
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2019, том 66, № 2, с. 104–111

104

ГЕНЕРАЦИЯ ПЕРЕКИСИ ВОДОРОДА И ТРАНСКРИПЦИОННАЯ 
РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ 

Chlamydomonas reinhardtii В УСЛОВИЯХ ГИПОТЕРМИИ
© 2019 г.   Ж. М. Залуцкаяa, У. С. Скрябинаa, Е. В. Ермиловаa, 1

aСанкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
Поступила в редакцию 31.01.2018 г.

После доработки 22.03.2018 г.
Принята к публикации 26.04.2018 г.

В работе показана генерация перекиси водорода в клетках Chlamydomonas reinhardtii в условиях ги-
потермии. Анализ у клеток C. reinhardtii транскрипции генов, кодирующих ферменты, вовлеченные
в детоксикацию перекиси водорода: аскорбатпероксидазы (APX1, APX2 и APX3), каталазы (CAT1 и
CAT2) и глутатионпероксидазы (GPX1, GPX3, GPX4 и GPX5) показал, что действие низкой темпера-
туры (7°С) приводит к снижению транскрипции генов, кодирующих каталазы и аскорбатперокси-
дазы. Вместе с тем, в этих условиях выявлена индукция трех GPX-генов – GPX1, GPX3 и GPX5. Мак-
симальное увеличение уровней транскрипции (в 50 раз) зафиксировано для GPX3, на основании че-
го ген, кодирующий глутатионпероксидазу 3, предложен в качестве потенциального маркера ответа
C. reinhardtii ни гипотермию. Кроме того, установлено, что при действии низкой температуры пере-
кись водорода вовлечена в регуляцию индукции гена GPX3.
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ВВЕДЕНИЕ
Одноклеточные фотосинтезирующие эукари-

оты, возможности которых для применения стра-
тегий адаптации более ограничены, чем у высших
растений, поскольку непосредственное окруже-
ние микроорганизмов влияет на их гомеостаз,
должны “подстраивать” свое клеточное содержи-
мое (состав и структуру биополимеров, пути ме-
таболизма и т.д.) к внешним условиям. В отличие
от цианобактерий [1–3] и некоторых высших рас-
тений [4, 5], молекулярные компоненты путей
адаптации которых к действию стрессоров изуча-
ются на протяжении длительного времени и по-
няты во многих деталях, анализ механизмов регу-
ляции стрессовых ответов фотосинтезирующих
эукариотических микроорганизмов начат срав-
нительно недавно, и в литературе практически не
обсуждаются молекулярные механизмы адапта-
ции к действию низких температур. Основными
последствиями действия гипотермии на клетку
являются снижение текучести мембран и стаби-

лизация вторичных структур РНК и ДНК, что, в
свою очередь, сказывается на процессах трансля-
ции, транскрипции и репликации. Одноклеточ-
ная зеленая водоросль Chlamydomonas reinhardtii
Dang., оптимальная температура роста которой
составляет 20−22°С, полностью сохраняет жиз-
неспособность при снижении температуры куль-
тивирования до 5−7°С [6].

При действии низких температур в клетках
различных организмов происходит генерация пе-
рекиси водорода, оказывающей повреждающее
действие на различные компоненты клеток [7]. В
этих условиях фотосинтезирующие организмы,
включая микроорганизмы, способны синтезиро-
вать/активировать ферменты, которые необходи-
мы для детоксикации перекиси водорода. В клет-
ках C. reinhardtii, как и у многих организмов, в за-
щиту от токсичного действия перекиси водорода
вовлечены аскорбатпероксидазы, а также незави-
симые от аскорбата каталазы и глутатионперок-
сидазы [8]. Анализ генома C. reinhardtii выявил
наличие трех генов АРХ, кодирующих аскорбат-
пероксидазы, двух генов CAT, кодирующих ката-
лазы, и четырех генов GPX, кодирующих глутати-
онпероксидазы [9, 10]. Транскрипция генов GPX,
CAT и APX регулируется у C. reinhardtii при дей-
ствии различных стрессовых условий. Так, тран-
скрипция GPX1 индуцируется при дефиците серы
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[11], уровни мРНК GPX3 и GPX4 возрастают в от-
вет на удаление из среды марганца [12], а GPX5 –
при отсутствии меди [13] и в ответ на образование
синглетного кислорода [14, 15]. Кроме того, про-
исходит увеличение транскрипции генов CAT1 и
CAT2 при действии на клетки кадмия и антрацена
[16], а также при солевом стрессе [17]. В ответ на
действие экзогенной перекиси водорода тран-
скрипция генов GPX5 и АРХ возрастает [18, 19],
тогда как уровни мРНК CAT1 и CAT2 снижаются
[8, 20]. Регуляция транскрипции генов из се-
мейств APX, CAT и GPX в клетках водоросли C. re-
inhardtii в условиях низких температур ранее не
анализировалась.

