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Регуляторные пептиды растений – новый класс сигнальных молекул, играющих ведущую роль 
в регуляции роста, развития и стрессовых реакций растений. Благодаря высокой биологической 
активности при низких концентрациях, они рассматриваются как перспективные биостимуляторы 
для экологически безопасного растениеводства. В обзоре рассматриваются основные теоретические 
подходы и экспериментальные методы поиска и идентификации таких пептидов, включая масс-
спектрометрию, биоинформатику, биотесты и in silico скрининг. Приводится обзор ключевых 
открытых пептидов, таких как системин, PSK, PSY, AtPep1, CLV3, TDIF, CEP, CIF, а также 
описываются методы их выделения, синтеза и функциональной валидации. Особое внимание 
уделяется модельным системам на основе культур клеток и проростков, применяемым для скрининга 
активности пептидов, а также подходам к идентификации соответствующих рецепторов. Авторы 
подчеркивают значение биотестов как ключевого этапа стратегий поиска, обеспечивающего 
функциональную оценку как идентифицированных, так и предсказанных (putative) пептидов.
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Сокращения: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография – аналитический метод разделения и количественного 
определения химических соединений; LC-MS/MS – жидкостная хроматография с тандемной масс-спектрометрией; MALDI-
TOF-MS/MS – матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация с тандемной времяпролетной масс-спектрометрией; 
RGA – тест на рост корней; LRR – лейцин-богатый повтор; RTK – рецепторная тирозинкиназа; RLK – рецептор-подобная 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Биологически активные пептиды растений, в  
отличие от пептидов животных и человека, были  
открыты сравнительно недавно [1, 2]. В настоящее 
время растительные пептиды рассматриваются  
как ведущие низкомолекулярные регуляторы роста 
и защитных реакций, в одном ряду с основными 
фитогормонами ауксином, цитокининами, гиббе- 
реллинами, брассиностероидами и жасмонатом. 
В литературе пептиды определяются как амино- 
кислотные линейные полимеры, содержащие не 
более 50 остатков аминокислот, с молекулярной 
массой от 5 до 6 кДа [3]. Некоторые исследователи 
расширяют это определение, включая в пепти- 
ды полимеры аминокислот длиной до 100 амино- 
кислотных остатков [1, 4]. Регуляторные пептиды 
растений представлены, как правило, короткими 
пептидами длиной от 5 до 20 аминокислотных 
остатков, в отдельных случаях они достигают 
размеров 50-аминокислотных полимеров с мас- 
сой 5–6 кДа [1].  Изучение функционально актив- 
ных пептидов растений актуально не только в 
фундаментальном, но и в прикладном плане, по- 
скольку они могут использоваться в сельском хо- 
зяйстве как агропрепараты на основе синтети- 
ческих пептидов, направленные на повышение 

продуктивности и устойчивости растений эко- 
логически безопасным способом [5–7]. 

В 1991 г. в ходе изучения молекулярных ме- 
ханизмов устойчивости томатов к насекомым-
вредителям был открыт системин – сигнальный 
пептид, состоящий из 18 аминокислот, который 
индуцирует системную устойчивость у растений  
семейства пасленовых (Solanaceae) [8]. Это от- 
крытие стало отправной точкой для активного по- 
иска, идентификации и изучения регуляторных 
пептидов растений [2]. Новые регуляторные 
и сигнальные пептиды были выявлены в ходе 
очистки пептидных фракций из растительных 
экстрактов под контролем тестов на биологичес- 
кую активность (рис. 1, табл. 1) [9–14]. Ключе- 
вую роль в расшифровке аминокислотной по- 
следовательности пептидов играет масс-спектро- 
метрия, выступая не только как аналитический 
метод, но и как поисковый инструмент на био- 
информационных платформах. Для валидации 
биологической активности и функций новых 
пептидов проводят модельные эксперименты с 
использованием культур клеток и проростков 
растений in vitro, которые стали незаменимым 
и универсальным этапом исследований по их 
поиску и функциональной характеристике [14]. 

5.	 СТРАТЕГИИ ПОИСКА И ИДЕНТИФИКАЦИИ НОВЫХ РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ РАСТЕНИЙ 749
6.	 ПОИСК РЕЦЕПТОРОВ РАСТИТЕЛЬНЫХ ПЕПТИДОВ 752
7.	 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 753

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 754

Рис. 1. Стратегия и схема поиска и характеристики новых регуляторных пептидов растений. Биотесты используются  
в качестве аналитических инструментов для биотест-направленной очистки пептидов, оценки биологической активности 
синтетических пептидов.
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Таблица 1. Регуляторные пептиды растений, их рецепторы и функции

Пептид, аминокислотная последовательность,  
вид растения Биологическая функция Рецептор

Системин [8] AVQSKPPSKRDPPKMQTD
Solanum lycopersicum

Регуляция системного ответа  
на нападение фитофагов SYR1 [81, 82]

PSK (Phytosulfokine) [9]
YIYTQ

Asparagus officinalis
Регуляция деления и роста клеток PSKR1 [83]

PSKR2 [10]

PSY1 (Plant peptide containing sulfated tyrosine 1) [10]
DYGDPSANPKHDPGVPPS

Arabidopsis thaliana
Регуляция деления и роста клеток PSY1R [88]

CLV3 (CLAVATA3) [36, 90] 
RTVPSGPDPLHH

Arabidopsis thaliana
Регуляция пролиферации клеток  

в меристеме CLV1 [57]

TDIF (Tracheary element differentiation inhibitory factor) [36]
HEVPSGPNPISN

Zinnia elegans
Регуляция дифференцировки  

сосудистых клеток PXY [78]

