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Изменение роста и развития корней – важ-
ная адаптивная реакция, обеспечивающая опти-
мизацию поглощения элементов минерального 
питания и воды растением. При изучении ре-
акции растений на изменение уровня нитратов 
цитокинины привлекают особо пристальное 
внимание [1, 2]. Наиболее детально изучено вли-
яние возвращения растений на среду с нитрата-
ми после их выращивания на среде без азота [3]. 
Показано, что при этом происходит индукция 
экспрессии генов, контролирующих синтез ци-
токининов, и это приводит к повышению уровня 
данных гормонов в растениях арабидопсиса [4] и 
риса [5]. Влиянию удаления нитратов из пита-
тельной среды уделялось меньше внимания, хотя 

в отдельных работах показано снижение уровня 
цитокининов при дефиците азота [6]. Посколь-
ку обработка цитокининами ингибировала рост 
корней [7], а пониженный уровень цитокининов 
у трансгенных растений сопровождался ускоре-
нием их роста [8], активацию роста корней при 
дефиците нитратов можно объяснить уменьше-
нием содержания этих гормонов.

Принимая во внимание значение цитоки-
нинов в реакции растений на дефицит азота, 
важно было понять, каким образом растения 
воспринимают уровень нитратов, регулируя со-
держание цитокининов и рост. Важная роль в 
восприятии нитратного сигнала приписывается 
переносчику нитратов NRT1.1 [9]. Показано, 
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      Транспортер нитратов NRT1.1 действует как сенсор нитратов, запуская 
определенные реакции растений. В то же время фитогормоны цитокинины 
часто участвуют в регуляции ростовых ответов растений на изменение уровня 
нитратов. В данной работе мы проверили предположение, что сенсор NRT1.1 
способен участвовать в контроле уровня цитокининов. Для этого мы изучили 
влияние мутации гена NRT1.1 на гормональные и ростовые реакции растений 
при удалении азота из среды. Опытными объектами были растения араби-
допсиса (Arabidopsis thaliana) исходного экотипа Columbia и мутантные по гену 
NRT1 (chl1-5). Использовали два варианта экспериментального дизайна: (1) 
растения выращивали на растворе Хогланда-Арнона, удаление азота осущест-
вляли путем замены нитратов на хлориды; (2) использовалась среда Пряниш-
никова, азотное голодание создавали путем удаления нитрата аммония. Мы 
впервые показали, что мутация NRT1.1 приводит к снижению уровня цито-
кининов в корнях chl1-5, в результате чего у них формируются более длин-
ные корни по сравнению с растениями Columbia. Содержание цитокининов в 
растениях Columbia снижалось в ответ на оба варианта исключения азота из 
среды, и параллельно этим изменениям уровня гормонов ускорялось удлине-
ние корней. Изменение концентрации цитокининов и удлинения корней у му-
танта по сенсору NRT1.1 было зарегистрировано лишь при удалении нитрата 
аммония из среды Прянишникова, но не было зарегистрировано при замене 
нитрата на хлорид в среде Хогланада-Арнона. Результаты свидетельствуют об 
участии сенсора NRT1.1 в регуляции уровня цитокининов и скорости элонга-
ции корней при удалении нитратов, но не ионов аммония, что подтверждает 
специфичность ответа.
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что у мутанта chl1-5 по этому гену при добав-
лении нитратов в среду без азота не происходит 
индукции экспрессии генов, кодирующих пере-
носчики нитратов и ферменты, участвующие в 
их метаболизме. На основании этих результатов 
предполагается, что NRT1.1 сочетает функции 
сенсора и переносчика нитратов, что позволило 
назвать его трансцептором (transceptor). Его уча-
стие в регуляции роста боковых корней связано 
с тем, что NRT1.1 функционирует как NO3

–-за-
висимый переносчик ауксинов [10]. В условиях 
низкого содержания нитратов он обеспечивает 
отток ауксинов из примордиев боковых кор-
ней, что предотвращает их удлинение. Меньше 
внимания было уделено возможному участию 
трансцептора в регуляции уровня цитокининов 
и роста корней. Цель данной работы состояла 
в том, чтобы выявить влияние мутации по гену 
NRT1.1 на содержание цитокининов и фенотип 
растений арабидопсиса при их выращивании на 
полной питательной среде и при удалении из нее 
нитратов и таким образом проверить, участвует 
ли сенсор NRT1.1 в гормональном и ростовом 
ответе на дефицит азота. 

