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ВВЕДЕНИЕ

Растения в естественных условиях произрастания испытыва-
ют воздействие постоянно изменяющихся повреждающих факторов 
внешней среды физической, химической, биологической природы. 
Эффективность приспособления к ним зависит от слаженности функ-
ционирования систем регуляции метаболизма и синтеза белков, задей-
ствованных в стрессовом ответе и участвующих в сохранении биопо-
тенциала растений (Chinnusamy et al., 2004). К таковым относятся как 
конститутивно синтезируемые белки, так и стрессовые белки, синтез 
которых в растениях в оптимальных условиях произрастания обычно 
не наблюдается. Однако они необходимы для сохранения целостно-
сти клеточных структур и поддержания жизненного потенциала рас-
тительных организмов в стрессовых условиях (Guy et al., 2008; Jiang 
et al., 2010). Вместе с тем представления о сигнальной регуляции экс-
прессионной активности генов защитных белков в связи с формиро-
ванием устойчивости растений пока далеки от ясности.

Температурный режим, напрямую связанный с водным обме-
ном, относится к числу факторов среды, лимитирующих рост, раз-
витие и продуктивность растений, и подвержен резким перепадам. 
В силу своей прикрепленности к месту обитания, растения вы-
нуждены приспосабливаться к этим перепадам (Janska et al., 2010). 
В связи с этим исследование механизмов реализации устойчивости 
растений к гипотермии является одной из важнейших проблем со-
временной науки о растениях. 

Многие виды растений приобретают способность переносить 
значительное понижение температуры окружающей среды, если 
они предварительно проходят период так называемого закаливания, 
во время которого в клетках растений наблюдаются разнообразные 
биохимические перестройки, вызванные в том числе активацией 
большого числа холод-индуцируемых генов (Thomashow, 1999, 2010). 
Исследования, направленные на выяснение изменений в экспрессии 
холод-индуцируемых генов, обусловленных воздействием холодо-
вого шока, выявили среди них как специфически экспрессируемые 
на холод гены, так и гены, экспрессия которых индуцируется наряду  
с холодом, также и другими стрессовыми воздействиями, такими 
как, например, дегидратация и солевой стресс (Kurkela, Frank, 1990; 
Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 1994; Dunn et al., 1994; Leung et al., 



4

Введение

1998; Thomashow, 1999; Xiong et al., 2002; Kaniuga, 2008). Анализ 
уровня экспрессии генов с использованием полногеномных пане-
лей показал, что холодовая акклимация, в частности у арабидопсиса, 
включает изменения в уровне экспрессии нескольких сотен генов, вы-
зывающие значительные колебания в содержании многих клеточных 
метаболитов (Kaplan et al., 2004; Vogel et al., 2005; Kaplan et al., 2007). 
В формирование защитных реакций у растений вовлекаются также 
и некоторые конститутивно экспрессирующиеся белки, синтез и ко-
личество которых увеличивается при гипотермии (Shen et al., 1993). 

К настоящему времени в литературе накопилось немало данных 
о возможных функциях белков холодового шока, которые отличаются 
большим разнообразием. Некоторые из них участвуют в преобразо-
вании физико-химических свойств плазматических мембран, а также 
в фосфорилировании митохондриальных белков (Лось, 2010); другие 
повышают стабильность мембран и цитоскелета (Pokorna et al., 2004). 
Большую группу составляют гидрофильные белки, выполняющие кри-
опротекторные функции (Middleton et al., 2009; Lauersen et al., 2011). 

Установлена ключевая роль абсцизовой кислоты (АБК) в ин-
дукции синтеза стрессовых белков, протекторная функция многих 
из которых уже доказана (Kobayashi et al., 2006). К ним относятся, 
в частности, дегидрины, обеспечивающие защиту биополимеров 
от денатурации, вызванной нарушением водного режима растений 
в условиях засухи, засоления и гипотермии (Hanin et al., 2011). Од-
нако механизмы регуляции экспрессии генов дегидринов растений 
пока изучены недостаточно.

Вместе с тем важная роль в развитии устойчивости растений 
к  низким температурам принадлежит белкам растений, функциони-
рующим и при оптимальных условиях роста. К ним можно отнести 
лектины, в частности агглютинин зародыша пшеницы (АЗП), относя-
щийся к семейству Rab-белков (Шакирова, 2001). Несмотря на деталь-
ное исследование его физико-химических свойств, физиологическая 
роль АЗП в растениях пшеницы дискутируется в литературе (Rudiger, 
Gabius, 2001; Шакирова, Безрукова, 2007).Участие АБК в контро-
ле экспрессии гена АЗП и регуляции количественного уровня АЗП 
в растениях пшеницы при стрессовых воздействиях дает основание 
предполагать вовлечение его в АБК-индуцируемые неспецифические 
реакции пшеницы в ответ на неблагоприятные воздействия абиотиче-
ской природы. При этом все больше данных накапливается в пользу 
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вовлечения и других фитогормонов в регуляцию устойчивости к абио-
тическим стрессам, вызывающим обезвоживание (Argueso et al., 2009; 
Hayat et al., 2010), в частности брассиностероидов (Kagale et al., 2007).

Приспособление растений к стрессам предполагает наличие 
эффективного механизма восприятия и передачи сигналов из внеш-
ней среды. Показано, что развитие холодостойкости – комплекс-
ный признак, проявляющийся при слаженном действии различных 
систем растительного организма (Thomashow, 1999; Heidarvand, 
Amiri, 2010). В настоящее время интенсивно исследуются отдель-
ные этапы развития стрессового ответа (трансдукция сигнала, ак-
тивация транскрипции генов, посттранскрипционные процессы) 
(Thomashow, 2010; Miura, Furumoto, 2013). Однако последователь-
ность прохождения холодового сигнала и молекулярные механиз-
мы этого процесса изучены недостаточно полно. 

Это относится также к генам факторов транскрипции CBF  
(CRT-binding factor), играющих ключевую роль в регуляции экспрес-
сии многих COR (cold-responsive)-генов, содержащих в промотор-
ных областях одну или несколько копий последовательностей, обо-
значенных как DRE (dehydration-responsive element)/CRT (C-repeat) 
цис-элементы (Thomashow, 2010). К настоящему времени получено 
немало данных, указывающих на существенные изменения пока-
зателей функционирования генов растений, подвергнутых воздей-
ствию абиотических стрессовых факторов (Sherman, Talbert, 2002; 
Madlung, Comai, 2004; Сабиржанов и др., 2007; Choi, Sano, 2007; 
Gonzalez et al., 2011). Так, холодовой стресс приводит к увеличению 
доли гетерохроматина и уменьшению доли эухроматина (Stepinski, 
2012) и общему изменению степени метилирования ДНК растений 
(Steward et al., 2002). Однако особый интерес в связи с развитием 
устойчивости к гипотермии вызывают исследования изменений 
уровня метилирования конкретных чувствительных к холоду генов.

Несмотря на большой массив данных в этой области, еще не 
вполне ясно, что лежит в основе различий в уровне холодостойкости 
различных видов растений и усилении их холодостойкости в ходе за-
каливания. Решение этих принципиальных вопросов имеет не толь-
ко фундаментальное значение для современной науки о растениях, 
но и важный прикладной характер для понимания механизмов раз-
вития холодоустойчивости культурных растений, что, в свою оче-
редь, необходимо для эффективного управления этим процессом. 
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Глава 1. ВОЗДЕЙСТВИЕ ГИПОТЕРМИИ 
НА РАСТЕНИЯ

Воздействие неблагоприятных факторов окружающей среды 
на растения существенным образом изменяет их метаболизм, вы-
зывая тот или иной стрессовый ответ. Температура среды – один из 
основных экологических факторов, отличающихся очень высокой 
мобильностью. Для нее характерны суточные, сезонные, годовые 
колебания. Растения, температура которых, как правило, соответ-
ствует температуре окружающей среды, вынуждены приспосабли-
ваться к температурным перепадам, так как тепловой режим сре-
ды обитания оказывает существенное действие на их метаболизм, 
рост, развитие и продуктивность (Janska et al., 2010). 

Снижение температуры влияет на все звенья метаболизма 
растения в целом, но главным образом вызывает его подавление. 
Реакция торможения метаболизма является защитной, поскольку 
неспецифически снижается скорость процесса повреждения и по-
вышается стабильность и надежность функционирования элемен-
тов клеточной структуры, уменьшается степень истощения запасов 
субстрата в ферментативных реакциях. 

Показано, что развитие холодостойкости является комплекс-
ным признаком, проявляющимся при слаженном действии раз-
личных систем растительного организма (Guy et al., 2008; Winfield 
et al., 2010). Адаптивный ответ растения на холодовой стресс пред-
полагает передачу внешнего сигнала внутрь клетки и активацию 
соответствующих генов при посредничестве различных клеточных 
интермедиатов. В настоящее время интенсивно исследуются от-
дельные этапы развития стрессового ответа (трансдукция сигнала, 
активация транскрипции генов, посттранскрипционные процессы) 
и накоплено достаточно много сведений о гормональном и транс-
крипционном контроле регуляции активности генов холодово-
го ответа. Выяснение механизмов изменения генной экспрессии 
в растительных клетках при понижении температуры окружающей 
среды имеет потенциально большой интерес, и этот аспект пробле-
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мы развития холодостойкости растений, в частности, возможность 
получения устойчивых к холоду сортов с помощью технологии 
переноса тех или иных генов, также получил свое развитие в ис-
следованиях последних лет.

Каждому растению характерен определенный температурный 
оптимум для роста и развития. При этом благоприятные темпера-
турные условия для одних растений могут оказаться совершенно 
неподходящими для других. Соответственно растения проявляют 
различную степень устойчивости к повреждающему действию низ-
ких температур. Те, что не устойчивы не только к отрицательным, 
но и к низким положительным температурам, относятся к тепло-
любивым растениям (Hershkovitz et al., 2009; Saito et al., 2010; Chen 
et al., 2011). Холодостойкие растения выносливы к любым низким 
положительным температурам, если при этом вода в тканях оста-
ется в переохлажденном состоянии. К морозостойким относятся 
растения, которые выживают после действия отрицательных тем-
ператур и образования в них межклеточного льда (Дроздов, 1984; 
Kosova et al., 2010). При этом морозостойкость связана с опреде-
ленной подготовкой к восприятию холода, иначе говоря, с закали-
ванием растений. К таковым относятся, главным образом, древес-
ные растения и некоторые многолетние травянистые. Различают 
еще заморозкоустойчивость – способность выдерживать внезапное 
кратковременное воздействие отрицательных температур без су-
щественного снижения продуктивности. Поэтому повреждения, 
вызываемые низкими температурами, можно подразделить на два 
вида. В первую группу следует отнести повреждения в результате 
охлаждения растений, примерно от 20 °С до 0 °С. При этом проис-
ходят нарушения в прорастании, развитии цветков и плодов, пада-
ет продуктивность. Второй вид повреждений происходит при за-
мерзании растений, когда температура внешней среды опускается 
ниже температуры замерзания воды. 

1.1. Повреждения растений при гипотермии

Проблема холодоустойчивости наиболее остро стоит для те-
плолюбивых культурных растений, длительный рост которых при 
низкой положительной температуре невозможен. Например, это 
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касается овощных культур (огурцы, томаты), зерновых (кукуруза), 
зернобобовых (соя) и некоторых других растений тропического 
и субтропического происхождения, которые особенно чувствитель-
ны к температурам ниже 10–15 °С. Фенотипические симптомы на 
холодовой стресс проявляются в виде увядания, хлорозов, некро-
зов, подавления репродуктивных возможностей растений, ухудше-
ния качества плодов (Mahajan, Tuteja, 2005; Maul et al., 2008; Poire 
et аl., 2010). При действии пониженных температур на теплолюби-
вые и холодостойкие растения наблюдаются различные нарушения 
роста: уменьшается сырая масса и накопление сухого вещества, 
снижается высота охлажденных растений, тормозится рост ли-
стьев, побегов и корня (Equiza et al., 2001; Ercoli et al., 2004).

Охлаждение в зоне корня снижает поступление воды из корней 
из-за снижения температуры питательного раствора и уменьшения 
гидравлической проводимости корней, вызывает дисбаланс между 
поступлением воды и ее испарением, приводящий к возрастанию 
ее дефицита (Veselova et al., 2005).

Активная регуляция состояния устьиц, например, за счет изме-
нения активности ионных каналов, обеспечивает восстановление 
оводненности листьев. 

Охлаждение растений сопровождается изменениями в ультра-
структуре клеток: происходит разбухание и разрушение хлоропла-
стов и митохондрий, уменьшение размеров и количества крахмаль-
ных гранул, растяжение тилакоидов и распад гран, формирование 
мелких пузырьков из мембран хлоропластов, скапливание липид-
ных капелек в хлоропластах и конденсация хроматина в ядрах, де-
полимеризация актиновых филаментов и микротрубочек (Kratsch, 
Wise, 2000; Pokorna et al., 2004; Попов и др., 2007; Garbero et al., 
2012; Skyba et al., 2012). У более устойчивых к низким темпера-
турам сортов ультраструктура листьев при холодовой обработке 
меняется значительно меньше, чем у чувствительных к холоду рас-
тений (Xu et al., 2008; Garbero et al., 2012). 

Наиболее уязвимы к повреждающему действию холода хло-
ропласты, при этом освещение во время охлаждения только уве-
личивает повреждения. Интенсивность фотосинтеза при низких 
температурах значительно падает, происходит обратимое фотоин-
гибирование фотосистемы II и снижение ее активности, сопрово-
ждающееся ограничением поступления СО2 через устьица и паде-
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нием внутренней концентрации СО2 (Liu et al., 2012). Снижение 
интенсивности фотосинтеза при пониженных температурах может 
быть следствием фотоокислительного повреждения фотосистем 
в мембранах хлоропластов, проявляющегося в усилении пере-
кисного окисления липидов, деградации хлорофиллов, каротина, 
ксантофиллов, белков и снижении антиокислительной активности 
тканей (Bonnecarrere et al., 2011; Liu et al., 2012), а также падения 
содержания фотосинтетических пигментов (Garbero et al., 2011). 
Равновесие между скоростями повреждения фотосистемы II и ее 
репарации как раз и определяет функциональную активность фо-
тосистемы II при стрессовых воздействиях окружающей среды, 
так как сильный свет, как один из стрессовых факторов, вызывает 
повреждение фотосистемы II, тогда как низкотемпературное воз-
действие приводит к подавлению процесса репарации, ингибируя 
de novo синтез D1-белка, необходимого для репарации фотосисте-
мы II (Аллахвердиев и др., 2010).

Огромное значение для нормального функционирования клет-
ки имеет мембранная сеть, которая обеспечивает компартмента-
цию водных растворов разного биохимического состава и пред-
ставляет собой протяженную поверхность раздела фаз, на которой 
осуществляются различные ферментативные реакции. Показано, 
что плазматическая мембрана является первичным участком по-
ражающего действия низких температур (Uemura et al., 1995, 2006; 
Heidervand, Amiri, 2010). По-видимому, одной из основных причин 
повреждающего действия низкой положительной температуры на 
теплолюбивые растения является нарушение функциональной ак-
тивности мембран из-за перехода насыщенных жирных кислот, 
входящих в их состав, из жидкокристаллического состояния в со-
стояние твердого геля при низкой температуре (Heidervand, Amiri, 
2010). Это приводит к потере текучести, повышению вязкости, 
снижению электрической проводимости мембран и увеличению 
их протонной проводимости, соответственно – к изменению ион-
ного баланса, pH и к неблагоприятным сдвигам в обмене веществ 
и гибели растения (Карасев и др., 1995; Yoshida et al., 1999; Verlues 
et al., 2005). В результате ослабевают липидно-белковые взаимо-
действия и усиливаются взаимодействия «белок–водная фаза», что 
приводит к вертикальной миграции белков. Таким образом, при по-
вреждении мембран многие мембранно-связанные белки теряют 
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свою ферментативную активность, что вызывает дезинтеграцию 
различных биохимических сигнальных и ферментативных путей.

Нарушение барьерной функции мембран не позволяет в необ-
ходимой мере осуществлять изоляцию гидролитических фермен-
тов и исключить автофагию клетки. Вследствие потери полупро-
ницаемости мембран теряется способность мембран обеспечивать 
направленный транспорт воды и метаболитов, а также обмен раз-
личными продуктами метаболизма между компартментами клетки. 
Фазовые переходы клеточных мембран вызывают конформацион-
ные перестройки мембранно-связанных ферментов и нарушения 
в их функционировании. В клетках накапливаются метаболиты, 
токсические соединения, способные привести к дальнейшим нару-
шениям. Адаптация к низким температурам на уровне мембран на-
правлена на то, чтобы сохранить жидкостное состояние мембраны 
и не допустить фазового перехода в бислое при низких темпера-
турах, например, за счет дезорганизации цитоскелета, уменьшения 
концентрации белков в бислое, изменения липидного состава мем-
бран (Климов, 2001; Uemura et al., 2006). 

При воздействии низких температур образуются активные 
формы кислорода (АФК), которые инициириуют окислительный 
стресс, приводящий к различным проявлениям холодового повреж-
дения (Gill, Tuteja, 2010). Среди АФК выделяют две группы – сво-
бодные радикалы и перекиси, которые различаются по времени 
жизни. Основными сайтами образования АФК в хлоропластах яв-
ляются фотосистемы I и II, а в митохондриях комплекс I и комплекс 
II электронтранспортной цепи. Эффекты АФК обусловлены как их 
непосредственным действием на клеточные структуры, так и тем, 
что они могут инициировать реакции перекисного окисления ли-
пидов. АФК могут реагировать с ненасыщенными жирными кисло-
тами, вызывая переокисление мембранных липидов плазмалеммы 
и других внутриклеточных мембран. Окисление носит свободнора-
дикальный цепной характер. АФК могут вызвать оксиление белков, 
в результате чего их активность может быть ингибирована и усиле-
на чувствительность к протелитическим воздействиям (Gill, Tuteja, 
2010). Чрезмерная активация процессов перекисного окисления 
вызывает серьезные изменения мембран, приводя к существенным 
нарушениям их структуры и функций. На плазмалемме изменения, 
вызванные перекисным окислением, особенно значимы, посколь-
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ку эта мембрана является мощнейшим защитным барьером, через 
который осуществляется регуляция взаимосвязи клетки с  окру-
жающей средой. При этом в мембранных липидах уменьшается 
количество ненасыщенных жирных кислот, что сопровождается 
снижением текучести мембран, а также усиливается их проницае-
мость для веществ, которые в нормальных условиях могуть переме-
щаться только через специфические каналы, повреждаются белки, 
в результате чего инактивируются рецепторы, ферменты и ионные 
каналы (Alonso et al., 1997). Перекисное окисление способно изме-
нить функции хлоропластов за счет нарушения структуры белков 
и липидов тилакоидных мембран. Например, подавление активно-
сти аскорбатоксидазы в тилакоидах трансгенных растений томата 
с содержанием антисенс-копии гена данного фермента, приводила 
к  увеличению содержания малонового диальдегида, повышению 
выхода электролитов, уменьшению фотохимической эффективно-
сти фотосистемы II (Duan et al., 2012).

Образуясь при воздействии различных стрессовых факторов, 
АФК выполняют двойственную роль: при низких концентрациях 
АФК действуют как сигнальные молекулы, вовлеченные в процесс 
развития устойчивости к стрессу, при высоких концентрациях при-
водят к программируемой гибели клеток (Креславский и др., 2012; 
Zhou et al., 2012). Однако при действии стрессовых факторов ин-
тенсивность образования АФК в митохондриях значительно воз-
растает. При пониженных температурах антиоксидантные системы 
теплолюбивых растений не справляются с возрастающим уровнем 
АФК и возникающих на их основе перекисей, приводящих к цеп-
ным реакциям ПОЛ, обусловливающих развитие симптомов холо-
дового повреждения (Лукаткин, 2002а; Синькевич и др., 2011). 

Постепенное воздействие низких отрицательных температур 
на растения приводит к образованию льда в межклетниках (Pearce, 
1988). Лед в межклетниках образуется раньше, чем внутри клеток 
вследствие того, что межклеточная жидкость имеет более высокую 
точку замерзания, чем внутриклеточная жидкость. Накопление 
льда в межклеточном пространстве может привести к физическо-
му разрушению клеток и тканей, вызываемому, в частности, слипа-
нием межклеточного льда, клеточной стенки и мембраны. Однако 
большинство повреждений происходит из-за дегидратации клеток 
во время замораживания (Beck et al., 2004). При температуре ниже 
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нуля градусов химический потенциал льда меньше, чем химиче-
ский потенциал жидкой воды. Поэтому при образовании межкле-
точного льда химический потенциал с внешней стороны стано-
вится меньше, чем внутри клетки, что, в свою очередь, приводит 
к перемещению жидкой воды по градиенту водного потенциала 
с внутренней стороны во внешнюю. Точка равновесия в этом про-
цессе зависит как от начальной концентрации внутриклеточного 
раствора, так и от температуры, которая напрямую определяет хи-
мический потенциал воды (Thomashow, 1998). Иссушающее дей-
ствие льда, находящегося в межклеточниках, особенно при дли-
тельном действии низких температур, сходно с обезвоживанием, 
происходящим при засухе за счет испарения. Индуцируемая хо-
лодом дегидратация может привести к различным последствиям, 
приводящим к разрушению клеток, таким, как денатурация белков 
и их осаждение. Степень выживаемости клеток от высушивания, 
вызванного образованием внеклеточного льда, часто и определяет 
уровень морозоустойчивости растений (Uemura, Steponkus, 1989).

Воздействие сублетальных отрицательных температур на рас-
тения арабидопсиса приводит к увеличению липолитической ак-
тивности, что, в свою очередь, вызывает изменение липидного со-
става мембран (Welti et al., 2002). При этом происходит уменьшение 
содержания фосфатидилхолина, в значительно меньшей степени – 
фосфатидилэтаноламина и фосфатидилглицерола, а также увели-
чение содержания фосфатидиловой кислоты и лизофосфолипидов. 
Мутантные формы арабидопсиса fad2 с недостаточной активно-
стью десатураз, ответственных за образование полиненасыщенных 
липидов, в нормальных температурных условиях не отличаются от 
растений дикого типа, однако сильно угнетаются на холоду – при 
60С (Wallis, Browse, 2002). 

Таким образом, низкие положительные и отрицательные тем-
пературы часто оказывают повреждающее действие на раститель-
ные клетки. 

Воздействие низкой температуры на растения сопровождает-
ся значительными изменениями в протекании физиологических 
и биохимических процессов в клетках. Следствием первичных на-
рушений, вызванных воздействием неблагоприятных условий окру-
жающей среды, является индукция синтеза стрессовых белков и от-
дельных присущих норме белков на фоне подавления тотального 
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синтеза белка (Karimzadeh et al., 2000; Guy et al., 2008). Механизмы 
регуляции активности генов, индуцируемых холодом, и в той или 
иной степени меняющих их экспрессию при низких температурах, 
интенсивно исследуются в связи с важностью проблемы адаптации 
растений к воздействию холода (Chinnusamy et al., 2006; Guy et al., 
2008; Solanke, Sharma, 2008; Heidarvand, Amiri, 2010). Большинство 
известных на сегодняшний день генов были выделены из библио-
тек кДНК с помощью метода дифференциального скринирования, 
когда используются нормальная ростовая температура и низкая по-
ложительная температура для получения различных пулов мРНК. 
Этим методом выделяются гены, экспрессия которых индуцируется 
низкой температурой, а мРНК исследуемых генов присутствует на  
относительно высоком уровне. Таким образом были обнаружены 
и охарактеризованы в разных исследовательских лабораториях мно-
гочисленные гены, получившие различные обозначения: COR (cold 
regulated), LTI (low-temperature-induced), CAS (cold-acclimation-
specific), RD (responsive-to-dehydration), KIN (cold inducible), ERD 
(eаrly responsive to dehydration) гены. Многие из этих генов, на-
ряду с холодом, индуцируются также и дегидратацией, солевым 
стрессом в ответ на действие абсцизовой кислоты (Kurkela, Frank, 
1990; Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Hughes, Dunn, 1996; 
Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006; Janska et al., 2010). Эти ис-
следования показывают, что холодоустойчивость растений имеет 
мультигенный характер, и холодовая акклимация включает изме-
нения в  уровне экспрессии нескольких сотен генов (Hannah et al., 
2006; Kaplan et al., 2007).

1.2. Приспособление растений к понижению температуры 
окружающей среды

Способность противодействовать повреждающему воздей-
ствию низких температур характерна для многих видов растений 
умеренного климата. Разнообразные приспособления на разных 
уровнях структурной организации – от молекулярного до организ-
менного – позволяют растениям адаптироваться к таким воздей-
ствиям (Климов, 2001). Растения показывают более высокую мо-
розоустойчивость после их экспозиции при низких положительных 
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температурах. Этот процесс называется закаливанием. Во время 
закаливания происходят разнообразные биохимические, морфоло-
гические и физиологические изменения в растительных клетках, 
подготавливающие их к перенесению морозов: изменения в экс-
прессии определенных генов, транзиентное увеличение содержа-
ния АБК, изменения в составе мембранных липидов, накопление 
совместимых осмолитиков (пролин, бетаин, полиолы и раство-
римые сахара), увеличение уровня антиоксидантов (Касперска-
Палач,1983; Thomashow, 1998; Hare et al., 1998; Xin, Browse, 2000; 
Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Taji et al., 2002; Hekneby et 
al., 2006; Guy et al., 2008; Miller et al., 2008; Bonnecarrere et al., 2011).

Биохимические и физиологические изменения, происходящие 
у растений при снижении температуры окружающей среды, обу-
словлены различной активностью в экспрессии тех или иных генов. 
Исследования по выяснению структуры и организации подобных 
генов, их регуляции и вклада в развитие стрессового ответа расте-
ний проводятся достаточно давно, и накоплен значительный объем 
сведений в этой области (Thomashow, 1999; Shinozaki, Yamaguchi-
Shinozaki, 2000; Колесниченко, Войников, 2003; Войников и др., 
2004; Guy et al., 2008; Hirayama, Shinozaki, 2010). Исследования 
транскрипционной модуляции генов во время холодовой акклима-
ции с использованием различных микрочиповых технологий пока-
зали, что активность от 2 до 13% генов арабидопсиса регулируются 
холодом (Fowler, Thomashow, 2002; Vogel et al., 2005).

Образующиеся во время холодового стресса в клетке АФК 
вызывают повреждение мембран в результате инициирования 
процессов перекисного окисления липидов (Skyba et al., 2012). 
В  физиологических условиях продукция АФК тонко сбаланси-
рована механизмами их связывания. Избыточному накоплению 
АФК препятствует существование в растительных клетках анти-
оксидантной защитной системы, компонентами которой являются 
ферментативные и неферментативные антиоксиданты. К фермен-
тативным антиоксидантам относятся суперосиддисмутаза, катала-
за, аскорбатпероксидаза, гваяколпероксидаза, глутатионредуктаза 
и др. (Gill, Tuteja, 2010; Skyba et al., 2012; Креславский и др., 2012). 
Генотипические различия в активности ферментов антиоксидант-
ной защиты растений могут проявляться в их различной устойчи-
вости к холоду (Синькевич и др., 2011). Важнейшими нефермента-
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тивными антиоксидантами, перехватчиками свободных радикалов, 
являются аскорбиновая кислота, глутатион, пролин, α-токоферол, 
каротиноды, флавоноды (Gill, Tuteja, 2010; Sun et al., 2011; Zhou 
et al., 2012). Надземная и подземная части теплолюбивых растений 
по-разному реагируют на холодовое воздействие: листья способны 
поддерживать активность антиоксидантной системы на более вы-
соком уровне, чем корни, что позволяет им эффективнее противо-
стоять накоплению АФК и снизить интенсивность процессов ПОЛ 
(Попов и др., 2010). Поэтому одной из причин неспособности кор-
невой системы теплолюбивых растений к закаливанию и их гибели 
при низкотемпературном стрессе, возможно, является увеличение 
насыщенности и доли С20–24 жирных кислот в липидах клеток кор-
ня (Попов и др., 2012). 

Для преодоления повреждения мембран, возможного при хо-
лодовом стрессе, растения выработали определенные механизмы 
их стабилизации. Так, один из них включает изменение в составе 
липидов мембраны, например, в уровне и типах мембранных сте-
ролов и сереброзидов и увеличение уровня ненасыщенных жир-
ных кислот в составе мембранных фосфолипидов, таких как фос-
фатидилхолин (Касперска-Палач, 1983; Uemura, Steponkus, 1989; 
Uemura, 2006), что рассматривается как защитная реакция клетки, 
обусловливающая снижение температуры фазовых переходов ли-
пидов мембран из жидкокристаллического состояния в твердое. 
На фазовые процессы в мембранах оказывают комплексное воз-
действие множество факторов, таких как водные характеристики 
мембран, лиотропное и термотропное фазовое поведение смеси ли-
пидов в мембранах, кривизна составных монослоев (Uemura et al., 
2006). Исследования показывают, что увеличение соотношения 
фосфатидилхолина при холодовой акклимации позволяет избежать 
перехода липидного бислоя в отдельных участках мембраны в ин-
вертированную гексагональную фазу (Uemura et al., 2006). Даже на-
блюдаемое при понижении температуры в мембранах увеличение 
содержания фосфатидилэтаноламина, склонного к образованию 
инвертированной гексагональной фазы, вследствие его взаимодей-
ствия с другими липидами и белками мембраны, не приводит к по-
вышению возможности перехода от ламеллярной к гексагональ-
ной фазе. Увеличение содержания фосфолипидов и уменьшение 
содержания цереброзидов приводит к увеличению оводненности  
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мембран и уменьшению истинной кривизны составных моносло-
ев, что, в свою очередь, уменьшает температуру фазового перехо-
да липидов плазматической мембраны при холодовой акклимации 
(Uemura et al., 2006). Некоторые белки-переносчики липидов мо-
гут транспортировать жирные кислоты и липиды между внутри-
клеточными органеллами, способствуя повышению устойчивости 
растений к морозу (Guo et al., 2013). У арабидопсиса, например, 
установлено, что плазматические мембраны незакаленных расте-
ний под действием холода подвергаются индуцированному лизису 
и формированию инвертированной гексагональной фазы липидов, 
а мембраны закаленных растений – нет (Webb et al., 1994). Пока-
зана более высокая текучесть мембран клеток листьев закаленных 
растений морозоустойчивого сорта Мироновская 808 по сравне-
нию с маломорозостойкой пшеницей сорта Пеньямо 62 (Vigh et al., 
1979). Анализ изменений жирнокислотного состава мембранных 
липидов у холодоустойчивых злаков – яровой пшеницы и пырей-
ника сибирского и чувствительного к холоду злака кукурузы при 
действии низкой температуры показал, что различная способность 
этих растений адаптироваться связана с увеличением у холодо
устойчивых видов относительного содержания α-линоленовой, 
а не линолевой кислоты (Макаренко и др., 2010). 

Модификация структуры мембран, происходящая в процессе 
акклимации растений к холоду, обеспечивается активацией неко-
торых ферментов, например, аминофосфолипидтранслоказы ALAI 
арабидопсиса, относящейся к АТФ-азе Р-типа и регулирующей 
трансмембранную асимметрию липидного бислоя (Gomus et  al., 
2000). В суспензионных культурах клеток винограда и яблони за-
каливание приводит к уменьшению пор в клеточной стенке. При 
закаливании некоторых вечнозеленых растений в тканях листьев 
увеличивается клеточное натяжение, способствующее боль-
шей устойчивости к изменению объема клеток при замерзании 
(Rajashekar, Lafta, 1996). 