Цель работы – выявление возможной генера-
ции перекиси водорода клетками C. reinhardtii в
условиях гипотермии, а также в изучении экс-
прессии генов, кодирующих аскорбатпероксида-
зы, каталазы и глутатионпероксидазы, при низ-
котемпературном воздействии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В экспериментах был ис-

пользован штамм Chlamydomonas reinhardtii cw15−325
(cw15mt+arg7-8nit1+nit2+), любезно предоставлен-
ный профессором М. Шрода (Технический Уни-
верситет г. Кайзерслаутерна, Германия).

Условия культивирования. Культуры C. rein-
hardtii выращивали в среде ТАР [21] при постоян-
ном освещении (освещенность 2 тыс. люкс) и
температуре 22°С в течение 72 ч. В экспериментах
клетки инкубировали при 7°С, поскольку ранее
было установлено, что эта температура блокирует
деление клеток С. reinhardtii, но при этом не вли-
яет на их жизнеспособность [6]. Для эксперимен-
тов по гипотермии клетки переносили в инкуба-
тор Innova®42 (“New Brunswick Scientific”, Гер-
мания) и выдерживали при 7°С. Через 1, 2, 3, 6, 8,
16, 24, 42, 48, 54 и 72 ч в зависимости от экспери-
мента (см. рис. 1−4) из клеток выделяли РНК и
оценивали генерацию перекиси водорода. Ана-
лиз жизнеспособности проводили с использова-
нием красителя Evans Blue, как описано ранее [6,
22]. 400 клеток из каждой пробы были оценены в

трех биологических повторах. Аскорбат (“Век-
тон”, Россия) вносили в суспензию C. reinhardtii в
концентрации 20 мМ, которая эффективно сни-
жала образование клетками перекиси водорода в
условиях гипотермии.

Выделение РНК и синтез одноцепочечной
кДНК. Для выделения РНК 10 мл суспензии кле-
ток C. reinhardtii (1–2 × 106 клеток/мл) осаждали
центрифугированием (5000 g, 2 мин) и далее обра-
батывали тризолом (“Invitrogen”, США) как опи-
сано ранее [23]. Для синтеза кДНК пробы РНК
обрабатывали ДНКазой 1 (“Thermo Scientific”,
США). Реакционную смесь объемом 10 мкл, со-
держащую 1 мкг РНК, 1 мкл 10× реакционного
буфера, 1 е.а. ДНКазы, инкубировали при 37°С в
течение 15 мин. ДНКазу инактивировали внесени-
ем 2.5 мМ ЭДТА и прогреванием при температуре
65°С в течение 10 мин. Синтез одноцепочечной
кДНК из тотальной РНК проводили с использова-
нием набора Revert Aid H minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (“Thermo Scientific”, США) как опи-
сано фирмой-производителем. Проводили спек-
трофотометрическое измерение концентрации
кДНК на спектрофотометре SmartSpec Plus Spec-
trophotometer (“BioRad”, США).