Материалы и методы
Объектом исследования служили растения 

арабидопсиса (Arabidopsis thaliana [L.] Heynh.) 
экотипа Columbia (Col-0) и мутанта по транс-
цептору нитратов NRT1.1 (chl1-5). После стра-
тификации на влажной фильтровальной бумаге 
в чашках Петри в течение 3 сут при темпера-
туре 4°C семена переносили в сосуды (100 мл) 
с песком, насыщенным раствором Прянишни-
кова, в котором нитрат аммония является един-
ственным источником азота, или Хогланда-Ар-
нона, содержащим азот в форме нитратов калия 
и кальция, и выращивали в климатической ка-
мере (MLR-350H, Sanyo, Япония), как описано 
ранее [7]. Оводненность песка поддерживали 
на уровне 65% от полной влагоемкости. Через 
2 нед. после переноса в климокамеру растения 
помещали в лунки полистироловых микроплан-
шетов с отверстиями, плавающих по поверхно-
сти питательного раствора. В предварительных 
экспериментах с выращиванием растений на 
жидкой среде разбавление стандартных раство-
ров Прянишникова и Хогланда-Арнона в 10 раз 
приводило к максимальному накоплению мас-
сы растений Columbia, поэтому разведенные в 
10 раз среды были выбраны для дальнейших ис-
следований. Применяли два варианта удаления 
азота из среды. (1) Растения размещали на среде 
Прянишникова, а при моделировании азотного 
голодания их переносили в контейнер со средой 
Прянишникова без нитрата аммония. (2) Поло-

вина растений получала раствор Хогланда-Ар-
нона, а вторая половина – модифицированный 
раствор, в котором нитраты калия и кальция 
были заменены на хлориды, как описано ранее 
[11]. Растения выращивали при непрерывной аэ-
рации. Через 2 сут выращивания в гидропонике 
ткани растений брали на анализ цитокининов, 
через 4 сут – измеряли длину корней.

Для экстракции цитокининов корни расте-
ний гомогенизировали в 80%-ном этаноле и ин-
кубировали в течение ночи при 4°C. После филь-
трации и выпаривания этанола водный остаток 
подвергали очистке на картридже С18 (Waters, 
США) как описано ранее [12]. После испарения 
растворителя сухой остаток растворяли в 0,02 мл 
80%-ного этанола и разделяли метаболиты ци-
токининов при помощи тонкослойной хрома-
тографии [12]. Различные формы цитокининов 
элюировали в течение 15 ч 0,1 М фосфатным 
буфером (рН 7,2–7,4) из соответствующих зон, 
идентифицированных по положению метчиков 
в УФ-свете. Затем аликвоту в серии разведений 
добавляли в лунки планшетов и проводили им-
муноферментный анализ с помощью антител 
против транс-зеатинрибозида, высокоспецифич-
ных к производным транс-зеатина [12]. 

Для иммунолокализации цитокининов в про-
дольных срезах кончиков корней использовали 
специфические кроличьи антитела к зеатинрибо-
зиду. Растения фиксировали в растворе 4%-ного 
параформальдегида (Riedel-deHaen, Германия) 
и 0,1%-ного глютарового альдегида (Sigma, Гер-
мания). Через 2 ч кончики корней отмывали от 
фиксатора и заключали в блоки из агарозы, как 
описано ранее [13]. Гистологические срезы тол-
щиной 1,5 мкм готовили с помощью ротацион-
ного микротома (HM 325, MICROM Laborgerate, 
Германия). Иммунолокализацию гормонов про-
водили, как описано ранее [14]. Препараты ана-
лизировали с помощью светового микроскопа 
Axio Imager.A1 (Carl Zeiss Jena, Германия), обо-
рудованного цифровой камерой AxioCam MRc5 
(Carl Zeiss Jena, Германия). 

Активность цитокининоксидазы в корнях 
определяли, как описано ранее [7]. Снижение 
количества изопентениладенина (ИП) в резуль-
тате распада определяли при помощи иммуно-
ферментного анализа как описано ранее [12], но 
с использованием специфических антител про-
тив изопентениладенозина. 

Статистический анализ производили с ис-
пользованием Microsoft Excel. На рисунках пред-
ставлены средние значения показателей, указаны 
их стандартные ошибки. Достоверные различия 
отмечены различными буквами (p<0,05, t-тест). 
При измерении длины главного корня биологи-
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ческим повтором (n) служило одно растение, для 
количественного определения цитокининов – 30 
растений.