Кроме того, криопротекторное действие на мембранную си-
стему клетки оказывают и водорастворимые углеводы (Bertrand 
et al., 2011), так как благодаря своему защитному действию на мем-
бранную систему клетки, метаболическому действию, уменьшаю-
щему интенсивность внеклеточного льдообразования, резервному 
действию, обеспечивающему весеннее отрастание листьев, повы-
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шают устойчивость растений к низким температурам. Например, 
сахароза, связываясь с мембранами, стабилизирует их при сильном 
охлаждении. Кроме того, сахароза служит источником для синтеза 
других соединений, повышающих устойчивость к действию мо-
роза, например, фруктанов, также стабилизирующих клеточные 
мембраны и предотвращающих их повреждение при замерзании 
(Sandve et al., 2011; Bertrand, 2011; Pagter et al., 2011). Определен-
ную роль в повышении устойчивости растительных клеток к обе-
звоживанию играют олигосахариды семейства раффинозы, такие 
как раффиноза и стахиоза, которые широко распространены среди 
растений и служат как транспортными метаболитами, так и запас-
ными углеводами (Iftime et al., 2011). Для развития устойчивости 
к высушиванию критическим является скорее соотношение раф-
финозы и сахарозы, чем общее содержание сахаров (Brenac et al., 
1997). В значительных количествах раффиноза и галактоза в клет-
ках растений накапливается под воздействием засухи, высоких 
концентраций солей и холода, что подтверждает их вовлеченность 
в стрессовый ответ. В условиях абиотического стресса в растени-
ях арабидопсиса происходила сверхэкспрессия гена AtGolS2, коди-
рующего галактинолсинтазу, катализирующую первый этап био-
синтеза раффиноз из UDP-галактозы, и это вызывало увеличение 
эндогенного содержания галактинола и раффинозы, повышающее 
устойчивость растений к стрессу (Taji et al., 2002). В трансгенных 
растениях арабидопсиса с повышенной экспрессией синтазы ста-
хиозы показано, что накопление стахиозы в цитоплазме, транспорт 
которой в пластиды затруднен из-за отсутствия специфического 
переносчика, не приводило к усилению морозоустойчивости, что 
подтверждает предположение о протективных свойствах олиго-
сахаридов семейства раффинозы в отношении тилакоидов, но не 
плазматических мембран (Iftime et al., 2011). В ответ на действие 
абиотических стрессовых факторов (засуха, засоление, холод) мно-
гие растения накапливают в клетках свободный пролин, который 
может стабилизировать внутриклеточные структуры (Nanjo et al., 
1999; Chen, Li, 2002; Laura et al., 2010; Hadi et al., 2011). Подавле-
ние деградации пролина в трансгенных растениях арабидопсиса, 
содержащих кДНК пролиндегидрогеназы в обратной последова-
тельности, способствовало повышению устойчивости таких расте-
ний к морозу и засолению по сравнению с растениями дикого типа 
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(Nanjo et al., 1999). Таким образом, пролин, образующий совмести-
мые растворы, участвует в  защите клеточных мембран и других 
макромолекул от вызванного морозом высушивания, и является 
частью механизма адаптации к некоторым абиотическим стрес-
сам (Hadi et al., 2011). Следовательно, чем больше накапливается 
соединений, способных связывать значительные количества воды, 
тем больше способность клетки к выживанию в условиях низких 
температур. Особенно отчетливо это доказано на примере растений 
с измененным геномом. Например, трансгенные растения кукуру-
зы, содержащие ген betА из E. coli, кодирующий холиндегидроге-
назу, накапливали значительно большее количество глицинбетаи-
на, чем растения дикого типа (Quan et al., 2004). Такие растения 
показывали более высокую способность к прорастанию, обладали 
повышенной устойчивостью к повреждающему воздействию холо-
да на мембраны, интенсивность фотосинтеза. Известно, что бетаин 
оказывает защитный эффект на активность ферментов в стрессо-
вых условиях (Sakamoto, Murata, 2002). Можно предположить, что 
повышенное содержание бетаина в трансгенных растениях способ-
ствует сохранению активности ферментов при стрессе, в том чис-
ле ферментов метаболизма сахаров и аминокислот, по сравнению 
с растениями дикого типа. Это приводит к повышению содержания 
в клетках сахаров и свободных аминокислот, главным образом ала-
нина, глутаминовой кислоты, глицина, серина, и соответственно – 
к улучшению осморегуляции при стрессовых условиях. Следует 
отметить, что совместимые осмолитики синтезируются многими 
организмами, от бактерий до животных и растений, в ответ на вы-
сушивание, осмотический стресс, засоление и воздействие низких 
температур и, по-видимому, участвуют в стабилизации чувстви-
тельных клеточных компонентов в условиях стресса. Они повыша-
ют осмотический потенциал и, улучшая водный статус, сохраняют 
клеточный объем при замерзании, стабилизируют структуру ма-
кромолекул, например, белков, преимущественным исключением 
из их гидратных оболочек других молекул белков (Timasheff, 1993), 
способствуют восстанавливанию структуры денатурированных 
белков с помощью шаперонов (Diamant et al., 2001), стабилизиру-
ют мембраны во время замерзания–оттаивания (Crowe et al., 1990).

Существенная роль в адаптации растений к низким темпера-
турам принадлежит белкам. В стабилизации мембран тилакоидов 
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листьев рододендрона при холодовой акклимации, соответственно 
в защите фотосинтетического аппарата от холода и повышенного 
солнечного излучения в зимнее время, играет синтез ранних ин-
дуцированных светом белков (ELIPs, Early Light-Induced Proteins) 
(Peng et al., 2008). Показано защитное действие белка криопротек-
тина листьев капусты на изолированные тилакоиды при замора-
живании–оттаивании (Hincha et al., 2001). Увеличение активности 
синтеза актин-связывающего белка, участвующего в деполимери-
зации микротрубочек и актиновых филаментов, способствует до-
стижению большей текучести плазматической мембраны во время 
холодовой акклимации у растений пшеницы (Danyluk et al., 1996). 
У морозостойких растений важную роль играют антифризные бел-
ки, ингибирующие рост кристаллов льда и обеспечивающие сни-
жение температуры замерзания воды, белки, аналогичные по функ-
ции и молекулярной массе белкам теплового шока, белки семейства 
дегидринов. В развитии холодового ответа участвуют так называе-
мые COR-белки (белки холодового ответа). Ключевое значение для 
запуска и координации стрессового ответа имеет стимуляция холо-
дом экспрессии генов, кодирующих компоненты рецепции и транс-
дукции сигнала, а также регуляторные белки. 

Способность тормозить внутриклеточное образование кри-
сталлов льда при температурах значительно ниже точки замер-
зания, то есть в состоянии глубокого переохлаждения придают 
клеткам растений высокие концентрации антинуклеаторов льда. 
(Hacker et al., 2011). 

Дегидратация является значительным компонентом низкотем-
пературного стресса. Действительно, было показано, что некото-
рые растения увеличивают свою устойчивость к воздействию хо-
лода в ответ на дегидратацию (Guy et al., 1992; Thomashow, 1998; 
Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006). Молекулярная основа пере-
крестной защиты еще не полностью ясна; по-видимому, для раз-
вития устойчивости к обоим стрессовым воздействиям растениям 
необходимы сходные изменения в клетках, что вызывает на опреде-
ленных этапах адаптации экспрессию одних и тех же генов и на-
копление идентичных веществ (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 
2006; Janska, 2010). 

Показано, что в растениях арабидопсиса существует корреля-
ция между содержанием флавоноидов и морозостойкостью (Korn 
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et al., 2008). Функцию защиты фотосинтетического аппарата и ней-
трализации свободных радикалов выполняет индуцируемое низко-
температурным воздействием накопление антоциана в проростках 
арабидопсиса (Zhang et al., 2011). 

Таким образом, растения могут приобретать свойства моро-
зостойкости, проходя несколько этапов закаливания, во время ко-
торых активизируется весь комплекс защитных средств растения. 
В мембранах возрастает содержание ненасыщенных жирных кис-
лот, позволяющее поддерживать высокую проницаемость мембран 
при замораживании, повышается устойчивость плазматических 
мембран к разрывам, снижается точка замерзания цитоплазмы, 
отмечается некоторое уменьшение количества внутриклеточной 
воды, что тормозит образование внутриклеточного льда. 
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Известно, что неспецифическим стрессовым ответом расте-
ний является снижение тотальной активности синтетических про-
цессов и деградация белоксинтезирующего аппарата. Эти измене-
ния в метаболизме клеток направлены на ослабление последствий 
воздействия неблагоприятных внешних факторов, в том числе на 
синтез белка. Многочисленные исследования свидетельствуют, что 
холодовое закаливание вызывает значительные изменения в соста-
ве растворимых белков растений (Mohapatra et al., 1987; Robertson 
et al., 1988; Perras, Sarhan, 1989; Kurkela and Franck, 1990; Nordin 
et al., 1991; Gilmour et al., 1992; Lang and Palva, 1992; Moreno et al., 
1994; Колесниченко и др., 1996; Shimamura et al., 2006; Huang et al., 
2011; Hsu et al., 2011). 

Широкое распространение в геномных исследованиях микро-
чиповых технологий ускорило процесс выявления измененной экс-
прессии генов при холодовой акклимации. Так, полученная методом 
вычитающей гибридизации библиотека клонов с чувствительными 
к холодовой акклимации генами в тканях Festuca pratensis, про-
шедших и не прошедших холодовую акклимацию, была проанали-
зировна с помощью микрочипов и были установлены дифференци-
ально экспрессирующиеся гены (Rudi et al., 2011). Было показано, 
что дифференциальная экспрессия только 7 генов ассоциирована 
с различиями в уровне морозостойкости. Среди них QМ-подобные 
и TPT-подобные гены. QМ-ген впервые был охарактеризован как 
ген, подавляющий рост опухолей, функциональное значение кото-
рого заключается в возможности связываться с  ДНК и регулиро-
вать транскрипцию (Oh et al., 2002). QМ-белок в растениях, воз-
можно, участвует в регуляции транскрипции генов синтеза пролина 
(Rudi et al., 2011). TPT-подобные гены кодируют триозофосфат/
фосфат транслокаторы – белки, локализованные на хлоропласт-
ных мембранах и ответственные за перенос сахарозы в цитоплаз-
му. Протеомными исследованиями двух различающихся по мо-
розоустойчивости линий F. pratensis при холодовой акклимации 
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было показано, что холодовая акклимация вызвала у них измене-
ния в содержании 51 белка (Sandve et al., 2011). Большее количество 
из  этих белков относились к белкам, непосредственно связанных 
с фотосинтезом, что подчеркивает значение функционирования фо-
тосинтезирующего аппарата при холодовом стрессе для достижения 
необходимого уровня морозоустойчивости. Кроме того, изменялось 
содержание таких белков, как 50S рибосомный белок L10 и 30S ри-
босомный белок S10 из хлоропластов, ADP-глюкозопирофосфатаза, 
ADP-рибозилирующий фактор 1, глобулин 2. Протеомные подходы 
к изучению холодового ответа двух линий Pisum sativum L., отли-
чающихся холодоустойчивостью, позволили идентифицировать 
68 белков, связанных с ответом на холод и 32 белка после воздей-
ствия мороза (Dumont et al., 2011). Среди белков, показывающих 
повышенное содержание при охлаждении, значительное число со-
ставляли белки, участвующие в фотосинтезе, белки «домашнего 
хозяйства», а также такие ферменты, как геранил геранил пиро-
фосфатсинтаза, участвующая в синтезе геранил геранил пирофос-
фата – прекурсора для гиббереллинов, а также малатдегидрогеназа, 
энолаза.

Возникновение устойчивости к холоду является сложным про-
цессом и БХШ по разному могут влиять на его развитие. К настоя-
щему времени определены нуклеотидные последовательности ге-
нов белков холодового шока у многих видов растений (Guo et al., 
1992; Cattivelli, Bartels, 1990; Neven et al., 1993; Laberge et al., 
1993; Kurkela, Frank, 1990; Nordin et al., 1991; Lin, Tomashow, 1992; 
Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 1994; White et al., 1994; Yamaguchi-
Shinozaki, Shinozaki, 2006; Janska et al., 2009; Таланова и др., 2009). 
В то же время не для всех из них определены их функции in vivo.

2.1. Ферменты

При холодовом стрессе активность ферментов меняется в раз-
ной степени. Понижение температуры окружающей среды вы-
зывало увеличение активности тиоловых протеаз, обеспеченное 
индукцией экспрессии протеазного гена, что необходимо для де-
градации полипептидов, денатурированных низкими температура-
ми (Schaffer, Fischer, 1988). У арабидопсиса при холодовом стрессе 
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происходит индукция генов киназы рибосомного белка S6. Воз-
можно, фосфорилирование этого рибосомного белка способству-
ет поддержанию белкового синтеза в условиях стресса (Mizoguchi 
et al., 1995). В проростках пшеницы значительное увеличение ак-
тивности цистеиновых протеиназ показано при их дегидратации, 
в то время как холодовая акклимация подавляла ферментативную 
активность (Grudkowska, Zagdanska, 2010). Регуляторная роль про-
теолизиса многозначна и включает удаление нефункциональных 
белков, поддержание стехиометрического количества субъединиц 
ферментов, освобождение аминокислот для рециклинга и актива-
ции некоторых белков. Деградация белков в растениях является 
сложным и строго регулируемым процессом, включающим мно-
жественные протеолитические пути в различных компартментах 
клетки. Обнаружено, что при холодовой акклимации некоторых 
растений индуцируется синтез хитиназ (de los Reyes et al., 2001; 
Gupta, Deswal, 2012; Ahmed et al., 2012), меняется количество и ин-
тенсивность отдельных изоформ таких ферментов, как лейцинами-
нопептидаза, эстераза и кислая фосфатаза (Syros et al., 2005). 

Поддержание оптимального уровня содержания ненасыщен-
ных жирных кислот, ответственных за метаболическую адаптацию 
организмов к стрессовым воздействиям окружающей среды, в мем-
бранных липидах, обеспечивают ферменты – десатуразы жирных 
кислот (Wada et al., 1994; Лось, 1997). Увеличение количества двой-
ных связей в жирных кислотах снижает температуру перехода мем-
бран из жидкокристаллической фазы в фазу геля и придает мембра-
нам необходимую степень текучести (Uemura et al., 2006). Наличие 
в мембранах растений полиненасыщенных жирных кислот корре-
лирует с устойчивостью к низким температурам (Somerville, 1995; 
Maali Amiri et al., 2010). Реакция ферментативного образования 
двойной связи в ацильных цепях жирных кислот состоит в следу-
ющем: активные десатуразы связывают два атома трехвалентного 
железа, которые формируют активный комплекс с атомом кисло-
рода Fe–O–Fe (Fox et al., 1993). Этот комплекс способен разрывать 
неактивные –С–Н– связи, приводя к образованию двойных свя-
зей –С=С– в цепях жирных кислот. Следовательно, десатурация 
жирных кислот в глицеролипидах является важнейшей реакцией, 
неоходимой для поддержания физических свойств мембранных 
липидов. Например, при низких температурах усиливается синтез 
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десатуразы насыщенных жирных кислот и предполагаемого белка-
переносчика липидов, кодируемых соответственно геном FAD8 
у арабидопсиса (Gibson et al., 1994) и геном BLT4 ячменя (Hughes, 
Dunn, 1996). Они, вероятно, увеличивают холодостойкость клеток, 
изменяя состав липидов мембран. Значение повышенного содержа-
ния полиненасыщенных жирных кислот в мембранах листьев по-
казано и на трансгенных растениях с введенными генами десатураз 
(Астахова и др., 2011).

Повреждающему действию АФК, содержание которых при 
холодовом стрессе возрастает, противостоят антиокислительные 
ферменты, в первую очередь, супероксиддисмутаза (СОД), которая 
снижает концентрацию О2

–, а также пероксидаза и каталаза, устра-
няющие избыток перекисей, образованных СОД из О2

– (Лукаткин, 
2002). Регулирование образования АФК достигается также разоб-
щением окисления и фосфорилирования при помощи митохон-
дриальных разобщающих белков. Например, установлено, что вы-
деленный и охарактеризованный белок холодового шока озимой 
ржи с молекулярной массой 310 кДа БХШ310 во время низкотем-
пературного стресса регулирует энергетические функции митохон-
дрий, разобщая окисление и фосфорилирование и вызывая термо-
генез (Kolesnichenko et al., 2000; Zykova et al., 2000; Зыкова и др., 
2000; Grabelnych et al., 2001). Во время низкотемпературного стресса 
из двух активностей стрессового белка БХШ310 – прооксидантной 
и антиоксидантной – в растительной клетке преобладает антиокси-
дантная функция (Зыкова и др., 2002). Таким образом, с одной сто-
роны, митохондрии являются одним из основных источников АФК 
во время низкотемпературного стресса, вызывающих окислительное 
повреждение мембранных липидов, белков, а также нуклеиновых 
кислот, с другой – в  митохондриях имеются мощные антиокисли-
тельные системы, позволяющие контролировать интенсивность 
процессов ПОЛ (Войников и др., 2004). Важную роль в детоксика-
ции АФК играет такой мощный антиоксидант как глутатион, вос-
становленная форма которого поддерживается глутатион редуктазой 
(Shu et al., 2011). В повышении устойчивости растений к стрессам, 
регулировании их роста важное значение имеет также и  малатде-
гидрогеназа – ключевой фермент в  синтезе малата в клетке (Ding, 
Ma, 2004). Для удаления АФК, образующихся при стрессе, различ-
ными антиоксидантными ферментами требуется достаточно много 
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энергии, а повышение активности малатдегидрогеназы обеспечива-
ет вовлечение в цикл трикарбоновых кислот большего количества 
малата для поддержки синтеза АТФ (Yao et al., 2011). В то же время 
повышение энергопотребления ведет к ограничению дальнейшей 
генерации АФК. Энергетические ресурсы, необходимые раститель-
ной клетке в преодолении неблагоприятных температурных условий 
обеспечиваются ферментами, вовлеченными в цикл трикарбоновых 
кислот (аконитатгидратаза), гликолиз (энолаза), участвующими в ме-
таболизме углеводов (фосфоглюконатдегидрогеназа, фруктокиназа, 
цитоплазматическая малатдегидрогеназа), в предотвращении окси-
дативного повреждения (оксалил-КоА декарбоксилаза), детокси-
фикации метилглиоксаля (глиоксолаза 1), которые также оказались 
среди регулируемых холодовым стрессом белков (Lee et al., 2009). 
Повышенная экспрессия гена метионинаминопептидазы, отщепляю-
щей первый метионин с N-конца синтезированного белка, сопрово-
ждается усилением морозостойкости растений арабидопсиcа в про-
цессе холодовой акклимации (Jeong et al., 2011). 

Кальций-зависимые протеинкиназы, митоген-активируемые 
протеинкиназы, синтез которых также регулируется холодом, мо-
гут способствовать усилению холодостойкости, контролируя экс-
прессию генов, участвующих в ответе растений на холод или ре-
гулируя активность белков, вовлеченных в развитие устойчивости 
к низким температурам (Hughes, Dunn, 1996; Huang et al., 2011). 

Для роста и развития растений в условиях стресса важно 
поддержание способности клеток к делению в неблагопрятных 
условиях. Одним из ферментов, участвующих в процессах деле-
ния клеток, является RAN (Ras-like nuclear) ГТФ-аза, из семей-
ства малых ГТФ-аз, который способствует формированию верете-
на деления и сборке ядерной мембраны в конце митоза (Chen et al., 
2011). У риса экспрессия ГТФ-азы OsRAN2 на холоду усиливалась, 
а сверхэкспрессия в трансгенных растениях риса повышала устой-
чивость растений к понижению температуры. Такие растения отли-
чались устойчивым делением клеток и формированием нормальной 
ядерной мембраны в условиях холодового стресса. Таким обра-
зом, основой для развития устойчивости к холоду при экспрессии 
OsRAN2 является поддержание деления клеток через обеспечение 
нормального экспорта внутриядерного тубулина в конце митоза 
и формирование интактной ядерной мембраны (Chen et al., 2011).
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2.2. «Антифризные» белки 

Интересным фактом стало обнаружение того, что растения, как 
некоторые рыбы (DeVries et al., 1970; Lin et al., 1999) и насекомые 
(Duman and Horwath, 1983), синтезируют «антифризные» белки 
(АФБ) в ответ на действие низких температур (Urrutia et al., 1992; 
Meyer et al., 1999; Atici, Nalbantoglu, 2003; Middleton et al., 2009; 
Lauersen et al., 2011; Gupta, Deswal, 2012). Эти протеины обладают 
активностью, вызывающей температурный гистерезис: снижают 
температуру, при которой образуется лед, но не влияют на точку 
плавления. Это связано тем, что АФБ связываются с поверхностью 
растущего кристалла льда и тормозят его дальнейший рост (Pertaya 
et al., 2008; Walter et al., 2011). Возможными функциями белков 
температурного гистерезиса авторы считают ингибирование рекри-
сталлизации, уменьшение скорости роста кристаллов и защиту кле-
точных мембран за счет подавления образования кристаллов льда 
в межклеточном пространстве. При этом предотвращается возмож-
ность разрушения мембран растущими кристаллами льда (Walter 
et al., 2011). Однако уровень температурного гистерезиса, который 
показывают растительные АФБ (0,2–0,5 °С) значительно ниже зна-
чений, достигаемых АФБ рыб (0,7–1,5 °С) и насекомых (3–6 °С). 
АФБ влияют на форму кристаллов льда, которые образуются при 
снижении температуры ниже точки замерзания раствора и являют-
ся сильными ингибиторами рекристаллизации льда, т.е. тормозят 
объединение малых кристаллов в большие. При анализе вытяжек 
из стеблей растений паслена, собранных осенью и в летний пери-
од, обнаружено, что первые обладали способностью к ингибиро-
ванию рекристаллизации льда, а вторые – нет (Urrutia et al., 1992). 
Наибольшие значения температурного гистерезиса определены для 
растений подорожника, мятлика, барбариса. 

Экспрессия АФБ рыб или насекомых в растениях является од-
ним из возможных путей повышения устойчивости чувствительных 
к холоду растений. Так, у растений трансгенных линий арабидоп-
сиса, в которых происходит экспрессия генов АФБ жука Dendroides 
сanadensis, апопластная жидкость замерзала при значительно более 
низкой температуре по сравнению с растениями дикого типа (Huang 
et al., 2002). Анализ фракции апопластных белков трансгенных рас-
тений табака, содержащих синтетический ген АФБ шелкопряда ка-
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надской ели, показал увеличение ингибирования рекристаллизации 
льда и  уровня активности температурного гистерезиса (Holmberg 
et al., 2001). Следовательно, применение трансгенных технологий 
в растениеводстве с привлечением генов АФБ различных организ-
мов открывает новые перспективы для получения растений с повы-
шенной устойчивостью к холоду (Venketesh, Dayananda, 2008).

В ряде работ было выявлено, что в ходе холодовой акклимации 
растений озимой ржи в их апопластной жидкости происходит нако-
пление АФБ с молекулярной массой от 16 до 35 кД (Yeh et al., 2000; 
Yu et al., 2001). Интересно, что наряду со способностью модифициро-
вать рост кристаллов льда, эти белки проявляют глюканазную и хи-
тиназную активность, а часть из них является тауматин-подобными 
белками, что позволило авторам сделать заключение о двойственной 
роли АФБ, прошедших акклиматизацию растений ржи, участвую-
щих в становлении устойчивости к низким температурам и патоге-
незу. Один из АФБ был очищен, и оказалось, что он обладает как эн-
дохитиназной, так и антифризной активностью. Этот белок изменял 
форму кристаллов льда и проявлял относительно низкий уровень 
температурного гистерезиса. В то же время очищенная эндохитина-
за табака, теплолюбивого растения, не обладала антифризной актив-
ностью, как и эндохитиназа, глюканаза и тауматинподобные белки, 
выделенные из клеточного экстракта неакклиматизированной ржи. 
Таким образом, антифризная активность не является неотъемлемым 
свойством этих белков.

В растениях арабидопсиса и рапса были обнаружены белки, 
обогащенные аланином или глицином, имеющие α-спиральную 
структуру (Kurkela, Franck, 1990; Gilmour et al., 1992; Orr et al., 
1992). Эти белки имеют определенную гомологию с АФБ аркти-
ческих рыб (Hew et al., 1985). Конформационное соответствие 
данных молекул АФБ кристаллографической решетке льда по-
зволяет им адсорбироваться на поверхности эмбриональных кри-
сталлов вдоль оси их преимущественного роста путем конкурент-
ного образования водородных связей. Наращиваемая поверхность 
кристаллов льда блокируется АФБ от доступа молекул воды не 
только непосредственно в местах водородного связывания анти-
фризов; благодаря обилию гидрофобных метильных групп экра-
нируются также центры кристаллизации, не принимающие уча-
стия в образовании водородных связей (Аванов, 1990). Очевидно, 
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такие небольшие аланин-богатые белки выполняют специализиро-
ванную криопротекторную функцию, которая проявляется в сниже-
нии точки замерзания, что препятствует образованию кристаллов 
льда при переохлаждении. Большинство подобных белков имеют 
альфа-спиральную структуру, высокую гидрофильность и термо-
стабильность (Hincha, Smitt, 1992; Boothe et al., 1997). Например, 
белок COR15am из арабидопсиса – продукт гена COR15a, регули-
руемого холодом с молекулярной массой 9,4 кД, является весьма 
гидрофильным, остается растворимым после кипячения, так как бо-
лее чем 60% состава аминокислот в нем приходится на Ala, Lys, Glu 
и Asp (Nakayama et al., 2007). 

С помощью конструирования трансгенных растений было вы-
явлено, что хлоропласты, содержащие COR15am в трансгенных 
растениях арабидопсиса, были на 1–2 °С устойчивее к холодовому 
воздействию, чем хлоропласты из растений дикого типа, не содер-
жавшие белок COR15am. Холодовая акклимация трансгенных рас-
тений увеличивает устойчивость их хлоропластов примерно на 6 °С. 
Было показано также, что экспрессия COR15a способствовала уве-
личению криостабильности плазматических мембран (Artus et  al., 
1996). Это заключение было сделано из опытов, где выживаемость 
протопластов вычислялась с помощью прижизненного окрашивания 
флуоресцин диацетатом. Было выявлено, что в отличие от холодо-
вой акклимации, которая увеличивала выживаемость протопластов 
при температуре от –2 °C до –4 °С, экспрессия COR15am повышала 
этот показатель в диапазоне температур от –4° до –8 °С. Возможно, 
экспрессия COR15am способствует предотвращению некоторых ви-
дов мембранных повреждений, но не всех. Показано, что преобла-
дающей формой повреждения мембран при температурах от –2 ° до 
–4 °С, вероятно, является лизис, вызванный растяжением, тогда как 
в границах температур от –4 ° до –8 °С происходит переход липидов 
из ламеллярной фазы в гексагональную инвертированную фазу, так-
же вызывающий разрыв мембраны (Uemura, Steponkus, 1989). Таким 
образом, экспрессия COR15am ограничивает разрушение мембраны, 
вызванное формированием гексагональной инвертированной фазы 
липидов при низких температурах, но не способна предотвратить 
лизис мембраны вследствие растяжения. Однако молекулярные ме-
ханизмы, при помощи которых подобные белки участвуют в стабили-
зации мембраны, предотвращающей индуцируемый холодом лизис, 
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еще не ясны. Вероятно, белок COR15am функционирует не столько 
как криопротектант, а как медиатор вызываемых низкими температу-
рами изменений генной экспрессии, состава липидов и т.д., оказывая 
влияние на морозоустойчивость органелл и в целом клеток за счет 
биохимических или физиологических изменений (Artus et al., 1996). 

Сходными свойствами, вероятно, обладают и белки холодово-
го шока капусты (Баймиев и др., 1999), последовательность генов 
которых соответствует последовательности охарактеризованного 
ранее гена белка холодового шока арабидопсиса (Kurkela, Franck, 
1990), что показано при сравнении клонированнного фрагмента 
ДНК, кодирующего ген CSP5 БХШ капусты, состоящего из 600 пар 
оснований, с соответствующими генами арабидопсиса (Kurkela, 
Franck, 1990) и рапса (Orr, 1992) (рис. 1). Обнаружена высокая сте-
пень гомологии, достигающая 70%. 

Рис. 1. Сравнение нуклеотидных последовательностей кодирующих участков  
генов белков холодового шока растений семейства капустных:  

1 – Brassica oleracea; 2 – Arabidopsis thaliana; 3 – Brassica napus. A – первый экзон; 
B – второй экзон; C – третий экзон. Строчными буквами указаны замены  

нуклеотидов, не вызывающие изменения в аминокислотной последовательности
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Выведенная аминокислотная БХШ капусты характеризует-
ся довольно высоким содержанием аланина (до 20%), сочетает 
в себе гидрофильные и гидрофобные свойства и имеет альфа-
спиральную структуру (рис. 2). Имеющиеся замены отдельных 
аминокислот сводятся главным образом к нефункциональным за-
менам на подобные аминокислоты, как, например, аланин на гли-
цин, треонин, или наоборот, за исключением трех аминокислот 
в  С-концевой части белка. Основываясь на гомологии выведен-
ных аминокислотных последовательностей БХШ арабидопсиса, 
который предположительно отнесен к семейству антифризных 
аланин-богатых белков (Kurkela, Franck, 1990), с таковым капу-
сты, можно, по-видимому, рассматривать БХШ капусты в каче-
стве представителя этого важного для поддержания целостности 
клеточных структур при отрицательных температурах семейства 
белков, обеспечивающих в этих условиях торможение образова-
ния внутриклеточного льда. 

ПЦР-анализ ДНК растений, относящихся к различным так-
сономическим группам, показал наличие последовательностей, 
сходных с геном БХШ капусты, у ряда растений семейства ка-
пустных, таких как рапс, дайкон, редис, репа, горчица, пасту-
шья сумка, хрен, рыжик (Гималов и др., 2001). При этом срав-
нительный анализ нуклеотидных последовательностей позволил 
выявить высокую гомологию кодирующих областей у предста-
вителей видов данного семейства – от 62,5 до 89%, тогда как в 

Рис. 2. Структура гена белка холодового шока (CSP5) (а) и выведенная 
аминокислотная последовательность белка холодового шока (б) капусты 
(Brassica oleracea): А – α-спиральные участки; Б – β-складчатые участки; 

В – Гидрофильные участки, Г – α-амфипатические участки 

а

б
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Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР ДНК растений различных семейств  
в 7%-ном полиакриламидном геле

интронных частях гомология оказалась низкой. В ДНК растений 
мать-и-мачехи, ржи, чистотела, клевера, моркови сходных с ге-
ном БХШ капусты последовательностей не было обнаружено 
(рис. 3). 

Как известно, конформационное соответствие антифризных 
молекул кристаллографической решетке льда позволяет им адсор-
бироваться на поверхности эмбриональных кристаллов вдоль оси 
их преимущественного роста путем конкурентного образования во-
дородных связей (Аванов, 1990; Pertaya et al., 2008). Наращиваемая 
поверхность кристалла льда блокируется антифризными молекула-
ми от доступа молекул воды не только непосредственно в местах 
водородного связывания, но и благодаря обилию гидрофобных 
метильных групп экранируются центры кристаллизации, не при-
нимающие участия в образовании водородных связей. Связывание 
кристаллов льда происходит с поверхностью белка, которая отно-
сительно более плоская и гидрофобная, и показывает достаточно 
высокий уровень структурной регулярности. Так, для многих рас-
тительных антифризных белков характерно наличие достаточно 
устойчивого повтора из 7 аминокислот: XXNXVXG, где Х – не кон-
сервативные остатки. 
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Повышению криоустойчивости растений способствует также на-
копление в апоплазме растений белка-ингибитора рекристаллизации 
льда (IRIP), имеющего в своем составе домен с β-складчатой струк-
турой, связывающийся с поверхностью кристаллической решетки 
льда и препятствующий росту мелких кристаллов в потенциально 
опасные большие кристаллы льда (John et al., 2009).

Таким образом, АФБ можно подразделять на 2 группы: влияю-
щие на температуру замерзания воды (температурный гистерезис) 
и ингибиторы рекристаллизации льда (IRIP). Чаще всего именно 
ингибиторы рекристаллизации льда (Griffith et al., 2005; John et al., 
2009) обеспечивают защиту растительных клеток от повреждений, 
вызываемых формированием льда в апопласте.

