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ВЛИЯНИЕ КАДМИЯ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 
ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ И ИХ ИНГИБИТОРОВ  
У ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ 

В. В. Таланова, А. Ф. Титов, Л. В. Топчиева, Н. С. Репкина  

Институт биологии Карельского научного центра РАН 

Изучено влияние кадмия (100 мкМ) на экспрессию генов, кодирующих АТФ�зави�
симые сериновые протеиназы хлоропластов и митохондрий (ClpP, Lon1), цистеи�
новую протеиназу (Cys), а также ингибитор цистеиновой протеиназы (inСys), в ли�
стьях проростков яровой пшеницы (с. Ленинградская 97). Установлено, что в на�
чальный период (5 ч) его действия на растения происходит усиление экспрессии 
генов протеолитических ферментов ClpP и Lon1, однако в дальнейшем (3–4 сут) 
уровень транскриптов этих генов снижается до исходных значений. Содержание 
транскриптов гена ингибитора протеиназ inСys также резко повышалось в первые 
часы действия кадмия, а затем возвращалось к исходному уровню. В отличие от 
этого экспрессия гена Cys была снижена в течение всего периода действия кад�
мия. Полученные данные рассматриваются как свидетельство участия протеоли�
тических ферментов и их ингибиторов в неспецифических защитно�приспособи�
тельных реакциях растений пшеницы. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Triticum aestivum L., кадмий, экспрессия генов, 
протеолитические ферменты, ингибитор протеиназ. 

V. V. Talanova, A. F. Titov, L. V. Topchieva, N. S. Repkina. EFFECT OF 
CADMIUM ON GENE EXPRESSION OF PROTEOLYTIC ENZYMES AND 
THEIR INHIBITORS IN WHEAT SPROUTS 

We studied the effect of cadmium (100 μM) on the expression of the genes encoding 
ATP�dependent serine proteinases of chloroplasts and mitochondria (ClpP, Lon1), 
cysteine proteinase (Cys), as well as the inhibitor of cysteine proteinase (inСys) in the 
leaves of spring wheat sprouts (Leningradskaya 97 var.). In the early period (5 h) of the 
exposure the expression of the genes of proteolytic enzymes ClpP & Lon1 is intensified, 
but the content of the transcripts of these genes decreases further on (3–4 days) to the 
original values. The content of the proteinase inhibitor gene inСys transcripts also 
dropped sharply in the early period (first hours) of exposure to cadmium, and then 
returned to the initial level. In contrast, Cys gene expressions remained lowered 
throughout the exposure. The resultant data are regarded as evidence for participation 
of proteolytic enzymes and their inhibitors in non�specific protective�adaptive 
responses of wheat plants. 

K e y  w o r d s :  Triticum aestivum L., cadmium, gene expression, proteolytic enzymes, 
proteinase inhibitor. 
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Введение 

В последние десятилетия в связи с быст�
рым развитием промышленности во многих 
регионах мира наблюдается возрастающее за�
грязнение окружающей среды тяжелыми ме�
таллами. К их числу относится кадмий, кото�
рый, являясь высокотоксичным металлом, ока�
зывает негативное влияние на многие стороны 
жизнедеятельности растений [Титов и др., 
2007; Dong at al., 2007]. Его токсическое дейст�
вие прежде всего связано со способностью 
взаимодействовать с SH�группами белков, что 
приводит к инактивации ферментов и измене�
нию биологических свойств белков и сопрово�
ждается различными нарушениями метаболиз�
ма и физиологических процессов [Sanità di 
Toppi, Gabrielli, 1999].  

Как известно, одной из ранних неспецифи�
ческих реакций растений на действие стресс�
факторов разной природы выступает усиление 
процессов биодеградации, среди которых осо�
бое место занимает протеолиз – ферментатив�
ный гидролиз белков и пептидов, катализируе�
мый протеолитическими ферментами [Блех�
ман, Шеламова, 1992]. В этом случае протео�
литические ферменты и их ингибиторы, кон�
тролируя процессы деградации и модифика�
ции белков, препятствуют накоплению неак�
тивных ферментов или поврежденных белков и 
пептидов в клетках растений [Мосолов и др., 
2001]. Помимо этого, протеолитические фер�
менты участвуют в регуляции многих физиоло�
го�биохимических процессов посредством ре�
акций ограниченного протеолиза [Валуева, 
Мосолов, 2002], что также имеет определен�
ное значение для защитно�приспособительных 
реакций растений.  

