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ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ CBF1 И DREB1  
В ЛИСТЬЯХ ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ 
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Ю. В. Батова, А. Ф. Титов 
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В условиях контролируемой среды изучали влияние кадмия на экспрессию генов, 
кодирующих транскрипционные факторы CBF1 и DREB1, в листьях проростков 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) с. Московская 39. Установлено, что в пер=
вые 5 ч воздействия кадмия (100 мкМ) на корни проростков его содержание в ли=
стьях практически не увеличивается, но через 1 сут резко возрастает, продолжая 
повышаться в течение всего опыта (7 сут). В отличие от этого, уровень экспрессии 
генов CBF1 и DREB1 существенно увеличивался уже через 15 мин воздействия 
кадмия на проростки и достигал максимума через 1 ч. В дальнейшем (через 5 ч) 
экспрессия гена DREB1 несколько снижалась, но оставалась на повышенном 
уровне до конца эксперимента (7 сут). Содержание транскриптов гена CBF1 сни=
жалось через 5–48 ч воздействия кадмия, а затем вновь возрастало и сохранялось 
на достигнутом уровне (3–7 сут). Высказано предположение об участии генов 
транскрипционных факторов CBF1 и DREB1 в неспецифических защитно=приспо=
собительных реакциях растений пшеницы на действие ионов кадмия. 
 
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Triticum aestivum L., содержание кадмия, экспрессия 
генов, транскрипционный фактор. 

 
N. S. Repkina, V. V. Talanova, L. V. Topchieva, Yu. V. Batova, A. F. Titov. 
EFFECT OF CADMIUM ON GENE EXPRESSION OF THE TRANSCRIPTION 
FACTORS CBF1 AND DREB1 IN WHEAT SEEDLING LEAVES  
 
We studied the effect of cadmium on the expression of genes encoding the transcription 
factors CBF1 and DREB1 in leaves of cv. Moscovskaya 39 winter wheat (Triticum 
aestivum L.) seedlings in a controlled environment. In the first 5 h of cadmium impact  
(100 μM) on the roots of the seedlings its content in the leaves remained nearly 
unchanged, but after 1 day of the impact it rose sharply and continued to grow 
throughout the experiment (7 full days). Contrastingly, the level of CBF1 and DREB1 
gene expression rose significantly after just 15 min of the cadmium impact on the 
seedlings, and peaked in an hour. Further on (in 5 h) DREB1 gene expression 
decreased somewhat, but remained elevated until the end of the experiment (7 full 
days). The content of CBF1 gene transcripts decreased in the 5th–48th h of the cadmium 
impact, and then rose again to remain at the level reached thereafter (3–7 full days). 
The assumption was made that CBF1/DREB1 transcription factor genes take part in 
nonspecific protective and adaptive responses of wheat plants to cadmium ion impact. 
 
K e y  w o r d s :  Triticum aestivum L., cadmium content, gene expression, transcription 
factor. 
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Введение 
 

Исследования многих авторов показыва=
ют, что важную роль в процессах адаптации 
растений к неблагоприятным факторам 
внешней среды играют подавление экспрес=
сии генов и соответственно торможение син=
теза белков, характерных для жизнедеятель=
ности клетки в обычных условиях, и активиза=
ция генов, кодирующих белки, которые при=
нимают участие в адаптивных реакциях [Ти=
тов и др., 2006; Колупаев, Карпец, 2010]. В 
последние годы такие данные появились в 
литературе, посвященной воздействию на 
растения различных по своей природе стрес=
соров, включая тяжелые металлы. В них, в  
частности, рассматривается влияние тяже=
лых металлов на экспрессию генов, кодирую=
щих транспортные белки [Morel et al., 2009],  
металлотионеины [Cobett, Goldsbrough, 
2002], ферменты синтеза фитохелатинов 
[Wojas et al., 2008] и глутатиона [Bogs et al., 
2003].  

