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ВВЕДЕНИЕ

Абсцизовая кислота (АБК), которую часто на�
зывают “гормоном стресса”, играет важную роль
в защитно�приспособительных реакциях расте�
ний, обеспечивающих их выживание в неблаго�
приятных условиях, включая низкие температуры
[1]. Помимо влияния на многие физиолого�био�
химические процессы, АБК способна регулиро�
вать экспрессию ряда СOR�генов (от cold regulat�
ed), в том числе RAB (от ABA�responsive) и DHN
(от dehydrins) семейства LEA (от late embryogenesis
abundant) и ряд других [1–3], продукты которых не�
посредственно участвуют в формировании повы�
шенной устойчивости растений к низким темпера�
турам [1]. При этом в АБК�зависимые пути транс�
дукции низкотемпературного сигнала и регуляции
экспрессии COR�генов вовлечены транскрипцион�
ные факторы семейств bZIP и MYB/MYC [4–6]. 

С другой стороны, известно, что одной из не�
специфических реакций растений на действие
стресс�факторов разной природы выступает уси�
ление процессов биодеградации, среди которых
особое место занимает протеолиз – ферментатив�
ный гидролиз белков и пептидов, катализируе�

мый протеолитическими ферментами [7]. В этом
случае протеолитические ферменты, участвуя в
процессах деградации белковых молекул, препят�
ствующей накоплению поврежденных белков и
пептидов в клетках, а также в регуляции многих
физиолого�биохимических процессов [8, 9], иг�
рают важную роль в реакциях растений на действие
неблагоприятных температур. Учитывая, что дей�
ствие низких температур на растения сопровожда�
ется значительными изменениями в активности
протеолитических ферментов [10], логично ожи�
дать, что в этом случае могут происходить опреде�
ленные изменения в экспрессии кодирующих их ге�
нов. Однако такого рода данные носят фрагментар�
ный характер, а имеющиеся единичные сведения о
влиянии АБК на экспрессию протеиназ и их инги�
биторов противоречивы [11–13]. 

Исходя из сказанного выше, целью нашей ра�
боты явилось изучение влияния экзогенной АБК
на экспрессию генов, кодирующих цистеиновую
протеиназу и ее ингибитор цистатин, у пророст�
ков пшеницы в условиях действия низкой закали�
вающей температуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на проростках ози�
мой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Москов�
ская 39, которые в течение 7 суток выращивали на
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питательном растворе Кнопа с добавлением мик�
роэлементов (рН 6.2) в камере искусственного кли�
мата при температуре воздуха 22°С, его относитель�
ной влажности 60–70%, освещенности 10 клк, фо�
топериоде 14 ч, а затем в течение 7 суток подвергали
воздействию закаливающей температуры 5°С, со�
храняя прочие условия неизменными. Часть про�
ростков за сутки до начала закаливания помещали
на 0.1 мМ раствор АБК (“ICN”, США).

Холодоустойчивость проростков оценивали
по температуре, вызывающей гибель 50% пали�
садных клеток паренхимы высечек из листа
(ЛТ50), после 5�минутного тестирующего промо�
раживания в термоэлектрическом микрохоло�
дильнике ТЖР–02/–20 (“Интерм”, Россия) при
ряде температур (от –5°С до –10°С) с интервалом
0.4°С [14]. Заданную температуру поддерживали с
точностью ±0.1°С. Жизнеспособность клеток
оценивали визуально по деструкции хлоропла�
стов и коагуляции цитоплазмы с помощью свето�
вого микроскопа Микмед�2 (“ЛОМО”, Россия) с
объективом 40×.

Для выделения РНК навеску листьев пшени�
цы (50 мг) растирали в жидком азоте. Тотальную
РНК выделяли с использованием набора Yellow
Solve (“Clonogene”). Качество и количество выде�
ленной РНК оценивали с помощью капиллярно�
го электрофореза на микрочипах (Experion, “Bio�
Rad”, США). Для удаления остатков ДНК препа�
рат РНК обрабатывали ДНКазой (10 ед./мл,
“Силекс”, Россия), свободной от РНКазы. Уро�
вень экспрессии генов оценивали методом ПЦР в
режиме реального времени. В качестве флуоро�
фора для обнаружения продуктов использовали
интеркалирующий краситель SYBR Green. Ам�
плификацию проводили в приборе iCycler с опти�
ческой приставкой iQ5 (“BioRad”), используя на�
боры для амплификации, совмещенные с обрат�
ной транскрипцией. Смесь для ПЦР объемом
25 мкл содержала 100 нг тотальной РНК, 0.5 мкл
обратной транскриптазы iScript MMLV, 12.5 мкл
реакционной смеси 2хSYBR Green RT�PCR Reac�
tion Mix, по 0.8 мкл прямого и обратного прайме�
ров (10 мкМ), 9.5 мкл воды, свободной от нуклеаз.
Для ПЦР в режиме реального времени использо�
вали праймеры (“Синтол”, Россия), представлен�
ные в таблице. В качестве референсного гена ис�
пользовали ген актина. 