2.3. Шапероны

Стрессовая реакция растений на действие экстремальных тем-
ператур сопровождается синтезом также и белков теплового шока 
(БТШ), относящихся к классу шаперонов (Lee et al., 2009; Cao 
et al., 2012). Вероятно, они участвуют в переносе полипептидов, 
синтезированных во время холодового закаливания, в восстанов-
лении или предотвращении агрегации белков, денатурированных 
при стрессе, защите ферментативных свойств белков от стрес-
совых воздействий (Janska et al., 2010; Hsu et al., 2011). Некото-
рые из индуцированных низкими температурами БТШ растений 
проявляют значительную криопротективную активность in vitro 
(Lopez-Matas et al., 2004). Важную роль в адаптации к низкотемпе-
ратурному стрессу играют РНК-шапероны – глицин-богатые РНК-
связывающие белки, имеющие в своем составе РНК-узнающую 
поcледовательность в N-конце и глицин-богатый участок в С-конце 
(Kim et al., 2005; Kim et al., 2006; Kim et al., 2010). Содержание 
этих белков увеличивается при воздействии низкой температуры. 
Вероятно, их функциональное значение заключается в облегчении 
процесса трансляции при пониженных температурах. Подобные 
свойства характерны и белкам с доменом холодового шока, име-
ющим в своей структуре мотивы RNP1 и RNP2, определяющие 
способность связываться с РНК и одноцепочечной ДНК (Chaikam, 
Karlson, 2010; Таранов и др., 2010).
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2.4. Дегидрины

Выведенные аминокислотные последовательности некоторых 
белков показывают, что часть индуцируемых холодом генов коди-
рует белки, сходные с белками, накапливаемыми во время водного 
стресса (Baker et al., 1988), а также во время воздействия абсцизо-
вой кислотой (Skriver and Mundy, 1990; Giordani et al., 1999). Это 
так называемые дегидрины – белки, синтезируемые в ответ на де-
гидратацию. Показано, что они обычно накапливаются у растений 
при действии низкой незамораживающей температуры и  факто-
ров внешней среды, которые имеют обезвоживающий компонент, 
включая засуху, засоление, высушивание созревающих семян и за-
мораживание (Whitsitt et al., 1997; Danyluk et al., 1998; Ismail et al., 
1999; Аллагулова и др., 2003; Boucher et al., 2010; Kosova et  al., 
2010; Hanin et al., 2011). Их конкретная роль не всегда ясна, но им-
мунолокализация и изучение очищенных дегидринов согласуется 
с предположением об участии этих белков в стабилизации различ-
ных коллоидов и макромолекул в цитоплазме и ядре. Вероятно, 
стабилизация происходит через механизм, включающий взаимо-
действие амфипатических α-спиральных областей дегидринов с по-
верхностью стабилизируемых молекул и гидрофильных областей 
с раствором, тем самым предотвращая их агрегацию (Close, 1996; 
Boucher et al., 2010). Дегидрины характеризуются широким диапа-
зоном значений молекулярных масс, колеблющимся в пределах от 9 
до 200 кДа (Close, 1996). Они обладают термостабильностью и со-
храняют свою целостность в водных растворах при температурах 
до 100 °С; в целом они богаты остатками глицина и лизина, однако 
не содержат цистеин и триптофан (Wisniewski et al., 1999; Ismail et 
al., 1999). В LTI30 дегидрине арабидопсиса с молекулярной мас-
сой 21 кДа на долю Gly, His, Lys и Thr приходится 56% от всех 
аминокислот, тогда как остатки Cys, Trp, Arg и Val не обнаружены 
(Svensson et al., 2000).

Особенности строения и физико-химические свойства деги-
дринов, в том числе обязательное наличие 15-аминокислотного 
К-сегмента (EKKGIMDKIKEKLPG), способного к формированию 
вторичной амфифильной α-спирали, свидетельствуют в пользу 
их участия в защите биополимеров от денатурации, в сохране-
нии целостности клеточных структур и стабилизации мембран 
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в  условиях обезвоживания (Dure et al., 1989). Количество повто-
ров К-сегментов в дегидринах может варьировать от 1 до 12 копий 
(Close, 1996; 1997, Svensson et al., 2000). Таким образом, несмотря 
на то, что первоначально дегидринами были обозначены индуциру-
емые обезвоживанием белки, в настоящее время к этой группе бел-
ков относят только те, которые обладают К-сегментом, в том числе 
и дегидрин пшеницы, ген TADHN (NCBI, Accession No AY574032) 
которого обладает нуклеотидной последовательностью более чем 
с 90%-ной гомологией с таковой dhn8 гена дегидрина ячменя, 
и  высокогомологичной с последовательностями мРНК Wcor410, 
Wcor410b, Wcor410с дегидринов пшеницы, относящимися к раз-
ряду холод-чувствительных (Danyluk et al., 1998; Аллагулова и др., 
2007). Вероятно, во многом именно наличие K-сегментов, фор-
мирующих амфифильную α-спираль, обусловливает структурные 
особенности дегидринов, способствующие выполнению ими за-
щитных функций, к проявлениям которых можно отнести связыва-
ние с липидными компонентами биомембран (Close, 1996; Danyluk 
et al., 1998; Koag et al., 2003). 

Во многих дегидринах имеется участок, состоящий из остатков 
серина, названный S-сегментом, которые могут фосфорилироваться, 
что показано, например, для дегидринов RAB17 кукурузы и TAS14 
томата (Goday et al., 1994; Godoy et al., 1994; Campbell et al., 1998). 
Предполагается, что фосфорилирование S-сегмента позволяет де-
гидринам взаимодействовать со специфическими сигнальными 
пептидами, посредством чего они могут транспортироваться в ядро 
(Close 1996; 1997; Campbell and Close, 1997). В N-терминальной 
области многих дегидринов содержится другая консервативная 
последовательность – Y-сегмент с аминокислотным составом  
(Val/Thr)–Asp–Glu–Tyr–Gly–Asn–Pro, обладающая значительной 
гомологией с нуклеотидсвязывающим сайтом растительных и бак-
териальных шаперонов, однако убедительных доказательств связы-
вания Y-сегментов дегидринов с нуклеотидами пока не получено 
(Close, 1996; 1997).

Помимо вышеназванных трех консервативных сегментов в де-
гидринах выявлены менее консервативные области, богатые гли-
цином и полярными аминокислотами, особенно треонином, услов-
но обозначенные ϕ-сегментами. Так, в N-терминальной области 
дегидрина RAB17 кукурузы ϕ-сегменты расположены попарно 
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между К-сегментами (Close, 1997). Существуют примеры дегидри-
нов, где ϕ-сегменты локализованы в виде единичных копий меж-
ду К-сегментами и богаты пролином и аланином, как, например, 
в белке COR47 Arabidopsis thaliana (Close, 1997). Таким образом, 
сочетание и количество К-, S-, Y-, ϕ- сегментов определяют струк-
туру и размер молекул дегидринов и лежат в основе классификации 
дегидринов (Close, 1996, 1997).

Объединение дегидринов в различные классы в зависимости 
от их структурной организации и биохимических свойств оказа-
лось вполне оправданным, учитывая участие этих белков в ответе 
растений на условия произрастания. Если синтез дегидринов, от-
носящихся к классу YnSK2 и характеризующихся щелочными свой-
ствами, индуцируются засухой и АБК, но не низкими температура-
ми, то дегидрины классов KnS, SKn и Y2Kn, обладающие кислыми 
свойствами, аккумулируются в растениях преимущественно в от-
вет на гипотермию. 

Дегидрины злаков представляют собой весьма неоднородное 
семейство, включающее несколько компактных групп. Анализ выя-
вил, что нуклеотидные последовательности, относящиеся к отдель-
ным группам, кодируют белки, принадлежащие к разным классам 
дегидринов. Например, в компактную ветвь последовательностей 
входят близкородственные последовательности dhn8 гена дегидри-
на ячменя и мРНК Wcor410, Wcor410b, Wcor410с генов дегидри-
нов пшеницы. Оказалось, что эти гены кодируют белки, принадле-
жащие к SKn классу дегидринов (Close, 1996; Danyluk et al., 1998; 
Choi D.-W et al., 1999). 

Зимостойкость растений во многом зависит от уровня запа-
сания крахмала, который, как известно, служит источником ди- 
и моносахаридов, способствующих сохранению клеток от повреж-
дений, вызываемых обезвоживанием. Интересно, что в древесных 
растениях деградация крахмала происходит даже при низких отри-
цательных температурах (Rinne et al., 1994). В проростках березы 
при акклиматизации к холоду было выявлено накопление в ами-
лопластах дегидрина с молекулярной массой 24 кДа, а опыты in 
vitro показали, что присутствие этого белка способствовало сохра-
нению активности α-амилазы и уровня гидролитического расще-
пления крахмала при понижении температуры (Rinne et al., 1999). 
Это позволило предположить, что дегидрины, удерживая воду 
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в местах локализации α-амилазы, способствуют формированию 
фермент-субстратного комплекса и расщеплению крахмала (Rinne 
et al., 1999). В пользу водоудерживающей способности дегидринов 
свидетельствуют также данные, полученные фазовоконтрастной 
микроскопией и анализом термального гистерезиса об изменении 
формы кристаллов льда, снижении температуры и скорости их об-
разования в присутствии дегидрина персика РСА60 при заморажи-
вании водного раствора белков (Wisniewski et al., 1999). Это позво-
лило провести аналогию между дегидринами и АФБ арктических 
рыб, имеющими α-спиральные участки в структуре, чем опреде-
ляется их сродство к поверхности кристаллической решетки льда, 
препятствующее дальнейшему росту кристаллов льда (Wisniewski 
et al., 1999). 

При высоких концентрациях (от микромолярных до миллимо-
лярных) антифризных белков рост кристаллов льда ингибируется 
вдоль а оси, в то время как с ось становится предпочтительным 
направлением роста кристалла льда. Криопротекторная активность 
дегидринов некоторых растений показана по их способности пре-
дотвращать инактивацию молекул лактатдегидрогеназы, вызывае-
мую замораживанием-оттаиванием (Kazuoka and Oeda, 1994; Houde 
et al., 1995; Wisniewski et al., 1999; Bravo et al., 2003; Peng et  al., 
2008). Введение индуцируемого холодом гена дегидрина COR 15A 
в растения арабидопсиса повышало устойчивость к замерзанию 
изолированных протопластов и хлоропластов (Artus et al., 1996; 
Tomashow, 1996). Протективная роль при холодовом стрессе пока-
зана и для некоторых других белков данного семейства (Bravo et al., 
2003; Hara et al., 2003). Одновременная экспрессия множества деги-
дриновых генов в растениях арабидопсиса приводила к усилению 
морозостойкости (Puhakainen et al., 2004).

Выполнение дегидринами специфических функций, по-
видимому, обусловлено их локализацией в клетках. Они локализу-
ются как в цитоплазме, так и в ядре (Close, 1996, 1997). Это четко по-
казано для дегидринов RAB17 кукурузы, TAS14 томата и WCS120 
пшеницы (Goday et al., 1994; Godoy et al., 1994; Sarhan et al., 1997 
PCA60 персика (Wisniewski et al., 1999), дегидрина березы с моле-
кулярной массой 24 кДа (Rinne et al., 1999). Ядерную локализацию 
дегидринов в растительных клетках связывают с выполнением эти-
ми белками защитной роли, направленной на стабилизацию транс-
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крипционного аппарата в неблагоприятных условиях. Так, деги-
дрин зародышей гороха p16 с молекулярной массой 16 кДа выделен 
из фракции гистонов Н3, что указывает на возможность вовлече-
ния этого дегидрина в механизмы, поддерживающие структурную 
целостность хроматина при обезвоживании клеток в ходе форми-
рования семян (Castilio et al., 2000). Механизмы поступления деги-
дринов в ядро окончательно не выяснены, однако имеются экспе-
риментальные данные, свидетельствующие об участии S-сегмента 
дегидринов в этом процессе. Например, в дегидрине RAB17 куку-
рузы идентифицирован участок с 66 по 96 аминокислотный остаток, 
в котором расположен S-сегмент с примыкающими к нему сайтом 
узнавания протеинкиназы СК2 и имеющей сходство с сигнальными 
пептидами вирусов – NLS (nuckear localazation signal) последова-
тельностью (Jensen et al., 1998). Поскольку мутации по двум амино-
кислотным остаткам в предполагаемом NLS фрагменте несколько 
снижали поступление дегидрина RAB17 в ядро и мутации по трем 
аминокислотным остаткам в  сайте связывания с  протеинкиназой 
СК2 полностью блокировали фосфорилирование дегидрина и его 
поступление в ядро, было сделано заключение, что транспорт де-
гидрина RAB17 кукурузы главным образом обеспечивается фосфо-
рилированием остатков серина S-сегмента, хотя не исключено уча-
стие NLS-подобных последовательностей в этом процессе (Jensen 
et al., 1998). Вместе с тем дегидрины семейства WCS120 пшеницы 
не содержат S-сегмента и соответствующих сигнальных последо-
вательностей, поэтому было сделано предположение, что эти деги-
дрины поступают в ядро посредством белок-белковых взаимодей-
ствий (Danyluk et al., 1996, Sarhan et al., 1997).

Важно подчеркнуть, что далеко не все дегидрины обнаружи-
ваются в ядре. Так, например, индуцируемый холодом дегидрин 
WCOR410 пшеницы локализуется с наружной стороны плазматиче-
ской мембраны и в межклеточном пространстве, но не внутри кле-
ток, причем этот белок является периферическим, а не интеграль-
ным, однако в связи с этим встает вопрос, каким образом WCOR410 
дегидрины поступают к месту локализации (Danyluk et al., 1998). 
Определение последовательности этого дегидрина показало зна-
чительное содержание кислых аминокислот и аминокислот, содер-
жащих гидроксильную группу, что может определять его способ-
ность к взаимодействию с фосфолипидами и стероидами мембран 
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(Danyluk et al., 1998). Дегидрины обнаруживаются также в хлоро-
пластах (Mueller et al., 2003) и митохондриях (Borovskii et al., 2002), 
могут ассоциироваться не только с плазмалеммой, но и с внутри-
клеточными мембранными структурами, что было показано для па-
ренхимных клеток щитка кукурузы (Egerton Warburton et al., 1997) 
и эпидермальных клеток лука (Close, 1997). Мембранная локализа-
ция дегидринов может свидетельствовать об их участии в стабили-
зации клеточных мембранных структур, что особенно важно при 
воздействии неблагоприятных факторов (Close, 1996, 1997; Koag 
et al., 2003). При обезвоживании целостность гидратной оболочки 
макромолекул может быть нарушена, что, в свою очередь, может 
привести к сокращению расстояния между бислоями мембран и, 
как следствие, смешиванию их компонентов, т.е. к необратимым 
изменениям в структуре биомембран (Uemura et al., 1995). Деги-
дрины, взаимодействуя с макромолекулами мембран при наруше-
нии их гидратного слоя, таким образом, могут оказывать защитное 
действие на состояние мембранных структур (Close, 1997, Danyluk 
et al., 1998). Об этом косвенно могут говорить данные о  сниже-
нии уровня выхода электролитов из клеток проростков вигны при 
стрессовых воздействиях (Ismail et al., 1999). Кроме того, дегидри-
ны способны взаимодействовать не только с мембранными струк-
турами, но и с цитоплазматическими и ядерными белками (Rinne 
et al., 1999; Castilio et al., 2000).

Структурные особенности дегидринов предполагают их спо-
собность к гидрофобным и гидрофильным взаимодействиям. 
Благодаря наличию К-сегментов, формирующих амфифильную 
α-спираль, сочетающую в себе гидрофобные и гидрофильные 
свойства, дегидрины могут взаимодействовать с липидными ком-
понентами биомебран и, подобно шаперонам, с гидрофобными 
участками частично денатурированных белков (Close et al., 1996, 
1997), а также с водорастворимыми низкомолекулярными компо-
нентами цитоплазмы и полярными группами белков (Close et al., 
1996, 1997). Примером способности дегидринов к гидрофоб-
ным взаимодействиям может служить дегидрин G50 кукурузы 
(Ceccardi et al., 1994). Нужно отметить, что гидрофильность де-
гидринам могут придавать также Ф-сегменты в их структуре. По-
скольку Ф-сегменты характеризуются повышенным содержанием 
полярных аминокислот, они могут вовлекаться в гидрофильные 
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взаимодействия дегидринов с полярными группами макромолекул 
и с низкомолекулярными компонентами нуклеоплазмы и цитозо-
ля – сахарами, аминокислотами, а также с молекулами воды. Благо-
даря наличию К- и Ф-сегментов дегидрины могут способствовать 
предотвращению дальнейшей денатурации и агрегации частично 
денатурированных макромолекул в неблагоприятных условиях, 
образуя вокруг них защитную оболочку и, таким образом, стаби-
лизации клеточных структур на всех уровнях организации (Close, 
1996, 1997).

Защитная функция дегидринов подкрепляется данными о за-
висимости устойчивости растений к обезвоживанию от уровня 
экспрессии генов дегидринов, а также сведениями о повышенной 
стресс-устойчивости растений, трансформированных генами де-
гидринов (Peng et al., 2008; Hanin et al., 2011). Синтез дегидринов 
в стрессовых условиях отражает необходимость поддержания во-
дного баланса для всех типов клеток при ограничении поступле-
ния воды в растения. Предполагается, что такие белки позволяют 
растениям переносить клеточное высушивание, которое опасно 
тем, что вызывает денатурацию белков и изменение ионной силы 
внутриклеточной жидкости (Hara, 2010). Дегидрины, связанные 
с  дегидратацией клеток не только при внешних воздействиях, 
но  и  во  время нормального высушивания семян при созревании, 
обладают высокой гидрофильностью и это сближает их с белками 
холодового шока. 

Неупорядоченная структура является общим биохимиче-
ским свойством молекул дегидринов, и их можно отнести к бел-
кам с  IUPs (Intrinsically Unstructured Proteins) (Hara, 2010). Такая 
неупорядоченная структура достаточно стабильна и не зависит 
от концентрации растворов. Однако высокие концентрации моду-
ляторов вторичной структуры, таких как трифлуороэтанол (TFE) 
и SDS, могут уменьшить неупорядоченность и увеличить спирали-
зацию. Многие IUP-белки проявляют специфические функции при 
изменении их вторичной структуры от неупорядоченной к упоря-
доченной форме вблизи молекул-партнеров. У дегидринов также 
имеются молекулы-партнеры, которые могут изменить их вторич-
ную структуру. Например, связывание дегидрина кукурузы с ани-
онной фофолипазой вызывает увеличение спирализации белка, 
а ионы цинка, связываясь с дегидринами цитрусовых, увеличивают  
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спиральность белка и его способность связываться с нуклеиновы-
ми кислотами (Hara, 2010). 

Как и в случае с высушиванием, экспрессия дегидринов при 
холоде регулируется АБК-зависимым и АБК-независимым путями. 
АБК-зависимый путь регуляции демонстрируется результатами, 
приведенными на рис. 4, о чувствительности гена TADHN дегидри-
на пшеницы к обработке АБК, что вполне ожидаемо, поскольку в 
промоторах генов дегидринов присутствуют ABRE-регуляторные 
элементы, связывающиеся с транскрипционными факторами bZIP 
группы AREB или ABF (Kosova et al., 2010; Vornam et al., 2011). 
Основным АБК-независимым путем сигналинга при действии хо-
лода является CBF/DREB1 путь. Транскрипционный фактор CBF 
включает AP2 ДНК-связывающий домен, фланкированный двумя 
уникальными мотивами, который может быть связан с CRT/DRE/
LTRE элементами промоторов генов дегидринов и  других cor-
генов.

Ген TADHN дегидрина пшеницы проявляет чувствительность 
также и к фитогормону эпибрассинолиду (Аллагулова и др., 2007). 

Как уже упоминалось выше, последовательность TADHN гена 
имеет высокую гомологию с последовательностями мРНК, кодиру-
ющими холод-чувствительные гены Wcor410 (Danyluk et al., 1998). 

Рис. 4. Влияние 3.7 мкМ АБК на уровень экспрессии TADHN гена дегидрина  
в 4-суточных проростках пшеницы
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Рис. 5. Влияние ингибитора синтеза АБК флуридона (5 мг/л) на динамику  
содержания АБК в проростках пшеницы в условиях холодового стресса (6 °С) (а) 

и транскрипцию TАДНN гена дегидрина (б)

Поэтому можно было ожидать вовлечение этих генов в ответные 
реакции на холодовой стресс. Сравнительный анализ содержания 
АБК и транскрипционная активность TADHN гена в проростках 
пшеницы в ходе гипотермии в присутствии эффективного ингиби-
тора биосинтеза АБК флуридона (Cammue et al., 1989) показало, 
что экспонирование проростков при температуре 6 °С уже через 
1 ч привело к двукратному повышению концентрации АБК, после 
чего наблюдалось постепенное уменьшение содержания гормона, 
до уровня контрольных растений, тогда как предобработка флури-
доном предотвратила вызываемое холодом новообразование АБК 
в растениях (рис. 5). Это, в свою очередь, отразилось в торможе-
нии, но не в предотвращении холод-индуцируемой транскрипции 
TADHN гена дегидрина.

Полученные результаты свидетельствуют в пользу важной 
роли индуцируемого холодом повышения уровня эндогенной 
АБК в транскрипции гена TADHN, особенно четко проявляющей-
ся в начальный период стресса, тогда как в последующий пери-
од стресса все большее значение приобретает именно холодо-
вой сигнал. Чувствительность генов дегидринов как к АБК, так 
и к холоду, определяется наличием в их промоторах ABRE (ABA-
responsive)-цис-элементов, включающих консервативную ACGT 
последовательность, с которыми взаимодействуют активируемые 
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АБК транскрипционные факторы семейства bZIP (basic leucine 
zipper) AREB/ABFs (ABA-responsive element-binding/ABA-binding 
factors) (Beck et al., 2004; Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 2000), 
а также C-repeat/DRE мотивов, чувствительных к CBF факторам 
(Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998).

Таким образом, различные взаимодействующие друг с другом 
комбинации цис-регуляторных элементов в промоторах генов деги-
дринов и разнообразие транс-активирующих факторов обусловли-
вает их чувствительность к холоду и АБК (Puhakainen et al., 2004; 
Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 2000). 

Индуцированное холодом накопление дегидринов происходит 
также при выращавании растений в условиях умеренного холода 
(9–15 °С). Генотипы (сорта) с максимальным уровнем приобретен-
ной морозоустойчивости могут быть дифференцированы по содер-
жанию дегидриновых транскриптов и белков не только в условиях 
холодовой акклимации (2–6 °С), но и при более высоких темпера-
турах (9–20 °С). Однако при понижении температуры выращива-
ния с 20 до 5 °С накопление дегидринов возрастает многократно. 
Поэтому дегидрины могут использоваться в качестве маркеров 
уровня приобретенной морозоустойчивости как на уровне транс-
криптов, так и на уровне белков (Kosova et al., 2011).

К LEA белкам относятся и ASR (abscisic acid, stress and 
ripening-induced)-белки арабидопсиса, предотвращающие потерю 
ферментативной активности некоторых энизимов во время циклов 
замораживания-оттаивания (Hsu et al., 2011). Протективные свой-
ства ASR-белков, как и вслучае дегидринов, обусловлены наличием 
в их структуре высоко гидрофильных сегментов, поддерживающих 
молекулы воды вокруг макромолекул белков, тем самым предот-
вращая их аггрегацию. 

Таким образом, дегидрины относятся к характерным для позд-
него онтогенеза растений белкам, играющим важную роль при 
обезвоживании семян в период созревания, что позволило объеди-
нить эти белки в самостоятельную группу. Вместе с тем обнаруже-
ние факта значительного накопления дегидринов в вегетирующих 
растениях в ответ на гипотермию, засоление, дефицит влаги при-
влекло к ним особое внимание исследователей в связи с вероят-
ностью выполнения ими защитных функций при обезвоживании 
клеток. Причем важная роль в регуляции экспрессии генов деги-
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дринов и их накоплении принадлежит АБК, что позволяет рассма-
тривать эти белки в качестве компонентов АБК-контролируемых 
антистрессовых подпрограмм. Детальное изучение особенностей 
структурной организации дегидринов показало наличие повторя-
ющихся консервативных доменов, обеспечивающих дегидринам 
своеобразную пространственную конфигурацию и возможность их 
участия в реакциях, предотвращающих потерю воды. Они широко 
представлены в растениях, весьма разнообразны по составу и моле-
кулярной массе, включают от 100 до 600 аминокислотных остатков. 
Аминокислотный состав этих белков характеризуется высоким со-
держанием заряженных и полярных остатков, что определяет био-
химические свойства дегидринов, в том числе термостабильность, 
способствующие выполнению специфических функций, вероятно, 
прежде всего защитных при дегидратации клеток, в частности, пре-
дотвращение коагуляции макромолекул и сохранение целостности 
жизненно важных структур клеток. Поэтому многие исследователи 
склонны рассматривать дегидрины в числе белков, накапливаемых 
при водном стрессе, как неких эмульгаторов, шаперонов, стабили-
зирующих поверхности макромолекул в клетках, хотя физиологи-
ческая значимость дегидринов до конца не выяснена. 

2.5. Лектины

Лектины – это особый класс белков или гликопротеидов, раз-
нообразных по структуре и биохимическим особенностям, об-
ладающих способностью специфически и обратимо связывать 
углеводы, не вызывая их химического превращения. Лектины об-
наружены во всех организмах, от вирусов и бактерий до растений 
и животных (Sharon, 2008). Биологические функции этих белков, 
обусловленные углеводсвязывающей активностью, разнообразны. 
Общим свойством лектинов является их способность агглютини-
ровать эритроциты крови, из-за чего их называют агглютининами, 
причем агглютинация подавляется специфическими углеводными 
гаптенами. Растительные лектины являются очень гетерогенной 
группой, так как отличаются друг от друга по биохимическим, 
физико-химическим свойствам, молекулярной структуре, специ-
фичности связывания с углеводами и биологической активности 



44

Глава 2

(Rudiger, Gabius, 2001). Однако, несмотря на детальное исследо-
вание физико-химических и биологических свойств многих рас-
тительных лектинов, их физиологическая значимость для расте-
ний все еще носит предположительный характер, хотя решающую 
роль в выполнении предполагаемых функций отводят наличию у 
них углеводсвязывающих доменов, благодаря которым лектины 
могут взаимодействовать как со свободными моно- и олигосаха-
ридами, так и остатками углеводов в составе полисахаридов, гли-
колипидов и гликопротеидов (Королев, 1984; Chrispeels, Raikhel, 
1991; Espinosa et al., 2000). Несмотря на большое разнообразие 
лектинов растительного и животного происхождения, между 
ними обнаружено определенное сходство в укладке молекул, 
строении углеводсвязывающих сайтов, четвертичной структуре 
(Loris, 2002).

Лектины бывают не только в форме свободных цитоплазмати-
ческих белков, локализованных в цитоплазматических компартмен-
тах, вакуолях, или связанных с цитоплазматическими мембранами 
и клеточной плазмалеммой (Rudiger, Gabius, 2001). Имеются также 
прочносвязанные с клеточными стенками лектины, или β-лектины, 
которые, хотя и обладают доменами углеводной специфичности, но 
не способны агглютинировать эритроциты или агглютинируют их 
очень слабо. Важная роль в межклеточном взаимодействии, лежащем 
в основе узнавания патогенов растениями-хозяевами, принадлежит 
экстенсинам (Leach et al., 1982). Прочносвязанный с клеточными стен-
ками экстенсин агглютинирует большое количество авирулентных 
штаммов Pseudomonas solanacearum, вероятно, посредством взаимо-
действия с мембранными липополисахаридами бактерий (ЛПС), но 
практически не связывает вирулентные штаммы (Leach et al., 1982). 

Лектины участвуют также в ответных реакциях растений на 
абиотические стрессы. Агглютинин зародыша пшеницы (АЗП), яв-
ляющийся типичным представителем лектинов злаков, относится к 
разряду конститутивных белков, характерных для растений пшени-
цы на всех стадиях онтогенеза. Вместе с тем к настоящему време-
ни накопилось достаточное количество данных, указывающих на 
вовлечение этого лектина пшеницы в развитие стрессового ответа 
растений (Шакирова, Безрукова, 2007). Так, многократное возрас-
тание количества АЗП в клетках пшеницы наблюдается в ответ на 
засуху и осмотический шок (Cammue et al., 1989), засоление (Ша-
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кирова и др., 1993), тепловой шок (Shakirova et al., 1996), которому 
предшествует резкое стресс-индуцированное накопление АБК. Это 
неудивительно, поскольку АБК является признанным индуктором 
экспрессии гена АЗП и накопления этого лектина (Безрукова и др., 
2001). В связи с этим оценка характера количественных изменений 
в содержании АБК и АЗП в растениях пшеницы в условиях холодо-
вого стресса может позволить не только получить новые сведения 
об участии АЗП в АБК-контролируемых неспецифических защит-
ных реакциях (Шакирова, 2001), но и продвинуться в понимании 
роли лектина в защите растений от повреждающего действия гипо-
термии. Участие лектинов в ответных реакциях растений на абио-
тические стрессы подтверждает и дифференциальная экспрессия 
генов лектинов риса и арабидопсиса при воздействии на эти рас-
тения холода, засухи и засоления (Jiang et al., 2010).

Низкотемпературный стресс, как известно, вызывает наруше-
ние водного обмена в растениях и существенные изменения в ско-
рости протекания важнейших физиолого-биохимических процес-
сов, что отражается в снижении интенсивности роста в целом (Guy 
et al., 2008; Sevillano et al., 2009). Это в значительной степени мо-
жет быть связано с холод-индуцируемым накоплением АБК (Aroca 
et  al., 2003; Sevillano et al., 2009; Безрукова и др., 2012), которой 
отводят ключевую роль в индукции защитных реакций растений 
при дегидратации, вызываемой гипотермией. 

Действительно, из рис. 6а видно, что инкубирование пророст-
ков пшеницы при 7 °С приводило к более чем двукратному увели-
чению уровня АБК в корнях, с максимумом, приходящимся на 2 
ч. Количественная оценка АЗП в корнях тех же растений выявила 
значительное накопление лектина с максимумом на 5 ч воздействия 
стресса (рис. 6б). Полученные результаты указывают на вовлече-
ние АЗП в ответные реакции растений пшеницы на низкую по-
ложительную температуру, однако, как и в случае АБК, более чем 
трехкратное возрастание содержания АЗП в корнях в ответ на гипо-
термию было обратимым. 

Лектин пшеницы является экскретируемым белком (Cammue 
et al., 1989, Кильдибекова и др., 2004). Действительно, содержание 
этого белка в среде инкубации проростков в ходе низкотемпера-
турного стресса возрастало почти втрое в сравнении с контролем, 
при перенесении этих же проростков на свежую среду в условиях 
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7 °С наблюдался дальнейший выход АЗП из растений, хотя его кон-
центрация была уже значительно меньше; возвращение растений 
к  нормальному температурному режиму на одни сутки привело 
к  незначительной экскреции лектина в среду. Сопоставление ди-
намики содержания АЗП в корнях проростков, подвергнутых воз-
действию гипотермии (рис. 6) и в среде инкубирования растений 
(рис.  7), показало, что массированный выход АЗП в наружную 
среду наблюдался на фоне снижения стресс-индуцированного на-
копления АЗП в корнях (Безрукова и др., 2012).

Местом преимущественного синтеза и аккумуляции АЗП явля-
ются меристематические ткани корней (Raikhel et al., 1984), более 
того, получены доказательства его участия в сигнальной регуляции 
деления клеток апикальной меристемы корней (Shakirova et al., 2004). 

Рис. 6. Динамика содержания АБК (а) и АЗП (б) в корнях 4-суточных проростков 
пшеницы в ходе воздействия низкой положительной температуры (7 °С) 
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Рис. 8. Динамика митотической активности клеток апикальной меристемы 
корней проростков пшеницы. 4-суточные проростки подвергали 24-часовому 

холодовому стрессу, после чего 5-суточные растения переносили на среду  
в нормальные условия температуры (24/22 °С), содержащую или не содержащую 

1 мг/л АЗП или 1 мг/л глиадина на сутки, а затем на свежую среду без белков

Так, установлено, что обработка проростков пшеницы АЗП 
после воздействия низкой температуры, вызвавшего торможение 
митотического индекса (МИ) клеток кончиков корней, практически 
в полной мере восстановила МИ клеток корней уже за одни сутки, 
а спустя двое суток МИ в этом варианте опыта превосходил зна-
чение контроля (рис. 8). Причем выявленный эффект характерен 
именно для АЗП, поскольку глиадин, запасной белок зерновок пше-
ницы, взятый в качестве белка не лектина, не оказал влияния на МИ 
клеток кончиков корней (Безрукова и др., 2012). 