HypSys (Hydroxyproline-rich systemins) [11]
RGANLPPPSPASSPPSKE

Nicotiana tabacum
Регуляция стрессовых  
и защитных реакций нет данных

RALF * (Rapid alkalinization factor) [12]
ATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASY-YNCKPGAQAN-

PYSRGCSAITRCRS
Nicotiana tabacum

Регуляция роста, развития  
и стрессовых реакций FER [12]

AtPep1 (Plant elicitor peptide) [13]
ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN

Arabidopsis thaliana

Активация сигнальных путей,  
связанных со стрессовыми  
и защитными реакциями

PEPR1 [87]

CLE44 (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-
related 44) [38]

HEVPSGPNPISN
Arabidopsis thaliana

Регуляция дифференцировки  
сосудистых клеток PXY [78]

CEP1 (C-terminally encoded peptide) [38]
DFRPTNPGNSPGVGH

Arabidopsis thaliana
Рост и развитие корней CEPR1

CEPR2 [89]

RGF1 (Root meristem growth factor 1) [49]
DYSNPPGHHPPRHN
Arabidopsis thaliana

Рост и развитие корней

RGRF1
RGFR2
RGFR3

[85]

CIF1 (Casparian strip integrity factor 1) [74]
DYGNNSPSPRLERPPFKLIPN

Arabidopsis thaliana

Стимуляция отложения лигнина  
и укрепление структурной  

целостности эндодермального слоя

GSO1/
SGN3
[74]

* 49-аминокислотная последовательность пептида RALF занимает две строки. В пептидных последовательностях жирным 
шрифтом выделены посттрансляционные модификации: гидроксилирование пролина и сульфатирование тирозина.
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Примечательно, что растительные регуляторные 
пептиды, открытые в ранние годы, обладают зна- 
чительным прикладным потенциалом в настоя- 
щее время. Более того, они служат фундаментом 
для современных исследований в области пеп- 
тидной регуляции растений, выступая в роли  
референсных последовательностей для био- 
информатического поиска их ортологов в разно- 
образных семействах высших растений – так на- 
зываемых предполагаемых (putative) регулятор- 
ных пептидов, предсказанных на основе геном- 
ных и транскриптомных данных. В качестве при- 
меров фундаментальных растительных пептидов, 
идентифицированных на ранних этапах иссле- 
дований и продолжающих оставаться в центре 
внимания, можно привести следующие группы:
— регуляторы пролиферации клеток, такие как 
фитосульфокин (PSK) – пептид из 5 аминокислот 
[9, 15], и PSY1 (Plant peptide containing sulfated 
tyrosine 1) – 18-аминокислотный пептид [10, 16];
— защитные пептиды, такие как системин [17– 
23], HypSys (гидроксипролин-содержащий сис- 
темин, 18 аминокислот) [11, 24], AtPep1 – 23-амино- 
кислотный пептид из листьев Arabidopsis, обла- 
дающий свойствами эндогенного активатора врож- 
денного иммунного ответа [13, 25–30], и RALF 
(фактор быстрого подщелачивания) – пептид из 
49 аминокислот [31, 32];
— регуляторы апикальной меристемы, такие как 
CLV3 (CLAVATA3) – 12-аминокислотный пептид и 
другие представители семейства CLE (CLAVATA3/
EMBRYO SURROUNDING REGION-related) [33– 
37], включая факторы дифференцировки со- 
судистых стволовых клеток додекапептиды TDIF  
и CLE41/44 [14, 38], а также регулятор роста кор- 
ней CEP1 [38, 39] (см. табл. 1).

Высокопроизводительная масс-спектрометрия 
позволяет идентифицировать сотни и тысячи пеп- 
тидов в экстрактах из растений [40, 41]. Методы  
биоинформатики, в свою очередь, дают возмож- 
ность находить множественные гомологи и орто- 
логи регуляторных пептидов, используя в качестве 
исходных последовательностей функционально 
охарактеризованные пептиды растений [14, 42, 43].

Несмотря на заметный рост числа работ и 
публикаций, посвященных изучению пептидов 
растений, фактическое количество пептидов, 
которые были выделены, идентифицированы 
методом масс-спектрометрии и функционально 

охарактеризованы как регуляторные, остается 
сравнительно небольшим. Число инструментально 
верифицированных пептидов, примеры которых 
приведены выше или в табл. 1, увеличивалось в 
последние годы лишь единичными темпами. В 
настоящее время исследования по регуляторным 
пептидам растений в основном сосредоточены 
на изучении предполагаемых (putative) пептидов,  
предсказанных на основе известных последова- 
тельностей пептидов, которые были идентифици- 
рованы масс-спектрометрически и охарактери- 
зованы при помощи биотестов в прошлые годы.

Высокопроизводительная тандемная масс-
спектрометрия LC-MS/MS открывает широкие 
возможности для составления пептидомов, качест- 
венной и количественной представленности 
нативных пептидов в биологических образцах. 
При этом возникает проблема валидации индиви- 
дуальных пептидов в составе обширных пептидом- 
ных баз данных по биологической активности, 
которая служит ключевым критерием оценки их 
функциональной роли. 

В настоящем обзоре рассматриваются базовые 
методы биофункциональной оценки пептидов 
растений, которые сыграли решающую роль в 
установлении установленных пептидных био- 
регуляторов, а также основные стратегии поиска 
и идентификации регуляторных пептидов. 

2. ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЧИСТКА  
РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ РАСТЕНИЙ

На протяжении жизненного цикла растения 
представленность нативных пептидов в клетках 
и тканях существенно варьирует, при этом их  
содержание остается на крайне низком уровне,  
часто остающимся за пределами чувствитель- 
ности детекторов не только ВЭЖХ (высокоэф- 
фективной жидкостной хроматографии), но и  
масс-спектрометров [6, 44]. В связи с этим воз- 
никают серьезные технические проблемы для  
их выделения и очистки, которые часто прев- 
ращаются в непреодолимые барьеры на пути 
открытия новых пептидных регуляторов и иден- 
тификации предполагаемых гомологов установ- 
ленных функциональных пептидов в составе 
растительных экстрактов [24, 44, 45].