Проведение ПЦР в режиме реального времени.
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в реаль-
ном времени проводили на амплификаторе
CFX96™ Real-Time System (“Bio-Rad”, США) c ис-
пользованием интеркалирующего красителя
SYBRGreen I (“Invitrogen”, США), как описано ра-
нее [24]. На основе последовательностей генов, при-
веденных в базе данных Phytozome 12, Chlamydomo-
nas reinhardtii v5.5 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/
portal.html#!info?alias=Org_Creinhardtii), нами были
подобраны праймеры (программа OligoPerfect™
Designer) (табл. 1). В качестве референс-гена для
оценки экспрессии использовали ген RACK1
C. reinhardtii, кодирующий β-субъединицу G-бел-
ка [6]. Для оценки относительных уровней экс-
прессии анализируемых генов использовали ме-
тод ΔΔCt [25], согласно которому уровень экс-
прессии анализируемого гена (гена интереса)
оценивался как 2–∆∆Сt, где

(1)

(2)

(3)

Для статистической обработки использовали
данные, полученные в трех независимых экспе-
риментах и трех технических повторах в каждом
эксперименте. Средние значения, стандартное
отклонение и достоверность различий вычисляли
с использованием программы Microsoft Excel.
Предполагаемая локализация ферментов, кодиру-

емых анализируемыми в работе генами, уточня-
лась с помощью программ ChloroP 1.1 и Target P1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ и http://
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

Анализ генерации перекиси водорода с помощью
конфокальной микроскопии. Внутриклеточную пе-
рекись водорода визуализировали с использовани-

ΔΔ = Δ ΔСt Сt пробы – Сt контроля,

Сt пробы Сt гена интереса пробы – Сt референс гена пробы,Δ = −
Δ = −Сt контроля Сt гена интереса контроля – Сt референс гена контроля.
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ем флуоресцентного красителя 2',7'-дихлорофлуо-
ресцеин диацетата (H2DCF-DA, Sigma-Aldrich) [26].
К 0.7 мл культуры C. reinhardtii (1–2 × 106 клеток/мл)
добавляли H2DCF-DA до конечной концентра-
ции 20 мкМ; через 15 мин инкубирования c ди-
хлорофлуоресцеином клетки дважды отмывали

от красителя средой ТАР и ресуспендировали в
среде ТАР. Для получения изображений исполь-
зовали конфокальный микроскоп Leica TCS-SP5
(“Leica-Microsystems”, Германия) с масляным
иммерсионным объективом HC PL APO 63×.
Возбуждение осуществляли с помощью аргоно-

Рис. 1. Действие гипотермии на формирование перекиси водорода клетками C. reinhardtii. (а) − Детекция формирова-
ния Н2О2 клетками C. reinhardtii методом конфокальной микроскопии с использованием флуоресцентного красителя
H2DCF-DA. Верхний ряд – микрофотографии клеток, выращенных при 22°С; нижний ряд – микрофотографии кле-
ток, инкубированных при 7°С в течение 24 ч. Слева приведены микрофотографии популяций клеток (масштаб − 100 мкм),
справа – отдельных клеток (масштаб – 10 мкм). Свечение при 7°С в присутствии H2DCF-DA свидетельствует о при-
сутствии Н2О2, свечение в отсутствие красителя соответствует автофлуоресценции хлорофилла. (б) − Количественное
определение содержания Н2О2 в клетках в условиях низкотемпературного воздействия (7°C 24 ч) с использованием
микропланшетного ридера CLARIOstar (BMG) и флуоресцентного красителя H2DCF-DA.
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вого лазера (длина волны 488 нм). Флуоресцен-
цию дихлорофлуоресцеина регистрировали в ин-
тервале 500–544 нм, автофлуоресценцию хлоро-
филла в интервале 600–680 нм. Изображения
получали и обрабатывали с помощью программы
LAS AF Light (“Leica-Microsystems”, Германия).

