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Аннотация. Кальций играет важную роль в сигнальной трансдукции растений. 
При тепловом стрессе происходит повышение его уровня в цитозоле. Предобра-
ботка разными концентрациями хелатора кальция этилендиоксидиэтилендинитро-
тетраацетата (ЭГТА) не влияла на жизнеспособность культуры клеток арабидоп-
сиса Arabidopsis thaliana при нормальной температуре инкубации, однако не-
сколько снижала её в условиях мягкого теплового стресса. Блокирование притока 
ионов кальция с помощью ЭГТА ингибировало индуцируемую термотолерант-
ность (ИТ), теплоиндуцируемый синтез и экспрессию Hsp101 и других белков те-
плового шока (БТШ). Полученные результаты свидетельствуют о зависимости 
синтеза Hsp101 и других БТШ от уровня кальция в клетке.  

Ключевые слова: ЭГТА, Ca2+, белки теплового шока, Arabidopsis thaliana, инду-
цируемая термотолерантность, тепловой стресс. 

Введение 

Общая черта ответа всех организмов на тепловой стрессор заключает-
ся в том, что предобработка умеренно высокими температурами способст-
вует выдерживанию организмом последующей летальной температуры. 
Это явление было названо «индуцируемой термотолерантностью» (ИТ) [6]. 
Развитие ИТ во многом определяется белками теплового шока (БТШ). У 
растений развитие ИТ определяется HSP101 и низкомолекулярными БТШ, 
например, HSP17.6 [6].  

Структура и функции БТШ на сегодняшний день изучены довольно 
хорошо, однако в механизмах регуляции их синтеза до сих пор остаётся 
много неясного. На сегодняшний день показана важная роль участия Ca2+ в 
развитии устойчивости к стрессовым факторам [2; 3]. В то же время чрез-
мерное накопление Ca2+ в митохондриях клеток млекопитающих приводит 
к обратной реакции – активации программируемой клеточной смерти 
(ПКС) [5].  
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В настоящее время известно, что при мягком тепловом стрессе на-
блюдается увеличение уровня цитозольного кальция, по-видимому, проис-
ходящее из органелл и из внешней среды [12; 14]. Предполагается, что этот 
процесс участвует в активации экспрессии генов БТШ. На животных пока-
зана связь между повышением уровня цитозольного кальция и повышением 
потенциала на внутренней митохондриальной мембране [13]. Таким обра-
зом, раскрытие механизмов взаимосвязи изменения уровня кальция с разви-
тием стрессовых ответов является важной задачей современной биологии.  

Одним из способов изучения влияния изменения уровня Ca2+ на био-
химические процессы является применение хелаторов кальция – соедине-
ний его связывающих. В литературе имеются данные, где показана зави-
симость между уровнем цитозольного кальция и индукцией синтеза Hsp70 
при действии теплового стресса [12], однако для Hsp101 таких данных нет. 
В связи с этим целью данной работы является изучение влияния хелатора 
кальция ЭГТА (этилендиоксидиэтилендинитротетраацетат) на синтез белка 
Hsp101 в культуре клеток арабидопсиса Arabidopsis thaliana. 

Материалы и методы 

В работе использовали 8-дневную культуру клеток Arabidopsis 
thaliana (L.) Heyn. (раса Columbia). Культуру клеток выращивали в темноте 
при 26 °С [1] в среде, содержащей соли по Murashige и Skoog. Определение 
жизнеспособности клеток A. thaliana, ОТ-ПЦР-анализ и иммуноблоттинг с 
антителами проводили согласно ранее опубликованным методикам [1; 11]. 
В качестве контрольных генов для ОТ-ПЦР-анализа использовали гены 
«домашнего хозяйства» ACT2 и B-TUB.  

Эксперименты повторяли не менее трёх раз. Полученные данные об-
работаны статистически: с помощью программы Excel рассчитаны средние 
арифметические значения и их стандартные отклонения.  