Учитывая то, что воздействие тяжелых ме�
таллов на растения сопровождается значи�
тельными изменениями в активности протео�
литических ферментов [Shah, Dubey, 1998; 
Pena et al., 2006; Домаш и др., 2008], логично 
ожидать, что в этом случае могут происходить 
определенные изменения и в экспрессии коди�
рующих их генов, однако сведения об этом в 
известной нам литературе практически отсут�
ствуют. Исходя из этого, цель нашей работы – 
изучение экспрессии генов, кодирующих АТФ�
зависимые сериновые протеиназы, цистеино�
вые протеиназы и их ингибиторы, в условиях 
действия кадмия на проростки пшеницы.  

Материалы и методы 

Эксперименты проводили с проростками 
яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) с. Ле�
нинградская 97, выращенными в рулонах 
фильтровальной бумаги на питательном рас�

творе Кнопа с добавлением микроэлементов 
(рН 6,2–6,4) в камере искусственного климата 
при температуре воздуха 22°С, его относи�
тельной влажности 60–70%, освещенности 10 
клк и фотопериоде 14 ч. По достижении не�
дельного возраста проростки в течение 4 сут 
подвергали воздействию кадмия (100 мкМ) в 
форме сульфата, сохраняя прочие условия 
неизменными.  

Тотальную РНК выделяли с помощью набо�
ра YellowSolve (Clonogene, Россия). Качество 
и количество выделенной РНК определяли 
методом капиллярного электрофореза на 
микрочипах (Experion, «Био�Рад»). Для удале�
ния остатков ДНК препарат РНК обрабатыва�
ли ДНКазой («Силекс»). Уровень экспрессии 
генов оценивали методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 
времени. Флуорофором для детекции про�
дуктов служил интеркалирующий краситель 
SYBR Green. Амплификацию проводили в 
приборе iCycler с оптической приставкой iQ5 
(«Био�Рад»), используя наборы для амплифи�
кации, совмещенные с обратной транскрип�
цией. Для ПЦР в режиме реального времени 
применяли праймеры («Синтол»), представ�
ленные в таблице. В качестве референтного 
гена использовали актин. Специфичность 
продуктов амплификации проверяли плавле�
нием ПЦР фрагментов. На рисунке приведе�
ны средние арифметические значения и их 
стандартные ошибки. 

Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального 
времени 

Нуклеотидная последовательность 5' ...3' 
Ген

прямого праймера обратного праймера 
ClpP GTGGCTAATCTCAGGAA GCCCGATAATAAGCACATA 
Lon1 TCGCCATACTGCCGTTCC CCTGAATCACTGCCCAC 
Cys CACCCAGACAAGCAACCA GCGTCCCTGTAGGTCTTCC 
inСys CGTCGTGCCGTTTACTC AGTCCTTGATGCCTCCC 
actin GGGACCTCACGGATAATCTAATG AACCTCCACTGAGAACAACATTAC

Результаты и обсуждение 

Установлено, что в начальный период (че�
рез 1 ч) действия кадмия экспрессия генов 
ClpP и Lon1, кодирующих АТФ�зависимые се�
риновые протеиназы хлоропластов и мито�
хондрий, не изменяется (см. рис.), однако уже 
через 5 ч отмечено значительное увеличение 
уровня экспрессии генов ClpP и Lon1 (в 2 и 4 
раза соответственно). В последующие 3–4 сут 
действия кадмия экспрессия гена ClpP воз�
вращалась к исходным значениям. Содержа�
ние транскриптов гена Lon1 в клетках листа 
через 3 сут от начала действия кадмия не�
сколько снижалось по сравнению с максиму�
мом, но даже через 4 сут почти в 2 раза пре�
вышало исходный уровень. 
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В отличие от этого количество транскрип�
тов гена Cys, кодирующего цистеиновую про�
теиназу, резко падало по сравнению с исход�
ным уровнем уже через 1 ч от начала дейст�
вия кадмия и оставалось пониженным в тече�
ние всего периода действия металла (см. 
рис.). В то же время экспрессия гена inСys, 
кодирующего ингибитор цистеиновой про�
теиназы, не изменялась в начальный период 
(1 ч) воздействия кадмия на проростки, резко 
(в 10 раз) повышалась через 5 ч, а затем сни�
жалась и на 4 сут возвращалась к исходным 
значениям. 

