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ЭКсПрессиЯ гена глуТаТионсинТеТаЗы Gs3 В КорнЯХ 
и лисТьЯХ ПроросТКоВ ПШеницы При дейсТВии КадмиЯ

н. с. репкина, Ю. В. Батова, а. Ф. Титов, В. В. Таланова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Изучено влияние кадмия (100 мкМ) в форме сульфата на экспрессию гена GS3 глу-
татионсинтетазы – одного из ключевых ферментов синтеза глутатиона – в корнях 
и листьях проростков пшеницы. Показано, что уже в начальный период действия 
кадмия (через 1 ч) наблюдается его поступление в корни пшеницы и накопление 
в них транскриптов гена GS3. В листьях содержание мРНК гена GS3 также увеличи-
валось достаточно быстро – через 30 мин от начала опыта, хотя накопление ионов 
кадмия в них зафиксировано только через 1 сут. Повышенный уровень транскрип-
тов сохранялся и в корнях, и в листьях в течение всего эксперимента (7 сут). Анализ 
содержания малонового диальдегида (МДА) не выявил его накопления в корнях, 
а в листьях отмечено некоторое увеличение его содержания только при продол-
жительном действии (3–7 сут) ионов кадмия на проростки. Это свидетельствует об 
активации и эффективной работе антиоксидантной системы, в том числе и глутати-
онсинтетазы, в ответ на действие кадмия. Также не обнаружено влияния кадмия на 
выход электролитов из клеток листа, а следовательно, на проницаемость мембран 
проростков пшеницы. На основании полученных результатов сделан вывод о том, 
что кадмий в концентрации 100 мкМ не оказывает повреждающего действия на 
проростки пшеницы, а усиление образования транскриптов гена GS3, кодирующе-
го глутатионсинтетазу, является частью адаптивного ответа, позволяющего расте-
ниям выживать и поддерживать жизнедеятельность в присутствии этого металла 
в окружающей среде.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кадмий; пшеница; глутатионсинтетаза; экспрессия гена 
GS3; МДА; проницаемость мембран.

N. S. Repkina, Yu. V. Batova, A. F. Titov, V. V. Talanova. GLUTATHIONE 
SYNTHETASE (Gs3) GENE EXPRESSION IN THE LEAVES AND ROOTS OF 
WHEAT SEEDLINGS UNDER CADMIUM IMPACT

The influence of cadmium sulphate (100 μM) on GS3 gene expression encoding gluta-
thione synthetase – one of the main enzymes of glutathione synthesis, was investigated 
in wheat seedling roots and leaves. After 1 hour of cadmium effect on wheat seedlings 
the metal was found in the roots and GS3 transcripts accumulated there. In leaves the 
GS3 gene mRNA content also rapidly increased (30 min after the beginning of the experi-
ment), but cadmium accumulation there was observed only after 1 full day. The elevated 
transcripts level of GS3 in leaves and roots persisted throughout the experiment (7 days). 
The analysis of MDA content showed no accumulation in roots, and a moderate increase 
in leaves under long cadmium treatment (3–7 days). This is evidence of the activation and 
effective operation of the antioxidant defense system, including glutathione synthetase, 
in cadmium presence. Neither did we observe any promotion of electrolyte leakage from 
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Введение

Кадмий относится к тяжелым металлам, ши-
роко используемым в промышленности, в част-
ности, при изготовлении солнечных батарей, 
аккумуляторов, ртутно-кадмиевых гальвани-
ческих элементов, красок и т. д. [Khairy et al., 
2014]. Являясь рассеянным и высокомобиль-
ным химическим элементом, он загрязняет 
почву, воду и воздух, откуда поглощается рас-
тениями [Clemens, 2013], вызывая различные 
нарушения в их обмене веществ. Для того что-
бы избежать или минимизировать отрицатель-
ные последствия этого, растения используют 
довольно широкий арсенал защитно-приспо-
собительных реакций, которые реализуются 
на разных уровнях организации и направлены 
прежде всего на предотвращение поступления 
кадмия в растение, а в случае его проникнове-
ния – на нейтрализацию [Manara, 2012; Титов 
и др., 2014].