Для выделения и очистки пептидов из расти- 
тельных экстрактов используют препаративные 
схемы, основанные на высокоэффективной жид- 
костной хроматографии на обращенной фазе 
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C18 [8–10, 13, 14] (рис. 1). Биотест-управляемая 
очистка (bioassay-guided purification) широко ис- 
пользовалась для тестирования биологической 
активности пептидов в процессе их ВЭЖХ-фрак- 
ционировании при выделении целого ряда хо- 
рошо известных регуляторных пептидов растений 
начиная с первого растительного пептида 
системина (см. рис. 1–2 и табл. 1) [8, 9, 11–13]. 

Суспензионные культуры клеток [9, 13], изо- 
лированные корни [45] и целые растения, погру- 
женные в жидкую питательную среду [38], ис- 
пользовались для упрощения и сокращения числа  
этапов очистки пептидов. Такой подход позволяет 
обойти препаративное разрушение тканей, а также 
этапы экстракции и фракционирования, поскольку 
пептиды, секретируемые в культуральную жид- 
кость, выделяются непосредственно из нее с по- 
мощью фенольной экстракции и обращенно-
фазовой хроматографии. Эффективным решением 
в рамках данного метода стало использование 
трансгенных растений, сверхэкспрессирующих 
гены белков-предшественников пептидов. Это,  
по мнению авторов, обеспечивает повышение 
содержания целевых пептидов в среде культиви- 
рования, откуда они могут быть непосредственно 
выделены с помощью обращенно-фазовых карт- 
риджей или хроматографических колонок [38, 45].

3. БИОТЕСТЫ ПЕПТИДНЫХ ФРАКЦИЙ  
И СИНТЕТИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ

Несмотря на то, что исследование многих пред- 
полагаемых пептидов часто не доходит до стадии 
идентификации их рецепторов и сигнальных пу- 
тей, проведение биологических тестов с синте- 
тическими пептидами – необходимый этап для  
изучения их функциональной роли. Новые пеп- 
тиды исследуют на предмет биологической ак- 
тивности с использованием традиционных био- 
тестов и специально разработанных модельных 
клеточных систем. Эти тесты включают экзогенное 
воздействие на клетки и проростки с помощью 
водных растворов пептидов в концентрационном 
диапазоне от пикомолярных до микромолярных 
значений. Твердофазный синтез коротких пеп- 
тидов с аминокислотной последовательностью, 
аналогичной выделенным или предполагаемым 
пептидам, – необходимый этап экспериментов 
по тестированию новых растительных пептидов. 
В модельных экспериментах синтетические пеп- 
тиды могут добавляться в питательную среду 
клеточных культур или наноситься на растения в 

виде листовых опрыскиваний в вегетационных и 
полевых экспериментах (см. табл. 1) [8, 14, 36].

3.1. Корневые тесты

Традиционный метод изучения проростков 
Arabidopsis на вертикально ориентированных 
чашках Петри стал стандартным подходом при 
изучении различных физиологических процессов 
у растений [46, 47]. Данный метод широко при- 
меняется для изучения роста и развития корней 
Arabidopsis, поэтому он получил название “тест 
на рост корней” (root growth assay, RGA) [48]. 

После идентификации додекапептидов CLV3 
у Arabidopsis [36] и TDIF у бархатцев (Zinnia) 
[14], 25 предполагаемых пептидов семейства 
CLE у Arabidopsis, были синтезированы методом 
твердофазного синтеза как 12-аминокислотные 
пептиды и изучены при помощи RGA. Корневой 
тест на основе проростков Arabidopsis представ- 
ляет собой чувствительный, простой и универсаль- 
ный метод для скрининга новых растительных 
пептидов [14, 36]. Он сыграл ключевую роль в 
открытии таких семейств регуляторных пептидов 
растений, как PSY [10], CEP [38] и RGF/CLEL/
GLV [49–52]. 

3.2. Клеточные тесты

Для тестирования новых растительных пеп- 
тидов широко используется каллусные и суспен- 
зионные культуры клеток. Для идентификации 
таких пептидов, как PSK, PSY1, HypSys, RALF, 
AtPep1 и TDIF клеточные тест-культуры сыграли 
решающую роль (см. табл. 1, рис. 2) [8–14].

Пептид PSK был открыт в ходе поиска цито- 
кинетических регуляторов в жидкой среде, конди- 
ционированной в процессе суспензионного куль- 
тивирования изолированных мезофилльных кле- 
ток спаржи (Asparagus officinalis L.). Каллусная 
культура клеток Arabidopsis была использована как 
тест-система для определения цитокинетической 
активности сульфатированного октадекапептида 
PSY1. Интересно отметить, что способность пеп- 
тида PSY1 из арабидопсиса вызывать деление 
растительных клеток была подтверждена в экспе- 
риментах с использованием клеточной культуры 
спаржи (Asparagus officinalis L.) [10]. Данный 
пример показывает, что культивируемые клетки 
спаржи могут служить универсальной модельной 
системой для изучения биологической активности 
новых пептидов из разных таксономических групп 
растений. 
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Протопласты риса использовали для оценки  
биологической активности пептида PSK с приме- 
нением метода агаровых блоков. Свежевыделен- 
ные протопласты суспендировали в полужидкой, 
застывающей питательной среде с агарозой при 
температуре около 40°C. После затвердевания 
среды вырезали агарозные блоки, содержащие 
протопласты, которые затем инкубировали в 
жидкой питательной среде, как с добавлением 
исследуемого пептида, так и без него (контроль). 
Критерием биологической активности пептидов 
служит интенсивность клеточного деления про- 
топластов и образование каллусных агрегатов. 
Оценка цитокинетической активности пептидов 
проводится по числу каллусных агрегатов в 
агаровых блоках [53].