Следовательно, индуцируемое холодом обратимое накопление 
АЗП в корнях проростков и интенсивная экскреция этого лектина 
в ризосферу может играть важную роль в ускорении восстановле-
ния деления клеток кончиков корней пшеницы в пост-стрессовый 
период.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о во-
влечении АЗП в формирование защитных реакций проростков пше-
ницы, развиваемых в ответ на гипотермию, а именно его участии 
в  уменьшении уровня повреждающего действия стресса на  рост  
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клеток корней делением и ускорении восстановления интенсивности 
ростовых процессов в пост-стрессовый период.

На существенную роль лектинов в функциях мембран, их уча-
стие в ответной реакции клетки на различные воздействия, в том 
числе и воздействие и низкой температуры, указывает присутствие 
этих соединений в плазматической мембране, а также в мембра-
нах органелл (Алексидзе, Выскребенцева, 1986; Выскребенцева, 
Борисова, 1996). В проростках озимой пшеницы показано, что 
низкая закаливающая температура приводит к изменению гемаг-
глютинирующей активности лектиноподобных компонентов кле-
точных стенок и внешних мембран ядер, пластид, митохондрий 
и микросомальных мембран. Эти изменения имеют различную 
направленность: у клеточных стенок, ядер и пластид она возрас-
тает, а у митохондрий и микросомальных мембран снижается 
(Комарова и др., 2003). В условиях закаливания при торможении 
роста гемагглютинирующая активность лектиноподобных белков 
внешних мембран органелл ингибировалась в присутствии компо-
нентов растворимой фракции (растворимыми лигандами), чего не 
наблюдается у  активно растущих незакаленных проростков. Ав-
торами высказано предположение, что в формировании морозо
устойчивости принимают участие лектиноподобные белки не толь-
ко периферического (клеточных стенок), но и внутриклеточных 
компартментов (внешних мембран ядер, пластид, митохондрий 
и микросомальных мембран). Гемагглютинирующая активность 
белков клеточных стенок, а также внешних мембран ядер и пла-
стид, возраставшая после закаливания, положительно коррелирует 
с морозоустойчивостью, отрицательно – с ростом. В то же время 
гемагглютинирующая активность белков внешних мембран мито-
хондрий и микросом, напротив, положительно коррелирует с ро-
стом и отрицательно – с морозоустойчивостью. Таким образом, 
возможно, лектиноподобные компоненты внешних мембран орга-
нелл могут участвовать в регуляции их функциональной активно-
сти в период холодовой адаптации (Комарова и др., 2003). Срав-
нительный анализ двух кДНК библиотек из растений райграсса, 
прошедших и не прошедших холодовую акклимацию в условиях 
короткого дня и низкой освещенности, показал у закаленных рас-
тений значительное снижение уровня лектина, индуцируемого при 
высокой освещенности (Zhang et al., 2009).
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2.6. Белки мембран

Изменения, происходящие в составе липидов плазматических 
мембран при холодовой акклимации, а также их роль в развитии 
устойчивости к холоду исследуются достаточно активно. Однако 
значительно меньше исследований, касающихся состояния белков 
мембран при холодовой акклимации. В связи с этим нужно упо-
мянуть работы, в которых показано усиление синтеза мРНК лин-
керного белка, связывающего клеточную стенку и плазматическую 
мембрану, у Brassica napus (Goodwin et al., 1996) и повышение со-
держания аннексина у пшеницы (Breton et al., 2000) при холодовой 
акклимации. С использованием масс-спектрометрического ана-
лиза выявлена группа белков плазматической мембраны из расте-
ний арабидопсиса, изменяющие свою экспрессию при адаптации 
к холоду (Kawamura, Uemura, 2003). Всего было идентифициро-
вано 36 белков, из них в растворимой фракции оказались 26  ги-
дрофильных белков, остальные 12 белков относились к фракции 
нерастворимых интегральных белков. На основании сходства их 
структуры с белками с известной функцией эти белки можно от-
нести к  белкам, участвующим в репарации мембран, в передаче 
сигналов по кальциевому пути, к белкам, связанным с осмотиче-
ским стрессом, с протеолизом. У многих белков функции еще не 
установлены. 

Исследование протопластов трансгенных растений арабидоп-
сиса со сверхэкспрессией белков плазматической мембраны по-
зволило идентифицировать функции некоторых из них в развитии 
морозоустойчивости растений. В частности, повышенная экспрес-
сия липокалин-подобного белка внешней мембраны придает транс-
генным растениям более высокую морозостойкость по сравнению 
с растениями дикого типа (Uemura et al., 2006). Для липокалинов 
показана также защитная роль от перекисного окисления липидов 
мембран при температурном стрессе (Chi et al., 2009). Другой бе-
лок – ERD14, может минимизировать разрушающее проникнове-
ние льда в протопласты из внеклеточного пространства за счет из-
менения характеристик плазматической мембраны во время мороза 
(Uemura et al., 2006).

Одним из элементов процесса холодовой акклимации может 
быть падение активности аквапоринов, трансмембранных белков, 
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контролирующих выход воды из клеток, приводящее к уменьшению 
индуцированной морозом клеточной дегидратации (Peng et al., 2008).

Наряду с белками, включенными в структуру мембран, в их 
стабилизации значительную роль играют и цитоплазматические 
белки, накапливающиеся во время холодового стресса вблизи мем-
бран или взаимодействующие с ними. Дегидрины ERD10 и ERD14, 
которые синтезируются в начальный период холодовой акклима-
ции, сходны по структуре с белками COR47 и дегидринами SK-
типа (Nylander et al., 2001), и, подобно белку COR15am, являются 
экстремально гидрофильными. Известно, что белок COR15am уси-
ливает устойчивость протопластов арабидопсиса к морозу за счет 
уменьшения формирования гексагональной фазы липидов мембран 
(Steponkus et al., 1998). Также было показано, что дегидрин пшени-
цы WCOR410, имеющий большое сходство с белком COR47 араби-
допсиса, накапливается в ходе холодовой акклимации вблизи плаз-
матической мембраны в ассоциации с ней (Danyluk et al., 1998), 
а  кислые дегидрины DHN1 кукурузы обладают способностью 
связываться с фосфолипидными везикулами (Koag et al., 2003). 
В связи с этим можно предположить, что, хотя функции белков 
ERD10 и ERD14 еще неизвестны, эти дегидрины также задержи-
вают формирование гексагональной фазы при холодовом стрессе 
(Kawamura, Uemura, 2003). Стабилизации мембран при холодовом 
стрессе служит и индуцируемый холодом белок – переносчик ли-
пидов EARLI1 арабидопсиса (Bubier, Schläppi, 2004). 

Таким образом, функции белков, экспрессия которых меня-
ется при холодовом стрессе, весьма разнообразны. Часть из них 
представляет собой ферменты, участвующие в преобразовании 
физико-химических свойств плазматических мембран, а также 
в  фосфорилировании митохондриальных белков. Часть белков 
повышает стабильность мембран и цитоскелета. Некоторые анти-
фризные белки, определяющие морозоустойчивость, влияют также 
на устойчивость к патогенезу. Но самую большую группу регули-
руемых холодом белков составляют гидрофильные белки, имею-
щие α-спиральную структуру и выполняющие криопротекторную 
функцию. Вода, связываемая в виде гидратных оболочек этими мо-
лекулами, не замерзает и не транспортируется, оставаясь в клетке. 
Таким образом, с их помощью клетки защищаются от образования 
внутриклеточного льда и чрезмерного обезвоживания. 
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РАСТИТЕЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ

Каким образом растения воспринимают понижение темпе-
ратуры, которое индуцирует процессы холодовой акклимации, 
и как осуществляется сигналинг, вызывающий сложный набор из-
менений для достижения повышенной холодоустойчивости – эти 
центральные вопросы функционирования растительной клетки 
в  изменяющихся условиях произрастания имеют несомненный 
практический аспект.

Для понимания процессов трансдукции холодового сигнала 
в клетки основным является ответ на вопрос, как же устроен темпе-
ратурный сенсор у растений и достаточно ли одного типа сенсоров 
или их должно быть несколько. Известно, что клетки и организмы 
воспринимают многие внешние сигналы через молекулы рецепто-
ров, расположенные на плазматических мембранах и представляю-
щие собой интегральные мембранные белки, полипептидная цепь 
которых пронизывает толщу мембраны как минимум один раз. 
Разнообразные молекулы, инициирующие трансмембранную пере-
дачу сигналов, активируют рецепторы, действуя на них обычно 
в очень низких концентрациях, порядка 10–8М и ниже (Филиппов, 
1998). Активированные рецепторы распознают сигнал и приводят 
в действие внутриклеточные пути перехода информации, которые 
в конечном счете ведут к регуляции метаболизма. 

3.1. Изменения в состоянии плазматической мембраны  
и цитоскелета

Прямым и, вероятно, наиболее ранним следствием влияния ко-
лебаний температуры на клетки является изменение текучести мем-
бран (Uemura et al., 2006). Понижение температуры уменьшает, а по-
вышение температуры, наоборот, увеличивает текучесть клеточных 
мембран (Alonso et al., 1997). Эти наблюдения позволили предполо-
жить, что плазматическая мембрана действует как первичный сенсор 
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температурных колебаний вследствие динамических изменений ее 
физических характеристик (Murata, Los, 1997; Los et al., 2013). Воз-
можно, эти изменения приводят к открытию активируемых растя-
жением механочувствительных Са2+-каналов (Ding, Pickard, 1993), 
хотя в настоящее время не вполне ясно, как текучесть мембраны 
модулирует активность ионных каналов. Опыты с химическими 
агентами, увеличивающими и уменьшающими текучесть плазма-
тической мембраны, вследствие чего происходило изменение экс-
прессии гена белка холодового шока капусты, также указывают 
на возможное участие текучести мембраны в восприятии сигнала 
о понижении температуры (Гималов и др., 2004) (рис. 9). 

В работе Орвара и др. (Orvar et al., 2000) приводятся данные 
о  том, что экспериментальное понижение текучести клеточной 
мембраны вызывает индукцию активности специфического гена 
холодовой акклимации (CAS30), кальциевый поток и повышение 
морозостойкости у люцерны без воздействия низких температур. 
В  то же время эти процессы подавляются при увеличении теку-
чести плазматической мембраны под воздействием бензилового 
спирта при 4 °С. Установлено, что компоненты цитоскелета связа-
ны с плазматической мембраной и ионными каналами (Trewavas, 
Malho, 1998), а проникновение Са2+ в протопласты табака стиму-
лировалось разрушением микротрубочек и актиновых микрофи-
ламентов (Mazars et al., 1997). Поэтому неудивительно, что жа-
сплакинолид (jasplakinolide), стабилизирующий микрофиламенты, 
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Рис. 9. Влияние на экспрессию гена белка холодового шока CSP5 Brassica oleracea 
в протопластах: а) бензилового спирта (к – без БС, 23 °С; 0 – без БС, 5 °С; 5 – [БС] 

5 мМ, 5 °С; 10 – [БС] 10 мМ, 5 °С); б) ДМСО (к – без ДМСО; 1 – [ДМСО] 1%;  
2 – [ДМСО] 2%; 3 – [ДМСО] 3%) при нормальной температуре 23 °С 

а б
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предотвращает и экспрессию гена CAS30, и проникновение Са2+ 

в клетку при 4 °С, а цитохалазин Д (cytochalasin D), дестабилизи-
рующий микрофиламенты, наоборот, вызывает экспрессию гена 
CAS30 и проникновение Са2+ в клетку при 25 °С. Однако экспрес-
сия гена CAS30 при 25 °С, вызванная индуктором Са2+ канала, хотя 
и чувствительна к действию хелатора Са2+, но не ингибируется жа-
сплакинолидом. Это указывает на то, что реорганизация актиновых 
микрофиламентов при понижении температуры происходит после 
уменьшения текучести мембраны, но до проникновения Са2+ в ци-
топлазму. 

Участие изменения текучести плазматической мембраны 
в  трансдукции холодового сигнала показано также с использова-
нием суспензии клеток Arabidopsis thaliana, мутантных по актив-
ности десатураз (Vaultier et al., 2006). 

Таким образом, усиленный поток ионов кальция в цитоплазму 
из апопласта, происходящий при уменьшении текучести плазма-
леммы, приводит к индукции экспрессии генов ответной реакции 
растения, в частности CSP5, на низкотемпературный стресс. В то 
же время есть данные о том, что поток ионов кальция в цитоплазму 
стимулируется и разрушением микротрубочек и микрофиламентов, 
так как компоненты цитоскелета образуют в клетке динамичную 
сеть, тесно связанную с плазматической мембраной и ионными ка-
налами (Ding, Pickard, 1993). Необходимость этапа реорганизации 
цитоскелета для холодового сигналинга показана при исследова-
нии развития низкотемпературного ответа у люцерны (Orvar et al., 
2000), рапса (Sangvan et al., 2001). Было установлено, что веще-
ства, стабилизирующие микротрубочки и микрофиламенты, спо-
собствовали ингибированию активации индуцируемых холодом 
генов CAS30 и BN115 при воздействии низкой температуры, в  то 
время как вещества, дестабилизирующие элементы цитоскелета, 
наоборот, вызывали их активацию при 25 °С. При действии на про-
топласты капусты колхицина, ингибирующего полимеризацию ту-
булиновых белков и разрушающего микротрубочки, наблюдается 
значительное увеличение экспрессии гена CSP5 даже при комнат-
ной температуре (Гималов и др., 2004). Обработка протопластов 
одновременно колхицином и бензиловым спиртом, вызывающим 
повышение текучести плазматической мембраны, приводит лишь 
к незначительному, по сравнению с действием одного колхицина, 
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уменьшению экспрессии гена CSP5. При обработке протопластов 
капусты таксолом, стабилизирующим тубулиновый цитоскелет, 
экспрессия гена CSP5 при 5 °С заметно ингибируется, оставаясь 
практически на уровне экспрессии этого гена при комнатной тем-
пературе (рис. 10). В то же время стимуляция экспрессии гена CSP5 
наблюдается и без низкотемпературного стресса при воздействии 
на протопласты капусты диметилсульфоксидом (DMSO), умень-
шающим текучесть плазматической мембраны и имитирующим 
холодовой стресс. В этих условиях стабилизация тубулинового ци-
тоскелета с помощью таксола значительно уменьшает экспрессию 
гена CSP5, снижая тем самым эффект DMSO. 

Следовательно, реорганизация цитоскелета может рассматри-
ваться как этап холодового сигналинга, имеющий свое определен-
ное место в этом процессе.

Полученные нами данные подтверждают предположение Orvar 
et al. (2000), что в цепи трансдукции холодового сигнала этап ре-
организации цитоскелета следует за уменьшением текучести 
плазматической мембраны. Связывание между микротрубочками 
и плазматической мембраной может обеспечивать фермент фосфо-
липаза D, активность которого повышается в условиях стресса и за-
висит от концентрации ионов Са2+ (Gardiner et al., 2003; Dhonukshe 
et al., 2003). В восприятии низких температур могут принимать 
участие и экстенсины, такие как гидроксипролинбогатые глико-

Рис. 10. Влияние состояния цитоскелета на экспрессию гена CSP5:
1 – контроль, 20 °С; 2 – контроль, 5 °С; 3 – таксол, 5 °С; 4 – таксол + ДМСО, 

20 °С; 5 – ДМСО, 20 °С; 6 – колхицин+БС, 20 °С
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протеины и арабиногалактансодержащие белки (AGP). AGP явля-
ются протеогликанами клеточной стенки и участвуют в связыва-
нии клеточной стенки, плазматической мембраны и микротрубочек 
(Nguema-Ona et al., 2007). 

Реорганизация цитоскелета, по-видимому, приводит к актива-
ции кальциевых каналов, что, в свою очередь, обеспечивает поток 
ионов кальция в цитоплазму и дальнейшее прохождение холодового 
сигнала, завершающееся адекватным стрессовым ответом. Иссле-
дование реорганизации цитоскелета в клетках Triticum aestivum L. 
при закаливании растений мягкой пшеницы показало, что на пер-
вом этапе холодового закаливания (3 °С, 2–3 сут) в клетках зоны 
дифференциации происходят уменьшение массы нестабильных 
микротрубочек и деполимеризация микрофиламентов, а также 
торможение роста целого растения (Хохлова, Олиневич, 2003). На 
более позднем этапе закаливания (3 °С, 4–7 сут) происходит уси-
ление полимеризации микрофиламентов. И такого рода реоргани-
зация цитоскелета может определять восстановление ростовых и 
продолжение термоадаптивных процессов в новых условиях (Хох-
лова, Олиневич, 2003). Таким образом, исследования организации 
и динамики состояния цитоскелета, в том числе с  применением 
химических агентов, позволяют выявить механизмы интеграции 
элементов цитоскелета в регуляторную сеть сложных клеточных 
процессов.

Следовательно, понижение текучести мембраны и дестабилаза-
ция компонентов цитоскелета вызывают активацию кальциевых ка-
налов и поток ионов кальция в цитоплазму. Есть данные, что веще-
ства типа стеролов, меняющие текучесть мембран, изменяют также 
связывание лигандов к кальциевым каналам (Mason et al., 1992). 

Связь изменений в организации цитоскелета с устойчивостью 
к низким температурам исследована на целом ряде объектов. Так, 
у озимой пшеницы более высокая стабильность тубулинового ци-
тоскелета определяет повышенную морозостойкость (Olinevich, 
2000). При холодовой акклимации пшеницы происходит индук-
ция гена, кодирующего предположительно актинсвязывающий 
белок с молекулярной массой 15,8 кДа (Danyluk et al., 1996). По-
следовательность белка, соответствующего данному гену, содер-
жит участки высокой гомологии с актин- и фосфатидилинозитол-
связывающими сайтами других актинсвязывающих белков. 
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Быстрая индукция транскриптов во время холодовой акклимации 
указывает на возможное участие соответствующего белка в дина-
мической реорганизации актинового цитоскелета, способствую-
щей преодолению повреждающего действия стресса. 

В настоящее время в растительных клетках, как и в клетках 
животных, обнаружены белки, связывающие кальций и фосфоли-
пиды, так называемые аннексины. Это семейство белков, имеющих 
общую структуру, включающую от 4 до 8 повторяющихся после-
довательностей, содержащих кальций- и фосфолипидсвязывающие 
участки. N-концевые участки белков имеют несколько регуляторных 
последовательностей для фосфорилирования и связывания с белка-
ми. Аннексины животных функционируют как кальциевые каналы 
и ингибиторы протеинкиназы С и фосфолипазы А2 (Gerke, Moss, 
1997). Обнаружено, что они являются субстратом фосфорилирова-
ния для многих мембраносвязанных рецепторов, воспринимающих 
внеклеточные сигналы. Аннексины, выделенные из микросомной 
фракции клеток мягкой пшеницы, р39 и р22.5, также способны 
формировать кальциевые каналы in vitro. Синтез этих белков уси-
ливается при низкотемпературном закаливании растений (Breton et 
al., 2000). Авторы полагают, что аннексин с молекулярной массой 
39 кДа может быть фосфорилирован рецептор-подобной серин/
треониновой киназой (RLK), также, в свою очередь, индуцируемой 
целым рядом внешних воздействий (холод, высушивание, абсци-
зовая кислота и засоление) и транслоцирован в плазматическую 
мембрану в кальций-независимом положении. В этом положении 
аннексин р39, подобно анексинам животных, может действовать 
как кальциевый канал.

Из приведенных выше данных следует, что, по крайней мере, 
в  некоторых случаях, изменения в текучести мембран могут 
служить основой для организации биологического термометра 
(Monroy, Dhindsa, 1995; Orvar et al., 2000; Sangwan, 2001). По этой 
модели степень текучести мембраны через изменения в органи-
зации цитоскелета определяет развитие холодовой акклимации. 
На первом этапе холодового воздействия происходит уменьшение 
текучести мембраны, что вызывает активацию кальциевых каналов 
на плазматической мембране. В результате значительно возрастает 
проникновение в цитоплазму кальция из апопласта. Затем проис-
ходит активация белков, передающих сигнал каскадным способом, 
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фосфорилирование белков и усиление сигнала, дефосфорилирова-
ние белков и возвращение к исходной ситуации.

То, что изменение текучести мембран при различных воздей-
ствиях играет важную роль не только в формировании устойчиво-
сти растений к неблагоприятным факторам (Климов, 2008), но и в 
восприятии стрессовых сигналов биологическими системами, под-
крепляется моделью температурного сенсора, реагирующего на фа-
зовые переходы из жидкокристаллического в гелевую фазу. В рабо-
те Suzuki et al. (2000) у цианобактерий Synechocystis PCC6803 и их 
мутантных форм при различных температурных условиях исследо-
валась экспрессия генов десатураз (DesA, B, C и D) – ферментов, ко-
торые меняют степень ненасыщенности липидов плазматических 
мембран и тем самым влияют на их текучесть (см. раздел 1.3). При 
понижении температуры происходит индукция генов десатураз и 
вследствие этого увеличивается содержание ненасыщенных жир-
ных кислот в составе мембран, что является адаптивным ответом 
к данному температурному режиму. Было установлено, что для 
холодовой индукции гена DesB необходима гистидинкиназа мем-
бранной локализации Hik 33. Hik 33 имеет в своем составе киназ-
ный домен на карбоксильном конце, две гидрофобные спирали на 
N-концевом участке, пронизывающие плазматическую мембрану и 
формирующие димер, а также Р-линкер посередине. Дальнейший 
анализ набора мутантных линий с целью выделения других ком-
понентов пути восприятия температурных изменений позволил 
выделить ген Rre (response regulator), предположительно кодирую-
щий белок с доменами, типичными для элемента ответа двухком-
понентной регуляторной системы. При понижении температуры и 
последующем повышении вязкости и уплотнении мембраны про-
исходит сближение трансмембранных доменов Hik 33, изменение 
конформации гистидинкиназы Hik 33 в районе линкера, вследствие 
которого происходит димеризация и активация фермента, прояв-
ляющаяся в самофосфорилировании. Фосфатная группа передает-
ся регулятору ответа Rre 26, составляющему пару с Hik 33 в двух-
компонентной системе регуляции восприятия и прередачи сигнала. 
Регулятор ответа связывается с промоторными областями генов, 
индуцируя их транскрипцию (Зорина и др., 2011). Анализ с при-
менением микрочипов показал, что у цианобактерии Synechocystis 
экспрессия 65% из 45 индуцируемых холодом генов зависела от 
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мутаций в Hik 33 (Mikami et al., 2002).  Двухкомпонентные системы 
восприятия и передачи стрессовых сигналов, состоящие из гисти-
динкиназы (Hik) и соответствующего регулятора ответа (Rre), опи-
саны для холодового, осмотического и солевого стрессов (Mikami 
et al., 2002; Новикова и др., 2007).

Гистидинкиназный ген AtHK1, экспрессия которого возрастала 
в ответ на осмотические изменения при холодовом, солевом стрес-
се и высушивании, был выделен и из арабидопсиса (Urao et  al., 
1999). Передача сигнала об этих изменениях осуществлялась по-
средством каскада фосфорилирующих реакций.

3.2. Участие вторичных мессенджеров  
в передаче сигналов

Трансдукция сигналов требует пространственной и временной 
координации различных сигнальных молекул в клетке. Помимо 
белковых посредников в передачу сигнала во многих случаях во-
влекаются и относительно небольшие молекулы, служащие вторич-
ными сигналами – «вторичные мессенджеры», которые осущест-
вляют передачу экстраклеточных сигналов внутрь клеток, усиливая 
их и передавая различным функциональным системам клетки. 
К  вторичным посредникам можно отнести циклические нуклео-
тиды 3,5-циклоаденозинмонофосфат (цАМФ), 3,5-циклогуанозин-
монофосфат (цГМФ), циклическую АДФ-рибозу (цАДФР), а так-
же ионы кальция, диацилглицерол, инозитолтрифосфат (ИТФ3), 
2,5-олигоаденилат, окись азота (NO), активные формы кислорода 
и т.д. Наиболее характерные свойства вторичного мессенджера, 
это, во-первых, его относительно небольшая по сравнению с био-
полимерами молекулярная масса, во-вторых, способность быстро 
(при сопоставлении со временем передачи сигнала) расщепляться, 
а в случае Са2+ откачиваться. В противном случае сигнальная си-
стема, вероятно, оставалась бы во включенном состоянии и после 
прекращения действия внешнего сигнала.

Наиболее часто роль вторичного мессенджера в передаче сиг-
нала окружающей среды у различных организмов, включая расте-
ния, выполняют двухвалентные ионы кальция, так как установле-
но, что многие биотические и абиотические воздействия вызывают 
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немедленное и временное увеличение концентрации ионов кальция 
в цитоплазме (Knight et al., 1992; Knight et al., 1996; White, Broadley, 
2003; D’Angeli et al., 2003; Conde et al., 2011). При этом поток ионов 
кальция обеспечивается активацией потенциал-зависимых, лиганд-
зависимых и механочувствительных каналов, расположенных на 
плазмалемме или на внутриклеточных мембранах (Krol, Trebacz, 
2000). Масштабное возрастание уровня ионов Са2+ в цитоплазме 
в форме Са-осцилляций и Са-волн вызывает активацию глобаль-
ных клеточных процессов (Медведев, 2010). Специфичность в ко-
дировании кальциевых сигналов достигается тем, что различные 
внешние стимулы вызывают отличающиеся друг от друга коле-
бания ионов кальция в цитоплазме (Evans et al., 2001). Основные 
компоненты системы передачи сигнала с участием ионов Са2+ 

(кальциевые переносчики, кальмодулин, кальмодулин-зависимые 
ферменты, кальций-зависимые протеинкиназы) первоначально 
были обнаружены в клетках животного происхождения (Kikkawa 
et al., 1983; Hanson, Schulman, 1992). У растений детектированы из-
менения в кальциевом потоке при различных стрессовых условиях: 
осмотическом шоке (Knight et al., 1998), воздействии АБК (Allen 
et al., 1999), тепловом шоке (Gong et al., 1998; Torrecilla et al., 2000), 
инфицировании (Xu, Heath, 1998), засолении (Jang et al., 1998). 
В  передаче кальциевого сигнала при воздействии абиотических 
факторов среды у растений также значительное место занимают 
кальцийсвязывающие белки, в частности, кальмодулин (Tuteja, 
Sopory, 2008).

Более половины кальция, содержащегося в тканях растений, ло-
кализовано в апопласте, и причем большая его часть связана с кле-
точной стенкой (Rincon, Boss, 1987; Graciana et al., 1988). Внутри-
клеточным депо кальция являются вакуоли (Trewavas, Gilroy, 1991; 
Bush, 1993; Jian et al., 1999). Исследования содержания Са2+ в клет-
ке, осуществляемые с использованием различных методов (флуо-
ресцентных красителей, Са2+-чувствительных микроэлектродов, 
фотопротеинов (Bush, 1993)), показали, что в клетках концентрация 
ионов кальция составляет от 30 до 200 нМ Са2+. При этом вне клетки 
концентрация кальция в 1000–10000 раз выше. То есть концентра-
ционный градиент ионизированного кальция между внутриклеточ-
ным и внеклеточным содержимым чрезвычайно велик и превышает 
градиенты для других ионов. Именно поэтому увеличение уровня 
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кальция в конкретном участке клетки всего на несколько ионов яв-
ляется мощным и очень информативным сигналом. 

Вовлечение кальция в систему передачи низкотемпературного 
сигнала во время холодового закаливания растений предполагалось 
из наблюдений о временных изменениях содержания цитоплазма-
тического кальция в ответ на холодовой шок (Knight et al., 1996; 
Polisensky, Braam, 1996) и электрофоретических исследований мо-
дуляции активности кальциевых каналов низкими температурами 
(Ding, Pickard, 1993). 

Следовательно, проникновение Са2+ в цитоплазму может быть 
индуцировано широким спектром как эндогенных, так и экзоген-
ных стимулов, таких как гормоны, свет, тепло, соли, элиситоры 
и  механические воздействия, которые влияют на поляризацию 
мембраны, активность фосфолипаз или тургор. Эти изменения, вы-
званные различными воздействиями, по величине и продолжитель-
ности отличаются очень слабо (Knight et al., 1991). Каким образом 
растения различают сигналы приблизительно сходной силы, оста-
ется не до конца выясненным. И в значительной степени проблема 
не в том, чтобы определить, какие стимулы вызывают перенос ио-
нов кальция, а в том – как достигается необходимая специфичность 
адаптивного ответа. Увеличение содержания кальция в ответ на 
гормональные или физические воздействия носит временный ха-
рактер (Trewavas, Gilroy, 1991; Bush, 1993; Медведев, 2000; Nordin 
Henriksson, Trewavas, 2003). Например, в семядолях трансгенного 
табака, конститутивно экспрессирующего кальций-репортерный 
белок экворин, содержание кальция в цитоплазме при холодовом 
шоке увеличивается за несколько секунд, а уменьшается в течение 
2–3 мин (Knight et al., 1991; Wood et al., 2000). В трансгенных рас-
тениях пшеницы с конститутивной экспрессией экворина показа-
но, что быстрое охлаждение приводит к повышению содержания 
ионов кальция в цитоплазме, при этом большее значение имела 
динамика изменения температуры, чем ее абсолютное значение 
(Nagel-Volkmann et al., 2009). Для протопластов люцерны показа-
но, что в первые 15–20 мин охлаждения (4 °С) перенос изотопа 
45Са2+ в клетки был почти в 20 раз больше, чем при 25 °С (Monroy, 
Dhindsa, 1995). Такого увеличения содержания кальция достаточ-
но для активирования кальций-зависимой мультифункциональной 
протеинкиназы, которая усиливает кальциевый сигнал. 
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Эти результаты показывают, что индуцированный низкой тем-
пературой поток ионов кальция в цитоплазму является интеграль-
ным компонентом низкотемпературного сигнального каскада во 
время холодовой акклимации. Однако природа и временная после-
довательность событий, приводящих к такому потоку ионов каль-
ция, остаются еще не достаточно изученными.

Изменения в текучести плазматической мембраны, происхо-
дящие при понижении температуры, по всей видимости, меняют 
силы натяжения в мембране и способствуют открыванию активи-
руемых холодом кальциевых каналов, относящихся к механочув-
ствительным ионным каналам (Ding, Pickard, 1993). Следователь-
но, уменьшение текучести плазматической мембраны приводит, 
таким образом, к увеличению потока ионов кальция в клетки расте-
ний, главным образом из внеклеточного пространства (Knight et al., 
1996). На проростках рапса показано, что модулирование интен-
сивности этого потока различными агентами отражалось на уровне 
экспрессии генов, регулируемых холодом (Sangwan, 2001). Оценка 
влияния хелатора ионов кальция EGTA и Са-ионофора А23187, сти-
мулирующего приток в цитоплазму ионов кальция, ассоциирован-
ных с клеточной стенкой, на уровень экспрессии гена CSP5 в про-
топластах капусты при разных температурных режимах показала, 
что обработка протопластов капусты хелатором ионов кальция 
EGTA существенно тормозила холод-индуцированную экспрес-
сию CSP5, поддерживая транскрипционную активность этого гена 
на уровне контроля при нормальной температуре (Гималов и др., 
2004) (рис. 11), хотя полного подавления процесса при этом не на-
блюдалось. Возможно, такой результат обусловлен тем, что EGTA 
связывает внеклеточные ионы кальция, а общее повышение кон-
центрации ионов кальция в цитоплазме при стрессе достигается из 
различных депо кальций-ионов. 

В то же время воздействие на протопласты Са-ионофором 
А23187, стимулирующим приток в цитоплазму ионов кальция, 
связанных на клеточных стенках, вызывало почти двукратное по-
вышение экспрессионной активности гена CSP5 (рис. 11). Эти ре-
зультаты демонстрируют четкую зависимость уровня экспрессии 
гена БХШ капусты от изменения концентрации ионов кальция 
в  цитоплазме и  в норме, и при воздействии низкой температуры. 
Об этом свидетельствует и характер влияния на уровень экспрессии 
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CSP5 блокаторов кальциевых каналов – нифедипина и циннаризина 
(рис. 12). 

