентрации и хлорид натрия (0, 250, 500 и 750 мМ NaCl).  

Вспомогательным объектом исследования были метилотрофные дрожжи Hansenula 

polymorpha (штамм DL-1), способные к поглощению и метаболизму нитрата.  

Определение концентрации анионов нитрата и хлорида в органах S. altissima. 

Органы растений S. altissima (корни, стебли и листья) высушивали при 90 ℃ в течение 48 ч, 

после чего экстрагировали ионы из 100 мг измельченной сухой массы в 10 мл кипящей 

деионизованной воды. Полученные экстракты фильтровали через бумажные фильтры и 

использовали для определения концентрации нитрата и хлорида при помощи ион-

селективных электродов Элит-021 и Элит-261 (Нико-аналит, Россия), соответственно.  

Выделение суммарной РНК из органов S. altissima и синтез кДНК. Суммарную 

РНК выделяли из образцов фиксированного в жидком азоте растительного материала 

массой 0,5 г экстракцией горячим фенолом с последующим осаждением хлоридом лития 

(Nedelyaeva et al., 2023). Концентрацию РНК в полученных образцах определяли на 

спектрофотометре NanoDrop1000 (Thermo Fisher Scientific, США) при 260 нм.  

Для синтеза кДНК на матрице суммарной РНК использовали либо ревертазу Mint 

(Евроген, Россия) (для последующего клонирования исследуемых генов), либо ревертазу 

MMLV (Евроген, Россия) и (dT)15-праймер после обработки образцов РНК ДНКазой I 

(Thermo Fisher Scientific, США) (в случае дальнейшей оценки уровня транскрипции 

исследуемых генов).  

Определение относительного уровня транскрипции генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, 

SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в органах S. altissima. Уровень транскрипции исследуемых генов 

определяли методом количественной ОТ-ПЦР с использованием готовой смеси 5X 

qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) с интеркалирующим красителем SYBR Green I. В 

качестве референсного гена выбрали ген фактора элонгации SaeEF1α (GenBank ID: 

MN076325.1), обладающий высокой стабильностью экспрессии в данных условиях 

(Khramov et al., 2024).  

Определение последовательности 5’- и 3’-концевых фрагментов генов 

SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2. Для определения последовательности 5’- и 

3’-концевых фрагментов исследуемых генов проводили два раунда амплификации методом 

RACE на матрице суммарной кДНК корней S. altissima при помощи генспецифичных 
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праймеров, подобранных к идентифицированным ранее срединным фрагментам 

исследуемых генов (Shuvalov et al., 2021). Полученные ампликоны разделяли 

электрофорезом в 1 % агарозном геле, элюировали из геля на спин-колонках (Qiagen, 

Нидерланды) и клонировали в составе pAL2-T вектора (Евроген, Россия). Полученные 

конструкции выделяли из индивидуальных колоний E. coli и секвенировали. 

Клонирование полноразмерных кодирующих областей генов SaNPF6.3, 

SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2. Полноразмерные кодирующие области исследуемых 

генов были амплифицированы на матрице суммарной кДНК корней S. altissima, используя 

праймеры, подобранные к 5’- и 3’-концевым фрагментам соответствующих генов. 

Амплификацию осуществляли при помощи полимеразы Encyclo (Евроген, Россия) и 

высокоточной полимеразы CloneAmp HiFi PCR Premix (Clontech, США). Полученные 

ампликоны клонировали методом Гибсона при помощи набора Gibson assembly kit (NEB, 

США) в составе дрожжевых экспрессионных векторов pCHLX и pCCUR2 под контролем 

нитрат-индуцируемого промотора (pYNR1) и терминатора (tYNR1) гена нитратредуктазы 

(YNR1) дрожжей H. polymorpha.  

Бимолекулярная флуоресцентная комплементация (BiFC). Для исследования 

взаимодействия белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 с регуляторным белком SaNAR2.2 

использовали метод BiFC в эпидермальных клетках листьев табака Nicotiana benthamiana 

(Sparkes et al., 2006). Для этого кодирующие области исследуемых генов были 

субклонированы в векторах pSPYNE-35S (в случае SaNPF6.3, SaNRT2.1 и SaNRT2.5) и 

pSPYCE-35S (в случае SaNAR2.2) (Walter et al., 2004). Далее осуществляли транзиентную 

экспрессию в листьях N. benthamiana соответствующих белков, слитых на С-конце с N- и 

С-концевыми фрагментами желтого флуоресцентного белка mVenus. Взаимодействия 

указанных белков детектировали по восстановлению флуоресценции mVenus на лазерном 

сканирующем конфокальном микроскопе LSM-710-NLO (Carl Zeiss, Германия) при длине 

волны возбуждения 515 нм и эмиссии 527 нм.  