В суспензионной культуре клеток бархатцев 
был обнаружен 12-аминокислотный пептид TDIF, 
негативный регулятор клеточной дифференци- 
ровки сосудистой системы покрытосеменных 
растений [14]. Данный пептид оказался членом  
большого пептидного семейства CLE, обнаружен- 
ного у Arabidopsis. Интересно, что аминокислот- 
ная последовательность додекапептида TDIF  
из бархатцев (HEVPSGPNPISN, табл. 1) иден- 
тична последовательности пептида CLE41/44 из 
Arabidopsis. 

3.3. Стрессовые тесты

Изучение клеточного протонного градиента как 
базового процесса физиологии растений привело 
к созданию клеточной тест-системы на основе 
суспензионной культуры клеток Nicotiana tabacum. 
Данная система (alkalinization test) основана на 
быстром повышении pH жидкой культуральной 
среды (до 1 ед. за 10 мин), под действием раз- 
личных стрессовых факторов. Успешная апро- 
бация суспензионной культуры клеток томата в  
ответ на добавление синтетического октадекапеп- 
тида системина томата привела авторов данного 
исследования к идее о поиске сигнальных пеп- 
тидов в суспензионной культуре клеток табака 
с помощью теста на защелачивание среды как 
стрессового сигнального фактора, который выра- 
батывается непосредственно клетками табака как 
основы самой модельной тест-системы  [54].

В процессе поиска факторов, влияющих на 
изменение pH в культуре клеток табака, был об- 
наружен октадекопептид HypSys [11] (см. табл. 1). 
С использованием той же клеточной модельной 
системы в листьях табака был обнаружен пептид 
RALF (Rapid Alkalinization Factor) с молекулярной 
массой 5 кДа [12] (табл. 1).

Дальнейшие поиск и идентификация защитных 
пептидов с использованием теста, основанного на 

Рис. 2. Алгоритм in silico скрининга коротких биоактивных растительных пептидов, использованный для открытия 
регуляторного пептида CEP1 [38].
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измерении защелачивания среды в суспензион- 
ной культуре клеток табака, помогли пионерам 
открытия системина и их ученикам выделить и 
охарактеризовать защитный пептид AtPep1 из 
листовых экстрактов Arabidopsis (23 аминокислоты; 
см. табл. 1). Пептид AtPep1 проявлял активность 
в наномолярном диапазоне концентраций и вы- 
зывал усиление продукции перекиси водорода и 
экспрессию дефензинов [13]. Это исследование 
показало, что суспензионная культура клеток 
табака может служить универсальной модельной 
системой, основанной на защелачивании среды, 
для поиска и идентификации защитных пептидов 
растений из различных ботанических семейств.

Обработка растений Arabidopsis и кукурузы 
водными растворами пептидов Pep в низких кон- 
центрациях показала, что их можно использовать 
как средства, усиливающие системные защитные 
реакции у сельскохозяйственных культур [25, 26].

4. МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ – БАЗОВЫЙ  
ИНСТРУМЕНТ ПОИСКА  

И ИДЕНТИФИКАЦИИ ПЕПТИДОВ

При идентификации первых регуляторных пеп- 
тидов растений системина [8], PSK [9], PSY1 [10], 
HypSys [11], RALF [12],  AtPep1 [13] пептидные 
фракции, выделенные и очищенные с помощью 
ВЭЖХ, анализировались с использованием ме- 
тода деградации Эдмана и масс-спектрометрии 
для определения их аминокислотной последо- 
вательности и идентификации отдельных пеп- 
тидов.

Применение тандемной масс-спектрометрии 
явилось значительной вехой на пути поиска и 
идентификации регуляторных пептидов растений, 
что видно из серии работ по открытию пептидов 
семейства CLE в растениях Arabigopsis. Резуль- 
татом многолетних исследований мутантных ли- 
ний Arabidopsis thaliana, несущих мутации в генах 
CLV1 и CLV3, стало установление молекулярной 
природы одного из ключевых регуляторов мери- 
стематической активности – пептида CLV3. С  
использованием метода MALDI-TOF-MS/MS 
было показано, что ранее считавшийся неболь- 
шим белком CLV3 представляет собой короткий 
пептид, состоящий из 12 аминокислот [33–36].  
После публикации этого исследования [36], одно- 
временно с работой по определению структуры 
другого додекапептида семейства CLE – TDIF 
методом LC-MS/MS [14] в 2006 г., масс-спектро- 

метрия стала основным инструментом для иден- 
тификации эндогенных пептидов растений. С 
этого момента она практически вытеснила метод 
Эдмана, ранее широко применявшийся для ана- 
лиза пептидов, выделенных из растительного 
материала (см. табл. 1) [8–13].

Высокопроизводительная тандемная масс-
спектрометрия, совмещенная с наножидкостной 
хроматографией (Q-TOF-LC-MS/MS), открыла 
возможность идентифицировать сотни различных 
эндогенных пептидов в экстрактах из растения 
и получить пептидом на различных этапах раз- 
вития модельного мха Physcomitrella patens [40]. 
В настоящее время высокопроизводительные 
масс-спектрометры применяются не только для 
анализа отдельных пептидов, представляющих 
специальный интерес, но и для идентификации 
пептидов, входящих в состав многокомпонентных 
ансамблей, присутствующих в клетках и тканях 
растений [41, 44]. Высокопроизводительная 
масс-спектрометрия дала мощный импульс раз- 
витию пептидомики – направлению биооргани- 
ческой химии, изучающего эндогенные пептиды  
в клетках, тканях и органах растений и животных  
[44]. Пептидомика охватывает этапы выделения, 
очистки, идентификации и характеристики 
пептидов с целью их качественного, количест- 
венного и системного анализа. Несмотря на до- 
стигнутый прогресс, функциональные свойства 
большинства как идентифицированных, так и  
предполагаемых пептидов до сих пор остаются не- 
раскрытыми. Разработка высокопроизводитель- 
ных подходов к скринингу биоактивности пеп- 
тидов должна существенно упростить поиск и 
идентификацию регуляторных пептидов растений, 
а также позволит оценить их потенциал для 
практического применения в растениеводстве.