Результаты
При удалении нитрата аммония из среды 

Прянишникова масса растений Col-0 снижалась 
на 29% (с 9,7 ± 0,7 до 6,9 ± 0,4 мг в присутствии 
и в отсутствие азота в среде соответственно). 
Замена нитратов калия и кальция на хлориды 
в растворе Хогланда-Арнона вызывала сход-
ное (на 31%) снижение массы растений Col-0
(с 10,9 ± 0,7 до 7,5 ± 0,3 мг в растворе с нитрата-
ми и без них соответственно). Это указывает на 
то, что подавление роста было следствием дефи-
цита азота, а токсичность хлорида не проявля-
лась, вероятно, из-за низкой концентрации этих 
анионов (1,5 мМ).

Измерение длины корней показало, что они 
были длиннее у chl1-5 по сравнению с Col-0 в 
случае как среды Хогланда-Арнона, так и среды 
Прянишникова (рис. 1). Удаление NH4NO3 из 
среды Прянишникова приводило к удлинению 
корней растений обоих генотипов по сравнению 
с контрольными, получавшими азот, растения-
ми. Удаление нитратов из среды Хогланда-Ар-
нона также сопровождалось увеличением длины 

корней растений Col-0, однако на удлинении 
корней chl1-5 данное воздействие не сказыва-
лось. Мы зарегистрировали более высокое со-
держание цитокининов в корнях растений Col-0 
по сравнению с корнями chl1-5 (рис. 2). Удале-
ние NH4NO3 из среды Прянишникова снижало 
суммарное содержание производных зеатина в 
корнях растений обоих генотипов. Реакция на 
замену нитратов калия и кальция на хлориды 

в растворе Хогланда-Арнона была иной: у рас-
тений Col-0 содержание цитокининов в корнях 
снижалось, а у chl1-5 оставалось на уровне кон-
троля (растений, получавших нитраты калия и 
кальция). Сравнение длины корней и концен-
трации цитокининов у растений разных геноти-
пов на фоне достаточной обеспеченности азотом 
и его дефицита позволяет заметить соответствие 
гормональной и ростовой реакции растений на 
генетическую модификацию и удаление азота из 
среды. Между уровнем цитокининов и длиной 
корней (выраженных как процент от величины 
показателей у Col-0, получавших азот) выявлена 
высокая корреляция (r = –0,9) для среды Пря-
нишникова и Хогланда-Арнона.

Активность цитокининоксидазы у растений 
Col-0 снижалась при дефиците азота в  среде 
(440 ± 36 и 253 ± 25 нг ИП/(ч г сырой массы) в 
корнях Col-0 в присутствии и в отсутствие ни-
тратов соответственно), в отличие от растений 
chl1-5, у которых уровень активности фермента 
не   зависел   от    присутствия   азота    в    среде 
(243 ± 22 и 216 ± 19 нг ИП/(ч г сырой массы) в 
корнях chl1-5 в присутствии и в отсутствие ни-
тратов соответственно). Активность фермента в 
корнях у Col-0 была выше, чем у chl1-5.

Иммуногистохимическая локализация зеати-
на показала уменьшение интенсивности окраски 
на цитокинины в кончиках корней Col-0 при 
удалении нитратов из раствора Хогланда-Ар-
нона и отсутствие значимых различий в уровне 
окрашивания в случае chl1-5 (рис. 3). Небольшое 
снижение окраски кончиков корней растений 
chl1-5 по сравнению с Col 0, росших на немо-
дифицированном растворе Хогланда-Арнона, не 

Рис. 1. Длина главного корня 18-суточных растений ара-
бидопсиса исходного экотипа Columbia и мутантных по 
трансцептору NRT1.1 (chl1-5), получавших разбавлен-
ный в 10 раз раствор Прянишникова или Хогланда-Ар-
нона через 4 сут после удаления азота (N-) из среды. Из 
раствора Прянишникова исключали нитрат аммония, 
в растворе Хогланда-Арнона нитраты калия и кальция 
были заменены на хлориды (n = 30).

Рис. 2. Суммарная концентрация трех форм цитокини-
нов (зеатина (Z), его рибозида (ZR) и нуклеотида (ZN)) 
в корнях 16-суточных растений арабидопсиса исходного 
экотипа Columbia и мутантных по трансцептору NRT1.1 
(chl1-5), получавших разбавленный в 10 раз раствор 
Прянишникова или Хогланда-Арнона через 2 сут после 
удаления азота (N-) из среды. Из раствора Прянишни-
кова исключали нитрат аммония, в растворе Хоглан-
да-Арнона нитраты калия и кальция были заменены на 
хлориды (n = 9).

СЕНСОР НИТРАТОВ NRT1.1 РЕГУЛИРУЕТ УРОВЕНЬ ЦИТОКИНИНОВ И УДЛИНЕНИЕ КОРНЕЙ



было статистически достоверным.

