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Развитие и  совершенствование методов молекулярной и  клеточной биологии существенно 
расширило возможности исследователей по модификации геномов растительных клеток 
и  послужило основой для развития новых технологий получения рекомбинантных белков, 
используемых в  фармацевтике и  других отраслях народного хозяйства, а  также стимулировало 
создание новых высокоурожайных сортов важных сельскохозяйственных культур, устойчивых 
к неблагоприятным абиотическим и биотическим факторам среды. Перенос генов в растительный 
геном из других гетерологичных систем поставил перед исследователями ряд вопросов, связанных 
с функционированием трансгенов в новом окружении генома-реципиента, а также с их влиянием 
на функционирование собственных генов растения. За последние сорок лет с момента получения 
первого трансгенного растения возможности этих технологий были существенно углублены 
и  расширены за счет разработки методов геномного редактирования, основанных на системе 
CRISPR/Cas. Это позволило не только изменять функционирование целевых генов путем нокаутов 
или исправлять нежелательные мутации, но и вносить гены интереса в заданные исследователем 
районы-мишени растительного генома. В предлагаемом обзоре рассматриваются основные этапы 
исследований по модификации геномов растений за последние сорок лет, с акцентом не только на 
практическую значимость созданных агробиотехнологий, но и на важность для фундаментальных 
исследований функционирования генов и выявления структурных особенностей организации ге-
нома растений.

Ключевые слова: gene silencing, биобезопасность, генетическая инженерия, геномное редактиро-
вание, наследование трансгенов, природно-трансгенные растения, Т-ДНК индуцированные му-
тации

DOI: 10.31857/S0015330324050017, EDN: MNFGJU

ВВЕДЕНИЕ

Прошло сорок лет с  момента создания 
первого трансгенного растения  – Nicotiana 
tabacum  L., в  геном которого был перенесен 
химерный ген, включающий последователь-
ности генов, кодирующих ферменты октопин-
синтазы и  хлорамфеникол-ацетилтрансфера-
зы [1]. Авторами этой работы было показано, 
что замена кодирующей последовательности 
гена нопалинсинтазы Agrobacterium tumefaciens 
на последовательность другого гена – ок-

топинсинтазы, принципиально не влияла на 
регуляторные особенности промотора этого 
генов. Стало очевидным, что регуляторные 
элементы одних генов могут быть использова-
ны для регуляции экспрессии других. Достав-
ка гена хлорамфеникол-ацетилтрансферазы, 
клонированного из E. coli и  слитого с  геном 
октопинсинтазы, обеспечивала в  раститель-
ных клетках образование функционально 
активного рекомбинантного белка, прояв-
ляющего ферментативную активность, что 
подтверждало возможность его корректной 
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трансляции. Это послужило в  дальнейшем 
отправной точкой для развития систем отбо-
ра генетически-модифицированных клеток 
у  растений. Полученные авторами результаты 
свидетельствовали о  том, что транскрипци-
онно-трансляционный аппарат растительной 
клетки способен поддерживать транскрип-
цию, трансляцию и  пост-трансляционные 
модификации продуктов экспрессии генов, 
перенесенных из других гетерологичных си-
стем [1]. Таким образом, перенос и успешная 
экспрессия в геноме растительной клетки пер-
вых созданных в лабораторных условиях генов 
(трансгенов) открывала перед исследователя-
ми широкие возможности для развития техно-
логий модификации геномов с целью улучше-
ния хозяйственно-ценных свойств у растений. 
Возможность переноса в  растительный геном 
чужеродных генов из других гетерологичных 
систем ‒ вирусов, микроорганизмов, челове-
ка, животных, а  также из других отдаленных 
видов растений, не скрещивающихся меж-
ду собой в  природных условиях, с  одной сто-
роны послужило основой для развития не 
только агробиотехнологий для улучшения хо-
зяйственно-ценных признаков у важных сель-
скохозяйственных культур [2, 3], но и открыла 
широкие перспективы в области создания био-
продуцентов рекомбинантных белков, в  том 
числе и для биофармацевтики [4, 5]. Уже через 
несколько лет после опубликования вышеупо-
мянутой работы по созданию первого генети-
чески модифицированного растения [1], были 
получены трансгенные растения с полезными 
свойствами, обеспечивающими устойчивость 
к гербицидам, насекомым-вредителям и виру-
сам, а в 1987 г. было получено первое разреше-
ние на проведение полевых испытаний гене-
тически модифицированных растений томата 
и картофеля [6, 7]. Первый коммерческий сорт 
томата, получивший название Flavr-Savr, был 
зарегистрирован компанией Сalgene (США) 
в 1994 г. [8]. В геном растений этого сорта был 
перенесен ген фермента полигалактуронида-
зы, принимающего участие в процессах распа-
да пектина в тканях плодов, в результате чего 
ткани при созревании плодов быстро размяг-
чались. Введение в  геном инвертированной 
копии этого гена приводило к  разрушению 
продуктов экспрессии собственного (хозяй-
ского) гена, кодирующего полигалактуронида-
зу и, как результат, к существенному снижению 
уровня накопления фермента в тканях плодов 
томата, что обеспечивало более длительный 
срок их хранения. В  последующие несколько 
лет после регистрации первого сорта генети-
чески модифицированного растения томата, 
успешно прошли испытания и  другие виды 
растений, рекомендованные для коммерциа-

лизации. Так, например, уже к 1996 г. площади 
посевов, занимаемых устойчивыми к гербици-
дам сортами сои и канолы, а также сортами ку-
курузы, хлопчатника и картофеля, устойчивы-
ми к насекомым-вредителям, составили почти 
1.7 млн га в США и Канаде [9].

В  последующие годы отмечен неуклонный 
рост площадей, занимаемых генетически мо-
дифицированными культурами. Так, по дан-
ным Международной службы по агробио-
технологиям к  2010 г. в  29 странах мира под 
генетически модифицированные сорта расте-
ний было отведено уже около 148  млн  га [10]. 
Следует подчеркнуть, что к этому времени ввоз 
продукции, полученной с  применением мето-
дов генетической инженерии, был разрешен 
в  30 странах, в  том числе и  в  Российской Фе-
дерации, что в целом составило 75% населения 
Земного шара, имеющего прямой доступ к по-
треблению продуктов, полученных с использо-
ванием генетически модифицированных куль-
тур растений [10].

К  настоящему времени площади, зани
маемые под генетически модифицированны-
ми культурами, продолжают расти и достигли 
уже более 200  млн га [11]. Всего на этих пло-
щадях в  27 странах возделывается 10 сортов 
генетически модифицированных видов расте-
ний, доминирующими среди которых являют-
ся соя, занимающая 98.9  млн га и  кукуруза  – 
66.2 млн га. Если рассматривать соотношение 
между возделываемыми сортами, относящи-
мися к  генетически модифицированным, по 
отношению к обычным, то лидирующей куль-
турой выступает хлопчатник, доля возделыва-
ния которого по сравнению с традиционными 
технологиями в мировом производстве состав-
ляет 80.4%. Для сои и кукурузы эти показатели 
несколько ниже – 73.7% и 32.9%. Лидирующие 
позиции по производству продукции на основе 
генетически модифицированных растений за-
нимают США, где площади посевов составля-
ют 74.7 млн га, а также Бразилия (63.2 млн га) 
и Аргентина (23.5 млн га). Наиболее широкий 
ассортимент сортов, созданных на основе ге-
нетической модификации с применением ме-
тодов генной инженерии, отмечается в США, 
где возделываются соя, кукуруза, хлопчатник, 
люцерна, канола и  сахарная свекла [11]. Со-
рта других видов генетически модифициро-
ванных растений выращиваются в  Бразилии 
(сахарный тростник), Аргентине (пшеница), 
на Филиппинах (рис) и  в  Бангладеш (бакла-
жан). Следует отметить тенденцию к  исполь-
зованию стекерных сортов, сочетающих в себе 
устойчивость к  гербицидам и  инсектицидам, 
обеспечиваемые переносом и  интеграцией 
в  растительный геном двух и  более разных 
трансгенов [10].
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Наряду с  улучшением хозяйственно-цен-
ных характеристик важных продовольствен-
ных культур, модификация генома растений 
методами генетической инженерии получила 
широкое применение в биотехнологии, в част-
ности в биофармацевтике, для биосинтеза ре-
комбинантных белков. На сегодняшний день 
это один из быстро развивающихся сегментов 
экономики, называемый иногда молекуляр-
ным фермерством. Такие крупнейшие биотех-
нологические и  фармацевтические компании 
как Protalix Biotherapeutics (Израиль), Synthon 
(Нидерланды), Ventria (США), Medicago (Ка-
нада), Greenovation (Германия) и Pfizer (США) 
инвестируют значительные средства в  разви-
тие научных исследований и разработку новых 
платформ для производства ценных рекомби-
нантных белков на основе растительных си-
стем экспрессии. В целом, современное моле-
кулярное фермерство можно разделить на три 
главных направления, в  которых для произ-
водства рекомбинантных белков используют-
ся трансгенные растения со стабильной, либо 
транзиентной экспрессией целевых генов или 
культуры растительных клеток, поддерживае-
мые в биореакторах [12].

Компания ProdiGeneInc. (США) впервые 
использовала генетически модифицирован-
ные растения кукурузы для промышленного 
получения рекомбинантных белков и  провела 
оценку экономической целесообразности мо-
лекулярного фермерства, учитывая затраты на 
выращивание, выделение и очистку конечного 
рекомбинантного продукта [13, 14]. Эксперта-
ми установлено, что рекомбинантные авидин 
и  β-глюкуронидаза, синтезируемые в  зернах 
растений кукурузы, были вполне сравнимы 
и конкурентоспособны с коммерческими про-
дуктами авидина, полученными из куриных 
яиц [15], и  β-глюкуронидазой бактериального 
происхождения [16].

Мощное развитие за последнее десятилетие 
получило второе направление молекулярного 
фермерства, связанное с  наработкой в  расте-
ниях рекомбинантных белков на основе тран-
зиентной экспрессии. Благодаря максимально 
сжатым срокам от момента выделения антиген-
ной последовательности до наработки больших 
количеств антигенов [17], это направление от-
крыло широкие возможности для крупномас-
штабного производства растительных вакцин, 
особенно при необходимости экстренного ре-
агирования. [18]. Следует отметить, что такое 
производство постепенно сместилось в  сто-
рону использования закрытых систем культи-
вирования. Для этого растения N.  bentamiana, 
используемые в настоящее время как системы 
транзиентной экспрессии генов, кодирующих 
целевые антигены возбудителей инфекцион-

ных заболеваний, культивируют в помещениях 
закрытого типа при искусственном освеще-
нии. В таких условиях становится возможным 
использование автоматизированных роботов, 
управляющих процессами перемещения бло-
ков с индивидуальными растениями от начала 
их культивирования до конечной стадии, свя-
занной с  измельчением биомассы и  последу-
ющим извлечением из нее целевого продукта 
[19, 20]. Несмотря на более низкую стоимость 
производства рекомбинантных белков при 
крупномасштабном возделывании трансген-
ных растений со стабильной экспрессией це-
левых генов [21, 22], также наблюдается пе-
ремещение наработки исходной субстанции 
в  закрытые системы на основе культивирова-
ния клеточных культур в биореакторах [23, 24]. 
Важным преимуществом при культивировании 
растительных клеток в  биореакторах является 
возможность удешевления процесса производ-
ства целевого продукта по сравнению с целыми 
растениями за счет того, что рекомбинантные 
белки могут быть секретированы в культураль-
ные среды, что упрощает процесс их выделе-
ния и  очистки [22]. Немаловажное значение 
в  пользу наработки целевых рекомбинантных 
белков медицинского назначения с  исполь-
зованием клеточных культур растений имеет 
и  соответствие этой технологии существую-
щим жестким правилам надлежащей производ-
ственной практики (GMP ‒ good manufacturing 
practice), касающимся производства фармацев-
тических продуктов [4, 22]. Вопросы биобезо-
пасности и  анализ рисков при использовании 
растительных систем экспрессии для получе-
ния рекомбинантных белков рассмотрены на 
примере нормативно-правовой базы для мо-
лекулярного земледелия в Европе [25]. Успехи, 
достигнутые PMP-сообществом (Plant-Made 
Pharmaceutical) в  области получения биофар-
мацевтиков с использованием клеточных куль-
тур растений подробно рассмотрены нами ра-
нее [12]. В  текущем спецвыпуске журнала эти 
вопросы также рассматриваются в  отдельных 
обзорных статьях на примере получения расти-
тельных рекомбинантных вакцин и различных 
видов рекомбинантных антител для фармацев-
тики.

Таким образом, возможность модификации 
генома растений методами генетической ин-
женерии была достаточно быстро подхвачена 
практикой и за последующие 40 лет после соз-
дания первого трансгенного растения миро-
вым сообществом исследователей были полу-
чены сорта с  улучшенными характеристиками 
хозяйственно-ценных признаков, а также раз-
работаны технологии наработки рекомбинант-
ных белков, в том числе и медицинского назна-
чения.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ ГЕНОМОВ:  

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ

Традиционные методы селекции, основанные 
на перекомбинации генов. Рассматривая ретро-
спективно основные этапы исследований, на-
правленных на улучшение хозяйственно-цен-
ных признаков у  растений, используемых 
человеком для своих целей, условно разделим 
применяемые для этого методы и  подходы на 
две группы. Согласно схеме, представленной 
на рис.  1, к  первой группе отнесены методы, 
основанные на использовании природного 
разнообразия и  выявления спонтанных мута-
ций, где роль исследователя или селекционе-
ра определяется искусством их обнаружения, 
поддержания и закрепления в новом создавае-
мом сорте. Ко второй группе условно отнесем 
методы, основанные на внесении в  геномную 
ДНК улучшаемых видов растений повреждений 
с последующим их восстановлением системами 
клеточной репарации, т. е. внесением в  геном 
растения искусственных мутаций, индуциро-
ванных исследователем. Такое деление мето-
дов, используемых человеком для улучшения 
хозяйственно-ценных характеристик возделы-
ваемых видов растений, в рамках данного обзо-
ра нацелено на более глубокое понимание при 
обсуждении в  дальнейшем как преимуществ, 
так и  степени возможных рисков при внесе-
нии генетических модификаций для человека 
и окружающей среды.

Первые приемы улучшения различных ви-
дов растений были основаны на простом отбо-
ре форм растений, проявляющих какие-либо 
предпочтительные характеристики с  последу-
ющей их перекомбинацией путем свободного 
опыления и повторными многократными отбо-
рами. Селекционерами было разработано до-
статочно большое число методов и приемов, по-
зволяющих комбинировать гены, участвующие 

в  проявлении хозяйственно-ценных признаков 
у растений, и отбирать формы с максимальным 
их проявлением. В  сочетании с  современными 
методами молекулярного анализа селекционеры 
имеют возможность использовать такие приемы 
как выявление QTL-генов, т. е. тех генов, сце-
пленное наследование которых будет обеспечи-
вать улучшение таких сложных признаков как, 
например, засухоустойчивость или урожайность 
[26, 27]. Выявление некоторых молекулярных 
маркеров (SSR, SCAR, SNP и  др.), сцеплен-
ных с  теми или иными хозяйственно полезны-
ми признаками у растений, также обеспечивает 
селекционеру возможность “концентрировать” 
эти гены в создаваемом сорте, ориентируясь на 
выявленные маркеры [28, 29]. Такой подход по-
лучил название маркер-ориентированной се-
лекции. Заслуживают внимания современные 
подходы геномной селекции [30, 31], в том числе 
для улучшения древесных культур [32].

Современные методы, основанные на репара-
ции повреждений ДНК. Следующий этап улучше-
ния хозяйственно-ценных признаков у растений 
связан с  применением химических мутагенов 
и радиоактивного излучения (рис. 1). Этот под-
ход принципиально отличался от предыдущих, 
поскольку был нацелен на индукцию поломок 
в  молекулах ДНК с  последующим их восста-
новлением системами репарации растительной 
клетки. Среди растений, подвергшихся воздей-
ствию различных доз химических мутагенов или 
облучения, селекционеры могли отбирать те, 
в геноме которых восстановление повреждений 
в  молекулах ДНК, приводящих к  различным 
перестройкам (точечные мутации, делеции, ин-
версии, инсерции, транслокации и  т. д.) могли 
быть связаны с перекомбинацией генов и улуч-
шением каких-либо характеристик растения.

Открытие ферментов, позволяющих клони-
ровать гены, соединять их в нужном для иссле-
дователя порядке и  затем интегрировать в  ге-
ном растения, стимулировало развитие методов 

Рис. 1. Общая схема индукции генетических модификаций в растительных геномах.
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рекомбинантных ДНК или генетической ин-
женерии и привело к созданию нового направ-
ления, которое позволяло модифицировать ге-
номы растений путем включения искусственно 
созданных генетических конструкций с  генами 
различного происхождения из разных гетеро-
логичных систем (рис. 2). Такой подход снимал 
природные барьеры, сложившиеся между ви-
дами, родами и  царствами живых организмов 
и позволял исследователям манипулировать раз-
личными источниками генов. Для того, чтобы 
перенести созданные генетические конструкции 
в  растительный геном, исследователи наиболее 
часто используют методы векторного переноса, 
основанные на природной способности поч-
венной бактерии A. tumefaciens доставлять часть 
своих генов в геном растения. Перенос в геном 
растительных клеток части своей ДНК, обозна-
чаемой как Т-ДНК, является этапом жизненной 
стратегии A. tumefaciens, нацеленной на биосин-
тез необходимых питательных веществ (опинов) 
за счет транскрипционно-трансляционной ма-
шины и  ресурсов растительной клетки. Таким 
образом, в результате замены собственных генов 
в составе плазмиды A. tumefaciens на искусствен-
но созданные генетические конструкции, был 
получен инструмент для их доставки в раститель-
ный геном. Так как круг хозяев для A. tumefaciens 
ограничен в  основном двудольными растения-

ми, для однодольных разработана доставка ге-
нетических конструкций на поверхности частиц 
золота или вольфрама с помощью генной пуш-
ки. Важная особенность этих двух методов со-
стоит в том, что процесс доставки и встраивания 
созданной генетической конструкции протекает 
случайным образом и не контролируется иссле-
дователем, т. е. с  использованием этих методов 
исследователь не имеет возможности направить 
созданную генетическую конструкцию с  целе-
вым геном в желаемый район генома.

Доставленные в  ядро растительной клетки 
трансгены попадают в открытые петли хромати-
на и ферментами репарации включаются в вос-
станавливаемые места разрывов в ДНК по меха-
низму негомологичной рекомбинации [33, 34]. 
Переносимые в геном растительной клетки ис-
кусственно созданные генетические конструк-
ции в виде фрагментов экзогенных ДНК еще до 
их интеграции в геном могут объединяться друг 
с  другом и  образовывать конкатемеры, вклю-
чающие несколько копий генов, в  том числе 
и  в  различной ориентации по отношению друг 
к другу. Число и включение в геном трансгенов 
может быть самым разнообразным  – от еди-
ничных копий, интегрированных в  один или 
в  разные районы генома, так и  до сложноорга-
низованных инсерций [35]. Более того, в геном 
могут быть интегрированы модифицированные 

Рис. 2. Схема нарушений в геномной ДНК растений под воздействием мутагенов и Т-ДНК-инсерций при агробак-
териальной трансформации и биобаллистики.
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нефункциональные фрагменты генетических 
конструкций, выявляемые только в случае пол-
ногеномного секвенирования [36].

Интегрированные в геном растения трансге-
ны становятся его резидентной частью, прояв-
ляются как доминантные признаки, передаются 
потомкам согласно законам менделевского на-
следования [37] и мутируют с такой же частотой, 
как и аутентичные (собственные) гены [38].

На основании большого фактического ма-
териала об экспрессии трансгенов в  геноме 
трансгенных растений стало очевидным, что 
дальнейшая “судьба” привнесенных в геном чу-
жеродных генов зависит от того, в  каком виде 
(одиночной копии или в  составе нескольких 
сцепленных между собой копий) и в какой район 
генома интегрировалась та или иная инсерция 
[39]. Исследование таких событий позволило 
выявить различные пути проявления генов, вхо-
дящих в  состав инсерции, как среди потомков 
от самоопыления исходного трансгенного рас-
тения, так и среди гибридов, полученных от их 
переопыления [40]. Интеграция в растительный 
геном нескольких сцепленных копий трансгена, 
в том числе и инвертированных, увеличивает ве-
роятность инактивирования целевого гена [41]. 
Различные варианты эпигенетического инакти-
вирования трансгенов у  трансгенных растений 
рассмотрены в  обзоре [42]. Итак, технология 
модификации геномов растений, основанная 
на случайной интеграции в геном генетических 
конструкций с  целевыми генами, предполагает 
проведение крупномасштабных скринингов сре-
ди полученных трансформантов, нацеленных на 
поиск однокопийных инсерций с высоким уров-
нем экспрессии целевого гена, сохраняющегося 
в последующих поколениях трансгенного расте-
ния. Более того, оценивая реализацию целевого 
гена в зависимости от особенностей района его 
интеграции в геноме, следует также рассмотреть 
вопрос об инсерционной природе самого про-
цесса генетической модификации растений.

Генетическая конструкция может быть ин-
тегрирована в  геном как в  межгенные районы, 
так и  в  районы расположения собственных ге-
нов, индуцируя при этом различные типы му-
тационных изменений, известных как инсерци-
онные мутации [43]. Первая коллекция Т-ДНК 
инсерционных мутаций A. thaliana была создана 
Фельдман [44]. В  настоящее время эта коллек-
ция существенно пополнена и представляет со-
бой мощный мировой ресурс для изучения как 
функционирования растительных генов, так 
и для выявления особенностей структурной ор-
ганизации генома в целом [45, 46]. Таким обра-
зом, среди разнообразных случайных событий 
интеграции генетических конструкций в  рас-
тительный геном улучшаемого вида растения 
исследователю необходимо отобрать отдельные 

события с  желаемым результатом, оценить ста-
бильное сохранение индуцируемого признака 
среди потомков, а также выявить возможные по-
бочные негативные влияния инсерции.

Итак, технология модификации расти-
тельных геномов путем экзогенного включе-
ния специально созданных генетических кон-
струкций с  определенным набором генов, за 
сорокалетний промежуток времени от начала 
появления первого трансгенного растения про-
демонстрировала свою успешность в  создании 
сортов с улучшенными характеристиками, а так-
же биопродуцентов рекомбинантных белков. 
Однако сложность и  высокая стоимость этой 
технологии, включающей широкомасштабные 
отборы благоприятных событий интеграции 
генетических конструкций, стимулировала не-
обходимость поиска более простых путей целе-
направленной модификации генома, что и  по-
служило следующим этапом в развитии методов 
модификации растительных геномов.

Открытие механизма, позволяющего бакте-
риям целенаправленно разрушать ДНК бактери-
офагов, используя при этом ранее сохраненные 
копии фаговой ДНК в  специфическом районе 
своего генома, получившего название (CRISPR ‒ 
Clustered Regularly Interspaced Palindromic 
Repeats), открыла новые перспективы для ис-
следователей [47]. Именно эта особенность по-
служила основой для создания инструмента для 
целенаправленного внесения двуцепочечных 
разрывов в выбранном районе-мишени молеку-
лы ДНК и  развития технологии направленной 
модификации геномов, получившей название 
геномного редактирования. Суть этого подхода 
состоит в  том, что исследователями создается 
специальный инструментарий для геномного 
редактирования ‒ генетические конструкции, 
включающие участок ДНК, комплементарный 
району гена-мишени в геноме модифицируемо-
го растения, в котором необходимо произвести 
двуцепочечный разрез. В  качестве “молекуляр-
ных ножниц” для осуществления таких разрезов 
выступают нуклеазы, в частности, нуклеаза Cas9 
из Streptococcus pyogenes. Таким образом, объеди-
ненные в составе генетической конструкции по-
следовательности гена, кодирующего нуклеазу, 
а также последовательность, гомологичную рай-
ону гена-мишени, можно интегрировать в  ге-
ном, используя уже хорошо зарекомендовавшие 
себя способы агробактериальной и  биобалли-
стической трансформации. Важно подчеркнуть, 
что такие инструменты для геномного редакти-
рования могут быть наработаны и в другой си-
стеме экспрессии, например, в  E. coli, а  затем 
интегрированы в геном растения в виде рибону-
клеиновых комплексов [48].

В  зависимости от поставленной перед ис-
следователем цели, геномное редактирование 
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может быть выполнено в  двух вариантах, в  од-
ном из которых нацеливание нуклеазы на опре-
деленный ген-мишень предполагает внесение 
в  его последовательность двухцепочечного раз-
рыва с  последующей репарацией, сопровожда-
ющейся сдвигом рамки считывания, делецией 
или инсерцией, что приведет к  нокауту этого 
гена. Во втором варианте в состав генетической 
конструкции может быть дополнительно вклю-
чен ген интереса, последовательность которого 
ферментами репарации растительной клетки 
будет включена в  двухцепочечный разрыв рай-
она-мишени. Более подробное описание этого 
метода можно найти в обзорах [49, 50]. Следует 
подчеркнуть, что метод геномного редактиро-
вания, так же, как и методы генной инженерии, 
были достаточно быстро подхвачены практикой. 
Сравнительный вклад двух методов – трансгене-
за и геномного редактирования, в улучшение хо-
зяйственно-ценных признаков у  растений рас-
смотрены нами ранее [51]. Достаточно отметить 
лишь тот факт, что с  момента опубликования 
сообщения о  возможности целенаправленного 
внесения двухцепочечных разрывов в  целевой 
район-мишень до появления первого сорта сои 
с  улучшенным составом жирных кислот в  рас-
тительном масле, прошло всего лишь несколько 
лет. Вклад геномного редактирования в улучше-
ние хозяйственно-ценных признаков у  важных 
сельскохозяйственных видов растений можно 
найти в обзорах [52‒54], в том числе в улучше-
ние древесных [55], плодово-ягодных культур 
и декоративных видов [56].

Широкие перспективы открываются при со-
вместном применении трансгенеза и  геномно-
го редактирования. Например, для того, чтобы 
избежать широкомасштабных отборов при соз-
дании сорта риса, в геном которого предполага-
лось доставить генетическую конструкцию с ге-
ном β-каротина, группа исследователей провела 
предварительный анализ районов интеграции 
для будущей генетической конструкции [57]. 
Для этого в геноме местного сорта риса, наибо-
лее адаптированного к  условиям района возде-
лывания, были индуцированы мутации, среди 
которых с  помощью метода фенотипирования 
[58] были отобраны только те мутации, которые 
не повлияли на изменение хозяйственно-цен-
ных характеристик и урожайность сорта. Имен-
но эти районы, получившие название “тихие 
гавани” (genomic safe harbors), и были выбраны 
исследователями для доставки целевого гена 
с применением метода геномного редактирова-
ния [57].

Поиск районов, обеспечивающих высокий 
выход рекомбинантных белков, для доставки 
в них целевых генов, проводится исследователя-
ми для клеток млекопитающих [59, 60] и насеко-
мых [61]. Данный подход использован нами для 

поиска районов в геноме A. thaliana, характери-
зующихся высокой транскрипционной активно-
стью, которые могли бы послужить мишенями 
для доставки целевых генов методом геномного 
редактирования в варианте knock-in [62].

ОЦЕНКА РИСКОВ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
МОДИФИКАЦИИ ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Приведенные данные о широкомасштабном 
использовании генетически модифицирован-
ных организмов свидетельствуют о востребован-
ности этой технологии по сравнению с техноло-
гиями интенсивного земледелия с применением 
химических веществ (гербицидов и  инсекти-
цидов). Однако успешное продвижение новых 
технологий создания сортов с новыми улучшен-
ными характеристиками породили и  насторо-
женное отношение части общества к  данным 
модификациям.

Во многих странах, использующих методы 
генетической модификации геномов для улуч-
шения хозяйственно ценных характеристик 
важных сельскохозяйственных растений, об-
суждаются и разрабатываются системы, обеспе-
чивающие надзор за генетическими инноваци-
ями. Регистрация нового сорта в  той или иной 
стране связана не только с  закреплением прав 
собственности авторов, но и  оценкой рисков, 
которые могут быть нанесены здоровью челове-
ка и  окружающей среде. Обеспокоенность вы-
явлением потенциальных рисков связана с тем, 
что технологии генетической модификации рас-
тений предполагают внедрение в  геном генов 
из различных гетерологичных систем. Именно 
это обстоятельство и  вызывает негативное от-
ношение некоторой части человечества к  ком-
мерческому использованию генетически моди-
фицированных сортов растений, так как ранее 
используемые методы селекции растений ос-
новывались на применении новых источников 
генов из природных дикорастущих популяций, 
либо на индукции новых мутаций с  помощью 
мутагенеза. Даже несмотря на то, что улучше-
ние хозяйственно-ценных признаков у  расте-
ний с применением геномного редактирования, 
представляет собой усовершенствованную тех-
нологию генетической модификации раститель-
ного генома, в  ряде стран все еще сохраняется 
некоторое недоверие части общества к  таким 
технологиям.

На рис.  2 схематично представлены резуль-
таты изменений в  последовательности ДНК 
после воздействия на растение мутагенов, либо 
после доставки генетических конструкций с по-
мощью агробактериальной трансформации или 
биобаллистики. Сравнивая между собой все три 
варианта следует отметить, что в  их основе ле-
жит репарация индуцированных воздействием 
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извне повреждений в  молекуле ДНК. Репара-
ция повреждений ДНК после воздействия му-
тагенами (рис.  2) индуцирует различные пере-
стройки  – инсерции, делеции, транслокации 
и  т. д., тогда как генетическая трансформация 
сопровождается внесением в  геном инсерций 
экзогенного происхождения. В варианте геном-
ного редактирования в  результате репарацион-
ных событий также происходит возникновение 
инсерций, делеций и однонуклеотидных замен, 
приводящих к  сдвигу рамки считывания и  как 
результат – к нокаутам генов-мишеней (рис. 2). 
В результате всех этих рассмотренных вариантов 
генетической модификации генома у  важных 
сельскохозяйственных видов растений селекци-
онером отбираются только те варианты, которые 
соответствуют критериям улучшенного призна-
ка или свойства модифицируемого сорта. Таким 
образом, важным критерием при оценке биоб-
езопасности генетически модифицированных 
сортов является рассмотрение тех доказательств, 
по которым данный продукт может быть допу-
щен на рынок.

Следует отметить, что отношение потреби-
телей к  использованию продукции, получен-
ной на основе ГМО-технологий, существенно 
изменилось с момента крупномасштабного вы-
пуска генетически модифицированных расте-
ний и разгоревшихся дебатов о последствиях их 
выращивания за период с  2006 по 2020 г. [63]. 
Рассматривая развитие ГМО-технологий в  ми-
ровом масштабе, отмечается тенденция предпо-
чтения крупными биотехнологическими компа-
ниями коммерческих культур, предназначенных 
для скармливания животным или для перера-
ботки в изделия (например, волокна), тогда как 
коммерциализация продовольственных культур 
все еще сталкивается с  трудностями при выве-
дении готовых продуктов на рынок [64]. В связи 
с этим проводятся исследования по безопасно-
сти продуктов, полученных на основе ГМО-тех-
нологий, а  также разрабатываются различные 
рекомендации по повышению осведомленности 
общественности и  потребителей результатами 
этих исследований [65].