5. СТРАТЕГИИ ПОИСКА  
И ИДЕНТИФИКАЦИИ НОВЫХ  

РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ РАСТЕНИЙ

Регуляторные пептиды растений, как правило, 
состоят из 5–20 аминокислот, но в некоторых 
случаях могут включать до 50 аминокислот. В  
целом, пептиды, регулирующие ростовые и за- 
щитные процессы в растениях, подразделяются 
на две основные группы: секретируемые и не- 
секретируемые [55].

Секретируемые пептиды, такие как PSK [9],  
CLV3  [36], CLE41/44  и TDIF [14], HypSys [11],  
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PSY1 [10], CEP [38], RGF/CLEL/GLV [49–51],  
а также RALF [12], характеризуются наличием 
сигнальной последовательности на N-конце. Не- 
секретируемые пептиды, такие как системин и  
AtPep1, не содержат сигнальную последова- 
тельность в своем предшественнике [8, 13, 55].

Секретируемые пептиды, содержащие не- 
сколько остатков цистеина, например RALF, от- 
носятся к так называемым цистеин-содержащим 
пептидам [12]. Цистеиновые остатки участвуют в 
образовании внутримолекулярных дисульфидных 
связей, которые играют решающую роль в обес- 
печении функциональной активности этих пеп- 
тидов [12].

За последние 25 лет были разработаны четыре 
основные стратегии поиска и идентификации но- 
вых регуляторных пептидов растений (рис. 1)  
[2, 55]: (1) очистка пептидов из растительных экс- 
трактов под контролем биотестов; (2) классическая 
генетика, направленная поиск рецепторов и пеп- 
тидных лигандов по мутантным фенотипам; (3) био- 
информатический поиск гомологов и ортологов уста- 
новленных регуляторных пептидов; (4) in silico  
скрининг потенциальных белков-предшествен- 
ников пептидов. 

Метод очистки под контролем биотестов сочетает  
в себе экстракцию пептидов из клеток и тканей 
растений с последующим биотестированием их  
биологической активности [55]. Первые регуля- 
торные пептиды растений, включая системин [8], 
PSK [9], PSY1 [10], HypSys [11], RALF [12] и TDIF 
[14], были открыты именно с помощью данного 
подхода (см. табл. 1 и рис. 2). Стратегия очистки 
пептидов под контролем биотестов не только 
позволяет эффективно выявлять биологически 
активные соединения, но и служит основой для 
функциональной валидации пептидов на ранних 
этапах исследования. 

Классические генетические исследования ак- 
тивности апикальной меристемы побегов у Arabi- 
dopsis [33, 35] и процессов опадания цветочных 
органов [56] привели к открытию белковых ли- 
гандов CLV3 и IDA, а также их рецепторов 
CLV1 [57] и HAESA [56, 58], участвующих в 
регуляции развития растений. Геномный поиск 
гомологов CLV3 позволил выявить большое се- 
мейство генов, обладающих гомологией с CLV3  
и содержащих консервативный мотив на C-конце –  
семейство CLE (CLAVATA3/EMBRYO SURROU- 
NDING REGION-related) (рис. 1) [33, 35]. Последо- 

вательность аминокислот зрелого пептида CLV3 
была установлена методом MALDI-TOF-MS/MS 
и подтверждена тестами на биоактивность на 
побегах и корнях Arabidopsis [36].

В настоящее время исследования по регу- 
ляторным пептидам растений в основном сосредо- 
точены на изучении предполагаемых (putative) 
пептидов, предсказанных на основе известных 
последовательностей пептидов, которые были 
идентифицированы масс-спектрометрически 
и охарактеризованы при помощи биотестов в 
прошлые годы.

Биоинформатический поиск предполагаемых 
(putative) пептидов, основанный на использовании 
известных биоактивных пептидов в качестве ис- 
ходных последовательностей, – основной и ши- 
роко применяемый метод обнаружения новых 
регуляторных пептидов у растений [55]. Ортологи 
таких хорошо охарактеризованных пептидов, как 
системин [19, 59], PSK [60, 61], PSY [62], AtPep1 
[29, 63], и CLV3 [36], были выявлены путем вы- 
равнивания геномных последовательностей их  
белков-предшественников в различных таксономи- 
ческих группах растений.

Установлено, что белки-предшественники 
многих регуляторных пептидов кодируются не- 
сколькими генами и имеют длину порядка 70– 
120 аминокислот. При этом их последователь- 
ности внутри одного семейства могут значи- 
тельно различаться, за исключением консерватив- 
ного домена, расположенного, как правило, на 
C-конце, который соответствует функциональной 
пептидной части [38, 55].

Согласно общепринятым допущениям, сделан- 
ным в отношении многих семейств пептидов, 
предполагается, что аминокислотная последова- 
тельность регуляторных пептидов соответствует 
уже идентифицированным с помощью масс-
спектрометрии пептидам как по составу, так и по 
числу аминокислотных остатков. Например, когда 
системин томата был охарактеризован как пептид 
из 18 аминокислот, это послужило основанием 
для предположения, что его гомологи у других 
пасленовых – таких как картофель и перец – 
также представляют собой октодекапептиды 
[64, 65]. Однако их точные аминокислотные 
последовательности до сих пор не подтверждены.