Протокол ПЦР: синтез кДНК – 10 мин при
50°С; инактивация обратной транскриптазы –
5 мин при 95°С; циклы ПЦР: 10 с при 95°С, 30 с
при 56–60°С (в зависимости от температуры от�
жига, оптимальной для каждой пары праймеров),
30 с при 72°С (40 циклов). Специфичность про�
дуктов амплификации проверяли плавлением
ПЦР�фрагментов. Уровень экспрессии генов рас�
тений, подвергнутых низкотемпературному воз�
действию, был нормализован по уровню экспрес�
сии генов контрольного варианта (не подвергну�
тых низкотемпературному воздействию).

Для определения активности цистеиновых про�
теиназ листья измельчали в ступке с водой при 4°С.
Полученный гомогенат отжимали и центрифугиро�
вали при 6000 g. Содержащиеся в супернатанте бел�
ки осаждали сульфатом аммония при 80% насыще�
нии. Полученный осадок отделяли центрифугиро�
ванием при 12000 g в течение 30 мин при 4°С.
Концентрацию белка определяли по Bradford [15],
используя в качестве контроля бычий сывороточ�
ный альбумин. Активность цистеиновых протеиназ
определяли по модифицированному методу Künits
[16]. В кювету с раствором фермента и активирую�
щих добавок (ЭДТА и L�цистеин гидрохлорид) вно�
сили 1 мл 2% казеина в 0.2 М фосфатном буфере
(рН 7.6), предварительно выдержанном в течение
5 мин при 37°С. Смесь выдерживали при темпера�
туре 37°С, а затем для остановки реакции вносили
3 мл 5% ТХУ и регистрировали оптическую плот�
ность при 280 нм на спектрофотометре СФ�2000
(“Спектр”, Россия). За единицу протеолитической
активности принимали то количество фермента,
которое в данных условиях определения активности
приводит к увеличению оптической плотности при
280 нм на 0.1 ед. в течение 1 мин гидролиза. 

На рисунках приведены средние арифметиче�
ские значения из двух независимых опытов, про�
веденных в 2–6�кратной биологической повтор�
ности, и их стандартные отклонения. Статисти�
ческую обработку данных проводили с
использованием программы Microsoft Excel, до�
стоверность различий между вариантами оцени�
вали по t�критерию Стьюдента. В статье обсужда�
ются величины, достоверные при P ≤ 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Под влиянием пониженной температуры (5°С)

холодоустойчивость проростков пшеницы воз�

Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген Прямой и обратный 
праймеры

Нуклеотидная последовательность 
праймера 5′… 3′

Температура 
отжига, °С

Номер доступа 
в базе данных 

NCBI

СР прямой CACCCAGACAAGCAACCA 60 AY841792
обратный GCGTCCCTGTAGGTCT

WС3 прямой CGTCGTGCCGTTTACTC 56 ABO38394
обратный AGTCCTTGATGCCTCCC

Actin прямой GGGACCTCACGGATAATCTAATG 56–60 AB181991
обратный AACCTCCACTGAGAACAACATTAC
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растала уже через 1–5 ч от начала охлаждения, на
вторые–третьи сутки она достигала максимума и
в дальнейшем не изменялась (рис. 1). Обработка
проростков экзогенной АБК индуцировала уве�
личение их холодоустойчивости еще до начала за�
каливания. При переносе проростков, обрабо�
танных АБК, в условия пониженной температуры
уже в течение первых часов отмечали значитель�
ный дополнительный прирост устойчивости, че�
рез 1 сутки ее уровень достигал максимального
значения и в дальнейшем практически не изме�
нялся до конца эксперимента (7 суток). 

