
Определена величина индуцированной элиситорами

хитиназной активности в клетках томата. Показана

зависимость величины ферментативной активности

клеток от размера и концентрации биотических элиси�

торов.

Введение. При изучении особенностей взаи�

модействия в системе растение – патоген в

тканях растений интенсивно накапливаются

индуцируемые патогеном полипептиды, так на�

зываемые PR�белки. Различают несколько

групп PR�белков по их функциональным осо�

бенностям: белки, которые принимают участие

в опосредованной передаче элиситорного сиг�

нала, белки – катализаторы стрессовых фито�

гормонов, ферменты синтеза фитоалексинов,

а также белки, способные разрушать клеточную

стенку патогенов. Последние являются белками

прямого действия. К этой группе относятся

гидролитические ферменты класса – β�1,3�

глюканазы и хитиназы. Они способны разру�

шать основные компоненты клеточной стен�

ки грибов, таким образом препятствуя прорас�

танию гиф и распространению гриба [1].

Наличие хитиназ присуще широкому кругу

организмов, включая бактерии, грибы, выс�

шие растения. Они играют важную роль в за�

щитных реакциях, направленных на подавле�

ние роста фитопатогенных грибов, в состав

структуры клеточной стенки которых входит

хитин [2].

Растительные хитиназы активируются раз�

личными факторами, включая инфицирование

патогенами, обработку биотическими элисито�

рами, фитогормонами и другими веществами.

Результаты исследований, проведенных in vitro,
продемонстрировали ингибирующий эффект

растительных хитиназ на рост грибов, которые

содержат хитин в составе своих клеточных сте�

нок [3]. In planta фермент локализируется не�

посредственно около клеточных стенок гриба.

Хитиназы связываются в основном с уже из�

мененными клеточными стенками [4, 5].

В растительных клетках выделяют два типа

хитиназ в зависимости от их пространственной

локализации – экзо� и эндохитиназы. Они

могут влиять непосредственно на грибы, бло�

кируя рост проникающей в клетку гифы, или

опосредованно, путем высвобождения элиси�

торов из клеточной стенки гриба. Такие вто�

ричные элиситоры, в свою очередь, индуциру�

ют дополнительную хитиназную активность и,

возможно, другие защитные реакции у расте�

ния�хозяина [6]. Уровень индуцируемой экст�

рацеллюлярной хитиназной активности до про�

растания гиф патогенного гриба в клетку сос�

тавляет более 80 % общего уровня [7–9]. Внут�

риклеточная активность этого фермента уве�
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личивается только после проникновения фито�

патогена в клетки и осуществляется за счет ва�

куолярных хитиназ. Этот процесс происходит

при разрушении клетки, когда ее вакуолярное

содержимое выделяется в периплазматическое

пространство [10].

В последнее время было показано, что кис�

лые эндохитиназы играют важную роль на ран�

них этапах развития зародышей у моркови [11].

Поскольку хитиназы синтезируются конститу�

ционно в определенных органах растений,

предполагают, что они могут принимать учас�

тие в генерации сигнальных молекул, регули�

рующих органогенез [12].

Несмотря на интенсивные исследования ро�

ли хитиназ, вопрос регуляции хитиназной ак�

тивности и участия этого фермента в формиро�

вании иммунного ответа у растений до сих пор

остается невыясненным.

Материалы и методы. В литературе встреча�

ются лишь методы определения ферментатив�

ной активности «чистого фермента», выделен�

ного из клеток. Это автоматически исключает

все сопутствующие молекулярные взаимодей�

ствия вторичных метаболитов, которые имеют

место в природных взаимодействиях растений

с микроорганизмами. Разработанный нами

метод [9] позволяет изучать активность фер�

мента хитиназы в суспензии активно метаболи�

зирующих растительных клеток. Такая модель�

ная система дает возможность изучать процес�

сы изменения ферментативной активности в

условиях, наиболее приближенных к онтогене�

зу растений в природной среде.

Хитиназную активность индуцировали пу�

тем добавления наномолярных концентраций

олигомеров хитина с разной длиной цепи.