Таким образом, из результатов следует, 
что экспрессия генов ClpP, Lon1 и inСys в ус�
ловиях действия кадмия носит транзиторный 
характер: содержание их транскриптов значи�
тельно повышается через 5 ч от его начала, а 
затем снижается до исходных значений. В 
связи с этим можно предположить, что реак�
ция растений пшеницы в начальный период 
(первые часы) действия этого металла была 
связана с активацией экспрессии указанных 
генов, которая, вероятнее всего, направлена 
на увеличение активности протеолитических 
ферментов, участвующих в деградации и мо�
дификации поврежденных белков, а также 

белков, уже не выполняющих свои функции 
(или выполняющих их не в полном объеме) в 
изменившихся условиях.  

Сопоставление полученных данных с 
имеющимися в литературе указывает на сход�
ство в изменении экспрессии генов протеи�
наз у растений при действии на них тяжелых 
металлов и других стресс�факторов. Так, под 
влиянием низкой закаливающей температуры 
отмечено усиление экспрессии генов Lon1 и 
ClpP в листьях проростков озимой пшеницы 
[Фролова и др., 2009]. Также усиление экс�
прессии генов цистеиновых протеиназ обна�
ружено под влиянием низкой температуры у 
томата [Schaffer, Fisher, 1988] и пшеницы 
[Фролова, 2008], в условиях засухи – у араби�
допсиса [Koizumi et al., 1993], при засолении 
– у гороха [Jones et al., 1995], при аноксии – у 
кукурузы [Subbaiah et al., 2000]. В листьях 
каштана повышенный уровень транскриптов 
фитоцистатинов (ингибиторов цистеиновых 
протеиназ) отмечен при действии низкой и 
высокой температуры, а также избыточного 
засоления [Pernas et al., 2000].  

Наши результаты показывают, что реакция 
растений пшеницы на действие кадмия сопро�
вождается быстрой экспрессией гена Lon1,  

 

Влияние кадмия (100 мкМ) на экспрессию генов протеолитических фермен�
тов ClpP (a), Cys (б), Lon1 (в) и гена ингибитора цистеиновых протеиназ inСys 
(г) в листьях проростков яровой пшеницы (с. Лениградская 97). 

Уровень экспрессии генов у растений контрольного варианта (при 22°С) принят за  
единицу  



115 

кодирующего АТФ�зависимую Lon протеиназу, 
локализованную в мембранах митохондрий и 
тилакоидах хлоропластов и участвующую в де�
градации белков [Sonezaki et al., 1995]. Вместе 
с тем повышенная продукция этого фермента 
может вызывать деградацию нормальных бел�
ков и в итоге летальна для клетки [Goff, 
Goldberg, 1987]. Вероятно, отмеченное нами 
снижение экспрессии этого гена до исходного 
уровня через 3–4 сут действия кадмия свиде�
тельствует о стабилизации белковых комплек�
сов в органеллах и завершении процесса адап�
тации растения в целом. Характер изменений 
экспрессии гена ClpP, кодирующего Clp про�
теиназу хлоропластов, также подтверждает его 
возможное участие в регуляции протеолиза 
белков хлоропластов в первые часы воздейст�
вия кадмия. 

Наши данные об усилении экспрессии гена 
ингибитора цистеиновых протеиназ указывают 
на их важную роль в регуляции активности про�
теолитических ферментов и предотвращении 
распада вновь синтезированных белков на на�
чальных этапах адаптации пшеницы к дейст�
вию кадмия. Наряду с этим исследование по�
казало, что изменения в экспрессии генов про�
теиназ и их ингибиторов с увеличением перио�
да действия кадмия на растения становятся 
менее выраженными. Отсюда следует, что наи�
более важные изменения в экспрессии данной 
группы генов происходят именно в первые ча�
сы действия стрессора и, очевидно, они явля�
ются частью тех неспецифических изменений в 
метаболизме, которые должны обеспечить 
время, необходимое для разворачивания дол�
говременных специализированных адаптивных 
программ [Кузнецов, 1992], направленных на 
повышение устойчивости растений, что в итоге 
предопределяет возможность их выживания в 
условиях стресса, обусловленного действием 
кадмия. 

В целом обнаруженное нами быстрое повы�
шение уровня экспрессии генов протеиназ и их 
ингибиторов под влиянием кадмия делает ве�
роятным предположение об их непосредствен�
ном участии в защитно�приспособительных 
реакциях растений яровой пшеницы, происхо�
дящих на первом этапе процесса их адаптации 
к ионам кадмия и носящих неспецифический 
характер. 

Работа выполнена при финансовой под�
держке РФФИ (грант № 10�04�00650а). 
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