В  аналитическом обзоре [66] представле-
ны данные оценки рисков при использовании 
технологий, основанных на ГМО-культурах, 
в частности, культурах, устойчивых к гербици-
дам и пестицидам. Автором отмечено, что выра-
щивание ГМО-культур, у которых устойчивость 
к  гербициду или инсектициду обеспечивается 
самим растением, существенно снижает дозы 
распыления этих химикатов на посевных пло-
щадях и оказывает меньшую экологическую на-
грузку по сравнению с  традиционными техно-
логиями. Рассматривая опасения относительно 
генов, обеспечивающих устойчивость нового 
сорта, например, к гербицидам или инсектици-

дам, следует учитывать возможность адаптации 
других организмов, против которых направлена 
та или иная инновация. Автором подчеркивает-
ся, что использование только одного гербицида 
в  течение нескольких лет приводило к  повы-
шению устойчивости сорняков именно к  это-
му гербициду [66]. Применение глифосата для 
борьбы с  сорняками при возделывании устой-
чивых к  нему генетически модифицированных 
сортов, оказывало на сорняки сильное селек-
тивное давление. Под действием этого давле-
ния происходил отбор растений с повышенной 
устойчивостью к  глифосату, либо отбор сме-
щался в  сторону тех видов сорняков, которые 
плохо контролируются глифосатом. Приведен-
ные выше наблюдения послужили основой кор-
ректировок ГМО-технологий, основанных на 
применении гербицидов и инсектицидов путем 
введения большего их разнообразия. Влияние 
выращивания трансгенных растений, а  также 
их остатков, на физико-химические свойства 
почвы, ее ферментативную активность и  ми-
кробную биомассу за 20-летний период их воз-
делывания, рассматриваются и  обсуждаются 
в обзоре [67].

Оценивая степени риска и  настороженное 
отношение потребителей к  использованию 
в  качестве источников питания сельскохозяй-
ственных продуктов, полученных на основе 
применения ГМО-технологий, необходимо от-
метить, что практически в  тоже время, когда 
было получено сообщение о  первом генетиче-
ски модифицированном растении [1], создан-
ном исследователями в  условиях лаборатории, 
в геноме не трансформированного вида табака 
N. glauca, Graham. была идентифицирована по-
следовательность, характеризующаяся высокой 
степенью гомологии (80%) с Т-ДНК A. rhizogenes 
[68]. Эта последовательность получила название 
клеточной ДНК (кл-ДНК). Впоследствии такие 
кл-ДНК-последовательности агробактериаль-
ного происхождения были выявлены у  доста-
точно большого числа видов растений, среди ко-
торых были и употребляемые в пищу, такие как 
батат и арахис. Возможность передачи кл-ДНК 
от A. rhizogenes в геномы природных популяций 
описана для растений рода Linaria [69]. Всего 
на данный момент кл-ДНК обнаружена среди 
представителей более 40 видов растений [70, 
71]. Тот факт, что культивируемый сладкий кар-
тофель (Ipomoea batatas [L.] Lam.), являющий-
ся традиционной пищевой культурой в странах 
Африки, Китае, Южной и  Центральной Аме-
рики и  употребляемый ежегодно миллионами 
людей, относится к  природно-трансгенным 
растениям [72], вполне может повлиять на все 
еще существующее недоверие к  безопасности 
пищевых растений, полученных с применением 
ГМО-технологий.
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ДАЛЬНЕЙШИЕ ПУТИ РАЗВИТИЯ 
МЕТОДОВ ТРАНСГЕНЕЗА И ГЕНОМНОГО 

РЕДАКТИРОВАНИЯ РАСТЕНИЙ

Интеграция в растительный геном фрагмен-
тов экзогенных ДНК, основанная на случайном 
их распределении по геному, поставила перед 
исследователями ряд вопросов фундаменталь-
ного характера, связанных с  функционирова-
нием гена в новом окружении генома, т. е. с его 
местоположением, а  также вопросы структур-
но-функциональной организации генома в  це-
лом. Дальнейшее развитие исследований осо-
бенностей интеграции в  растительный геном 
трансгенов, а также их “судьбы” в последующих 
поколениях исходных трансгенных растений, 
позволило исследователям выявить новые зако-
номерности в  реализации наследственной ин-
формации, такие как РНК-интерференция [73], 
замолкание трансгенов [74‒76] и  Т-ДНК-инду-
цированные мутации [77‒79]. Таким образом, 
трансгенез следует рассматривать не только как 
метод переноса в  геном растения-донора целе-
вых генов из различных гетерологичных систем, 
но и  как инструмент, позволяющий манипули-
ровать уровнем экспрессии генов клетки-хозяи-
на, а также индуцировать мутации.

Инсерционный мутагенез. Случайное попада-
ние трансгена в функционально-значимые рай-
оны генома может быть причиной нарушений 
проявления генов, локализованных в  данной 
области. В терминах классической генетики по-
добные нарушения относятся к  инсерционным 
мутациям. Важным преимуществом таких мута-
ций является их доступность для молекулярного 
анализа, поскольку последовательности, флан-
кирующие Т-ДНК-инсерцию, могут быть ис-
пользованы в качестве маркеров для выделения 
интактного гена, что позволяет рассматривать 
трансгенез как инструмент для поиска и изуче-
ния новых генов у  растений. Широкий спектр 
мутаций, полученных при интеграции фрагмен-
тов экзогенных ДНК в геном растений A. thaliana 
при генетической трансформации [80], и  к  на-
стоящему времени представленный обширны-
ми коллекциями в  банке данных (GABI-Kat), 
привлекает пристальное внимание исследовате-
лей. С применением методов биоинформатики, 
позволяющих анализировать большие выборки 
данных о составе нуклеотидных последователь-
ностей для районов интеграции Т-ДНК-инсер-
ций у трансгенных растений A. thalianа, выявле-
ны различные типы хромосомных перестроек, 
индуцированных такими инсерциями [81, 82]. 
С развитием технологий полногеномного секве-
нирования стало возможным проведение более 
глубокого анализа событий Т-ДНК инсерций 
и особенностей их интеграции путем ресеквени-
рования генома трансгенного растения [83]. Ав-

торами выявлены различные делеции в  правой 
и  левой областях, прилегающих к  Т-ДНК-ин-
серции, а  также во фланкирующих последо-
вательностях самой инсерции. Необходимо 
подчеркнуть, что за 40  лет применения метода 
генетической трансформации для модификации 
геномов растений исследователями накоплены 
обширные коллекции инсерционных мутаций, 
представляющих огромный интерес для про-
ведения секвенирования и  оценки масштабов 
возможных геномных нарушений. Последние 
данные по локализации и структуре Т-ДНК-ин-
серций, а  также представленности в  геноме 
крупномасштабных геномных перестроек как 
результата интеграции чужеродной ДНК, об-
суждаются в  обзоре [84]. Обобщение и  более 
глубокое понимание молекулярных процессов, 
лежащих в  основе модификации растительных 
геномов с  привлечением методов трансгенеза, 
несомненно, имеет огромное значение для даль-
нейшего развития и  усовершенствования этих 
методов, например, в направлении поиска “ти-
хих гаваней” для доставки целевых генов в гено-
мы модифицируемых видов растений.

Исследование изменений нуклеотидного 
состава, выявленного нами во фланкирующих 
районах целевого гена, доставленного в  рай-
он-мишень с  помощью системы CRISPR/Cas9, 
может дать новую информацию о  функцио-
нировании репарационных систем у  растений 
[85]. В  связи с  этим накопление новых данных 
о перестройках в районах доставки целевых ге-
нов при геномном редактировании представляет 
большой интерес и  является предметом наших 
будущих исследований.

Широкие возможности открываются пе-
ред исследователями, анализирующими при-
родно-трансгенные виды растений, поскольку 
события интеграции последовательностей из 
генома A.rhizogenes, произошедшие в  древние 
времена (возможно, сотни тысяч или миллио-
ны лет назад), отражают особенности проявле-
ния чужеродных ДНК среди потомков первых 
древних модифицированных растений. Гори-
зонтальный перенос генов между различными 
видами является мощным фактором эволюции 
прокариот, однако, несмотря на приобретение 
ядерной мембраны, изолирующей поток генов 
извне, этот процесс встречается и  у  эукарио-
тических организмов, например, перенос ге-
нов агробактериального происхождения с  их 
интеграцией в  ядерный геном у  различных ви-
дов покрытосеменных [86, 87]. Cпонтанно соз-
данные природно-трансгенные виды растений 
представляют собой уникальные модели для 
выявления роли агробактериальных генов в  их 
эволюции, возможной роли кл-Т-ДНК как ин-
серций в  природных трансформантах, а  также 
исследования разнообразия различных штам-
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мов Agrobacterium [88]. Установлено, что в гено-
ме природно-трансгенного растения N. noctiflora 
Hook. при использовании метода глубокого 
секвенирования обнаруживались две разные кл-
Т-ДНК, включающие интактные гены [89], экс-
прессия которых наиболее активно проявлялась 
в корнях по сравнению с другими органами рас-
тения. Избыточное накопление транскриптов 
RolB/RolC в клеточной культуре, индуцирован-
ной из тканей I. batatas, усиливало вторичный 
метаболизм сладкого картофеля посредством 
еще неизвестного к  настоящему времени меха-
низма [90]. Обсуждение функций генов агробак-
териального происхождения в  геномах природ-
но-трансгенных растений, а  также возможная 
роль кл-Т-ДНК в эволюции растений представ-
лены в мини-обзоре [91].

Замолкание трансгенов. Отдельные случаи 
потери экспрессии трансгена среди потомков 
трансгенных растений, зарегистрированные уже 
через несколько лет после получения первого 
трансгенного растения, а  впоследствии выяв-
ленные среди большого числа трансформан-
тов [92‒94], явились отражением эволюционно 
сложившихся в растениях механизмов подавле-
ния эндогенных генов (TGS-транскрипционная 
инактивация генов; transcriptional gene silencing), 
а также механизма разрушения ДНК экзогенно-
го происхождения (PTGS – пост-транскрипци-
онная инактивация генов; post transcription gene 
silencing). В ходе эволюции у растений сформи-
ровались механизмы эпигенетической регуля-
ции экспрессии генов, направленные на защиту 
от неконтролируемого размножения в  геноме 
мобильных генетических элементов, а также от 
проникновения в  растительные ткани вирусов 
и вироидов. Истории выявления путей инакти-
вирования трансгенов на примере генетически 
модифицированных растений за сорок лет со 
дня создания первого трансгенного растения 
посвящен обзор H. Vaucheret [95]. Выявление 
механизмов, позволяющих растению быстро 
и пластично регулировать экспрессию собствен-
ных генов в  ответ на непредсказуемые условия 
внешней среды, стимулировало разработку но-
вых подходов подавления экспрессии целевых 
генов, основанных на РНК-интерференции 
[96]. Включение в геном трансгенного растения 
дополнительных копий генов с целью получения 
сверхэкспрессии, а также снижение экспрессии 
других нежелательных генов за счет нокдаунов 
(РНК-интерференции) являются важными эта-
пами в изучении метаболических путей у расте-
ний, а  также создания трансгенных растений c 
измененными путями в  биосинтезе вторичных 
метаболитов [97].

Геномное редактирование с  применением 
CRISPR/Cas9, как усовершенствованный ме-
тод трангенеза, в  настоящее время широко ис-

пользуется для получения мутаций по многим 
хозяйственно-ценным признакам у  растений, 
в том числе и таким как устойчивость к небла-
гоприятным факторам среды, ответным реакци-
ями растений на стрессовые воздействия и  т. д. 
[98]. Изменения в биосинтезе антоцианов были 
достигнуты сайт-направленным редактирова-
нием гена F3H моркови с  помощью системы 
CRISPR/Cas9 [99]. Известны работы по улуч-
шению профиля гликозилирования путем нока-
утов генов XylT и  FucT, кодирующих ферменты 
α(1,3)-фукозилтрансферазу и  β(1,2)-ксилозил-
трансферазу в  клеточной культуре табака [100, 
101]. Следует подчеркнуть, что дальнейший про-
гресс в развитии инструментария для геномного 
редактирования клеточных культур ожидается 
в направлении индукции биаллельных мутаций, 
т. е. индукции нокаутов по двум аллелям выбран-
ного гена-мишени. Разработка такого инстру-
ментария актуальна и  для работ по геномному 
редактированию вегетативно-размножающих-
ся и  древесных видов растений. Следует отме-
тить успешное редактирование аллелей генов, 
представленных в  разных гомеологах злаковых 
культур – тритикале [102] и пшеницы [103]. Со-
временное состояние исследований в  области 
клеточной инженерии в  направлении улучше-
ния качества рекомбинантных терапевтических 
белков представлено в обзоре [104].

Таким образом, к концу 20-го столетия в био-
логии завершилось создание новых направле-
ний, таких, как биотехнология и  генетическая 
инженерия растений. В настоящее время генети-
ческая инженерия представляет собой не только 
мощный инструмент для проведения фунда-
ментальных исследований в  области генетики 
растений, но и  открывает широкие перспекти-
вы практического применения в  направлении 
улучшения хозяйственно-ценных признаков 
у важных сельскохозяйственных культур, а так-
же использования растительных клеток в  каче-
стве платформ экспрессии для биосинтеза ши-
рокого спектра рекомбинантных белков, в  том 
числе и  для биофармацевтики. Дальнейшее 
развитие методов трансгенеза предоставило ис-
следователям новые современные инструменты 
молекулярной биологии, такие как технологии 
РНК-интерференции и  редактирования гено-
мов с  применением CRISPR/Cas. Широкие 
возможности открываются при использовании 
клеточных культур растений в  качестве биоре-
акторов рекомбинантных белков. Дальнейшее 
развитие метода “тихих гаваней” для геномного 
редактирования в  варианте knock-in открывает 
широкие перспективы в  направлении повыше-
ния выхода рекомбинантного белка в  клеточ-
ных культурах растений. Совершенствование 
методов клеточной инженерии с  применением 
сайт-направленного мутагенеза обеспечивает 
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прогресс в  направлении улучшения биотехно-
логических характеристик клеточных культур 
растений для производства терапевтических 
рекомбинантных белков. В целом современные 
методы генетической инженерии, в  том числе 
и  геномного редактирования, являются мощ-
ным дополнением к традиционным методам по-
вышения урожайности сельскохозяйственных 
культур и улучшения их характеристик, а также 
к  биотехнологическим методам наработки ре-
комбинантных белков с использованием расти-
тельных систем экспрессии. Выявление более 40 
видов природно-трансгенных растений, в  том 
числе и  длительно употребляемых человече-
ством в качестве пищи, дает основание к пере-
смотру сложившегося все еще настороженного 
отношения сообщества к  современным техно-
логиям модификации растительных геномов.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образо-
вания (грант № FWNR‑2022–0022). Настоящая 
статья не содержит каких-либо исследований 
с участием людей в качестве объектов исследо-
ваний. Автор заявляет об отсутствии конфликта 
интересов.
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Большой массив данных об  экспрессии генов растений, накопленный благодаря сравнитель-
ным исследованиям, направляет усилия исследователей для изучения тонких механизмов вли-
яния целевых генов и, как следствие, на разработку относительно простых и одновременно эф-
фективных подходов, позволяющих понять физиологическую роль белковых продуктов гена. 
Многочисленные исследования убедительно продемонстрировали эффективность стратегии 
транзиентной экспрессии для характеристики функций генов растений. Цели обзора: (i) рассмо-
треть преимущества и ограничения различных растительных систем и методов временной экс-
прессии, используемых для выяснения роли генных продуктов; (ii) обобщить текущие данные 
об использовании подходов к временной экспрессии для понимания тонких механизмов, лежащих 
в основе функции генов; (iii) описать достижения в области эффективной временной экспрессии 
генов растений. В обзоре обсуждаются основные и критические этапы каждого из методов тран-
зиентной экспрессии генов у растений, области их применения, а также основные результаты, 
полученные с использованием растительных объектов и их вклад в наши знания о тонких меха-
низмах функций генов, лежащих в основе роста и развития растений, включая выяснение меха-
низмов, регулирующих сложные метаболические пути. 

Ключевые слова: белок-белковые взаимодействия, геномное редактирование, локализация бел-
ков, растительные системы, транзиентная экспрессия, функции генов 
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ВВЕДЕНИЕ

Использование технологий генетической 
инженерии, т.е. получения трансгенных расте-
ний, позволило получить уникальные экспе-
риментальные модели, многосторонний моле-
кулярный и  физиолого-биохимический анализ 
которых предоставил беспрецедентные экспери-
ментальные подтверждения о  функциональной 
роли множества растительных генов [1]. Однако 
несмотря на  кажущуюся простоту получения 
трансгенных растений, главные ограничения 

	 Сокращения: PTGS ‒ пост-транскрипционное замолкание ге-
нов; ББВ ‒ белок-белковые взаимодействия; ТФ – транскрип-
ционный фактор.

широкого использования этой технологии следу-
ющие: зависимость эффективности трансфор-
мации от генотипа; значительные материальные 
и  временные затраты при создании трансген-
ных линий, включающие эффективный отбор 
истинных трансгенных растений из  огромного 
количества первичных трансформантов; до-
казательство интеграции переносимых после-
довательностей и  событий интеграции в  един-
ственной копии в геном растений; определение 
уровня экспрессии как на уровне мРНК, так и на 
уровне белкового продукта; и  т.п. Эти ограни-
чения в  создании стабильных трансформантов 
растений, и, прежде всего, с точки зрения затрат 
времени, несколько снижают ее полезность [1], 
отсюда стала очевидной востребованность более 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 ТРАНЗИЕНТНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ В РАСТЕНИЯХ	 503

простых и  эффективных подходов для экспе-
риментальной верификации физиологической 
роли растительных генов.

Большой экспериментальный задел по изуче-
нию агробактериальной трансформации разных 
видов растений прояснил ключевые механизмы 
переноса, интеграции и экспрессии гетерологич-
ных генов в  них. Согласно экспериментальным 
данным, процесс переноса генной конструк-
ции – а это, как правило, Т-ДНК – можно раз-
делить на  два основных этапа: проникновение 
агробактерий в  растительную ткань (трансфек-
ция) и трансформация Т-ДНК в геном растения 
(интеграция). Следует отметить, что первый этап 
(трансфекция) намного эффективнее второго. 
Действительно, второй этап – интеграция – за-
частую настолько малоэффективен, что крайне 
мало трансформированных клеток из общей по-
пуляции могут быть отобраны с использованием 
селективных маркеров. Дифференциальная эф-
фективность этих этапов означает, что в течение 
короткого времени миллионы растительных кле-
ток трансфицируются Т-ДНК, но не обязательно 
трансформируются, и это дает возможность для 
кратковременной (транзиентной) экспрессии 
генных конструкций в  растительной клетке [2], 
при которой неинтегрированные копии Т-ДНК 
временно остаются в  ядре и  могут транскриби-
роваться и транслироваться [2–5].

В представленном обзоре освещены совре-
менные экспериментальные подходы к исследо-
ванию физиологической роли генов у растений 
с  использованием стратегии транзиентной экс-
прессии и  обсуждены их преимущества и  огра-
ничения. В  настоящее время было бы неспра-
ведливым говорить о  недостатке публикаций, 
в которых представлены подробные базовые про-
токолы транзиентной экспрессии для различных 
видов растений, а  также описаны технические 
аспекты, связанные с эффективным использова-
нием этого подхода для оценки функциональной 
роли гена(ов) у  определенных видов растений 
[1, 6]. Отметим также, что есть многочисленные 
обзоры, в которых транзиентная экспрессия ге-
нов в растительных системах применена для на-
работки рекомбинантных белков, прежде всего 
медицинского назначения [7]. Однако обзоры, 
в  которых рассмотрены и  обсуждены ключевые 
составляющие стратегии транзиентной экспрес-
сии для разных растительных систем, примени-
тельно к  исследованию физиологической роли 
растительных генов, в  настоящее время в  до-
ступной научной литературе не представлены. 

Цель обзора состоит в том, чтобы: (i) рассмо-
треть преимущества и  ограничения различных 
растительных систем и  разных методов транзи-
ентной экспрессии, используемых для выясне-
ния роли целевых генных продуктов; (ii) сумми-
ровать современные данные об  использовании 

подходов транзиентной экспрессии для выявле-
ния тонких механизмов функционирования це-
левых генных продуктов; (iii) представить успехи 
в  обеспечении эффективного функционирова-
ния целевых последовательностей при транзи-
ентной экспрессии в  растениях, в  том числе 
и  за счет использования вирусных супрессоров 
замолкания генов, подбора штаммов агробак-
терий и  условий выращивания растений. В  об-
зоре будут обсуждены основные и  критические 
шаги для каждого метода этой общей стратегии, 
области их использования и  основные резуль-
таты, полученные на  растительных объектах, 
а также их вклад в наши знания о тонких меха-
низмах функционирования генов у  растений, 
задействованных процессах роста и  развития, 
в реакции на действие факторов среды, а также 
для прояснения механизмов регуляции сложных 
метаболических путей.

ТРАНЗИЕНТНАЯ ЭКСПРЕССИЯ 
ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ ГЕНОВ: ГЕННЫЕ 

КОНСТРУКЦИИ, РАСТИТЕЛЬНЫЕ 
СИСТЕМЫ И ИХ ДОСТАВКА 
В РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ

Генетическая трансформация на  основе 
Agrobacterium включает два конкретных меха-
низма: стабильную (интеграция Т-ДНК в  ге-
ном стабильно наследуется) [8] и транзиентную 
трансформацию (отсутствие интеграции Т-ДНК 
в геном, но способную осуществлять транскрип-
цию и трансляцию) [2].

Хорошо известно, что наследственные мута-
ции, включая и Т-ДНК мутации или инсерции, 
могут передаваться только следующим поколе-
ниям, но это не относится к транзиентной экс-
прессии, поскольку гены в области Т-ДНК толь-
ко временно экспрессируются в  соматических 
клетках растительных тканей, но  не в  половых 
клетках, и поэтому не передаются по наследству.

Убедительно продемонстрировано, что вре-
менная экспрессия генов приводит к  образова-
нию больших количеств рекомбинантных белков 
за очень короткое время (несколько дней) [7, 9].

Временная генетическая трансформа-
ция демонстрирует высокую эффективность 
трансформации  – до  21.8%, по  сравнению 
с  эффективностью стабильной генетической 
трансформации – 0.14% [10]. Стабильная транс-
формация – трудоемкий процесс, занимающий 
часто несколько месяцев для получения транс-
формированных растений [1]. С другой стороны, 
транзиентная трансформация – это быстрый ме-
тод с  высоким уровнем экспрессии. Временная 
экспрессия гетерологичных генов в  растениях 
является многообещающей по  сравнению с  ре-
ализацией утомительных и  трудоемких методов 
стабильной экспрессии [3, 11].
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Таким образом, согласно текущему мнению, 
технология транзиентной экспрессии генов 
в  растительных системах в  сравнении со  ста-
бильной экспрессией имеет важные преимуще-
ства: не  требуется регенерации трансформиро-
ванной клетки (не использует культуру тканей 
растений); отсутствует влияние на стабильность 
генома хозяина (вследствие отсутствия инте-
грации переносимой Т-ДНК); отсутствует за-
висимость от  позиционных эффектов мест 
интеграции Т-ДНК; требует меньших матери-
альных затрат; более эффективна по сравнению 
со  стабильной. Применение этой технологии 
позволяет радикально ускорить сроки исследо-
вания, поскольку изучение функции целевого 
гена может быть проанализировано в короткий 
временной промежуток (от 2 до  10 дней) после 
доставки генной конструкции в  растительные 
клетки (рис.  1). Эти преимущества сделали си-
стему транзиентной экспрессии мощным ин-
струментом для изучения функции генов in vivo 
посредством физиологической и  молекулярной 
характеристики различного растительного мате-
риала [1, 3, 11].

Для транзиентной экспрессии в  основном 
используют два типа генных конструкций: экс-
прессионные векторы, полученные на  осно-
ве бинарных Ti-плазмид с  генными кассетами 
в виде Т-ДНК, и векторы, несущие модифици-
рованные геномные последовательности расти-
тельных вирусов, в том числе и клонированные 
в кассеты Т-ДНК [1, 12].

Для транзиентной экспрессии в  качестве 
растительных систем используют протопласты 
[13], каллус, суспензионные культуры [12], ин-
тактные растения [14], а  также изолированные 
органы [15] или специализированные ткани рас-
тений [13] (рис. 1).

Для доставки генных конструкций при тран-
зиентной экспрессии генов в  растениях разра-
ботаны и  используются несколько подходов: 
трансфекция протопластов с  использованием 
полиэтиленгликоля или электропорации; биоб-
алистика и агроинфильтрация [1].

Получение лишенных клеточных стенок 
протопластов представляет собой эффективный 
подход преобразования сложно организован-
ных тканей растений в  объекты, более доступ-
ные наблюдению [16, 17], что обеспечивает их 
широкую применимость в  исследованиях суб-
клеточной локализации белковых продуктов це-
левых генов, а также в тестировании различных 
регуляторных последовательностей, таких как 
промоторы и трансляционные энхансеры. Про-
топласты могут быть крайне полезны и в иссле-
дованиях клеточно-автономных регуляторных 
процессов и  ответов количественным и  высо-
копроизводительным способом. Однако прото-
пласты имеют ограниченную применимость для 

случаев, когда требуется тканевый и/или орга-
низменный контекст [15]. Следует при этом от-
метить, что трансфекция протопластов работает 
хорошо только для некоторых видов растений, 
при этом для высокого выхода жизнеспособных 
протопластов и  их эффективной трансфекции 
необходимы сложные подготовительные про
цедуры [18].

Временная экспрессия гена(ов) в  расти-
тельных клетках также может осуществляться 
методом высокоскоростной биобаллистики. 
Впервые этот метод был продемонстрирован 
в лаборатории Дж.К. Сэнфорда из Корнельско-
го университета в конце 1980-х годов [19]. Пре-
имущество метода доставки с  использованием 
биобаллистики – применимость для различных 
видов растений. Этот способ доставки также 
оказался полезным при использовании кал-
луса и  специализированных тканей растений. 

Рис. 1. Растительные системы, используемые для 
транзиентной экспрессии и  их доставка в  расти-
тельные клетки: (а)  – интактные растения, изоли-
рованные органы или специализированные ткани 
растений, основные способы доставки  – агроин-
фильтрация, вирусные частицы, биобаллистика; 
(б) – каллус, суспензионные культуры растительных 
клеток, основные способы доставки – биобаллисти-
ка; (в) – протопласты растительных клеток, основ-
ные способы доставки – электропорация.
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Например, таких, как слой алейрона сои, кото-
рый является биологическим показателем семя-
доли семян этих растений, поскольку однокле-
точный слой алейрона сравним с семядольной 
тканью сои, согласно морфологического ана-
лизу и данным сравнительного анализа белков 
и метаболомов [20]. Как следствие, такая расти-
тельная система является потенциально полез-
ной платформой для транзиентной экспрессии 
в исследованиях функционального анализа ге-
нов, которые влияют на признаки семян у сои 
[21]. Однако при использовании биобаллисти-
ки есть определенные ограничения, среди ко-
торых следует отметить низкую эффективность 
доставки генных конструкций; относительно 
сложную процедуру подготовки биологическо-
го материала, например, для спелых мясистых 
плодов, анатомически не подходящих для бом-
бардировки; необходимость наличия специаль-
ного лабораторного оборудования и  материа-
лов [20].

Суспензионные культуры клеток в основном 
получены для модельных растений, таких как 
Arabidopsis thaliana и  Nicotiana tabacum (BY-2). 
Эти виды имеют схожие ограничения в области 
применения с  методом протопластов. Напри-
мер, поскольку клетки BY-2 являются недиф-
ференцированными, с  этой тканью можно те-
стировать только конститутивные регуляторные 
элементы [21].

Транзиентная экспрессия, опосредован-
ная Agrobacterium, обычно известная как агро-
инфильтрация или агроинъекция, основана 
на проникновении раствора, содержащего агро-
бактерии, в межклеточные пространства расти-
тельных тканей [22]. Агроинфильтрация может 
осуществляться с  помощью многочисленных 
методов, таких как инфильтрация шприцем, 
вакуумная инфильтрация, агроинфильтрация 
на  основе перекиси водорода, специальный 
метод агроинфильтрации, вакуумная инфиль-
трация с  помощью листового диска, агроин-
фильтрация на  основе опрыскивания и  метод 
инфильтрации с использованием отдельных ли-
стьев [6].

Согласно текущему мнению, транзиентную 
экспрессию генов в растениях технически легче 
проводить именно с использованием технологии 
агроинфильтрации, которая имеет ряд преиму-
ществ. Во-первых, агроинфильтрация позволяет 
преодолеть ряд критических этапов, связанных 
с  получением протопластов и  их трансфекци-
ей: (i) при выделении протопластов из  интакт-
ного растения значение имеют условия их вы-
ращивания; (ii) часто требуется стерилизация 
растительной ткани; (iii) для эффективности 
трансфекции протопластов необходим строгий 
контроль качества и  количества протопластов 
и  плазмидной ДНК [23]. Во-вторых, при ис-

пользовании технологии агроинфильтрации ми-
нимизируются как процедуры трансформации, 
так и  стрессовые воздействия на  растительную 
клетку [24]. В-третьих, технология агроинфиль-
трации характеризуется высокой эффективно-
стью, которая обусловлена тем, что до  одной 
трети объема растительной ткани составляет 
межклеточное пространство, и агробактерии ак-
тивно доставляются в  межклеточное простран-
ство растительной ткани [13]. Дополнительными 
преимуществами этой технологии являются бы-
страя масштабируемость процесса, которая дает 
возможность обрабатывать большое количество 
растений, а  также гибкость введения несколь-
ких трансгенных конструкций в разные области 
листовой пластинки, что позволяет проводить 
несколько анализов на  одном листе [24]. Более 
того, такой эксперимент проводится в нативных 
условиях, благодаря чему сохраняется тканевая 
организация и клеточная целостность растения 
[13].

Необходимым условием успешной агро-
инфильтрации растения является его воспри-
имчивость к  инфекции A. tumefaciens. Среди 
восприимчивых растений важным критерием 
является податливость различных видов к агро-
инфильтрации, которая зависит от  генетиче-
ского фона растения-хозяина и значительно ва-
рьирует из-за структурных различий в кутикуле, 
компактности клеток мезофилла [25]. Наиболее 
популярным растением-хозяином для агро-
инфильтрации является Nicotiana benthamiana 
и  родственные ему виды. В  то же время усо-
вершенствование технологии транзиентной 
экспрессии позволило применить агроинфиль-
трацию ко  многим видам растений (на сегод-
няшний день  – более 40 видов), в  том числе 
и древесным. Кроме тканей листа трансгенны-
ми конструкциями также успешно были агроин-
фильтрованы лепестки табака, петунии, цветки 
нескольких видов дендробиума, плоды томатов 
и клубники [13].

ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ 
ИССЛЕДОВАНИЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ТРАНЗИЕНТНОЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 

В РАСТЕНИЯХ

Оценка генетических конструкций и  регу-
ляторных последовательностей. Исторически 
транзиентная экспрессия генов в растительных 
системах была применена для тестирования 
функциональности генетических конструкций, 
сконструированных для получения трансген-
ных растений. Основная цель такой верифи-
кации  – оценить, будет ли эффективно экс-
прессироваться переносимый целевой ген 
в  растительных клетках. Многочисленные ис-
следования продемонстрировали корректность 
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такого подхода и  согласованность результатов 
транзиентной и стабильной экспрессии перене-
сенных генов.

Интерес исследователей в  оценке функцио-
нальной активности регуляторных последова-
тельностей, таких как промоторы и энхансеры, 
а  также модифицированных последователь-
ностей целевых генов, на  простых и  надежных 
моделях, привел к  развитию направления ис-
пользования транзиентной экспрессии для 
предварительного тестирования активности по-
следовательностей (рис. 2). И технологию тран-
зиентной экспрессии исследователи используют 
для решения фундаментальных и  прикладных 
задач. Например, в  работе пакистанских ис-
следователей продемонстрирована успешная 
модификация кодонового состава гена EPSPS, 
продукт которого способен обеспечить устойчи-
вость к гербицидам [26].

В нашем недавно проведенном исследова-
нии с  использованием технологии транзиент-
ной экспрессии генов в  растениях предложены 
новые подходы для оптимизации кодонового 
состава целевых генов (на примере интерферо-
на αА) и  поиска регуляторных последователь-
ностей, на примере 5’-НТО, с целью модуляции 
ключевого клеточного процесса – трансляции – 
и, как следствие, для эффективного синтеза бел-
ковых продуктов целевых генов в растительных 
системах [27]. Убедительно продемонстриро-
вали, что обеспечение стабильности белкового 
продукта в  соответствии с  правилом N-конца 
или за  счет нового белок-стабилизирующего 
партнера (термостабильной лихеназы) доста-
точно эффективно и приводит к значимому уве-
личению белкового продукта в  растительной 
системе. При транзиентной экспрессии убеди-
тельно доказано, что термостабильная лихеназа 

Рис. 2. Схема генных конструкций Т-ДНК для различных аспектов изучения продуктов гена в растительной клетке: 
(а) – общая схема Т-ДНК области, включающая промотор и терминатор (Promoter, Terminator – обязательные состав-
ляющие); энхансер (Enhancer, клонируется при тестировании функциональной активности последовательностей); 
лидерный сигнал (Leader, клонируется при изучении локализации генного продукта в растительной клетке); целе-
вой ген и/или репортерный ген (Goi and/or Reporter – целевой ген клонируется при изучении функциональной роли 
генного продукта целевого гена; транскрипционно-трансляционное слияние целевого гена с репортерным геном ис-
пользуется при изучении локализации генного продукта в растительной клетке, а также в исследованиях белок-бел-
кового взаимодействия; репортерный ген используется при тестировании функциональной активности последова-
тельностей); (б) – генными конструкциями трансформируют агробактерии, которые используют при транзиентной 
экспрессии для (в) изучения локализации генного продукта в растительной клетке; (г) – оценки фенотипа растений 
при изучении функциональной роли генного продукта целевого гена; (д) – исследовании свойств белкового продукта 
целевого гена, включая активности целевого белка, белок-белковые взаимодействия и др.; (е) для тестирования про-
дуктов его функционирования с целью прояснение механизмов регуляции сложных метаболических путей.
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как белок-стабилизирующий партнер не только 
не оказывает достоверного негативного влияния 
на активность целевого белка интерферона αА, 
входящего в его состав, но и увеличивает его на-
копление в растительных клетках [27].

Большой объем данных об  экспрессии ге-
нов, полученный в  сравнительных омиксных 
исследованиях, и, как правило, тщательно об-
работанный с  помощью доступных инструмен-
тов биоинформатики, позволил выявить общие 
сети транскриптома, контролирующие ту  или 
иную функцию. Более того, разработаны алго-
ритмы для предсказания функциональной роли 
нуклеотидных контекстов в  регуляторных по-
следовательностях. Следует подчеркнуть, что 
подходы in silico анализа в основном опираются 
на  предсказательную функциональную класси-
фикацию генов или консервативность мотивов 
в регуляторных последовательностях, построен-
ных на основе поиска и сравнительного анали-
за с  известными последовательностями. И, как 
правило, такое предсказание требует экспери-
ментальной верификации.

Технология транзиентной экспрессии вос-
требована исследователями для такой экспе-
риментальной верификации с  использованием 
репортерных генов. Так, предсказание сайтов 
связывания транскрипционного фактора (ТФ) 
и  цис-регуляторных элементов (CRE) на  про-
моторах генов FvSPR1-like2 (SPIRAL) и  FvSPT 
(SPATULA) земляники лесной диплоидной 
(Fragaria vesca L.) с  последующей верификаци-
ей их функциональности за  счет делеционного 
анализа при транзиентной экспрессии в  расте-
ниях позволили подтвердить следующие регуля-
торные элементы и их функции: (i) в промоторе 
гена FvSPR1-like2: (1) мотивы для ТФ MYB59, 
WRKY25 и WRKY8, которые играют роль в пере-
даче сигналов этилена; (2) мотивы для семейства 
ТФ ARF (auxin response factors), которые играют 
роль в передаче сигналов ауксина; (ii) в промо-
торе гена FvSPT: (1) мотивы для семейства ТФ 
ARR (Arabidopsis response regulators), которые 
играют роль в  передаче сигналов цитокини-
нов; (2) мотивы для семейства ТФ ERF (ethylene 
response factors), которые играют роль в передаче 
сигналов этилена. Эти результаты обеспечивают 
понимание функции генов, участвующих в  не 
климактерическом созревании плодов клубни-
ки, и механизма, лежащего в основе этого про-
цесса [28].

Согласно имеющемуся мнению, растения 
являются перспективной платформой для про-
изводства рекомбинантных белков. Одна из ос-
новных проблем эффективного использования 
их в качестве биофабрик связана с обеспечени-
ем высокого уровня выхода целевых продуктов. 
Недавно предложен новый подход к повышению 
уровня синтеза рекомбинантного белка, опосре-

дованного вирусным вектором. Этот подход ос-
нован на  гипотезе о  том, что противовирусная 
защита ослабляется во время антибактериально-
го клеточного ответа [29]. Авторы работы пред-
положили, что введенные в  клетку чужеродные 
белки, локализованные в ядре, в том числе эф-
фекторы, такие как бактериальные нуклеомоду-
лины, могут препятствовать импорту клеточных 
ядерных белков и запускать реакции антибакте-
риальной защиты, создавая благоприятные усло-
вия для цитоплазматической репродукции виру-
са. С целью подтверждения гипотезы проведены 
исследования по  синтезу искусственного ядер-
ного белка  – красного флуоресцентного белка 
(mRFP), слитого с  последовательностью ядер-
ной локализации (NLS), как миметика бакте-
риального эффектора. Было убедительно проде-
монстрировано, что суперпродукция mRFP:NLS 
индуцировала в  N. benthamiana накопление 
мРНК γ-тионина (NbγThio). Синтез NLS-содер-
жащего белка и повышение экспрессии NbγThio 
стимулировали размножение вирусного вектора 
на  основе генома крестоцветной табачной мо-
заики вирус (crTMV) в  листьях N. benthamiana. 
Таким образом, показано, что NLS-индуциро-
ванная активация PrγThio и повышенное нако-
пление мРНК NbγThio приводят к  стимуляции 
экспрессии GFP из crTMV [29].

Прояснение функций генных продуктов це-
левого гена. Для прояснения функций генных 
продуктов целевого гена при транзиентной экс-
прессии, как правило, используют два основных 
подхода: обеспечение высокого уровня экспрес-
сии и замолкание экспрессии целевого гена, ко-
торые применяют независимо или в  комбина-
ции (рис. 2). Таким образом, подходы, которые 
используют при транзиентной экспрессии, сход-
ны с  подходами, используемыми при стабиль-
ной трансформации растений. Однако, согласно 
экспериментальным данным, при транзиент-
ной экспрессии эти два подхода, как правило, 
эффективны для прояснения функций генных 
продуктов, вариации в экспрессии которых при-
водят либо к  видимому изменению фенотипа 
используемой растительной системы, либо к ва-
риациям активности белков в  метаболических 
путях, что отражается на  качественном и/или 
количественном составе метаболома растений. 
Но в то же время очевидно и преимущество ис-
пользования подходов транзиентной экспрес-
сии целевого генного продукта. Это, прежде все-
го, их применимость не только на ткани листьев, 
но и к отдельным органам растений, в частности 
к  плодам и  ягодам, что значительно сокращает 
временные и материальные затраты на исследо-
вание, по сравнению с получением стабильных 
трансформантов растений.

В качестве примера использования транзи-
ентной экспрессии можно привести недавние 
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исследования по функциональному анализу ге-
нов, важных в процессе старения растений. Си-
стема мониторинга транзиентной экспрессии 
целевых генов в  протопластах мезофилла рас-
тений A. thaliana включала в себя дифференци-
ально экспрессирующийся репортер на  основе 
люциферазы, который управлялся промоторами 
SEN4 и  SAG12. Данные гены (SEN4 и  SAG12) 
кодируют ксилоглюкан эндотрансглюкозида-
зу/гидролазу 24 и  цистеиновую протеазу соот-
ветственно, которые участвуют в  деградации 
макромолекул, и  активируются в  процессе ста-
рения. Для контроля трансфекции использова-
ли люциферазу под контролем промотора 35S 
(35S-RLUC). Каждую репортерную конструк-
цию, несущую ген люциферазы под контролем 
промоторов генов, чувствительных к старению, 
а  также контрольную плазмиду под контролем 
35S РНК CaMV промотора трансфицировали 
индивидуально в  протопласты мезофилла мо-
дельного растения. Исследование показало, что 
экспрессия люциферазы под контролем чув-
ствительных к  старению промоторов в  прото-
пластах мезофилла демонстрирует динамику, 
аналогичную той, которую ранее наблюдали 
в исследованиях на интактных листьях. Так, экс-
прессия SEN4-LUC индуцировалась и достигала 
пика значительно раньше, чем SAG12-LUC. При 
этом уровни экспрессии SEN4-LUC и  SAG12-
LUC превышали уровень экспрессии репортера 
LUC без промотора (promoterless-LUC). А  пики 
экспрессии SEN4-LUC и SAG12-LUC отличались 
от  35S-LUC. Полученные результаты исследо-
вания убедительно продемонстрировали, что 
репортерная система на  основе люциферазы 
в протопластах является надежной эксперимен-
тальной системой, которую можно эффективно 
использовать для изучения регуляторной роли 
генов, связанных со старением у растений [30].

В нашем недавнем исследовании транзиент-
ная экспрессия генов использована для изуче-
ния функциональной активности и субстратной 
специфичности гетерологичных десатураз, в том 
числе и  при локализации десатуразы в  разных 
компартментах растительной клетки (цитоплаз-
ма, хлоропласт и  эндоплазматический ретику-
лум) на примере Δ9-ацил-липидной десатуразы 
(desC) Synechococcus vulcanus [31]. Локализация 
Δ9-ацил-липидной десатуразы в  хлоропластах 
и  эндоплазматическом ретикулуме обеспечи-
валась за  счет лидерных последовательностей, 
направляющих белковый продукт целевого 
гена в  соответствующие компартменты расти-
тельной клетки, а  локализация в  цитоплазме 
моделировалась экспрессией целевого гена без 
лидерных последовательностей. При транзиент-
ной экспрессии гена Δ9-десатуразы в  листьях 
N. benthamiana и N. excelsior наблюдалось досто-
верное снижение содержания пальмитиновой 

кислоты (16:0) и  увеличение доли олеиновой 
(18:1), линолевой (18:2), α-линоленовой (18:3) 
и  пальмитоленоленовой (16:3) жирных кислот 
(ЖК). Более того, было убедительно продемон-
стрировано, что N.  benthamiana и  N.  excelsior 
являются хорошими модельными растениями 
в  исследованиях по  оценке функциональной 
активности и/или субстратной специфичности 
гетерологичных десатураз – не только Δ9-деса-
туразы, но  и  десатуразы, которые катализиру-
ют превращение ЖК 18:1 в полиненасыщенные 
ЖК. Отметим, что апробированные в  этом ис-
следовании модельные растения N. benthamiana 
и  N.  excelsior характеризуются существенными 
различиями в композиции жирноксилотного со-
става, а также соотношением С18/С16 [31].

Методология транзиентной экспрессии 
успешно применена в  исследовании функ-
циональности транскрипционных факторов 
на  растении киноа (Chenopodium quinoa) [32]. 
Отметим, что эта культура рассматривается как 
главная продовольственная культура будущего, 
поскольку устойчива к  большому числу небла-
гоприятных абиотических факторов. Известно, 
что фосфор является одним из важнейших эле-
ментов минерального питания растений, однако 
часто содержится в почве в недоступной для рас-
тений форме. Одной из реакций на фосфорное 
голодание (Pi starvation responses  – PSR) у  рас-
тений является повышенная экспрессия генов, 
индуцированных фосфатным голоданием (PSI). 
Частным случаем таких генов являются гены-пе-
реносчики фосфора (PHT), например, PHR1 
(PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1), ко-
торый представляет собой центральный фактор 
транскрипции, контролирующий экспрессию 
генов PSI и  соответствующие фенотипические 
реакции у  арабидопсиса. С  помощью транзи-
ентной экспрессии гена CqPHR1 в клетках листа 
киноа (CqPHR1 клонирован в  вектор под кон-
тролем 35S РНК CaMV и слит с геном GFP в ка-
честве репортерного). Продемонстрировано, что 
белок CqPHR1 локализовался в ядрах клеток ки-
ноа, а сверхэкспрессия CqPHR1 способствовала 
активации экспрессии гена PSI в листьях киноа. 
Таким образом, авторы доказали, что ортолог 
PHR1 у киноа действует как транскрипционный 
активатор экспрессии гена PSI, и получили до-
полнительные представления о  молекулярной 
основе адаптации киноа к почвам с ограничен-
ным содержанием фосфора [32].

В качестве простого и  быстрого способа 
оценки вклада белков-кандидатов в повышение 
устойчивости культурных растений к  новым 
гербицидам авторы предлагают использование 
транзиентной экспрессии соответствующих 
генов посредством агробактериальной транс-
формации культурных растений [33]. Для де-
монстрации данного подхода авторы провели 
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эксперимент по  транзиентной экспрессии 
OsHIS1 в листьях N. benthamiana для последую-
щей оценки способности белка OsHIS1 обеспе-
чивать толерантность растений к  мезотриону 
(MST)  – гербициду, принадлежащему к  семей-
ству ингибиторов 4-гидроксифенилпируват-ди-
оксигеназы (HPPD). Кодоновый состав гена 
OsHIS1 был предварительно модифицирован 
для экспрессии в  двудольном растении. У  кон-
трольных растений N. benthamiana под дей-
ствием MST в концентрации от 50 мкМ и выше 
наблюдалось обесцвечивание апикальных ме-
ристем. В  свою очередь, листья N. benthamiana, 
подвергшиеся транзиентной экспрессии геном 
OsHIS1m характеризовались толерантностью 
к MST, не проявляя признаков обесцвечивания. 
С  помощью транзиентной экспрессии проте-
стированы различные делеционные варианты 
гена OsHIS1m, что позволило выявить последо-
вательность функционального домена и домена, 
отвечающего за стабильность исследуемого бел-
ка. Таким образом, автора показали, что OsHIS1 
является антагонистом MST, а  использование 
транзиентной экспрессии позволяет ускорить 
оценку новых генов, обеспечивающих толерант-
ность сельскохозяйственных растений к  герби-
цидам [33]. 

Стратегия транзиентной экспрессии исполь-
зована как эффективный экспериментальный 
инструмент и  в исследованиях функций генов, 
участвующих в  реакции растений на  действие 
биотических факторов среды, а  также для рас-
крытия сложной сети защитных сигнальных пу-
тей у разных видов растений, в том числе и тех, 
для которых получение стабильных трансфор-
мантов требует значительного времени. Напри-
мер, с  использованием транзиентной экспрес-
сии выполнено детальное исследование одного 
из белков клеточной стенки винограда – полига-
лактуроназы. А именно за счет замолкания экс-
прессии этого гена убедительно продемонстри-
рована его роль в ограничении атаки патогенов, 
на  примере Botrytis cinerea, вызывающего бо-
лезнь серой плесени [34]. В исследованиях по за-
молканию экспрессии гена β-глюкозидазы при 
транзиентной экспрессии приведены убеди-
тельные данные об  участии этого гена в  устой-
чивости клубники к B. cinerea, которая, вероят-
но, обусловлена увеличением активности PAL 
(L-фенилаланин-аммоний-лиаза)  и повыше-
нием содержания фенольных соединений [35]. 
Транзиентная экспрессия двух генов, кодирую-
щих белки-транспортеры фосфатидилинозитола 
из сахарного тростника, в листьях N. benthamiana 
усиливала устойчивость этих модельных расте-
ний к  инфекции патогенных микроорганизмов 
табака Ralstonia solanacearum и  Fusarium solani 
var. coeruleum. При этом после кратковремен-
ной избыточной экспрессии у  N. benthamiana 

было обнаружено накопление H2O2 и  развитие 
реакции гиперчувствительности после иноку-
ляции R.  solanacearum и  F. solani var. coeruleum, 
а  также изменение уровня транскриптов мар-
керных генов, связанных с  развитием иммуни-
тета у растений табака. Таким образом было по-
лучено убедительное доказательство, что один 
из генов сахарного тростника (ScSEC14p) тесно 
связан с  иммунитетом растений и  развитием 
реакции сверхчувствительности, а  второй ген 
(ScSEC14-1) может быть вовлечен в иной меха-
низм иммунитета растений [36].

Следовательно, применение транзиентной 
экспрессии генов в растениях за счет сверхэкс-
прессии либо посредством замолкания позво-
ляет выяснить, в  какой степени эндогенные 
уровни целевого белка способствуют их защите, 
а  также прояснить функции эндогенных генов, 
связанных с патогенезом или защитными меха-
низмами. При этом следует особо подчеркнуть, 
что при изучении функций генов, участвующих 
в  реакции растений на  действие растительных 
патогенов, и для раскрытия защитных сигналь-
ных путей у растений крайне важно применять 
корректные контрольные варианты, поскольку 
сама агроинфильтрация может вызывать защит-
ные реакции хозяина, и, как следствие, препят-
ствовать корректной интерпретации результатов 
[15]. В  качестве адекватных контролей может 
быть применен подход, основанный на включе-
нии в  эксперименты растений, инокулирован-
ных агробактериями, несущими пустой вектор 
[37].

Экспериментальная верификация локализации 
белкового продукта в  предсказанных компарт-
ментах. Согласно текущему мнению, функция 
белка тесно связана с  его локализацией внутри 
клетки. Так, например, внутриклеточная лока-
лизация ферментов предоставляет ключевую 
информацию для понимания сложных метабо-
лических путей. Общая стратегия в  исследова-
ниях по оценке локализации целевого белка, как 
правило, включает: in silico анализ аминокислот-
ной последовательности белкового продукта це-
левого гена для предсказания его локализации; 
конструирование гибридных генов, в  которых 
целевой ген имеет транскрипционно-трансля-
ционное слияние с последовательностью репор-
терного гена (как правило, генов флуоресцент-
ных белков) (рис. 2); определение локализации 
белкового продукта гибридного гена в  одной 
из описанных выше растительных систем.

В распоряжении исследователей в настоящее 
время имеются многочисленные ресурсы для 
in silico предсказаний локализации белков. Напри-
мер, для таких предсказаний могут быть исполь-
зованы инструменты SignalP, ChloroP, iPSORT, 
TargetP и MultiLoc [38]. Результаты предсказаний 
не  только дают информацию о  потенциальной 
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локализации белкового продукта, но и зачастую 
о  возможном расположении сигнальных пепти-
дов (в N- или С-концевой области), которые мо-
гут опосредовать специфическую локализацию 
целевого белка. На основе этих предсказаний 
строится дизайн генных конструкций для экспе-
риментальной верификации локализации белко-
вого продукта в  предсказанных компартментах 
с учетом предсказания о расположении сигналь-
ного пептида в  белковой последовательности  – 
в N- или С-концевой области [39]. Генные кон-
струкции для экспериментальной верификации 
несут гибридный ген, в  котором целевой ген 
имеет транскрипционно-трансляционное сли-
яние, как правило, с  последовательностью гена 
флуоресцентного белка под контролем сильного 
конститутивного промотора. Следует отметить, 
что выбор флуоресцентного белка для оценки 
локализации целевого генного продукта дикту-
ется предсказанной локализацией в  раститель-
ной клетке. Так, зеленый флуоресцентный белок 
показал себя эффективным маркером во многих 
исследованиях по  экспериментальной верифи-
кации локализации целевого белка в  ядре [40], 
цитоплазме [36], плазматической мембране [41], 
комплексе Гольджи [38], эндоплазматическом 
ретикулуме [42], тонопласте [43], митохондриях 
[44] и  хлоропластах [42] тогда как желтый флу-
оресцентный белок (YFP) и  mCherry, как про-
демонстрировано в  недавнем сравнительном 
исследовании, наиболее подходят для оценки ло-
кализации в пероксисомах [45].

Следует отметить, что для надежной иден-
тификации локализации белковых продуктов 
в  растительных клетках и  нивелирования лож-
ных результатов крайне важны контрольные 
эксперименты. Эти контрольные эксперимен-
ты, как правило, должны включать: (i) положи-
тельный контроль, заключающийся в  совмест-
ной локализации целевой последовательности 
со  специфическими маркерами компартментов 
растительной клетки; (ii) отрицательный кон-
троль  – генную конструкцию, несущую только 
ген репортерного флуоресцентного белка под 
контролем того же промотора. Согласно экс-
периментальным данным, в  качестве специ-
фических маркеров для разных компартментов 
растительной клетки могут быть использованы 
белки, локализация которых в соответствующем 
компартменте подтверждена надежными мето-
дами: например, такими как гистохимический 
и иммуногистохимический анализ. В настоящее 
время такие маркеры известны и апробированы 
для локализации в разных компартментах: эндо-
плазматическом ретикулуме [38], пероксисомах 
[40], хлоропластах (используется автофлуорес-
ценция хлоропластов) [38]. Следует отметить, 
что наиболее эффективным для этих целей мо-
жет быть подход, основанный на коинфильтра-

ции суспензиями Agrobacterium, содержащими 
различные конструкции, в  которых целевая 
последовательность и  последовательности мар-
керов органелл слиты с  различными флуорес-
центными белками. Такой подход позволяет 
анализировать локализацию нескольких по-раз-
ному меченных флуоресцентных белков в одних 
и тех же клетках [38]. На наш взгляд, в качестве 
специфических маркеров для разных компарт-
ментов растительной клетки можно предложить 
и  использование конструкций, в  которых ре-
портерные гены флуоресцентных белков слиты 
с  известными лидерными последовательностя-
ми, обеспечивающими специфическую лока-
лизацию: например, лидерный сигнал гена ма-
лой субъединицы РБФК/О (для локализации 
в хлоропласты); лидерный сигнал гена легумина 
типа B4 гороха (Vicia faba) совместно с последо-
вательностью SKDREL в  3’-концевой области 
репортерного гена, кодирующего аминокисло-
ты С-концевой области белка (для локализации 
в эндоплазматическом ретикулуме) [42].

Существуют многочисленные примеры, 
подтверждающие, что транзиентная экспрес-
сия флуоресцентно меченных белков является 
простым и  универсальным способом изучения 
внутриклеточной локализации интересующих 
белков. С  помощью этого подхода получены 
достоверные результаты о  локализации в  ядрах 
различных ТФ [40, 46] новой локализации бел-
ков в  компартментах растительной клетки, на-
пример, для оксидаз с  различной субстратной 
специфичностью [47], трансфераз [39] и многих 
других белков. На основании этих данных пред-
ложено вовлечение множества органелл и транс-
порт метаболитов между клеточными ком-
партментами для ряда путей. Таким образом, 
подходы транзиентной экспрессии оказались 
весьма эффективными для оценки локализации 
генных продуктов в растительной клетке.

Прояснение механизмов регуляции сложных 
метаболических путей. Согласно многочислен-
ным экспериментальным данным, транзиентная 
экспрессия генов в растениях оказалась крайне 
эффективной и для прояснения механизмов ре-
гуляции сложных метаболических путей, прежде 
всего вторичных метаболитов, которые имеют 
потенциал как ценные продукты в  различных 
отраслях. А  именно, с  использованием транзи-
ентной экспрессии прояснена роль ключевых 
участников метаболических путей и  продемон-
стрирована возможность их изменения с целью 
направленного увеличения продукции нужного 
вторичного метаболита. Например, используя 
транзиентную экспрессию продемонстрирова-
но, что ключевыми регуляторами флавоноид-
ного пути являются специфические ТФ MYB 
и  идентифицированы их гены-мишени в  ме-
таболических путях основных производных 
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флавоноидов: флавонолов, антоцианов и  про-
антоцианидинов у  винограда [48]. Так, получе-
но экспериментальное подтверждение, что ТФ 
MYBA1 и  MYBA2 специфически регулируют 
UDP-глюкозо-флавоноид-3-O-глюкозилтранс-
феразу (UFGT) в  биосинтезе антоцианинов, 
а  MYBPA1 участвует в  регуляции биосинтеза 
проантоцианидинов, но  не антоцианина, в  то 
время как MYB5a и  MYB5b активируют про-
моторы генов центрального пути, участвующих 
в  биосинтезе флавоноидов [49]. Кроме того, 
было показано, что индуцируемый светом TF 
MYBF1 специфически активирует экспрессию 
гена, кодирующего флавонолсинтазу, а  также 
генов, участвующих в  синтезе халконов и  фла-
ванонов перед дигидрофлавонолами и  други-
ми флавоноидами [50]. В  недавнем исследова-
нии идентифицирован новый ТФ MYR R2R3 
из  китайского нарцисса (Narcissus tazetta L. var. 
сhinensis Roem), с потенциалом подавления пути 
биосинтеза антоцианина, флавонола и  проан-
тоцианидина, который действует как репрессор 
экспрессии транскриптов ключевых генов фер-
ментов, участвующих в биосинтезе флавоноидов 
[49]. Результаты этого исследования могут дать 
направление для улучшения цвета и  структуры 
цветов у этого вида растений. С использованием 
транзиентной экспрессии и замолкания в плодах 
груши и молодых листьях подтверждена биоло-
гическая функция ТФ MYB12b из плодов груши. 
Так, продемонстрировано, что его сверхэкспрес-
сия положительно регулирует биосинтез флаво-
нола, включая четыре основных кверцетиновых 
гликозида и  два основных изорхаметиновых 
гликозида, путем позитивной регуляции обще-
го гена биосинтеза флавоноидов (хальконсин-
тетазы) и  гена биосинтеза флавонола (обозна-
ченного как PbFLS) [51]. Временная экспрессия 
двух изоформ сплайсинга специфического ТФ 
WRINKLED1 (WRI1), который является чле-
ном класса ТФ AP2/EREBP плодов груши, в ли-
стьях N. benthamiana усиливала экспрессию ге-
нов-мишеней, таких как PKp-b1, ACP1 и  KAS1, 
и, как следствие, увеличивала содержание масла 
в 4.3-4.9 раза по сравнению с контролем. Таким 
образом, продемонстрирована роль этого ТФ 
как ключевого регулятора транскрипции генов, 
вовлеченных в  биосинтез ЖК и  масел в  листо-
вой биомассе, и, как следствие, его применение 
для создания растений с  большой биомассой 
для увеличения промышленного производства 
растительных масел [52]. В  недавнем исследо-
вании транзиентная экспрессия генов в  расте-
ниях была применена для оценки полезности 
гибких линкерных последовательностей различ-
ного размера при конструировании слитых фер-
ментов  – 3,3-β-каротин-гидроксилазы (CRTZ) 
и 4,4-β-каротиноксигеназы, которые вовлечены 
в биосинтез ценного кетокаротиноида астаксан-

тина, природного красного красителя с мощной 
антиоксидантной активностью. Транзиентная 
экспрессия гибридных генов в N. benthamiana по-
зволила установить, что оба гена, слитые вместе 
и временно экспрессируемые, показали сходные 
уровни накопления астаксантина по сравнению 
с  временной экспрессией отдельных фермен-
тов. При этом размер линкеров, по-видимому, 
не влиял на активность ферментов. Полученные 
результаты говорят в пользу потенциала рассмо-
тренного подхода к  производству ценных про-
дуктов растительного происхождения [53].

C использованием транзиентной экс-
прессии проводились исследования по  функ-
циональному анализу генов CYP (ци-
тохромов P450s), вовлеченных в  биосинтез 
плюмбагина (5-гидрокси-2-метил-1,4-нафтахи-
нон) из  P.  zeylanica  – лекарственного растения 
из  семейства Plumbaginaceae, использующегося 
в  нетрадиционной медицине как противовос-
палительное средство [54]. Уточнение функций 
белков-кандидатов на роль CYP проводили с ис-
пользованием транзиентной down-регуляции 
посредством искусственной microRNA, а также 
с  помощью транзиентной экспрессии в  расте-
ниях P. zeylanica. Данные индивидуального и со-
вместного молчания белков-кандидатов на роль 
CYP показали, что оба потенциальных CYP до-
полняют функции друг друга, и, следовательно, 
оба гена CYP необходимы для биосинтеза плю-
мбагина. Анализ временной сверхэкспрессии 
обоих CYP подтвердил их роль в  биосинтезе 
плюмбагина, поскольку наблюдалось значи-
тельное повышение содержания этого вещества 
в  листьях P. zeylanica. Таким образом, исследо-
вание позволило прояснить вклад каждого гена 
в синтез важного метаболита [54].