Нифедипин, блокирующий кальциевые каналы плазматической 
мембраны, оказывал эффект в подавлении экспрессии CSP5, в то 
время как циннаризин – блокатор каналов внутриклеточных каль-
циевых депо – существенного влияния на экспрессию CSP5 не ока-
зывал. Следовательно, изменение концентрации ионов кальция 
в  цитоплазме прямо отражается на уровне экспрессии гена белка 
холодового шока капусты. Хотя пока окончательно не выяснены ме-
ханизмы перекодирования изменений концентрации ионов кальция 
в ответ, специфичный по отношению к вызвавшему эти изменения 
воздействию, очевидно, важная роль в этом принадлежит осцилля-
циям концентрации ионов кальция в цитоплазме и интермедиатам, 
вовлеченным в кальциевый сигналинг (Ng, McAinsh, 2003). 

В ряде работ показано, что в холодовой сигналинг также вовле-
чен оксид азота NO, который может функционировать в качестве 
вторичного мессенджера и медиатора адаптивных ответов на холо-
довой стресс (Qiao, Fan, 2008; Zhao et al., 2009; Liu et al., 2010). На-

Рис. 11. Экспрессия гена CSP5 в необработанных и обработанных EGTA 
и Ca2+-ионофором протопластах при изменении потока ионов кальция 

в цитоплазму: 0 – 23 °С; 0,5 – 0,5 ч 5 °С; 2 – 2 ч при 5 °С

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь 

мР
Н

К
  

(%
 к

 к
он

тр
ол

ю
)

0 0,5 2

600

400

200

0

время, ч



63

Восприятие холодового сигнала растительными клетками

Рис. 12. Экспрессия гена CSP5 в необработанных и обработанных нифедипином 
и циннаризином протопластах при изменении потока ионов кальция  

в цитоплазму: 0 – 23 °С; 0,5 – 0,5 ч 5 °С; 2 – 2 ч 5 °С; 6 – 6 ч 5 °С 
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копление NO на холоду может быть ассоциировано с NOS (синтаза 
оксида азота)–подобным ферментом. При этом защитная роль NO 
от окислительного повреждения мембран связана с уменьшением 
содержания АФК (Liu et al., 2010).

Значение перекиси водорода как вторичного мессенджера выяв-
лено во многих системах, хотя сигнальный каскад при этом описан 
не очень полно. Установлено, что изменение содержания перекиси 
водорода при стрессах вызывает модуляцию экспрессии некоторых 
регуляторных и структурных генов, вовлеченных в стрессовый от-
вет, в том числе связанных с синтезом антиоксидантов, например, 
глутатиона (Zhou et al., 2012).

3.3. Роль фосфорилирования белков в развитии  
холодостойкости растений

Фосфорилирование белков играет большую роль в регуля-
ции экспрессии генов у растений (Sarokin, Chua, 1992; Shin et al., 
2001). Ковалентная модификация белков, осуществляемая при  

время, ч
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фосфорилировании, приводит к существенным изменениям их 
физико-химических свойств и функциональной активности, акти-
вируя или подавляя их каталитическую активность, влияя на суб-
стратную специфичность, меняя структурные свойства, вызывая 
ассоциацию их субъединиц и т.п. Большая группа ферментов, объ-
единенная под названием «протеинкиназы», катализирует перенос 
концевого остатка фосфата АТФ на различные группы в структу-
ре белка. Наиболее подробно исследованы протеинкиназы, фос-
форилирующие спиртовые группы серина, треонина и тирозина 
белков. В зависимости от фосфорилируемой аминокислоты, они 
классифицируются как серин/треониновые, тирозиновые киназы 
и протеинкиназы с двойной специфичностью (серин/треониновые 
и тирозиновые). Эффект протеинкиназ уравновешивается проте-
инфосфатазами с соответствующими специфичностями: серин/
треониновые фосфатазы, тирозиновые фосфатазы, фосфатазы 
с двойной специфичностью (серин/треониновые и тирозиновые). 
Таким образом, протеинкиназы и фосфатазы образуют две группы 
ферментов-антагонистов, способных осуществлять обратимую ко-
валентную модификацию белков-мишеней и тем самым регулиро-
вать их активность (Bollen, Beullens, 2002).

Протеинкиназная активность локализуется в различных кле-
точных компартментах: клеточных мембранах (Schaller et al., 1992; 
Verhey et al., 1993; Yoon et al., 1999; Romeis et al., 2000; Martin, 
Busconi, 2000), внутренних мембранах митохондрий (Struglics et al., 
1999), в цитоплазме и ядре, главным образом, в межхроматиновой 
области (Prestamo et al., 1999; Wang et al., 2010).

У растений фосфорилирование белков отмечено при ответе 
на многие сигналы, такие как свет, гормоны, осмотический стресс 
(Urao et al., 1999; Hoyos, Zhang, 2000), температурный стресс 
(Jonak et al., 1996; Saijo et al., 2000; Ichimura et al., 2000; Deswal 
et al., 2004), воздействие патогенов, салициловой кислоты, озона, 
этилена (Czernic et al., 1999; Katou et al., 1999; Romeis et al., 2000; 
Hoyos, Zhang, 2000; Du, Chen, 2000; Samuel et al., 2000; Gu et al., 
2000; Xu et al., 2009; Wang et al., 2010). Известно, что все эти воз-
действия первоначально вызывают флуктуации в концентрации 
Са2+ в цитоплазме. Связывающим звеном между колебаниями кон-
центрации Са2+ и изменениями в метаболизме и экспрессии генов, 
по всей видимости, является активность кальций-зависимых про-
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теинкиназ. Кальций-зависимые протеинкиназы относятся к  се-
мейству серин-треониновых протеинкиназ. Большинство этих 
ферментов содержит кальмодулин-подобный регуляторный до-
мен, Са2+-связывающий участок на С-конце и способны активи-
зироваться при связывании с ионами кальция (Sanders et al., 1999; 
Trewavas, Malho, 1997; Ludwig et al., 2004), или же с кальциневрин 
В-подобными Са2+-связывающими белками (Shi et al., 1999).

Протеинкиназы участвуют в передаче кальциевых сигналов, 
используя обратимое фосфорилирование субстратных белков. Та-
кие протеинкиназы широко распространены у растений, напри-
мер, только у арабидопсиса идентифицированы около 40 изогенов 
(Harmon et al., 2000). Кинетический анализ показал, что разные 
изоформы кальций-зависимых протеинкиназ имеют разную суб-
стратную специфичность и разный порог активации кальцием (Lee 
et al., 1998). Эти особенности, наряду с различиями в клеточной 
локализации, вероятно, и обеспечивают возможность того, что 
данные ферменты специфически транслируют кальциевые потоки, 
устремляющиеся в цитоплазму при стрессовых ситуациях, в опре-
деленные физиологические ответы растений. Исследовано не-
сколько потенциальных субстратов для этих протеинкиназ (Sanders 
et al., 1999; Harmon et al., 2000). Одним из таких субстратов явля-
ется кальмодулин-стимулируемый кальциевый насос АСА2, фос-
форилирование которого протеинкиназой ингибирует его функ-
ционирование (Hwang et al., 2000). Для галофитного растения 
Mesembryanthemum crystallinum субстратом стресс-индуцируемой 
кальций-зависимой протеинкиназы является белок, входящий 
в  состав двухкомпонентного псевдорегулятора ответа (Patharkar, 
Cushman, 2000). 

Важное значение фосфорилирование белков имеет в регуляции 
важнейших физиологических функций клеток – транспорта ионов 
и воды (Каримова, Жуков, 1991; Каримова и др., 1996).

Одним их хорошо установленных путей трансдукции внешних 
сигналов во внутриклеточные стрессовые ответы во всех эукарио-
тических клетках является митоген-активируемый протеинкиназ-
ный (МАРК) каскад (Tena et al., 2001; Jonak et al., 2002). МАРК и ее 
активаторы – киназа МАРК (МАРКК) и киназа МАРКК, составляют 
функционально взаимосвязанный МАР-киназный каскад. Актива-
ция МАРК приводит к фосфорилированию различных субстратов, 
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включая транскрипционные факторы, другие протеинкиназы, белки,  
ассоциированные с цитоскелетом (Nakagami et al., 2005). Семей-
ство МАР-киназ может быть активировано широким набором вне-
клеточных воздействий, таких как патогены, высушивание, засо-
ление, холод, озон, гормоны (Tena et al., 2001; Jonak et al., 2002; 
Samuel, Ellis, 2002; Xiong, Yang, 2003; Wang et al., 2010). 

Идентифицировано большое количество генов, кодирующих 
растительные МАР-киназы, например, у арабидопсиса обнару-
жены 23 гена МАРК (Cheong et al., 2003), а всего в геноме араби-
допсиса около 600 генов различных протеинкиназ (Morris, Walker, 
2003). Экспозиция растений люцерны при низкой температуре в те-
чение 10 минут приводила к включению митоген-активируемого 
протеинкиназного пути (Jonak et al., 1996). Используя специфиче-
ские антитела против различных МАР-киназ этого растения, уста-
новлена активация р44 ММК4-киназы при холодовой обработке 
и подсушивании. При этом засоление и тепловой шок не усили-
вали активность данной киназы, что указывает на существование, 
по крайней мере у люцерны, отдельных механизмов для передачи 
сигналов, вызванных различными стрессами. МАР-киназы пред-
ставляют интегральную связь между внешней и внутренней сре-
дой клетки. У арабидопсиса количество мРНК трех киназ – АТ-
МЕКК1 (МАР-киназа киназы), АТМРК3 (МАР-киназа) и АТРК19 
значительно возрастало при механическом, холодовом и солевом 
стрессах (Mizoguchi et al., 1996). Эти МАР-киназы индуцировались 
в течение 1 часа холодовой обработки (4 °С). Холодовой стресс вы-
зывал активацию стресс-активируемой МАР-киназы (SAMK) лю-
церны в течение 10 минут, максимум активности достигался в тече-
ние 60 минут. Подобную активацию SAMK можно было добиться 
уменьшением текучести плазматической мембраны и дестабилиза-
цией микрофиламентов. Предотвратить процесс можно было анта-
гонистом кальций-зависимой протеинкиназы, и это дало основание 
предположить, что холодовой сигнал воспринимался через изме-
нение текучести мембраны, вызывающее реорганизацию цито-
скелета и поток ионов кальция в цитоплазму, активацию кальций-
зависимых протеинкиназ и МАР-киназ (Sangwan et al., 2002).

Показано участие в передаче холодового сигнала также и NAD- 
киназы, которая катализирует фосфорилирование NAD+ до NADP+ 
и таким образом принимает участие в регуляции метаболизма 



67

Восприятие холодового сигнала растительными клетками

клетки (Ruiz et al., 2002). Известны две изоформы этого фермента – 
одна Ca2+/CaM-зависимая, другая Ca2+-независимая. Активность 
Ca2+/CaM-зависимой NAD-киназы возрастала значительно после 
60–120  минут холодового стресса, пропорционально увеличению 
содержания пролина в этих условиях, что указывало на возможное 
участие фермента в регуляции накопления пролина.

В холодовом сигналинге принимают участие и фосфатазы 
РР2А и РР2В. Так, экспрессия регулируемых холодом генов в усло-
виях нормальной температуры роста усиливалась при воздействии 
ингибиторов фофатаз РР1 и РР2А (Monroy et al., 1998). В свою оче-
редь, в течение 1 ч низкотемпературного воздействия активность 
фосфатаз уменьшалась на 85%, что, видимо, способствовало уси-
лению киназной активности и трансдукции холодового сигнала. 
РР2В (кальциневрин) представляет собой гетеродимер, состоящий 
из регуляторной В (CNB) и каталитической А (CNA) субъединиц. 
Фермент активируется после взаимодействия с кальмодулином 
и действует как эффектор кальциевого сигналинга. У растений еще 
не обнаружены CNA-подобные белки, а ген CNB-подобного белка 
арабидопсиса AtCBL1 клонирован. Показано, что данный ген инду-
цируется в ответ на такие стрессовые факторы, как засуха, поране-
ние и холод (Kudla et al., 1999).

Известно, что холодовой стресс сопровождается изменениями 
в фосфорилировании определенных белков (Monroy et al., 1993). 
Сигналом для фосфорилирования, по-видимому, служит повы-
шение концентрации ионов кальция в цитоплазме при стрессе 
(Tahtiharju et al., 1997), то есть связующим звеном между колебания-
ми концентрации ионов кальция и изменениями в экспрессии генов 
могут служить кальций-зависимые протеинкиназы. Например, по-
казано, что активация диацилглицеролкиназы (DAGK), происходя-
щая в течение нескольких секунд холодового воздействия, связана 
с изменениями текучести плазматической мембраны (Vaultier et al., 
2006), а источником ионов Са2+, необходимых для активации этой 
киназы, могут служить механочувствительные кальциевые каналы, 
открывающиеся при понижении температуры (Ding, Pickard, 1993). 

В белковых экстрактах, выделенных из растений капусты, под-
вергнутых холоду, и без холодовой обработки, уровень фосфори-
лирования гистона III–S, взятого в качестве субстрата для проте-
инкиназ, заметно отличался (рис. 13). Холодовой стресс вызывал 
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повышение фосфорилирования гистона уже через 30 мин и стано-
вился наивысшим к 6 ч опыта.

Фосфорилирование белков является результатом функцио-
нирования ферментов с противоположным действием – фосфатаз 
и  протеинкиназ. Как известно, при понижении температуры ак-
тивность многих ферментов падает, в том числе фосфатаз и ки-
наз (McKintosh, Cohen, 1989). В то же время, как показали Monroy 
и сотр. (1997), активность этих ферментов имеет различную чув-
ствительность к холоду: активность фосфатаз при 4 °С составляла 
около 10% от ее активности при 25 °С; активность протеинкиназ на 
холоду менялась дифференцированно, так как одни протеинкиназы 
теряли до 90% своей активности, другие – около 35% при переме-
щении растений на 4 °С (Monroy et al., 1997). По мнению авторов, 
то, что два типа белков, по разному реагирующих на холод – фос-
фатазы и протеинкиназы, катализируют противоположные реак-
ции, может иметь значение для достижения специфичности холо-
дового сигнала. Приводя к определенному равновесию процессы 
фосфорилирования и дефосфорилирования, низкотемпературное 
воздействие направляет каскад сигнальной трансдукции через хо-
лодоспецифичное фосфорилирование, приводя к экспрессии генов 
и развитию холодоустойчивости.

Значительное и быстрое повышение протеинкиназной актив-
ности после помещения проростков капусты на холод выявле-
но и  в  опытах по фосфорилированию белков в реакциях in vivo 
(рис. 14). При этом фосфорилируются белки с молекулярной мас-
сой 24, 42 и 58 кДа. 

Рис. 13. Фосфорилирование гистона III-S в экстрактах клеток растений  
при низкотемпературном стрессе

0,5 ч

5 °С23 °С

1 ч 2 ч 6 ч
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Рис. 14. Фосфорилирование белков растений при низкотемпературном  
воздействии

В случае предварительной инкубации проростков в питательной 
среде с добавлением хелаторов ионов кальция EGTA и BAPTA уро-
вень фосфорилирования белка с молекулярной массой 24 кДа суще-
ственно снижался, а белки с молекулярной массой 42 и 58 кДа на ра-
диоавтографе не выявлялись, что подтверждает кальций-зависимый 
характер фосфорилирования данных белков при холодовом стрессе.

В вариантах с использованием соединения ВАРТА, хелатирую-
щего ионы кальция из внутриклеточных депо, подавление фосфори-
лирования белков по сравнению с вариантами с EGTA меньше, что 
указывает на больший вклад ионов кальция, поступающих из окру-
жающей среды, на активацию протеинкиназ при холодовом стрессе. 

Возможно, белки, фосфорилирование которых индуцировано 
холодом, принимают участие в регуляции активности чувствитель-
ных к действию холода генов, взаимодействуя непосредственно 
с ДНК или с другими белками, участвующими в регуляции актив-
ности генов. В проростках риса холодовое воздействие приводило 
к индукции мРНК кальций-зависимой протеинкиназы, однако это 
не меняло в значительной степени уровень содержания самого фер-
мента в клетке при стрессе (Saijo et al., 2000). Авторы полагают, что 
существуют пост-трансляционные механизмы регуляции протеин-
киназной активности в клетке. Наиболее изученным регулятором  

25 °С
5 °С 5 °С 5 °С

25 °С



70

Глава 3

активности протеинкиназ является поток ионов кальция в цито-
плазму. Однако наличие нескольких изоформ данного фермента 
и участие его в ответе на различные стрессовые воздействия по-
зволяют предположить и другие формы активации протеинкиназы, 
например, при взаимодействии с так называемым белком 14–3–3 
(Camoni et al., 1998). У арабидопсиса обнаружена протеинкиназа, 
ген которой индуцируется низкой температурой, а также абсцизо-
вой кислотой, дегидратацией, высокой концентрацией NaCl. Она 
имеет в своем составе домены, характерные для рецептор-подобных 
киназ (Hong et al., 1997). Исследованы мембранно-связанные 
кальций-зависимые протеинкиназы риса, которые активируются 
только через 12–18 ч холодовой обработки. Это указывает на то, 
что данная протеинкиназа задействована не в быстром стрессовом 
ответе, а в достаточно длительных адаптивных процессах (Martin, 
Busconi, 2001). 

О важности фосфорилирования в развитии морозоустойчивости 
растений свидетельствует угнетение экспрессии чувствительных 
к холоду генов при ингибировании фосфорилирования, которое со-
ответствует уровню снижения морозоустойчивости соответствую-
щими ингибиторами. Наиболее сильно ингибирование было выра-
жено у клеток при обработке антагонистом кальмодулина (Monroy 
et al., 1993). Эти исследования указывают на взаимосвязь между 
индуцированным холодом транспортом кальция в цитоплазму, фос-
форилированием белков, экспрессией специфических для холодовой 
акклимации генов и развитием морозоустойчивости в процессе адап-
тации к холоду клеток растений. Таким образом, регуляция кальци-
ем фосфорилирования белков может сказаться на конформационных 
перестройках или изменениях в стабильности белков при низкой 
температуре, и, следовательно, протеинкиназы/фосфатазы оказыва-
ются непосредственно вовлеченными в развитие морозоустойчиво-
сти. Участие процессов быстрого и обратимого фосфорилирования 
белков в активации индуцируемых холодом генов подтверждено ис-
следованиями накопления транскриптов гена BN115 рапса в транс-
генных растениях с использованием ингибиторов фосфоинозитид-
киназ, тирозинкиназ и общего ингибитора протеинкиназ, а также 
ингибиторов протеинфосфатаз (Sangwan et al., 2001). 

Необходимость этапа фосфорилирования определенных бел-
ков для экспрессии гена CSP5 подтверждается опытами с ингибито-
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рами протеинкиназ (рис. 15). Из рисунка видно, что обработанные 
ингибиторами протеинкиназ растения капусты характеризуются 
значительно низким уровнем экспрессии гена CSP5 при холодовом 
стрессе.

Таким образом, передача низкотемпературного сигнала из 
внешней среды, вызывающего соответствующий стрессовый ответ 
растения, происходит многоступенчато. На протопластах и целых 
растениях показано, что начальными этапами процесса трансдук-
ции холодового сигнала являются активация кальциевых каналов, в 
частности, в результате изменения состояния клеточных мембран, 
реорганизация цитоскелета и увеличение потока ионов кальция в 
цитоплазму, подтверждаемое результатами опытов с хелаторами 
ионов кальция. 

3.4. Факторы, участвующие в регуляции экспрессии  
генов при холодовом стрессе

Воздействия неблагоприятных факторов окружающей среды, 
среди которых важное значение имеет понижение температуры, 
оказывают значительное влияние на рост и развитие растений,  

Рис. 15. Влияние ингибиторов протеинкиназ на экспрессию гена CSP5: 
0 – 23 °С; 0,5 – 0,5 ч 5 °С; 2 – 2 ч 5 °С; 6 – 6 ч 5 °С 
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вызывая изменения в экспрессии большого количества генов. 
Транскриптомным анализом было показано, что около 1000 ге-
нов у арабидопсиса регулируются низкими температурами (Zeller 
et al., 2009). Многие из регулируемых холодом генов кодируют 
транскрипционные факторы или белки, вовлеченные в транс-
крипцию (Lee et al., 2005), что является подтверждением сопря-
женности холодовой акклимации со сложным транскрипционным 
регулированием и множественными регуляторными путями. При 
этом значительное число регулируемых холодом генов контро-
лируются и другими абиотическими воздействиями, указывая на 
взаимосвязь различных стрессовых воздействий и общность их 
сигнальных путей (Seki et al., 2002).

Исследования функциональных элементов промоторных 
участков COR-генов, направленные на выяснения механизмов 
транскрипционного контроля этих генов, позволили обнаружить 
в коровую последовательность TACCGACAT, обозначенную как 
DRE (dehydration-responsive element), необходимую для регуляции 
экспрессии гена арабидопсиса RD29a при низкотемпературном 
стрессе (Yamagushi-Shinozaki, Shinozaki, 1994). У озимого рапса 
был выделен и секвенирован регулируемый холодом ген BN115 
(White et al., 1994), послуживший основой получения набора деле-
ционных мутантов по промоторному участку, которыми трансфор-
мировали растения ярового рапса. В результате данного исследо-
вания был выяснен основной элемент промотора, чувствительный 
к низкой температуре (LTR), который представляет собой прямой 
повтор из 8 пар оснований: TGGCCGAC. Присутствие сходных 
участков в промоторах генов, регулируемых низкими температура-
ми, у растений арабидопсиса и рапса указывает на вовлеченность 
элемента, состоящего из оснований TGGCCGAC в  низкотемпе-
ратурную экспрессию этих генов. Последовательность, имеющая 
сходство с DRE-мотивом, была обнаружена и в промоторах генов 
COR15a и COR78. Названная С-повтором (CRT, C-repeat) и имею-
щая последовательность TGGCCGAC, она участвует в активации 
COR-генов в ответ на воздействие низкой температуры и засухи 
(Baker et al., 1994). Подобные мотивы присутствуют и в промо-
торных участках индуцируемых холодом и дегидратацией ге-
нов KIN1, COR6.6, RD17 (Wang et al., 1995; Iwasaki et al., 1997), 
WCS120 (Ouelett et al., 1998).
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Обнаружение С-повтор-связывающих факторов (C-repeat-
binding-factor) CBF у арабидопсиса, накапливающихся в ответ на 
низкие температуры, стало следующим этапом в понимании ме-
ханизмов транскрипционного контроля регулируемых холодом 
генов. CBF является транскрипционным фактором, участвующим 
в контроле уровня экспрессии COR- генов, что коррелирует с раз-
витием устойчивости растений к низким температурам (Stockinger 
et al., 1997). Другой группой исследователей из библиотеки кДНК 
арабидопсиса были выделены два клона DREB1 и DREB2, ко-
дирующие белки, специфически взаимодействующие с DRE-
последовательностью в промоторной области гена RD29a (Liu et al., 
1998). В трансгенных растениях сверхэкспрессия как DREB1а, так 
и DREB2а вызывает активацию экспрессии гена RD29a в усло-
виях отсутствия стрессового фактора, и такие растения проявля-
ют устойчивость как к действию холода, так и к подсушиванию. 
В  свою очередь, индукция DREB1а происходит исключительно 
в ответ на низкую температуру, а DREB2а – на дегидратацию и за-
соление, причем ни один из этих факторов не индуцируется АБК. 
Авторы предположили, что белки DREB1а и DREB2а участвуют 
как транс-активирующие элементы в двух различающихся путях 
регуляции экспрессии гена RD29a, вызываемых низкой температу-
рой, с одной стороны, и дефицитом влаги и засолением, с другой. 

В низкотемпературную регуляцию COR-генов с участием про-
моторных элементов CCGAC вовлечены также имеющие высокий 
уровень гомологии с геном CBF1 гены арабидопсиса, названные со-
ответственно CBF2 и CBF3 (Medina et al., 1999). Гены белков CBF2 
и CBF3 расположены близко к гену белка CBF1, образуя кластер 
на хромосоме 4. Высокий уровень гомологии между ними, их тан-
демное расположение дает основание говорить об их общем проис-
хождении. Каждый ген семейства активируется в ответ на низкую 
температуру, а их белковые продукты способны связываться с CRT/
DRE-элементом и тем самым активировать экспрессию гена. Анализ 
с применением микрочипов, представляющих примерно 8000 генов 
арабидопсиса, показал, что сверхэкспрессия каждого из генов семей-
ства CBF в трансгенных растениях приводила к увеличению в них 
экспрессии одних и тех же 30 генов, то есть четких различий в спец-
ифичности по отношению к генам-мишеням данные транс-факторы 
не проявляют (Gilmour et al., 2004). В трансгенных растениях  
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арабидопсиса со сверхэкспрессией DREB1А с применением микро-
чипов с кДНК арабидопсиса показана индукция 38 генов (Maruyama 
et al., 2004). Продукты этих генов включают белки, обеспечивающие 
устойчивость трансгенных растений к  стрессам, а также белковые 
факторы, вовлеченные в дальнейшую регуляцию трансдукции сигна-
лов и экспрессию генов в ответ на стресс. В другом эксперименте с 
микрочипами, содержащими набор проб для нескольких тысяч генов 
арабидопсиса, выявлено, что с экспрессией транскрипционного фак-
тора CBF2 связана индукция 85 и репрессия 8 регулируемых холодом 
генов, что позволило отнести их к CBF2 регулону (Vogel et al., 2005). 
При этом индукция 19 генов возрастала более чем в 15 раз. Конститу-
тивная экспрессия CBF-генов в трансгенных растениях арабидопсиса 
приводит к индукции экспрессии COR-генов и повышению морозо-
стойкости без воздействия низкой температуры (Jaglo-Ottosen et al., 
1998; Gilmour et al., 2000). В таких растениях происходят те же биохи-
мические изменения, которые сопряжены с холодовой акклимацией, 
например, накопление сахаров и пролина (Gilmour et al., 2000; Cook 
et al., 2004), что еще раз подтверждает роль CBF-генов как ключевого 
компонента в активации процессов холодового ответа. 

С целью выяснения индивидуального вклада каждого гена из 
семейства CBF генов были получены мутантные растения ара-
бидопсиса cbf2, у которых ген CBF2 был нарушен включением 
в его состав Т-ДНК (Novillo et al., 2004). Исследования показали, 
что мутантные растения обладали большей способностью пере-
носить охлаждение, чем растения дикого типа до и после холодо-
вой акклимации, и оказались более устойчивыми к дегидратации 
и солевому стрессу. Эти свойства данных растений коррелировали 
с повышенной экспрессией генов CBF1 и CBF3 и соответственно 
последующих регулируемых ими генов. Поэтому исследователи 
сделали вывод, что повышенная устойчивость к низким темпера-
турам, дегидратации и солевому стрессу cbf2 мутантных растений 
обусловлена высоким уровнем экспрессии CBF-генов. Полученные 
результаты указывают на то, что CBF2 негативно регулирует экс-
прессию генов CBF1 и CBF3, а это обеспечивает транзитный и кон-
тролируемый характер их экспрессии, а также точную индукцию 
последующих генов и развитие у растений устойчивости к холоду.

Поэтому исследование уровня экспрессии генов CBF в условиях 
низкотемпературного стресса необходимо для выяснения молекуляр-
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ных механизмов передачи холодового сигнала. К тому же потенци-
альная возможность использования в трансгенных растениях генов 
CBF для повышения устойчивости к холодовому стрессу вызывает 
необходимость изучения подобных генов у разных видов растений.

3.4.1. Нуклеотидная последовательность гена CBF капусты

Ранее в базе данных GenBank были размещены нуклеотид-
ные последовательности, обозначенные как мРНК CBF-подобных 
белков растений капусты (Brassica oleracea) (NCBI, AF370732, 
AF370731). Эти последовательности были получены из мРНК и не 
имели промоторной области, при этом несколько отличались друг 
от друга (возможно, это были транскрибируемые области двух раз-
ных генов CBF). Клонированная нами последовательность фраг-
мента гена CBF капусты длиной 858 п.н., включающая также уча-
сток промотора, прилегающий к гену, показала высокую гомологию 
с генами CBF растений, близких к капусте (Гималов и др., 2011).

Так, сравнение нуклеотидной последовательности этого фраг-
мента ДНК с имеющимися в GenBank нуклеотидными последова-
тельностями CBF-подобных генов капусты, а так же с последова-
тельностями генов CBF близкородственных растений, таких как 
Brassica napus, Brassica rapa и Arabidopsis thaliana, показало, что 
последовательности гена CBF цветной капусты имеют высокую 
степень гомологии с данными последовательностями: 98% с после-
довательностью генов CBF рапса; 76% – генов CBF репы; 77% – 
гена CBF1 арабидопсиса; 77% – гена CBF2 арабидопсиса; 77% – 
гена CBF3 арабидопсиса (рис. 16). 

Рис. 16. Сравнение нуклеотидных последовательностей генов CBF различных 
видов растений (BoCBF – капусты; BnCBF – рапса; BrCBF – репы; AtCBF1, 

AtCBF2, AtCBF3 – арабидопсиса)
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Рис. 16. Окончание



77

Восприятие холодового сигнала растительными клетками

Таким образом, нами была установлена последовательность 
промоторного участка гена CBF капусты и часть его транскрибиру-
емой последовательности, которая совпадала с одной из кодирую-
щих последовательностей CBF-подобных генов, описанных выше, 
на 100%, а также была высокогомологична транскрибируемым 
участкам генов CBF близкородственных растений.

Выведенные аминокислотные последовательности также име-
ют большое сходство, включая наличие последовательности, коди-
рующей домен AP2/EREBP (рис. 17). Стоит отметить, что консер-
вативные участки PKKPAGR, AP2 и DSAWRL (Medina, 1999), по 
наличию которых гены относят к CBF подсемейству, совпадали.

Сходные результаты получены группой ученых из Плимутского 
Университета (Hadi et al., 2011). Они также секвенировали часть гена 
CBF капусты и изучали его экспрессию при низкотемпературном 

Рис. 17. Сравнение аминокислотных последовательностей, кодируемых  
генами CBF (BoCBF –капусты; BnCBF – рапса; BrCBF – репы; 

AtCBF1-3 – арабидопсиса). Сплошной линией отмечен домен AP2/EREBP, 
фигурной скобкой – консервативные последовательности PKKPAGP, DSAWRL
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воздействии. Однако полученная ими последовательность совпадает 
с клонированной нами лишь частично. Вероятнее всего, что отличия 
вызваны тем, что эти последовательности принадлежат разным ге-
нам CBF.

Нуклеотидные последовательности клонированного фрагмен-
та ДНК капусты и промоторных областей генов CBF арабидопсиса 
и некоторых растений рода капустных (Brassica): рапса, репы, а так-
же теллунгиеллы солонцовой (Thellungiella salsuginea) имеют раз-
личную степень гомологии (рис. 18), а у арабидопсиса наибольшее 
сходство с данным фрагментом гена CBF капусты имеет промотор 
гена CBF2 (рис. 19). Так, гомология промоторной последователь-
ности гена CBF капусты составляет 79% с последовательностью 
промотора рапса; 97% – репы; с последовательностями теллунги-

Рис. 18. Сравнение нуклеотидных последовательностей промоторов генов CBF 
различных видов растений (BoCBF – капусты; BnCBF – рапса; BrCBF – репы; 

AtCBF2 – гена CBF2 арабидопсиса; TsCBF – теллунгиеллы солонцовой)
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Рис. 19. Сравнение промоторной области CBF-гена капусты и промоторной обла-
сти CBF репы (BoCBF – промоторная область гена CBF капусты; BrCBF – репы)

еллы солонцовой и арабидопсиса гомологии значительно меньше. 
При этом промотор арабидопсиса оказался протяженнее на 5 п.н. 
по сравнению с промоторами растений рода капустных, а промотор 
теллунгиеллы солонцовой – на 17 п.н.