Одной из первичных реакций растений на 
действие тяжелых металлов является уси-
ление генерации активных форм кислорода 
(АФК), которое вызывает активацию антиокси-
дантной системы [Sharma, Dietz, 2006; Gallego 
et al., 2012]. К ключевым низкомолекулярным 
антиоксидантам относится глутатион. Помимо 
защиты клетки от повреждающего действия 
АФК, глутатион участвует в поддержании внут-
риклеточного окислительно-восстановитель-
ного потенциала, сигналинге, а также деток-
сикации тяжелых металлов [Noctor et al., 2012; 
Pivato et al., 2014]. В химическом отношении он 
представляет собой трипептид, состоящий из 
остатков трех аминокислот: цистеина, глицина 
и глутамина (γ-глутамилцистеинилглицин) [Car-
cía-Giménez et al., 2013]. Синтез глутатиона осу-
ществляется в два этапа. Первый из них вклю-
чает образование γ-глутамилцистеина из глута-
мата и цистеина и катализируется ферментом 
γ-глутамилцистеинсинтетазой. Второй этап 
заключается в конъюгации γ-глутамилцистеина 
с глицином и катализируется ферментом глута-
тионсинтетазой (GS) [Meyer, 2008; Estrella-Go-
mez et al., 2012]. У пшеницы синтез глутатион-
синтетазы контролируют гены GS1, GS2 и GS3, 

которые являются гомологами, так как содер-
жат в структуре гомологичную последователь-
ность на 3´ и 5´ конце [Skipsey et al., 2005]. В на-
стоящее время изучена экспрессия первых двух 
названных генов при действии тяжелых метал-
лов на растения арабидопсиса, горчицы, ячме-
ня, табака [Zhu et al., 1999; Liu et al., 2015], в то 
время как данные об экспрессии гена GS3 в из-
вестной нам литературе отсутствуют. Учитывая 
это, цель данного исследования заключалась 
в изучении влияния кадмия на экспрессию гена 
глутатионсинтетазы GS3 в корнях и листьях 
проростков пшеницы.

материалы и методы

Исследования выполнены на приборно-ана-
литической базе Центра коллективного пользо-
вания научным оборудованием ИБ КарНЦ РАН 
«Комплексные фундаментальные и прикладные 
исследования особенностей функционирова-
ния живых систем в условиях Севера».

В качестве объекта исследований использо-
вали проростки озимой пшеницы (Triticum aes-
tivum L.) сорта Московская 39. Их выращивали 
в рулонах фильтровальной бумаги на пита-
тельном растворе (рН 6,2–6,4) с добавлением 
микроэлементов в климатической камере при 
температуре воздуха 22 °С, его относитель-
ной влажности 60–70 %, освещенности около 
10 клк и 14-часовом фотопериоде. По достиже-
нии недельного возраста проростки пшеницы 
помещали на раствор сульфата кадмия в кон-
центрации (100 мкМ) на 7 сут, сохраняя прочие 
условия неизменными.

Содержание кадмия в корнях и листьях про-
ростков определяли методом инверсионной 
вольтамперометрии с использованием поля-
рографа АВС-1.1 («Вольта», Россия). Разложе-
ние растительных образцов проводили в смеси 
HNO3 и Н2О2 в соотношении 4:1 с использовани-
ем микроволновой системы пробоподготовки 
МС-6 («Вольта», Россия).

Накопление транскриптов гена GS3 анали-
зировали методом ПЦР в режиме реального 
времени. Для этого навеску листьев пшеницы 
(50 мг) растирали в жидком азоте. Тотальную 

leaf cells, which means membrane permeability was not affected. One can conclude from 
these results that cadmium in 100 μM concentration did not damage wheat seedlings, 
and accumulation of transcripts of the glutathione synthetase encoding GS3 gene is 
a component part of the adaptation that enables the plants to survive and continue living 
in the presence of cadmium in the environment.