Изучение белок-белковых взаимодействий 
(ББВ) in vivo и  их субклеточной локализации. 
В  биологических системах белки представляют 
собой класс строго регулируемых биомолекул, 
которые редко работают независимо. Чтобы вы-
полнять важные функции в клетке в различных 
биологических системах, белки часто организо-
ванно взаимодействуют друг с другом. Характе-
ристика ББВ с помощью высокопроизводитель-
ных биологических и вычислительных методов, 
таких как, анализ взаимодействия белков in silico, 
скрининг дрожжевых двухгибридных библиотек 
и скрининг библиотек фагового дисплея, может 
дать глобальное представление о белковом инте-
рактоме организма. Однако все эти методы тре-
буют независимой проверки из-за ограничений, 
связанных с тем, что эти системы не могут ими-
тировать нативную среду. ББВ также во многом 
зависит от  физических свойств, модификации 
и  состояния белков, поэтому важно обосновы-
вать ББВ в  нативных или близких к  нативным 
условиях.
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Транзиентная экспрессия оказалась весьма 
эффективным подходом и  для изучения ББВ 
in vivo и их субклеточной локализации. Для этих 
целей в  большинстве исследований применяют 
метод бимолекулярной флуоресцентной ком-
плементации (BiFC) [55–57]. BiFC – подход, ко-
торый позволяет качественно и  количественно 
оценить и  локализовать ББВ в  живых клетках. 
Этот подход основан на оценке взаимодействия 
двух целевых белков, каждый из  которых име-
ет транскрипционно-трансляционное слияние 
с  одним из  доменов флуоресцентного белка 
за счет совместного сворачивания флуоресцент-
ного белка в структуру b-бочонка в случае ББВ 
целевых белков, что приводит к  восстановле-
нию флуорофора, т.е. основан на  необратимой 
самосборке двух фрагментов флуоресцентного 
белка (рис. 3). Такое ББВ визуализируется с ис-
пользованием обычной флуоресцентной или 
конфокальной лазерной сканирующей микро-
скопии. Хотя при использовании BiFC система 
расщепления GFP проявила себя в  целом эф-
фективным репортером, первоначально был 
отмечен ряд подводных камней или ограниче-
ний при его использовании: (i) плохое обнару-
жение в  реальном времени из-за медленного 
и необратимого образования восстановленного 
флуоресцентного хромофора; (ii) неспецифи-
ческие взаимодействия за  счет высокого уров-
ня экспрессии расщепленных флуоресцентных 
фрагментов, которые приводили к  спонтанной 
самосборке и  накоплению фоновых сигналов; 
(iii) нерастворимость или агрегация больших 
расщепленных флуоресцентных фрагментов, 
которые препятствуют ББВ [55]. Недавнее усо-
вершенствование этого подхода, заключающе-
гося в  использовании трехсторонней сборки 
расщепленного GFP (вариант sfGFP  – GFP 
с супер-fold) в растительных клетках в сочетании 
с использованием кассеты экспрессии, индуци-
руемой β-эстрадиолом, позволило преодолеть 
такие ограничения (рис.  3). А  именно, кассе-
та экспрессии, индуцируемая β-эстрадиолом, 
позволяет контролировать индукцию слитых 
белков, и  это решает проблему клеточной ток-
сичности, вызванной конститутивной сверхэкс-
прессией слитых белков; влияние стерических 
помех на ББВ в трехсторонней системе с расще-
пленным GFP сводится к минимуму за счет ма-
лого размера расщепленных фрагментов GFP, 
слитых с целевыми белками. Принцип трехсто-
ронней системы расщепленного GFP состоит 
в следующем: каждый из двух фрагментом GFP, 
а  именно, β-strand 10 (обозначенная авторами 
как S10, 20 amino acids) и  β-strand 11 (обозна-
ченная авторами как S11, 19 amino acids) исполь-
зуют для транскрипционно-трансляционного 
слияния с  исследуемыми белками партнерами, 
а дополнительный фрагмент, обозначенный как 

GFP1–9 (196 amino acids) экспрессируют отдель-
ной кассетой (рис. 3) [55]. Как только происхо-
дит ББВ, фрагменты S10 и  S11 привязываются 
к ассоциации с GFP1–9, что приводит к восста-
новлению полноразмерного GFP, который флу-
оресцирует (рис. 3) [55]. Получено эксперимен-
тальное подтверждения эффективности этого 
подхода в  качестве потенциального эффектив-
ного инструмента для оценки взаимодействия 
мембранных белков у растений.

Рис. 3. Схема белок-белковых взаимодействий с ис-
пользованием бимолекулярного флуоресцентного 
анализа комплементации (BiFC) и  трехсторонней 
системы комплементации: (a, б)  – cистема BiFC 
включает два взаимодействующих белка, каждый 
из  которых имеет транскрипционно-трансляцион-
ное слияние с одним из белковых доменов флуорес-
центного белка (а), за  счет совместного сворачива-
ния флуоресцентного белка в  структуру β-бочонка 
в  случае взаимодействия целевых белков, что при-
водит к восстановлению флуорофора (г). (б, в, д) – 
трехсторонняя система комплементации включа-
ет два фрагмента GFP, каждый из  которых имеет 
транскрипционно-трансляционное слияние с одним 
из  исследуемых белком-партнером, и  дополнитель-
ную систему с дополнительными фрагментами GFP 
(б), при белок-белковом взаимодействии (в) допол-
нительные фрагменты GFP взаимодействуют с фраг-
ментами GFP, которые слиты с белками-партнерами, 
что приводит к  восстановлению полноразмерного 
GFP, который флуоресцирует (д). Принцип исполь-
зования систем более подробно описан в тексте.
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С использованием транзиентной экспрес-
сии также проводили исследования по  функ-
циональному анализу белка MORC1, который 
представляет собой консервативную АТФазу 
GHKL-типа, играющую важную роль в  им-
мунитете растений и  эпигенетике. Для того, 
чтобы охарактеризовать ББВ, ассоциирован-
ные с  этим важным белком иммунитета, авто-
ры идентифицировали 14 взаимодействующих 
с  MORC1 белков с  помощью двугибридного 
анализа дрожжей (Y2H-скрининга), используя 
MORC1 в  качестве приманки [58]. Было об-
наружено, что одним из  взаимодействующих 
с  MORC1 белков является белок поддержания 
структуры хромосомы 1 (SMC1), относящийся 
к  группе белков SMCs, необходимых для удер-
жания сестринских хроматид вместе во  время 
митоза и  мейоза. Используя целевой Y2H-а-
нализ, авторы проверили, взаимодействуют ли 
SMC1 и его гомологи – SMC2 и DMS3 – физи-
чески с  MORC1. В  то время как все полнораз-
мерные SMCs показали незначительное взаи-
модействие с  MORC1, делеционный вариант 
SMC1 (838–1123 a.к.), показал существенное 
взаимодействие. Это наблюдение дает повод 
предполагать, что эти полноразмерные SMCs 
имеют домен, ингибирующий физическое вза-
имодействие с MORC1. Для того, чтобы иденти-
фицировать домен SMC1, взаимодействующий 
с  MORC1, и  удалить предполагаемый ингиби-
рующий домен, авторы создали конструкции 
для делеционных мутантов. Эти конструкции 
продуцировали SMC1-усеченные белки в расте-
ниях за счет агроинфильтрации N. benthamiana. 
В результате авторы отмечают, что SMC1-2, ко-
торый содержит шарнирный домен, продемон-
стрировал взаимодействие с MORC1. Важно от-
метить, что в качестве отрицательного контроля 
использовали зеленый флуоресцентный белок 
(GFP). Таким образом, авторы идентифициро-
вали взаимодействующий домен и обоснованно 
предположили, что SMC1 может иметь домен, 
препятствующий взаимодействию MORC1 [58].

Геномное редактирование. В  последние годы 
возрос интерес исследователей к использованию 
технологии геномного редактирования растений 
в прикладных и фундаментальных исследовани-
ях. Для решения критически важных проблем 
этой технологии, включая методические про-
блемы и проблемы безопасности, исследователи 
вполне успешно применяют технологию тран-
зиентной экспрессии генов в  растениях. В  на-
стоящее время несколько модификаций метода 
транзиентной экспрессии разработано, апроби-
ровано и доказана их эффективность [6]. Одно 
из усовершенствований редактирования генома 
CRISPR/Cas9  – Transiently Expressed CRISPR/
Cas DNA (TECCDNA)  – простой и  эффектив-
ный подход к  редактированию генома, при ко-

тором мутантные растения регенерируются по-
сле временной экспрессии ДНК CRISPR/Cas9 
[59]. ДНК CRISPR/Cas9 (плазмидные конструк-
ции) или РНК (транскрипты, синтезирован-
ные in vitro) могут быть доставлены с помощью 
биобаллистической техники. При использова-
нии этого подхода удалось избежать длительных 
и  трудоемких этапов отбора трансформантов 
и получить доказательство, что чужеродная ДНК 
не интегрируется в геном. Таким образом, под-
ход TECCDNA позволяет исключить добавле-
ние гербицидов или антибиотиков в среду, пред-
назначенную для отбора трансформированных 
растений.

Продемонстрировано, что замолкание ци-
топлазматической РНК может происходить 
во  время транзиентной экспрессии при агро-
инфильтрации [59, 60]. Недавно исследователи 
[61] определили эффекты химических добавок 
и предварительной обработки тепловым шоком 
для улучшения трансформации за  счет агро-
инфильтрации у  N. tabacum. Конструкция, со-
стоящая из  системы репликации геминивируса 
и  двойного терминатора, включающего терми-
натор белка теплового шока в  сочетании с  тер-
минатором экстенсина, также может увеличи-
вать временную экспрессию белка в  процессе 
агроинфильтрации [62]. Так, предварительная 
гиперосмотическая обработка сахарозой в тече-
ние 3 ч перед агроинфильтрацией значительно 
улучшила эффективность транзиентной экс-
прессии [63].

Изучение регуляции путей биосинтеза ка-
ротиноидов привлекает многих исследовате-
лей. В  качестве целевого гена часто выбирают 
ген PDS, необходимый для биосинтеза кароти-
ноидов. Li с  соавт. [64] использовали агроин-
фильтрацию для целевых модификаций гено-
ма A.  thaliana (область модификации AtPDS3) 
и N. benthamiana (область модификации NbPDS). 
С  помощью транзиентной экспрессии соответ-
ствующих конструкций продемонстрировано, 
что нарушение PDS усиливало окисление хло-
рофилла, что приводило к  развитию видимого 
фотообесцвеченного фенотипа [64, 65].

Редактирование генома растений поко-
ления Т0 без трансгенов весьма желательно, 
но сложно, особенно в отношении многолетних 
и  вегетативно размножаемых растений. В  сво-
ем недавнем исследовании [66] использовали 
стратегию совместного редактирования для 
создания растений без трансгенов посредством 
Agrobacterium-опосредованной временной экс-
прессии редактора цитозиновых оснований 
(CBE)/гРНК-Cas12a/crRNA-GFP. В  частности, 
CBE/гРНК использовали для редактирования 
гена ALS для придания устойчивости к гербици-
ду хлорсульфурону в качестве маркера селекции, 
который не оказывает негативного воздействия 
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на  фенотипы растений; Cas12a/crRNA исполь-
зовали для редактирования представляющих 
интерес генов; GFP использовали для отбора 
трансгенных растений. Используя этот подход, 
были получены нетрансгенные растения с отре-
дактированным геномом для различных генов 
(индивидуальных или множественных) в  тома-
тах, табаке, картофеле и  цитрусовых в  поколе-
нии Т0. Частота двуаллельных/гомозиготных 
нетрансгенные мутаций целевых генов среди 
устойчивых к  гербицидам трансформантов ко-
лебалась от 8 до 50%. Полногеномное секвени-
рование дополнительно подтвердило отсутствие 
трансгенов и нецелевых мутаций в отредактиро-
ванных растениях. Таким образом, убедительно 
продемонстрировано, что стратегия совмест-
ного редактирования эффективна для создания 
нетрансгенные растений с  отредактированным 
геномом в поколении Т0, что является мощным 
инструментом для генетического улучшения 
растений [66].

Таким образом, транзиентная трансформа-
ция на  основе Agrobacterium является безопас-
ным, высокоуровневым и  быстрым методом 
временной экспрессии гетерологичных генов 
в  растительных системах [6] и  широко исполь-
зуется как эффективный экспериментальный 
инструмент функциональной геномики для ре-
шения ее ключевых задач (рис. 4). Тем не менее 

продолжаются исследования, направленные 
на увеличение эффективности методов транзи-
ентной экспрессии, в  частности, агроинфиль-
трации. Так, критическим шагом в  успешном 
и  эффективном использовании транзиентной 
экспрессии, и, в частности, агроинфильтрации, 
является обеспечение высокого уровня экспрес-
сии целевой последовательности (как целевого 
гена, так и  конструкции для замолкания). Со-
гласно имеющемуся мнению, низкий уровень 
кратковременной экспрессии гетерологичных 
генов часто является результатом пост-транс-
крипционного замолкания генов (PTGS). PTGS 
часто происходит в  растениях и  является есте-
ственным защитным механизмом против виру-
сов и  патогенов. Это узкое место можно прео-
долеть путем коэкспрессии супрессоров PTGS 
[67]. Многие вирусы растений кодируют генные 
продукты, которые способны подавлять PTGS, 
однако их способ действия и  активность могут 
варьироваться в  зависимости от  семейства ви-
русов. Мощным подавителем замолкания генов 
считается белок p19, кодируемый геном вируса 
томата Cymbidium ringspot (CymRSV), который 
повышает уровни транзиентной экспрессии 
у различных видов растений путем секвестрации 
siRNA и предотвращения их ассоциации с ком-
плексом RISC [61, 62].

Другое направление исследований направ-
лено на  усовершенствование технологии ва-
куумной инфильтрации. Например, авторами 
модифицирована процедура вакуумной инфиль-
трации листовых дисков, которая включает в себя 
вытягивание поршня шприца для создания не-
большого вакуума [68]. Исследователями был 
разработан специальный метод агрофильтрации 
для достижения высокого уровня экспрессии пе-
реносимых генов в  течение 5 дней. Этот метод 
включает инъекцию интересующего гена в  гра-
ницы раздела между адаксиальным эпидермисом 
и мезофиллом с помощью пластикового шприца 
с  иглой. Это приводит к  образованию пузырь-
ка агрофильтрации (площадью примерно 1 см2) 
с высоким содержанием агробактерий, несущих 
интересующий ген, который инфильтрируется 
в  клетки эпидермиса. Предложен новый метод 
агрофильтрации на основе распыления – это тех-
нология, которая применима без использования 
вакуумной камеры [69]. Метод инфильтрации 
на  основе отдельных листьев также разработан 
для решения проблемы некроза, фотообесцве-
чивания, потемнения и гибели клеток в резуль-
тате старения в интактных листьях [70].

Эффективность транзиентной экспрессии 
зависит не  только от  компонентов экспресси-
онной кассеты, но  и  от дополнительных ус-
ловий: используемого штамма агробактерий 
и  плотности его культуры для агроинфиль-
трации; химических добавок в  жидкой среде 

Рис. 4. Основные направления исследований с  ис-
пользованием транзиентной экспрессии генов 
в  растениях. Доставка генных конструкций в  рас-
тительные системы с использованием разных мето-
дических подходов расширяет экспериментальные 
возможности исследователей в  области функцио-
нальной геномики растений. ББВ – белок-белковое 
взаимодействие.
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для  агроинфильрации; вида и  возраста расте-
ния, условий выращивания (в том числе и после 
агроинфильрации) [14, 61]. Следует отметить, 
что, хотя оценка факторов и условий, обеспечи-
вающих более эффективную транзиентную экс-
прессию, в основном, основана на методах проб 
и ошибок, теоретическое обоснование для неко-
торых из них представлено.

В недавнем исследовании сравнили три 
распространенных лабораторных штамма 
на  эффективность транзиентной экспрессии 
репортерного гена у  N. benthamiana. Эти штам-
мы представляли три из четырех типов исполь-
зования опина: октопин (LBA4404), нопалин 
(C58C1) и сукцинамопин (AGL1) и члены, про-
исходящие из  изолятов-предшественников ди-
кого типа C58 (AGL1 и C58C1) и Ach5 (LBA4404). 
Из протестированных штаммов Agrobacterium 
гипервирулентный штамм AGL1 показал наи-
высшую эффективность при транзиентной 
экспрессии. Это позволяет предположить, что 
AGL1 обладает более агрессивной предрасполо-
женностью к  инфекции, или, возможно, более 
эффективным механизмом переноса Т-ДНК, 
кодируемым бактериями, по сравнению с двумя 
другими штаммами [61]. Схожие исследования 
проведены и для других видов растений [14, 71].

Усилить эффективность трансфекции мож-
но за счет подбора плотности культуры агробак-
терий и химических добавок в жидкой среде для 
агроинфильрации. Например, для N. benthamiana 
показано, что слишком разбавленная культура 
может привести к  низкому соотношению бак-
терий к клеткам-мишеням, и это может вызвать 
снижение частоты трансформации, тогда как 
концентрированные бактериальные культуры 
могут способствовать усиленному росту бакте-
рий и  вызвать чрезмерное повреждение тканей 
[61]. На тех же модельных растениях убедительно 
продемонстрировано, что ацетосирингон, анти-
оксидант липоевая кислота и поверхностно-ак-
тивное вещество Плюроник F-68 значительно 
повышают эффективность транзиентной экс-
прессии целевого гена. Хотя неясно, как именно 
функционируют эти соединения, предполагает-
ся, что они снижают поверхностное натяжение 
среды для совместного культивирования и, воз-
можно, устраняют определенные вещества, ко-
торые ингибируют прикрепление клеток, чтобы 
улучшить бактериальную инвазию и, в  конеч-
ном итоге, доставку Т-ДНК [61].

Согласно имеющимся экспериментальным 
данным, возраст растений или их органов, на-
пример, листьев, может в значительной степени 
оказывать влияние на эффективность транзиент-
ной экспрессии. В настоящее время убедительно 
продемонстрировано, что в  экспериментах для 
транзиентной экспрессии лучше использовать 
листья более молодого возраста, но, посколь-

ку они, как правило, очень маленькие, выби-
рают второй, третий и  четвертый лист сверху. 
Дополнительно рекомендуется не  использовать 
для транзиентной экспрессии листья растений, 
которые цветут. Такие рекомендации основа-
ны на  снижении транскрипции и  трансляции 
клетки-хозяина в листьях более старого возраста 
и при цветении растений, что и ставит под угрозу 
эффективность экспрессии целевого гена [71].

В недавнем исследовании показано, что 
применение теплового шока всего растения 
(N.  benthamiana) через 1-2 дня после агроин-
фильтрации приводило к  значительному (в че-
тыре-пять раз) увеличению эффективности 
экспрессии репортерного гена [71]. Причиной 
такого положительно влияния этого фактора мо-
жет быть активация экспрессии белков теплового 
шока и шаперонов, поскольку хорошо известно, 
что такие белки активируются в  растительных 
клетках в  ответ на  экстремальные температуры 
и другие абиотические стрессы для поддержания 
клеточного гомеостаза [71] и способствуют пра-
вильному конформационному сворачиванию 
нативных белков, связываясь с реакционноспо-
собными поверхностями частично свернутых 
белков и  эффективно изолируя их активные 
сайты. Это ограничивает взаимодействие между 
частично свернутыми интермедиатами, предот-
вращает агрегацию и деградацию окончательно 
неправильно свернутых белков, эффективно за-
щищая их от окислительного стресса [61].

Несмотря на  определенные успехи в  обе-
спечении эффективной транзиентной экспрес-
сии целевых последовательностей в  растениях, 
включая подбор супрессоров сайленсинга вирус-
ных генов, агробактериальных штаммов, усло-
вий агроинфильтрации и роста растений, следу-
ет отметить, что транзиентная сверхэкспрессия 
целевого гена может просто исчерпать возмож-
ности механизма транскрипции и  трансляции 
клеток-хозяев, тем самым подвергая риску об-
щую эффективность экспрессии. Следователь-
но, дальнейшие исследования, направленные 
на  разработку дополнительных молекулярных 
инструментов, способных преодолеть негатив-
ные последствия временной экспрессии, имеют 
первостепенное значение для технического про-
гресса и  будут способствовать более широкому 
использованию этого метода исследования.

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания Министерства науки и  высше-
го образования Российской Федерации (тема 
№ 122042700043-9).

Настоящая статья не  содержит каких-либо 
исследований с участием людей в качестве объ-
ектов исследований. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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В последнее десятилетие широкое распространение получили моноклональные антитела (МКА) 
в качестве диагностических и терапевтических препаратов. Их основное преимущество заклю-
чается в высокой специфичности, низкой токсичности и, соответственно, более высокой безо-
пасности при лечении инфекционных и  онкологических заболеваний. Широкие возможности 
использования МКА привели к активной разработке технологий их производства. В обзоре опи-
сываются преимущества растительных систем для наработки МКА по сравнению с традицион-
ными системами экспрессии. Особое внимание уделяется исследованиям, направленным на уве-
личение уровня экспрессии рекомбинантных МКА, приближение профиля гликозилирования 
к белкам человека, а также на отработку технологических особенностей, позволяющих добиться 
конкурентоспособности МКА растительного происхождения. Отдельный раздел посвящен успе-
хам, достигнутым в этой области. В заключительной части рассмотрены перспективы исследова-
ний, связанные с получением МКА растительного происхождения с улучшенными свойствами.
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ВВЕДЕНИЕ

Моноклональные антитела (МКА) пред-
ставляют собой белки, близкие по  структуре 
к иммуноглобулинам – белкам крови, участву-
ющим в  защите организма от  инфекционных 
заболеваний. Препараты на  основе МКА яв-
ляются наиболее дорогостоящими, высокотех-
нологичными и  перспективными лекарствен-
ными средствами. По данным аналитической 
компании Fortune Business Insights, ожида-
ется, что к  2028  г. объем рынка терапии МКА 
достигнет 451.89 млрд долларов США при сред-
негодовом темпе роста 14.1% в  период 2021–
2028 гг. (https://www.fortunebusinessinsights.com/
monoclonal-antibody-therapy-market-102734) [1]. 
В  основном МКА применяются для лечения 
онкологических и аутоиммунных заболеваний, 

	 Сокращения: МКА – моноклональные антитела.

часто в комбинации со стандартным лечением 
для повышения его эффективности. Основное 
их преимущество заключается в  низкой ток-
сичности и, соответственно, более высокой 
безопасности применения. Российский рынок 
лекарственных препаратов на  основе МКА 
интенсивно развивается, однако на  90% пред-
ставлен импортными препаратами (например, 
Герцептин, Авастин, Мабтера производства 
La Roche, Франция).

Несмотря на значительный прогресс в полу-
чении МКА в растительных системах в послед-
ние годы, их мировое промышленное производ-
ство все еще находится в зачаточном состоянии. 
Потенциальная коммерциализация требует 
дальнейшей оптимизации производственных 
платформ, увеличения выхода продукции 
и улучшения последующей обработки для повы-
шения конкурентоспособности по  сравнению 
с другими системами [2].
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Нормативные аспекты являются еще одним 
важным вопросом, поскольку рекомбинантные 
белки, полученные из  растений, называются 
“биоаналогами”, т.е. они отличаются от исходного 
фармацевтического продукта с точки зрения ор-
ганизма-хозяина и  процесса производства [3]. 
Следовательно, требуются дополнительные кли-
нические исследования для рассмотрения неко-
торых конкретных аспектов, таких как иммуно-
генность, возникающая из-за присутствия белков 
из  растения-хозяина в  очищенных продуктах. 
Гликоинженерия клеточного аппарата расти-
тельного типа может обеспечить гуманизацию 
антител и  таким образом снизить возможные 
иммуногенные ответы. Последние достижения 
в  инструментах редактирования генома, таких 
как ZFN, TALEN или система CRISPR/Cas [4], 
позволили разработать методы наработки МКА 
растительного происхождения с  улучшенными 
физико-химическими, фармакокинетическими 
и фармакодинамическими свойствами, получив-
шие название “биобеттеры” (англ. biobetters) [5]. 
Целью данного обзора является анализ особен-
ностей, проблем и преимуществ рекомбинатных 
МКА, синтезируемых в  растительных системах. 
Будут рассмотрены практические успехи в  этой 
области и пути их достижения.

СТРУКТУРА МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ

Антитела  – это гликопротеины, продуци-
руемые иммунной системой человека и  других 
позвоночных. Они эффективно распознают 
и связывают антигены-мишени, к которым име-
ют сродство и специфичность. Эта способность 
делает антитела чрезвычайно полезными в био-
логических исследованиях, клинической диа-
гностике, а  также в  иммунотерапии различных 
заболеваний, в том числе онкологических [6].

Антитела состоят из 4 субъединиц: двух иден-
тичных легких (L) и  двух идентичных тяжелых 
цепей (H), соединенных дисульфидными свя-
зями (рис. 1). Каждая из  этих цепей имеет кон-
стантные домены с  постоянной структурой (CL 
и  CH) и  вариабельные домены, имеющие спец-
ифическое строение в  зависимости от  особен-
ностей антигена (VL и VH). Вариабельные и кон-
стантные домены предназначены для связывания 
антител со  специфическими антигенами, пре-
дотвращения проникновения патогенов и  их 
токсинов в  клетки. Эти домены также участву-
ют в  привлечении различных иммунных моле-
кул и  клеток для нарушения функций антигена 
и уничтожения опухолевых клеток или патогенов. 
Антитела расщепляются протеиназой папаином 
на  два Fab-фрагмента и  один Fc-фрагмент. Оба 
Fab-фрагмента (англ. antigen binding fragment  — 
антигенсвязывающий фрагмент) состоят соот-

ветственно из одной L-цепи и N-концевой части 
H-цепи. Изолированные Fab-фрагменты сохра-
няют способность связывать антиген. Fс-фраг-
мент (англ. fragment crystallizable — способный 
кристаллизоваться) состоит из  С-концевой по-
ловины обеих H-цепей. Fc-области несут высо-
коконсервативный сайт N-гликозилирования, 
который необходим для активности, опосредо-
ванной Fc-рецептором [7]. В  каждой молекуле 
иммуноглобулина существует, по  крайней мере, 
два идентичных антигенсвязывающих центра. 
Эта бивалентность позволяет антителам пере-
крестно связывать антигены с  двумя или более 
антигенными детерминантами. Подвижность 
плеч молекулы дает ей возможность связываться 
одновременно с  антигенными детерминантами, 
находящимися на  разных расстояниях. Наличие 
шарнирной области в  тяжелой цепи обеспечи-
вает конформационную гибкость молекулы им-
муноглобулина, позволяя обоим антигенсвязы-
вающим центрам действовать независимо друг 
от друга при взаимодействии с антигенными де-
терминантами. 

Антитела подразделяются на пять групп в со-
ответствии с  их структурой, физико-химиче-
скими и иммунологическими свойствами: IgM, 
IgG, IgA, IgD и  IgE. Антитела этих пяти групп 
имеют различные Fc-области, а некоторые – бо-
лее сложную, чем описанная выше, структуру. 
Для терапии, главным образом, используют IgG. 
Группы антител IgA и IgM играют важную роль 
в  защите слизистых оболочек желудочно-ки-

Рис. 1. Структура IgG: CH, СL – домены концевых 
аминокислотных последовательностей констант-
ных цепей; VH, VL – домены концевых аминокис-
лотных последовательностей вариабельных цепей; 
Fab-фрагмент  – антигенсвязывающий фрагмент; 
Fc – кристаллизующийся фрагмент.
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шечного, мочеполового и  дыхательного путей, 
а также присутствуют в слезной жидкости, слюне 
и молоке [8]. Растущие знания об антителах IgA 
и  IgM открывают возможность их использова-
ния в качестве потенциальных биотерапевтиче-
ских, иммунотерапевтических средств, а  также 
для вакцинации через слизистые оболочки [9]. 
Помимо полноразмерных антител, в экспресси-
онных системах нарабатываются и более мелкие 
их фрагменты, способные связываться с  анти-
геном, например, разнообразные одноцепочеч-
ные фрагменты scFv (англ. single-chain variable 
fragment), состоящие из  вариабельных доменов 
тяжелых и легких цепей IgG и IgM, подобных че-
ловеческому VH-домену, а также мультимерные 
scFv – диатела, триатела и тетратела [10].

ИСТОРИЯ СОЗДАНИЯ И ОСОБЕННОСТИ 
ЭКСПРЕССИИ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 

АНТИТЕЛ В РАСТИТЕЛЬНЫХ СИСТЕМАХ

Исследования растительных вирусов, про-
веденные в  Институте Макса Планка в  Кель-
не в  начале 1980 гг., вдохновили F. Kreuzaler 
на  разработку концепции устойчивости расте-
ний к болезням посредством экспрессии спец-
ифических для патогенов антител. Поначалу 
сборка в  растительной клетке полноразмерно-
го антитела, состоящего из двух тяжелых и двух 
легких цепей, представлялась маловероятной 
в отсутствие шаперонов млекопитающих. Одна-
ко Kreuzaler с соавт. [11] провели эксперименты 
на  модельном объекте Acetabularia mediterranea 
(A. acetabulum по современной классификации) 
и  подтвердили образование полноразмерного 
антитела после инъекции в ядра A. mediterranea 
кДНК, кодирующих тяжелую и легкие цепи мы-
шиного IgM. Из генов, кодирующих антитела, 
они удалили последовательности, кодирующие 
N-концевой сигнальный пептид, обеспечива-
ющий заякоривание пептида в  эндоплазмати-
ческом ретикулуме, чтобы позволить реком-
бинантным белкам накапливаться в  цитозоле. 
Образование в клетке собранного антитела под-
твердили с  использованием антиидиотопного 
антитела, которое специфически связывается 
с собранной целой молекулой иммуноглобули-
на, но не с тяжелой и легкой цепями отдельно. 
Эта новаторская работа впервые продемон-
стрировала, что растительные клетки обладают 
способностью продуцировать сложные мульти-
мерные белки млекопитающих [11]. В дальней-
шем функциональное полноразмерное анти-
тело IgG1 мыши было получено в трансгенных 
растениях табака [12]. Первоначальные успехи 
способствовали развитию дальнейших иссле-
дований по разработке производственных плат-
форм, основанных на  различных видах расте-
ний, целых растениях, тканевых и  клеточных 

культурах, а также стратегиях экспрессии, вклю-
чая стабильную и  транзиентную [13]. Несмо-
тря на  интерес со  стороны фармацевтических 
компаний, лишь немногие из  этих исследова-
ний способствовали получению коммерческих 
продуктов, однако использование растений для 
производства МКА по-прежнему представляет-
ся весьма перспективным. 