Наряду с повышением холодоустойчивости в
листьях проростков под влиянием закаливающей
температуры происходили значительные измене�
ния в экспрессии гена CP, кодирующего цистеино�
вую протеиназу. Так, в начальный период действия
низкой температуры (первые 1–5 ч) в листьях пше�
ницы отмечали усиление (в 4.3–4.4 раза) экспрес�
сии гена CP (рис. 2а). При более продолжитель�
ном воздействии холода (1–3 суток) содержание
мРНК гена CP постепенно снижалось, а через
7 суток возвращалось к исходному уровню. При
нормальной температуре (22°С) обработка про�
ростков АБК не влияла на экспрессию гена СР: в
ее присутствии уровень мРНК гена CP перед нача�
лом действия холода составил 2.0 ± 0.2 мкг/г сырого
веса, в то время как в контроле – 1.9 ± 0.2 мкг/г сы�
рого веса. При пониженной температуре (5°С)
под влиянием экзогенной АБК происходило рез�
кое усиление накопления транскриптов гена CP
(в 25–61 раз), причем максимум был отмечен че�
рез 5 ч, затем происходило снижение уровня, но и
в конце опыта уровень транскриптов значительно
(в 11.6–17.3 раз) превышал исходные значения
(рис. 2б). Существенно, что в течение всего пери�
ода закаливания уровень транскрипции гена в ли�
стьях растений, обработанных АБК, был значи�
тельно выше, чем у растений, не подвергавшихся
подобной обработке.

Необходимо отметить, что уже в начальный
период (1–5 ч) действия температуры 5°С в ли�

стьях проростков пшеницы увеличивалась актив�
ность цистеиновых протеиназ. Она достигала
максимума (в 1.9 раза выше исходного уровня)
через 2 суток, затем происходило некоторое ее
снижение, однако и к концу периода закалива�
ния, когда холодоустойчивость была наиболь�
шей, активность сохранялась на повышенном
уровне (рис. 3). Под влиянием экзогенной АБК в
первые часы действия охлаждения активность
цистеиновых протеиназ снижалась на 66–70%, но
через 1 сутки резко увеличивалась (в 9.2 раза), но
затем снова постепенно снижалась до исходного
уровня. 

Содержание транскриптов гена WC3, кодиру�
ющего цистатин (ингибитор цистеиновой проте�
иназы), увеличивалось через 1 ч воздействия тем�
пературы 5°С, достигая своего максимального
значения (в 3 раза выше исходного уровня) через
5 ч холодового воздействия, а через 1 сутки сни�
жалось практически до исходного уровня и в
дальнейшем не изменялось (рис. 4а). Суточная
предобработка проростков АБК до начала дей�
ствия низкой температуры вызывала повышение
содержания мРНК гена WC3 в 15.8 раз. При даль�
нейшем холодовом воздействии экзогенная АБК
вызывала значительное повышение (в 8.2 раза)

Рис. 1. Влияние экзогенной АБК на холодоустойчи�
вость проростков пшеницы после закаливания при
температуре 5°С.
1 – 5°С; 2 – 5°С + АБК.
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уровня экспрессии этого гена только на заключи�
тельном этапе этого воздействия (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования позволили уста�
новить, что в условиях действия низкой закалива�
ющей температуры происходило достаточно
быстрое и значительное увеличение уровня экс�
прессии гена CP цистеиновой протеиназы в ли�
стьях проростков пшеницы, которое коррелиро�
вало с ростом холодоустойчивости. Однако экс�
прессия гена CP носила транзиторный характер:
ее уровень снижался, когда устойчивость достига�
ла максимальных значений. Отметим, что при
действии низких температур происходили изме�
нения экспрессии ряда генов цистеиновых проте�
иназ и у других растений. Так, под влиянием по�
ниженной температуры было обнаружено усиле�
ние накопления мРНК генов CatB у растений
ячменя [13], С14 и С17 у томата [17] и А1494 у ара�
бидопсиса [12]. Следовательно, повышение
устойчивости растений в начальный период дей�
ствия холода связано с усилением экспрессии ге�
на СР, которое направлено на увеличение актив�
ности цистеиновых протеиназ, участвующих в де�
градации и модификации поврежденных белков,
а также белков, уже не выполняющих свои функ�
ции в изменившихся условиях. 

В начальный период действия низкой закали�
вающей температуры в листьях растений пшени�
цы происходило быстрое транзиторное повыше�
ние уровня эндогенной АБК [18, c. 57]. Это поз�
воляет предполагать возможность существования
зависимости между экспрессией гена СР цистеи�
новой протеиназы от АБК в процессе повышения
холодоустойчивости. 