K e y w o r d s: cadmium; wheat; glutathione synthetase; GS3 gene expression; MDA; 
membrane permeability.
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РНК выделяли с помощью набора РНК-Экс-
тран («Синтол», Россия). Для удаления остат-
ков ДНК препарат РНК обрабатывали ДНКазой 
(10 ед./мл) («Синтол», Россия). кДНК синтези-
ровали, используя набор для обратной транс-
крипции с М-MLV обратной транскриптазой 
и случайными (random) гексапраймерами 
(«Синтол», Россия). Количество и качество вы-
деленной РНК и синтезированной кДНК прове-
ряли спектрофотометрически (SmartSpecPlus, 
«Био-Рад»). Амплификацию образцов проводи-
ли в приборе iCycler с оптической приставкой 
iQ5 («Био-Рад»), используя наборы для ампли-
фикации с интеркалирующим красителем SYBR 
Green («Синтол», Россия). Смесь для ПЦР объ-
емом 25 мкл содержала 1 мкл кДНК (100 нг), 
10 мкл реакционной смеси, по 1 мкл прямого 
и обратного праймеров (10 мкМ) (табл. 1), 1 мкл 
MgCl2 и 17 мкл деионизованной воды, свобод-
ной от нуклеаз. В качестве референсного гена 
использовали актин. Протокол ПЦР: 5 мин при 
95 °С, далее 45 циклов 15 с при 95 °С, 30 с при 
56 °С. Специфичность продуктов амплифи-
кации проверяли плавлением ПЦР-фрагмен-
тов: 1 мин при 95 °С, 1 мин при 50 °С, 10 с при 
60 °С (80 циклов, повышая в каждом цикле тем-
пературу на 0,5 °С). Накопление транскриптов 
генов вычисляли по формуле:

Накопление транскриптов гена = 
= 2Ст (контрольный) – Ст (тестовый образец),

где Ст – значения пороговых циклов.
В качестве контрольных образцов были вы-

браны кДНК, выделенные из растений, не под-
вергнутых воздействию металла.

Проницаемость мембран клеток определяли 
кондуктометрически по выходу электролитов 
из высечек листьев пшеницы с использованием 
кондуктометра («HANNA», Италия) [Гришенко-
ва, Лукаткин, 2005].

Содержание продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), основную долю которых 

составляет малоновый диальдегид (МДА), оце-
нивали спектрофотометрически по тесту с тио-
барбитуровой кислотой (ТБК), основанному на 
образовании в кислой среде в присутствии ТБК 
окрашенного триметинового комплекса [Маев-
ская, Николаева, 2013].

Повторность при анализе содержания кад-
мия и МДА в листьях и корнях проростков 
в пределах одного опыта 3-кратная, а при про-
ведении ПЦР-анализа и исследовании про-
ницаемости мембран 2-кратная. На рисунках 
приведены средние арифметические значения 
из двух независимых опытов и их стандартные 
отклонения. В статье обсуждаются величины, 
достоверные при р ≤ 0,05.

результаты

Проведенные исследования показали, что 
уже через 1 ч от начала действия сульфата кад-
мия в концентрации 100 мкМ происходит по-
ступление кадмия в корни пшеницы (табл. 2), 
а с увеличением экспозиции наблюдается су-
щественное увеличение его содержания в кор-
нях, достигающее максимума (32,46 мкг/г сы-
рой массы) к концу эксперимента. В отличие от 
этого в листьях накопление кадмия отмечено 
лишь через 1 сут от начала действия сульфата 
кадмия на корни (см. табл. 2). С увеличением 
продолжительности воздействия его содержа-
ние в листьях продолжало возрастать, но зна-
чительно уступало накоплению в корнях. Таким 
образом, выявлена зависимость накопления 
ионов кадмия в корнях и листьях пшеницы от 
продолжительности его воздействия.