Как показывают подобные исследования, 
ключевую роль в активации генов и синтезе 
стрессовых белков под влиянием тех или иных 
стресс=факторов, в том числе тяжелых метал=
лов, играют транскрипционные факторы. К 
ним, например, относятся и продукты генов 
CBF1 и DREB1 – CBFs (С=repeat=binding factors) 
и DREB1s (dehydration=responsive element=
binding factors 1) [Purdy et al., 2011]. На мо=
дельном генетическом объекте Arabidopsis 
thaliana L. установлена роль этих генов в ин=
дукции транскрипции за счет связывания  
с регуляторным элементом CRT/DRE  
(C=repeat/dehydration responsive element), рас=
положенным в промоторном участке многих 
регулируемых стресс=факторами генов 
[Medina et al., 2011]. В частности, появились 
данные об участии генов CBF1 и DREB1 в про=
цессах адаптации растений к действию холода 
[Gilmour et al., 1998; Fowler, Thomashow, 2002; 
Van Buskirk, Thomashow, 2006] и засухи [Haake 
et al., 2002; De Leonardis et al., 2007]. Показано 
также, что транскрипция других генов этого се=
мейства транскрипционных факторов 
(AP2/ERF), таких как DREB2A и DREB2B, регу=
лируется засолением [Dubouzet et al., 2003; 
Matsui et al., 2008], высокими температурами 
[Kang et al., 2011] и обезвоживанием 
[Nakashima et al., 2000]. Однако сведения об 
экспрессии генов этого семейства, в том чис=
ле транскрипционных факторов CBF1 и DREB1 
в условиях действия на растения тяжелых ме=
таллов, в известной нам литературе отсутст=
вуют. 

Исходя из этого целью нашей работы яви=
лось исследование влияния кадмия на экс=
прессию генов транскрипционных факторов 
CBF1 и DREB1 у проростков пшеницы. 

 
Материал и методы 
 

Эксперименты проводили с проростками 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта 
Московская 39, выращенными в рулонах 
фильтровальной бумаги на питательном рас=
творе Кнопа (рН 6,2–6,4) в камере искусствен=
ного климата при температуре воздуха 25 °С, 
его относительной влажности 60–70 %, осве=
щенности 10 клк и фотопериоде 14 ч. По дости=
жении недельного возраста проростки подвер=
гали действию сульфата кадмия (100 мкМ) в 
течение 7 сут при сохранении прочих условий 
неизменными. 

Реакцию растений на действие кадмия оце=
нивали по изменению ростовых параметров, 
таких как длина побега и длина 1=го листа.  

Содержание кадмия в листьях растений оп=
ределяли методом инверсионной вольтампе=
рометрии с использованием полярографа 
АВС=1.1. («Вольт», Россия). Разложение расти=
тельных образцов проводили в смеси HNO3 и 
Н2О2 в соотношении 4 : 1 с использованием 
микроволновой системы пробоподготовки  
МС=6 («Вольта»). 

Для выделения РНК навеску листьев пшени=
цы (50 мг) растирали в жидком азоте. Тоталь=
ную РНК выделяли с помощью набора Yellow 
Solve («Силекс», Россия). кДНК синтезировали, 
используя набор для обратной транскрип= 
ции с М=MLV обратной транскриптазой  
и случайными (random) гексапраймерами  
(«Силекс»). Количество и качество кДНК прове=
ряли спектрофотометрически на приборе 
SmartSpec Plus («Bio=Rad», США). Уровень экс=
прессии генов в листьях пшеницы анализиро=
вали методом ПЦР в режиме реального време=
ни. Амплификацию проводили в приборе 
iCycler с оптической приставкой iQ5 («Bio=Rad», 
США), используя набор для амплификации с 
интеркалирующим красителем SYBR Green 
(«Синтол», Россия). Смесь для ПЦР объемом 
25 мкл содержала 1 мкл кДНК (100 нг), 10 мкл 
реакционной смеси, по 1 мкл прямого и обрат=
ного праймера, 1 мкл MgCl2 и 17 мкл деионизо=
ванной воды, свободной от нуклеаз. Для ПЦР в 
режиме реального времени использовали 
праймеры («Синтол», Россия), представленные 
в табл. 1. В качестве референсного гена ис=
пользовали актин. Протокол ПЦР: 5 мин при  
95 °С, 30 с при 56 °С, 30 с при 72 °С (40 цик=
лов). Специфичность продуктов амплификации 



115
 

проверяли плавлением ПЦР фрагментов: 1 мин 
при 95 °С, 1 мин при 56 °С, 10 с при 56 °С  
(80 циклов, повышая в каждом цикле температу=
ру на 0,5 °С). Относительный уровень экспрес=
сии генов растений, подвергнутых воздействию 
кадмия (100 мкМ), вычисляли по формуле: 

ОУЭ = 2 Ст (контрольный) – Ст (тестовый образец), 
где ОУЭ – относительный уровень экспрессии; 
Ст – значение пороговых циклов. 