Детально охарактеризованная структура 
МКА и  молекулярные механизмы, лежащие 
в  основе их огромного разнообразия, позво-
ляют разрабатывать технологии получения ре-
комбинантных антител для применения в меди-
цине, сельском хозяйстве и  промышленности. 
В  отличие от  других рекомбинантных белков, 
продукция МКА требует одновременной экс-
прессии двух генов, кодирующих легкие и  тя-
желые цепи, и правильной сборки всех четырех 
цепей с помощью дисульфидных связей. Из-за 
автономной экспрессии существовали трудно-
сти в контроле относительного уровня экспрес-
сии этих генов даже при условии использова-
ния идентичных регуляторных элементов [14]. 
Вариабельность в соотношении легких и тяже-
лых цепей затрудняет сборку функциональных 
МКА и влияет на уровень их синтеза и функци-
ональность [15]. Разработаны несколько прие-
мов выравнивания экспрессии двух или более 
трансгенов в одном и том же трансгенном рас-
тении. Для этого использовали скрещивание 
половым путем растений, каждое из  которых 
несет разные трансгены [16], котрансформацию 
трансгенов одновременно или последователь-
но [17] и инсерцию тандемного массива из не-
скольких трансгенов, каждый со  своим соб-
ственным промотором и терминатором в одном 
и  том же векторе экспрессии [18, 19]. Общим 
недостатком этих стратегий является большой 
разброс уровней экспрессии разных трансге-
нов. Для преодоления этой проблемы была 
предложена экспрессия нескольких трансгенов 
под контролем одного промотора. Для соедине-
ния трансгенов были адаптированы несколько 
линкеров (в основном вирусного происхож-
дения), таких как чувствительная к  протеазе 
линкерная последовательность [20], последова-
тельность внутреннего сайта входа в рибосомы 
(IRES) [21], последовательность, кодирующая 
NIa протеазу [22], и наиболее популярный в на-
стоящее время саморасщепляющийся пептид 
2А (F2A) из вируса ящура [23]. Предполагалось, 
что наличие дополнительных 18–21 аминокис-
лот [24] в  последовательности целевых белков 
могут нарушить их фолдинг и  посттрансляци-
онную модификацию [25]. Однако Chen с соавт. 
[26] показали, что при использовании линкера 
2А осуществляется синтез биоактивных МКА 
бевацизумаба в  трансгенном каллусе риса. Ре-
зультаты Lin [23] демонстрируют, что линкер 
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2A, связывающий мультицистронные последо-
вательности, стабильно наследуется при поло-
вом размножении, обеспечивая ожидаемо более 
высокий выход рекомбинантного белка в гомо-
зиготных генерациях.

СУБКЛЕТОЧНАЯ ЛОКАЛИЗАЦИЯ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

Субклеточная локализация оказывает зна-
чительное влияние на структуру, стабильность 
и выход рекомбинантных белков, экспрессиру-
емых в  растениях. В  частности, при изучении 
локализации рекомбинантного LTB (термо-
лабильный энтеротоксин B E. coli) в  клетках 
кукурузы [27] продемонстрирована необхо-
димость определения внутриклеточной ло-
кализации рекомбинантных белков. Это осо-
бенно важно для мультимерных белков, таких 
как МКА, которые для построения нативной 
конформации должны сначала сформировать 
трехмерную структуру, а затем собраться в ком-
плексы. Стратегия, широко используемая при 
синтезе рекомбинантных МКА, заключается 
в их транспорте в эндоплазматический ретику-
лум (ЭПР), в  котором локализовано большое 
количество молекулярных шаперонов. В  ЭПР 
белки сворачиваются и  собираются в  мульти-
мерные комплексы. Транспорт осуществляется 
с помощью транзитных сигнальных пептидов. 
В некоторых случаях сигналы содержат корот-
кие общие пептидные метки, такие как KDEL 
и  HDEL, связывающиеся со  специфическими 
рецепторами и обеспечивающие заякоривание 
белков в ЭПР [28]. Удерживание в ЭПР обыч-
но позволяет увеличить накопление МКА, 
а  также предотвращает их гликозилирование 
по  растительному типу, которое может вызы-
вать иммунный ответ при использовании МКА 
парентерально. С другой стороны, МКА, удер-
живаемые в  ЭПР, имеют высокое содержание 
маннозы, что также нежелательно с  фармаки-
нетической точки зрения. 

Известно, что в  отсутствии каких-либо до-
полнительных сигналов о  сортировке, белки 
из ЭПР по умолчанию секретируются в апопласт 
[29]. Однако если белок содержит специфиче-
ский сигнал, то он может быть направлен в аль-
тернативные внутриклеточные компартмен-
ты, например, вакуоль. При изучении синтеза 
sIgA/G в растительных клетках установили, что 
секреция этого рекомбинантного антитела была 
медленной, и спустя 24 ч из клетки секретирова-
лось лишь 10% вновь синтезированных молекул 
иммуноглобулинов. При этом основная часть 
sIgA/G и  продукты его распада транспортиро-
вались в вакуоли [30]. Исследование механизма 
доставки и накопления sIgA/G в вакуолях обна-
ружило, что удаление 18 С-терминальных ами-

нокислот тяжелой цепи IgA/G-комплекса при-
водило к нарушению транспорта его в вакуоли. 
В “разобранном” виде легкая цепь эффективно 
транспортировалась из  клетки в  виде мономе-
ров. Таким образом, был сделан вывод о  лока-
лизации сигнала сортинга в вакуоль в хвостовой 
части гибридной γ/α цепи [31]. Зависимость вну-
триклеточного транспорта от конформации бел-
ка, олигомерного состояния и структуры любых 
присоединенных углеводов показана в  работе 
Ellgaard с соавт. [32].

Субклеточную локализацию гетеромульти-
мерных белковых комплексов и  секреторно-
го IgAGuy’s 13 изучали в  клетках эндосперма 
трансгенного риса [33]. Показано, что не  свя-
занные в  ансамбли тяжелые и  легкие цепи ак-
кумулируются в виде белковых телец в ЭПР или 
в  белок-запасающих вакуолях, где их содержа-
ние значительно варьирует. МКА, имеющие 
правильный фолдинг, преимущественно нака-
пливаются в белок-запасающих вакуолях. 

Хлоропласты привлекают внимание иссле-
дователей как компартменты с  альтернативной 
системой окислительных реакций для образо-
вания дисульфидных связей и  приобретения 
правильной структуры сложных МКА. Кроме 
того, рекомбинантные МКА инкапсулируют-
ся мембранами хлоропластов и  эффективно 
изолируются от  цитозольных протеаз, которые 
более распространены и  разнообразны, чем 
те, которые обнаружены в  хлоропластах. Бел-
ки, которые кодируются ядром, синтезируются 
в цитозоле и должны быть локализованы в хло-
ропластах, содержат транзитные пептиды, состо-
ящие из  последовательных сигналов для входа 
в систему импорта TIC/TOC внешней двойной 
мембраны хлоропласта и  сигнал нацеливания 
на  тилакоиды или строму. В  работе Chin-Fatt 
с  соавт. [34] разработана стратегия инкапсули-
рования IgA в хлоропластах кормовых растений 
как часть рецептуры корма, предназначенного 
для пассивной иммунизации скота против энте-
ротоксигенной E. coli. Показано, что направле-
ние рекомбинантных МКА в  просвет тилакои-
дов может оказаться перспективной стратегией 
не только для повышения выхода рекомбинант-
ных белков, но  и  способствовать альтернатив-
ным методам очистки. Неповрежденные хлоро-
пласты можно легко выделить из неочищенных 
экстрактов с  помощью низкоскоростного цен-
трифугирования [35].

Синтез МКА непосредственно в  хлоропла-
стах имеет некоторые преимущества: это от-
сутствие эффекта положения, отсутствие за-
молкания генов, высокий уровень накопления 
продукта, а  также минимизация экологических 
рисков при использовании целых трансгенных 
растений. В  хлоропластах рекомбинантные ан-
титела приобретают правильную конформа-
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цию с  образованием дисульфидных связей. 
Однако ограниченность посттранскрипцион-
ных модификаций не  позволяет использовать 
хлоропласты для синтеза большей части МКА. 
В  настоящее время разработана экспрессия 
в хлоропластах моноклональных больших одно-
цепочечных (lsc) антител против гликопротеина 
D вируса простого герпеса [36]. Транспластом-
ная трансформация растений представляется 
многообещающей возможностью накопления 
рекомбинантных иммунотоксинов (РИТ) в ком-
партменте, который отделяет продукт от потен-
циальных молекулярных мишеней. Однако этот 
способ получения связан с ограниченными по-
сттрансляционными модификациями и  более 
трудоемким процессом создания транспластом-
ных линий растений [37].

ЗНАЧЕНИЕ ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЯ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

И ВОЗМОЖНОСТИ ГЛИКОИНЖЕНЕРИИ 
РАСТЕНИЙ

Особенности гликозилирования белка мо-
гут влиять на  его фолдинг, агрегацию, устой-
чивость к  протеолитической деградации, рас-
творимость, транспорт, а  также изменять его 
функциональную активность и  иммуноген-
ность. В  настоящее время терапевтические 
МКА обычно получают в  клеточных системах 
млекопитающих, которые генерируют смесь 
примерно 5–9 различных гликоформ [38]. Учи-
тывая факт, что отдельные гликоформы имеют 
различную функциональную активность, такая 
смесь потенциально может содержать молеку-
лы антител с  ограниченной активностью или 
без нее. Однако если доля гипогликозилиро-
ванных антител в  препаратах, произведенных 
в HEK‑системе (Human Embryonic Kidney 293), 
довольно низка, то  при производстве в  расти-
тельной системе она может достигать 21–35%. 
В  связи с  этим требуется тщательный анализ 
профиля гликозилирования МКА для терапев-
тического использования. 

Влияние определенного профиля глико-
зилирования на  связывающую активность ре-
комбинантных антител анализировали в  рабо-
те Stelter с  соавт. [39]. VRC01, нейтрализующее 
антитело к  ВИЧ, было экспрессировано в  рас-
тениях в  различных форматах гликозилирова-
ния. Установлено, что при гликозилировании 
по растительному типу антитела имели 30-крат-
ное снижение аффинности с рецептором FcγRI 
по сравнению с аналогичными антителами, про-
изведенными в  клеточной культуре HEK. Уда-
ление Fc-гликанов путем мутагенеза привело 
к полному нарушению связывания. Однако ин-
женерия растительных гликанов с удалением ко-
ровой фукозы и ксилозы существенно улучшила 

аффинность антител растительного происхож-
дения и восстановила связываемость с соответ-
ствующими рецепторами (FcγRIIa и  FcγRIIb). 
Влияние удаления фукозы на  связываемость 
с рецепторами антител, синтезированных в рас-
тительных системах или в системах клеток мле-
копитающих, наблюдалось и  ранее и  является, 
вероятно, результатом стерического изменения 
в  гликанах в  сайте связывания с  рецепторами. 
Добавление концевых остатков β-1,4-галактозы 
к  антителам с  удаленными остатками фукозы 
и  ксилозы не  привело к  дальнейшему улучше-
нию их взаимодействия с рецепторами. 

Известно также, что гликопротеины, проду-
цируемые другими организмами, могут действо-
вать как эпитопы в  организме человека и  при-
водить к  нежелательным иммунным реакциям 
[40]. Гликоинженерные подходы к  настройке 
профилей гликозилирования предоставляют 
возможность минимизировать иммуногенный 
потенциал гликопротеинов, в  частности МКА, 
растительного происхождения. В  настоящее 
время основные усилия в гликоинженерии рас-
тений сосредоточены на  сочетании приемов, 
обеспечивающих ингибирование биосинтеза 
растительных гликоэпитопов с  последующим 
переносом в  растительный геном генов глико-
зилтрансфераз млекопитающих. Это дает воз-
можность максимально приблизить процесс 
гликозилирования рекомбинантных белков, 
синтезируемых в  растительных системах экс-
прессии, к процессам, происходящим в клетках 
человека.

Попытки выделить одну гликоформу из  ге-
терогенной смеси гликовариантов с  помощью 
аффинной хроматографии имели ограничен-
ный успех [41], а  очистка одной гликоформы 
в настоящее время вообще не осуществима [42]. 
Для снижения гетерогенности гликозилирова-
ния МКА разрабатываются различные подходы, 
включая использование гликан-модифицирую-
щих ферментов in vitro [43] и генетическую мо-
дификацию [44]. Растения представляют собой 
привлекательное решение для производства 
высокогомогенных МКА с  определенным ста-
тусом гликозилирования [45]. Гликоинженер-
ная линия растений обычно производит весьма 
однородные гликоформы [46]. Антитела VRC01, 
генерируемые в ΔXF Nicotiana benthamiana, син-
тезировались в  виде единственной гликофор-
мы. Как правило, инактивация эндогенных 
гликозилтрансфераз у растений приводит к бо-
лее чем 80% чистоте гликоформ [47]. Разрабо-
танная платформа на основе гликоинженерных 
трансгенных растений способна продуцировать 
антитела без фукозы и ксилозы, в которых 90% 
молекул несут галактозилированные N-гли-
каны, включая 60% бигалактозилированных 
структур [48]. 
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ЭКСТРАКЦИЯ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ ИЗ РАСТИТЕЛЬНЫХ 
ПРЕПАРАТОВ И ИХ ОЧИСТКА

Большое внимание в разработке технологий 
получения МКА в растительных системах уделя-
ется процедуре выделения и  очистки рекомби-
нантных белков. В настоящее время технологии 
DSP (DSP  – downstream processing) включают 
центрифугирование, фильтрацию, флокуляцию 
и различные интегрированные методы для раз-
деления твердой и  жидкой фаз, очистку и  кон-
центрацию белка. При масштабном произ-
водстве отдается предпочтение более общим 
и разработанным технологиям, таким как мем-
бранная очистка, хроматография и  осаждение 
при нагревании или изменении pH, уже приме-
няемым в работах с микробными платформами 
и  клетками млекопитающих. Эти технологии 
должны быть адаптированы к  специфическим 
растительным сопутствующим загрязнениям 
(волокна, масла, полифенолы и  органические 
кислоты) [49].

Очистка МКА может производиться с  по-
мощью их слияния с  различными субстратами, 
например, с  олеозином, эластиноподобными 
полипептидами, гидрофобинами и пр. Техноло-
гия слияния была разработана для аффинного 
захвата рекомбинантных антител посредством 
экспрессии на  поверхности липидных телец 
слитого олеозин-белок А. Данный метод был 
использован для очистки МКА трастузумаба, 
транзиентно экспрессируемого в N. benthamiana, 
с  извлечением 70–75% [50]. Слияние белка L 
или белка G с целлюлозосвязывающим доменом 
использовали для очистки антител на целлюлоз-
ных носителях [51]. Благодаря уникальным по-
верхностно-активным свойствам, гидрофоби-
ны способны изменять гидрофобность своего 
партнера по слиянию, например, рекомбинант-
ного МКА, что обеспечивает эффективную 
очистку с  использованием водной двухфазной 
системы на  основе поверхностно-активного 
вещества. При этом продемонстрировано, что 
слияние с  гидрофобинами может увеличивать 
накопление целевых белков в растениях в связи 
со снижением токсичности данных соединений 
по  сравнению со  свободным рекомбинантным 
белком [52]. 

Необходимо отметить также, что основой 
образования функциональных МКА является 
правильная укладка отдельных цепей с  после-
дующей их точной сборкой. Это обеспечивает 
функциональность гетеротетрамерным глико-
протеинам. МКА с неправильной конформаци-
ей разлагаются внутренней системой контроля 
качества белков клетки-хозяина, что приводит 
к низким выходам продукта. Кроме того, анти-
тела с неправильной конформацией не способ-

ны эффективно взаимодействовать со  своим 
антигеном-мишенью или опосредовать эффек-
торные функции. Они имеют неблагоприятную 
фармакокинетику и  склонны к  агрегации. По-
мимо этих биологических ограничений, очистка 
рекомбинантных МКА, загрязненных агрегиро-
ванными или неправильно свернутыми МКА, 
создает серьезные препятствия для последую-
щей обработки терапевтических молекул и в на-
стоящее время является предметом многочис-
ленных исследований [53].

Все описанные стратегии применимы также 
для синтеза МКА с  использованием суспензи-
онных культур растительных клеток, секрети-
рующих целевые белки в  питательную среду. 
В случае, если рекомбинантные МКА транспор-
тируются во  внутриклеточные компартменты 
для осуществления посттрансляционных моди-
фикаций или для повышения их стабильности, 
требуется экстракция рекомбинантных белков. 
Она заключается в  разрушении растительной 
ткани и  последующих очистках как от  твердых 
частиц, так и  от многочисленных сопутствую-
щих загрязняющих растворимых веществ [54].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ ПЛАТФОРМ ДЛЯ 

СИНТЕЗА МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

Для получения МКА в  молекулярном фер-
мерстве до последнего времени преимуществен-
но использовались целые растения с  примене-
нием либо транзиентной экспрессии с помощью 
вирусных или невирусных векторов, либо ста-
бильной трансформации трансгенами, наце-
ленными на ядерный или хлоропластный геном. 
Преимущества стабильной ядерной трансфор-
мации заключаются в  наследуемости трансге-
на, позволяющей создать посевной материал 
для будущего использования, и  возможности 
выращивания трансгенных растений в полевых 
условиях с  применением уже имеющихся агро-
технических схем и  приемов, а  следовательно, 
с  почти неограниченной масштабируемостью 
при минимальных затратах. Однако создание 
и  характеристика стабильных трансгенных ли-
ний  – дорогостоящий и  трудоемкий процесс. 
Среди сопутствующих проблем наиболее серьез-
ными являются замолкание генов, эффекты по-
ложения и экологические проблемы, связанные 
с ГМО. 

Транзиентная экспрессия 

N. benthamiana  – наиболее распространен-
ное растение, используемое для транзиентной 
экспрессии. Оно легко поддается генетической 
трансформации и  быстро нарабатывает боль-
шие объемы биомассы для масштабного про-
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изводства. Существуют две основные стратегии 
переноса трансгенов в  клетки растений-хозя-
ев для биопродукции: невирусные и  вирусные. 
Экспрессия на  основе невирусных векторов 
с  использованием обычных векторов экспрес-
сии растений обеспечивает быстрое накопление 
рекомбинантных белков в листьях, обычно через 
2–4 дня после инфильтрации, с  выходом белка 
0.1–200 мкг/г [55]. Процесс вирусной экспрес-
сии занимает около 2 недель, но обычно обеспе-
чивает более высокие уровни рекомбинантного 
белка (до 5.0 мг/г на примере GFP) [56]. Неко-
торые эффективные платформы экспрессии 
на основе вирусных векторов – это Geneware® 
(Kentucky BioProcessing LLC) и  magnICON® 
(Icon Genetics) (репликон РНК вируса табачной 
мозаики TMV) и система экспрессии геминиви-
русов (репликон ДНК вируса желтого карлика 
фасоли BeYDV) (Университет штата Аризона) 
[57–59]. Транзиентные системы обеспечивают 
также возможность одновременной коэкспрес-
сии нескольких генов для выработки сложных 
белков, в  частности МКА [60]. Многочислен-
ные МКА, особенно те, которые предназначе-
ны для лечения внезапных вирусных эпидемий, 
например, вспышки лихорадки Эбола, тяжелого 
острого респираторного синдрома или панде-
мии коронавирусной инфекции и гриппа, были 
успешно получены в  системах транзиентной 
экспрессии [61–63].

Культура бородатых корней

Культура бородатых корней (HR) обладает 
рядом достоинств, таких как генетическая ста-
бильность, рост в стерильных условиях, быстрое 
накопление биомассы и возможность секретиро-
вания гетерологичных белков в  культуральную 
среду. С  другой стороны, низкие выходы белка 
(в диапазоне мг на литр культуры) и трудности 
в  организации крупномасштабного производ-
ства в биореакторах являются основной пробле-
мой для будущей эксплуатации этой платформы. 
Тем не менее, есть примеры различных классов 
гетерологичных белков, в  частности МКА [64], 
которые были успешно продуцированы в  HR. 
Первым биофармацевтическим белком, кото-
рый был экспрессирован в HR в 1997 г., явилось 
МКА анти-Streptococcus mutans Guy’s 13, успеш-
но секретированное в культуральную среду [65]. 
В настоящее время описано получение противо-
ракового МКА M12, экспрессируемого в культу-
ре HR N. tabacum [66]. В этой работе разработан 
оптимизированный протокол культивирования, 
увеличивающий выход антител в  30 раз и  обе-
спечивающий секрецию около 57% получен-
ных антител M12 в культуральную среду. Анализ 
очищенных МКА показал, что они обладают 
типичным паттерном растительного гликозили-

рования, который может представлять серьез-
ную проблему для использования таких МКА 
в  терапии заболеваний человека. В  последнее 
время для производства терапевтических МКА 
используются гликоинженерные культуры HR 
N. benthamiana, в  которой гены β(1,2)-ксило-
зилтрансферазы и  α(1,3)-фукозилтрансферазы 
были отключены при использовании РНК-ин-
терференции [67]. МКА CD20, анти-тенасцин 
С и иммуноцитокины, нацеленные на опухоль, 
экспрессированные в  гликоинженерной куль-
туре HR, продемонстрировали возможность 
наработки полностью функциональных про-
тивораковых МКА с  совместимым с  человеком 
профилем гликозилирования. К  тому же было 
показано, что очистку антител из культуральной 
среды HR можно проводить с  использованием 
простой двухстадийной процедуры, состоящей 
из  первого осветления среды фильтрованием 
и стадии аффинной хроматографии [67]. 

Культура мха

За последние два десятилетия мох 
Physcomitrella patens активно использовали в ка-
честве модельного вида в фундаментальных ис-
следованиях и  объекта в  биотехнологии. Клю-
чевые достоинства данной биотехнологической 
платформы – это полностью секвенированный 
геном, возможности для точной геномной ин-
женерии с помощью гомологичной рекомбина-
ции, сертифицированное GMP-производство 
в  биореакторах, успешное масштабирование 
до  500-литровых волновых реакторов, отлич-
ная гомогенность гликозилирования белка, вы-
сокая стабильность от  партии к  партии и  безо-
пасная криоконсервация для хранения элитных 
клеток. В  этой системе производится несколь-
ко белков человека в  качестве потенциальных 
биофармацевтических препаратов, в частности, 
противоопухолевые МКА [68]. В настоящее вре-
мя разработаны линии P. patens для получения 
продуктов с  паттернами N-гликозилирования, 
характерными для млекопитающих и  человека 
[69]. Такие линии перспективны для фотобио-
реакторного производства фрагментов антител 
[70], а  также терапевтических МКА с  повы-
шенной антителозависимой цитотоксичностью 
(ADCC) по сравнению с такими же продуктами, 
полученными в культурах млекопитающих. Не-
которые рекомбинантные биофармацевтиче-
ские препараты, произведенные в этих линиях, 
не только подобны тем, которые получают в си-
стемах млекопитающих, например, в  клетках 
СНО, но  и  обладают более высоким качеством 
(biobetters). Гликооптимизированные МКА 
IgG1 IGN314 были разработаны для распознава-
ния паттернов гликозилирования Lewis Y, свя-
занных с опухолью. Они оказались в 40 раз более 
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эффективным в  индукции лизиса трех разных 
линий опухолевых клеток, чем антитела, проду-
цируемые в клетках СНО [71]. В отличие от гли-
копротеинов млекопитающих, растительные об-
разцы лишены α-1,6-связанного остатка фукозы 
в  структуре N-гликана. Антитела, полученные 
в мхе и не имеющие этого углеводного фрагмен-
та, оказались более эффективны в  отношении 
ADCC, чем антитела, производимые в  CHO: 
МКА IgN314 проявляют повышенную литиче-
скую активность и могут уменьшить терапевти-
ческие дозы или, при заданной концентрации, 
лизировать более широкий спектр опухолевых 
клеток, особенно клетки с  низкой плотностью 
антигенов. Другое преимущество заключается 
в  том, что глико-оптимизированные антитела 
показали более низкие значения эффективной 
концентрации на  всех исследованных клеточ-
ных линиях и для обоих фенотипов рецепторов 
CD16158, что указывает на более высокое сродство 
к обоим фенотипам CD16158. Это взаимодействие 
позволяет снизить пороговую концентрацию, 
необходимую для инициации лизиса клеток-ми-
шеней, и, вероятно, повысить терапевтический 
эффект у  пациентов с  фенотипом низкой аф-
финности к традиционным препаратам [72]. 

В сравнении с аналогичными МКА, произве-
денными в клетках млекопитающих, экспресси-
рованные в мхе имеют правильную конфигура-
цию, сборку в ансамбли, а также не подвергаются 
деградации и  не агрегируют. Производствен-
ная система на основе мха предлагает широкие 
возможности для получения глико-оптимизи-
рованных биофармацевтических препаратов, 
включая активные терапевтические МКА без 
какой-либо адаптации N-гликанов с  помощью 
ферментативной постпроизводственной обра-
ботки in vitro.

Культуры микроводорослей и ряски

Биопроизводство рекомбинантных МКА 
на платформе микроводорослей привлекает все 
большее внимание из-за его преимуществ с точ-
ки зрения безопасности, метаболического раз-
нообразия, масштабируемости и  устойчивости. 
Первым белком млекопитающих, продуцируе-
мым в микроводоросли, было МКА против гли-
копротеина D вируса простого герпеса (ВПГ). 
Это большое одноцепочечное антитело представ-
ляет собой слитый через гибкий линкер белок, 
состоящий из полной тяжелой цепи IgA и вариа-
бельной области легкой цепи. Белок экспресси-
ровали в хлоропластах Chlamydomonas reinhardtii. 
Хотя хлоропласты не обладают механизмом гли-
козилирования белков, работа группы Mayfield 
[36] показала, что агликозилированные антитела 
в  хлоропластах водорослей способны правиль-
но складываться и  собираться с  образованием 

полноценного МКА, связывающего мишень. 
Диатомовая водоросль Phaeodactylum tricornutum 
была использована для экспрессии МКА про-
тив поверхностного антигена вируса гепатита 
B (HBsAg) как секретируемого, так и сохраняе-
мого в эндоплазматической сети [73, 74]. Синтез 
МКА IgG1 против антигена сибирской язвы 83 
(83K7C) явился первой демонстрацией того, что 
тяжелые и легкие цепи, синтезированные в од-
ном и том же хлоропласте C. reinhardtii, собира-
ются в  полноразмерное функциональное МКА 
[75]. Среди наиболее перспективных разработок 
в области производства рекомбинантных белков 
на основе микроводорослей – иммунотоксины, 
продуцируемые в  хлоропластах C. reinhardtii, 
способные оказывать цитотоксическое действие 
на В-клеточные лимфомы [76], а также антитела 
верблюда, направленные против ботулотокси-
на [77].

Компания Biolex Therapeutics (США) исполь-
зовала свою запатентованную систему экспрес-
сии белков LEX для производства растительной 
версии ритуксимаба в трансгенной Lemna minor 
Cox с соавт. [78] получили МКА без специфич-
ного для растений гликозилирования путем но-
каута эндогенных генов α-1,3-фукозилтрансфе-
разы и  β-1,2-ксилозилтрансферазы с  помощью 
РНК-интерференции в  растениях ряски L. mi-
nor. Это позволило получить N-гликаны одного 
основного вида с  более высокой антителозави-
симой клеточной цитотоксичностью и  актив-
ностью связывания с рецептором эффекторных 
клеток, чем те, которые были получены в куль-
тивируемых клетках яичника китайского хомяч-
ка (СНО). В доклинических исследованиях с ис-
пользованием яванских макак [79] сравнили это 
оптимизированное МКА, названное BLX-300, 
с  ритуксимабом, и  показали, что оно обладает 
эквивалентной активностью связывания кле-
ток-мишеней, индукцией апоптоза и усилением 
антителозависимой клеточной цитотоксичности 
против В-клеток, что позволяет предположить 
потенциальное улучшение его эффективности 
и  действенности, а  также снижение общей ци-
тотоксичности. Система LEX была приобрете-
на компанией Synthon (Нидерланды) [http://
www.marketwired.com/press-release/biolex-sells-
lex-system-to-synthon-and-initiates-sale-of-locter-
on-1653466.htm].

Суспензионные культуры  
растительных клеток

Несмотря на низкую стоимость полученных 
рекомбинантных белков при использовании 
трансгенных растений, в  настоящее время чет-
ко прослеживается тенденция переноса про-
изводства биофармацевтических препаратов 
в  системы на  основе биореакторов [80]. Куль-
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тивирование в  биореакторе полностью осво-
бождает от проблем, связанных с изменениями 
погоды, почвы, наличием вредителей и дрейфом 
трансгенов в окружающую среду. Из-за коротких 
циклов роста клеток, культивируемых в суспен-
зии, сроки, необходимые для производства ре-
комбинантных белков в  культуре растительных 
клеток, сокращаются до  недель по  сравнению 
с месяцами, необходимыми для их производства 
в целых трансгенных растениях. Культивирова-
ние in vitro позволяет точно контролировать рост 
и  производство белка, стабильность продукта 
от  партии к  партии и  согласовывать производ-
ственный процесс с  текущими надлежащими 
производственными методами (GMP) [81]. До-
полнительным преимуществом производства 
в  культуре растительных клеток является тот 
факт, что рекомбинантные белки могут секре-
тироваться из  клеток непосредственно в  куль-
туральные среды, и, следовательно, последую-
щая обработка для извлечения и очистки белков 
становится намного дешевле, чем из целых рас-
тений. Эти преимущества значительно переве-
шивают недостаток, связанный с более низким 
выходом белка в  системе растительных клеток 
по сравнению с другими платформами. Главные 
преимущества различных растительных плат-
форм и успехи в разработке МКА растительного 
происхождения приведены в табл. 1.

Многочисленные примеры успешных разра-
боток МКА растительного происхождения по-
казывают потенциал растительных систем для 
производства полноценных функциональных 
МКА, хотя их производительность все еще оста-
ется невысокой и пока не может конкурировать 
с другими технологическими платформами.

ДОСТИЖЕНИЯ В СОЗДАНИИ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Пассивная иммунизация и противомикробные 
моноклональные антитела

Терапевтические МКА представляются весь-
ма перспективным продуктом для молекуляр-
ного фермерства. На сегодняшний день ни одно 
из  антител не  было одобрено фармацевтиче-
скими регулирующими органами для приме-
нения в  медицине, однако некоторые прошли 
клинические испытания на  людях. Например, 
CaroRx™, секреторный IgA (SIgA), вырабаты-
ваемый Planet Biotechnology Inc., был первым 
в  мире клинически протестированным анти-
телом для предотвращения адгезии бактерий, 
вызывающих кариес, к поверхности зубов. Еще 
в  1999  г. CaroRx™ прошел фазу II клинических 
испытаний в США [82], однако испытания были 

Таблица 1. Растительные платформы: преимущества и основные продукты

Платформа Преимущества Продукты Ссылки

Стабильная 
экспрессия в целых 
растениях

Экономичность, 
масштабируемость

CaroRx ™, микробициды, 
гепатит В, противоопухолевые 
МКА, ротавирусная инфекция, 
иммунотоксины

[46; 82; 83; 84] 

Транзиентная 
экспрессия

Легкость трансформации, 
быстрый прирост 
биомассы

Лихорадка Эбола, тяжелый 
острый респираторный синдром, 
коронавирусная инфекция, 
грипп, противоопухолевые МКА

[46; 55, 62; 63; 85; 86[ 

Культура 
бородатых корней

Генетическая 
стабильность, секреция 
продукта в среду

Streptococcus mutans; 
противоопухолевые МКА [64; 66] 

Водоросли и ряска
Экономичность, 
метаболическое 
разнообразие

Иммунотоксины, 
противоопухолевые МКА, 
сибирская язва, гепатит В, 
ботулизм

[76; 78] 

Physcomitrella 
patens

Масштабируемость, 
гомологичная 
рекомбинация, статус 
гликозилирования

Противоопухолевые МКА [68]

Культура 
растительных 
клеток

Экономичность, 
короткий цикл 
культивирования, 
контролируемые условия

Противоопухолевые МКА [87, 88]
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прекращены в начале 2016 г. Следующими были 
гуманизированные МКА против гликопроте-
ина B вируса генитального герпеса, экспрес-
сированные в  растениях сои [84]. Hull с  соавт. 
[89] изучали МКА, полученные в  трансгенных 
линиях табака, против возбудителя сибирской 
язвы Bacillus anthracis у  мышей. Было показано 
эффективное связывание МКА с бактериальны-
ми клетками, в результате чего сделаны выводы 
о дешевой и надежной защите при использова-
нии этих антител даже при высокой бактериаль-
ной нагрузке в условиях эпидемии.

