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AННОТАЦИЯ 

Белок гена DREB2A отвечает за устойчивость к засухе и высокотемпературным стрессам, и является 

одним из факторов транскрипции. Ген DREB2A активирует гены, которые экспрессируются в условиях 

засухи и стресса при высоких температурах. С целью исследования природную суть данного молекулярно-

биологического процесса, из генома растения Halocnemum strobilaceum (Pall.) Bieb. M. был выделен ген 

DREB2A, состоящий из 1231 пар нуклеотидов и анализирован с помощью биоинформатического метода. 

ABSTRACT 

The DREB2A gene protein is responsible for resistance to drought and high-temperature stress, and is one of 

the transcription factors. The DREB2A gene activates genes that are expressed under drought and high-tempera-

ture stress conditions. In order to study the natural essence of this molecular biological process, the DREB2A gene, 

consisting of 1231 nucleotide pairs, was isolated from the genome of the Halocnemum strobilaceum (Pall.) Bieb. 

M. plant and analyzed using the bioinformatics method. 

Ключевые слова: DREB2A, Halocnemum strobilaceum (Pall.) Bieb. M., фактор транскрипции, ген, 

праймер, стресс засухи. 

Keywords: DREB2A, Halocnemum strobilaceum (Pall.) Bieb. M., transcription factor, gene, primer, drought 

stress. 
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Абиотические стрессы, такие как засуха, высо-

кая соленость и низкие температуры, являются рас-

пространенными неблагоприятными условиями 

окружающей среды, которые значительно влияют 

на рост и продуктивность растений во всем мире. 

Толерантность растений к этим стрессам носит 

комплексный характер, то есть представляет собой 

результат взаимодействия множества генов и био-

химических факторов. 

На молекулярном уровне масштабный анализ 

транскриптома показал, что продукты этих генов 

можно в целом разделить на две группы [1]. Первая 

группа состоит из генов, которые кодируют белки, 

обеспечивающие защиту клеток от водного 

стресса. Эти гены управляют накоплением совме-

стимых растворимых веществ – ключевых фермен-

тов для биосинтеза осмолитов, таких как пролин, 

бетаин, сахара и т. д.; пассивным транспортом че-

рез мембраны и энергозатратными водными транс-

портными системами – белками водных каналов и 

мембранными транспортерами; а также защитой и 

стабилизацией клеточных структур от высыхания и 

повреждения активными формами кислорода с по-

мощью ферментов детоксикации ‒ глутатион-S-

трансфераза, каталаза, супероксиддисмутаза, ас-

корбатпероксидаза и др.; ферментами, участвую-

щими в метаболизме жирных кислот, ингибито-

рами протеиназ, ферритином и белками-переносчи-

ками липидов. Помимо этого, они кодируют белки 

– LEA, осмотин, антифризные белки, шапероны и 

др. для защиты макромолекул. 

Вторая группа генов, активируемых абиотиче-

скими стрессами, включает регуляторные белки, 

которые дополнительно регулируют передачу 

стрессовых сигналов и модулируют экспрессию ге-

нов, вероятно, участвуя в ответе на стресс. К ним 

относятся различные факторы транскрипции, такие 

как онкоген миелоцитоматоза (MYC), онкоген мие-

лобластоза (MYB), основная лейциновая молния 

(bZIP), NAM, ATAF и CUC (NAC), связывающие 

элементы, чувствительные к дегидратации (DREB) 

и др., что указывает на роль различных механизмов 

регуляции транскрипции в путях передачи стрессо-

вых сигналов; протеинкиназы, такие как киназа ми-

тоген-активируемого белка (MAP), киназа кальций-

зависимого белка (CDP), рецепторная протеинки-

наза и др.; протеинфосфатазы и протеиназы, вклю-

чая фосфоэстеразы и фосфолипазу С, участвующие 

в регуляции передачи сигналов и экспрессии генов 

[2, 3]. 

Транскрипционные факторы взаимодействуют 

с цис-элементами в промоторных областях различ-

ных генов, связанных со стрессом, для повышения 

экспрессии многих нижестоящих генов, тем самым 

обеспечивая устойчивость к стрессу [4]. Ключевую 

роль в устойчивости растений играют различные 

транскрипционные факторы [5, 6]. Среди них выде-

ляется группа DREB (Dehydration-Responsive 

Element Binding) из семейства AP2/ERF белков. 