Результаты 

В первую очередь изучали влияние разных концентраций ЭГТА на 
жизнеспособность культуры клеток A. thaliana при нормальной температу-
ре инкубации (26 ˚С) и при мягком тепловом стрессе (37 ˚С). В ранее опуб-
ликованных исследованиях использовались концентрации ЭГТА в диапа-
зоне от 2 до 15 мМ [7; 12]. В данной работе применены концентрации 5, 7, 
10 и 15 мМ. Клетки A. thaliana предварительно инкубировали в течение 
30 мин с ЭГТА указанных концентраций и подвергали тепловому стрессу 
2 ч при 37 °C. Затем клетки несколько раз промывали разведённой вдвое 
культуральной средой для удаления агента. Далее клетки ресуспендирова-
ли в свежей среде и инкубировали при 26 °C. Жизнеспособность определя-
ли через 48 ч после отмывки. При обычной температуре инкубации все 
концентрации ЭГТА не влияли на жизнеспособность клеток A. thaliana, а 
при 37 °C несколько снижали её (рис. 1).  
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Рис. 1. Влияние ЭГТА на жизнеспособность клеток A. thaliana. n = 4 

 
Далее изучали влияние ЭГТА на развитие ИТ. Клетки A. thaliana 

предварительно инкубировали в течение 30 мин с 5, 7, 10 и 15 мМ ЭГТА и 
подвергали тепловому стрессу 2 ч при 37 °C. Затем клетки отмывали и 
подвергали жёсткому тепловому шоку 50 °C в течение 10 мин. Жизнеспо-
собность определяли спустя 48 ч инкубации при 26 °C. Обработка ЭГТА 
пропорционально концентрации угнетала развитие индуцированной тер-
мотолерантности в культуре клеток A. thaliana (рис. 2).  
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Рис. 2. Влияние ЭГТА на индуцируемую термотолерантность клеток A. 

thaliana, n = 3 
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Поскольку развитие ИТ определяется индукцией синтеза БТШ, сле-
дующим шагом было изучение влияние ЭГТА на экспрессию и синтез по-
следних. Клетки A. thaliana предварительно инкубировали в течение 
30 мин с 5, 7, 10 и 15 мМ ЭГТА и подвергали тепловому стрессу 2 ч при 
37 °C. Далее клетки отмывали от агента и отбирали для ОТ-ПЦР-анализа 
или для выделения белка. Как видно из рис. 3А, экспрессия Hsp101 и низ-
комолекулярных БТШ (Hsp17.6С-СI и Hsp17.6С-СII) активировалась при 
мягком тепловом стрессе. Предобработка ЭГТА незначительно снижала 
экспрессию генов низкомолекулярных БТШ. Что касается Hsp101, то его 
экспрессия значительно активировалась в условиях мягкого теплового 
стресса, а в присутствии разных концентраций ЭГТА значительно подав-
лялась. В то же время в пробах с ЭГТА на электрофореграмме наблюда-
лась яркая полоса, идущая выше ожидаемой. Интенсивность этих полос 
была несколько ниже, чем в пробе К37. Предобработка ЭГТА никак не 
влияла на экспрессию гена Hsp60 как при 26 °C, так и при 37 °C.  

Исследование влияния ЭГТА на БТШ на уровне трансляции (рис. 3, Б) 
показало значительное повышение уровня БТШ Hsp101, Hsp70 и Hsp17.6СI 
при инкубировании в условиях мягкого теплового стресса. Уровень синте-
за Hsp60 не менялся во всех пробах. Присутствие ЭГТА вызывало снижение 
синтеза БТШ Hsp101, Hsp70 и Hsp17.6СI пропорционально концентрации.  

 

 
 
Рис. 3. Влияние ЭГТА на экспрессию генов БТШ (А) и на синтез БТШ (Б) в 

условиях теплового стресса: А – представлены результаты ОТ-ПЦР-анализа, n = 3; 
Б – представлены результаты иммуноблоттинга, n = 6 

 
Результаты ОТ-ПЦР-анализа согласуются с данными, полученными с 

использованием имуноблоттинга с соответствующими антителами. Таким 
образом, ЭГТА снижает ИТ у культуры клеток A.thaliana и ингибирует ин-
дуцируемую термотолерантность и синтез Hsp101. 