Пассивная иммунизация и  противомикроб-
ные препараты – это области, в которых созда-
ние новых технологий производства МКА может 
обеспечить существенный прогресс. В  насто-
ящее время применение МКА в  этой сфере 
ограничено высокой стоимостью препаратов 
и сложностями в масштабируемости. Пандемия 
COVID-19 показала, что в чрезвычайных ситуа-
циях мощности по наработке белка очень быстро 
становятся дефицитными, потому что производ-
ство других лекарств и диагностических средств 
невозможно остановить или отложить. Экс-
прессия в  растительных системах обеспечивает 
быстрое устранение пробелов в  производстве: 
растения можно выращивать в  то время, пока 
изучается последовательность генома патогена, 
и начинать производство, как только становят-
ся известными последовательности антигена. 
Поэтому многие академические и  промышлен-
ные группы используют, например, транзиент-
ную экспрессию в растениях для получения ди-
агностических и  терапевтических МКА против 
SARS-CoV-2. В настоящее время создан финан-
сируемый Евросоюзом проект Pharma-Factory, 
направленный на разработку транзиентной экс-
прессии в  растениях, включая создание новых 
векторов экспрессии, штаммов Agrobacterium 
и  сортов растений, а  также соответствующих 
методических процедур (https://pharmafactory.
org). Это может сформировать новую стратегию 
коммерческого использования молекулярного 
земледелия, в которой уникальный IP будет на-
значаться продукту, а не платформе [90, 91].

В последние годы большие надежды иссле-
дователей связаны с использованием ВИЧ-ней-
трализующих антител в качестве микробицидов, 
поскольку это дает возможность предотвратить 
передачу ВИЧ в  отсутствие эффективной вак-
цины [92]. Современная технология производ-
ства МКА с использованием клеток CHO может 
удовлетворить спрос на  нейтрализующие ВИЧ 
МКА в качестве микробицидов. Однако в долго-
срочной перспективе для развивающихся стран 
использование биотехнологии растений будет, 
вероятно, более простой и  надежной техноло-
гией [93]. В области профилактики у ВИЧ-ней-
трализующих МКА есть много потенциальных 

клинических применений, включая иммуно-
профилактику, при которой МКА употребляют 
местно в  качестве микробицидов в  месте ин-
фекции [92]. Для эффективной защиты требу-
ются большие дозы (миллиграммы), и  продукт 
необходимо использовать регулярно. Это озна-
чает, что производственная мощность для удов-
летворения мирового спроса должна превышать 
1000 кг в год. Поскольку затраты также должны 
быть низкими, маловероятно, что микробициды 
на основе МКА можно будет производить с ис-
пользованием традиционных подходов к  про-
изводству, особенно при том, что наибольшая 
потребность в  них возникает в  развивающихся 
странах. Таким образом, получение микроби-
цидов на основе МКА в растительных системах 
экспрессии является привлекательной альтер-
нативой традиционным технологиям благодаря 
сочетанию низкой стоимости и  возможности 
масштабирования [94].

Для защиты людей от  опасной для жизни 
ротавирусной инфекционной диареи был соз-
дан трансгенный рис, синтезирующий в  семе-
нах нейтрализующие МКА против ротавируса 
(MucoRiseARP1) [95]. Антитела накапливались 
в  достаточно высоких концентрациях (11.9% 
общего белка), чтобы быть эффективными 
в  качестве профилактического лекарственно-
го средства. Действительно, в  экспериментах 
при кормлении семенами MucoRiseArp1 мышей 
с иммунодефицитом была показана действенная 
защита животных от  ротавирусных инфекций. 
Кроме того, нейтрализующие МКА были рас-
творимы в  воде, устойчивы как к  кипячению, 
так и к длительному хранению (не менее 1 года) 
и не разрушались при транспортировке и в раз-
личных температурных условиях хранения. Эти 
качества делают рис весьма перспективным про-
дуцентом для последующего практического ис-
пользования.

В работе Chen [87] разработано монокло-
нальное антитело E16 растительного происхож-
дения, которое распознает эпитоп в  домене III 
белка оболочки вируса западного Нила (ВНЗ), 
и  показано, что растения способны продуци-
ровать комплексные варианты антител, в  част-
ности биспецифические антитела, обладающие 
способностью преодолевать гематоэнцефали-
ческий барьер. Преодоление гематоэнцефали-
ческого барьера осуществлялось благодаря объ-
единению двух наборов Fab, один из  которых 
способствовал их транспортировке в мозг, а дру-
гой сохранял свою терапевтическую активность 
против ВЗН в мозге [96]. Однократная доза дан-
ного МКА защищала мышей от летального зара-
жения ВЗН даже через четыре дня после зараже-
ния, когда вирус проник в мозг.

ZMapp™, коктейль из  трех МКА, произ-
веденный в  листьях N. bethamiana компанией 
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Mapp Biopharmaceutical Inc. (США) для борь-
бы со  вспышкой вируса Эбола 2014 г. в  Афри-
ке, прошел клинические испытания I и II фазы 
в 2015 г. в США, Либерии, Сьерра-Леоне и Гви-
нее [61]. В  сентябре 2015 г. FDA США предо-
ставило ZMapp ™ статус ускоренного режима 
[http://mappbio.com]. Хотя он  еще не  получил 
окончательного одобрения FDA, на  сегодняш-
ний день ZMapp ™ является единственным пре-
паратом, который эффективно использовался 
для лечения пациентов, инфицированных виру-
сом Эбола [97]. Кроме того, антитело-нейтрали-
затор 2G12, полученное в табаке, произведенное 
в рамках проекта Pharma Planta, завершило фазу 
I клинического испытания [46].

Вирус SARS-CoV-2 является возбудителем 
коронавирусной болезни 2019 г. (COVID-19), 
инфицировавший 270 млн человек и вызвавший 
более 5.3 млн смертей во  всем мире с  момента 
его появления [https://www.who.int/emergencies/
diseases/novel-coronavirus-2019]. В  то время как 
вакцины остаются предпочтительной страте-
гией для сдерживания нынешней пандемии 
COVID-19, постконтактная терапия также край-
не востребована для лечения тяжелобольных 
пациентов. МКА, нацеленные на белок S, могут 
нейтрализовать вирус, нарушая его способность 
связываться и  сливаться с  клеткой-мишенью 
хозяина. С беспрецедентной скоростью в расте-
ниях N. benthamiana были получены и исследова-
ны ряд нейтрализующих МКА против эпитопов 
рецептор-связывающего домена (RBD) белка 
S SARS-CoV-2, эффективность нейтрализации 
SARS-CoV-2 которых значительно различалась 
[91]. Также были разработаны растительные 
МКА против других вирусов, включая респи-
раторно-синцитиальный вирус человека (RSV) 
[98], вирус чикунгунья (CHIKV) [96], вирус бе-
шенства [62].

Моноклональные антитела растительного 
происхождения для онкологии

В последние годы особенно расширилось 
использование МКА в  диагностике и  лечении 
различных видов злокачественных новообразо-
ваний. МКА против опухолевых антигенов до-
казали свою эффективность при лечении рака, 
особенно в  сочетании с  лучевой и  химической 
терапией. При связывании с  антигеном на  по-
верхности раковых клеток, МКА вызывают ан-
титело-зависимую клеточно-опосредованную 
цитотоксичность (ADCC) или комплемент-за-
висимую цитотоксичность, которая убивает 
аномальные клетки.

Обнадеживающие результаты достигну-
ты в  первых клинических испытания на  людях 
произведенного в  трансгенных растениях та-
бака антитела 2G12 против Lewis Y-антигена, 

обнаруживаемого на  опухолевых клетках при 
колоректальном раке, раке молочной железы, 
легких и  яичников [46]. Ранее Brodzik с  соавт. 
[99] успешно синтезировали в трансгенных рас-
тениях табака с  низким содержанием алкало-
идов (N.  tabacum cv. LAMD609) функциональ-
ные МКА BR55-2 (IgG2a) также против Lewis 
Y-антигена. Эксперименты на  лабораторных 
животных и  клинические испытания показали, 
что данные антитела способствуют уничтоже-
нию раковых клеток, специфически связываясь 
с  ними [99–101]. Полноразмерные рекомби-
нантные МКА CO17-1A синтезированы в расти-
тельной системе с  использованием вектора ви-
руса табачной мозаики [102]. Тяжелая и  легкая 
цепи МКА CO17-1A были растительного проис-
хождения и синтезированы для специфического 
связывания с  клетками колоректальной карци-
номы человека SW948, экспрессирующими ан-
тиген GA733 [103]. Эти МКА эффективно инги-
бировали рост клеток опухоли колоректальной 
карциномы человека SW948 у  ксенотрансплан-
тированных мышей, а также были эффективны 
при лечении метастазов и  предотвращении ре-
цидива колоректального рака у пациентов с вы-
соким риском [104].

Одним из  самых широко применяемых 
в  клинической практике препаратов является 
бевацизумаб, созданный на  основе МКА и  ис-
пользуемый для терапии метастатического ко-
лоректального рака, глиобластомы, немелко-
клеточного рака легкого, метастатического рака 
почки, распространенного рака шейки матки, 
платинорезистентного рака яичников [105]. Од-
ним из недостатков является дороговизна тера-
пии бевацизумабом в связи с его производством 
в  системах на  основе клеток млекопитающих. 
Поэтому исследователями были предприняты 
попытки его синтеза в  других экспрессионных 
системах. В 2016 г. Chen с соавт. [62] сообщили 
о первом получении бевацизумаба в раститель-
ной системе экспрессии с использованием кал-
луса трансгенного риса.

На основе культивируемых клеток риса 
созданы высокоэффективные системы транс-
формации, которые широко используются для 
производства многих фармацевтически ценных 
белков [88]. Уровень экспрессии МКА бева-
цизумаба в трансгенных каллусах риса достига-
ет 200 мг/кг сырого веса  – это самый высокий 
результат из  имеющихся в  литературе данных 
с использованием всех рекомбинантных систем 
[106]. Он был получен благодаря, во-первых, 
оптимизации кодонов, направленной на стаби-
лизацию и  эффективную трансляцию мРНК, 
во-вторых, введению сильного конститутивно-
го убиквитинового промотора, повысившего 
уровень транскрипции, а  также благодаря от-
бору однокопийных продуцентов для снижения 
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вероятности замолкания трансгенов. Иммуно-
ферментный анализ показал, что бевацизумаб, 
синтезированный в  каллусе риса, и  коммерче-
ский препарат Авастин имели сходное сродство 
к  связыванию с  рецепторами VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor). С разработкой систе-
мы культивирования суспензии клеток риса и ее 
масштабирования стало возможным крупномас-
штабное производство данного МКА с исполь-
зованием биореакторов [107].

Рекомбинантные иммунотоксины

Многообещающим и инновационным клас-
сом терапевтических противораковых соедине-
ний являются рекомбинантные иммунотоксины 
(РИТ). Данные вещества представляют собой 
трехкомпонентные молекулы, содержащие до-
мен, определяющий специфичность связывания 
с  опухолевой клеткой (чаще всего МКА), соб-
ственно токсин для уничтожения клеток-мише-
ней и линкер для обеспечения стабильной функ-
циональной конформации всей молекулы [108].

В настоящее время не  существует подходя-
щей системы для рентабельного крупномас-
штабного производства РИТ, поскольку токси-
новые домены подавляют аппарат синтеза белка 
или разрушают специфические структуры мито-
тического веретена. Следовательно, хозяин-про-
дуцент должен быть устойчив к повреждениям, 
связанным с РИТ. Системы на основе растений 
могут восполнить этот пробел. Существование 
разнообразных растительных платформ, позво-
ляющих быстро извлекать токсичный продукт 
из суспензионной или другой культуры, культи-
вируемой в жидкой среде, а также возможность 
направления токсичных продуктов в  изолиро-
ванные клеточные компартменты открывает 
большие перспективы перед таким способом 
производства [109, 110].

В настоящее время растения используются 
для производства низкомолекулярных токсинов 
для лекарственных конъюгатов, содержащих ан-
титела [111]. Например, растения табака исполь-
зовали для транзиентной экспрессии лектинов 
вискумина и рицина, применяемых при терапии 
рака [110, 112]. Наличие у растений естественных 
механизмов синтеза токсинов и  специализиро-
ванных клеточных компартментов для изоляции 
их от мишеней или протеаз [110] и возможность 
продуцировать как МКА, так и токсичные бел-
ки в одном процессе, делает растения идеальной 
платформой для экспрессии иммунотоксинов.

Несмотря на  множество типов рекомби-
нантных белков, которые были продуцированы 
в  растениях или растительных клетках, и  все 
преимущества растительных систем, известно 
только четыре РИТ, которые были экспрессиро-
ваны в растительных системах.

1.	 Токсичный РИТ, бриодин-1 (BD1), был 
слит с scFv, полученным из анти-CD40-антитела 
G28-5 [113]. Секретируемая версия BD1-G28-5 
была продуцирована в  суспензионных клетках 
табака N. tabacum cv. NT1. Данный продукт пока-
зал специфическую токсичность по отношению 
к клеткам неходжкинской лимфомы.

2.	 Анти-CD22 экзотоксин  – иммуноток-
син, продуцируемый в  хлоропластах водорос-
ли C. reinhardtii [76]. Он накапливался в  хлоро-
пластах водоросли в  двух вариантах (мономер 
и  двухвалентный аналог) в  виде растворимых 
функциональных белков с уровнями экспрессии 
0.2–0.4% от  ОРБ в  лизате. Сообщалось о  зна-
чительном ингибировании роста опухоли у мо-
дельных ксенотрансплантатных мышей, причем 
двухвалентный вариант был в 22–33 раза более 
эффективным, возможно в связи с присутстви-
ем двух сайтов связывания антигена [76]. Данные 
исследования подтверждают эффективность ре-
комбинантных иммунотоксинов, продуцируе-
мых на платформе экспрессии водорослей.

3.	 РИТ VGRNb-PE, содержащий наноте-
ло анти-VEGFR2 (рецептор 2 фактора роста 
эндотелия сосудов), слитое с  усеченной фор-
мой экзотоксина А Pseudomonas aeruginosa. РИТ 
экспрессировался в  хлоропластах трансгенного 
салата (L. sativa) и показал токсичность к опухо-
левым клеткам и  отсутствие действия по  отно-
шению к контрольным [114].

4.	 Слитый белок scFv-RC-RNase состоит 
из scFv HAb25 человека и цитотоксической ри-
бонуклеазы RC-RNase из американской лягуш-
ки-быка Rana catesbeiana. Слитый белок полу-
чают в трансгенных растениях табака с выходом 
до  2.0 мг/кг свежей биомассы листьев. Токсич-
ность неочищенной ScFv-RC-РНКазы была 
испытана на  линиях клеток гепатомы человека 
HepG2 и SMMC7721, и выявлена ее ингибирую-
щая концентрация [115].

Отмечено, что МКА и  токсины могут про-
дуцироваться в  растительных клетках одно-
временно как совместимые продукты. И  хотя 
продуктивность РИТ в растениях в нескольких 
случаях превышала показатели, достигнутые 
при использовании других систем, требует-
ся совершенствование данной платформы для 
достижения уровней накопления нетоксичных 
рекомбинантных белков. Уровень накопления 
РИТ растительного происхождения колеблется 
от 2 до 337 мг/кг, однако экспрессионный уро-
вень, чистота продукта и содержание его после 
очистки часто не освещаются в работах. К тому 
же большая часть исследований являются еди-
ничными, с  неизученной масштабируемостью 
и неясной совместимостью с принципами GMP. 
Повышение конкурентоспособности РИТ рас-
тительного происхождения связано, главным 
образом, с повышением уровня их накопления.
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Производство МКА в растениях привлекает 
все больше внимания специалистов, поскольку 
растительные системы могут быть более деше-
выми, безопасными и  масштабируемыми, чем 
системы экспрессии клеток млекопитающих, 
дрожжей, бактерий и насекомых. Можно наде-
яться, что описанные в обзоре примеры усовер-
шенствованных технологий, генно- и гликоин-
женерных приемов, позволяющие преодолеть 
существующие ограничения, в скором времени 
приведут к  более широкому распространению 
и  использованию растительных систем в  ка-
честве систем экспрессии для производства 
рекомбинантных белков и  МКА, в  частности. 
Последние достижения в  редактировании рас-
тительного генома будут способствовать по-
лучению МКА растительного происхождения 
с  улучшенными физико-химическими, фарма-
кокинетическими и  фармакодинамическими 
свойствами. Платформы на  основе растений 
и  растительных клеток могут быть развернуты 
для массового производства биофармацевтиче-
ских препаратов в более короткие сроки, и они 
будут экономически более эффективными 
по  сравнению с  другими традиционными си-
стемами на основе клеточных культур. Это осо-
бенно важно в  ситуациях быстрого реагирова-
ния, например, во время пандемий. Ожидаемое 
увеличение рыночного спроса на  высокоэф-
фективные и более доступные терапевтические 
МКА растительного происхождения повышают 
коммерческий интерес к  платформам экспрес-
сии на  растительной основе, обеспечивая тем 
самым увеличение объемов инвестиций и  ак-
тивное привлечение крупных фармацевтиче-
ских компаний к совместной разработке новых 
препаратов МКА.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования, 
грант № FWNR-2022-0022.

Настоящая статья не  содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов. 
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Успехи генной инженерии способствовали возникновению нового раздела вакцинологии – со-
здание рекомбинантных субъединичных вакцин, инициирующих формирование защитного им-
мунитета от различных заболеваний. Одной из перспективных и активно развивающихся систем 
экспрессии рекомбинантных белков медицинского назначения являются растения. В  данном 
обзоре в  общих чертах освещается формирование специфического и  неспецифического имму-
нитета, функционирование гуморального и клеточного звеньев иммунитета, а также принципы 
создания рекомбинантных вакцинных препаратов. Более подробно рассматривается создание 
вакцинных препаратов для профилактики таких инфекций как грипп, коронавирусы, вирус па-
пилломы человека, вирус гепатита В и норовирусы с примерами растительных рекомбинантных 
белков, профилактирующих эти заболевания. Дана оценка рынка рекомбинантных вакцин рас-
тительного происхождения и приведены примеры наиболее успешных из них. В целом обзор при-
зван подчеркнуть актуальность растительных систем экспрессии для наработки рекомбинантных 
вакцинных препаратов и их возможности для быстрого реагирования на возникающие вызовы 
в области профилактики инфекционных заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время диапазон практического 
применения растений для нужд человека труд-
но переоценить. Это не только “легкие” нашей 
планеты и  сырьевой источник в  повседневной 
жизни, но  это еще и  ресурс различных ценных 
лекарственных соединений, издавна использу-
емых человечеством для борьбы с  разнообраз-
ными недугами и  заболеваниями. С  развитием 
современных методов молекулярной биологии, 
позволяющих манипулировать геномами живых 
организмов, растения становятся весьма при-
влекательными для наработки различных фар-
мацевтически ценных рекомбинантных белков 
медицинского назначения, являющихся ана-
логами природных соединений. Способность 
растительных клеток не  только синтезировать, 

но и правильно модифицировать рекомбинант-
ные молекулы с  сохранением их функциональ-
ных характеристик, а также обеспечивать защи-
ту рекомбинантного белка от агрессивной среды 
желудочно-кишечного тракта за счет целлюлоз-
ной оболочки, послужила основой для форми-
рования и  развития идеи съедобной вакцины. 
Впервые на  примере B-субъединицы термола-
бильного токсина Escherichia coli, синтезируемо-
го в клубнях картофеля [1], а также HbsAg-анти-
гена гепатита В, синтезируемого в трансгенных 
растениях табака [2], была показана возмож-
ность формирования системного мукозального 
иммунного ответа на съедобную вакцину.

Современные знания в  области молекуляр-
ной биологии, иммунологии и  вакцинологии 
дают возможность идентифицировать и  изоли-
ровать биологические макромолекулы или их 
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фрагменты, которые можно было бы использо-
вать в качестве иммуногенных компонентов для 
конструирования вакцин нового поколения, ос-
нову которых составляет антигенная структура 
патогена. Такими компонентами могут выступать 
иммунодоминантные белки возбудителей раз-
личных видов инфекций, например, белки обо-
лочек вирусов или клеточных стенок бактерий. 
В настоящее время с применением генно-инже-
нерных технологий успешно развивается направ-
ление создания рекомбинантных субъединичных 
вакцин – искусственно созданных белковых мо-
лекул, включающих протективные антигены, 
синтезируемые в различных системах экспрессии 
[3–5], в том числе и растительных [6–8].

Следует подчеркнуть вновь возросший в по-
следние несколько лет интерес к  съедобным 
растительным вакцинам, представляющим со-
бой некоторые части растений (плоды, семена, 
клубни и  т.д.), в  генетически модифицирован-
ных тканях которых синтезируются иммунодо-
минантные белковые молекулы [9, 10]. Привле-
кательность перорального пути доставки таких 
вакцин особенно актуальна для стран с низким 
уровнем доходов населения, поскольку при по-
лучении съедобных растительных вакцин нет 
необходимости очистки иммуногена от  других 
компонентов растительных тканей, употребляе-
мых в  пищу, что существенно снижает затраты 
на  их производство. Немаловажное значение 
в этом случае имеет и отсутствие необходимости 
холодовой цепи при проведении иммунизации 
[11]. Перспективы использования съедобных 
растительных вакцин с  акцентом на  индукцию 
мукозального иммунитета с примерами различ-
ных видов растений, употребляемых в пищу, и с 
обсуждением путей формирования ответных 
иммунных реакций на  различные патогены, 
подробно рассмотрены в обзорах [12, 13].

Учитывая достаточно большой опыт работ 
по созданию вакцин растительного происхожде-
ния в отечественных и зарубежных лабораториях, 
а  также необходимость быстрого реагирования 
при распространении вирусных заболеваний, 
становится актуальным суммирование и  крити-
ческий обзор накопленных в этом направлении 
знаний. В  предлагаемом обзоре представлены 
наиболее важные сведения о разработке страте-
гий повышения иммуногенности искусственно 
создаваемой белковой молекулы, нацеленной 
на активацию защитных возможностей организ-
ма не только от проникновения патогена (профи-
лактические вакцины), но и на его уничтожение 
в  организме, уже колонизированном патогеном 
(терапевтические вакцины). В  связи с  тем, что 
успешность разработки и  создания вакцины, 
в  особенности в  условиях быстрого реагирова-
ния на распространение возбудителя инфекции, 
определяется в том числе и наличием надежных 

систем экспрессии, мы  считаем необходимым 
привлечь внимание к  простым, но  достаточно 
перспективным системам для наработки реком-
бинантных белков, в  том числе и  вакциноген-
ных,  – растительным клеткам. Краткое пред-
ставление об  общих принципах формирования 
защитных реакций организма на  внедрение па-
тогенов, включенное в  данный обзор, нацеле-
но на  анализ поиска “подсказок” при создании 
кандидатных вакцин в  растительных системах 
экспрессии с  акцентом на  разработку подходов 
слияния антигенов с  другими белками, усили-
вающими их иммуногенность и выполняющими 
роль адъювантов. В обзоре суммированы данные 
о  состоянии рынка рекомбинантных вакцино-
генных белков растительного происхождения, 
находящихся на различных стадиях клинических 
испытаний, а  также уже выведенных на  рынок 
для коммерческого использования.

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ФОРМИРОВАНИЯ 
ЗАЩИТНЫХ РЕАКЦИЙ ОРГАНИЗМА НА 

ВВЕДЕНИЕ ПАТОГЕНОВ

Одним из  наиболее эффективных методов 
борьбы с  инфекционными заболеваниями яв-
ляется вакцинация, основанная на  программи-
ровании специфических иммунологических ме-
ханизмов на  защиту от  возбудителей инфекций. 
Активирование иммунитета осуществляется пу-
тем введения вакцины, представляющей препа-
рат, специфически стимулирующий организм 
на формирование защитной реакции против ин-
фекционного агента. С помощью вакцинопрофи-
лактики полностью прекращено распростране-
ние в человеческой популяции натуральной оспы, 
снижена до минимального уровня заболеваемость 
чумой и  полиомиелитом. В  настоящее время 
вакцинопрофилактика, как и  прежде, остается 
основным инструментом не  только предупреж-
дения, но  и  прекращения вспышек и  эпидемий 
различных инфекционных заболеваний [14, 15].

Хотя человечеству и  удалось избежать рас-
пространения многих опасных инфекций, все 
еще остается актуальным вопрос о  низкой эф-
фективности и  отрицательных эффектах, воз-
никающих при использовании традиционных 
вакцин. Вакцины, используемые в  настоящее 
время в  виде аттенуированных (ослабленных) 
или инактивированных (убитых) патогенов, ос-
нованы на представлениях Р. Коха и его ближай-
ших последователей о прочной связи между па-
тогеном в ослабленной форме и приобретением 
защитной реакции организма. Такие вакцины 
далеки от  “идеальных”, поскольку предостав-
ление иммунной системе большого числа раз-
личных компонентов патогена связано с  сен-
сибилизацией организма, большой нагрузкой 
на  иммунную систему, реактогенностью, ток-
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сичностью и др. С аттенуированным или инак-
тивированным патогеном в  организм, кроме 
белков, вызывающих формирование защитного 
иммунитета, попадает также и масса других бел-
ков, каждый из которых может вызвать и неже-
лательную иммунную реакцию [16]. 

Создание “идеальных вакцин”, лишенных 
вышеперечисленных недостатков, становится 
реальным благодаря возможности идентифи-
цировать и  изолировать биологические макро-
молекулы патогена или их фрагменты, участву-
ющие в  формировании иммунных ответных 
реакций организма на патоген. Разработка мето-
дов, позволяющих использовать макромолекулы 
или их фрагменты для конструирования искус-
ственных белковых молекул, открывает новые 
перспективы в  вакцинологии. Создание искус-
ственных молекул в  качестве рекомбинантных 
вакцин нацелено на  имитацию проникновения 
в  организм патогена, а  также запуск каскада 
не только защитных механизмов на конкретный 
патоген, но и формирование памяти о нем.

Важным этапом при разработке искусствен-
ных молекул, предназначенных для индукции 
защитных механизмов на  внедрение того или 
иного типа патогена, является четкое понимание 
основных принципов формирования защитных 
реакций в  организме для оптимального наце-
ливания создаваемых искусственных молекул 
на наиболее важные из них. Рассмотрим в самом 
общем виде системы неспецифической и специ-
фической защиты, в процессе эволюции сформи-
ровавшиеся на вторжение в организм различных 
чужеродных агентов, делая акцент на  важность 
того или иного звена, имеющего принципиаль-
ное значение именно при выборе особенностей 
конструирования искусственных молекул. Необ-
ходимо подчеркнуть, что в организмах с развитой 
иммунной системой обе защиты функциониру-
ют как единое целое, используя гуморальные 
и  клеточные механизмы. При гуморальном ме-
ханизме защиты в  организме нарабатываются 
специализированные белковые молекулы  – ан-
титела, которые перемещаются с  током крови 
и лимфы и инактивируют инфекционный агент. 
Клеточный механизм защиты основан на  акти-
вации целого ряда специализированных клеток, 
нацеленных на уничтожение патогена.

Система неспецифической защиты. Данная 
система является эволюционно более древней 
и обеспечивает врожденный иммунитет. Это оз-
начает, что сформировавшиеся в процессе эво-
люции факторы, нацеленные на распознавание 
и  обезвреживание чужеродного агента, переда-
ются из  поколения в  поколение и  представля-
ют собой первую линию защиты от  внедрения 
“чужого”. Первая линия защиты представлена 
двумя мощными системами, включающими гу-
моральные и  клеточные факторы. Важная осо-

бенность этой линии защиты состоит в том, что 
в данном случае нет необходимости в индукции 
реакции на патоген, поскольку постоянно при-
сутствующие в организме факторы защиты сразу 
же могут отреагировать на  внедрение чужерод-
ного агента. Важно отметить, что факторы не-
специфической защиты включаются в ответные 
реакции на патоген не как единое целое, а дей-
ствуют независимо друг от друга и не формируют 
иммунологической памяти.

Реакции врожденного иммунитета запуска-
ются на первом этапе взаимодействия организ-
ма с  патогеном. Молекулярный механизм та-
кого взаимодействия основан на  способности 
системы врожденного иммунитета опознавать 
не  отдельные патогены, а  инфекцию в  целом, 
т.е. распознавать некоторые стандартные “моле-
кулярные метки” или патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны (ПАМП). Такие метки 
имеются на  ряде молекул бактериального про-
исхождения и  являются консервативными для 
огромного числа микроорганизмов [17]. ПАМП 
распознаются рецепторами фагоцитирующих 
клеток и натуральных киллеров, при взаимодей-
ствии которых с ПАМП инфицирующего агента 
запускаются каскады Т-клеточного иммунного 
ответа и  координируется устранение патогенов 
и  инфицированных клеток. Группу рецепторов 
при развитии неспецифической защиты состав-

Рис. 1. Каскады иммунных реакций неспецифи-
ческой системы защиты. LPS  – липополисахари-
ды; TLR4 и  TLR5  – трансмембранные рецепторы; 
MyD88, TIRAP, TRAM, TRIF  – молекулы-адапте-
ры; NFkB – универсальный фактор транскрипции; 
MAPK  – митоген-активируемая протеинкиназа; 
ИФН-1 типа – интерферон первого типа.
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ляют Тoll-like рецепторы (TLRs), NOD-like ре-
цепторы (NLRs), лектиновые рецепторы C-типа 
(CLRs), RIG-I-like рецепторы (RLRs) и  ДНК 
сенсоры [18–20].