Транскрипционные факторы DREB в ответ на абио-

тический стресс индуцируют экспрессию множе-

ства генов, связанных с зависимым от абсцизовой 

кислоты (АБК) и АБК-независимым путем пере-

дачи сигнала [7]. Транскрипционные факторы 

DREB специфически связывается с регуляторной 

последовательностью Dre (5´-TACCGACAT-3´), 

которую впервые выявили в промоторе гена rd29A 

[8]. Белок DREB содержит щелочной N-концевой 

аминокислотный участок, действующий как сигнал 

ядерной локализации. Справа от N-концевого 

участка расположен ДНК-связывающий домен 

AP2, который состоит из трехцепочечных 𝛽-склад-

чатостей и одной 𝛼-спирали, почти параллельной 

𝛽-складчатости [9]. Ключевыми для связывания с 

GCC-боксом ДНК служат семь остатков аминокис-

лот в AP2 домене. К ДНК-связывающему домену 

AP2/ERF прилегает консервативный участок с вы-

соким содержанием серина и треонина, который 

может служить сайтом фосфорилирования. У 

DREB имеется кислый С-концевой участок, кото-

рый, как предполагают [10], обладает транскрипци-

онной активационной активностью. 

В связи с высоким уровнем стрессовых факто-

ров, в качестве объекта исследования нами были 

выбраны гипергалофитные растения семейства 

Amaranthaceae (Амарантовые), произрастающие на 

высохшем дне Аральского моря. Из-за чрезвычайно 

высокого содержания солей (15-25, иногда 35 про-

центов) и высокого уровня минерализации грунто-

вых вод в типичных солончаках возникли сложные 

условия для произрастания диких растений [11]. 

Изучение транскрипционных факторов растений, 

приспособленных к росту в таких стрессовых усло-

виях, и перенос этих факторов в лекарственные рас-

тения, а также, исходя из современных требований, 

применение этих видов растений для предотвраще-

ния миграции песчаных дюн и пыльных бурь явля-

ется одной из актуальных проблем регионов, пере-

живающих экологический кризис. Одним из таких 

перспективных растений является Halocnemum 

strobilaceum, распространенное на Южном Арал-

куме. 

H. strobilaceum небольшой серый кустарник 

или полукустарник плотно растущее, разветвлен-

ное и в основном с укоренившимися ветвями расте-

ние, является соленакапливаюшим галофитом. Рас-

пространен в Европе, Кавказе, Западной Сибири, 

Малой Азии, Иране, Афганистане, Аравийском по-

луострове, Северной Африке, Средней Азии (Рес-

публика Каракалпакстан, Нижняя Амударья, Кы-

зылкум, Устюрт, Аралкум) [12]. Включен в Крас-

ную книгу [13, 14]. 

На рост и развитие растений негативно влияют 

абиотические стрессовые факторы - засуха, низкие 

температуры и засоленность почвы. В естествен-

ных условиях H. strobilaceum очень устойчиво к за-

солению, выживая в почве, покрытой 5-10 см кор-

кой с обильным содержанием соли. Более того, оно 

может произрастать в почве с общим содержанием 

солей 38% в слое почвы с глубиной 0-10 см и 29% 

с глубиной 10-30 см [15]. 

Цель исследования – получение и определе-

ние нуклеотидной последовательности полного 

гена DREB2A из растения H. strobilaceum семей-
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ства Amaranthaceae, создание дизайна нового прай-

мера, определение полиморфизма с помощью био-

информатических онлайн программ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве объектов исследования использо-

вали биоматериалы растения H. strobilaceum, со-

бранные в Южном Аралкуме в 2021 г. Вид растения 

идентифицирован сотрудниками Института бота-

ники АН РУз. 

Общая ДНК из листьев из растения выделена с 

использованием набора Pure Link Plant Total DNA 

Purification Kit (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific). 

Дизайн праймеров 

Для проведения амплификации гена DREB2A 

из растений семейства Amaranthaceae был прове-

ден поиск нуклеотидной последовательности гена 

DREB2A из базы данных NCBI (NCBI-

www.ncbi.nlm.nih.gov) с помощью алгоритма 

BLASTN веб-приложения BLAST в базе данных 

GenBank. С использованием нуклеотидных после-

довательностей гена DREB2A растений Salicornia 

brachiate (ID:GU809211.1), Haloxylon ammodendron 

(ID:KP765243.1), Beta vulgaris 

(ID:XM_010694618.3), Chenopodium quinoa 

(ID:XM_021876866.1) для обратного праймера и 

Chenopodium album (ID:OX_419225.1) и Salicornia 

ramosissima (ID:OX_596239.1) для прямого прай-

мера из базы данных NCBI, создан дизайн специ-

альных дегенеративных праймеров для амплифика-

ции приблизительно 1500 пар нуклеотидных после-

довательностей на базе программы CLUSTAL O 

(1.2.4) Multiple Sequence Alignment (табл.). 

