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ВВЕДЕНИЕ

Исследованиями последних лет показано, что
основную роль в поступлении и передвижении
тяжелых металлов (ТМ) по растению играют
трансмембранные белки#переносчики [1, 2]. При
этом одна группа белков#транспортеров осу#
ществляет транспорт ионов металлов в цитоплаз#
му из внешней среды или из внутриклеточных
компартментов. К ним, в частности, относятся
представители семейств CDF (от Cation diffusion
facilitator), NRAMP (от Natural resistance#associat#
ed macrophage protein), ZIP (от Zinc iron permease)
[3−5]. Другая группа белков участвует в транспор#
те ТМ из цитоплазмы через плазмалемму в прово#
дящие сосуды или через мембраны в органеллы
клеток. Среди них – белки из семейства HMA (от
Heavy metal АТFase) [6, 7]. 

НМА#белки, относящиеся к Р1В#типу АТФаз,
различаются между собой локализацией в клетке
и выполняемыми функциями [8−10]. Например,
белки HMA2 и HMA3 схожи по своей первичной

структуре, но HMA2#белки расположены на
плазмалемме и участвуют в загрузке ионов ТМ, в
частности кадмия и цинка, в проводящие сосуды
и их транспорте из корней в стебли [11], а HMA3#
белки локализованы на тонопласте и осуществля#
ют транспорт ионов в вакуоль [12]. 

Необходимо отметить, что бóльшая часть ис#
следований, посвященных НМА#белкам и экс#
прессии соответствующих им генов, проведена на
растениях#гипераккумуляторах ТМ, Arabidopsis
hallerii и Thlaspi caerulescens [13–15], и все они на#
правлены на изучение механизмов сверхнакопле#
ния и сверхустойчивости. Что касается растений,
не относящихся к гипераккумуляторам, напри#
мер, из сем. Poaceae, то работ с такими растения#
ми гораздо меньше. Хотя и у этих видов обнару#
жено повышение экспрессии генов НМА2 и
НМА3 под влиянием кадмия. Так, уровень содер#
жания транскриптов указанных генов увеличи#
вался в присутствии металла в корнях и побегах
пшеницы [16], риса [7] и ячменя [17]. При этом
выявлено, что усиление экспрессии НМА2# и
НМА3#генов у злаков (в частности у риса) влияет
на транспорт металла из корней в стебли и, соот#
ветственно, на концентрацию кадмия в семенах
[7, 18].
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Приведенные выше данные показывают важ#
ность изучения роли белков#переносчиков из
НМА#семейства и соответствующих им генов в
транспорте ионов кадмия по растению и в меха#
низмах металлоустойчивости растений. Однако
несмотря на очевидный прогресс в этой области,
все еще остается невыясненным целый ряд во#
просов, в частности о возможном вкладе генов
НМА2 и НМА3 в повышение устойчивости растений
к кадмию, а также о влиянии возраста растений на
экспрессию указанных генов. Хотя, к примеру, из#
вестно о существовании отчетливо выраженных
возрастных различий в содержании транскриптов
гена HvPCS, участвующего в синтезе фитохелатин#
синтазы в корнях ячменя [19], и генов, кодирующих
белки#транспортеры, относящиеся к ZIP# и CDF#
семействам у T. caerulescens [14], при действии на
растения ионов кадмия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Опыты проводили с проростками ярового яч#
меня (Hordeum vulgare L.) сорта Зазерский 85. Се#
мена проращивали в сосудах с песком при темпе#
ратуре воздуха 20−22°С, освещенности 10 клк и
фотопериоде 14 ч. По достижении растениями
возраста 3 (фаза прорастания семян) и 7 (фаза
всходов) дней их переносили в пластиковые кон#
тейнеры (объемом 2 л) на половинный раствор
Кнопа с добавлением микроэлементов (кон#
троль). В опытных вариантах к питательному рас#
твору добавляли CdSO4 (100 мкМ). Спустя 4 суток
нахождения на растворе с Cd2+ (далее варианты
“3 + 4” и “7 + 4”) измеряли уровень транскриптов
генов HvHMA2 и HvHMA3 в корнях растений и
листьях, сформированных за время экспозиции,
а также определяли содержание ТМ в органах. Об
устойчивости растений к кадмию судили по изме#
нению (относительно контроля) ряда ростовых
показателей: длины корня, высоты побега, на#
копления сухой биомассы корня и побега. 

Уровень транскриптов генов определяли с по#
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР)
после обратной транскрипции. Тотальную РНК
выделяли с помощью набора для выделения РНК
YellowSolve (“Clonogene”, Россия). Препарат
РНК обрабатывали ДНКазой (1 ед. акт.). Первую
цепь кДНК синтезировали, используя набор для
обратной транскрипции со случайными прайме#
рами (“Силекс”, Россия). Использованные прай#
меры представлены в табл. 1. ПЦР в режиме ре#

ального времени проводили на приборе iCycler
iQ5 с оптической приставкой с использованием
наборов с интеркалирующим красителем SYBR
(“Синтол”, Россия). После амплификации для
подтверждения специфичности ПЦР#продуктов
осуществляли процедуру плавления. Содержание
кадмия определяли методом инверсионной
вольтамперометрии с использованием поляро#
графа АВС 1.1 (“Вольта”, Россия). Разложение
растительных образцов проводили в смеси 70%
HNO3 и 33% H2O2 в соотношении 4 : 1 с использо#
ванием микроволновой системы пробоподготов#
ки МС#6 (“Вольта”). 