Аналогичным образом, после установления 
структуры пептида CLV3 как додекапептида 
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(12 аминокислот) [36], был синтезирован на- 
бор из 25 предполагаемых CLE-пептидов, соот- 
ветствующих консервативному мотиву CLE у  
Arabidopsis [14]. Все эти синтетические додекапеп- 
тиды были протестированы на биологическую 
активность в модельных in vitro системах [14, 33]. 
Примечательно, что пептиды TDIF и CLE44 из 
семейства CLE также были идентифицированы как 
додекапептиды с помощью масс-спектрометрии 
[38]. В то же время более позднее масс-спектро- 
метрическое исследование выявило в тканях 
Arabidopsis 13-аминокислотный вариант пептида 
CLV3 [66]. 

Биотестирование предполагаемых синтети- 
ческих пептидов может дать неожиданные ре- 
зультаты в плане их клеточной активности. Как 
показало исследование действия 25 предпола- 
гаемых (на момент публикации) и двух идентифи- 
цированных синтетических CLE- додекапеп- 
тидов CLV3 и  TDIF на рост корней Arabidopsis, 
и на дифференциацию трахеальных элементов 
в культуре клеток бархатцев, гомологи внутри 
одного пептидного семейства могут иметь фунда- 
ментально различную клеточную активность [48]. 
В результате CLE-пептиды были разделены на две 
группы по их биологической активности. Пептиды 
из группы А активны как регуляторы роста, но не 
активны в отношении дифференцировки клеток. 
CLE-пептиды B-типа, не влияют на рост корней 
Arabidopsis, но активны как регуляторы клеточной 
дифференцировки в ксилогенной культуре кле- 
ток бархатцев [14, 48, 67]. В приведенном ис- 
следовании разные биотесты выявили два типа 
пептидов, фундаментально различающихся по  
своей биологической активности (рост и диф- 
ференцировка) внутри одного и того же семейства 
предполагаемых CLE-пептидов Arabidopsis. Таким 
образом, данная серия работ по CLE-пептидам 
демонстрирует, что принадлежность пептидов к 
одному семейству может служить ориентиром 
для функциональных прогнозов, однако сама по 
себе не означает и не гарантирует наличие у них 
той же биологической активности, которая была 
установлена для первого представителя данного 
пептидного семейства, охарактеризованного с 
использованием масс-спектрометрии. Как и в  
первых работах выделению, очистке и идентифи- 
кации пептидов, биотесты продолжают играть  
решающую роль в установлении функциональной 

роли пептидов, предсказанных методами био- 
информатики. 

Следует подчеркнуть, что аминокислотные 
последовательности ряда ключевых предполага- 
емых регуляторных пептидов Arabidopsis, таких  
как IDA и CLE40, до настоящего времени не  
подтверждены с использованием масс-спектро- 
метрического анализа в клетках и тканях данного 
растения. Тем не менее с использованием искус- 
ственной экспрессионной системы на основе  
листьев Nicotiana benthamiana была экспери- 
ментально продемонстрирована возможность 
образования зрелых (коротких) пептидов IDA и 
CLE40 Arabidopsis в результате протеолитичес- 
кого расщепления соответствующих белков-
предшественников. Пептиды IDA (14 амино- 
кислот) [68, 69] и CLE40 (12 аминокислот) [70]  
были идентифицированы методом масс-спектро- 
метрии после транзиентной коэкспрессии белков- 
предшественников и субтилизиновых протеаз 
(SBT) в листьях Nicotiana benthamiana. Обнару- 
жение зрелых (коротких) форм CLE40 и IDA не- 
посредственно в экстрактах Arabidopsis, а также 
других функционально значимых предполагаемых 
пептидов, остается актуальной задачей, решение  
которой, вероятно, требует разработки усовер- 
шенствованных методов выделения, очистки и 
масс-спектрометрического анализа пептидов.

Стратегия поиска новых предполагаемых ре- 
гуляторных пептидов растений была разработана 
эмпирическим путем на основе in silico скри- 
нинга генов, кодирующих небольшие белки (70– 
110 аминокислот) с консервативным доменом в 
C-концевой области  (см. табл. 1, рис. 2) [38, 55]. 
Такой подход оказался продуктивным и позво- 
лил выявить предполагаемое семейство пептидов 
CEP, кодируемое пятью малыми генами Arabido- 
psis, имеющими сходство по консервативному 
17-аминокислотному домену в C-концевом регионе 
[38]. Масс-спектрометрический анализ пептид- 
ной фракции из жидкой культуральной среды, 
в которой выращивались целиком погруженные 
растения Arabidopsis, привел к идентификации 
15-аминокислотного пептида CEP1 из консер- 
вативного домена [38]. Биологические тесты с син- 
тетическим пептидом CEP1 и фенотипы при его  
сверхэкспрессии продемонстрировали его актив- 
ность как регулятора роста корней [38]. 

Стратегия in silico скрининга регуляторных пеп- 
тидов была успешно использована для поиска и 
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идентификации пептидного регулятора дифферен- 
циации эндодермы CIF. Анатомическое изучение 
фенотипа мутантов GSO1/SGN3 Arabidopsis по- 
казало, что формирование поясков Каспари на- 
ходится под контролем рецепторной киназы 
GASSHO1/SCHENGEN3 (GSO1/SGN3) [71–73]. 
На основании принадлежности GSO1/SGN3 к  
XI подклассу рецепторных киназ RLL-RK, среди  
лигандов которых нередко встречаются пептиды, 
была выдвинута гипотеза об участии в морфо- 
генезе эндодермы неизвестного короткого пептида  
[74]. В процессе in silico скрининга были уста- 
новлены два близкородственных ортологичных 
гена At2g16385 and At4g34600, каждый из которых 
кодирует небольшие белки, состоящие примерно 
из 80 аминокислотных остатков, и содержит в 
области C-конца консервативный домен [74]. 
Филогенетический анализ показал наличие орто- 
логов данных генов среди широкого круга семейств 
семенных растений. Авторы получили растения 
Arabidopsis, сверхэкспрессирующие At2g16385. В 
фенольных экстрактах из жидкой культуральной 
среды B5, в которой были выращены целые 
растения, с помощью высокопроизводительной 
масс-спектрометрии Orbitrap nano-LC-MS/MS 
был идентифицирован 21-аминокислотный пеп- 
тид, сульфатированный по тирозину, которому 
дали название CIF [74] (табл. 1). Таким образом, 
открытие пептида CIF как низкомолекулярного 
регулятора морфогенеза корня с применением 
стратегии in silico скрининга, стало финалом 
многолетних генетических исследований меха- 
низмов формирования эндодермы. 