Ключевым в понимании роли CBF-белков в холодовой регу-
ляции экспрессии генов является вопрос, как они узнают сайты 
связывания и активируют экспрессию соответствующих генов-
мишеней. Гены CBF кодируют полипептиды с молекулярной мас-
сой около 24 кДа, с высоким сходством последовательностей (до 
85%). Установлено, что N-концевой участок длиной 115 амино-
кислот достаточен для направления молекул фактора к промотору 
COR-гена и связывания с ним, а С-концевой участок, включающий 
высококонсервативный AP2/ERF (APETALA 2/ethylene-responsive 
factor), служит активатором транскрипции (Stockinger et al., 1997; 
Wang et al., 2005). Сходство CRT/DRE-последовательности, присут-
ствующей в промоторах генов арабидопсиса COR15a (GGCCGAC), 
COR78/RD29a (TACCGAC) и в этилен-чувствительном элементе 
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AGCCGCC табака, возможно, указывает на то, что факторы CBF1, 
EREBP или другие белки с AP2-доменом, относятся к семейству 
ДНК-связывающих белков, узнающих цис-регуляторные элемен-
ты, имеющие общую коровую последовательность CCG. Различия 
в последовательностях, окружающих элемент CCG, могут быть 
результатом вовлечения разных белков с АР2 доменом в транс-
дукцию различающихся сигналов окружающей среды (Stockinger 
et  al., 1997). Как известно, АР2 домен состоит из β-складчатых 
структур и α-спирали, 14-я и 19-я аминокислоты β-структур яв-
ляются критическими для связывания с ДНК-мишенью. В случае 
CBF белков они соответствуют остаткам валина и глутаминовой 
кислоты. Расположение валина и глутаминовой кислоты в CBF/
DREB2/ERF факторах высококонсервативно и, учитывая, что неко-
торые из них проявляют различающиеся ДНК-связывающие спец-
ифичности, можно предполагать необходимость дополнительных 
аминокислотных остатков вне канонической последовательности 
для проявления такой специфичности. Отличительным свойством 
CBF белков от других CBF/DREB2/ERF факторов является наличие 
мотивов PKKPAGP и DSAWR, расположенных до и после АР2 до-
мена соответственно. Видимо, наличие этих мотивов и определяет 
специфичность связывания CBF факторов (Medina et al., 2011).

Растения значительно отличаются по способности развития 
устойчивости к низким температурам. Многие растения из зон 
с теплым климатом, такие как томаты, кукуруза, рис получают по-
вреждения при экспозиции при температурах от 0 до 12 °С. В то же 
время растения из регионов с умеренным климатом, например, 
пшеница, арабидопсис и многие другие, способны к холодовой 
акклимации, что позволяет им переносить даже отрицательные 
температуры. Показано, что гены, кодирующие CBF-подобные 
компоненты, индуцируются в ответ на низкую температуру у рапса 
(Brassica napus) (Gao et al., 2002), томата (Lycopersicon esculentum) 
(Zhang et al., 2004), риса (Oriza sativa) (Dubouzet et al., 2003), яч-
меня (Hordeum vulgare) (Skinner et al., 2005), люцерны транкату-
ла (Medicago truncatula) (Li et al., 2011), то есть как у растений, 
способных к холодовой акклимации, так и у растений, не способ-
ных к холодовой акклимации, что подтверждает высказанное ранее 
утверждение о консервативности данного пути холодового ответа 
у  высших растений (Jaglo et al., 2001). Cверхэкспрессия CBF1-
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генов арабидопсиса в растениях томата, не способных к холодовой 
акклимации, не вызывала заметного увеличения морозостойкости, 
хотя повышала их устойчивость к охлаждению и засухе. Для томата 
также установлено наличие начальных компонентов ответа на по-
нижение температуры с участием CBF-генов: три LeCBF1-3 гена, 
которые расположены в геноме тандемно (Zhang et al., 2004). Од-
нако нижележащие элементы данного пути у арабидопсиса и тома-
та сильно отличались. Так, исследования с использованием ДНК-
чипов показали, что только 4 гена из 8700 генов, содержащихся в 
микрочипах, показали увеличение экспрессии в растениях транс-
генного томата со сверхэкспрессией факторов CBF1 томата или 
CBF3 арабидопсиса (Zhang et al., 2004), что значительно меньше, 
чем у арабидопсиса (Vogel et al., 2005). Таким образом, различия 
арабидопсиса и томата в способности к холодовой акклимации обу-
словлены, по-видимому, различиями в количестве и разнообразии 
генов, которые можно отнести к соответствующим CBF-регулонам 
(Zhang et al., 2004). К генам, кодирующим АР2 транскрипционные 
факторы подсемейства CBF/DREB1, относится также ген FTL1 
арабидопсиса (Kang et al., 2011), идентичный гену DDF1 (DWARF 
AND DELAYED FLOWERING), описанному ранее как регулятор 
биосинтеза гиббереллина (Magome et al., 2004). Активация FTL1/
DDF1 приводит к усилению транскрипции различных COR-генов, 
таких как COR15A, RD29A, RAB18A, KIN1, COR15B, имеющих 
в составе промоторов DRE/CRT элементы.

Таким образом, многие регулируемые холодом и дегидратацией 
гены в промоторных областях содержат одну или несколько копий 
последовательностей, обозначенных как DRE /CRT (C-repeat) cis-
элементы (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 1994; Baker et al., 1994). 
С этими cis-элементами, в составе которых имеется консенсусная 
последовательность A/CCGACNT (Maruyama et al., 2004), связыва-
ются транскрипционные факторы CBF1, CBF2 и CBF3 (DREB1b, 
DREB1c и DREB1a), в результате чего транскрипция генов, регу-
лируемых холодом или дегидратацией, значительно активируется.

Уровень экспрессии CBF-генов при понижении температуры 
зависит от активации транскрипционного фактора, связывающе-
гося с промотором генов CBF, названного ICE1 (inducer of CBF 
expression), который был выделен при исследовании ice1 мутантных 
растений арабидопсиса, у которых был нарушен процесс холодовой 
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акклимации (Chinnusamy et al., 2003). Мутация ice1 блокировала 
экспрессию CBF3 и уменьшала экспрессию многих последующих 
генов CBF регулона, что приводило к значительному ослабле-
нию устойчивости растений к охлаждению. ICE1 кодирует MYC-
подобный bHLH (basic helix–loop–helix) конститутивно экспресси-
руемый транскрипционный активатор, локализованный в ядре, и 
узнающий промоторные элементы, сходные с ДНК-связывающими 
сайтами других известных bHLH белков. Активация фактора про-
исходила только при охлаждении, поэтому было высказано предпо-
ложение, что необходим этап индуцируемой холодом модификации 
ICE1 фактора для активации генов CBF регулона, и только моди-
фицированный фактор, специфически связываясь с последова-
тельностью MYC промотора CBF3, вызывал усиление экспрессии 
генов CBF регулона, обеспечивающих повышение устойчивости 
растений к холодовому воздействию. Анализ los1–1 мутантов ара-
бидопсиса, которые содержат дефектный ген LOS1, кодирующий 
белок, подобный фактору элонгации трансляции-2, показал, что хо-
лодовая индукция CBF-генов может происходить и при отсутствии 
нового синтеза белков (Guo et al., 2002). Экспрессия значительного 
количества генов, индуцируемых холодом в растениях дикого типа, 
в ice1 мутантных растениях не усиливалась или была на 50% мень-
ше (Chinnusamy et al., 2006). Из них 32 гена кодируют транскрип-
ционные факторы, 9 в своих промоторах имеют ICE1-связывающие 
цис-элементы и 5 – CBF3-связвающие цис-элементы. Эти данные 
указывают на то, что ICE1 является ключевым звеном в контроле 
экспрессии многих CBF-зависимых и независимых регулонов. Не-
давно был обнаружен ICE2 фактор, активирующий экспрессию 
CBF1 (Fursova et al., 2009). В положительной регуляции экспрессии 
CBF-генов принимает участие транскрипционный фактор САМТА 
(calmodulin binding transcriptional activator), связывающийся с после-
довательностью CCGCGT в промоторе CBF2 (Finkler et al., 2007а; 
Doherty et al., 2009). В этом случае быстрое увеличение содержания 
ионов кальция, сопровождающее холодовое воздействие, приводит 
к формированию комплекса кальций-кальмодулин-САМТА3, ко-
торый, связываясь с так называемым CG–1 элементом промотора 
CBF2-гена, стимулирует транскрипцию целевого гена (Thomashow, 
2010). Следует отметить, что транскрипционные факторы САМТА 
могут выступать как связующее звено между кальциевым сигна-
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лингом и сигналингом с участием ABRE цис-факторов, имеющих 
сходную с CG-1 элементами коровую последовательность (Finkler 
et al., 2007б).

Более тонкую регуляцию экспрессии CBF-генов, возможно, 
обеспечивают транскрипционные факторы MYВ15, относящиеся 
к MYB-R2R3 типу, связывающиеся с присутствующими в промо-
торе CBF-генов MYВ последовательностями (Agarwal et al., 2006; 
Dubos et al., 2010). myb15 мутанты арабидопсиса показывают более 
высокую индукцию CBF генов и связанных с ними генов-мишеней, 
соответственно более высокую способность к холодовой акклима-
ции. В трансгенных растениях арабидопсиса со сверхэкспрессией 
MYВ15 холодовая индукция CBF генов падает, такие растения не 
способны к развитию морозостойкости (Agarwal et al., 2006). Сле-
довательно, MYВ15 действует как негативный регулятор экспрес-
сии CBF генов.

Экспрессия CBF регулируется и посттранскрипционными про-
цессами, такими как транспорт мРНК в цитоплазму с помощью 
нуклеопоринового белка (Dong et al., 2006), активация DEAD-box 
РНК-геликазы, необходимой для правильного распределения мРНК 
в клетке (Gong et al., 2005), убиквитинирование и сумоилирование 
(от small ubiquitin-related modifier) (Miura et al., 2007). В услови-
ях отсутствия холодового стресса поддержание пониженного со-
держания ICE1 достигается функционированием гена HOS1 (High 
expression of OSmotically responsive gene1), кодирующего RING 
finger убиквитин Е3 лигазу (Ishitany et al., 1998). Убиквитинирова-
ние ICE1 способствует деградации этих факторов протеосомами. 
В условиях действия низких температур SUMO E3 лигаза араби-
допсиса SIZ1, связываясь с ICE1, повышает их стабильность, ин-
гибирует убиквитинирование и способствует тем самым индукции 
экспрессии CBF3 (Miura et al., 2007). 

3.4.2. Экспрессия CBF-гена капусты при холодовом стрессе

Анализ содержания мРНК генов CBF при холодовом стрессе 
у растений разных видов также показал значительные различия 
в  динамике накопления соответствующих транскриптов. Напри-
мер, у растений эвкалипта (Eucalyptus) максимальное значение со-
держания мРНК CBF наблюдалось через 2 ч холодового стресса 
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и уменьшалось к 24 ч (Navarro et al., 2009), у брусники (Vaccinium 
vitis-idaea L.) наиболее высокий уровень экспрессии гена при хо-
лодовом воздействии наблюдался после 1 часа воздействия, а в 
дальнейшем регистрировалось ее понижение (Yang et al., 2009). У 
хризантемы (Chrysanthemum) максимальная экспрессия гена CBF 
наблюдалась через 30 мин после экспозиции при низких темпера-
турах, а уже через 2 ч она сильно снижалась, практически до кон-
трольного уровня (Wang et al., 2010). 

Уровень мРНК гена CBF капусты при холодовом стрессе так-
же меняется довольно быстро – в течение получаса после воздей-
ствия низкой температуры превышение над исходным уровнем 
в 13–14 раз, через час достигает своего пика, превышая значение 
контроля в 50–70 раз. После этого уровень экспрессии гена CBF 
постепенно снижается, но даже через 3 ч остается на уровне, зна-
чительно превышающем контрольные показатели (Гималов и др., 
2012) (рис. 20).

Значительное повышение уровня содержания мРНК CBF 
при холодовом стрессе у растений разной видовой принадлежно-
сти представляет собой начальный этап их реакции на холодовой 
стресс и является необходимой предпосылкой для активации за-
щитных генов, ответственных за синтез белков холодового ответа, 

Рис. 20. Изменение уровня экспрессии гена CBF капусты в проростках при низ-
котемпературном стрессе. Все различия статистически достоверны (n=3, p<0,05). 

Значения для каждого промежутка времени представлены в виде среднего 
арифметического±стандартная ошибка среднего. Процент активации  

рассчитывали по отношению к контролю, который принимали за 100%
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и в конечном счете определяет возможность адаптации растений к 
данному стрессу.

3.4.3. Изменение уровня экспрессии гена CBF капусты  
при закаливании растений

Известно, что холодовое закаливание значительно повышает 
устойчивость растений к низким температурам. Учитывая значе-
ние генов CBF в активации генов холодового ответа, представляло 
интерес выяснение вопроса о том, как влияет закаливание на экс-
прессию генов CBF. 

Определение уровня экспрессии гена транскрипционного фак-
тора CBF капусты у закаленных растений проводили так же, как 
и в случае незакаленных растений. Для этого уровень мРНК гена 
CBF закаленных растений сравнивали с уровнем мРНК гена CBF 
двух контрольных групп: первая – растения, прошедшие этап холо-
дового закаливания, но не подвергавшиеся низкотемпературному 
стрессу; вторая – незакаленные контрольные растения, также не 
подвергавшиеся воздействию низкой температуры (рис. 21). 

Было установлено, что у растений из первой контрольной 
группы экспрессия CBF превышает таковую у растений из второй 
группы в 3,5 раза, то есть закаливание повышает активность транс-
крипции мРНК гена CBF у растений.

При сравнении с первой контрольной группой было зафикси-
ровано ожидаемое повышение уровня экспрессии гена CBF. Так, 
через 15 мин после воздействия холодового стресса уровень мРНК 
увеличился в 4 раза, а через полчаса достиг 30–40-кратного превы-
шения относительно контрольной группы и находился на этой от-
метке вплоть до трехчасового стрессового воздействия. Начиная с 
трех часов наблюдается постепенное понижение уровня экспрессии 
данного гена: через 12 ч количество мРНК превышает контрольный 
уровень в 10 раз, спустя сутки – в 3 раза (рис. 21).

Относительно контрольной группы, представленной незака-
ленными растениями, значения экспрессии мРНК гена CBF у за-
каленных растений были заметно выше (рис. 22). 

Как упоминалось ранее, содержание мРНК гена CBF у зака-
ленных растений было в 3,5 раза больше, чем у незакаленных рас-
тений. Но уже через 15 мин после низкотемпературного стресса  
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содержание мРНК CBF у закаленных растений повышается 
в 14 раз, а через полчаса превышает контроль в 135 раз, оставаясь 
на этом уровне в течение 1–2 ч. Через 3 ч начинается постепенное 
понижение содержания транскрипта и через 24 ч уровень экспрес-
сии превышает контрольную отметку в 11 раз.

Полученные нами данные еще раз подтверждают факт, что за-
каленные растения гораздо более подготовлены к выживанию при 
низких температурах. Даже без воздействия низких температур гены 
транскрипционных факторов CBF у них экспрессировались актив-
ней. Ответ на стресс у таких растений происходит заметно быстрее. 
Так, у незакаленных растений экспрессия гена CBF через 30 мин 
после воздействия низкой температуры повышалась в 13–14 раз, то 
у закаленных растений такой уровень накопления транскрипта на-
блюдался уже через 15 мин. Следует также отметить время выхода 
уровня экспрессии на максимальный уровень – у незакаленных рас-
тений этот пик превышал контрольный уровень в 50–70 раз и дости-
гался через 1 ч после экспозиции при низких температурах. У расте-
ний, прошедших этап холодовой акклимации, пик экспрессии выше 
контрольного значения в 130–140 раз и накопление транскрипта на 

Рис. 21. Изменение уровня экспрессии гена CBF закаленных растений капусты 
при низкотемпературном стрессе. Все различия статистически достоверны (n=3, 
p<0,05). Значения для каждого промежутка времени представлены в виде средне-
го арифметического±стандартная ошибка среднего. Процент активации рассчи-

тывали  по отношению к контролю, который принимали за 100%
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Рис. 22. Изменение уровня экспрессии гена CBF закаленных растений капусты 
при низкотемпературном стрессе (относительно незакаленного контроля). Все 
различия статистически достоверны (n=3, p<0,05). Значения для каждого про-

межутка времени представлены в виде среднего арифметического±стандартная 
ошибка среднего. Процент активации рассчитывали по отношению к контролю, 

который принимали за 100%
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этом уровне достигается уже через полчаса. Также у закаленных 
растений уровень экспрессии дольше держится на максимальной 
отметке и спад накопления мРНК наблюдается только после трех 
часов воздействия низкой температуры.

Сопоставление уровня экспрессии генов CBF и ростовых про-
цессов, как интегральных показателей функционирования расте-
ний и реализации генетической информации, позволяет, хотя бы 
косвенно, судить о защитной роли накопления соответствующих 
мРНК при холодовом стрессе.

Для проведения опыта по сопоставлению ростовых показате-
лей незакаленных и закаленных растений после холодового стрес-
са проростки в фазе 4-х листьев были разделены на 2 группы по 
20 штук. Одна группа проростков прошла стадию закаливания при 
7  °С, 16-часовом фотопериоде и освещенности 15 клк в течение 
7 сут, другая группа проростков не закаливалась. Затем обе группы 
проростков были подвергнуты холодовому стрессу при температу-
ре около 1 °С в течение 1 сут, после чего были перенесены в кли-
матокамеру с нормальной температурой выращивания. У данных 
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растений через каждые сутки измеряли прирост биомассы отдель-
ных проростков и использовали по несколько растений для выде-
ления РНК и определения уровня мРНК гена CBF. 

Результаты показали, что растения, прошедшие этап холодо-
вого закаливания, значительно лучше перенесли низкотемператур-
ный стресс, возвращаясь через сутки к положительной динамике 
прироста биомассы. Незакаленные проростки достигли исходной 
массы только через 4 сут роста при нормальной температуре выра-
щивания и лишь на седьмые сутки после стресса значения приро-
ста закаленных проростков и незакаленных выровнились (рис. 23). 

Выживаемость закаленных растений после стресса также была 
выше. В течение двух недель после 24 ч низкотемпературного воз-
действия среди незакаленных растений выжило 58%, а среди за-
каленных – 73%.

При этом содержание мРНК гена CBF у закаленных растений 
превышало данный показатель у незакаленных растений (рис. 23). 
Сопоставление параметров выживаемости, прироста биомассы 
с динамикой содержания мРНК гена CBF позволяет предположить, 
что, вероятно, наряду с другими приспособительными реакциями, 
повышающими адаптацию растений капусты к холоду, уровень 
экспрессии генов CBF также является фактором, способствующим 
защите растений от холодовых повреждений.

Рис. 23. Изменение массы закаленных и незакленных растений цветной капусты 
после низкотемпературного стресса.Все различия статистически достоверны 

(n=3, p<0,05)
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Кроме CBF, в холодовой регуляции экспрессии небольшой 
группы генов, отвечающих на внешние воздействия, участвует 
C2H2 zinc-finger белок Zat12, задействованный также ответе расте-
ний на оксидативный стресс (Vogel et al., 2005). У арабидопсиса об-
наружено 24 гена, регулируемые этим белком, при этом установле-
но, что Zat12 и CBF регулоны перекрываются – 4 гена показывают 
положительную, 3 гена негативную регуляции при действии обоих 
факторов и низкой температуры (Vogel et al., 2005). 

3.5. Гормональная регуляция экспрессии  
COR-генов растений

Фитогормон АБК регулирует многие ключевые процессы в рас-
тениях, включая рост и развитие, устойчивость к различным стрес-
сам. Кроме того, АБК участвует в тонкой регуляции клеточных 
механизмов в нестрессовых условиях, таких как рост, водная про-
водимость, состояние покоя семян, закрытие устьиц и др. (Leung, 
Giraudat, 1998). АБК повышает устойчивость не только при засухе, 
предотвращая потерю клетками воды, например, через механизм 
закрывания устьиц, ее протекторные свойства проявляются при 
гипо- и гипертермии, засолении, патогенезе, что свидетельствует 
о ключевой роли АБК в индукции защитных механизмов растений 
в ответ на воздействие разнообразных неблагоприятных факторов 
окружающей среды. Накопление в тканях АБК вызывают различ-
ные стрессовые воздействия, приводящие к проявлению защитного 
торможения метаболизма, такие как водный дефицит (Bray, 1988; 
Santiago et al., 2009; Urano et al., 2009; Yoshida et al., 2010; Wilkinson, 
Davies, 2010), засоление (Dunlap, Binzel, 1994; Hossain et al., 2010), 
осмотический шок (Gomes et al., 1988), заражение фитопатогенны-
ми грибами (Хайруллин и др., 1993). Увеличение уровня АБК огра-
ничивает потерю воды за счет транспирации (Leung, Giraudat, 1998). 
Многие изменения генной экспрессии, которые происходят в ответ 
на действие низкой температуры и высушивание, также сопряжены 
с изменением уровня АБК (Janowiak et al., 2003; Kobayashi et al., 
2006; Kovacs et al., 2011). Например, у арабидопсиса около 10% 
генома относятся к АБК регулируемым генам (Cutler et al., 2010). 
Так, низкотемпературная обработка (4 °С) растений арабидопсиса 



90

Глава 3

приводила к временному трехкратному увеличению уровня эндо-
генного АБК (Lang et al., 1994). Подобное изменение уровня АБК 
наблюдалось также у других видов (Chen et al., 1983; Guy, Haskell, 
1988; Janowiak et al., 2003). В других мутантах арабидопсиса (aba3), 
также с нарушенным синтезом АБК, экзогенная АБК восстанавли-
вала способность к холодовой акклимации (Llorente et al., 2000), 
в то же время воздействие АБК на АБК-нечувствительный мутант 
арабидопсиса (abi1) не приводила к индукции холодовой акклима-
ции (Mantyla et al., 1995). Некоторые белки, синтез которых регу-
лируется низкой температурой, индуцируются и при воздействии 
эндогенной АБК (Cattavelli, Bartels, 1992; Palva, 1994). Совокуп-
ность приведенных данных свидетельствует о важной роли АБК 
в запуске устойчивости к холоду (Heidervand, Amiri, 2010; Baron 
et al., 2012). 

Основной функцией АБК, по-видимому, является регуляция 
водного баланса и устойчивости к осмотическому стрессу. Доказа-
тельством вовлечения АБК в развитие стресс-адаптации растений 
могут служить данные об увеличении содержания АБК у растений 
в стрессовых условиях. Как показали исследования с привлечени-
ем АБК-дефицитных мутантных форм арабидопсиса, табака, тома-
та и кукурузы, рост и развитие которых в благоприятных условиях 
сравнимо с растениями дикого типа, при стрессовом воздействии 
мутантные формы отличались задержкой роста и развития, при 
длительном воздействии неблагоприятных факторов даже поги-
бали, а для развития устойчивости к низким температурам такие 
растения нуждались в АБК (Llorente et al., 2000; Mahajan, Tuteja, 
2005). Стресс-индуцированное накопление АБК может отнесено 
к  универсальной неспецифической реакции и служить одним из 
проявлений реакции защитного торможения метаболизма, позволя-
ющего растениям пережить стрессовые ситуации с наименьшими 
потерями (Шакирова, 2001). При этом на фоне снижения характер-
ных для нормальных условий белков АБК также индуцирует ново-
образование специфичных для нее белков. 

Однако присутствие АБК для синтеза белков холодового шока 
не всегда обязательно. Например, индуцируемый холодом и вы-
сушиванием белок арабидопсиса LTI78 в ответ на холодовое воз-
действие синтезируется в одинаковых количествах как в растении 
дикого типа, так и в АБК-мутантных растениях, что говорит об 
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АБК-независимой холодовой индукции этого белка. Нужно также 
отметить, что LTI78-белок может накапливаться в ответ на воздей-
ствие экзогенной АБК и высушивание, но в значительно меньшем 
количестве, по сравнению с обработкой низкими температурами. 
Интересно, что при подсушивании АБК-мутантных растений нако-
пление в них LTI78 было намного меньше, чем в растениях дикого 
типа, что, по-видимому, свидетельствует о том, что частично ин-
дукция этого белка подсушиванием может быть опосредована АБК 
(Nordin et al., 1991). Такая же картина отмечена для ряда других 
индуцируемых холодом генов арабидопсиса: KIN1, COR6.6/KIN2, 
COR47/RD17 (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 1994; Iwasaki et al., 
1997). В то же время в проростках капусты было выявлено, что 
АБК вызывала усиление экспрессии мРНК белка холодового шока 
капусты CSP5 в растениях, выращенных при нормальной темпера-
туре. При одновременном воздействии на растения АБК и холода 
(+5 °С) индукция мРНК БХШ не превышала значений, наблюдае-
мых при других вариантах низкотемпературного стресса (Баймиев 
и др., 1999). 

В промоторах COR-генов были идентифицированы цис-
элементы с консенсусной последовательностью C/TACGTGGC, 
названные ABRE (ABA response elements), которые придают генам 
чувствительность к АБК, если присутствуют в их промоторах бо-
лее чем в одном экземпляре. Вместо второго ABRE участка может 
присутствовать дополнительный мотив со сходной последователь-
ностью CE (coupling element) (Shen, Ho, 1995). Транскрипционные 
факторы AREB или ABF (ABRE binding protein), связываясь с ABRE, 
активируют АБК-зависимую экспрессию генов. Гены, кодирующие 
факторы ABF, индуцируются АБК и показывают дифференциаль-
ную регуляцию при различных воздействиях окружающей среды: 
ABF1 индуцируется холодом, ABF2 и ABF3 – засолением и ABF4 – 
холодом, засолением и высушиванием (Choi et al., 2000). Факторы 
CBF участвуют не только в процессах, происходящих при холодо-
вой акклимации, но также и в регуляции роста и развития расте-
ний, что показано в исследованиях по сверхэкспрессии CBF в благо-
приятных условиях обитания растений, когда происходит задержка 
роста и цветения. При этом CBF1 негативно влияет на рост расте-
ний арабидопсиса, уменьшая уровень эндогенного гиббереллина, 
что в  свою очередь способствует накоплению белков семейства  
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DELLA, деградация которых стимулируется гиббереллином 
(Archard et al., 2008). Это и приводит к подавлению роста растений. 
Таким образом, CBF-факторы вовлекаются в ингибирование роста 
растений через гиббереллин/DELLA сигнальный путь. Сверхэк-
спресия CBF2 в растениях арабидопсиса приводит к задержке ста-
рения листьев и продлению жизенного цикла. Дальнейший анализ 
показал, что такие растения нечувствительны к действию этилена, 
показывая существенную задержку в старении и разрушении хлоро-
филла, при этом происходило лишь незначительное изменение в ре-
цепторе этилена и генах сигнальной трансдукции. Однако уровень 
транскриптов, соответствующих 17 генам биосинтеза и регуляции 
АБК, заметно увеличивался, что свидетельствует об участии CBF2 
в регуляции развития и реагировании растений на действие этиле-
на через АБК сигнальный путь (Medina et al., 2011). Следователь-
но, влияние факторов CBF на процессы роста и старения растений 
обусловлено перекрестом этапов реагирования на внешние воздей-
ствия с участием CBF и сигнальных путей, опосредованных такими 
растительными гормонами, как гиббереллин, этилен и АБК.

Степень влияния экзогенной АБК, а также обезвоживания, на 
экспрессию гена CSP5 капусты при нормальных температурных 
условиях, обработке АБК с последующей инкубацией при +5 °С 
в течение 24 ч, после высушивания показан на рис. 24. CSP5 мРНК 
детектируется во всех случаях холодового воздействия, но с разной 
интенсивностью. Наиболее сильная индукция экспрессии генов 
белков холодового шока наблюдается при воздействии на растения 
кратковременной отрицательной температурой с дальнейшей экс-
позицией при низкой положительной температуре (–5 °С, 30 мин, 
+5 °С, 12 ч), а также при длительном (более 6 сут) воздействии низ-
кой положительной температуры. 

Двухчасовое обезвоживающее воздействие приводит к увели-
чению синтеза мРНК данного гена. Ранее индукцию синтеза БХШ 
при водном стрессе отмечали у арабидопсиса (Kurkela, Frank, 1990; 
Nordin et al., 1991; Lang et al., 1994) и шпината (Kazuoka, Oeda, 1994). 
Очевидно, что такие белки уменьшают последствия дегидратации, 
сопровождающей внеклеточное образование льда, вызывающего 
переход воды из клетки в межклеточную область по градиенту во-
дного потенциала. Можно предположить, что БХШ, кодируемый 
геном CSP5 капусты, также относится к семейству белков, синте-
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зирующихся при клеточной дегидратации, вызванной внешними 
воздействиями. АБК вовлечена в формирование клеточного отве-
та на воздействие низкой температуры (Heidervand, Amiri, 2010; 
Baron et al., 2012). Это подтверждается и результатами анализа экс-
прессии гена CSP5 в растениях капусты, обработанных АБК при 
нормальных температурных условиях, с последующей инкубацией 
при +5 °С 24 ч.

Известно, что при холодовом воздействии уровень эндоген-
ного содержания АБК увеличивается в 3–4 раза, а при высушива-
нии в 40–50 раз (Lang, Palva, 1992), при этом накопление АБК при 
охлаждении носит транзитный характер, в то время как при вы-
сушивании наблюдается кумулятивное накопление фитогормона 
(Tomashow, 1999). Сопоставляя эти сведения с нашими данными, 
можно сделать вывод о том, что при высушивании индукция экс-
прессии CSP5 опосредована АБК. 

При одновременном воздействии на растения АБК и холода 
(+5 °С) индукция мРНК CSP5 не превышает значений, наблюдаемых 
при других вариантах опыта. Очевидно, регуляция экспрессии гена 

Рис. 24. Экспрессия мРНК CSP5 в растениях Brassica oleracea: 
1 – контроль; 2 – экспозиция при +5 °С, 30 мин с последующей инкубацией при 

+5 °С в течение 12 ч; 3 – экспозиция при –5 °С, 30 мин; 4 – экспозиция при 
+5 °С, 1 неделя; 5 – экспозиция при +5 °С, 2 недели; 6 – обработка АБК при нор-

мальных условиях; 7 – обработка АБК с последующей инкубацией при +5 °С,  
24 ч; 8 – экспозиция при +5 °С, 24 ч; 9 – высушивание
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БХШ CSP5, являющаяся частью адаптационного процесса Brassica 
oleracea к воздействию низких температур, имеет общие элементы.

В настоящее время установлены несколько рецепторов, связы-
вающих АБК и участвующих в АБК-сигналинге. К ним относятся 
локализованные в пластидах магний хелатаза (ChlH), в плазматиче-
ской мембране – G белки типа GPCR (G–protein–coupled receptor) 
(GTG) и обнаруживаемые в цитоплазме и ядре PYR/PYL/RCAR 
белки (Pyrabactin Resistance1/Pyrabactin Resistance1–Like/Regulatory 
Component of ABA Receptor) (Cutler et al., 2010; Raghavendra et al., 
2010; Hubbard et al., 2010; Santiago et al., 2011). В передаче АБК сиг-
нала участвуют серин-треониновая протеинфосфатаза PP2C и проте-
инкиназа SnRK2. В отсутствии АБК протеинфосфатаза PP2C имеет 
высокую активность, она инактивирует протеинкиназу SnRK2 путем 
дефосфорилирования серина–175 киназы. В присутствии АБК рецеп-
тор PYR/PYL/RCAR связывается с фосфатазой PP2C и инактивиру-
ет ее, что вызывает накопление фосфорилированной киназы SnRK2 
и  последующее фосфорилирование этой киназой транскрипцион-
ных факторов семейства bZIP, которые связываются с ABRE элемен-
тами в промоторах генов-мишеней (Hubbard et al., 2010). В актива-
ции АБК-регулируемых генов участвуют также MYC и MYB белки, 
взаимодействующие с MYCR и MYBR элементами промоторов (Abe 
et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006). ABRE элементы 
(C/TACGTGGC) содержатся и в некоторых COR генах (Choi et al., 
2002), а их коровая последовательность ACGT, обозначаемая как 
G-box, присутствует во многих АБК и стресс-регулируемых генах. 
В работе Knight и др. (2004) показано, что индукция COR-генов при 
обработке АБК происходит за счет активации синтеза факторов CBF. 
Как известно, промоторы CBF-генов содержат MYC-узнающую по-
следовательность CANNTG (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006) 
и G-box последовательность CACGTG (Izawa et al. 1993), что, воз-
можно, позволяет АБК-активированным транскрипционным факто-
рам взаимодействовать с промоторами CBF-генов. 