Количественное определение уровней внутри-
клеточной перекиси водорода. Флуоресценцию
дихлорофлуоресцеина количественно измеряли
на мультимодальном микропланшетном ридере
CLARIOstar (“BMG Labtech”, Германия). Длины
волн возбуждения и излучения составляли 483 ± 14
и 530 ± 30 нм соответственно. Клетки подготав-
ливали для анализа как описано выше для конфо-
кальной микроскопии. Для каждого варианта бы-
ли сделаны три технических повтора (200 мкл сус-
пензии на лунку планшета (“Greiner Bio-One”,
США). Значение автофлуоресценции вычитали
из полученного значения флуоресценции клеток,
зарегистрированной после их инкубации с
H2DCF-DA. Интенсивность флуоресценции вы-
ражали как относительные единицы флуоресцен-
ции на 106 клеток. Для статистической обработки
использовали данные, полученные в трех незави-
симых экспериментах.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование перекиси водорода клетками
C. reinhardtii в условиях действия

низкой температуры

Известно, что действие низкой температуры
приводит к формированию внутриклеточных ак-
тивных форм кислорода и, прежде всего, перекиси
водорода (Н2О2) у различных организмов [7]. Нами
было проверено действие гипотермии на генерацию
Н2О2 клетками C. reinhardtii. Как видно из рис. 1а, в
клетках C. reinhardtii, выращенных при 22°С, было
выявлено слабое свечение в цитозоле после инку-
бации с красителем H2DCF-DA, специфически
взаимодействующим с Н2О2. После инкубации
при 7°С в течение 24 ч была зафиксирована генера-
ция внутриклеточной Н2О2, что регистрировали
как свечение зеленого цвета в цитозоле клеток.

Полученные с помощью конфокальной микро-
скопии данные подтверждаются также результата-
ми анализа, проведенного на мультимодальном
микропланшетном ридере CLARIOstar (рис. 1б).
Действие низкой температуры приводило к возрас-
танию флуоресценции, которая отражает внутри-
клеточные уровни Н2О2: через 16 ч наблюдалось
увеличение флуоресценции примерно в 2.5 раза и
вплоть до 42 ч происходило ее дальнейшее увели-
чение (в 4 раза через 42 ч). Однако к 54 ч уровни
флуоресценции снижались до значений, в 2 раза
превышающих исходные значения. Последнее
обстоятельство позволяет предположить эффек-

тивную работу клеточных систем по детоксика-
ции Н2О2.

Действие низкой температуры
на транскрипцию АРХ-генов

Среди антиоксидантных систем растительных
клеток аскорбатпероксидазы представляют собой
ключевые ферменты, с помощью которых в тканях
растений эффективно удаляется перекись водоро-
да. Представители этого семейства ферментов
функционируют также в клетках C. reinhardtii [8].
Нас интересовало, экспрессируются ли в клетках
водоросли в условиях гипотермии гены, кодирую-
щие аскорбатпероксидазы? Для ответа на этот во-
прос была проанализирована транскрипция генов,
кодирующих три аскорбатпероксидазы C. reinhardtii
(рис. 2а). Анализ действия низкой температуры
на транскрипцию генов, кодирующих аскорбат-
пероксидазы хлоропласта (APX1 и APX2) и мито-
хондрий (APX3), показал, что APX-гены не только
не индуцировались при 7°С, но демонстрировали
значительное снижение уровней транскриптов
(рис. 2а). Уровень относительной экспрессии одно-
го из APX-генов (APX1) через 24 ч действия гипотер-
мии достигал значений, близких к контролю при
комнатной температуре. Однако дальнейшего
возрастания транскрипции APX1 не происходило.

Действие низкой температуры
на транскрипцию САТ-генов

В клетках C. reinhardtii, как и у многих организ-
мов, в защиту от токсичного действия перекиси
водорода вовлечены еще две группы ферментов,
которые не контролируются аскорбатом: катала-
зы и глутатионпероксидазы [8]. Анализ тран-
скрипции двух САТ-генов, кодирующих каталазы
C. reinhardtii в условиях гипотермии, показал, что
происходило снижение экспрессии гена CAT1,
кодирующего монофункциональную каталазу, ло-
кализованную предположительно в митохондриях
или пероксисомах, и гена CAT2, кодирующего ката-
лазу цитозоля (рис. 2б). Минимальные уровни
мРНК CAT1 и CAT2 отмечены уже через 8 ч после
начала низкотемпературного воздействия.