6. ПОИСК РЕЦЕПТОРОВ  
РАСТИТЕЛЬНЫХ ПЕПТИДОВ

Молекулярные механизмы действия регуля- 
торных пептидов растений основаны на их роли 
в качестве лигандов мембранных рецепторов. 
Основная группа рецепторов растительных пеп- 
тидов – рецептор-подобные киназы (RLKs), состоя- 
щие из внутриклеточного киназного домена, транс- 
мембранного домена и внеклеточного домена. 
По структуре доменов RLKs растений схожи с 
рецепторными тирозин-киназами (RTKs) живот- 
ных, но имеют несколько ключевых отличий [75, 
76]. RLKs, взаимодействующие с пептидными 
лигандами, часто содержат внеклеточные домены,  
обогащенные лейцином (LRR-домены), которые 
участвуют в связывании пептидов. RTKs живот- 

ных обладают более разнообразными внеклеточ- 
ными доменами, зависящими от конкретного типа  
рецептора. Большинство растительных RLKs 
обладают серин/треонин-киназной активностью, 
тогда как RTKs животных – тирозин-киназной. 
Различия в киназных доменах связаны с актива- 
цией различных сигнальных путей пептидными 
рецепторами животных и растений. У Arabidopsis 
обнаружено около 600 RLKs [77], многие из 
которых могут быть потенциальными рецепторами 
коротких регуляторных пептидов. 

Лиганд-рецепторная пара может быть уста- 
новлена в генетических исследованиях, основан- 
ных на изучении растений, которые несут мутации 
в разных генах и в то же время имеют общий 
фенотип (рис. 1). Пример такой серии генетических 
работ – изучение мутантов CLV1, CLV2 и CLV3 [33, 
35]. После установления рецепторной природы 
CLV1, колокализации транскриптов CLV1 и 
CLV3, проведенной методом in situ гибридиза- 
ции в апикальной меристеме, и идентификации 
CLV3 как додекапептида с использованием 
MALDI-TOF-MS/MS было продемонстрировано 
связывание CLV3 с рецептором CLV1 [14]. Для 
этого был синтезирован додекапептид CLV3, ме- 
ченный радиоактивным изотопом йода и содержа- 
щий азидосалициловую кислоту в качестве фото- 
активируемого линкера, который обеспечивал 
ковалентное связывание пептида с рецептором в 
микросомальном препарате из трансгенных кле- 
ток табака BY-2. Рецептор CLV1 из арабидопсиса 
в этих клетках имел замененный киназный домен 
на HaloTag (CLV1-ΔKD-HT) для флуоресцент- 
ной визуализации белка. Связывание меченного 
йодом-125 додекапептида CLV3 с внеклеточным 
доменом рецепторной киназы CLV1 было проде- 
монстрировано авторадиографией после электро- 
фореза в геле [57].

Часто предполагается, что после установления 
рецептора для одного пептида, все остальные члены 
пептидного семейства также взаимодействуют с  
данным рецептором или с родственными рецепто- 
рами как лиганды, выполняя различные функции, 
что может подтверждаться тестированием пред- 
полагаемых пептидных лигандов in vivo. Принято  
также считать, что после установления пептидной 
лиганд-рецепторной пары у одного вида растений 
подобные взаимодействия могут выполняются 
для ортологов лиганда и рецептора в других сис- 
тематических группах растений. Во многих слу- 
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чаях это подтверждается молекулярно-генетичес- 
кими экспериментами. Однако на примере пеп- 
тидного семейства CLE обнаружено, что разные 
его представители, а именно додекапептиды CLV3  
и CLE41/44 взаимодействуют с разными рецепто- 
рами, а именно с CLV1 [57] и PXY [78] соответ- 
ственно, и по типу биологической активности 
относятся к разным подгруппам CLE пептидов – A 
и  B соответственно. 

Молекулярно-генетические эксперименты, про- 
веденные около 20 лет назад, показали, что  
функциональная активность предполагаемых 
пептидов IDA и CLE40 реализуется через их 
таргетное взаимодействие с рецепторными ки- 
назами HAESA и HAESA-LIKE [58] и ACR4 
[79] соответственно. Однако, несмотря на эти 
данные, пептиды IDA и CLE40 по-прежнему рас- 
сматриваются как предполагаемые (putative) ли- 
ганды рецепторных киназ HAESA, HAESA-
LIKE и ACR4, поскольку их прямое связывание 
с рецепторами остается неподтвержденным на 
биохимическом уровне. Очень низкое содержание 
регуляторных пептидов в клетках и тканях расте- 
ний [6, 44] представляет собой серьезное техничес- 
кое препятствие для их масс-спектрометрической 
идентификации. Это особенно актуально для пеп- 
тидов IDA и CLE40, поскольку их идентифика- 
ция методом масс-спектрометрии – необходимое 
обоснование и предварительный этап перед  
твердофазным синтезом пептидов и радиоли- 
гандным подтверждением их взаимодействия с 
соответствующими рецепторами. Совершенствова- 
ние методов выделения, очистки и масс-спектро- 
метрического анализа растительных пептидов,  
по-видимому, откроет путь к идентификации мно- 
гих предполагаемых пептидов и подтверждению 
их функциональной активности как лигандов 
рецепторов с использованием фотоаффинного и 
радиолигандного анализа.