Изучение содержания транскриптов гена 
GS3 в проростках пшеницы показало, что через 
1 ч от начала действия кадмия, когда обнару-
жено его поступление в корни, в них наблюда-
ется накопление мРНК данного гена (рис. 1). 
В дальнейшем, при более продолжительном 
воздействии (5 ч – 7 сут) металла содержание 

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени
Ген Прямой и 

обратный 
праймеры

Нуклеотидная последовательность праймера
5′… 3′

Номер доступа в базе 
данных NCBI

Actin прямой GGGACCTCACGGATAATCTAATG AJ579382
обратный AACCTCCACTGAGAACAACATTAC

GS3 прямой AACTATTAGGAAAACCTTGTCAG AJ579382
обратный GAATCTTCTTGGTCCCGACTAAA

Таблица 2. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание кадмия (мкг/г сырой массы) в корнях 
и листьях пшеницы

Вариант
Экспозиция, часы

0 1 5 24 48 72 168
Корень 0,01 ± 0,01 1,20 ± 0,08 2,08 ± 0,34 10,10 ± 0,07 16,51 ± 0,28 24,78 ± 1,71 32,46 ± 2,65

Лист 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,11 ± 0,11  0,67 ± 0,02  0,86 ± 0,16  1,16 ± 0,09 4,05 ± 0,3
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транскриптов гена GS3 в корнях пшеницы со-
хранялось на повышенном уровне. Увеличение 
уровня транскриптов гена GS3 под влиянием 
кадмия происходило также и в листьях про-
ростков. Причем заметное возрастание содер-
жания мРНК этого гена отмечено уже в началь-
ный период действия металла (через 30 мин), 
а при более длительном его воздействии со-
держание транскриптов превышало исходный 
уровень в несколько раз.

Одним из показателей развития окисли-
тельного стресса у растения под влиянием 
различных стрессоров является накопление 
конечного продукта перекисного окисления 
липидов – МДА. В наших экспериментах кад-
мий не вызывал существенных изменений в со-
держании МДА в корнях проростков (рис. 2). 
В листьях проростков в начальный период дей-
ствия кадмия (0,5–24 ч) накопления МДА также 
не зафиксировано, но при более длительном 
воздействии (3–7 сут) наблюдалось некоторое 
увеличение его содержания. Однако, учитывая, 
что изменения в содержании МДА как в корнях, 

так и в листьях проростков были незначитель-
ными, можно предположить, что кадмий в изу-
ченной концентрации не вызывал окислитель-
ный стресс.

Анализ проницаемости мембран клеток лис-
та пшеницы показал, что в начальный период 
действия сульфата кадмия (1–24 ч) происходит 
некоторое увеличение выхода электролитов из 
тканей листа. Но уже через 2 сут уровень выхода 
электролитов снижался и к концу эксперимента 
возвращался к исходному значению (рис. 3).

Таким образом, результаты изучения накоп-
ления МДА в корнях и листьях пшеницы и дан-
ные по проницаемости мембран клеток листа 
позволяют сделать вывод о том, что кадмий 
в концентрации 100 мкМ не оказывает повре-
ждающего действия на проростки пшеницы.

обсуждение

Поглощаясь из почвы, кадмий поступа-
ет в корни растений наряду с другими ме-
таллами, необходимыми для их нормальной 

Рис. 1. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание транскриптов гена GS3 в листьях (а) и корнях (б) 
проростков пшеницы
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жизнедеятельности, а затем попадает 
в надземную часть [Verkleij et al., 2009; Lux et al., 
2011]. В нашем случае уже через 1 ч от начала 
опыта обнаружено поступление кадмия в корни 
пшеницы, а через сутки отмечено его присутст-
вие в листьях, но заметно в меньшем количест-
ве, чем в корнях. Эти результаты согласуются 
с данными, полученными на других растениях, 
в частности, бóльшее накопление кадмия в кор-
невой системе, чем в надземной части расте-
ний, отмечено у арабидопсиса [Jozefczak et al., 
2014], риса [Cho et al., 2012; Sebastian, Prasad, 
2014; Xue et al., 2014], ячменя [Tiryakioglu et al., 
2006]. Очевидно, это связано с тем, что пшени-
ца, так же как и указанные виды растений, от-
носится к исключателям, т. е. к растениям, ко-
торые накапливают тяжелые металлы преиму-
щественно в корнях [Титов и др., 2007].