Получение нокаут-мутанта дрожжей H. polymorpha по гену YNT1. Делеционный 

мутант Δynt1 H. polymorpha был получен путем замещения последовательности локуса 

YNT1 на ген устойчивости к зеоцину (ZeoR) в результате гомологичной рекомбинации 

(Rothstein, 1983).  

Трансформация мутанта Δynt1 H. polymorpha и комплементационный анализ на 

селективных средах. Трансформацию мутанта Δynt1 H. polymorpha кодирующими 
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областями генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в дрожжевых векторах pCHLX 

и pCCUR2 осуществляли методом электропорации (Wu and Letchworth, 2004).  

Получали ночную культуру трансформантов в жидкой среде SD, содержащей 0,5 % 

сульфата аммония в качестве источника азота, после чего клетки промывали водой, 

ресуспендировали в воде и наносили по 2 мкл суспензии на чашки Петри с средой SD, 

содержащей различные концентрации нитрата (0,2 – 5 мМ KNO3). Чашки Петри 

сканировали после 3-4 дней инкубации при 37 ℃.  

Измерение поглощения нитрата клетками трансформантов Δynt1 

H. polymorpha. Для измерения поглощения нитрата трансформантами Δynt1 сначала 

выращивали 10 мл ночной культуры в среде SD, содержащей 0,5 % сульфата аммония. 

Затем, индуцировали экспрессию трансгенов путем переноса дрожжей в среду SD, 

содержащую 5 мМ нитрата, и инкубировали в течение ночи при 37 ℃. Индуцированные 

клетки использовали для измерения поглощения нитрата из среды, содержащей 0,1 – 2 мМ 

KNO3, в течение 3-18 ч. Концентрацию нитрата в среде после инкубации определяли либо 

при помощи нитрат-селективного электрода Элит-021 (Нико-аналит, Россия), либо 

высокочувствительным колориметрическим методом (García-Robledo et al., 2014). 

Определение локализации белков SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в клетках 

H. polymorpha. Локализацию гетерологичных белков SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в 

трансформантах H. polymorpha определяли путем ко-экспрессии исследуемых белков, 

слитых на С-конце с зеленым флуоресцентным белком mGFP (в случае SaNRT2.5) или 

красным флуоресцентным белком mCherry (в случае SaNAR2.2).  

Результаты и обсуждение 

Клонирование полноразмерных кодирующих областей генов SaNPF6.3, 

SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2. Поскольку в базах данных отсутствовали сведения о 

геноме и транскриптоме вида S. altissima, для клонирования полноразмерных кодирующих 

областей генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 необходимо было сначала 

определить точную последовательность их 5’- и 3’-концевых фрагментов. Для этого был 

использован метод быстрой амплификации концов кДНК (RACE), основанный на 

гнездовой ПЦР. После секвенирования 5’- и 3’-концевых фрагментов исследуемых генов 

были подобраны праймеры для амплификации их полноразмерных кодирующих областей 

(рис. 1).  
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Рис. 1. Электрофореграммы ампликонов полноразмерных кодирующих областей генов 

SaNPF6.3 (а), SaNRT2.1 (б), SaNRT2.5 (в) и SaNAR2.2 (г). М – маркер.  

 

Полученные ампликоны были клонированы в векторе pCHLX (в случае SaNPF6.3, 

SaNRT2.1 и SaNRT2.5) или в векторе pCCUR2 (в случае SaNAR2.2) и секвенированы. 

Результаты биоинформатического анализа клонированных последовательностей 

подтверждают принадлежность кодируемых ими белков к семействам NPF, NRT2 и NAR2. 

Так, например, последовательность SaNPF6.3 кодирует белок, расположенный на 

филогенетическом дереве семейства NPF A. thaliana в кладе 6 и ближайшим к нему 

ортологом является белок AtNPF6.3 (рис. 2).  