Многочисленные данные свидетельствуют о снижении по-
вреждающего действия различных неблагоприятных факторов сре-
ды, включая и холодовой стресс, на растения под влиянием еще 
одной группы фитогормонов – брассиностероидов (Olinevich et al., 
2000; Morillon et al., 2001; Авальбаев и др., 2006; Kagale et al., 2007; 
Bajguz, Hayat, 2009). Это указывает на их участие в предадаптации 
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растений к возможным стрессовым ситуациям (Шакирова, Безру-
кова, 1998; Шакирова, 2001). К таким реакциям, например, можно 
отнести индукцию накопления осмопротектанта пролина в листьях 
ячменя или лектина в корнях проростков пшеницы, участвующего 
в развитии неспецифических защитных реакций пшеницы. Допол-
нительной иллюстрацией антистрессового эффекта эпибрассино-
лида могут служить также данные об ослаблении под его влиянием 
неблагоприятного воздействия засоления на рост корней пророст-
ков пшеницы (Шакирова, 2001). Показана также способность 
24-эпибрассинолида (ЭБ) в ходе предобработки повышать устой-
чивость растений капусты к низким положительным температурам 
и  индуцировать экспрессию гена БХШ CSP5 капусты (Гималов 
и др., 2006).

На рис. 25 приведены сравнительные данные о влиянии 24-ча-
совой предобработки 0.4 мМ ЭБ 14-дневных проростков капусты 
на прирост биомассы в норме и при холодовом стрессе относитель-
но необработанных растений.

Из представленных данных видно, что обработка ЭБ оказывает 
явный ростстимулирующий эффект на проростки капусты в ходе 
всего опыта и предотвращает вызванное холодом торможение ро-
ста растений. Эти данные указывают на явный защитный эффект 

Рис. 25. Влияние предобработки ЭБ на прирост проростков капусты в норме  
и гипотермии (5 °С)
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ЭБ на проростки капусты от холодового стресса. Можно ожидать, 
что важный вклад в реализацию антистрессового действия ЭБ 
на растения капусты вносит его эффект на экспрессию гена БХШ 
капусты CSP5. 

Действительно, как видно из рис. 26, ЭБ увеличивает уровень 
экспрессии гена CSP5 в проростках капусты почти вдвое уже через 
30 мин экспозиции, что сопоставимо с действием холода. В ходе 
опыта обработка ЭБ, так же, как и гипотермия, вызывает дальней-
шее возрастание транскрипционной активности данного гена, так 
что через 6 ч она увеличивалась почти втрое.

Полученные результаты свидетельствуют о высокой чувстви-
тельности гена CSP5 к обработке ЭБ и возможном вовлечении про-
дукта этого гена в спектр антистрессового действия ЭБ на растения 
капусты. Индуцируя существенное повышение экспрессии гена 
CSP5 и соответственно усиливая синтез самого белка, ЭБ, видимо, 
способствует ускорению процесса адаптации растений к холодово-
му стрессу.

На bul1-1 мутантных растениях арабидопсиса, характеризую-
щихся карликовым ростом, показано, что аномальная морфоло-
гия растений связана с отсутствием нормальной ориентирован-
ной структуры микротрубочек, а обработка брассиностероидами 

Рис. 26. Влияние гипотермии (5 °С) и 0.04 мМ ЭБ на уровень экспрессии  
гена CSP5 в 14-дневных проростках капусты (в % от контроля)
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(12 сут) приводит к реорганизации микротрубочек и восстановле-
нию роста таких растений (Catterou et al., 2001). При этом в обра-
ботанных брассинолидом мутантных клетках микротрубочки были 
ориентированы перпендикулярно к продольной оси клеток, как 
и  в  клетках дикого типа. Иммуноцитохимические исследования 
разных зон корней проростков мягкой пшеницы выявили, что до-
статочно длительная адаптация растений к низким температурам 
(3  °С, 7  сут) также сопровождается реорганизацией цитоскелета, 
состоящей в увеличении статуса полимеризации микрофиламентов, 
в смене состава тубулиновых структур на менее стабильные (Хохло-
ва, Олиневич, 2003). Ранее было показано, что увеличение стабиль-
ности тубулиновых структур цитоскелета связано с изменением 
ориентации микротрубочек от поперечной к продольной (Shibaoka, 
Nagai, 1994). Поэтому можно предположить наличие связи между 
влиянием брассиностероидов на процессы реорганизации цитоске-
лета и их антистрессовым действием, выражающемся в восстанов-
лении прироста биомассы помещенных на холод растений. 

Таким образом, предобработка ЭБ оказывает защитное дей-
ствие на проростки капусты при гипотермии, что проявляется в бы-
стром восстановлении ростовых процессов в условиях холодового 
стресса. Важный вклад в реализацию антистрессового действия 
ЭБ на растения вносит ЭБ-индуцированная экспрессия гена CSP5 
БХШ капусты.

Как происходит регуляция экспрессии генов при действии 
брассиностероидов, выяснено лишь для относительно небольшо-
го количества генов. Используя мутанты арабидопсиса, нечувстви-
тельные к действию брассиностероидов, был установлен рецеп-
тор, связывающий брассиностероиды – BRI1, который оказался 
рецептор-подобной киназой, содержащей лейцинбогатые повторы 
(LRR-RLK). Рецептор BRI1 локализован в плазматической мембра-
не, непосредственно с данным рецептором ассоциирована киназа 
BAK1 (BRI1 associated receptor kinase1), также необходимая для ре-
цепции брассиностероидов и являющаяся корецептором. Негатив-
ным регулятором сигналинга брасиностероидов является киназа  
BIN2, положительными регуляторами – транскрипционные факторы 
BZR1 (brassinazole resistant 1) и BES1 (bri1–EMS–suppressor 1), суб-
страты киназы BIN2. В отсутствии брасиностероидов BIN2 вызывает 
фосфорилирование транскрипционных факторов BZR1 и BES1, что 
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приводит к их деградации в протеосомах. При связывании брассино-
стероидов с рецептором на клеточной поверхности происходит диме-
ризация BRI1 и BAK1, BRI1-киназа активируется в процессе транс-
фосфорилирования с помощью ВАК1-корецептора и диссоциации 
ингибитора BKI1 (BRI1 Kinase Inhibitor1), который в ассоциации с   
BRI1 поддерживает рецептор в неактивном состоянии, в дальнейшем  
происходит фосфорилирование BSK, активация фосфатазы BSU1 
(bri1 SUPPRESSOR1), инактивация BIN2 BSU1-катализируемым де-
фосфорилированием, вследствие чего содержание факторов BZR1 
и BES1 в ядре увеличивается. BZR1 взаимодействует с последова-
тельностью CGTG(T/C)G, называемой BR response element (BRRE), 
в промоторах значительного количества генов, подавляя их экспрес-
сию. BES1 совместно с белком BIM1 (BES1–interacting Myc–like 1) 
активирует экспрессию регулируемых брассиностероидами генов 
(Mussig et al., 2006; Wang et al., 2006; Kim, Wang, 2010).

В обработанных эпибрассинолидом проростках арабидопсиса 
и рапса, помещенных в условия низкотемпературного стресса, по-
казано повышение уровня экспрессии регулируемых холодом ге-
нов rd29A, BN115, COR47 по сравнению с необработанными расте-
ниями (Kagale et al., 2007). При этом наблюдалось незначительное 
повышение уровня транскрипционных факторов CBF1 в обрабо-
танных эпибрассинолидом растениях по сравнению с необработан-
ными растениями.

Участие компонентов сигналинга брассиностероидов в модуля-
ции экспрессии генов CBF было показано также в брассиностероид-
нечувствительных мутантах арабидопсиса с нарушенным сиг-
налингом брассиностероидов bri1 и трансгенных растениях 
со сверхэкспрессией BRI1 (Kim et al., 2010). В этих растениях ба-
зальная экспрессия генов CBF оказалась несколько более высокой 
по сравнению с диким типом. Однако bri1 растения показывали 
большую устойчивость к холоду по сравнению с BRI1 трансгенны-
ми растениями. Это явилось следствием того, что в BRI1 трансген-
ных растениях была снижена эндогенная экспрессия ICE1, а в bri1 
растениях была снижена экспрессия генов HOS1, кодирующей 
RING-finger убиквитинлигазу Е3, приводящую к протеолитической 
деградации ICE1. 

Таким образом, проведенные исследования показывают, что 
брассиностероиды повышают устойчивость растений к целому ряду 
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стрессовых воздействий, таких как высокая температура, холод, 
засуха, засоление, повышая экспрессию ряда генов – HSP, RD29A, 
ERD10 (Kagale et al., 2007). Механизмы контроля стрессовых отве-
тов растений, а также регулирования экспрессии генов стрессового 
ответа во многом неизвестны. Один из механизмов участия брасси-
ностероидов в развитии устойчивости к оксидативному и теплово-
му стрессу, возможно, связан с увеличением накопления Н2О2 под 
действием брассиностероидов в результате активации NADPH окси-
дазы, которая, в свою очередь, вовлечена в  активацию MAPкиназ, 
участвующих в трансдукции сигналов при неблагоприятных воздей-
ствиях окружающей среды и обеспечивающих увеличенную стресс-
устойчивость (Hao et al., 2013). Так как различные фитогормоны 
могут регулировать сходные физиологические процессы и между 
ними существуют пересекающиеся этапы на уровне биосинтеза гор-
монов, сигнальной трансдукции и экспрессии генов, то и брассино-
стероиды, скорее всего, контролируют стрессовые ответы растений, 
взаимодействуя с другими фитогормонами. Анализ устойчивости 
арабидопсиса к повышенной температуре при обработке эпибрасси-
нолидом с использованием растений дикого типа, мутантных форм 
с дефицитом и с повышенным содержанием эндогенного уровня 
таких фитогормонов, как этилен, салициловая кислота, жасмоновая 
кислота и АБК, показал, что эпибрассинолид повышает устойчи-
вость к высокой температуре всех мутантных форм по сравнению с 
растениями дикого типа (Divi et al., 2010). При этом положительный 
эффект эпибрассинолида на мутантные формы с дефицитом эндо-
генной АБК был значительно выше, чем на растения дикого типа. 
Это указывает на то, что повышение устойчивости к стрессу под 
влиянием брассиностероида интегрировано с сигнальными путями 
других фитогормонов. Брассиностероиды, взаимодействуя с други-
ми фитогормонами, вовлекаются в регуляцию ростовых процессов, 
и, по всей видимости, существенное значение в проявлении регу-
ляторной функции имеет их влияние на эндогенный гормональный 
статус растения (Шакирова, 2001; Haubrick, Assmann, 2006). 

Известно, что холодовой стресс сопровождается повышением 
содержания в клетках растений АБК. В свою очередь, обработ-
ка растений экзогенной АБК вызывает стимуляцию экспрессии 
гена CSP5 капусты (см. рис. 24). Однако влияние бранссиносте-
роидов на экспрессию гена CSP5 капусты не опосредовано через 
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повышение эндогенного уровня АБК, о чем свидетельствуют наши 
результаты (рис. 27). Предобработка ЭБ вызывает некоторое уве-
личение уровня АБК на протяжении всего опыта по сравнению 
с содержанием АБК в контрольных растениях, выращиваемых 
при 20 °С, что было значительно ниже содержания АБК в расте-
ниях, выращиваемых при 5 °С без обработки эпибрассинолидом 
(рис. 27). Поскольку под влиянием ЭБ происходило многократное 
повышение экспрессии гена CSP5, можно говорить о независимой 
от АБК регуляции эпибрассинолидом его экспрессии. 

В растениях, предварительно обработанных эпибрассиноли-
дом, в первые 30 минут холодового стресса наблюдается опреде-
ленное повышение содержания АБК, затем уровень АБК падает 
и в дальнейшем держится на уровне содержания АБК в контроль-
ных растениях. Это также, очевидно, указывает на снижение стрес-
сового воздействия низких температур в результате предобработки 
брассиностероидами.

В то же время есть сведения, что обработка брассиностероидами 
при воздействии на растения теплового шока вызывает увеличение 
содержания эндогенной АБК и соответственно АБК-регулируемых 
эффектов (Divi et al., 2010), хотя в АБК-дефицитных мутантах ара-
бидопсиса было обнаружено более высокое содержание белков те-

Рис. 27. Динамика концентрации АБК в предобработанных в течение 24 ч 
24-эпибрассинолидом и необработанных проростках капусты в ходе  
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плового шока, чем в растениях дикого типа, то есть эндогенный уро-
вень АБК ингибировал действие брассиностероидов. Такой эффект 
можно было бы объяснить недавно обнаруженной способностью 
АБК ингибировать сигналинг брассиностероидов через фосфори-
лирование транскрипционного фактора BES1 (Zhang et al., 2009).

Таким образом, АБК может служить общим медиатором рас-
тений на стрессовые воздействия, оказывая влияние на изменение 
в их клетках экспрессии генов разнообразных шоковых и некото-
рых присущих норме белков, задействованных в защите целост-
ности клеточных структур от повреждений, вызываемых этими 
факторами.

Координированная регуляция роста и развития растений в от-
вет на воздействия окружающей среды требует взаимодействия 
между гормональными ответами и обменными путями, иницииро-
ванными внешними воздействиями. Реакция растений на стрессы 
характеризуется сетью интегрированных сигнальных путей, обе-
спечиваемых продукцией различных гормонов.

Сигналы об осмотическом стрессе, вызванном засолением или 
засухой, передаются АБК-зависимым и АБК-независимым путями, 
холод влияет на экспрессию генов, главным образом, через АБК-
независимые пути (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006). Так как 
ряд абиотических стрессовых воздействий вызывает высушивание 
клеток и нарушение осмоса, наблюдается перекрытие в экспрес-
сионных образцах стрессовых генов при воздействии холода, за-
сухи, засоления и АБК. Это предполагает существование общих 
элементов в сигналинге различных стрессовых воздействий и АБК 
для поддержания клеточного гомеостаза (Leung, Giraudat, 1998; 
Tomashow, 1999; Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006). Поэтому 
выяснение ранних событий в сигнальной трансдукции АБК явля-
ется одним из важных задач физиологии растений.
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РАСТЕНИЙ И УСТОЙЧИВОСТЬ  

К СТРЕССОВЫМ ФАКТОРАМ СРЕДЫ

Внешние воздействия на растения воспринимаются и пере-
даются большим количеством путей трансдукции сигналов, кото-
рые через активацию специфических транскрипционных факторов 
ведут к экспрессии генов эффекторных белков, обеспечивающих 
адаптацию к изменениям окружающей среды. Поэтому генети-
ческая информация, закодированная в последовательности ДНК, 
должна селективно транскрибироваться в разные стадии развития 
растения и при воздействии различных факторов окружающей сре-
ды. На экспрессию генов у эукариот значительное влияние оказы-
вает структура хроматина, зависящая от процессов так называемой 
эпигенетической регуляции, в частности, от модификаций гисто-
нов и метилирования ДНК. Например, экспрессия генов подавля-
ется в плотно упакованном гетерохроматине и активируется в ме-
нее конденсированном эухроматине (Zhang, Zhu, 2011; Saze et al., 
2012). Изменения в структуре хроматина могут быть обусловлены 
включением необычных гистоновых белков (вариантов гистонов) 
и ковалентными модификациями в гистоновых белках, а также до-
бавлением метильной группы непосредственно к цитозиновому 
основанию в матрице ДНК (метилирование ДНК) (Эллис и др., 
2010). Таким образом, хроматин можно рассматривать как динами-
ческий полимер, который может усиливать сигналы, поступающие 
из внешней среды, определяя в конечном счете какие гены должны 
экспрессироваться, какие нет. 

Метилирование ДНК присутствует у всех эукариот, кроме 
дрожжей. У млекопитающих эта модификация происходит в дину-
клеотидах CG, у растений известны также другие паттерны метили-
рования – симметричные CNG и асимметричные CNN (Chen et al., 
2010; Zemach et al., 2010; Дьяченко и др., 2010). Распределение ме-
тилирования по геному показывает его повышенное содержание 
в некодирующих районах и в транспозонах, но не в активных генах 
(Bird, 2002). Доказано, что метилирование ДНК главным образом, 
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служит защитным механизмом и подавляет значительную часть ге-
нома чужеродного происхождения. Утрата способности поддержи-
вать метилирование может приводить к различным заболеваниям 
и вносить вклад в прогрессию рака (Эллис и др., 2010).

Растения имеют существенно более сложную систему метили-
рования геномов по сравнению с метилированием у животных, они 
обладают большим арсеналом ДНК-метилтрансфераз (более  12), 
что, вероятно, обеспечивает им более надежную систему модифи-
кации генома, чем у животных (Furner, Matzke, 2011). У растений 
имеется три консервативных семейства ДНК-метилтрансфераз 
(Ванюшин, 2009). Семейство MET1 – гомологи животных ДНК-
метилтрансфераз типа Dnmt1. Большинство из них поддержива-
ют метилирование в CG парах при репликации ДНК. Гены этих 
метилтрансфераз экспрессируются во всех органах, а сами гены 
практически не метилированы. От аналогичных ферментов млеко-
питающих растительные метилазы MET1-класса отличаются отсут-
ствием Cys-богатого Zn-связывающего участка в N-концевом доме-
не и присутствием в нем кислой области, состоящей примерно на 
50% из глутаминовых и аспарагиновых остатков (Ванюшин, 2009). 
Хромометилазы (CMT) – второй класс ДНК-метилтрансфераз 
у  растений (Ванюшин, 2009). Метилазы этого класса модифици-
руют цитозиновый остаток в тринуклеотиде CNG, они участвуют 
как в de novo метилировании, так и в поддерживающем. Их истин-
ная функция еще не до конца ясна, однако известно, что мутант-
ные по этим генам растения отличаются реактивацией некоторых 
молчащих транспозонов. Метилтрансферазы DRM – третье семей-
ство метилаз растений. Они обычно рассматриваются как de novo 
метилтрансферазы, катализирующие метилирование цитозиновых 
остатков во всех контекстах, и участвуют в РНК-направляемом 
метилировании (Lukens et al., 2007). DRM метилтрансферазы яв-
ляются главным ферментом, осуществляющим метилирование 
цитозина de novo, т.е. в отсутствии метилированного остатка на 
комплементарной цепи ДНК. Также эти метилазы модифицируют 
остатки цитозина в несимметричных сайтах, когда на комплемен-
тарной нити ДНК вообще нет цитозиновых остатков. Они вовле-
чены в РНК-направленное метилирование и инактивацию генов 
(Ванюшин, 2009). Также было установлено, что у растений имеют-
ся S-аденозилметионинзависимые эндонуклеазы, чувствительные 
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к статусу метилирования ДНК, сходные с типичными бактериаль-
ными рестрикционными эндонуклеазами (Ванюшин, 2009). Кроме 
того, у растений имеются пластиды (хлоропласты, хромопласты, 
амилопласты, лейкопласты) с их собственной уникальной систе-
мой модификации ДНК, которая контролирует функционирование 
и дифференциацию самих пластид. Метилирование ДНК в мито-
хондриях растений проходит иначе, чем в ядрах (Vanyushin, 2006). 
Анализ метилирования генома арабидопсиса свидетельствует, что 
метилировано 24% CG динуклеотидов, 6.7% CNG и 1.7% CNN три-
нуклеотидов (Cokus et al., 2008). Исследования на растениях риса 
(Zemach et al., 2010) показали, что CG метилирование характерно 
для кодирующих регионов растений, а не-CG метилирование (CNG 
и CNN) присутствует в основном в мобильных элементах. Метили-
рование в 5'-участке гена (включая промотор и часть транскриби-
руемого региона) и 3'-участке (включая транскрибируемую часть, 
а также 3'-фланкирующую последовательность) может приво-
дить к ингибированию экспрессии (Gehring, Henikoff, 2007; Tariq, 
Paszkowski, 2004; Zilberman et al., 2007). В то время как метили-
рование промоторных регионов приводит к сильному сокращению 
уровня транскрипции, метилирование в самих генах имеет «пара-
болическую» связь с транскрипцией. Наименее выраженные гены, 
вероятнее всего, метилированы, а сильно экспрессирующися – де-
метилированы (Grativol et al., 2012).

Изменения статуса метилирования протекают в ходе всей жиз-
ни растения, начиная с прорастания семян и заканчивая смертью, 
запрограммированной или вызванной различными агентами и фак-
торами биотической и абиотической природы. У растений азалии 
уровень метилирования ДНК из вегетативных почек был на 10% 
меньше, чем у ДНК из цветковых почек (Meijon et al., 2009), а ДНК 
озимой пшеницы более метилирована, чем ДНК яровой пшеницы 
(Sherman, Talbert, 2002). Метилирование ДНК контролирует рост 
и  развитие растения. С другой стороны, эти процессы регулиру-
ются специфическими фитогормонами и изменение статуса мети-
лирования ДНК – это одна из возможностей гормональной актив-
ности в растениях.

РНК-направленное метилирование ДНК (RdDM) связано глав-
ным образом с CNG и несимметричным метилированием (ред-
ким у  животных) кодирующих и промоторных регионов молча-
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щих генов (Wassenegger et al, 1994; Jones, 1999; Mette et al., 2000; 
Wassenegger, 2000; Chan et al., 2004). РНК-направленное метилиро-
вание ДНК цитозиновых остатков происходит специфично в участ-
ках ДНК, комплементарных направляющей РНК, что приводит 
к образованию РНК-ДНК дуплекса, который, в свою очередь, мо-
жет выступать в качестве сильного и весьма специфичного сигнала 
для de novo метилирования ДНК. В этих участках можно обнару-
жить метилирование остатков цитозина во всех возможных симме-
тричных и несимметричных сайтах на обеих цепях ДНК. Уровень 
метилирования постепенно снижается по мере удаления от пред-
полагаемого РНК-ДНК дуплекса (Mette et al., 2000; Wassenegger, 
2000). Ген-специфичные предшественники dsRNA служат сигна-
лом для метилирования чаще, чем малые РНК (smRNA) (Mallory et 
al., 2001; Melquist, Bender, 2003). У растений табака, гороха и ара-
бидопсиса был установлен сайленсинг гена посредством dsRNA-
вызываемого метилирования ДНК промотора. Гены метилтрансфе-
раз DRM и CMT3 участвуют в инициации и поддержании RdDM. 
Ни drm, ни  cmt3 мутации не влияли на поддержание предуста-
новленного РНК-направленного метилирования CG. Однако drm 
мутанты показали практически полную потерю асимметричного 
метилирования и частичную потерю CNG метилирования. Осталь-
ное асимметричное и CNG метилирование зависело от активности 
CMT, это свидетельствует об избыточном действии DRM и CMT3 
для поддержания метилирования в отличных от CG сайтах. Эти 
метилтрансферазы находятся ниже siRNA в регуляторной цепи, 
так как тройные мутанты drm1drm2drm3 отличаются полным от-
сутствием не-CG метилирования и повышенным уровнем siRNA. 
Активность DRM необходима для первоначального установления 
RdDM во всех сайтах, включая CG, CNG и CNN (Cao et al., 2003).

Прогресс в изучении направленного РНК-метилирования до-
стигнут при изучении метилирования ДНК у растений, так как имен-
но растения обладают выраженным метилированием в CNG и CNN 
последовательностях, которые вовлечены в РНК-направляемое ме-
тилирование ДНК (Ванюшин, 2009). В 2004 году был описан белок, 
вовлеченный в РНК-направляемые эпигенетические модификации 
генома – DRD1 (Kanno et al., 2004), относящийся к подсемейству 
растительных SWI2/SNF2-подобных белков. В drd1 мутантах 
РНК-индуцируемое не-CG метилирование в целевых промоторах 
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практически исчезало в результате реактивации, в то время как ме-
тилирование центромерной и рДНК оставалось неизменным. Таким 
образом, в отличие от таких SNF2-подобных белков, как DDM1/
Lsh1 и ATRX, которые регулируют уровень метилирования повто-
ряющихся последовательностей, DRD1 не является глобальным ре-
гулятором метилирования цитозина (Kanno et al., 2004). Действие 
RdDM связано с инактивацией трансгенов и устойчивости к виру-
сам. Прямое взаимодействие РНК-ДНК могут выступать в качестве 
сильного и высокоспецифичного сигнала для de novo метилирова-
ния ДНК. Для такого метилирования необходима длина целевой по-
следовательности не менее 30 п.н. (Pelissier, Wassenegger, 2000). 

Удаление метилированных оснований из ДНК может дости-
гаться различными способами. Пассивное деметилирование ДНК 
происходит при репликации ДНК в отсутствии метилированных 
оснований. Механизмы активного деметилирования ДНК у живот-
ных еще дискутируются (Ooi, Bestor, 2008). Для растительных объ-
ектов этот процесс описан более подробно. Например, обнаружен 
ген DEMETER (DME), который кодирует белок с гликозилазной 
активностью (Choi et al., 2002). DME активирует ген МЕА, удаляя 
5-метилцитозиновые остатки из последовательностей ДНК, приле-
гающих к кодирующему участку (Gehring et al., 2006). Обнаружена 
еще одна метилцитозин-специфичная гликозилаза ROS1, которую 
идентифицировали при скрининге мутаций, влияющих на регуля-
цию активности гена RD29А в трансгенных линиях арабидопси-
са (Gong et al., 2002). ROS1 белок гидролизовал метилированную 
ДНК. Обе гликозилазы, DME и ROS1, удаляют метилцитозин как 
из метилированных CG сайтов, так и CNG и CNN сайтов.

В транскрипционную и посттранскрипционную регуляцию 
экспрессию генов, имеющих важное значение в стрессовом отве-
те, вносят свой вклад динамичные изменения свойств хроматина 
и синтез малых РНК (Mirouze, Paszkowski, 2011). Экологические 
и генетические раздражители, которые вызывают изменения стату-
са метилирования в жизненном цикле растения, могут также соз-
давать новые эпигенетические варианты и влиять на последующие 
поколения. Из-за того, что репродуктивные линии клеток у  рас-
тений развиваются из соматических тканей на протяжении всей 
жизни организма, геномные изменения, происходящие в течение 
этого жизненного цикла, могут быть переданы его потомству. Все 
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это определяет биологическое значение метилирования цитозина 
в ДНК растений. Об этом же свидетельствует динамика его уров-
ня во время развития растений и инфекции патогенами (Vanyushin, 
Ashapkin, 2011). Показано, что некоторые биотические и абиотиче-
ские воздействия способны изменять статус метилирования ДНК. 
В работе González et al. (2011) у растений томата показано измене-
ние статуса метилирования низкокопийного протеин-кодирующего 
гена ASR1 в ответ на засуху. В первом экзоне исследуемого гена по-
вышалась степень метилирования по динуклеотидам CG и понижа-
лось содержание метильной группы в цитозинах, локализованных 
в асимметричных сайтах CNN некодирующей зоны. Все это со-
провождалось усилением экспрессии исследуемого гена (González 
et al., 2011). 

Стюард с коллегами обнаружили, что при воздействии на 
растения кукурузы холодового стресса в тканях корней растений 
наблюдается деметилирование ДНК (Steward et al., 2002). Был 
клонирован фрагмент ДНК 1,8 т.п.н., обозначенный как ZmMI1, 
содержащий часть кодирующего участка гена предположительно-
го белка и часть ретротранспозон-подобной последовательности. 
ZmMI1 транскрибировался и был гипометилирован по обоим CG 
и CNG сайтам при экспозиции при низкой положительной темпе-
ратуре. Что интересно, уровень метилирования ДНК у растений, 
возвращенных в нормальные условия роста, не достигал первона-
чальных значений. Для сравнения, в культуре клеток табака мети-
лирование CNG гетерохроматина изменялось в ответ на осмотиче-
ский стресс, но этот процесс оказался обратимым (Kovarik et al., 
1997). У растений табака выявлялись гены, накопление транскрип-
тов которых было обусловлено гипометилированием (Wada et al., 
2004). 10 из них были связаны с ответом растений на стрессовые 
воздействия. В культурах клеток амурского винограда V. аmurensis 
показано, что экспрессия генов стильбенсинтаз зависит от уров-
ня цитозинового метилирования последовательностей этих генов 
(Kiselev et al., 2013). Это подтверждает важную роль метилирова-
ния ДНК в контроле координированной экспрессии генов во время 
развития и в ответе на стресс.

Таким образом, очевидно, что метилирование ДНК и гисто-
нов вовлечено в регуляцию множества генетических функций, 
включая транскрипцию, репликацию, репарацию ДНК, клеточную 



108

Глава 4

дифференциацию. Потеря метилирования коррелирует с транс-
крипционной и транспозирующей активностью транспозонов, 
которые, в свою очередь, могут вызвать генные мутации и фено-
типические изменения (Madlung, Comai, 2004). Метилирование 
ДНК сказывается на сайленсинге генов, экспрессии трансгенов 
и чужеродной ДНК в клетке (Boyko et al., 2010). Обратимая кон-
версия транскрипционно активного эухроматина в транскрипци-
онно неактивный гетерохроматин, которые отличаются по степени 
метилирования цитозина в CG и CNG последовательностях, сте-
пени ацетилирования гистонов и плотности упаковки хроматина, 
определяющего доступность для РНК полимераз (Zemach, Grafi, 
2007; Дьяченко и др., 2010), то есть реорганизация хроматина, как 
результат метилирования/деметилирования ДНК и ацетилирова-
ния/дезацетилирования гистонов, может приводить к изменениям 
в экспрессии некоторых генов за счет их ингибирования или, нао-
борот, индукции, в благоприятных или неблагоприятных внешне
средовых условиях.

4.1. Изменение степени метилирования ДНК  
промоторной области CBF-гена капусты  

при холодовой акклимации

Известно, что у высших растений ДНК сильно метилирована 
по остаткам цитозина; 5-метилцитозин локализован преимуще-
ственно в CG и CNG последовательностях с диадной симметрией. 
Глобальное метилирование ДНК видо-, ткане-, органоспецифично, 
оно изменяется при прорастании семян, переходе растений к цве-
тению, различных вирусных и грибных инфекциях и уменьшается 
с возрастом (Ванюшин, 2009). Метилирование ДНК может суще-
ственно модулироваться различными биотическими (вирусы, гри-
бы, паразитические растения) и абиотическими факторами, вли-
яющими на рост и развитие растений (Ванюшин, 2009). Об этом 
свидетельствуют и результаты исследования влияния низкой тем-
пературы на степень метилирования ДНК гена CBF цветной капу-
сты сорта Альфа (Brassica oleracea var. botrytis L.) (Гималов и др., 
2012). Из растений, растущих при комнатной температуре, а так-
же из растений, прошедших стадию закаливания, выделяли ДНК 
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и  определяли степень метилирования последовательности гена 
CBF (участок от –360 п.н. до +177 п.н.) методом бисульфитной об-
работки (Frommer, 1992). В предварительном опыте было показано, 
что в клонированном фрагменте гена CBF более половины из всех 
цитозинов при бисульфитной обработке ДНК конвертировались 
в тимин, следовательно, в исходной ДНК это были неметилирован-
ные цитозины.

В исследуемой последовательности ДНК неметилированными 
оказались остатки цитозинов в диапазоне примерно до –262-го по-
ложения и после –41-го положения. При этом часть цитозиновых 
остатков как в сайтах CG, CNG, так и в сайтах CNN, при бисуль-
фитной обработке ДНК незакаленных растений остались неизмен-
ными, что указывает на то, что в исходной ДНК они были метили-
рованы. Наибольшее количество таких метилированных цитозинов 
(60) обнаруживалось во фрагменте промотора, ограниченном по-
ложениями –261 и –40.

На рис. 28 приведены фрагменты нуклеотидных последова-
тельностей 10 клонов ДНК, ограниченных положениями –261 и –41 
промоторной области гена CBF из растений капусты, прошедших и 
не прошедших холодовое закаливание, в сравнении с нуклеотидной 
последовательностью ДНК без бисульфитной обработки.

Оказалось, что содержание метилированных и неметилиро-
ванных цитозинов в ДНК закаленных и незакаленных растений не-
значительно отличалось. В различных клонах при закаливании де-
метилируются от 7 до 12 цитозиновых остатков, метилированных 
в исходной ДНК. При этом 6 цитозинов в положениях –200… –197 
и –195, –194 были деметилированы во всех исследованных клонах.