На рисунке 1 представлена общая схема 
каскада ответных реакций организма первой 
линии защиты путем распознавания Toll-like 
рецепторами дендритных клеток молекулярных 
меток инфицирующего агента (ПАМП) на при-
мере связывания TLR4 и TLR5 с лигандами – ли-
пополисахаридом (LPS) и флагеллином, соответ-
ственно. Находящиеся в мономерном состоянии 
неактивные Toll-like рецепторы при взаимодей-
ствии с  соответствующими лигандами активи-
руются и  принимают форму подковы, которая 
наиболее эффективна в  прямом распознавании 
ПАМП [18, 21]. Активированные Toll-like рецеп-
торы связываются с TIR-доменом молекул-адап-
теров (MyD88, TIRAP, TRAM и TRIF), которые 
передают сигнал опасности и активируют MAPK 
и  транскрипционные факторы NF-kB, запу-
скающие каскад генов воспалительного ответа 
клетки. Воспаление является неспецифической 
иммунной ответной реакцией в  области про-
никновения патогена. Синтез цитокинов (ин-
терлейкинов, хемокинов и интерферона) в очаге 
воспаления привлекает в этот район специализи-
рованные иммунные клетки. Цитокины не толь-
ко активируют эти клетки, но  и  обеспечивают 
координированное взаимодействие между ними, 
их пролиферацию и дифференцировку, а макро-
фаги и  дендритные клетки представляют пре-
зентированные на  их поверхности антигены, 
обеспечивая таким образом развитие иммунно-
го ответа [14]. Следовательно, рецепторы, свя-
зывающиеся с  ПАМП, играют ключевую роль 
в  функционировании врожденного иммунитета 
через активацию клеточного и гуморального им-
мунных ответов путем распознавания консерва-
тивных структур инфицирующих агентов [18, 19].

Следует отметить, что рецепторы неспеци-
фической системы защиты (врожденного имму-
нитета) высоко специфичны в  распознавании 
компонентов бактериальной клеточной стенки. 
Так, например, ТLR2 и  ТLR4 в  качестве ли-
гандов используют липополисахариды и  липо-
тейхоевые кислоты, TLR9 – CpG DNA, TLR5 – 
флагеллин и  т.д. [17]. NOD-like рецепторы 
(семейство цитоплазматических белков-сенсо-
ров) опознают бактериальные пептидогликаны 
патогенов [22]. Лектиновые рецепторы C-типа 
(CLRs)  – семейство трансмембранных рецеп-
торов с  характерными углевод-связывающими 
доменами  – способны опознавать полисахари-
ды вирусов, бактерий и грибов, тогда как семей-
ство RLR-рецепторов опознают геномную РНК 
и дцРНК вирусов [20]. 

Дендритные клетки и  макрофаги способны 
поглощать патоген (это явление известно как фа-

гоцитоз) и представлять его антигены на поверх-
ности мембраны, активируя систему специфи-
ческой иммунной защиты. Важно подчеркнуть, 
что группа клеток, принимающая участие в ре-
ализации первой линии защиты от  внедрения 
в  организм патогенов, весьма многочисленна. 
Помимо вышеупомянутых, к этой группе отно-
сятся также моноциты, нейтрофиллы, базофил-
лы, эозинофиллы, тучные клетки и натуральные 
киллеры. Многие из этих клеток способны к фа-
гоцитозу и  таким образом уничтожают чуже-
родные агенты, тогда как натуральные киллеры 
(NK-клетки) способны уничтожать клетки орга-
низма, инфицированные вирусом или внутри-
клеточной бактерией. 

Описанные в общем виде механизмы, запу-
скающие каскады реакций неспецифической 
защиты, являющиеся первой линией обороны 
организма от  внедрения инфекции, дают пред-
ставление о передаче сигналов опасности, запу-
ске каскадов иммунных реакций в клетке и мо-
дуляции иммунного ответа. Следовательно, при 
разработке и  создании субъединичных вакцин 
молекулы, включающие молекулярные метки 
в  виде ПАМП, а  также молекулы цитокинов, 
могут служить потенциальными источниками 
в  качестве компонентов, усиливающих ответ 
на специфический антиген.

Система специфической иммунной защиты 
эволюционно является более молодой. Эта си-
стема нацелена на  развитие приобретенного 
или адаптивного иммунитета и  ее особенность 
состоит в  высокоспецифичном распознавании 
чужеродных агентов, т.е. специфических анти-
генов, а не инфекции в целом, а также способ-
ности формировать “депо памяти” о них, кото-
рое может быть активировано при повторном 
инфицировании соответствующим патогеном. 
В  отличие от  неспецифической защиты данная 
система сохраняется только в течение онтогене-
за организма и не наследуется.

Основными “игроками”, обеспечивающими 
формирование второй линии защиты организ-
ма от  вторжения чужеродных агентов, является 
группа высокоспециализированных клеток под 
общим названием лимфоциты. Эта группа кле-
ток включает Т-лимфоциты, формирующиеся 
в тканях тимуса из незрелых Т-0 клеток, поступа-
ющих в тимус из костного мозга, и В-лимфоци-
ты, созревающие в костном мозге из клеток В-0 
(рис. 2). Благодаря чрезвычайно высокой степе-
ни вариабельности рецепторов, расположенных 
на их поверхности, реализуется уникальная осо-
бенность системы специфической иммунной 
защиты в  распознавании огромного множества 
представляемых ей антигенов. Т- и В-лимфоци-
ты различаются между собой как по механизмам 
активации и созревания, так и по выполняемым 
функциям, что послужило причиной условно-
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го разделения реакций адаптивного иммунитета 
на два звена – клеточное и гуморальное. Каска-
ды клеточного звена иммунитета активируют ма-
крофаги, натуральные киллеры, антиген-спец-
ифичные цитотоксические Т-лимфоциты, т.е. 
защитные функции иммунной системы реали-
зуются субпопуляциями специфических клеток. 
Гуморальное звено иммунитета связано с форми-
рованием антител, защитные функции которых 
реализуются в плазме крови, т.е. во внеклеточном 
пространстве. Антигены, как правило, содержат 
как клеточные, так и гуморальные эпитопы (ан-
тигенные детерминанты) – участки антигена, ко-
торые распознаются иммунной системой.

На рис.  2 представлены основные этапы 
формирования клеточного и гуморального зве-
ньев системы специфической иммунной защи-
ты. Следует подчеркнуть, что несмотря на то, что 
оба звена этой системы тесно связаны между со-
бой, они способны распознавать “свои” (услов-
но клеточные или гуморальные) специфические 
участки антигена или антигенные детерминанты 
(эпитопы) и  формировать специфические от-

ветные реакции. Антигены распознаются анти-
генпрезентирующими клетками, которые про-
цессируют антиген и  представляют его в  виде 
пептидов на  своей поверхности Т-клеткам 
(рис.  2а). Процессинг антигена осуществляется 
в  комплексе с  молекулами главного комплек-
са гистосовместимости (MHCI или MHCII). 
С MHC I взаимодействуют эндогенные пептиды 
белков, синтезируемых внутри клетки, напри-
мер, при ее заражении вирусом. С MHC II связы-
ваются экзогеные антигены, которые попадают 
в клетку с помощью опосредованного рецепто-
рами эндоцитоза. Представленные на поверхно-
сти антигенпрезентирующих клеток комплексы 
распознаются Т-клетками, которые связывают-
ся с ними посредством Т-клеточного рецептора 
(TCR). Последующая антиген-специфическая 
активация Т-клеток происходит через стабили-
зацию ко-рецепторами CD4+\ CD8+. Т-клетки, 
несущие корецептор Т-CD4+, пролиферируют 
и дифференцируются в T-хелперы, а Т-CD8+ – 
в  цитотоксические лимфоциты (Т-киллеры). 
Т-киллеры способны узнавать клетки мишени 

Рис. 2. Инициация и развитие клеточного и гуморального звеньев специфической системы защиты: а – реакции 
клеточного иммунитета; б –реакции гуморального иммунитета. Аг  – антиген; АПК  – антигенпрезентирующая 
клетка; MHCI/II – главный комплекс гистосовместимости типов I или II; TCR – T-клеточный рецептор; Т-0 – 
незрелая T-клетка; T-CD4+ – Т-клетка с корецептором CD4; T-CD8+ – Т-клетка с корецептором CD8; Тк – Т-кил-
лер; Тх – Т-хелпер; Ткп – Т-клетка памяти; В-0 – незрелая В-клетка; slgIgM – мембранная форма IgM; В – акти-
вированная В-клетка; ПК – плазматическая клетка; КП – клетка памяти; IgG – антитела G в растворимой форме; 
ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-5, ИЛ-10, ИНФγ – цитокины, влияющие на каскады клеточного и гуморального иммунитета.
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и осуществлять их лизис [23]. Цитокины, синте-
зируемые Т-хелперами, активируют и запускают 
дифференцировку В-лимфоцитов (ИЛ-3, ИЛ-5, 
ИЛ-10), обеспечивая связь между обоими звень-
ями специфической иммунной защиты, а  так-
же регулируют цитотоксические ответы (ИЛ-2, 
ИНФγ). Для обеспечения долговременной за-
щиты организма и быстрого развертывания им-
мунного ответа на  вторичное инфицирование 
формируются Т-клетки памяти (Ткп), которые 
способны долгое время сохраняться в организме 
и  передавать информацию об  антигене другим 
клеткам [24].

Реакции гуморального иммунитета иници-
ируются при встрече незрелого В-лимфоцита 
(В-0) с антигеном, эпитоп которого связывается 
с  мембранной формой IgM - slgIgM на  клеточ-
ной поверхности (рис. 2б). В-0 клетка после свя-
зывания с антигеном активируется при участии 
Т-хелперов и  дифференцируется в  плазмати-
ческие клетки (ПК), способные синтезировать 
антитела. Важно отметить, что синтез антител 
В-клетками может быть усилен цитокинами, что 
подчеркивает влияние клеточного звена на  гу-
моральное [23]. Продолжительность жизни ка-
ждой зрелой В-клетки (ПК) составляет всего 
несколько дней, в течение которых ею синтези-
руются антитела уникальной специфичности. 
Антитела являются рецепторами В-клеточных 
эпитопов. Некоторые активированные В-клет-
ки способны переходить в  стадию малых лим-
фоцитов, являющихся долгоживущими клонами 
В-клеток и получивших название клеток памяти 
(КП). Эти клетки обеспечивают быстрый синтез 
большого количества антител при повторном 
введении того же антигена.

Итак, при реализации системы специфиче-
ской иммунной защиты организма важную роль 
играет ее способность к распознаванию огром-
ного числа антигенных детерминант (эпитопов). 
Следовательно, эффективность рекомбинант-
ной вакцины для индукции и  формирования 
ответных защитных реакций организма в  зна-
чительной мере будет определяться представле-
нием наиболее эффективных эпитопов на  по-
верхности искусственно созданной молекулы, 
имитирующей патоген. Таким образом, при соз-
дании субъединичных вакцин для формирова-
ния надежного иммунитета необходимо подби-
рать антигены, которые бы включали как Т-, так 
и В-клеточные эпитопы. 

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ 
КОНСТРУИРОВАНИЯ 

РЕКОМБИНАНТНЫХ ВАКЦИН

Создание искусственных рекомбинантных 
молекул, способных имитировать патоген, ба-
зируется на  четких представлениях об  особен-

ностях строения и  организации того или ино-
го патогена, а  также ответных реакциях на  его 
внедрение со  стороны иммунной системы ор-
ганизма. Так, например, при создании проти-
вовирусных вакцин учитываются особенности 
строения вирусного капсида, поскольку именно 
капсидные белки контактируют непосредствен-
но с клетками организма. Именно к отдельным 
участкам поверхностных белков (эпитопам) 
эволюционно сформированы рецепторы на по-
верхности клеток организма, контактирующих 
с  вирусом. Наличие в  арсенале современных 
исследователей мощных возможностей секве-
нирования геномов патогенов и  создания био-
информатических баз данных их нуклеотидных 
последовательностей позволяет получать сведе-
ния о белках, способных к индукции иммунных 
ответных реакций организма. С другой стороны, 
развитие современных методов молекулярной 
биологии обеспечивает исследователей инстру-
ментами не  только для клонирования нуклео-
тидных последовательностей из геномов любых 
организмов, но и для сборки из них сложных ре-
комбинантных молекул, включающих, в том чис-
ле, последовательности, обеспечивающие сво-
рачивание кодируемых рекомбинантных белков 
в вирусоподобные частицы. Такие вирусоподоб-
ные частицы представляют собой “искусствен-
ные вирусы”, лишенные генетического аппарата 
(РНК или ДНК). При попадании в  клетку они 
лишь только имитируют вирус, но не способны 
реплицироваться. Этот принцип конструиро-
вания рекомбинантных вакцин представляется 
как наиболее перспективный для усиления их 
иммуногенности [25]. Более полную информа-
цию о  перспективах создания рекомбинантных 
вакцин в виде вирусоподобных частиц, синтези-
руемых, в том числе, и в растительных системах 
экспрессии, можно найти в обзоре [26].

Рассмотрим в  качестве примеров особен-
ности создания рекомбинантных вакцин, син-
тезируемых на  основе растительных платформ 
экспрессии, нацеленных на индукцию ответных 
иммунных реакций организма при его зараже-
нии различными типами патогенов.

Вирусы гриппа. Вирусы гриппа относят-
ся к  роду Orthomyxoviridae и  способны инфи-
цировать и  вызывать заболевания у  птиц, рыб 
и  млекопитающих. Геном этих вирусов пред-
ставлен одноцепочечной фрагментированной 
“минус”-цепью РНК. С  точки зрения здраво-
охранения, наиболее агрессивными считают-
ся вирусы гриппа серотипов А  и В. Именно 
они вызывают крупные вспышки заболеваний 
в  популяциях человека. Гемагглютинин (HA) 
и нейраминидаза (N) как поверхностные белки 
вирусного капсида являются его антигенами, 
индуцирующими продукцию специфических за-
щитных антител, а также определяют подтип ви-
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руса. Антигенными свойствами обладает и вне-
клеточный домен трансмембранного белка М2 
(М2е-пептид).

Наиболее успешным способом предотвра-
щения вспышек заболеваний, вызываемых ви-
русом гриппа, несомненно, служит вакцинация. 
Поскольку вирусы гриппа подвержены непре-
рывным генетическим и  антигенным измене-
ниям, ВОЗ проводит постоянный мониторинг 
циркулирующих штаммов и  дважды в  год пу-
бликует рекомендации по  составу вакцин (для 
Северного и  для Южного полушария). Таким 
образом, производители вакцин стоят перед 
проблемой корректировки антигенного соста-
ва вакцин практически ежегодно. Для решения 
этой проблемы многие исследовательские кол-
лективы и фармакологические компании ведут 
разработку универсальных противогриппозных 
вакцин [27, 28].

В настоящее время для профилактики грип-
па доступны лицензированные инактивирован-
ные (убитые), аттенуированные (ослабленные) 
трех- и  четырехвалентные вакцины, включаю-
щие вирусные компоненты из двух штаммов ви-
руса гриппа А и одного штамма гриппа В, либо 
дополнительный вирус В, а также рекомбинант-
ные вакцины. Для получения субъединичных 
вакцин используются вирусные белки, гемма-
глютинин и  нейраминидаза, которые частично 
очищаются после химической обработки или 
расщепления детергентами [29]. В  связи с  тем, 
что получение рекомбинантных вакцин против 
гриппа представляется перспективным направ-
лением, обеспечивающим мобильность в  от-
ветных реакциях на  вирусную изменчивость, 
актуальной становится и  проблема наработки 
отдельных вирусных компонентов в  альтерна-
тивных системах экспрессии. Так, например, 
рекомбинантная субъединичная вакцина на ос-
нове гемагглютинина была получена в  клетках 
насекомых [30].

Применение растительных систем экспрес-
сии в  качестве альтернативных для наработки 
отдельных компонентов генома вируса грип-
па, кодирующих поверхностные белки-имму-
ногены, стало весьма привлекательным после 
разработки транзиентной системы экспрессии 
рекомбинантных белков [31]. Подтверждением 
перспективности данной системы экспрессии 
для обеспечения быстрой вакцинации населе-
ния и  защиты от  вспышек заболеваний послу-
жили работы D’Aoust с соавт. [32], когда в расте-
ниях N. benthamiana были наработаны большие 
количества (50 мг/кг) антигенов из штаммов ви-
руса гриппа H5N1 (AIV) и H1N1 (человек) менее 
чем за 3 недели с момента выделения вирусной 
последовательности. Именно сжатые сроки про-
изводства белков и  быстрое масштабирование 
открывают большие возможности для производ-

ства крупных партий вакцин, особенно при не-
обходимости экстренного реагирования. 

При разработке кандидатных противогрип-
позных вакцин, получаемых в  растительных 
системах экспрессии, в  качестве антигенов 
применяют гемаглютинин и  консервативный 
М2е‑пептид [33]. Для усиления иммуноген-
ного ответа используют прием представления 
иммунной системе антигена в  виде вирусопо-
добных частиц [34], в  т.ч. химерных. В  состав 
таких химерных вирусоподобных частиц могут 
быть включены геммаглютенины сразу несколь-
ких штаммов вируса гриппа, что значитель-
но расширяет спектр действия вакцины [35]. 
Именно такая квадривалентная рекомбинант-
ная вакцина (QVLР) против сезонного гриппа, 
включающая гемагглютинины диких штаммов, 
синтезируемые в растительных клетках (N. ben-
thamiana) и собирающиеся в иммуногенные ви-
русоподобные частицы, была создана компани-
ей “Medicago Inc.” (Канада). В ходе клинических 
испытаний этой вакцины выявлена высокая им-
муногенность и сильный гуморальный и клеточ-
ный иммунный ответ [36]. 

Для усиления иммуногенного ответа может 
быть использован флагеллин жгутиков простей-
ших, способный к  самосборке в  вирусоподоб-
ную частицу. Рекомбинантные антигены вируса 
гриппа А, слитые с флагеллином на С-конце бел-
ковой молекулы и наработанные в транзиентной 
системе экспрессии N. benthamiana, формирова-
ли сильный антительный иммунный ответ [33]. 

Коронавирусы. Вспышка нового вариан-
та коронавирусной инфекции, известной как 
COVID-19, произошла в  конце 2019 г. в  Китае, 
в г. Ухань, и была вызвана вирусом SARS-CoV-2. 
Данный вариант вируса характеризуется высо-
кой степенью изменчивости и, как показывает 
сложившаяся ситуация по различным регионам 
Земного шара, способен приводить к  прогрес-
сирующему распространению инфекции в  че-
ловеческой популяции и становиться причиной 
возникновения эпидемий. На данный момент 
времени на  сайте ВОЗ можно найти инфор-
мацию о  состоянии завершенных разработок 
по  созданию вакцин против SARS-CoV-2 [37]. 
В большей части работ по созданию этих вакцин 
разработчиками в качестве основы был исполь-
зован иммуногенный белок S-1 коронавируса, 
представляемый иммунной системе разными 
путями [38]. Представляют интерес вакцины 
на  основе рекомбинантных белков или пепти-
дов. В качестве кандидатов на антигены при соз-
дании вакцин против SARS-CoV-2 рассматрива-
ются полноразмерные белки или домены белков 
S, M и N. Для повышения иммуногенности та-
ких белков дополнительно используют вклю-
чение эпитопов, распознаваемых Т- и  В-клет-
ками иммунной системы [39]. Наиболее полно 
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стратегии создания вакцин против SARS-CoV-2 
и  современное состояние исследований в  этой 
области представлено в обзоре [40].

Следует отметить привлекательность расти-
тельных систем экспрессии для биотехнологи-
ческого производства вакциногенных белков 
против COVID-19, прежде всего, по  причине 
мобильности организации такого производ-
ства [41, 42]. Всесторонне обсуждаются воз-
можности приложения уже существующих 
биотехнологических разработок для создания 
субъединичных вакцин на  основе раститель-
ных систем экспрессии [43, 44]. Имеющиеся 
разработки по  созданию растительных вакцин 
против гриппа на  основе вирусоподобных ча-
стиц также легли в  основу разработки вакцин 
против COVID-19 [45, 46]. Разработчики вак-
цин “Medicago Inc.” (Канада) использовали 
подход заякоревания рекомбинантного белка 
S-1 в  липидной оболочке вирусоподобной ча-
стицы, сформированной из клеточной мембра-
ны N. benthamiana [47]. Кандидатная вакцина, 
полученная на  основе растительной системы 
экспрессии, успешно прошла две фазы кли-
нических испытаний на  добровольцах [48, 47] 
и находится в третьей фазе; более того, компа-
нией заявлено формирование высоких титров 
антител у испытуемых. 

В основу другой вакцины (KBP-201) против 
SARS-CoV-2, разработанной компанией “Ken-
tuky Bioprocessing” (США), положено два ком-
понента – вирусоподобная частица, образуемая 
белком вируса табачной мозаики, и  рецептор-
связывающий домен (receptor-binding domain, 
RBD) S-белка. Оба эти компонента были со-
вместно синтезированы в транзиентной системе 
N. benthamiana и затем химически сшиты в про-
цессе очистки. Для повышения стабильности 
вакцины KBD-201 последовательность RBD 
белка S была слита с Fc-доменом IgG1 человека, 
а  также с  пептидом экстенсина N. benthamiana, 
обеспечивающим секрецию рекомбинантного 
белка в апопласт [49].

Вирус папилломы человека. Вирус папило-
мы человека (ВПЧ) является безоболочечным 
ДНК-вирусам семейства Papillomaviridae [50]. 
Выделено несколько десятков типов ВПЧ, кото-
рые условно разделены на три группы – с высо-
кой, средней и низкой степенями риска развития 
онкологических заболеваний. ВПЧ относится 
к  строго эпителиотропным типам, посколь-
ку при проникновении в  организм поражает 
базальный слой эпителия, тогда как в  других 
слоях он  способен только персистировать. Как 
и большинство ДНК-содержащих вирусов, ВПЧ 
также интегрирует часть своего генома в  геном 
человека. Жизненный цикл вируса в организме 
хозяина при его заражении ВПЧ протекает в два 
этапа. Наиболее важным моментом первого эта-

па является активация генов, кодирующих бел-
ки Е6 и Е7, которые блокируют ключевые этапы 
деления клеток эпителия в  месте проникнове-
ния вируса, инициируя их неконтролируемое 
деление с образованием папиллом. Второй этап 
жизненного цикла ВПЧ связан с  экспрессией 
генов L1 и L2, кодирующих белки, отвечающие 
за сборку капсида. Вирусы папилломы человека 
разработали стратегии, позволяющие уклонять-
ся от иммунной системы и создавать оптималь-
ные условия для сохранения в организме хозяи-
на в течение многих лет. Установлено, что доля 
онкологических заболеваний, связанных с ВПЧ, 
составляет около 5% [51].

Современные вакцины против ВПЧ являют-
ся профилактическими, они достаточно эффек-
тивны для предотвращения инфекций и  нео-
пластических заболеваний, однако не способны 
устранять ВПЧ, персистирующие в  организме 
инфицированного человека. Именно это обсто-
ятельство обуславливает разработку не  только 
профилактических, но  и  терапевтических вак-
цин против ВПЧ. Основное назначение терапев-
тических вакцин состоит в  запуске клеточного 
звена иммунитета, нацеленного на лечение уже 
имеющихся в  организме ВПЧ и  злокачествен-
ных новообразований [52]. В связи с этим осо-
бое значение имеет разработка противораковых 
вакцин, вызванных ВПЧ [53, 54].

В настоящее время существует три коммер-
чески доступные вакцины для профилактики 
ВПЧ: Cervarix® (“GlaxoSmithKline”, Велико-
британия), Gardasil®4 и  Gardasil®9 (“Merck & 
Co”, США). Все они поливалентны и являются 
смесью очищенных капсидных белков L1, полу-
ченных от ВПЧ различных типов с использова-
нием технологии рекомбинантных ДНК. Белок 
L1 наиболее консервативен из всех белков ВПЧ; 
более того, он способен формировать вирусопо-
добные частицы [52]. Именно поэтому он  был 
выбран в  качестве иммуногена при разработке 
рекомбинантных профилактических вакцин, 
представляющих собой вирусоподобные ча-
стицы, каждая из  которых содержит белки L1 
из  разных типов вирусов. В  результате вакци-
нации в  организме образуются нейтрализую-
щие антитела к белку L1, которые связываются 
с  вирусными частицами и  блокируют их про-
никновение в эпителиальные клетки организма. 
Установлено, что даже однократной вакцина-
ции профилактическими вакцинами вполне до-
статочно для защиты от тех типов ВПЧ, против 
которых они были разработаны [55, 56]. Следу-
ет подчеркнуть, что ген, кодирующий белок L1, 
не  экспрессируется на  первой стадии жизнен-
ного цикла ВПЧ, поэтому профилактические 
вакцины, в  основе которых использован белок 
L1, не  способны устранять уже существующие 
инфекции [57, 58]. 
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Разработки профилактических вакцин про-
должаются, и  на различных стадиях клиниче-
ских испытаний сейчас находятся не менее пяти 
вакцин против ВПЧ [59]. Однако профилакти-
ческие вакцины, нацеленные на  гуморальные 
ответы иммунной системы, не приносят пользы 
людям, в организме которых персистирует ВПЧ. 
Для таких пациентов необходимо развивать 
другие подходы вакцинирования, нацеленные 
на формирование клеточного иммунитета, свя-
занного с  формированием Т-хелперов первого 
типа и цитотоксических Т-клеток, образующих-
ся из CD4 + и CD8 + Т-клеток, соответственно 
[60]. Для разработки терапевтических вакцин 
используются белки Е6 и Е7, которые относятся 
к онкобелкам [61], а также белки Е1 и Е2, син-
тезируемые на первой стадии жизненного цикла 
вируса до его интеграции в геном клетки-хозяи-
на [62, 63].

Необходимо отметить, что существующие 
методы наработки вакцин сопряжены с  полу-
чением дорогостоящих продуктов [64], которые 
могут быть недоступными для стран с низкими 
доходами населения и  высокой степенью его 
инфицирования ВПЧ. В качестве одного из пу-
тей решения данной проблемы может быть ис-
пользование растительных систем экспрессии 
для наработки рекомбинантных белков, ис-
пользуемых для производства вакцин против 
ВПЧ [54]. Установлено, что L1-белок, нараба-
тываемый в  транзиентной системе экспрессии 
(N. benthamiana), а также в хлоропластах транс-
пластомных растений табака, образовывал ви-
русоподобные частицы, способные нейтрали-
зовать гомологичные псевдовирионы ВПЧ [65, 
66]. Наиболее полный список эксперименталь-
ных кандидатных вакцин против ВПЧ, синте-
зируемых в растительных системах экспрессии, 
приведен в  обзоре B. Shanmugaraj с  соавт. [54]. 
Другой многообещающей стратегией является 
разработка с использованием иммуноинформа-
ционных инструментов и вычислительных под-
ходов мультиэпитопных или пептидных вакцин, 
способных стимулировать как гуморальный, 
так и  клеточный иммунитет. Установлено, что 
такие искусственно созданные мультиэпитоп-
ные рекомбинантные молекулы, синтезируемые 
в  растительной системе экспрессии и  рассма-
триваемые в  качестве кандидатов против ВПЧ, 
способны подавлять рост опухолей у животных 
[67].

Вирус гепатита B. Вирус гепатита B (ВГВ), 
вызывающий при заражении человека острые 
воспалительные поражения печени, которые 
могут перейти в  хроническую форму вплоть 
до  летального исхода, относится к  семейству 
Hepadnaviridae. Несмотря на  то, что около 
257  млн человек в  настоящее время заражены 
ВГВ [68], это заболевание поддается профилак-

тике посредством безопасных, доступных и эф-
фективных вакцин. Разработанные вакцины 
имеют в основе три иммуногенных белка, явля-
ющихся компонентами белковой оболочки ви-
руса: короткий (S или HBsAg), средний (M или 
preS2-HBsAg) и  большой (L или preS1-preS2-
HBsAg). Эти вакцины, демонстрирующие хо-
рошие результаты по формированию клеточно-
го и  гуморального иммунитета, применяются 
не только как профилактические, но и как те-
рапевтические для лечения носителей ВГВ [69]. 
Для получения рекомбинантных вакцин про-
тив ВГВ используют системы экспрессии на ос-
нове дрожжей [70], клеток яичника китайского 
хомячка (СНО) [71]. 

Первым антигеном, полученным в  расти-
тельной системе экспрессии для вакцинации 
человека в  виде инъекций, а  также для перо-
ральной иммунизации, был S-антиген вируса 
гепатита В [2, 72, 73]. Установлено, что HBsAg, 
синтезируемый в  растительных клетках, спо-
собен собираться в  вирусоподобные частицы 
[74], при введении которых в организме форми-
ровались ответные иммунные реакции [75, 76]. 
История развития работ по  созданию вакцин 
против ВГВ с использованием растительных си-
стем экспрессии подробно представлена в обзо-
ре [77]. 

Перспективной стратегией в  области созда-
ния рекомбинатных вакцин против ВГВ являет-
ся получение рекомбинантных химерных (сли-
тых) белков, состоящих из фрагментов S, M и L 
вариантов HBsAg. Химерный белок, в  котором 
preS1 из  L варианта был встроен в  антигенную 
петлю S HBsAg, сохранял способность к  фор-
мированию вирусоподобных частиц и проявлял 
более высокую иммуногенность при иммуни-
зации мышей по сравнению с S вариантом [78, 
79]. Таким образом, высоко эффективная имму-
низация препаратами растительного происхож-
дения, включающими рекомбинантные HBsAg 
антигены, является толчком к развитию альтер-
нативного источника получения простых в про-
изводстве и  удобных для доставки в  организм 
теплокровных растительных рекомбинантных 
вакцин.

Норовирусы. Причиной желудочно-кишеч-
ных заболеваний небактериальной природы 
в  большинстве случаев являются норовирусы, 
принадлежащие к семейству Calciviridae. На дан-
ный момент не существует коммерчески доступ-
ной эффективной вакцины, с помощью которой 
можно было бы защитится от этой вирусной ин-
фекции, однако над созданием такой вакцины 
исследователи активно работают с  использова-
нием в качестве систем экспрессии клетки жи-
вотных [80] и растений [81– 83].

Для разработчиков вакцин наибольший ин-
терес представляют самые распространенные 
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штаммы норовируса GI и  GII, выявляющиеся 
у  подавляющего числа заболевших [83]. Вири-
он норовируса состоит из 90 димеров основного 
капсидного белка VP1, способного спонтанно 
формировать вирусоподобные частицы. При 
создании рекомбинантных вакцин именно этот 
белок используется в качестве основного имму-
ногена, тогда как для усиления степени защи-
ты от  разных штаммов норовируса применяют 
подход включения в  вирусоподобную частицу 
разных мономеров и формирования смеси виру-
соподобных частиц (например, NoV GI.1 + GII) 
[83]. Такая бивалентная кандидатная вакцина, 
наработанная в клетках животных, в целом ока-
залась хорошо переносимой и  иммуногенной 
в различных группах людей [80]. 