 

Рис. 2. Результаты биоинформатического анализа белка SaNPF6.3. (а) – положение 

аминокислотной последовательности SaNPF6.3 на филогенетическом дереве белков 

семейства NPF A. thaliana. (б) – модель трехмерной структуры SaNPF6.3, построенная 

при помощи AlphaFold3. (в) – результаты предсказания трансмембранной топологии 

белков SaNPF6.3 и AtNPF6.3 (белок AtNPF6.3 A. thaliana с известной структурой 

использовали для сравнительного анализа). 



11 
 

Анализ in silico аминокислотных последовательностей SaNRT2.1, SaNRT2.5 (рис. 3) 

и SaNAR2.2 (рис. 4) также указывает на принадлежность этих белков к семействам NRT2 и 

NAR2.  

 

 

Рис. 3. Результаты биоинформатического анализа белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5. (а) – 

положение белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 на филогенетическом дереве белков NRT2 из 

различных организмов. (б) – модель трехмерной структуры SaNRT2.5, построенная при 

помощи AlphaFold3. (в) – результаты моделирования трансмембранной топологии белков 

SaNRT2.1 и SaNRT2.5. 
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Рис. 4. Результаты биоинформатического анализа белка SaNAR2.2. (а) – положение белка 

SaNAR2.2 на филогенетическом дереве белков NAR2 из различных организмов. (б) – модель 

трехмерной структуры белка SaNAR2.2, полученная при помощи AlphaFold3. (в) – 

результат моделирования трансмембранной топологии белка SaNAR2.2. 

 

Анализ экспрессии генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в органах 

растений S. altissima, выращенных в условиях различного ионного состава среды. 

Уровень транскрипции исследуемых генов в значительной степени зависел от 

концентраций нитрата и NaCl в среде.   

Ген SaNPF6.3. Транскрипты SaNPF6.3 обнаруживаются во всех исследованных 

органах S. altissima (корнях, стеблях, листьях), как при низких (0,5 мМ), так и при высоких 

(15 мМ) концентрациях NO3
− в среде (Рис. 5 а). Это предполагает, что SaNPF6.3, вероятно, 

является ортологом AtNPF6.3 – трансцептора нитрата с двойной аффинностью из 

A. thaliana. В отсутствие NaCl экспрессия SaNPF6.3 в корнях и в стебле сопоставима и 

индуцируется высокими концентрациями нитрата (рис. 5 а). Такой пространственный 

профиль экспрессии гена SaNPF6.3 может объясняться участием его белкового продукта в 

поглощении нитрата из внешней среды и транслокации этого аниона к акцепторным тканям 

растения.  

NaCl не влиял заметно на экспрессию SaNPF6.3 в стебле и листьях, но влиял на 

экспрессию этого гена в корнях. Когда концентрация NaCl возрастала от 0 мМ до 750 мМ, 

количество транскриптов SaNPF6.3 в корнях заметно увеличивалось при 0,5 мМ NO3
− и 

уменьшалось при 15 мМ NO3
− (Рис. 5 а).  
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Аналогичные тенденции в изменении экспрессии гена SaNPF6.3 проявлялись при 

внезапном изменении концентраций нитрата и NaCl в среде (Рис. 5 б). Так, уже через 1 час 

после повышения концентрации нитрата с 0,5 до 5 мМ происходила индукция экспрессии 

SaNPF6.3. Добавление хлорида натрия до 250 мМ к среде с 0,5 мМ нитрата также приводило 

к индукции экспрессии гена SaNPF6.3, максимум которой был достигнут через 3 часа. 

Присутствие в среде минеральных форм азота, более восстановленных, чем нитрат (5 мМ 

нитрита или аммония), приводило к подавлению экспрессии гена SaNPF6.3. Последнее, по-

видимому, объясняется предпочтительным использованием аммония и нитрита в качестве 

источников азота и снижением в данных условиях потребности растений в нитрате. 

 

Рис. 5. Экспрессия гена SaNPF6.3. (а) – экспрессия SaNPF6.3 в органах S. altissima (корни, 

стебли и листья) при 0,5 и 15 мМ нитрата в присутствии различных концентраций NaCl. 