Как показали полученные результаты, обработ�
ка АБК в нормальных условиях (22°С) приводила к
возрастанию холодоустойчивости растений пше�
ницы, но не вызывала усиления экспрессии гена
СР и повышения активности цистеиновых протеи�

наз. Отметим, что АБК также не влияла на экс�
прессию гена Cyp15a цистеиновой протеиназы у
растений гороха [19] и гена CatB катепсин�В�по�
добной цистеиновой протеиназы у ячменя [13].
Следовательно, положительное действие экзоген�
ной АБК на устойчивость растений пшеницы до
начала холодового воздействия не связано с функ�
ционированием цистеиновых протеиназ, а опре�
деляется иными механизмами. 

В отличие от этого, в условиях действия холода
АБК не только повышала холодоустойчивость рас�
тений пшеницы, но и усиливала экспрессию гена
CP (начиная с 1–5 ч) и увеличивала активность ци�
стеиновых протеиназ (через 1 сутки). Таким обра�
зом, полученные данные указывают на то, что воз�
растание холодоустойчивости пшеницы при дей�
ствии низкой закаливающей температуры связано с
регулируемым АБК усилением экспрессии гена CP. 

Отметим, что повышение экспрессии гена СР
в присутствии АБК не всегда коррелирует с изме�
нением общей активности цистеиновых протеи�
наз. Например, значительное увеличение экс�
прессии гена, наблюдаемое уже через 1 ч холодо�
вого воздействия, не приводило к повышению
активности фермента даже через 5 ч от начала экс�
перимента. Возможно, это связано с тем, что в по�
вышении общей активности цистеиновых протеаз
наряду с протеиназой СР участвует довольно много
других ферментов (например, в базe данных пепти�
даз MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) присут�
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Рис. 3. Влияние экзогенной АБК на активность ци�
стеиновых протеиназ в листьях проростков пшеницы
после закаливания при температуре 5°С.
1 – 5°С; 2 – 5°С + АБК.
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Рис. 4. Влияние экзогенной АБК на экспрессию гена
WC3 в листьях проростков пшеницы после закалива�
ния при температуре 5°С.
а – 5°С; б – 5°С + АБК.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 59  № 4  2012

ВЛИЯНИЕ АБСЦИЗОВОЙ КИСЛОТЫ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 631

ствуют 13 цистеиновых протеиназ пшеницы). Од�
нако в настоящее время конкретный вклад протеи�
назы СР в общую активность цистеиновых
протеиназ пока еще не известен.

Мы установили, что только в начальный пери�
од (1–5 ч) холодового закаливания пшеницы уве�
личение устойчивости сопровождалось повыше�
нием накопления мРНК гена WС3 ингибитора
цистеиновых протеиназ цистатина. Усиление
экспрессии этого гена в условиях низкой темпе�
ратуры, обнаруженное нами в листьях пшеницы,
а также другими исследователями у каштана [20],
указывает на его участие в повышении холодо�
устойчивости растений. Ингибитор протеаз WC3,
противодействуя повышению активности проте�
аз, вероятно, защищает жизненно важные струк�
туры клетки от возможного излишнего протеоли�
за как в условиях нормальных температур, так и
при действии холода. Вместе с тем, предполагает�
ся, что в стрессовых условиях функции ингибито�
ров протеиназ у растений не ограничиваются
способностью подавлять активность протеолити�
ческих ферментов, а связаны с их ферментатив�
ной активностью, а также с влиянием на актив�
ность глюкозо�6�фосфатдегидрогеназы [8]. 

Необходимо отметить, что экзогенная АБК в
условиях нормальной температуры (22°С) вызы�
вала усиление экспрессии гена цистатина WC3,
что препятствует избыточной активности цистеи�
новых протеиназ. При последующем холодовом
закаливании в присутствии АБК происходило
снижение экспрессии этого гена по сравнению с
исходным уровнем (до температурного воздей�
ствия), что коррелировало с усилением экспрес�
сии гена цистеиновой протеазы. 

В целом, полученные результаты свидетель�
ствуют о том, что повышение холодоустойчивости
растений озимой пшеницы под влиянием экзоген�
ной АБК в условиях действия на них низкой зака�
ливающей температуры, помимо многих уже из�
вестных механизмов, сопряжено с изменением
экспрессии генов CP и WC3 и временным повыше�
нием активности протеолитических ферментов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 10�04�00650а).
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