Активность фермента определяли в относи�

тельных единицах β�распадов 3Н�хитина в ми�

нуту на 1 мг белка [9]. Белок определяли по

методу Лоури [12].

Результаты исследований и их обсуждение.
При добавлении олигомера хитина с двумя ос�

татками N�ацетилглюкозамина (Хт2) к суспен�

зионной культуре клеток томата происходило

незначительное увеличение хитиназной актив�
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Рис. 1. Индукция хитиназной активности Хт2�элисито�

ром в суспензионной культуре клеток томата: по верти�

кали – хитиназная активность, СРМ/мг белка; по го�

ризонтали – концентрация элиситора, М

Рис. 2. Индукция хитиназной активности Хт3�элисито�

ром в суспензионной культуре клеток томата: по верти�

кали – хитиназная активность, СРМ/мг белка; по го�

ризонтали – концентрация элиситора, М

Рис. 3. Индукция хитиназной активности Хт4�элисито�

ром в суспензионной культуре клеток томата: по верти�

кали – хитиназная активность, СРМ/мг белка; по гори�

зонтали – концентрация элиситора, М



ности от 1850 до 2090 СРМ/мг белка. Хт2�фраг�

менты вызывали повышение хитиназной актив�

ности в концентрациях от 10–10 до 10–6 М. Ре�

зультаты экспериментов приведены на рис. 1.

Следует отметить, что хитиназная актив�

ность увеличивалась постепенно при повыше�

нии концентрации элиситора. Прибавление Хт2�

элиситора в концентрациях 10–7 и 10–6 М стиму�

лировало увеличение ферментативной актив�

ности до 2057 и 2090 CPM/мг белка соответ�

ственно, а при концентрациях элиситора 10–10

и 10–9 М – до 1850 и 1871 CPM/мг белка. В

контрольных, не обработаных элиситором про�

бах, величина хитиназной активности состав�

ляла 1827 CPM/мг белка. Прибавление элиси�

тора с тремя остатками N�ацетилглюкозамина

(Хт3�) также приводило к постепенному повы�

шению уровня хитиназной активности (рис. 2).

Максимальную хитиназную активность на�

блюдали в клетках томата, к которым прибав�

ляли элиситор в концентрации 10–6 М –

2405 CPM/мг белка, а минимальную – 1902

CPM/ мг белка при концентрации элиситора

10–10 М. В контроле уровень ферментативной

активности оставался неизменным.

Обработка клеток томата хитиновыми фраг�

ментами с четырьмя остатками N�ацетилглю�

козамина (Хт4�) показала такую же закономер�

ность. Максимальный уровень индуцированной

хитиназной активности составлял 2652 CPM/мг

белка при обработке суспензии клеток Хт4�эли�

ситором в концентрации 10–7 (рис. 3). Увеличе�

ние концентрации Хт4�элиситора до 10–6 М сти�

мулировало уменьшение уровня ферментатив�

ной активности до 2549 CPM/мг белка. Веро�

ятно, что Хт4�элиситор в концентрации 10–6 М

явился максимальным пороговым импульсом

для исследованной защитной реакции [9].

Аналогичную картину наблюдали и в случае

прибавления хитинового фрагмента с пятью

остатками N�ацетилглюкозамина (Хт5). При

обработке клеток томата Хт5�элиситором в кон�

центрации 10–7 М максимальный уровень хити�

назной активности составлял 3135 СРМ/мг бел�

ка (рис. 4).

Анализ индуцирующей активности хити�

новых фрагментов показал, что использован�

ные элиситоры стимулируют увеличение хи�

тиназной активности в суспензионной куль�

туре клеток томата, при этом увеличение фер�

ментативной активности зависит от химичес�

кого строения и концентрации индукторов.