(б) – изменения уровня экспрессии гена SaNPF6.3 в корнях растений S. altissima, 

выращенных при 0,5 мМ нитрата в среде, в зависимости от времени после добавления в 

среду 250 мМ NaCl и по 5 мМ различных соединений азота. Уровень экспрессии выражен 

как отношение количества транскриптов гена SaNPF6.3 к количеству транскриптов 

референсного гена SaeEF1α 

 

Гены SaNRT2.1 и SaNRT2.5. Когда NaCl отсутствовал в среде относительное 

количество транскриптов SaNRT2.1 было сопоставимо в корнях, листьях и стебле галофита, 

независимо от концентрации нитрата в среде (рис. 6 а). По мере роста концентраций NaCl 

количество транскриптов SaNRT2.1 в корнях S. altissima существенно увеличивалась при 

0,5 мМ нитрата и практически не менялось при 15 мМ нитрата, оставаясь на низком уровне 

(рис. 6 в).  

Транскрипты SaNRT2.5 обнаруживались, в основном, в корнях S. altissima, причем 

при низких концентрациях нитрата (0,5 мМ) экспрессия SaNRT2.5 была заметно выше, чем 

при высоких (15 мМ); экспрессия гена в стебле и листьях была незначительной (рис. 6 б).  
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По мере роста концентраций NaCl в среде количество транскриптов SaNRT2.5 в корнях 

растений, растущих при 0,5 мМ нитрата, существенно увеличивалось и уровень 

транскрипции SaNRT2.5 был заметно выше уровня транскрипции SaNRT2.1 (рис. 6 в, г).  

Наблюдаемые изменения в экспрессии SaNRT2.1 и SaNRT2.5 свидетельствуют о 

вероятном участии транспортеров SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в высокоаффинном поглощении 

нитрата растениями S. altissima при засолении. В то же время, уровни транскрипции 

SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в органах значительно различаются, что может быть связано с 

функциональными различиями между транспортерами SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в интактных 

растениях S. altissima.  Можно предположить, что транспортер SaNRT2.5 вносит основной 

вклад (в сравнении с SaNRT2.1) в поглощение нитрата корнями в условиях его дефицита, 

тогда как белок SaNRT2.1 может участвовать в перераспределение поглощенного нитрата 

между разными органами растения.  

 

 

Рис. 6. Экспрессия генов SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в растениях S. altissima. (а, б) – экспрессия 

SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в органах S. altissima (корни, стебли и листья) при 0,5 и 15 мМ 

нитрата в среде. (в, г) – экспрессия SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в корнях растений S. altissima при 

0,5 и 15 мМ нитрата в зависимости от концентрации NaCl. Уровень экспрессии выражен 

как отношение количества транскриптов генов SaNRT2.1 и SaNRT2.5 к количеству 

транскриптов референсного гена SaeEF1α 
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Ген SaNAR2.2. Транскрипты гена SaNAR2.2 обнаруживались почти исключительно 

в корнях; в листьях и стеблях уровень экспрессии этого гена был незначительным (рис. 7 

а). В отсутствие NaCl в среде экспрессия гена SaNAR2.2 находилась на сопоставимых 

уровнях в корнях растений, выращенных при низких (0,5 мМ) или высоких (15 мМ) 

концентрациях NO3
−; с увеличением концентрации NaCl экспрессия SaNAR2.2 снижалась в 

корнях растений, выросших при высоких концентрациях нитрата, и значительно 

увеличивалась в корнях растений, выросших при низких концентрациях нитрата (рис. 7 б).  

Картина экспрессии SaNAR2.2 при изменении концентраций нитрата и хлорида в 

среде предполагает участие белка SaNAR2.2 в высокоаффинном поглощении нитрата, при 

этом роль белка SaNAR2.2, по-видимому, особенно значительна в присутствии NaCl. 

Схожие картины изменений экспрессии трех генов, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 

позволяют предположить, что существует функциональная связь между продуктами этих 

генов.  

 

Рис. 7. Экспрессия гена SaNAR2.2. (а) – экспрессия SaNAR2.2 в органах S. altissima при 0,5 и 

15 мМ нитрата и отсутствии NaCl в среде. (б) – изменения экспрессии гена SaNAR2.2 в 

корнях S. altissima в зависимости от концентрации NaCl при двух концентрациях нитрата 

(0,5 и 15 мМ). Уровень экспрессии выражен как отношение количества транскриптов гена 

SaNAR2.2 к количеству транскриптов референсного гена SaeEF1α. 