Таблица 

Олигонуклеотидная последовательность праймеров для амплификации гена DREB2A для растение H. 

strobilaceum 

Праймеры 5'-3' Олигонуклеотидная последовательность 

Pr_Dr_F1 GGGAWRTTTTAWAWWTTKATTTA 

Pr-DOST_R1 AAACCTAYWGAGAATAAGCTT 

 

Полимеразная цепная реакция 

Амплификацию участков гена DREB2A иссле-

дуемого галофитного растения H. strobilaceum про-

водили в амплификаторе MiniAmp™ Plus Thermal 

Cycler (Applied BioSystems, США) с помощью спе-

циальных праймеров. Полимеразную цепную реак-

цию (ПЦР) гена DREB2A проводили по протоколу 

из набора PhusionTM High–Fidelty DNA Polymerase 

(Thermofisher SCIENTIFIC, USA).  

Для количественного определения нуклеоти-

дов в продукте ПЦР проводили электрофорез в 2% 

агарозном геле. Длину продукта ПЦР определяли с 

помощью ДНК-маркера 100bp DNA Ladder 

(Invitrogen, USA) (рис. 1).

 

 
Рисунок 1. Электрофореграмма ПЦР продукта гена DREB2A 

M - DNA marker; 1. H. strobilaceum 

 

Секвенирование и анализ данных 

Очистку продукта ПЦР от не связанных прай-

меров, dNTP и солей в процессе амплификации 

проводили с помощью набора PureLink Quik Gel 

Extraction Kit (Invitrogen, США). Секвенирование 

проводили по методу Сэнгера с помощью набора 

BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, 

USA). Определение нуклеотидной последователь-

ности проводили на автоматическом генетическом 

анализаторе ABI 3500 (Applied Biosystems, США). 

Выравнивание последовательностей: для редакти-

рования полученных необработанных данных ис-

пользовалась программа Snap Gene 5.3.1. из си-

стемы анализа последовательности ДНК. Нуклео-

тидные последовательности исследовали с 

использованием программы BLASTN (инструмент 

поиска базового локального выравнивания нуклео-

тид-нуклеотид, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В предыдущих исследованиях [16], нами се-

квенирован фрагмент гена DREB2A растения H. 

strobilaceum, состоящего из 904 пар нуклеотидов. А 

в данном исследовании использовали новый прай-

мер типа forward (направленный вперед) для ам-

плификации полного гена DREB2A растения H. 

strobilaceum. Установлено, что в ПЦР продукте рас-

тения H. strobilaceum содержатся около 1500 пар 

нуклеотидов (рис. 1). Мы обратили внимание на то, 

что результаты амплификации гена DREB2A со 

специальным дизайном соответствуют нуклеотид-

ной последовательности из 1500 пар оснований. Да-

лее проводили секвенирование полученного про-

дукта ПЦР. В результате нами определена следую-

щая последовательность из H. strobilaceum – 1231 

пар нуклеотидов. 

Нуклеотидная последовательность гена 

DREB2A растения H. strobilaceum: 