В качестве контрольных образцов были вы=
браны кДНК, выделенные из растений, не под=
вергнутых воздействию металла. 

 
Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени 

Нуклеотидная последовательность 
Ген 

прямого праймера 5' ...3' обратного праймера 5' ...3' 
DREB1 GTGGCTAATCTCAGGAA GCCCGATAATAAGCACATA 
CBF1 TCGCCATACTGCCGTTCC CCTGAATCACTGCCCAC 
Actin GGACCCACGGATAATCTAATG AACCTCCACTGAGAACAACATTAC 

 
На рисунках приведены средние арифмети=

ческие значения из двух независимых опытов и 
их стандартные отклонения. Повторность при 
анализе ростовых показателей 50=кратная, при 
химическом анализе – 3=кратная, а при прове=
дении ПЦР=анализа – 2=кратная. В статье обсу=
ждаются величины, достоверные при Р  0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
 

Исследования показали, что кадмий в кон=
центрации 100 мкМ отрицательно влияет на 
рост проростков пшеницы. Так, за 7 сут экспе=
римента прирост побега у обработанных кадми=
ем проростков составил всего 7 %, в то время 
как у проростков контрольного варианта – 26 % 
(табл. 2). Увеличение длины 1=го листа состави=
ло в опытном варианте 9 %, а в контрольном – 
12 %. Таким образом, кадмий ингибировал рост 
проростков пшеницы, хотя их видимого повреж=
дения при этом не происходило.  

 
Таблица 2. Влияние кадмия на рост проростков 
пшеницы 

Прирост по отношению к исходному 
уровню, % 

Экспозиция, сут 
Концентрация 
кадмия, мкМ 

0 1 2 3 6 7 
Длина побега  

0 100 100 101 101 125* 126*
100 100 100 101 101 106* 107*

Длина 1=го листа 
0 100 100 100 103* 111* 112*
100 100 100 100 101 109* 109*

 

Примечание. * – различия с исходным уровнем досто=
верны при Р  0,05. 
 

Анализ содержания кадмия в листьях пока=
зал следующее. В первые 1–5 ч воздействия 
кадмия на корни проростков его концентрация 
в листьях практически не повышалась. Спустя 
1 сут содержание кадмия в листьях возрастало 
с 0,03 до 0,2 мкг/г сырой массы (рис. 1) и в 
дальнейшем продолжало нарастать, достигая 
максимального значения (2,59 мкг/г сырой 
массы) на 7=е сутки эксперимента.  

Крайне важно, что уже 15=минутное воздей=
ствие кадмия на проростки пшеницы приводи=
ло к существенному усилению (в 1,5–2 раза по 
сравнению с исходным уровнем) экспрессии 
как CBF1, так и DREB1 генов в листьях (рис. 2). 
Через 1 ч уровень экспрессии гена CBF1 воз=
растал в 4 раза, а гена DREB1 – в 5,5 раза и 
достигал максимального уровня. В дальней=
шем (через 5 ч) содержание транскриптов гена 
DREB1 несколько снижалось, но даже через 6–
7 сут от начала эксперимента оно примерно в  
3 раза превышало исходные значения. Содер=
жание транскриптов гена CBF1 в последующие 
5–48 ч действия кадмия снижалось, однако на 
третьи сутки вновь возрастало до максималь=
ного уровня и в дальнейшем оставалось неиз=
менным до конца опыта.  