 

Анализ содержания анионов нитрата и хлорида в органах растений S. altissima. 

По мере увеличения концентрации NaCl в среде происходит накопление Cl− в органах 

S. altissima (рис. 8 а, б). Увеличение концентрации NaCl приводило также к снижению 

содержания нитрата во всех органах растений S. altissima, растущих при высоких 

концентрациях нитрата в питательной среде (рис. 8 в). Это может быть связано с прямой 

конкуренцией нитрата и хлорида за сайты связывания ион-транспортирующих белков и 

коррелирует со снижением уровня экспрессии гена SaNPF6.3 по мере увеличения 

концентрации хлорид-ионов в среде с 15 мМ нитрата (рис. 5а).  
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При низкой концентрации нитрата в среде увеличение концентрации NaCl не 

снижало содержание нитрата в надземных органах S. altissima, происходит даже небольшое 

увеличение содержания этого аниона в стеблях и листьях с максимумом при 500 мМ NaCl 

в среде (рис. 8 г). Сопоставление этого результата с данными по экспрессии генов SaNRT2.1 

и SaNRT2.5 с максимумом экспрессии также при 500 мМ NaCl в среде (рис. 6 в, г) позволяет 

сделать вывод о том, что транспортеры SaNRT2.1 и SaNRT2.5, вероятно, отвечают за 

поглощение нитрата в этих условиях. Поглощенный нитрат транспортируется 

преимущественно в надземные органы, где происходит его ассимиляция.  

 

 

Рис. 8. Содержание анионов хлорида (а, б) и нитрата (в, г) в органах растений S. altissima, 

выращенных на среде с различными концентрациями NaCl (0, 250, 500 и 750 мМ) и 

нитрата: 15 мМ (а, в) и 0,5 мМ (б, г). 
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Анализ взаимодействия белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 с белком SaNAR2.2. В 

случае A. thaliana, показано, что большинству высокоаффинных переносчиков NRT2 у 

этого вида растений необходимо взаимодействие с активаторным белком AtNAR2.1 для 

проявления максимальной нитрат-транспортирующей активности (Kotur et al., 2012). 

Однако, не все белки из семейства NRT2 A. thaliana участвуют во взаимодействии с 

AtNAR2.1. Например, известно, что высокоаффинный транспорт нитрата с участием 

транспортера AtNRT2.7 не зависит от наличия белка AtNAR2.1 (Kotur et al., 2012).  

Таким образом, одной из задач в исследовании свойств переносчиков SaNRT2.1 и 

SaNRT2.5 эугалофита S. altissima, было исследование взаимодействия этих белков с 

потенциальным активатором SaNAR2.2. Для решения этой задачи был использован метод 

бимолекулярной флуоресцентной комплементации (BiFC) в листьях табака. В этом 

эксперименте пара невзаимодействующих белков SaNPF6.3 и SaNAR2.2 выступала в 

качестве отрицательного контроля (рис. 9).  

 

Рис. 9. Результаты исследования методом BiFC белок-белковых взаимодействий с 

участием транспортеров SaNRT2.1, SaNRT2.5, SaNPF6.3 и активаторного белка 

SaNAR2.2. 

 

Восстановление флуоресценции белка mVenus происходило в случае ко-экспрессии 

белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 с белком SaNAR2.2 S. altissima, тогда как ко-экспрессия 

SaNPF6.3 с SaNAR2.2 не приводила к появлению флуоресцентного сигнала (рис. 9). 

Полученные результаты свидетельствуют о взаимодействии обоих белков семейства NRT2 

(SaNRT2.1 и SaNRT2.5) с белком SaNAR2.2 S. altissima. Таким образом, можно 

предположить, что аналогично ортологам из A. thaliana, для активации белков SaNRT2.1 и 

SaNRT2.5 необходимо взаимодействие с белком SaNAR2.2.  
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Комплементационный анализ в клетках мутанта Δynt1 дрожжей Hansenula 

polymorpha. Для исследования NO3
—-транспортирующей активности исследуемых белков 

S. altissima использовали подход, основанный на восстановлении роста штамма Δynt1 

дрожжей Hansenula polymorpha, дефектного по гену собственного транспортера нитрата 

Ynt1. Нокаут-мутант Δynt1 H. polymorpha трансформировали последовательностями 

исследуемых генов (SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5, SaNRT2.1+SaNAR2.2 и 

SaNRT2.5+SaNAR2.2) и анализировали рост полученных штаммов на селективной среде SD, 

содержащей нитрат в различных концентрациях (0,2 – 5 мМ KNO3). 