Обсуждение
Снижение содержания цитокининов, зареги-

стрированное нами в корнях экотипа Col-0 при 
удалении из среды нитратов (рис. 2), соответ-
ствует данным литературы о влиянии уровня азо-
та на содержание цитокининов [3, 6]. Несмотря 
на то, что работ, где определялось содержание 
цитокининов при дефиците азота, не так много, 
снижение уровня цитокининов при данном воз-
действии широко обсуждается [2, 15]. Влияние 
уровня нитратов на содержание цитокининов в 
основном изучали как реакцию на повышение 
их концентрации в питательной среде, и в этих 
экспериментах была показана активация синте-
за цитокининов [3]. Лишь сравнительно недавно 
было показано снижение содержания цитокини-
нов под влиянием дефицита нитратов у растений 
арабидопсиса [15]. 

Поскольку цитокининам приписывают важ-
ную роль в адаптации растений к уровню ни-
тратов, важно понять, какие сенсорные системы 
отвечают за эту реакцию. Хотя сенсорная функ-
ция «трансцептора» нитратов NRT1.1 была по-
казана на примере регуляции активности генов, 
контролирующих транспорт и метаболизм ни-
тратов [9], участие NRT1.1 в регуляции уровня 
цитокининов не было выявлено. Эту функцию 
сенсора лишь предполагали Киба с соавт. [15] на 
основе результатов анализа уровня транскриптов 
множества генов мутанта по сенсору нитратов 
chl1-5, проведенного Вангом с соавт.  [16]. Во 
втором приложении к данной работе показан 
пониженный уровень экспрессии генов AtIPT3 
и AtIPT4, ответственных за синтез цитокининов. 
Нами впервые показано, что мутация по гену, 
кодирующему NRT1.1, действительно приво-
дит к пониженному содержанию цитокининов 
в корнях растений (рис. 2), что подтверждает 
участие «трансцептора» нитратов в поддержа-
нии уровня этих гормонов. Более низкий уро-
вень содержания цитокининов нельзя объяс-

нить повышенным уровнем их окислительного 
распада, поскольку активность цитокининокси-
дазы у растений chl1-5 была не выше, а ниже, 
чем у Col-0. Скорее этот феномен связан с по-
ниженным уровнем синтеза цитокининов у му-
танта, что соответствует данным литературы об 
уровне экспрессии гена AtIPT3 и AtIPT4 у этого 
мутанта [16]. Известно, что активность цитоки-
ниноксидаз возрастает под влиянием цитокини-
нов, обеспечивая гомеостатирование их уровня 
[17]. Следовательно, низкая активность цито-
кининоксидазы может быть результатом сниже-
ния уровня цитокининов, содержание которых 
уменьшилось из-за ингибирования их синтеза. 

Особый интерес представляют наши дан-
ные, свидетельствующие об отсутствии измене-
ний уровня цитокининов при удалении нитратов 
из среды Хогланда-Арнона у растений chl1-5 в 
отличие от растений Col-0 (рис. 2). Эти резуль-
таты подтверждают предположение о том, что 
функционально полноценный сенсор NRT1.1 
необходим для восприятия дефицита нитратов 
и запуска реакций, направленных на снижение 
содержания цитокининов в растениях при дан-
ном воздействии. Важно отметить, что удаление 
NH4NO3 из питательной среды (в отличие от 
удаления нитрата калия и кальция) приводило 
к снижению содержания цитокининов в корнях 
растений chl1-5 наравне с Col-0. У растений вы-
явлен сенсор не только нитратов, но и ионов ам-
мония. Так, у арабидопсиса обнаружена рецепто-
роподобная протеинкиназа CAP1, участвующая 
в восприятии (sensing) концентрации аммония и 
его гомеостатировании, а также играющая важ-
ную роль в регуляции полярного роста корневых 
волосков [18]. Как известно, уровень аммония 
влияет на экспрессию генов, контролирующих 
синтез цитокининов [5]. Хотя на экспрессию 
этих генов влияет не сам аммоний, а его био-
химическое производное глутамин [5], сниже-
ние содержания цитокининов у дефицитного по 
NRT1.1 мутанта при удалении нитрата аммония 
из среды Прянишникова можно объяснить спо-
собностью растений реагировать на концентра-
ции аммония и продуктов его метаболизма. 