Исследования проведены с использованием
приборно#аналитической базы Центра коллек#
тивного пользования научным оборудованием
Института биологии КарНЦ РАН. 

Все представленные в статье данные являются
средними из двух независимых опытов. Повтор#
ность в пределах одного варианта каждого опыта
для разных показателей составляла от 6 до 20 рас#
тений. В таблицах и на рисунках представлены
средние значения и их стандартные ошибки. До#
стоверность различий оценивали с помощью
критерия Стьюдента при Р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведенные исследования выявили ряд орга#
носпецифичных и возрастных различий в уровне
транскриптов генов HvHMA2 и HvHMA3 у расте#
ний ячменя в присутствии ионов кадмия. Так, ес#
ли у 3#дневных проростков (вариант “3 + 4”) уро#
вень матриц гена HvHMA2 и в корне, и в листе
опытных и контрольных растений был практиче#
ски одинаковым, то у 7#дневных проростков (ва#
риант “7 + 4”) отмечено почти 2#кратное сниже#
ние уровня в клетках корня и еще более заметное
(в 3.5 раза) повышение в клетках листа (рисунок).
Уровень транскриптов гена HvHMA3, наоборот, в
бóльшей степени изменялся у 3#дневных про#
ростков. При этом он значимо (в 3.2 раза) воз#
растал в корнях и снижался (в 2.3 раза) в листьях.
У 7#дневных проростков наблюдалось лишь не#
которое увеличение уровня транскриптов этого
гена в клетках листа (рисунок). 

Анализ содержания массовой доли кадмия в
органах растений показал, что 4#суточная экспози#
ция на растворе с Cd2+ приводила к значительному
накоплению металла в корнях. Причем у 7#дневных
проростков (вариант “7 + 4”) этот эффект был вы#

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген Прямой праймер Обратный праймер

HvHMA2 5'#gctgctcttgctgctttctcc#3' 5'#gagaagccgcaaagggagatac#3'

HvHMA3 5'#gcagtgcctagcatcctataatcc#3' 5'#ctgttggctgagatttgtttggtc#3'

6
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ражен сильнее, чем у 3#дневных (вариант “3 + 4”)
(табл. 2). В меньшей степени кадмий накапливался
в надземных органах, однако и там его содержание,
в частности в стеблях, было почти в 2 раза выше
у 7#дневных проростков. В то же время содержа#
ние металла в активно растущих листьях было
практически равным у проростков разного воз#
раста. 

Изучение влияния ионов кадмия на рост рас#
тений выявило достоверное снижение (по отно#
шению к контролю) большинства показателей (за
исключением высоты побега) только у 3#дневных
проростков, несмотря на меньшее содержание в
них металла, что свидетельствует об их более вы#
сокой чувствительности к Cd2+ (табл. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Среди известных НМА#белков и соответству#
ющих им генов НМА2#белки, по#видимому, изу#
чены в наименьшей степени, хотя у целого ряда
видов, относящихся и к гипераккумуляторам, и к
исключателям, экспрессия этих генов обнаруже#
на в клетках проводящих тканей (ксилемы и фло#
эмы) практически во всех органах растений [9,

20]. Помимо этого, в присутствии кадмия выявле#
ны значительные органоспецифические разли#
чия в их экспрессии и количестве образовавших#
ся транскриптов, которые не зависели от содер#
жания ТМ в органах. Например, у риса при
действии ТМ наиболее высокий уровень экспрес#
сии гена (OsHMA2) был обнаружен в корнях [7], у
ячменя (HvHMA2) – в листьях [17], а у пшеницы
(TaHMA2) – в узлах стебля [16]. В наших опытах у
7#дневных проростков ячменя в присутствии ме#
талла уровень транскриптов гена HvHMA2 в корне
снижался (относительно контроля) несмотря на
более высокое содержание в нем кадмия, а в ли#
сте, наоборот, повышался. 

Поскольку НМА2#белки участвуют в загрузке
флоэмы, зафиксированное возрастание содержа#
ния транскриптов гена HvHMA2 в листе более
взрослых проростков, на наш взгляд, может спо#
собствовать усилению транспорта ионов кадмия в
сосуды флоэмы и, следовательно, его перемеще#
нию из стебля в корень. Подобный эффект обна#
ружен у растений A. thaliana в присутствии повы#
шенных концентраций ионов цинка [9] и у риса
под влиянием ионов кадмия [21]. Поступление же
токсичных ионов во флоэму и их транспорт из ли#
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Уровень транскриптов генов HvHMA2 и HvHMA3 в корнях (1) и листьях (2) растений ячменя разного возраста после
4#суточной экспозиции на растворе с CdSO4 (100 мкМ). 
Содержание транскриптов генов у растений контрольного варианта принято за единицу (n = 6).