Мутант Δynt1, трансформированный последовательностью SaNPF6.3, 

восстанавливал свой рост на средах, содержащих нитрат (рис. 10). Таким образом, 

транспортер SaNPF6.3 может отвечать за поглощение нитрата из среды клетками 

трансформантов.  

 

Рис. 10. Рост мутанта Δynt1, трансформированного геном SaNPF6.3, на селективной 

среде SD с различными концентрациями нитрата. В качестве положительного контроля 

использовали штамм дикого типа, трансформированный пустым вектором pCHLX и 

мутант Δynt1, трансформированный геном AtNPF6.3 A. thaliana. 

 

Результаты аналогичного эксперимента с участием транспортеров семейства NRT2 

S. altissima (SaNRT2.1 и SaNRT2.5) указывают на отсутствие комплементации фенотипа 

штамма Δynt1 (рис. 11). Даже в случае ко-экспрессии транспортеров SaNRT2.1 и SaNRT2.5 

с белком SaNAR2.2 не происходит существенного восстановления роста. 
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Рис. 11. Рост трансформантов Δynt1, экспрессирующих гены SaNRT2.1, SaNRT2.5 и 

SaNAR2.2, на селективной среде SD с различными концентрациями нитрата. В качестве 

положительного контроля использовали штамм дикого типа, трансформированный 

пустыми векторами pCHLX и pCCUR2. 

 

Отсутствие функциональной комплементации при экспрессии генов SaNRT2.1, 

SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в клетках дрожжевого нокаут-мутанта Δynt1 может быть связано с 

локализацией исследуемых гетерологичных белков во внутриклеточных мембранах 

дрожжевой клетки и, следовательно, невозможностью осуществлять поглощение нитрата 

из внешней среды. Также вероятной причиной отсутствия комплементации может быть 

необходимость специфических посттрансляционных модификаций белков SaNRT2.1 и 

SaNRT2.5 для проявления их активности.  

Анализ поглощения нитрата из среды клетками трансформантов дрожжей 

H. polymorpha. Для исследования транспортной активности белков SaNPF6.3, SaNRT2.1 и 

SaNRT2.5 измеряли поглощение нитрата клетками трансформантов Δynt1 H. polymorpha, 

экспрессирующих соответствующие гены. Экспрессия гена SaNPF6.3 в клетках нокаут-

мутанта Δynt1 H. polymorpha приводила к существенному увеличению количества 

поглощенного нитрата из среды, содержащей 0,5 или 2 мМ KNO3 (рис. 12). Этот результат 

согласуется с данными комплементационного анализа и подтверждает способность белка 

SaNPF6.3 осуществлять трансмембранный перенос нитрата.  
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Рис. 12. Поглощение нитрата клетками H. polymorpha (WT) и трансформантами Δynt1, 

экспрессирующими ген SaNPF6.3. В качестве положительного контроля использовали 

Δynt1, трансформированный геном AtNPF6.3 A. thaliana.  

 

Поглощение нитрата с участием белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 определяли по 

изменению его концентрации в буфере, содержащем 0,1 мМ KNO3, при этом используемые 

буферы различались значением рН (6 или 8). Различные величины рН использовали для 

выявления зависимости транспорта нитрата от величины протонного градиента на 

мембране. Кроме того, для исследования Na+/NO3
−-симпорта, возможно, осуществляемого 

белками SaNRT2.1 и SaNRT2.5 эугалофита S. altissima, использовали также буферы с 

добавлением 25 мМ NaCl или 50 мМ сорбита (в качестве контроля).  