Данные иммуногистохимической локализа-
ции зеатина в кончиках корней (рис. 3) подтвер-
дили основную закономерность, зарегистриро-
ванную с помощью иммуноферментного анализа 
(рис. 2). Так, более слабое окрашивание зеатина 
в корнях Col-0, перенесенных на раствор Хо-
гланда-Арнона, не содержащий нитратов, свиде-
тельствует о снижении уровня этого гормона в 
кончиках корней и согласуется с более низким 
общем содержании цитокининов в корнях этих 
растений. Отсутствие значительных изменений 

Рис. 3. Иммунолокализация цитокининов в кончиках 
корней 16-суточных растений арабидопсиса. Растения 
исходного экотипа Columbia (А, Б) и мутанты по транс-
цептору нитратов NRT1.1 chl1-5 (В, Г), получавших ни-
траты (А, В) или 2 сут росших на безазотной среде (Б, Г).
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в окрашивании у chl1-5 согласуется с количе-
ственным измерением общего содержания цито-
кининов в корнях (рис. 2), что свидетельствует 
об отсутствии зависимости уровня цитокининов 
у мутанта от присутствия нитратов в питатель-
ном растворе.

Изменение содержания цитокининов в кор-
нях как под влиянием генетических факторов, 
так и изменения условий выращивания расте-
ний сопровождалось соответствующими измене-
ниями скорости удлинения их корней. Так, (1) 
у мутанта пониженный уровень цитокининов в 
корнях сочетался с большей длиной корней по 
сравнению с растениями исходного генотипа, 
(2) снижение содержания этих гормонов у Col-0 
сопровождалось увеличением длины корней под 
влиянием дефицита азота, (3) удлинение корней 
ускорялось в соответствии со снижением в них 
содержания цитокининов у chl1-5 при удалении 
нитрата аммония из среды Прянишникова, а (4) 
отсутствие изменений в уровне цитокининов со-
ответствовало отсутствию изменений длины их 
корней при удалении нитратов из среды Хоглан-
да-Арнона. Эти результаты вполне согласуются 
с данными литературы о том, что понижение 
уровня цитокининов в корнях растений ускоряет 
их удлинение за счет уменьшения ингибирую-

щего действия цитокининов на деление клеток 
корневой меристемы [8]. Более длинные корни 
у растений NRT1.1 описаны нами впервые. Оче-
видно, это связано с тем, что до сих пор фено-
тип этого мутанта изучали, выращивая растения 
на агаровых пластинах с добавлением сахара, что 
оказывает специфическое влияние на развитие 
корневой системы [19]. Ранее нами показано, 
что гидропоническая культура более адекватно 
имитирует особенности роста корневой системы 
в почве [20].

Известно, что мутации NRT1.1, в некотором 
отношении, лишают растения способности чув-
ствовать нитраты, а цитокинины служат инди-
каторами доступности элементов питания [21]. 
Приведенные нами данные свидетельствуют об 
участии сенсора нитратов NRT1.1 в регуляции 
уровня цитокининов в растениях, т.е. в поддер-
жании их содержания в присутствии нитратов 
и в его понижении при дефиците этих ионов. 
Изменения содержания корневых цитокининов 
коррелируют с длиной корней и, очевидно, ре-
гулируют скорость их удлинения.

Исследование выполнено без использования 
животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.
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    NRT1.1 nitrate transporter acts as nitrate sensor in some plant responses. We tried 
to check if it may be involved in the control of cytokinin level in the plants known to 
be involved in the growth responses to nitrate level. In accordance, we followed the 
effects of NRT1.1 gene mutation in chl1-5 plants on hormonal and growth responses 
to nitrogen starvation. Two types of experimental design were used: (1) plants were 
placed on either Hoagland-Arnon or modified solution, where potassium and calcium 
nitrates were substituted with their chlorides; (2) Pryanishnikov medium was used, 
where ammonium nitrate serves as the source of nitrogen, starvation being modeled 
by its withdrawal from the medium. We were first to show that mutation of the 
NRT1.1 resulted in a decline in cytokinin level in the roots of chl1-5, while roots 
of wild type plants were longer in accordance with lower cytokinin content in them, 
the hormone being known to inhibit root elongation. Cytokinin content decreased 
in Columbia plants paralleled by acceleration of root elongation in response to both 
variants of nitrogen starvation, while chl1-5 roots responded in this way only when 
nitrogen was withdrawn from Pryanishnikov solution, while substitution of nitrates 
by chlorides in the Hoagland-Arnon solution had no effects on either chl1-5 roots 
length or cytokinin content in them. The results suggested the involvement of NRT1.1 
transceptor in the control of cytokinin level and root elongation rate in the nitrate, 
but not in ammonium starved plants, confirming the specificity of response.

Keywords: Arabidopsis thaliana, NRT1.1 transceptor, root growth, cytokinins, nitrogen 
starvation, immunohistochemical localization, hydroponics
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