Действие низкой температуры
на транскрипцию GPX-генов

Для выяснения того, контролируется ли син-
тез глутатионпероксидаз C. reinhardtii холодом на
транскрипционном уровне, была проанализиро-
вана экспрессия четырех GPX-генов (рис. 3). Дан-
ные количественной ПЦР свидетельствуют о том,
что уровни мРНК двух генов − GPX1 и GPX5 −
возрастали уже через 3 ч культивирования при
7°С и достигали максимальных значений через 6
и 8 ч соответственно. Максимальные уровни
транскрипции генов GPX1 превышали исходные
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значения в 4 раза, а GPX5 − в 6 раз. Через 16 ч
уровни мРНК обоих генов снижались до значе-
ний, близких к контрольному уровню.

Наибольший уровень относительной экспрес-
сии был зафиксирован для гена GPX3 (рис. 3).
Уровни транскрипта увеличивались приблизи-
тельно в 48 раз через 16 ч низкотемпературного
воздействия. Однако через 24 ч инкубации при
7°С уровень транскрипции GPX3 уменьшался

приблизительно в 3 раза. При воздействии гипо-
термии не наблюдалось возрастания уровней от-
носительной экспрессии гена GPX4.

Действие аскорбата на транскрипцию GPX-генов
в условиях гипотермии

Известно, что формируемая в клетках расте-
ний перекись вовлечена в качестве сигнальной

Рис. 2. Уровни относительной экспрессии APX-генов (а) и САТ-генов (б) C. reinhardtii при 7°C. Относительные уровни
экспрессии нормализованы по отношению к экспрессии референс-гена RACK1 и рассчитаны по методу ΔΔCt [25].
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молекулы в контроль различных процессов [20,
27]. Для проверки того, контролирует ли индук-
цию трех GPX-генов Н2О2, формирующаяся при
действии низкой температуры, к клеткам до тем-
пературной обработки был добавлен аскорбат
(рис. 4) – антиоксидант, экзогенное использование
которого позволяет анализировать экспрессию и
функционирование антиоксидантных ферментов у
растений [28]. По нашим данным, при добавлении
к клеткам аскорбата в условиях гипотермии проис-
ходило значительное снижение уровней формиро-
вания перекиси водорода (рис. 4а). Примечательно,
что уже через 6 ч после внесения аскорбата проис-
ходил блок индукции GPX3 холодом (рис. 4б). На-
блюдаемый нами эффект позволяет предполо-
жить, что Н2О2 является индуктором транскрипции
GPX3-гена в условиях гипотермии. Для двух других
генов, и GPX1 и GPX5, достоверного действия ас-
корбата не выявлено (данные не показаны).

ОБСУЖДЕНИЕ
Антиоксидантные ферменты, аскорбатперок-

сидазы, каталазы и глутатионпероксидазы, игра-
ют одну из ключевых ролей в утилизации клетка-
ми C. reinhardtii перекиси водорода, которая мо-
жет формироваться при различных стрессовых
воздействиях, например, фотоокислительном
стрессе, воздействии экзогенной перекиси или
действии фенольных гербицидов [8, 10, 12, 19].
Однако формирование Н2О2 и ее возможная роль
в контроле синтеза указанных ферментов при
действии гипотермии ранее у C. reinhardtii не изу-
чалась. На примере высших растений показано,
что при снижении температуры в клетках форми-
руются активные формы кислорода и прежде все-
го – перекись водорода [29]. По нашим данным,
клетки водоросли C. reinhardtii также формируют
Н2О2 в условиях гипотермии (рис. 1). Низкая темпе-
ратура, при которой прекращается деление клеток
C. reinhardtii (7°С) [6], вызывает снижение тран-
скрипции генов, кодирующих каталазы и аскорбат-
пероксидазы C. reinhardtii (рис. 2). Примечательно,
что снижение транскрипции указанных генов за-
фиксировано также при действии на клетки экзо-
генной перекиси водорода [8]. Последнее обстоя-
тельство предполагает возможное ингибиторное
действие формируемой при гипотермии Н2О2 на
экспрессию генов CAT и APX. Вместе с тем, в этих
условиях зафиксирована индукция трех GPX-ге-
нов, GPX1, GPX3 и GPX5 (рис. 3), которые кодиру-
ют глутатионпероксидазы. Указанные ферменты
функционируют в разных компартментах клетки: в
хлоропласте, митохондриях и цитозоле, соответ-
ственно [10]. Увеличение уровней транскриптов до
50 раз зафиксировано для GPX3, на основании чего
ген, кодирующий глутатионпероксидазу 3, может
быть использован в качестве потенциального
маркера ответа C. reinhardtii на гипотермию. Сле-

