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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ СВЕРХЭКСПРЕССИИ ГЕНА 

КАЛЬЦИЙ-ЗАВИСИМОЙ ПРОТЕИНКИНАЗЫ АРАБИДОПСИСА ATCPK1 

НА УСТОЙЧИВОСТЬ ТРАНСГЕННЫХ КЛЕТОК МАРЕНЫ СЕРДЦЕЛИСТНОЙ 

К ТЕМПЕРАТУРНЫМ СТРЕССАМ 

 

Целью настоящей работы являлось исследование влияния сверхэкспрессии гена 

AtCPK1 на устойчивость клеток марены к температурным стрессам. Для выявления 

молекулярного механизма действия трансгена нами исследована экспрессия генов 

НАДФН-оксидаз и антиоксидантных ферментов в нормальной и трансгенных кле-

точных линиях. Показано, что в AtCPK1-трансгенных клетках окислительный взрыв 

регулируется как на стадии генерации активных форм кислорода, так и на стадии 

детоксификации, приводя к снижению порога чувствительности трансгенных кле-

ток к стрессовым воздействиям. 
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INFLUENCE OF ARABIDOPSIS CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE 

ATCPK1 GENE OVEREXPRESSION ON RESISTANCE OF RUBIA CORDIFOLIA 

TRANSGENIC CELLS TO TEMPERATURE STRESSES  

 

The aim of this work was to study the influence of AtCPK1 gene overexpression on re-

sistance of the madder cells to temperature stresses. To identify the molecular mechanism of 

transgene action we investigated NADPH oxidase and antioxidant enzymes genes expression 

in normal and transgenic cell lines. It is shown that in AtCPK1-transgenic cells oxidative 

burst is modulated at both stages - generation of reactive oxygen species and their detoxifica-

tion, leading to reduction in the sensitivity of transgenic cells to stresses. 
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Кальциевая сигнальная система явля-

ется центральным механизмом регулиро-

вания ответов организма на абиотические 

стимулы [1,4]. В настоящее время из-

вестно несколько групп белков, ответ-

ственных за восприятие и передачу каль-

циевого сигнала в клетках растений, из 

которых наибольшее внимание исследо-

вателей привлекает семейство Са2+-

зависимых протеинкиназ — CDPK (calci-

um-dependentproteinkinase), CDPKs — 

наиболее распространенные протеинки-

назы, специфичные для растений и неко-

торых простейших [3]. 

Участие кислорода в норме во всех 

дыхательных процессах и производство 
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его в процессе фотосинтеза приводит к 

накоплению супероксидов, перекиси во-

дорода, гидроксильных радикалов и иных 

свободных радикалов, которые реагиру-

ют с ДНК, белками и липидами, приводя 

к их повреждению. Это явление описано 

как окислительный стресс, отражающий 

активацию НАДФН-оксидаз [6,7,11]. В 

растениях эти ферменты названы гомоло-

гами оксидаз респираторного взрыва — 

Rboh (respiratoryburstoxidasehomologs). 

Основной ферментативной функцией 

Rboh является окисление НАДФН, со-

провождающееся генерацией суперок-

сидрадикала — свободного радикала 

кислорода, наиболее агрессивной формы 

активного кислорода [8]. 

Процесс детоксификации АФК в рас-

тениях включает в себя повышение экс-

прессии генов, кодирующих антиокси-

дантные ферменты, таких как суперок-

сиддисмутаза — SOD 

(superoxidedismutase), аскорбатперокси-

даза — Apx (ascorbateperoxidase), катала-

за — CAT (сatalase), глутатионпероксида-

зы и другие. В процессе жизнедеятельно-

сти растений эти защитные механизмы 

играют важную роль в устойчивости к 

экологическим стрессам, их важной осо-

бенностью является то, что их активность 

увеличивается, когда клетки попадают в 

условия повышенного производства сво-

бодных радикалов [8]. 

Изоформа 1 арабидопсиса — AtCPK1 

опосредует передачу сигнала клетки в 

ответ на такие стрессовые воздействия 

как холод и засоление, а так же участвует 

в восприятии сигнала абсцизовой кисло-

ты и реакции свет/темнота. Нативный 

AtCPK1 локализуется в мембранах пе-

роксисом[4] и способен значительно по-

вышать активность мембраносвязанной 

НАДФН-оксидазы за счет фосфорилиро-

вания в присутствии ионов Ca2+[4,10]. 