Во всех вариантах буферов отсутствовало значимое поглощение нитрата клетками 

Δynt1, трансформированными генами SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 (рис. 13). Этот 

результат согласуется с данными об отсутствии роста указанных трансформантов Δynt1 на 

селективных средах, содержащих нитрат, полученными в комплементационном анализе 

(рис. 11).  
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Рис. 13. Результаты измерения поглощения нитрата трансформантами Δynt1 

H. polymorpha, экспрессирующими гены SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2. 

 

Исследование локализации белков SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в клетках 

трансформантов Δynt1 H. polymorpha. Одной из возможных причин отсутствия 

поглощения нитрата клетками дрожжей, экспрессирующих гетерологичные белки 

SaNRT2.5 и SaNAR2.2, может быть локализация последних во внутриклеточных мембранах 

дрожжевых клеток. Для проверки этого предположения исследовали локализацию этих 

белков в клетках Δynt1, экспрессирующих химерные белки: SaNRT2.5, слитый с зеленым 

флуоресцентным белком mGFP, и SaNAR2.2, слитый с красным флуоресцентным белком 

mCherry. Наблюдаемая флуоресценция (рис. 14) свидетельствуют о внутриклеточной 

локализации химерных белков в дрожжевых трансформантах, предположительно, в 

эндоплазматическом ретикулуме. Таким образом, отсутствие поглощения нитрата из 

внешней среды, наблюдаемое в экспериментах с участием транспортеров семейства NRT2 

S. altissima, может быть связано с нехваткой транспортера SaNRT2.5 (либо SaNRT2.1) и его 

комплекса с белком SaNAR2.2 в плазматической мембране дрожжевой клетки. 
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Рис. 14. Локализация белков SaNRT2.5-GFP и SaNAR2.2-mCherry в клетках H. polymorpha.  

 

Заключение 

В данной работе были идентифицированы и клонированы кодирующие области 

генов нитратных транспортеров SaNPF6.3, SaNRT2.1 и SaNRT2.5, а также 

последовательность, кодирующая регуляторный белок SaNAR2.2 эугалофита S. altissima. 

Для функциональной характеристики этих генов и кодируемых ими белков были 

определены профили транскрипции исследуемых генов в зависимости от доступности 

нитрата в среде, содержащей хлорид в различных концентрациях. В ходе анализа профилей 

транскрипции удалось выявить некоторые особенности в экспрессии исследуемых генов, 

такие, как органо-специфичность их транскрипции и зависимость от концентраций нитрата 

и хлорида в среде. Например, было показано, что экспрессия генов SaNPF6.3 и SaNRT2.1 

происходит во всех органах растений S. altissima, тогда как гены SaNRT2.5 и SaNAR2.2 

экспрессируются исключительно в корнях. Это может быть связано с различной 

физиологической ролью белковых продуктов исследуемых генов: в то время как 

транспортер SaNRT2.5 и белок-активатор SaNAR2.2, вероятно, отвечают за поглощение 

нитрата корнем, транспортеры SaNPF6.3 и SaNRT2.1 могут принимать участие также в 

транслокации нитрата в надземные органы и выступать в качестве трансцепторов нитрата. 

Также показано, что в условиях дефицита нитрата происходит индукция транскрипции 

генов семейства NRT2 (SaNRT2.1 и SaNRT2.5) в корнях S. altissima, особенно существенная 

в случае SaNRT2.5, что свидетельствует о роли продуктов этих генов как высокоаффинных 

переносчиков нитрата. 

Присутствие хлорида натрия на фоне низкой концентрации нитрата в среде 

приводило к индукции транскрипции всех исследованных генов в корнях S. altissima. По-
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видимому, такой характер зависимости уровня транскрипции от концентрации NaCl 

объясняется конкурентным ингибированием поглощения нитрата ионами хлорида.  

Полученные данные о профилях транскрипции генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 

и SaNAR2.2 сопоставляли с содержанием анионов нитрата и хлорида в органах растений S. 

altissima. Это позволило выявить положительную корреляцию в уровне экспрессии 

исследованных генов с накоплением нитрата и хлорида в растениях S. altissima.  

Анализ белок-белковых взаимодействий показал, что транспортеры SaNRT2.1 и 

SaNRT2.5 взаимодействуют с регуляторным белком SaNAR2.2. Таким образом, 

высокоаффинное поглощение нитрата у S. altissima, по-видимому, зависит от 

функционирования двухкомпонентной системы, состоящей из белков NRT2 и NAR2.  