Таблица 2. Содержание кадмия в проростках ячменя разного возраста после 4#суточной экспозиции на растворе
с CdSO4 (100 мкМ)

Возраст проростков 
и экспозиция с Cd

Содержание кадмия, мкг/г сырой массы

корни стебли 1#й лист 2#й лист

3#дневные + 4 суток с Cd 16.19 ± 0.48 3.41 ± 0.09 1.62 ± 0.12 –

7#дневные + 4 суток с Cd 23.89 ± 0.46 6.02 ± 0.10 0.66 ± 0.01 1.73 ± 0.08

Примечание. В таблице представлены средние значения и их стандартные ошибки (n = 6).
Содержание кадмия в корнях растений контрольного варианта 0.31 ± 0.01 мг/кг сырой массы, в стеблях и листьях – ниже пре#
дела определения использованного метода.
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стьев в корень, как полагают, является одним из
механизмов уменьшения их содержания в над#
земных органах [22]. Выявленное при этом сни#
жение уровня транскриптов гена HvHMA2 в кор#
не, в свою очередь, может ограничивать транс#
порт ионов кадмия в побег. 

У проростков варианта “3 + 4” изменений (по
отношению к контролю) в уровне матриц гена
HvHMA2 не наблюдалось. Следовательно, и акти#
визации указанных выше механизмов, направ#
ленных на уменьшение содержания токсичных
ионов в надземных органах, не происходило. При
этом их устойчивость к ионам кадмия оказалась
заметно ниже, чем 7#дневных проростков. Эти
результаты могут, на наш взгляд, свидетельство#
вать об участии данного гена в повышении устой#
чивости растений ячменя к кадмию. Ранее анало#
гичный вывод был сделан Morel с соавт. [12], кото#
рые обнаружили у A. thaliana прямую зависимость
между уровнем экспрессии гена AtHMA2 в корнях в
присутствии ионов кадмия и устойчивостью расте#
ний к этому металлу.

Экспрессия генов НМА3 и соответствующие им
белки также обнаружены в клетках корня и листа
у целого ряда видов растений. При этом доказано,
что НМА3#белки участвуют в транспорте ионов
кадмия из цитоплазмы в вакуоль, способствуя тем
самым его детоксикации в клетке [12]. Относи#
тельно возможного участия генов НМА3 в повы#
шении устойчивости растений к кадмию в лите#
ратуре нет единого мнения. Так, у растения
T. caerulescens [15], которое является гиперакку#
мулятором ТМ, увеличение экспрессии НМА3#ге#
нов приводило к возрастанию концентрации кад#
мия в органах, при этом устойчивость растений к
токсичным ионам повышалась. В отличие от них
у растений, не являющихся гипераккумулятора#
ми, например, у Nicotiana tabacum и N. rustica [23]
и у риса [6, 24], возрастание экспрессии генов
НМА3 в присутствии кадмия не сопровождалось
увеличением их устойчивости к ионам металла.
В наших экспериментах повышение уровня
транскриптов гена HvHMA3, отмеченное в кор#
нях 3#дневных проростков ячменя, также не при#
водило к увеличению их устойчивости к кадмию.

О возрастных различиях в экспрессии НМА2= и
НМА3#генов сведений в известной нам литерату#
ре нет. Однако результаты настоящего исследова#
ния подтверждают высказанное нами ранее пред#
положение о том, что активность и вклад отдель#
ных механизмов металлоустойчивости в
значительной степени зависят от возраста расте#
ний и, в частности, от физиолого#биохимических
особенностей, характерных для каждой фазы раз#
вития [19]. Если у проростков варианта “3 + 4”
при меньшем (по сравнению с вариантом “7 + 4”)
содержании кадмия в органах активизировался
транспорт ионов металла в вакуоль клеток корня,
способствуя тем самым его удержанию в подзем#
ных органах растений, то у проростков варианта
“7 + 4” происходила активизация флоэмного
транспорта ионов металла из листьев в корни при
одновременном снижении его поступления в
ксилему корня. 

Таким образом, у растений ячменя в присут#
ствии ионов кадмия наблюдаются заметные орга#
носпецифичные и возрастные различия в уровне
транскриптов генов HvHMA2 и HvHMA3. У 3#днев#
ных проростков увеличивается содержание тран#
скриптов гена HvHMA3 в корне, способствуя, оче#
видно, изоляции токсичных ионов в вакуоли и пре#
пятствуя их передвижению в надземные органы. У
7#дневных проростков в большей степени возрас#
тает содержание транскриптов гена HvHMA2 в
листьях, что может приводить к усилению по#
ступления ионов кадмия во флоэму и активиза#
ции их транспорта из листьев в корни. Более вы#
сокий уровень транскриптов гена HvHMA2 соот#
ветствовал и более высокой устойчивости
проростков к кадмию, что позволяет говорить о
его возможном участии в повышении устойчиво#
сти 7#дневных растений ячменя к этому ТМ.
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