Основной целью представленной ра-

боты является исследование влияния 

сверхэкспрессии мутантной постоянно 

активной изоформы гена AtCPK1-Ca на 

устойчивость трансгенных клеток маре-

ны средцелистной к температурным 

стрессам.  

Материалы и методы 

Клеточные культуры 

В работе использовали нетрансфор-

мированную и трансгенныекаллусные 

культуры марены сердцелист-

нойRubiacordifolia L. (Rubiaceae), полу-

ченные и описанные ранее [9]. Трансген-

ные культуры экспрессировалиизоформы 

гена кальций-зависимой протеинки-

назыарабидопсиса AtCPK1, неактивную 

(Na) и постоянно активную (Ca), полу-

ченные в результате точечных мутаций 

в автоингибиторном домене белка [5]. 

Нетрансформированная культура, обо-

значенная в работе символом R, а также 

культура, трансформированная неак-

тивной формой AtCPK1 (R-Na), исполь-

зовались в качестве контрольных для 

культуры, экспрессирующей постоянно-

активную форму AtCPK1 (R-Ca). 

Анализ экспрессии генов 

Выделение тотальной клеточной РНК 

и синтез первой цепи кДНК проводили 

согласно описанной ранее методике [9]. 

Анализ экспрессии генов НАДФН-

оксидаз марены (RcRboh1, RcRboh3) иге-

нов ферментов детоксификации актив-

ных форм кислорода - супероксиддисму-

таз (RcCSD1, RcCSD2, RcCSD3), аскор-

батпероксидаз (RcApx1, RcApx2, RcApx3) 

и каталазы (RcCAT1) проводили методом 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 

реальном времени с использованием ре-

акционной смеси, предназначенной для 

проведения ПЦР с интеркалирующим 

красителем SYBR Green I в присутствии 

пассивного референсного красителя ROX 

(Синтол, Москва, Россия) на приборе 

CFX96 Real-TimeSystem (Bio-

RadLaboratories, CA, USA) как описано 

ранее [2]. 

Статистический анализ 

Результаты всех экспериментов были 

обработаны при помощи программы 

Statistica, версия 6.0.Все данные пред-

ставлены как среднее значение ± стан-

дартная ошибка. Достоверность оценива-

ли по t-критерию Стьюдента. Уровень 

значимости в 0,05 был выбран как мини-

мальное значение статистической разни-

цы во всех экспериментах. 
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Результаты 

Для выявления влияния сверхэкс-

прессии мутантной постоянно активной 

изоформы гена AtCPK1-Ca на устойчи-

вость к температурным стрессовым воз-

действиям нормальная и трансгенные 

клеточные линии были подвержены воз-

действию низкой (12°С) и высокой (28°С) 

температур (рис. 1). Данные значения 

были выбраны как пороговые для кон-

трольной клеточной линии — экспери-

ментально было показано, что при воз-

действии более низких и более высоких 

температур контрольная культура поги-

бала. 

 
Рис. 1. Влияние температурного стресса на рост клеточных культур марены сердцелистной 

 

Показано, что сверхэкспрессия му-

тантной постоянно активной изоформы 

гена AtCPK1-Ca приводит к 2-х кратному 

увеличению устойчивости к температур-

ным стрессовым воздействиям – как к 

понижению, так и к повышению темпе-

ратуры.  

Для выявления молекулярного меха-

низма устойчивости R-Ca культуры к 

температурным стрессам нами была ис-

следована экспрессия генов НАДФН-

оксидаз марены — RcRboh1 (стресс-

индуцируемая изоформа) и RcRboh3 (по-

стоянно-экспрессируемаяизоформа). Ме-

тодом ПЦР в реальном времени мы про-

вели анализ экспрессии генов RcRboh1 и 

RcRboh3 в нормальной и трансгенных 

клеточных линиях в экспоненциальной 

(20 дней) и стационарной (30 дней) фазах 

роста (рис. 2). 