Обсуждение 

Кальций играет важную роль в сигнальной трансдукции [2; 3]. Многие 
стрессовые воздействия вызывают кратковременное повышение уровня 
Ca2+ в цитозоле. Результаты, полученные в данном исследовании, показали, 

А Б
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что блокирование притока ионов кальция с помощью ЭГТА ингибировало 
ИТ в целом, а также синтез Hsp101 и других БТШ. На растительных объек-
тах (A. thaliana, Nicotiana tabaccum, Physcomitrella patens) ранее уже было 
показано, что искусственное предотвращение притока внеклеточного каль-
ция в цитозоль снижало ИТ [7; 9; 12]. На дрожжах недавно было показано 
участие кальция в синтезе БТШ, в том числе Hsp104 (аналог растительного 
Hsp101) [4]. На A. thaliana было показано, что экспрессия гена Hsp18.2 
увеличивалась в ответ на экзогенный CaCl2 и снижалась в присутствии 
ЭГТА [9]. Y. Saidi c соавторами [12] показали, что прединкубация с 7 мМ 
ЭГТА полностью подавляла тепловую индукцию синтеза Hsp70 у мха. В 
наших экспериментах не было зарегистрировано полного ингибирования 
синтеза ни одного из исследуемых БТШ ни на уровне транскрипции (см. 
рис. 3, А), ни на уровне трансляции (см. рис. 3, Б). Более того, инкубация 
клеток, обработанных ЭГТА в условиях мягкого теплового стресса, приво-
дила к снижению жизнеспособности пропорционально концентрации. Та-
кого не наблюдалось в клетках, обработанных ЭГТА с последующей инку-
бацией при 26 °C. Этот факт является довольно интересным, поскольку 
предобработка ЭГТА и мягкий тепловой стресс не являются токсичными 
для клеток A. thaliana по отдельности. Чем объясняется такой эффект, пока 
остаётся непонятным, хотя можно предположить, что в условиях мягкого 
теплового стресса хелатирование кальция предотвращает протекание за-
щитных ответов в клетке, что приводит к снижению устойчивости к тепло-
вому стрессу даже относительно невысокой температуры.  

Предшествующая инкубации в условиях мягкого теплового стресса 
обработка ЭГТА ингибировала теплоиндуцируемый синтез Hsp101, Hsp70 
и Hsp17.6СI на уровне транскрипции и трансляции (см. рис. 3, А; Б). При-
чём в первом случае в пробах, предобработанных ЭГТА, наблюдалась до-
полнительная полоса на электрофореграмме, идущая выше основной. Это 
явление – так называемое удержание интронов – сохранение интрона в по-
следовательности транскрипта. Удержание интронов – распространённый 
механизм альтернативного сплайсинга у растений, хотя зачастую является 
нарушением сплайсинга или присутствием в образце недосплайсирован-
ных транскриптов. Обычно такие транскрипты считаются эксперименталь-
ными артефактами и не являются функциональными [8; 10], что, по-
видимому, имеет место в наших экспериментах, поскольку результаты им-
муноблоттинга соответствуют нижней полосе Hsp101 на электрофоре-
грамме. Тем более, что у Hsp101 альтернативных форм не выявлено.  

Полученные результаты свидетельствуют о важной роли кальция в ак-
тивации синтеза БТШ при тепловом стрессе и развитии ИТ в целом. Сле-
дует также отметить, что ЭГТА является хелатором кальция, не прони-
кающим внутрь клетки, следовательно, препятствующим поступлению 
кальция извне. Это несколько ограничивает поле исследований, поскольку 
источником повышения уровня цитозольного кальция при стрессе могут 
быть органеллы.  
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Effect of EGTA on the Hsp101 Synthesis in Arabidopsis  
thaliana Cell Culture  

E. L.Gorbyleva1,2, E. G. Rikhvanov1, T. M. Rusaleva1, I. V. Fedoseeva1 
A. V. Fedyaeva1, G. B. Borovskii1 
1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk 
2National Research Irkutsk State Technical University, Irkutsk 

Abstract. Сa2+ plays an important role in plant signal transduction. Heat stress induces 
elevation of Ca2+ level in cytosol. Pretreatment by different concentrations of calcium 
chelator EGTA didn’t affect the viability of A. thaliana cells at normal temperature, but 
slightly decreased at mild heat stress. Blocking of extracellular Ca2+ influx by EGTA 
inhibited induced thermotolerance and heat-induced expression and synthesis of Hsp101 
and another heat shock proteins (HSP). The findings indicate the dependence of Hsp101 
and another HSP synthesis from cell Ca2+ level. 

Keywords: EGTA, heat shock proteins, Arabidopsis thaliana, induced thermotolerance, 
heat shock. 
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