При исследовании транспортной активности белковых продуктов клонированных 

генов в гетерологичный дрожжевой системе экспрессии, используя нокаут-мутант Δynt1 

H. polymorpha, была доказана способность белка SaNPF6.3 осуществлять трансмембранный 

перенос нитрата. В случае белков SaNRT2.1 и SaNRT2.5 наблюдаемое отсутствие 

поглощения нитрата трансформантами Δynt1 можно объяснить рядом причин, таких, как 

нарушение фолдинга этих гетерологичных белков, необходимость специфических 

посттрансляционных модификаций, а также нарушение мембранной локализации белков в 

гетерологичной дрожжевой системе экспрессии. Для экспериментальной проверки 

возможных причин отсутствия поглощения нитрата клетками дрожжей, экспрессирующих 

гены SaNRT2.1 и SaNRT2.5, исследовали локализацию их белковых продуктов в 

трансформантах Δynt1 H. polymorpha. В результате было обнаружено, что гетерологичные 

белки SaNRT2.1 и SaNRT2.5 локализованы, преимущественно, внутри дрожжевых клеток 

и не детектировались на плазматической мембране.  

Представленная работа позволяет провести аналогию в механизмах поглощения 

нитрата у S. altissima и других растений, для которых транспорт нитрата изучен более 

подробно, таких, как A. thaliana. Однако, еще предстоит выявить особенности 

транспортных систем галофитов, которые определяют высокую эффективность 

поглощения нитрата из почв с высокой соленостью. В основе такой высокой эффективности 

нитрат-транспортирующих систем галофитов могут лежать либо особые кинетические 

свойства их транспортеров (такие, как сродство и селективность по отношению к нитрату), 

либо множественность транспортных систем с различными свойствами, которые 

активируются в разных условиях. Последнее обеспечивает более тонкую регуляцию 

поглощения нитрата в условиях меняющегося ионного состава среды и позволяет строго 

контролировать ионные потоки, избегая избыточного накопления токсичных ионов 

хлорида в цитозоле клеток галофитов. 
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Выводы 

1) Клонированные кодирующие области генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и 

SaNAR2.2 галофита S. altissima кодируют белки, принадлежащие семействам NPF, 

NRT2 и NAR2 и гомологичные соответствующим белкам Arabidopsis thaliana.  

2) Транскрипция гена SaNPF6.3 происходит во всех органах S. altissima (корень, 

стебель, лист) как при низких (0,5 мМ), так и при высоких (15 мМ) концентрациях 

нитрата в среде, что, по-видимому, связано с двойной аффинностью белка SaNPF6.3 

по отношению к этому аниону.  

3) Сопоставимые уровни транскрипции гена SaNPF6.3 в корне и в стебле растений S. 

altissima как при низких (0,5 мМ), так и при высоких (15 мМ) концентрациях нитрата 

в среде, свидетельствуют о роли этого переносчика не только в поглощении нитрата 

корнем, но также и о его участии в дальнем транспорте нитрата в растении.  

4) Белки SaNRT2.1 и SaNRT2.5 могут участвовать в высокоаффинном поглощении 

нитрата, поскольку при низких концентрациях нитрата (0,5 мМ) происходит 

индукция транскрипции генов SaNRT2.1 и SaNRT2.5 в корнях растений S. altissima. 

5) Транскрипция генов SaNPF6.3, SaNRT2.1, SaNRT2.5 и SaNAR2.2 в корнях растений 

S. altissima, растущих на среде с 0,5 мМ нитрата, индуцируется в присутствии NaCl, 

что предполагает важную роль продуктов этих генов в обеспечении входных 

потоков нитрата в условиях его конкуренции с хлоридом.  

6) Белки SaNRT2.1 и SaNRT2.5 взаимодействуют in vivo с белком SaNAR2.2, что может 

быть необходимо для их активации.  

7) Экспрессия гена SaNPF6.3 в клетках мутанта Δynt1 дрожжей Hansenula polymorpha 

восстанавливает его способность поглощать нитрат и свидетельствует об участии 

белка SaNPF6.3 в транспорте этого аниона.  

8) Отсутствие функциональной комплементации при ко-экспрессии генов SaNRT2.1 

или SaNRT2.5 с геном SaNAR2.2 в клетках мутанта Δynt1 H. polymorpha может 

объясняться внутриклеточной локализацией соответствующих гетерологичных 

белков и/или необходимостью дополнительных посттрансляционных модификаций. 
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