Установленный нами при воздействии кад=
мия на проростки пшеницы сходный характер 
изменения экспрессии генов CBF1 и DREB1 
может объясняться тем, что они относятся к 
одной подгруппе (DREB1/CBF) генов AP2/ERF 
семейства транскрипционных факторов. Как 
показывает геномный анализ A. thaliana, CBF 
гены организованы в тандемы (DRB1A/CBF3, 
DREB1B/CBF1 и DREB1C/CBF2) на 4=й хромо=
соме [Medina et al., 2011]. Полученные нами 
результаты о повышении уровня экспрессии 
генов транскрипционных факторов CBF1 и 
DREB1 уже в самый начальный период дейст=
вия кадмия (15–30 мин) и достижении его мак=
симального значения через 1 ч согласуются  
с данными, полученными на растениях  
A. thaliana, подвергнутых охлаждению. В част=
ности, у A. thaliana гены CBF1 и DREB1 также 
экспрессируются уже через 15 мин от начала 
действия температуры 4 °С, достигая макси=
мального значения через 2 ч [Fowler, 
Thomashow, 2002]. Как известно, CBF транс=
крипционные факторы арабидопсиса играют 
ключевую роль в процессах адаптации к низ=
ким температурам, контролируя экспрессию 
более 100 генов, обеспечивающих повышение 
морозоустойчивости [Canella et al., 2010].
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Обнаружено, что транскрипционные факторы, 
кодируемые генами CBF1 и DREB1, содержат 
AP2/ERF DNA=binding домены, которые распо=
знаются CRT/DRE элементом, находящимся в 
промоторном участке COR генов (cold=
regulated), продуктами которых являются СOR 
белки, участвующие в процессе формирования 
высокой морозоустойчивости [Gilmour al., 
1998; Purdy et al., 2011].  

Следует отметить, что нами было выявлено 
повторное значительное повышение содержа=
ния транскриптов гена CBF1 на третьи сутки 
воздействия кадмия. Учитывая это, можно 
предположить, что увеличение экспрессии ге=
на CBF1 в листьях проростков пшеницы связа=
но с их реакцией не только на кратковременное 
(минуты, часы) воздействие кадмия, но и на 
более продолжительное (сутки), когда за ука=

Рис. 1. Влияние продолжительности 
воздействия кадмия (100 мкМ) на его 
содержание в листьях проростков 
пшеницы 

Рис. 2. Влияние продол=
жительности воздействия кадмия 
(100 мкМ) на экспрессию генов, 
кодирующих транскрипционные 
факторы CBF1 (А) и DREB1 (В) в 
листьях проростков пшеницы  
 

Уровень экспрессии генов у растений 
контрольного варианта (без обра=
ботки кадмием) принят за единицу 



117
 

занный период времени происходит значи=
тельное накопление металла в листьях. Не ис=
ключено, что в дальнейшем это может привес=
ти к усилению экспрессии генов COR белков. 
Подчеркнем, однако, что в известной нам лите=
ратуре данные, касающиеся динамики экс=
прессии гена CBF1 при длительных (суточных) 
воздействиях стресс=факторов, включая низ=
кую температуру, отсутствуют.  

Отметим также, что имеющиеся в литерату=
ре данные о роли генов CBF1 и DREB1 в адап=
тивных реакциях растений на действие низких 
температур [Gilmour et al., 1998; Van Buskirk et 
al., 2006] и засухи [Haake et al., 2002; Matsui et 
al., 2008] касаются в основном A. thaliana. Меж=
ду тем гены AP2/ERF семейства и гомологи 
CBF генов обнаружены и у других видов расте=
ний, например CBF1 – у картофеля 
[Pennycooke et al., 2008], HvCBF2 – у ячменя 
[Xue, 2003], DREB1/CBF – у риса [Dubouzet et 
al., 2003], DREB1A – у пшеницы [De Leonardis et 
al., 2007], CBF – у огурца [Таланова и др., 
2008]. 

Таким образом, анализ полученных нами 
результатов и данных других авторов позволя=
ет заключить, что возрастание уровня экспрес=
сии генов транскрипционных факторов CBF1 и 
DREB1 можно рассматривать как свидетельст=
во их участия в неспецифических защитно=
приспособительных реакциях растений пшени=
цы на действие ионов кадмия. 
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