 
Рис. 2. Экспрессия генов НАДФН-оксидаз в клеточных культурах  

марены сердцелистной на 20-й и 30-й дни культивирования 

 

Сверхэкспрессия AtCPK1-Са приво-

дила к 3-х кратному снижению уровня 

экспрессии RcRboh3 в экспоненциальной 

фазе роста и дальнейшему снижению при 

последующем культивировании. Сверх-

экспрессия AtCPK1-Na также оказывала 

влияние на экспрессиюRcRboh3, снижая 

ее в логарифмической фазе роста транс-

генных клеточных линий. Экспрессия 

RcRboh1 под действием AtCPK1-Са и 

AtCPK1-Na статистически не изменялась. 

При этом отмечено, в экспоненциальной 
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фазе роста уровень экспрессии RcRboh3 в 

культуре R-Ca был в 3 раза ниже, чем в 

культуре R, а в стационарной фазе роста 

эта разница составляла всего 1,7 раз. 

Для выявления изменений в экспрес-

сии генов супероксиддисмутазы, аскор-

батпероксидазы и каталазы марены вы-

полнен анализ экспрессии генов RcCSD1, 

RcCSD2, RcCSD3, RcApx1, RcApx2, 

RcApx3 и RcCAT в нормальной и транс-

генных клеточных линиях в экспоненци-

альной (20 дней) и стационарной (30 

дней) фазах роста. 

В нормальных и трансгенных куль-

турах CSD1, CSD2, 

CSD3экспрессированы с различной ин-

тенсивностью (рис. 3). AtCPK1-Са в экс-

поненциальной фазе роста клеточных ли-

ний незначительно повышал 

экспрессиюCSD1 и оказывал  влияние на 

экспрессиюCSD3, приводя к 2-х кратному 

увеличению. В AtCPK1-Na- и AtCPK1-Са-

трансформированных культурах к 20 

дням культивирования наблюдали 2-х 

кратное увеличение экспрессииCSD3.К 

30 дням культивирования AtCPK1-Са и 

AtCPK1-Са не оказывали статистически 

значимого влияния на экспрессию CSD2, 

CSD3, лишь незначительно снижая экс-

прессиюCSD1. 

В нормальных культурах уровень 

экспрессии Apx1, Apx2, Apx3 снижается 

со временем культивирования (рис. 4). 

AtCPK1-Са приводил к 2-х и 2,5-

кратному повышению экспрессии Apx2, и 

5-ти и 3-х кратному повышению Apx3 в 

экспоненциальной и стационарной фазах 

роста соответственно. AtCPK1-Na оказы-

вал влияние на экспрессию Apx3, приводя 

к 2-х кратному увеличеню в стационар-

ной фазе роста и 2,5-кратному увеличеню 

экспрессииApx2, а также незначительно 

снижая экспрессию Apx1 в экспоненци-

альной фазе роста клеточной линии. 

 
Рис. 3. Экспрессия генов супероксиддисмутаз в клеточных культурах  

марены на 20-й и 30-й дни культивирования. 

 

 
Рис. 4. Экспрессия генов аскорбатпероксидаз в клеточных культурах марены 

 на 20-й и 30-й дни культивирования. 
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Уровень экспрессииCATв нормаль-

ных клеточных линиях марены снижается 

со временем культивирования (рис. 5). В 

культурах, трансформированных 

AtCPK1-Са и AtCPK1-Na экспрессия CAT 

в экспоненциальной фазе роста незначи-

тельно снижена, к 30 дням культивирова-

ния незначительно повышается в культу-

рах, трансформированных AtCPK1-Na. 

 
Рис. 5. Экспрессия гена каталазы в клеточных культурах марены  

на 20-й и 30-й дни культивирования. 

 

Заключение 
Таким образом, в трансгенных кле-

точных линиях отмечено повышение экс-

прессии генов антиоксидантных фермен-

тов в экспоненциальной фазе роста, что 

соответствует снижению экспрессии 

RcRboh3. Мы показали, что в культуре R-

Ca окислительный взрыв регулируется 

как на стадии генерации АФК, так и на 

стадии детоксификации. Это приводит к 

снижению порога чувствительности 

трансгенных клеток к стрессовым воз-

действиям, которые в норме сопровож-

даются губительным для клеток окисли-

тельным взрывом. 
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