дует отметить, что проанализированные САТ- и
АРХ-гены кодируют ферменты, которые, как и
глутатионпероксидазы, локализованы в различ-
ных компартментах клетки: АРХ1 и АРХ2 − в хло-
ропласте, САТ1 и АРХ3 - в митохондриях, а САТ2
и АРХ3 – в цитозоле [8, 9]. Полученные данные
позволяют нам высказать предположение, что из
трех проанализированных классов антиокси-

Рис. 4. Действие аскорбата на уровни формирования
перекиси (а) и экспрессию GPX3-гена (б) C. reinhardtii
при 7°C. Количественное определение содержания
перекиси водорода в клетках в условиях гипотермии
выполнено с использованием микропланшетного ри-
дера CLARIOstar (BMG) и флуоресцентного красите-
ля H2DCF-DA. (а) – Серым цветом обозначена флуо-
ресценция при при 7°C в среде ТАР, черным цветом –
в среде ТАР, содержащей аскорбат. Относительные
уровни экспрессии нормализованы по отношению к
экспрессии референс-гена RACK1 и рассчитаны по
методу ΔΔCt [25]. (б) – Черным цветом обозначены
уровни экспрессии в ТАР с аскорбатом при 22°C, се-
рым цветом – уровни экспрессии в ТАР с аскорбатом
при 7°C и белым цветом – уровни экспрессии в ТАР
при 7°C.
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дантных ферментов в условиях гипотермии одно-
клеточная водоросль использует глутатионперок-
сидазы, которые функционируют в разных ком-
партментах клетки.

Сопоставление динамик формирования переки-
си (рис. 1) и увеличения транскрипции GPX-генов
(рис. 3) при действии низкой температуры позволи-
ло предположить, что Н2О2 может быть вовлечена в
регуляцию индукции указанных генов в условиях
гипотермии. Внесение в среду аскорбата приводило
к блокированию генерации перекиси водорода
(рис. 4а). Однако ингибирование индукции в этих
условиях было зафиксировано только для локализо-
ванного в хромосоме 3 GPX3-гена [10] (рис. 4б), что
свидетельствует в пользу высказанной гипотезы.
Эффективность использования подобного кон-
троля, по-видимому, может быть связана с тем,
что индуцированные при участии перекиси водо-
рода глутатионпероксидазы далее могут исполь-
зоваться клеткой для детоксикации этой актив-
ной формы кислорода. Два других гена, GPX1 и
GPX5, которые, как было ранее установлено [9],
локализованы в других хромосомах (2 и 10, соот-
ветственно). У C. reinhardtii гены, продукты ко-
торых ассоциированы с определенными биоло-
гическими функциями, могут быть организова-
ны в регуляторные кластеры, локализованные
на одной хромосоме, как, например, гены, во-
влеченные в ассимиляцию нитрата [30], или ге-
ны, ассоциированные с механизмом концентри-
рования углерода [9]. Транскрипционный кон-
троль таких генов осуществляется с помощью

одних и тех же регуляторов и сигнальных моле-
кул. Тот факт, что три GPX-гена расположены на
разных хромосомах, дополнительно свидетель-
ствует о том, что в контроле их транскрипции при
гипотермии могут быть задействованы различные
механизмы, которые еще предстоит установить.

Таким образом, на основании проведенных ис-
следований мы пришли к заключению, что из трех
классов антиоксидантных систем против действия
Н2О2 C. reinhardtii в условиях гипотермии индуциру-
ет только гены глутатионпероксидаз и, по-видимо-
му, использует для защиты разных компартментов
клетки в условиях холода ферменты одного класса.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда № 16-14-10004.
Конфокальная микроскопия проведена в Центре
коллективного пользования ”Хромас” Санкт-Пе-
тербургского государственного университета.
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