На рис. 5 показано динамику увеличения

индуцированной хитиназной активности в за�

висимости от концентрации элиситоров. Фер�

ментативная активность в клетках томата по�

вышалась при увеличении длины хитиновых

фрагментов. Например, при концентрации

элиситоров 10–9 М уровень хитиназной актив�

ности в экспериментальных образцах составлял

1871 СРМ/мг при добавлении Хт2�фрагмента,

1969 СРМ/мг – Хт3�фрагмента, 2095 СРМ/мг –

Хт4�фрагмента и 2355 СРМ/мг – Хт5�фрагмен�

та. Сходные закономерности в индуцирующей
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Рис. 4. Индукция хитиназной активности Хт5�элисито�

ром в суспензионной культуре клеток томата: по верти�

кали – хитиназная активность, СРМ/мг белка; по го�

ризонтали – концентрация элиситора, М

Рис. 5. Сравнительная характеристика хитиназной ак�

тивности в клетках томата в зависимости от концент�

рации прибавленного элиситора: по вертикали – хи�

тиназная активность, СРМ/мг белка; по горизонтали –

концентрация элиситоров, М



активности хитиновых фрагментов наблюдали

для всего диапазона концентраций исследуемой

защитной реакции. Практически во всех случа�

ях повышение концентрации элиситоров вы�

ше 10–7 М не приводило к дальнейшему увели�

чению хитиназной активности. В пробах, об�

работанных Хт4� и Хт5�фрагментами, фермен�

тативная активность даже уменьшалась.

Таким образом, можно сделать вывод, что

каждый из использованных нами биотических

элиситоров имеет свой порог в индукции хити�

назной активности в клетках томата, после

достижения которого не происходит дальней�

шего увеличения ферментативной активности.

Для Хт3�, Хт4�, Хт5�фрагментов он составил

10–7 М. Исключением стал олигомер хитина с

двумя остатками N�ацетилглюкозамина, кото�

рый продемонстрировал минимальную элиси�

торную активность в индукции исследуемой

защитной реакции. В концентрации 10 –6 М этот

элиситор стимулировал незначительное увели�

чение хитиназной активности в культуре клеток

томата. Его элиситорная активность была на

порядок меньше, чем индуцирующая актив�

ность других хитиновых фрагментов. Подобные

результаты в индуцирующей активности этого

элиситора были показаны в ряде робот Болле�

ра, на примере других защитных реакций, в

растительных клетках [13–15].

Выводы. В результате работы была изучена

индуцированная хитиназная активность в сус�

пензионной культуре клеток томатов. Опреде�

лены основные закономерности экзохитиназ�

ной активности в растительных клетках. Ре�

зультаты проведенных экспериментов свиде�

тельствуют о наличии концентрационного по�

рога индуцирующего воздействия элиситоров

в реакции увеличения хитиназной активности.

Наличие такого порога, на наш взгляд, может

быть обусловлено лимитом рецепторных участ�

ков для использованных в работе индукторов.

Такие рецепторные участки расположены

на плазматической мембране клеток и имеют

сайт�специфическое связывание с сигнальны�

ми молекулами разной химической природы

[17]. После узнавания элиситоров рецепторами

происходит дальнейшая передача сигнала

внутрь клетки при помощи системы вторичных

мессенджеров [1, 18], чем обеспечивается даль�

нейшая экспрессия генов защитных реакций.

Поэтому изучение системы вторичных мессен�

джеров, безусловно, является перспективным

направлением наших дальнейших научных ис�

следований. Предложенную модельную систе�

му можно использовать для определения фер�

ментативной активности других экстрацелю�

лярных ферментов, исследовать их комбиниро�

ванную активность в культуре клеток любых

видов растений. При помощи ингибиторного

анализа можно изучать роль сигнальных сис�

тем в формировании защитных реакций расте�

ний в ответ на стрессы. Использованная мо�

дельная система позволяет также проводить

изучение модуляторных эффектов, связанных

с высвобождением растительных гидролаз.

SUMMARY. The levels of chitinase activity induced

with elicitors in tomato cells have been detected. It was

shown that enzymatic activity depended on degree of poly�

merization and concentration of biotic elicitors.

РЕЗЮМЕ. Визначено величину хітиназної актив�

ності, індукованої в суспензійній культурі клітин то�

мата. Показана залежність зростання ферментативної

активності від розміру та концентрації доданих до клі�

тин біотичних еліситорів.
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