TTAAGAGGTGTAGTGGTTGCTGAGATACA

GCCTCATAACTTTAACTCAGTTTTCCTTTAATT

TGCCAGGATGGGCACTTTCGATTACAACGAAG

CTTCTTCTAACCAACCTTCTTCTTCTATACCCT

TTGATTACACCAGGAAGAGGAAGTCTCGGAG

AAGGCGTAATGGAACTGAATCAGTTGAAGAA

ACTCTTGCTAAATGGAAAGAAATCAATAGTAC

CCCATATCCAAATAATGGAGGCAAGCCTGTTA

GAAAGGCACCTGCAAAAGGTTCGAAGAAGGG

ATGTATGAAAGGAAAAGGTGGGCCAGAGAAT

TCTCTTTGTAAATTTCGAGGAGTTAGACAGAG

GACCTGGGGTAAATGGGTTGCTGAAATTCGA

GAGCCGAACAGGGGTAGAAGACTTTGGCTCG

GTACTTTCCCCACTGCCCTTGAAGCTGCATTG

GCTTATGACGAGGCTGCTCGTACTATGTATGG

TCCAAGTGCTCGGTTAAACTTACCAAATCACC

CTTCATCATTGTTCGGAGATTGTAGAACTATC

GCTGCTGCTAGGCCTGCTACTACTGCATCATA

TACAACAGCTTCTACGTCTTCTGATGGTCATT

CTGAAGTGTGTGTAAAAGATGAGCCAGACTCT

ACAATGAGCGGTCCTGCTTTGAAGTGGGAAG

AGGGTGAAGGAGAGTCAAAGGCCAATTTTAG

TACTGCTTCCATGGATTTTAACTCTGGCCACC

CACCTACTGCCATTAAGGAAGAAGCAATGAC

AGAAGCTTGTAGGGGTGAAGATGGCATCGAC

ATCAATGATTATTTGCAGAACCTAACAATGGA

TGAAATGTTTGATRTTGATGAATTACTCGGAG

CTATAAATGCTGGTCCTGTTCCCCCTGCAGAT

TATATAATGAACCAAGGTTATGAAGATTTTAG

ATCCCAAGTCGAGGGAAACCAAATACAGCTG

GAGCAGCCTGARGATCTGCCACAACAGAACC

TGAATTCCAATTTCCTGTATTCTGTACATAATC

AGGACAATGCTAAGCTGCCTGGAAGTTTGCAT

GGCACTGATCAAAGTCATAATGGTTCTGATGA

CGGGTTTGATTTCTTAAAGCCGGGTCGACAAG

AAGATTATAATTTAGCTGTTGATGATCATGGT

TTTCTGGATCTTGCAGAACTCGAGATGTAACA

AGCTCAACGCGGGAGTGGATATACACAATTA

GTCTGAATTATGTTGGAACATTTCGGAG 

Примечание: выделенный зеленым цветом 

фрагмент ‒ инициационный и терминационный 

триплеты. 

Анализ BLAST в базе данных NCBI показал, 

что исследуемая последовательность принадлежит 

фактор транскрипции DREB2A. Результат BLAST-

анализа изолята HsDREB2A из Узбекистана на базе 

данных нуклеотидных последовательностей пока-

зал, что данный ген похож на другие DREB2A из 

растений Salicornia brachiata (ID: GU_592205.1), 

Beta vulgaris subsp. (ID: XM_019252283.3), 

Haloxylon ammodendron (ID: PP_236848.1), 

Haloxylon ammodendron (ID: KP_765243.1), 

Chenopodium quinoa (ID: XM_021876863.1) на 89, 

86, 80, 80, 78% соответственно. А также, подтвер-

ждено, что фрагмент ДНК, выделенный из H. 

strobilaceum представляет собой нуклеотидную по-

следовательность гена DREB2A. Для сравнения 

аминокислотной последовательности мы выбрали 

самые схожие изоляты Salicornia brachiata (ID: 

ADD92167.1), Beta vulgaris subsp. (ID: 

XP_019107828.1) и Chenopodium quinoa (ID: 

XP_021732555.1). Множественное выравнивание 

аминокислотных последовательностей было вы-

полнено с помощью Clustal W (см. рис. 2). 
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Рисунок 2. Сравнительная аминокислотная последовательность белков DREB2A. 

* - («звездочка») указывает позиции, которые имеют полностью одинаковый консервативный остаток; 

: - (двоеточие) указывает сохранение между группами свойства, которые очень похожи друг на друга; 

. - (точка) означает, что наблюдаются полуконсервативные замены, т.е. аминокислоты, имеющие 

сходную форму. 

 

Белок DREB имеет ДНК-связывающий домен 

AP2/EREBP, уникальным и консервативным для 

всех видов растений. В аминокислотном остатке 

DREB2A растения H. strobilaceum определен ос-

новной домен AP2/EREBP и область связывания с 

ДНК. Установлено, что участок, состоящий из 86-

144 аминокислотных остатков ‒ это AP2/EREBP-

домен белка DREB2A, который синтезируется в 

растении H. strobilaceum, а ДНК-связывающая 

часть белка состоит из 88-115 аминокислотных 

остатков. Подтверждено, что валин и глутаминовая 

кислота расположенные в позициях 14 и 19 в до-

мене AP2/EREBP, являются аффинными в связыва-

нии ДНК с белком DREB2A [16]. Множественное 

выравнивание последовательностей (с использова-

нием ClustalW) наглядно свидетельствует о том, 

что амплифицированный ген HsDREB2A из генома 

H. strobilaceum также не содержит интроны.  

Заключение. Факторы транскрипции играют 

первостепенную роль в контроле различных меха-

низмов путем регуляции множества генов. Нами 

амплифицирован и охарактеризован транскрипци-

онный фактор DREB2A из H. strobilaceum ‒ гипер-

галофита, распространенного на Южном Арал-

куме. 

Впервые разработан новый праймер для ам-

плификация гена HsDREB2A и показано наиболь-

шее сходство с DREB2A из Salicornia brachiata, 

подтверждено, что HsDREB2A относится к группе 

A-2, принадлежащей к домену AP2/EREBP. Уста-

новлено, что нуклеотидная последовательность 

гена DREB2A из растения H. strobilaceum кодирует 

белок DREB2A, состоящий из 366 аминокислотных 

остатков. Аминокислотную последовательность 

сравнивали с моделированными in silico с Salicornia 

brachiata (ID: ADD92167.1), Beta vulgaris subsp. 

(ID: XP_019107828.1) и Chenopodium quinoa (ID: 

XP_021732555.1) белка DREB2A растения H. 

strobilaceum с помощью компьютерной программы 

CLUSTAL O (версия 1.2.4). Полученный результат 

зарегистрирован в базе National Center for 

Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, ID: OR188086.2) и мо-

жет быть использован для получения новых линий 

растений. 
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