Идентификация рецепторов – конечная цель  
изучения механизмов действия новых раститель- 
ных пептидов. Однако данная цель остается не  
достигнутой во многих исследованиях иденти- 
фицированных функциональных пептидов. Это 
можно объяснить тем, что поиск рецепторов пеп- 
тидов у растений представляет собой сложную 
и трудоемкую задачу [80]. На сегодняшний день 
рецепторы были выявлены лишь для нескольких 
десятков установленных пептидов, включая 
системин томата [81, 82], PSK [83], CLV3 [57], 

TDIF/CLE41/44 [78], CLE9, CLE10, CLE11, 
CLE12 [84], RGF1 [85], RALF [86], AtPep1 [87], 
PSY [10, 88], CEP1 [89] и CIF [74] (табл. 1). Для 
идентификации рецепторов функциональных 
пептидов с известной аминокислотной последова- 
тельностью используют фотоаффинный и радио- 
лигандный методы [57]. Данный подход был 
дополнен созданием библиотек экспрессии 
рецепторов в клетках табака BY-2, культиви- 
руемых in vitro и сверхэкспрессирующих 100 це- 
ленаправленно выбранных LRR-RLK из Arabido- 
psis, что позволило осуществить идентификацию 
рецепторов регуляторных пептидов CEP, RGF и 
CIF [49, 74. 89] (см. табл. 1). 

7. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Растительные пептиды привлекают внимание 
исследователей как экологически безопасные био- 
стимуляторы, способные усиливать рост и защиту 
растений благодаря высокой биологической 
активности при очень низких концентрациях. 
За последние десятилетия были обнаружены 
десятки коротких пептидов, играющих ключевую 
роль в регуляции роста, развития, защитных 
реакций и устойчивости к стрессу. Однако су- 
ществующие стратегии выявления новых пеп- 
тидных регуляторов пока дают ограниченные 
результаты, что связано со сложностью и много- 
этапностью лабораторных исследований, осно- 
ванных на молекулярно-генетических методах. 
Несмотря на то, что исследование многих расти- 
тельных пептидов не доходит до стадии иден- 
тификации их рецепторов и сигнальных путей,  
проведение биологических тестов с синтетичес- 
кими пептидами – актуальная задача не только 
для изучения их функциональной роли, но и для 
разработки путей к их практическому применению 
в растениеводстве. 

С помощью биоинформатических подходов 
было предсказано уже несколько сотен потен- 
циальных регуляторных пептидов, исходя из  
аминокислотных последовательностей установ- 
ленных регуляторных пептидов в качестве исход- 
ных данных для поиска в геномных и транскрип- 
томных базах данных. Несмотря на активное 
биоинформатическое прогнозирование, присут- 
ствие большинства предполагаемых пептидов в 
клетках и тканях растений до сих пор не подт- 
верждено методами масс-спектрометрического 
анализа. Тем не менее валидация биологической 
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активности синтетических пептидов в модель- 
ных экспериментах – один из широко практику- 
емых подходов к изучению не только идентифици- 
рованных, но и предполагаемых, неподтвержден- 
ных пептидов. Считается, что предполагаемые 
пептиды, хотя их присутствие в тканях и не подт- 
верждено, выполняют регуляторные функции, 
аналогичные роли их установленных гомологов 
и ортологов. Гипотетические функции предпо- 
лагаемых, неподтвержденных растительных пеп- 
тидов для многих исследователей служат рацио- 
нальной основой для дальнейшего изучения 
их потенциальных белков-предшественников 
с использованием генетических технологий. 
Изучение предполагаемых синтетических пеп- 
тидов системина и StPep1 в вегетационных экспе- 
риментах показало их защитный эффект в отно- 
шении вирусных и грибных патогенов картофеля 
(неопубликованные данные).

Генетические технологии, несмотря на их зна- 
чимость, не позволяют охватить и охарактеризо- 
вать сотни и тысячи коротких пептидов растений,  
предсказанных методами генетической биоинфор- 
матики или выявленных с помощью масс-спектро- 
метрического анализа эндогенных пептидов. Полно- 
ценная функциональная валидация обширных 
библиотек растительных пептидов может быть 
проведена на основе высокопроизводительного 
скрининга синтетических пептидов по физико-
химическим характеристикам и биологической 
активности. Первичный биофункциональный 
отбор синтетических пептидов на основе скрининга  
может быть использован как стартовый этап на  
пути к полевым испытаниям, необходимым для 
создания эффективных и экологически безопасных 
пептидных агротехнологий.
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Plant regulatory peptides represent a novel class of signaling molecules that play a central role in the regu-
lation of plant growth, development, and stress responses. Owing to their high biological activity at low 
concentrations, they are considered promising biostimulants for environmentally sustainable agriculture. 
This review summarizes key theoretical approaches and experimental methods used for the discovery 
and identification of these peptides, including mass spectrometry, bioinformatics, bioassays, and in silico 
screening. An overview is provided of the major peptides identified to date – such as systemin, PSK, PSY, 
AtPep1, CLV3, TDIF, CEP, and CIF – along with the methods used for their isolation, chemical synthesis, 
and functional validation. Special attention is given to model systems based on cell cultures and seedlings, 
which are commonly employed to screen peptide activity, as well as to strategies for identifying their cor-
responding receptors. The review highlights the critical role of bioassays as a final and indispensable stage 
in peptide discovery pipelines, enabling the functional evaluation of both identified and putative peptides.
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