Важно отметить, что через 1 ч от начала дей-
ствия кадмия, когда происходит его поступле-
ние в корни проростков пшеницы, наблюдается 
накопление транскриптов гена GS3, кодиру-
ющего глутатионсинтетазу, как в корнях, так 

и в листьях, которое сохраняется на повышен-
ном уровне до конца эксперимента. Глутати-
онсинтетаза является одним из ключевых фер-
ментов синтеза глутатиона [Gill et al., 2013], 
который локализован в хлоропластах и в цито-
золе [Preuss et al., 2014]. Учитывая, что глутати-
он способен связываться с ионами тяжелых ме-
таллов, образуя хелатные комплексы, логично 
полагать, что быстрая активация гена GS3 и по-
следующий синтез глутатиона способствуют 
детоксикации кадмия в корнях, что в свою оче-
редь приводит к сокращению его поступления 
в надземную часть растения.

Наблюдаемое нами быстрое повышение 
уровня транскриптов гена GS3 в листьях пше-
ницы (еще до поступления в них кадмия) мо-
жет также свидетельствовать о передаче сиг-
нала о действии кадмия из корня в надземную 
часть и, как следствие, вызывать активацию 
защитных механизмов в тканях листа. Извест-
но, что глутатион синтезируется преимущест-
венно в листьях растений [Титов и др., 2014]. 
В пользу этого говорит наблюдаемый нами 

Рис. 2. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание МДА в листьях (а) и корнях (б) проростков пше-
ницы
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более высокий уровень транскриптов гена 
GS3 в листьях, чем в корнях. Сходные данные 
были получены на растении-гипераккумуля-
торе – Salvinia minima, у которого экспрессия 
гена SmGS3 также была выше в листьях, чем 
в корнях. Наряду с усилением экспрессии гена 
SmGS3 при действии кадмия наблюдается на-
копление глутатиона в листьях и в корнях расте-
ния Salvinia minima [Estrella-Gomez et al., 2012].

Помимо участия в детоксикации тяжелых ме-
таллов и сигналинге, глутатион является одним 
из важных низкомолекулярных антиоксидантов. 
В наших экспериментах при изучении динамики 
содержания МДА было показано, что в корнях 
проростков не происходит достоверных его из-
менений, а обнаруженное некоторое повыше-
ние содержания МДА в листьях при длительных 
экспозициях может быть связано с процессами 
старения листа [Маевская, Николаева, 2013]. 
Учитывая это, а также тот факт, что активное 
накопление транскриптов гена GS3 в корнях 
и листьях растений происходит уже в начальный 
период действия кадмия, можно предположить, 
что образующийся в это время глутатион участ-
вует в нейтрализации АФК и тем самым пре-
пятствует развитию окислительного стресса. 
В целом на основании совокупности получен-
ных данных можно сделать вывод, что кадмий 
в концентрации 100 мкМ не оказывал повре-
ждающего воздействия на проростки пшеницы.

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
кадмий способен быстро поступать в растения 
пшеницы и накапливается в корнях. В отличие 
от корней его поступление в листья происхо-
дит значительно медленнее и в меньшей сте-
пени. Оценка реакции растений на действие 
кадмия по изменению проницаемости мембран 

и накоплению МДА показала, что в изученной 
концентрации (100 мкМ) он не оказывает по-
вреждающего действия и растения способны 
адаптироваться к нему. В работе впервые уста-
новлено повышение содержания мРНК гена 
GS3 в корнях и листьях проростков пшеницы под 
влиянием кадмия, что указывает на участие этого 
гена в механизмах устойчивости пшеницы к кад-
мию. Очевидно, накопление транскриптов гена 
GS3 и последующий синтез глутатиона являются 
важной составляющей защитных механизмов, 
ответственных за устойчивость пшеницы к ионам 
кадмия. Благодаря их активному функциониро-
ванию растения способны не только выживать, 
но и поддерживать жизнедеятельность без су-
щественных отклонений при повышенных кон-
центрациях этого металла в окружающей среде.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант № 14-04-31676 мол_а). 
Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюд-
жета на выполнение государственного задания 
(тема № 0021-2014-0002).
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