Метилированные цитозины в ДНК цветной капусты обнару-
жены как в сайтах CG, CNG, так и в асимметричных сайтах. При 
холодовом закаливании часть этих метилированных цитозинов 
деметилировалась. Можно предположить, что изменение степени 
метилирования этого участка промотора, ограниченного положе-
ниями –261 и –40, способствует изменению конформации хрома-
тина и улучшает связывание транскрипционных факторов и/или 
РНК-полимеразы. В экспериментах с делеционными мутантами 
промотора гена CBF арабидопсиса, участок промотора от –189-го 
до  –35-го нуклеотида является важным элементом поддержания 
экспрессии этого гена (Zarka, 2003).
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Рис. 28. Влияние низких температур на степень метилирования ДНК  
в промоторной области гена CBF капусты: 1 – последовательность нуклеотидов 

исходной ДНК до бисульфитной обработки; 2 – исходная ДНК после  
бисульфитной обработки; 3–12 – последовательности нуклеотидов ДНК  

закаленных растений после бисульфитной обработки. Жирным шрифтом показа-
ны неметилированные цитозины, определяющиеся как тимин
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Таким образом, полученные нами результаты демонстрируют 
уменьшение степени метилирования ДНК при холодовой обработ-
ке растений, сопровождающееся увеличением экспрессии гена. 
Данный факт согласуется с концепцией взаимосвязи уровня экс-
прессии генов и степени метилирования генома (Bird, 2002).

Нужно отметить, что значительное количество цитозинов в про-
моторной последовательности гена CBF капусты неметилированы. 
Метилированные цитозины выявлены главным образом во  фраг-
менте промотора, ограниченном положениями –261 и –40. Холодо-
вое закаливание растений приводило к частичному деметилирова-
нию цитозина в исследуемом фрагменте промотора гена CBF.

4.2. Степень метилирования ДНК промоторной области 
гена CBF капусты Brassica oleracea L. при различных 

температурных условиях выращивания

Известно, что у растений имеется система обратимых эпигене-
тических модификаций, играющих ключевую роль в пластичности 
развития и адаптивности растений (Матцке, Шеид, 2010). В связи 
с этим представляло интерес выяснение вопроса сохранения ста-
туса метилирования ДНК у растений, прошедших этап холодового 
закаливания, затем перемещенных для выращивания в нормальные 
температурные условия. Оказалось, что экспрессия гена CBF у этих 
растений была на уровне контрольных растений до холодового за-
каливания (данные не представлены), а содержание метилцитози-
нов в промоторной последовательности гена CBF близко к перво-
начальному уровню, обнаруживаемому в незакаленных растениях 
(Гималов и др., 2012) (рис. 29). 

Так как в приведенном фрагменте ДНК промотора гена CBF 
капусты все цитозины при нормальных температурных условиях 
оказались метилированными, в исходной последовательности ДНК 
и последовательности ДНК после бисульфитной обработки, выяв-
ляющей метилированные нуклеотиды, различия не обнаружены. 
Из 20 CG, CNG и CNN островков, обнаруживаемых во фрагменте 
ДНК промотора от –261-го до –42-го нуклеотида после холодового 
закаливания проростков, 3 остатка цитозина деметилировались пол-
ностью, 1 – частично. Таким образом, содержание метилцитозинов 
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Рис. 29. Анализ статуса метилирования промотора гена CBF капусты: 
1 – последовательность нуклеотидов исходной ДНК до бисульфитной обработки; 

2 – последовательность нуклеотидов исходной ДНК после бисульфитной об-
работки; 3–12 – последовательности нуклеотидов ДНК из растений, прошедших 

стадию закаливания, после бисульфитной обработки; 13–22 – последователь-
ности нуклеотидов ДНК из растений, прошедших стадию холодового закалива-
ния с последующим выращиванием при нормальных температурных условиях, 

после бисульфитной обработки. Жирным шрифтом показаны неметилированные 
цитозины, превратившиеся в тимины. Цифрами –261, –207, –42 и др. обозначены 

положения нуклеотидов относительно старта инициации транскрипции
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Рис. 29. Окончание 

в рассматриваемом фрагменте последовательности ДНК промотора 
генов CBF, снижающееся у растений, прошедших этап холодового 
закаливания, при снятии стрессовых условий возвращается к ис-
ходному уровню.
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Таким образом, уровень химической модификации хроматина 
не является статичным, в частности, уровень метилирования ДНК 
может претерпевать определенные изменения, вызывая изменения 
структуры хроматина. Эти изменения часто взаимосвязаны с моду-
ляцией экспрессии генов (Nelissen et al., 2007) и обратимы (Chen, 
Tian, 2007). Модификации хроматина, то есть изменения в степени 
метилирования ДНК и уровне ацетилирования и метилирования 
гистонов Н3 и Н4, могут отражать изменения в количестве транс-
крипционно активного и конденсированного транскрипционно 
неактивного хроматина. Так, с использованием антител к транс-
крипционно активным и неактивным компонентам хроматина ин-
терфазных ядер клеток кончиков корней сои было показано, что 
во время холодового стресса интенсивность флуоресценции марке-
ров, характеризующих гетерохроматин, возрастает, в то время как 
интенсивность флуоресценции маркеров, характеризующих эух-
роматин, снижается (Stepinski, 2012). При перемещении растений 
в нормальные температурные условия роста наблюдается обратная 
картина. Очевидно, при неблагоприятных температурных услови-
ях у теплолюбивого растения сои часть хроматина перестает быть 
транскрипционно активной за счет модификации. Однако в ответ 
на внешний стресс у растений некоторые гены активируются, и при 
этом наблюдается деметилирование ДНК (Steward et al., 2002). 
То  есть процессы гипо- и гиперметилирования могут как «вклю-
чить», так и «выключить» определенные гены.

Для понимания значения метилирования ДНК важно выяснить, 
как отражается метилирование/деметилирование на последующие 
процессы, такие как изменение структуры хроматина и регуляция 
экспрессии генов. Одним из механизмов такого влияния является 
изменение гибкости нити ДНК при метилировании и дальнейшее 
изменение позиционирования нуклеосом (Segal, Widom, 2009), что 
отражается на доступности ДНК для различных факторов, вовле-
ченных в регуляцию транскрипции. Другой путь передачи сигна-
ла о метилировании предполагает более прямое действие данного 
процесса, когда связывание транскрипционных факторов ограни-
чено вследствие метилирования их целевой последовательности. 
Например, методом замедления в геле показано, что метилирова-
ние CpG островка в олигонуклеотидном дуплексе, содержащем 
консенсусную последовательность TGACGTCA гена, кодирующе-
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го CREB белок (сAMP response element binding protein), приводит 
к ингибированию связывания этого дуплекса с белками из ядер-
ных экстрактов клеток семян гороха, зародышей пшеницы, цвет-
ной капусты и листьев сои. В то время как до метилирования такое 
связывание наблюдалось (Inamdar et al., 1991). Возможно, после-
дующие после метилирования процессы регулируются метил-CpG-
связывающими (MBP) белками, узнающими метилированную ДНК 
(Zemach, Grafi, 2007; Saze et al., 2012).

Клонированную нами промоторную последовательность гена 
CBF капусты сравнивали с промоторами генов растений арабидоп-
сиса с целью выявления в них сайтов связывания транскрипцион-
ных факторов, возможно, влияющих на экспрессию исследуемого 
нами гена. 

Вероятные сайты связывания транскрипционных факторов 
в клонированной нами промоторной части гена CBF капусты уста-
навливали с помощью программы PLACE (http://www.dna.affrc.
go.jp) (Higo et al, 1999; Prestridge, 1991) (рис. 30). 

Всего было идентифицировано 57 мотивов, гомологичных цис-
регуляторным элементам. Однако интерес вызывали лишь те, ко-
торые также встречаются в промоторах генов CBF арабидопсиса 
и участвуют в регуляции его экспрессии.

Так, было обнаружено несколько мотивов, встречающихся в про-
моторах CBF-генов арабидопсиса, такие как MYC, MYB, ICEr2 (рис. 30). 

Рис. 30. Возможные сайты связывания транскрипционных факторов  
в промоторной области гена CBF капусты. CACGTG – MYC мотивы (CANNTG); 

AAACCA – MYB мотивы (WAACCA); ACTCCG – мотив ICEr2 (ACTCCG). 
Метилированная область промотора подчеркнута
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Большинство из мотивов, с которыми могут связываться транс-
крипционные факторы, находятся в метилированной области про-
мотора. Мотивы MYC и ICEr2 в последовательности ДНК капусты 
схожи с таковыми у генов CBF арабидопсиса (Chinnusamy et al., 
2003; Zarka et al., 2003), у которого они узнаются транскрипци-
онным фактором ICE (Inducer of CBF expression) – положительно 
регулирующим экспрессию CBF. Мотивы MYB, обнаруживаемые 
в промоторных последовательностях гена CBF арабидопсиса, свя-
зываются с белком MYB15, что приводит к снижению экспрессии 
генов CBF (Agarwal et al., 2006). Также известно, что этот мотив 
обнаруживается в промоторных участках других генов арабидоп-
сиса, например, в промоторе гена RD22, участвующего в  ответе 
на дегидратацию, где он функционирует как цис-элемент в АБК-
зависимой экспрессии этого гена (Abe et al., 2003). Стоит отметить, 
что последовательность ICEr2 в промоторах гена CBF арабидопси-
са расположена гораздо ближе к стартовому кодону, нежели в про-
моторе капусты. 

Интерес представляют три цитозина – первый из них (нукле-
отид в положении –234) находится в непосредственной близости 
к  ICEr2 сайту связывания, этот нуклеотид деметилируется более 
чем у половины закаленных растений (57% изученных клонов), 
а также это один из 4 цитозинов, который в ряде клонов остается де-
метилированным после переноса растений в нормальные темпера-
турные условия произрастания (23% клонов). Два других цитозина, 
которые могут представлять интерес, находятся в MYB сайтах, они 
также, хотя и с меньшей частотой, частично деметилируются при 
закаливании (19% клонов в положении –136 и –73 соответственно).

Проведенная серия экспериментов по определению статуса 
и частоты метилирования гена CBF капусты, показывает, что ко-
дирующая часть исследуемого гена свободна от метилированных 
оснований, однако его промоторная область имеет метилирован-
ный участок. Большинство метилированных цитозинов остаются 
таковыми вне зависимости от температурных условий, в которых 
выращивалось растение. Однако часть из них все же деметилирует-
ся при закаливании (табл. 1). 

Из шестидесяти метилированных нуклеотидов, в той или иной 
мере деметилируется двадцать. Девятнадцать из них – это цитозины, 
расположенные в ассиметричной последовательности CNN. Наи-
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больший уровень деметилирования при закаливании растений на-
блюдается в центре данного метилированного участка. В положениях 
от –200 до –194 все цитозины утрачивают метильную группу во всех 
исследованных нами клонах, а нуклеотид в положении –193 остается 
метилированным лишь в 20% случаях, в то время как в остальных 
положениях деметилирование носит частичный характер и метили-
рованнные цитозины обнаруживаются в 70–90% клонов.

Также стоит отметить, что большинство цитозинов, утрачиваю-
щих метильную группу в ходе холодового закаливания, возвращают-
ся в исходное состояние, если растение перенести в благоприятные 

Таблица 1
Содержание метилированных цитозинов в гене CBF растений 
капусты, выращенных в различных температурных условиях

Позиция 
нуклеотида

Степень метилирования гена CBF у растений капусты (%)

без закаливания прошедших ста-
дию закаливания

перенесенных в 
нормальные усло-
вия роста после 

закаливания
–234 100 42,86±2,86 77,27±2,73
–216 100 80,95±0,95 100
–204 100 66,67±6,67 100
–203 100 71,43±1,43 100
–200 80±1,5 0 100
–199 80±1,5 0 0
–198 80±1,5 0 0
–197 80±1,5 0 95,45±4,55
–195 100 0 0
–194 100 0 100
–193 100 19,05±0,95 100
–178 100 90,48±0,48 100
–158 70±1,5 80,95±0,95 100
–156 100 76,19±6,19 100
–152 100 80,95±0,95 100
–150 100 80,95±0,95 100
–136 100 80,95±0,95 100
–73 100 71,43±1,43 100
–63 100 80,95±0,95 100
–49 100 90,48±0,48 100
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условия произрастания (рис. 31). Три деметилированных нуклеотида 
из шести во всех исследованных клонах закаленных растений, не ме-
тилируются даже после возвращении в благоприятные условия про-
израстания. В отличие от остальных цитозинов цитозин в положении 
–158 при холодовом закаливании метилируется у  большего числа 
клонов по сравнению с незакаленными растениями. При перенесе-
нии растений в нормальные температурные условия после режима 
закаливания частота его метилирования достигает 100% у изученных 
клонов. То есть в отличие от других цитозинов в исследуемом мети-
лированном участке у этого нуклеотида в ответ на закаливание мети-
лирование усиливается.

Таким образом, результаты наших исследований показали, что 
последовательности ДНК промотора гена CBF растений капусты, 
у  которых степень метилирования понизилась при закаливании, 
становятся более метилированными при переносе растений в благо-
приятные условия роста. Механизм данного процесса пока неясен 

Рис. 31. Частота метилирования цитозинов в промоторе гена CBF капусты: 
1 – растения, выращенные в нормальных температурных условиях;  

2 – растения, прошедшие стадию холодового закаливания; 3 – растения, перене-
сенные в нормальные темпратурные условия после этапа закаливания.  

По оси абсцисс отмечены положения цитозина относительно стартового кодона, 
а по оси ординат – степень метилирования
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и может быть предметом дальнейших исследований. В связи с этим 
можно отметить действующую у растений систему DME/ROS1, обе-
спечивающую обратимое деметилирование/метилирование соот-
ветствующих последовательностей ДНК (Gong et al., 2002; Gehring 
et al., 2006). Вероятно, она необходима для роста и развития рас-
тений, для их адаптации к условиям среды (Матцке, Шеид, 2010). 
Можно предположить, что, возможно, деметилирование цитозинов 
в метилированной области промотора гена CBF капусты способ-
ствует активации экспрессии этого гена при холодовой акклимации.

В результате улучшения методологии анализа растительных 
геномов получены интересные данные о механизмах регулирова-
ния метилирования ДНК, были обнаружены новые компоненты, 
участвующие в таком регулировании. Однако молекулярные ме-
ханизмы функционирования различных факторов, вовлеченных 
в процесс регуляции метилирования и их взаимодействие, остают-
ся еще во многом неизученными. С использованием результатов 
полногеномных анализов локус-зависимого метилирования и деме-
тилирования, предстоит выяснить механизмы взаимодействия ре-
гуляторных белков с их целевыми локусами. Следовательно, наши 
познания взаимосвязей между метилированием ДНК и контролем 
транскрипции расширяются, но еще далеки от полной ясности.



120

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Совокупность полученных результатов позволяет констатиро-
вать, что в основе фундаментального процесса адаптации растений 
к гипотермии лежит способность растительных организмов реали-
зовывать широкий спектр защитно-приспособительных реакций, 
необходимых для развития их устойчивости к данному стрессово-
му воздействию, среди которых можно выявить общие неспецифи-
ческие физиолого-биохимические защитные реакции. К таковым, 
прежде всего, относятся сдвиги в состоянии гормональной систе-
мы растений, играющей ключевую роль в регуляции переключения 
генетических программ и, следовательно, функциональной актив-
ности клеток, с нормальных условий на так называемые стрессовые 
программы. Это многофакторный процесс, в котором задействован 
широкий спектр генов. Для лучшего понимания их взаимодействия 
необходимо знание особенностей регуляции их функционирования. 

Многочисленные исследования свидетельствуют о наличии не-
скольких сигнальных путей активации определенных ответных ре-
акций растений при холодовой акклимации. Например, существуют 
АБК-зависимый и АБК-независимый пути прохождения холодового 
закаливания (Nordin et al., 1993; Gilmour, Thomashow, 1991). В то же 
время заметного увеличения холодостойкости можно достичь и в от-
сутствии экспрессии CRT/DRE-содержащих COR-генов, например, 
в случае eskimo1-мутанта арабидопсиса (Xin, Browse, 1998). Воз-
можность реализации различных путей достижения холодовой ак-
климации подтверждается исследованиями АБК-дефицитных sfr 
(sensitive-to-freezing)-мутантов арабидопсиса, неспособных к пол-
ному закаливанию (Warren et al., 1996; Knight et al., 1999). Многие 
из этих мутантов достигают лишь 50% от уровня растений дикого 
типа. Вероятным объяснением этому может быть то, что каждая sfr-
мутация блокирует конкретный сигнальный путь. Сверхэкспрессия 
генов некоторых транскрипционных факторов улучшает стрессо
устойчивость арабидопсиса, риса и некоторых других растений, 
явно показывая, что регуляция транскрипции является важным про-
тективным механизмом (Nakashima et al., 2009).
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К настоящему времени для COR-генов, по крайней мере для не-
которых из них, исследованы особенности гормональной регуляции, 
цис-активирующие элементы и транскрипционные факторы, уста-
новлены их гены, определена временная последовательность тех 
или иных этапов. В самом начале сигнального каскада, вслед за рез-
ким увеличением концентрации ионов кальция в цитоплазме, проис-
ходящего в течение нескольких секунд, постулируется этап актива-
ции фактора, уже присутствующего в цитоплазме при оптимальной 
температуре. Этот этап длится 10–15 мин и в результате начинается 
синтез факторов транскрипции, у арабидопсиса это CBF, для актива-
ции экспрессии генов, задействованных в защиту от холода. Транс-
крипция регулируемых холодом генов, имеющих в составе промото-
ра CRT/DRE-элементы, обнаруживается примерно через 1–2 ч после 
начала холодового воздействия. Активация фактора, инициирую-
щего экспрессию генов CBF, по всей видимости, заключается в их 
фосфорилировании Са2+-зависимой протеинкиназой, активируемой, 
в свою очередь, потоком ионов кальция в цитоплазму. Следователь-
но, накопление CBF-транскриптов находится в начале сигнального 
каскада по пути активации CRT/DRE-содержащих COR-генов. Это 
согласуется с тем фактом, что в трансгенных растениях, содержащих 
дополнительный CBF-ген и конститутивно экспрессирующих фак-
тор CBF1, индукция CRT/DRE-содержащих генов происходит без 
низкотемпературного воздействия (Janglo-Ottosen et al., 1998). 

Белки холодового шока растений, предположительно относящие-
ся к семейству богатых аланином антифризных белков, играют важную 
роль в торможении образования внутриклеточного льда в условиях ги-
потермии. К ним относится и ген БХШ CSP5 капусты. С использовани-
ем ингибиторного анализа нами на протопластах и растениях капусты 
прослежены пути передачи низкотемпературного сигнала из внешней 
среды. Так, выявлено, что холод-индуцируемая экспрессия гена CSP5 
обусловлена активацией кальциевых каналов и увеличением потока 
ионов кальция в цитоплазму в результате изменения состояния клеточ-
ных мембран. В свою очередь, повышение концентрации ионов каль-
ция в цитоплазме может приводить к активации кальций-зависимых 
протеинкиназ, и, следовательно, этапа фосфорилирования, необходи-
мого для регуляции индуцируемой холодом экспрессии гена CSP5.

К характерным ответным реакциям растений на нарушения темпе-
ратурного режима относится быстрое, обычно транзиторное, накопление 
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АБК (Aroca et al., 2003), что также продемонстрировано в нашей работе 
на разных растительных объектах. В связи с этим не удивительно, что 
ген CSP5 проявляет чувствительность к экзогенной АБК. Однако анализ 
транскрипционной активности CSP5-гена в предобработанных АБК и 
подвергнутых холодовому воздействию растениях капусты, свидетель-
ствует в пользу реализации как АБК-, так и холод-зависимых путей регуля-
ции данного процесса, что, вероятно, обусловлено наличием в промоторе 
этого гена различных как АБК-, так и холод-чувствительных цис-мотивов. 
Использование ингибитора синтеза АБК флуридона позволило выявить 
наличие как АБК-опосредуемых, так и холод-индуцируемых путей регу-
ляции клонированного гена TADHN дегидрина в растениях пшеницы в 
ходе гипотермии. Это указывает на независимые пути сигнальной (АБК, 
холод) регуляции генов защитных белков и свидетельствует о надежно-
сти систем регуляции стрессового ответа растений. 

Следовательно, к настоящему времени остается много вопросов 
о пути передачи холодового сигнала от внешней клеточной мембраны 
до ядерных структур и включении полного комплекса адаптивных ме-
ханизмов к соответствующему температурному режиму. Тем не менее 
имеющиеся многочисленные работы, в которых рассматриваются от-
дельные этапы восприятия и передачи сигнала, позволяют говорить о 
важной роли плазматической мембраны в первичной рецепции холо-
дового сигнала. Изменения физико-химических характеристик плаз-
малеммы выступают как самое первое звено в восприятии низкой 
температуры, так как приводят к активации или кальциевых каналов и 
потоку ионов Са2+ в цитоплазму и дальнейшим событиям в цепи, или 
непосредственно двухкомпонентных регуляторных систем, состоящих 
из рецептор-подобных протеинкиназ и регуляторов ответа, с переда-
чей сигнала к последующим звеньям трансдукции. Вероятно, в клетках 
могут работать эти и другие сенсорные механизмы восприятия пони-
жения температуры окружающей среды, и дальнейшие исследования в 
этом направлении позволят прояснить в значительной мере самые на-
чальные этапы адаптации растений к низким температурам.

Тем не менее ответы на вопросы, каким образом растения воспри-
нимают низкие температуры и инициируют регуляторную программу, 
которая в итоге усиливает холодостойкость растений, и какова природа 
растительного «термометра» и сенсора низкой температуры, остаются 
открытыми. В отличие от животных клеток, у которых идентифици-
рованы рецепторы TRPA1 (transient receptor potential cation channel), 
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действующие как сенсоры низкой температуры (Karashima et al., 2009), 
растения не обладают ионными каналами с подобной функцией. При-
нимая во внимание вовлеченность ионов кальция в систему передачи 
низкотемпературного сигнала, постулировалась идея о кальциевых 
каналах как о первичных сенсорах холода (Ding, Pickard, 1993; White, 
2009). Однако у растений кальциевые каналы, обеспечивающие холод-
индуцируемый поток ионов кальция в клетку, пока не клонированы 
(Knight, Knight, 2012). К тому же было показано, что понижение теку-
чести мембраны и изменения в структуре элементов цитоскелета пред-
шествуют открыванию кальциевых каналов (Suzuki et al., 2000; Los 
et al., 2013). Что касается доминирующей гипотезы о текучести мембра-
ны, как о сенсоре температурных колебаний, тут есть сложности в объ-
яснении возможности подобного «термометра» к различению уровня 
значений температуры. Есть также исследования, указывающие на то, 
что в восприятии температурных изменений могут быть задействова-
ны процессы ремоделирования хроматина (Kumar et al., 2012). Таким 
образом, в растительных клетках могут быть задействованы несколько 
механизмов восприятия температурных колебаний окружающей сре-
ды, которых можно было бы условно отнести к «термометрам».

Таким образом, анализ литературных данных показывает, что 
к решению проблемы развития устойчивости растений к низкотемпе-
ратурным воздействиям привлечено внимание большого количества 
авторов из многих стран. Усилиями разных исследовательских групп, 
особенно в последние годы, в этой области достигнуты значитель-
ные успехи. Однако многие вопросы регуляции стрессовых ответов 
растений на холодовое воздействие, прохождение отдельных этапов 
стрессового ответа требуют уточнения или подтверждения ранее вы-
сказанных предположений. Еще нет единого мнения относительно 
первичного звена в процессе восприятия холодового сигнала. 

Многие виды растений из регионов с умеренным климатом 
способны к уменьшению повреждающего воздействия низких 
температур. Разнообразные приспособления на разных уровнях струк-
турной организации позволяют растениям адаптироваться к таким воз-
действиям. Растения показывают увеличенную морозоустойчивость 
после их экспозиции при низких положительных температурах, в про-
цессе так называемого закаливания. Закаливание сопровождается раз-
нообразными биохимическими, морфологическими и физиологиче-
скими изменениями в растительных клетках, подготавливающими их 
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к перенесению морозов: изменением в экспрессии определенных ге-
нов, транзиентным увеличением содержания АБК, изменениями в со-
ставе мембранных липидов, накоплением совместимых осмолитиков 
(пролин, бетаин, полиолы и растворимые сахара), увеличением уров-
ня антиоксидантов (Касперска-Палач,1983; Thomashow, 1998; Hare 
et al., 1998; Xin, Browse, 2000; Shinozaki, Yamaguchi–Shinozaki, 2000; 
Taji et al., 2002; Hekneby et al., 2006; Guy et al., 2008; Miller et al., 2008). 
Большинство из этих биохимических и физиологических изменений 
регулируются низкими температурами через изменения в экспрессии 
тех или иных генов. Исследования по выяснению структуры и органи-
зации подобных генов, их регуляции и вклада в развитие стрессового 
ответа растений проводятся достаточно давно и накоплен значитель-
ный объем сведений в этой области, особенно с развитием микрочи-
повых технологий (Thomashow, 1999; Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 
2000; Guy et al., 2008; Hirayama, Shinozaki, 2010). 

Убедительно показано, что существенная роль в адаптации 
растений к низким температурам принадлежит белкам. Белки-
ферменты участвуют в регуляции метаболических процессов. 
Для  морозостойких растений важную роль играют антифризные 
белки, ингибирующие рост кристаллов льда и обеспечивающие 
снижение температуры замерзания воды, белки, аналогичные по 
функции и молекулярной массе белкам теплового шока, белки се-
мейства дегидринов. В развитии холодового ответа участвуют так 
называемые COR-белки (белки холодового ответа). Ключевое зна-
чение для запуска и координации стрессового ответа имеет стимуля-
ция холодом экспрессии генов, кодирующих компоненты рецепции 
и трансдукции сигнала, а также регуляторные белки (митогенакти-
вируемые киназы, кальций-зависимые протеинкиназы). Кроме того, 
в последние годы достигнут значительный прогресс в установлении 
сигнальных путей, с помощью которых осуществляется активация 
адаптационных процессов при низкотемпературном стрессе. 

Усиление экспрессии генов при стрессах контролируется мно-
жеством регуляторных стадий, такими как активация транскрипци-
онных факторов, достижение транскрипционно активного состояния 
хроматина и связывание транскрипционных факторов со специфиче-
скими элементами ответа. Недавно было показано, что почти каждая 
нуклеосома в хроматине дрозофилы связана с одним или несколькими 
белками (Filion et al., 2010). Соответственно в случае сходства в орга-
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низации растительной ДНК и ДНК дрозофилы, связывание поступа-
ющих в ядро транскрипционных факторов с цис-элементами проис-
ходит не просто через ДНК-белковое взаимодействие, а посредством 
белок-белкового взаимодействия, что требует также дальнейших ис-
следований для уточнения. Не выяснены в полной мере пути моди-
фикации хроматина и активации элементов ответа для достижения 
специфичности сигналинга, и это вызывает необходимость исследо-
вания всего комплекса белков, связанных с активно транскрибируе-
мыми генами и выяснения всех вовлеченных в процесс компонентов: 
ферментов модификации хроматина, транскрипционных факторов, 
а также других белков, влияющих на структуру хроматина и на взаи-
модействие белков друг с другом (Vaahtera, Brosche, 2011).

Важное место в регуляции стрессового ответа растений при-
надлежит фитогормонам. При воздействии неблагоприятных фак-
торов среды наблюдается накопление АБК, которой принадлежит 
ключевая роль в индукции экспрессии более десятка генов стрес-
совых белков, для многих из которых доказана защитная функция, 
синтез которых в нормальных условиях происходит на слабом 
уровне, а то и вовсе отсутствует. 

Эффективными индукторами стресс-устойчивости растений, на-
ряду с АБК, служат и другие фитогормоны, в спектре регуляторного 
действия которых достойное место занимает антистрессовая актив-
ность. К таковым, в частности, относятся брассиностероиды, участву-
ющие в регуляции устойчивости растений к стрессовым воздействи-
ям, в том числе и к холоду. Впервые выявлен факт участия в регуляции 
индукции транскрипции генов дегидрина не только АБК, признанно-
го индуктора экспрессии генов дегидринов, но и 24-эпибрассинолида. 
Это указывает на существование альтернативных путей гормональной 
регуляции экспрессии генов дегидринов, что может быть обусловлено 
наличием в их промоторах сайтов узнавания различных гормонов.

Это заключение справедливо и в отношении гена CSP5 капу-
сты. Так, ЭБ-индуцированная экспрессия гена БХШ вносит важ-
ный вклад в реализацию его защитного действия на растения (ка-
пуста, пшеница) при гипотермии, которое проявляется в снижении 
уровня повреждающего действия низкотемпературного стресса 
на рост растений и в ускорении восстановления ростовых процес-
сов в пост-стрессовый период. Следовательно, вовлечение белков 
холодового шока и дегидринов в спектр действия ЭБ на проростки 
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пшеницы и цветной капусты в нормальных и стрессовых условиях 
может служить показателем развития у растений под влиянием дан-
ного фитогормона предадаптирующего и протекторного эффектов.

Кроме CSP5 и дегидринов, вклад в формирование устойчиво-
сти растений вносит также агглютинин зародыша пшеницы, ти-
пичный представитель лектинов злаков, который, однако, является 
строго АБК-контролируемым. 

Выявлено влияние неблагоприятных температурных условий, 
а  именно охлаждения, на статус метилирования промоторных об-
ластей гена транскрипционного фактора CBF капусты. Полученные 
нами данные об уменьшении степени метилирования ДНК при хо-
лодовой обработке растений согласуются с концепцией взаимосвязи 
уровня экспрессии генов и степени метилирования генома (Bird, 2002). 
Подтверждением этому служат также данные о том, что содержание 
метилцитозинов в последовательности ДНК промотора гена CBF, 
снижающееся у растений, прошедших этап холодового закаливания, 
в нормальных температурных условиях частично возвращается в пер-
воначальное состояние. Таким образом, литературные данные и ре-
зультаты наших исследований показывают, что модификация хромати-
на, обусловленная частично метилированием/деметилированием ДНК, 
может приводить к изменениям в экспрессии генов CBF за счет их ин-
гибирования или, наоборот, индукции, в благоприятных или неблаго-
приятных внешнесредовых условиях. Однако выяснение конкретных 
механизмов взаимосвязи между изменением степени метилирования 
цитозинов в промоторной области гена CBF капусты и уровнем его 
экспрессии, требует дальнейших исследований. Возможно, деметили-
рование определенных цитозинов способствует изменению скорости 
цис-активации экспрессии гена CBF или, возможно, имеет место из-
менение структуры хроматина в обнаруженном нами метилированном 
участке, что тоже может способствовать усилению транскрипции. 

Таким образом, анализ литературных источников показывает, что 
проблема развития устойчивости растений к холоду разрабатывается 
в течение значительного времени и достаточно широко. Достигнут 
значительный прогресс в выявлении отдельных элементов развития 
холодового ответа и исследовании механизмов активации генов за-
щитных белков при холодовом стрессе. В данной работе основное 
внимание уделено отдельным аспектам регуляции активности генов 
белков растений, задействованных в ответе на холодовое воздействие.
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Cписок сокращений 

АБК	 – абсцизовая кислота
АЗП	 – агглютинин зародыша пшеницы
АФК	 – активные формы кислорода
БС	 – брассиностероиды
БСA	 – бычий сывороточный альбумин
ДДС	 – додецилсульфат натрия
ДТТ	 – дитиотрейтол
ПОЛ	 – перекисное окисление липидов
ПЦР	 – полимеразцая цепная реакция
ПЦР-РВ	– полимеразцая цепная реакция в реальном времени
СОД	 – супероксиддисмутаза
TAE	  – трис-ацетатный буфер
TBE	 – трис-боратный буфер
ТЕ	 – трис-ЭДТА буфер
TEMEД	– тетраэтилметилендиамин 
Cy5	 – цианин-5
CBF	 – CRT-binding factor
CRT	 – C-repeat
FAM	 – 6-карбоксифлуоресцеин
RTQ-1 (real-time quencher 1) – гаситель 1, используемый в ПЦР-РВ
RTQ-2 (real-time quencher 2) – гаситель 2, используемый в ПЦР-РВ
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