Первые попытки экспрессии VP1 норови-
русов в  растительных системах были связаны 
с  появлением идеи “съедобных вакцин”. По-
скольку норовирусы размножаются в  клетках 
желудочно-кишечного тракта и  сталкиваются 
там с  мукозальной иммунной системой, при 
пероральном введении иммуногена ожидается 
формирование наиболее адекватного иммун-
ного ответа организма. Гены капсидных белков 
норовирусов были экспрессированы в  табаке 
и  клубнях картофеля [81], а  также в  плодах то-
матов [82]. Эти исследования подтвердили кон-
цепцию использования трансгенных растений 
в качестве растительных вакцин как безопасной 
и  дешевой системы производства и  доставки 
для развивающихся стран. Наибольшего успеха 
в создании кандидатной вакцины против норо-
вирусов в растительных системах к настоящему 
времени достигли D.Tusе с соавт. [83]. Эта вак-
цина производится в транзиентной системе экс-
прессии N. bentamiana на платформе magnICON 
(“Icon Genetics”, Германия) и  представляет со-
бой неадъювантную, рекомбинантную двухва-
лентную композицию антигенов GI.4 + GII.4, 
формирующих вирусоподобные частицы, обо-
значенные как “rNV-2v”. Показано, что этот 
препарат не  токсичен, безопасен для людей, 
а  также способен формировать надежный им-
мунный ответ [84]. 

РЫНОК СОВРЕМЕННЫХ 
РЕКОМБИНАНТНЫХ ВАКЦИН 

РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Растущий в  последние десятилетия спрос 
на  фармацевтически ценные рекомбинантные 
белки послужил мощным стимулом для разви-
тия различных экспрессионных систем, включая 
системы на  основе растений. Достижения по-
следнего десятилетия в их разработке обеспечи-
ли привлекательную альтернативную платформу 
для получения рекомбинантных белков, в  т.ч. 
в промышленных масштабах.

Первой одобренной растительной вакциной 
стала вакцина против вируса ньюкаслской бо-
лезни птиц (NDV) (“Dow Agrosciences”, США). 
Вакцина на 90% предотвращала заражение NDV 
[85] и  была одобрена Министерством сельско-
го хозяйства США в 2006 г. Компания не стала 
продолжать развитие своего продукта, но  это 
событие открыло путь для коммерческого про-
изводства растительных вакцин. В  настоящее 
время разработкой и испытанием рекомбинант-
ных вакцин занимается ряд биотехнологических 
компаний. Большая часть перспективных для 
промышленности вакцин растительного про-
исхождения получены в  виде вирусоподобных 
частиц [86]. В  таблице 1 приведены компании, 
которые в  последние годы создали наиболее 
коммерчески перспективные кандидатные или 
уже одобренные вакцины растительного проис-
хождения. 

Наибольших успехов в продвижении вакцин 
на  рынке достигла “Bioapp” (Южная Корея). 
Их инъекционная вакцина против чумы свиней 
“HERBAVACTM CSF Green Marker” прошла все 
фазы клинических испытаний. Было показано, 
что привитые свиноматки и поросята имели вы-
сокий титр антител в течение 100 дней, а при их 
заражении вирусом не  проявляли клинических 
симптомов заболевания. Эта вакцина доступна 
на южнокорейском рынке [89, 90]. 

На данный момент две вакцины ждут реги-
страции от  национальных регуляторов. Компа-
ния “Medicago Inc.” на платформе VLPExpress™ 
system создала вакцину QVLP против сезонного 
гриппа, которая успешно прошла все фазы кли-
нических испытаний в  Канаде. В  испытаниях 
третьей фазы участвовали 10160 человек (5077 че-
ловек получили вакцину, 5083 человек получили 
плацебо), на данный момент это самые широко-
масштабные испытания на людях вакцин расти-
тельного происхождения. Показано, что вакцина 
QVLP может обеспечить существенную защиту 
от  симптомов, вызываемых вирусами гриппа 
у  взрослых. Также QVLP оказалась достаточно 
безопасной, т.к. хорошо переносилась участ-
никами испытаний. Вакцина против чумы сви-
ней “IBIO-400” компании “iBio Biotherapeutics” 
(США), созданная на  платформе FastPharming® 
System’s, также прошла все испытания, и  ждет 
регистрации Министерством сельского хозяй-
ства США. Эта вакцина эффективно предотвра-
щает заражение животных и при этом формирует 
мощный гуморальный ответ [88].

Пандемия COVID-19 стала вызовом для всех 
производителей вакцин. Биотехнологические 
компании, занимающиеся разработкой вак-
цин растительного происхождения, также от-
реагировали на  этот вызов. В  настоящее время 
на разных стадиях испытаний находятся 4 таких 
вакцины против SARS-CoV-2: кандидатная вак-
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цина компании “Kentucky BioProcessing Inc.” 
находится на первой стадии клинических испы-
таний, вакцины “IBIO-201” и “IBIO-202” (“iBio 
Biotherapeutics”) только готовятся к первой фазе, 
кандидатная вакцина SARS-CoV-2 (“Medicago 
Inc.”) находится в третей фаза клинических ис-
пытаний (табл. 1) [91]. 

Ранее так же сообщалось о  том, что первые 
фазы клинически испытаний проходят ряд кан-
дидатных рекомбинантных вакцин раститель-
ного происхождения [92]. Среди них, например, 
съедобная вакцина против гепатита В, синтези-

руемая в тканях латука [73] и клубнях картофеля 
[93], съедобная вакцина против холеры, нака-
пливаемая в  зернах риса [94, 95], и  съедобная 
вакцина против бешенства в шпинате [96]. Сле-
дует отметить, что часть из вышеперечисленных 
работ не получила дальнейшего развития. 

Консалтинговая фирма Coherent Market 
Insights оценивает мировой рынок вакцин 
на  растительной основе в  43.7 млн долларов 
США в 2021 г. Кроме того, этой фирмой прогно-
зируется среднегодовой темп роста 49.9% в пери-
од 2021–2028 гг. (https://www.globenewswire.com/

Таблица 1. Биотехнологические компании, разрабатывающие рекомбинантные вакцины растительного 
происхождения 

Компания Платформа Кандидатные вакцины/ 
вакцины 

Фаза клинических 
испытаний

Ссылки 

“Kentucky BioProcessing, 
Inc.”, США 
(https://kbio.com/)

Транзиентная 
экспрессия, 

N. benthamiana

Вакцина против сезонного 
гриппа 

1 [87]

Вакцина против SARS-CoV-2 1

Вакцина против 
пандемического гриппа

Доклинические 
испытания

“Medicago Inc.”, Канада 
(https://www.medicago.
com/en/)

VLPExpress™ system
Транзиентная 

экспрессия 
в N. benthamiana

Вакцина против сезонного 
гриппа QVLP

Регистрация [31, 36, 
47, 48]

Вакцина против SARS-CoV-2 3

Вакцина против 
пандемического гриппа

2

Комбинированная 
вакцина против сезонного 
и пандемического гриппа

1

Вакцина против ротавируса 1

“Icon Genetics”, 
Германия 
подразделение “Denka 
Co., Ltd.”, Япония
(https://www.
icongenetics.com/)

magnICON®
Агроинфильтрация

N. benthamiana

Вакцина против норовируса 1* [84]

“iBio Biotherapeutics” 
(ранее “Caliber 
Biotherapeutics”),  
США www.ibioinc.com 

FastPharming® 
System’s 

Агроинфильтрация 
N. benthamiana

Вакцина против чумы свиней 
“IBIO-400”

регистрация 
в Министерстве 

сельского хозяйства 
США

[88]

Вакцина против SARS-CoV-2 
“IBIO-201”

доклинические 
и токсикологические 

испытания 
завершены

Вакцина против SARS-CoV-2 
“IBIO-202” 

доклинические 
испытания

“Bioapp”,  
Южная Корея 
(http://bioapp.co.kr/)

Трансгенные 
N. benthamiana

Вакцина против чумы свиней 
“HERBAVACTM CSF Green 

Marker” 

одобрена для 
применения в Корее

[89, 90] 

* – https://www.icongenetics.com/icon-genetics-clinical-development-of-its-novel-norovirus-vaccine-reaches-milestone-of-complete-dosing-of-the-first-cohort/
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news-release/20291/06/04/2242076/0/en/Glob-
al-Plant-based-Vaccines-Market-to-Surpass-US-
584-1-Million-by-2028-Says-Coherent-Market-
Insights-CMI.html). Необходимо подчеркнуть, 
что вакцины растительного происхождения, 
нацеленные для профилактики вируса гриппа 
и коронавируса, продемонстрировали более вы-
сокую безопасность и  эффективность по  срав-
нению с  традиционными [8, 36]. Разработка 
нановакцин  – вакцин, в  которых компоненты 
могут иметь гетерологическое происхождение 
и  которые объединяются на  одной из  стадии 
производства,  – позволит расширить и  рынок 
растительных рекомбинантных компонентов 
для создания вакцин [97]. Кроме того, по  раз-
ным оценкам стоимость, выходящих на  рынок 
фармацевтических препаратов, полученных 
из  растительных систем экспрессии, ниже, как 
минимум, на  десятки процентов, чем получен-
ных в  других системах экспрессии [98, 99]. Та-
ким образом, рынок рекомбинантных вакцин 
растительного происхождения находится в  на-
чальной точке своего развития и, по-видимому, 
в  ближайшие годы следует ожидать появления 
новых компаний и препаратов на этом рынке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Привлекательность растительных систем 
экспрессии для наработки рекомбинантных бел-
ков, в т.ч. антигенов, выделенных из различных 
типов возбудителей заболеваний, обеспечивает-
ся низкой стоимостью по сравнению с другими 
системами экспрессии. Растительные системы 
рассматриваются в  настоящее время не  только 
как биофабрики для наработки сложных биоло-
гических молекул, сконструированных с приме-
нением методов генной инженерии, но и отдель-
ных их частей, которые могут быть соединены 
впоследствии в полноценную активную молеку-
лу с применением более простых химических ме-
тодов. Важным преимуществом растений в полу-
чении биологически активных рекомбинантных 
белковых молекул является наличие разрабо-
танных условий круглогодичного их культиви-
рования в  помещениях закрытого типа с  при-
менением искусственного освещения, а  также 
мобильность технологий получения желаемого 
количеств биологического материала в  услови-
ях начала пандемии. Особенно это важно при 
производстве достаточного количества вакцин 
в  случае надвигающихся эпидемий, связанных 
с  такими часто мутирующими возбудителями 
как вирусы гриппа или коронавирусы. Транс-
крипционно-трансляционная машина растений 
способна обеспечивать правильную сборку со-
зданной разработчиками вакцин рекомбинант-
ной молекулы, которая, в случае необходимости, 
способна собираться в вирусоподобную частицу, 

обеспечивая при этом концентрацию иммуноге-
нов на ее поверхности, предоставляемых иммун-
ной системе. При рассмотрении особенностей 
конструирования рекомбинантных молекул, на-
целенных на защиту человека и животных от раз-
личных инфекционных заболеваний вирусного 
происхождения на  примере различных типов 
вирусов (гриппа, коронавирусов, вируса папило-
мы человека, вируса гепатита В и норовирусов), 
наше внимание было направлено на перспектив-
ность разработки и использования растительных 
систем экспрессии для производства рекомби-
нантных вакцин.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования 
(грант № FWNR-2022-0022).

Настоящая статья не  содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов. Авторы Уварова 
Е.А. и  Белавин П.А. внесли одинаковый вклад 
в эту работу.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема структурной организации и опре-
деление функциональной значимости белко-
вого продукта конкретного гена является цен-
тральной задачей функциональной геномики. 
За прошедшие полвека генетической инжене-
рии, в  начале бактериальной, а  затем и  расти-
тельной, достигнут прогресс принципов дина-
мического взаимодействия в  генах и  геномах. 
Открытие РНК-интерференции, транскрип-
ционного и пост-транскрипционного замолка-
ния гетерологичных генов, создание библиотек 
инсерционных мутантов различных видов рас-
тений значительно расширили нашу парадигму 
знаний. Все перечисленные достижения были 
бы невозможны без развития мощной методо-

	 Сокращения: TRAP – методика трансляции аффинной очистки 
рибосом; дцРНК – двухцепочечная РНК; миРНК – малые ин-
терферирующие РНК; РНК-инт – РНК-интерференция.

логической основы, включающей в себя как мо-
лекулярно-биологические методы, так и биоин-
форматические инструменты анализа данных.

Один из  основных объектов исследования 
функциональной геномики  – транскриптом  – 
совокупность всех мРНК, соответствующих 
окружающим условиям, в которых находился ор-
ганизм на момент исследования. И в тоже время 
транскриптом  – это динамически изменяемый 
набор мРНК, который зависит от множества фак-
торов. Секвенирование транскриптома – совре-
менный метод получения информации об транс-
крипции генов в  конкретных тканях организма 
в определенный момент времени. Анализ транс-
криптома осуществляется с  использованием 
высокоточных приборов и  современных плат-
форм, таких как Illumina, Genolab  M, SMARTer 
v4 и Nextera XT. Установление набора дифферен-
циально экспрессируемых генов, соответству-
ющих различным процессам (в ответ на стресс, 
адаптации к стрессам, этапам онтогенеза) – одна 
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из задач функциональной геномики. Дифферен-
циальный анализ транскрипции генов-кандида-
тов может быть выполнен на различных образцах 
материала как от разных видов растений, так и от 
мутантных линий одного вида. Понимание моле-
кулярных механизмов биологических процессов 
требует поиска и изучения генов, белковые про-
дукты которых вовлечены напрямую или косвен-
но в реализацию сложных клеточных процессов. 
Методы поиска и исследования таких генов ос-
нованы на  различных экспериментальных под-
ходах. Так, достижения в  развитии технологий 
секвенирования нового поколения, биоинфор-
матики и  синтетической биологии позволили 
идентифицировать и  оценить изменения экс-
прессии многих генов [1-5].

Актуальная методологическая основа – один 
из  залогов оптимальных и  воспроизводимых 
экспериментов. Большой объем накопленных 
коллекций генотипов требует подробной анно-
тации каждого из  них. Так, например, в  иссле-
довании [6] создали подробную карту 1135  ва-
риаций из  естественных инбредных линий 
с  помощью секвенирования. Представленная 
выборка практически полностью покрывает 
все мировое разнообразие Arabidopsis thaliana 
и  условно названа “1001 геном”. За последние 
10-15  лет существенно снизилась стоимость 
и  доступность секвенирования: как связанного 
с сайтами рестрикции (RAD-seq), так и полноге-
номного секвенирования [7, 8].

Параллельно происходит разработка удоб-
ных инструментов биоиформатического анали-
за данных секвенирования. В  исследовании [9] 
представлен программный продукт SNPmatch 
на основе программного кода Python – инстру-
мент для эффективной идентификации вариа-
ций генотипов при сравнении их с определенны-
ми базами данных. Принцип действия SNPmatch 
реализует модель вероятной идентификации 
сходных генотипов с  заданным набором (Single 
Nucleotide Polymorphism, SNP). Так, при анализе 
“1001 генома” определены 930 генотипов с 2000 
случайных маркеров SNP. Другие 205 линий A. 
thaliana отличались менее чем на 6000 SNP, для их 
определения потребуется секвенирование сайтов 
сегрегации. Также SNPmatch может эффективно 
использоваться для проверки качества коллек-
ций зародышевой плазмы. Так, при анализе ка-
чества имеющегося коллекционного семенного 
материала разработчиками SNPmatch было уста-
новлено, что 10% материала идентифицировано 
неверно. К сожалению, загрязнение проб являет-
ся неизбежной проблемой при проведении круп-
номасштабных экспериментов. SNPmatch – это 
удобный и надежный инструмент для генотипи-
рования образцов с минимальным количеством 
SNP. SNPmatch ограничен диплоидными видами 
с двуаллельными маркерами, для полиплоидных 

видов необходима адаптация изменением модели 
правдоподобия в алгоритме программы. Для ра-
боты с A. thaliana SNPmatch реализован веб-ин-
струмент AraGeno [9].

В последнее время было разработано мно-
жество вычислительных программ, которые 
способствуют идентификации растущего чис-
ла предсказанных кластеров генов растений, 
тем самым ускоряя открытие путей биосинтеза 
растительных натуральных продуктов и  созда-
ние синтетических кластеров гетерологичных 
хозяев [10, 11]. К таким инструментам относят-
ся plantiSMASH, PhytoClust, PlantClusterFinder 
и MIBiG [12-14].

Тем не  менее, верификация физиологиче-
ской роли генов требует дополнительных экс-
периментальных подходов. Многочисленные 
исследования убедительно продемонстрировали 
эффективность стратегии получения модель-
ных трансгенных растений для характеристики 
функций генов, по-разному представленных 
в разных тканях и в разных исследуемых процес-
сах. Физиолого-биохимическая оценка количе-
ственного и  качественного состава клеточных 
компонентов трансгенных растений, экспресси-
рующих целевой ген, не только позволяет иден-
тифицировать соединения, участвующие в  тех 
или иных процессах жизнедеятельности расте-
ний, но  также изучить их взаимодействие. На 
рис. 1 представлены основные задачи функцио-
нальной геномики растений.

ОСНОВНЫЕ ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ 
СТАБИЛЬНЫХ ТРАНСФОРМАНТОВ 

РАСТЕНИЙ

В настоящее время для ядерной трансфор-
мации растений исследователи в  основном ис-
пользуют: а) агробактериальную трансформа-
цию; б) биобаллистическую трансформацию; в) 
трансформацию протопластов. В обзоре кратко 
рассмотрим два первых метода, как наиболее 
распространенные в  генетической инженерии 
растений.

Агробактериальная трансформация  – спо-
соб переноса гетерологичного генетическо-
го материала с  помощью векторов, созданных 
на базе грамотрицательных почвенных бактерий 
(Agrobacterium tumefaciens и  A. rhizogenes), в  ос-
новном в клетки двудольных растений. Впервые 
на  практике методика применена в  1979 г. под 
руководством Marton [15]. В 1983 г. под руковод-
ством Schell впервые осуществлена трансформа-
ция растений с  модифицированной Тi-плазми-
дой (от англ., “tumor inducing”  – вызывающая 
опухоль), что послужило стимулом для множества 
исследований [16]. Прогресс в создании векторов 
был достигнут после установления эффектив-
ной работы системы в  транс-положении, когда 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ КАК МЕТОДОЛОГИЧЕСКАЯ ОСНОВА 	 557

переносимые гены расположены на  небольшой 
(5-10 т.п.н.) плазмиде, реплицирующейся как 
в агробактерии, так и в Escherichia coli, в vir-обла-
сти Ti-плазмиды с  делегированной Т-ДНК. Эта 
система, получившая название “бинарная”, от-
крыла новые возможности для переноса генети-
ческого материала в геном растений и получения 
широкого спектра трансгенных растений.

Многочисленные исследования последних 
лет позволили получить высокоэффективные 
штаммы Agrobacterium, создать новые экспрес-
сионные векторы и  разработать протоколы 
трансформации для различных видов растений 
[17–19].

Доставка ДНК в клетки растений, плохо под-
дающихся агробактериальной трансформации, 
может быть осуществлена путем физического 
проникновения через стенку растительной клет-
ки с помощью баллистического метода.

Методика биобаллистической (biolistic) 
трансформации тканей разработана Klein и San-
ford в  1987 году [20]. Общий принцип данного 
метода трансформации состоит в бомбардиров-
ке ткани-мишени металлическими микроча-
стицами-носителями ДНК в вакуумной камере. 
Этим способом получены трансгенные расте-
ния, относящиеся к различным семействам рас-
тительного царства.

Биологическая баллистика с  целью получе-
ния трансгенных растений имеет ряд особен-
ностей и условий, оптимизация которых крайне 

важна. Факторы, влияющие на  эффективность 
биологической баллистики, можно разделить 
на три группы: физические, химические и био-
логические. Также, важным фактором является 
состояние клеточной популяции в  момент воз-
действия – соотношение клеток в стадии синте-
за ДНК и деления [21, 22]. На рис. 2 приведена 
общая схема получения трансгенных растений 
с  заданными свойствами, а  также создание би-
блиотек инсерционых мутантов.

РНК-интерференция. До понимания сути 
процесса РНК-интерференция определялась 
как посттранскрипционный сайленсинг гена. 
Fire и  Mello в  1998 г. провели комплексное ис-
следование по  изучению РНК-интерференции 
у нематоды Caenorhabditis elegans [23], а в 2006 г. 
стали лауреатами Нобелевской премии.

РНК-интерференция (РНК-инт)  – важный 
регуляторный механизм врожденного иммуни-
тета эукариот и  адаптации генетического ап-
парата в  ответ на  абиотические и  биотические 
стрессы. Понимание РНК-инт позволило ис-
следователям получить представление о  функ-
ции генов, устойчивости к вредителям и многих 
физиологических процессах в  растениях. Ме-
ханизм РНК-инт определяет способность двух-
цепочечной РНК (дцРНК) индуцировать спец-
ифичный для конкретной последовательности 
мРНК процесс системного молчания.

Общий принцип РНК-инт состоит в  следу-
ющем: инициируется дцРНК, которая преоб-

Рис. 1. Задачи функциональной геномики растений.
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разуется в  дуплексы малых интерферирующих 
РНК (миРНК) длиной от  21 до  24 нуклеотидов 
с  помощью фермента РНКазы III из  семей-
ства Dicer-подобных белков (DCL). Дуплексы 
миРНК встраиваются в  РНК-индуцированный 
комплекс замолкания (RNA-induced silencing 
complex, RISC), который содержит РНКаза-по-
добный фермент Argonaute (AGO); одна из  це-
пей дуплекса миРНК специфически направляет 
деградацию последовательности комплементар-
ной РНК или репрессирует трансляцию мРНК. 
В  случае заражения растений, в  зависимости 
от  типа вируса, образуются различные типы 
дцРНК, которые специфически подавляют ви-
русные транскрипты. Для преодоления, сфор-
мированного таким образом иммунитета ви-
русы используют супрессоры подавления РНК 
(virus supresor RNA, VSR). VSR часто выполняют 
сразу несколько функций в  вирусе: белок обо-
лочки, протеаза, вспомогательный вирусный 
компонент. Принципы их работы различны: 
связывание дуплексов дцРНК или миРНК, пре-
дотвращение встраивания дуплексов в комплекс 
RISC и другие [24, 25].

Система РНК-инт не  полностью “выклю-
чает” экспрессию гена, ее действие называется 
“нокдаун гена” [26, 27]. В отличие от полной де-
активации гена, нокаут гена может происходить 

в  случае инсерционного мутагенеза (принцип 
инсерционного мутагенеза будет рассмотрен 
ниже).

Для создания библиотек специфических 
миРНК, а  также прогнозирования их эффек-
тивности для нокдауна генов, применяют искус-
ственные нейронные сети [28, 29].

Библиотеки на  основе интерферирующих 
РНК для масштабных скрининговых исследова-
ний также могут быть созданы на основе ленти-
вирусных векторов [30].

Установлено, что растения могут распро-
странять миРНК, входящие в систему РНК-инт, 
с  помощью плазмодесм. Плазмодесмы могут 
динамически изменять свой размер и селектив-
ность, обеспечивая прохождение крупных моле-
кул [31].

В контексте изучения сельскохозяйственных 
культур РНК-инт стала мощным инструментом 
для понимания функций генов, который дока-
зал свою эффективность в  расшифровке роли 
генов, связанных с  устойчивостью к  стрессам 
и участвующих в различных метаболических пу-
тях. Для идентификации белков, участвующих 
в перемещении сигналов замолкания, разрабо-
таны методики генетического скрининга. Так, 
в исследовании Smith [32] определение распро-
странения системного замолкания проводили 

Рис. 2. Схема получения трансгенных растений с заданными свойствами, а также создания библиотек инсерционых 
мутантов.
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с  помощью создания трансгенных растений 
с  прямой и  инвертированной последователь-
ностью гена PHYTOENE DESATURASE (PDS) 
в  качестве источника замолкания (антисмыс-
ловой РНК). Ген PDS экспрессировался в  ме-
зофильных клетках флоэмы под контролем 
тканеспецифичного промотора гена SUC2. 
Определено, что в  механизме передачи сиг-
налов замолкания участвуют РНК-зависимая 
РНК-полимераза 2 (RDR2) и  субъединица 
РНК-полимеразы IVa (NRPD1a). Фенотип по-
лученных трансгенных растений был подвержен 
хлорозу различной степени, что определялось 
замолканием гена. В  ходе исследования был 
идентифицирован белок, содержащий домен 
SNF2 (CLASSY1), который действует вместе 
с RDR2 и NRPD1a в распространении замолка-
ния, а также участвует в производстве эндоген-
ных 24-нуклеотидных миРНК. Проявление хло-
розисного фенотипа замолкания у трансгенных 
линий A. thaliana под контролем флоэмно-спец-
ифического промотора в разной степени наблю-
далось вокруг жилок листа. Гены, соответствую-
щие мутантным фенотипам, были картированы 
и идентифицированы [32].

Следует упомянуть еще об одном механизме 
замолкания за счет метилирования промоторов, 
когда наследование обеспечивается в результате 
деления и дочерним клеткам достается изменен-
ный паттерн метилирования. В  данном обзоре 
не  будет рассматриваться данный вид замолка-
ния, он подробно описан в обзоре Melnyk [33].

Ниже приведено несколько наглядных при-
меров применения РНК-инт для изучения фи-
зиологической роли генов у разных видов расте-
ний.

Ханфу (Hanfu)  – элитный сорт яблони Ma-
lus domestica, выведенный в  Shenyang Agricul-
tural University (Shenyang, China), был успеш-
но модифицирован с  помощью применения 
РНК-инт [34]. Был использован ген MdGA20-ox 
(GenBank accession numbers EB128368, EB132114, 
AB037114, EB126424, EB127719), кодирующий 
GA20‑оксидазу  – ключевой фермент, участву-
ющий в  биосинтезе гиббереллиновой кислоты 
(ГК). Часть последовательности гена длиной 466 
п.н. в прямом и обратном положении интегри-
ровали в  конструкцию для агробактериальной 
трансформации. Через 20 недель развития в те-
плице трансгенные растения уступали дикому 
типу в  размере на  20-45% и  имели больше ме-
ждоузлий. Экспрессия MdGA20-ox в  трансген-
ных растениях была ниже в  20 раз, а  содержа-
ние активной ГК было в  два раза меньше, чем 
в  контрольных растениях дикого типа. На ос-
нове полученных данных определили, что ген 
MdGA20-ox играет важную функциональную 
роль в вегетативном росте растения. Таким об-
разом, с использованием РНК-инт для подавле-

ния гена MdGA20-ox возможно создание карли-
ковых разновидностей яблонь сорта Ханфу [34].

В другом исследовании с  помощью 
РНК-инт установлено, что ген SlCAND1 
(Solyc01g103010.3.1) томата (Solanum lycopersicum) 
участвует в регуляции процессов развития, про-
растания семян, цветения, а  также функцио-
нально определяет рост растения и  развитие 
корневой системы  [35]. Белок CAND1 играет 
важную роль в  реактивации Cullin-RING E3 
ligases-зависимой убиквитиновой протеасом-
ной системы, которая определяет деградацию 
белков, контролирующих широкий спектр он-
тогенетических и  физиологических процес-
сов эукариот. С  помощью агробактериальной 
трансформации получены растения томата со-
рта MicroTom со  специфическим фрагментом 
(437 п.н.) гена SlCAND1. Эффективность замол-
кания мРНК гена SlCAND1 определяли с помо-
щью количественного метода ПЦР с  обратной 
транскрипцией (qRT-PCR).

С применением экзогенных фитогормонов 
гиббереллина и ауксина возможно частично под-
держивать некоторые фенотипы с подавленным 
РНК-инт геном SlCAND1. Уровни экспрессии 
генов, связанных с  гиббереллином/ауксином, 
были существенно изменены в  трансгенных 
линиях SlCAND1-RNAi. Проведенное иссле-
дование открывает новый взгляд на возможные 
функциональные роли гена CAND1 в растениях 
и  подтверждает гипотезу, что ген CAND1 убик-
витиновой протеасомной системы имеет важное 
функциональное значение для вегетативного 
роста растений [35].

Гексаплоидная пшеница Triticum aestivum 
имеет большой геном (16000 Мб), состоящий 
из трех близкородственных (до 80% гомологии) 
гомеологичных геномов (A, B и D) [36].

Благодаря гексаплоидной природе генома, 
мягкая пшеница имеет три копии большин-
ства генов. Следовательно, существует высокая 
степень функциональной избыточности генов 
T. aestivum, что необходимо учесть в случае экс-
периментов по  генетической инженерии. Для 
разработки технологии РНК-инт пшеницы не-
обходимо подробно охарактеризовать молеку-
лярный принцип замолкания гомеологичных 
генов, а  также наследование РНК-инт индуци-
рованных фенотипов.

С применением биобаллистики в исследова-
нии Travella с соавт. [37] получены трансгенные 
растения пшеницы, содержащие ген фитоенде-
сатуразы (PDS) и  ген EIN2 с  различной степе-
нью проявления РНК-инт. Уровни эндогенной 
целевой мРНК всех трех гомеологичных генов 
в  различных геномах пшеницы были снижены 
в трансгенных линиях вследствие РНК-инт, сле-
довательно, продукция миРНК, как и предпола-
галось, зависит от дозировки гена и плоидности 
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генома [37]. Опосредованное РНК-инт замолка-
ние обоих генов привело к сокращению до 93% 
количества транскриптов для гена PDS у  78% 
полученных трансформантов пшеницы. Для 
гена EIN2, который кодирует трансмембран-
ный белок сигнального пути этилена, количе-
ство транскриптов сокращалось до 99% для 33% 
полученных трансгенных линий EIN2-RNAi. 
Следовательно, дцРНК, соответствующие двум 
генам, вызывают сильные и специфичные реак-
ции генетической интерференции.

Фитоендесатураза (PDS)  – фермент пути 
биосинтеза каротиноидов, снижение экспрессии 
которого приводит к ингибированию биосинте-
за каротиноидов и последующему фотообесцве-
чиванию фенотипа вследствие фотоокисления 
хлорофилла [38].

Экспрессия wPDS и  wEIN2 стабильно на-
следовалась в  течение двух исследованных по-
колений. Трансгенные линий растений с геном 
PDS-RNAi в  гомозиготном состоянии были не-
жизнеспособны [37].

В заключение раздела нужно отметить, что 
технология РНК-инт в  основном применяется 
к  белок-кодирующим генам, которые являются 
лишь частью всего разнообразия функциональ-
ных элементов генома.

Инсерционный мутагенез. Исследования 
РНК-инт и  инсерционного мутагенеза суще-
ственно расширяют понимание функциональ-
ных основ взаимодействия генетических струк-
тур растительных клеток, а  также являются 
методологическими подходами исследования 
функции отдельных генов и  их сочетаний. При 
этом в  качестве инсерций используют экзоген-
ные Т-ДНК агробактериальных плазмид или 
векторы для баллистической трансформации. 
Баллистическая и агробактериальная трансфор-
мация являются методами доставки генетиче-
ских конструкций в  ядро растительной клетки. 
Фрагменты ДНК попадают в  открытые петли 
хроматина и встраиваются в ДНК хозяина по ме-
ханизму негомологичной рекомбинации [39, 40].

Наличие расшифрованной полной нуклео-
тидной последовательности генома позволяет 
использовать принципы прямой и обратной ге-
нетики. В случае интеграции фрагментов в райо-
не интронов или экзонов часто происходит инак-
тивация гена, что приводит к  формированию 
инсерционного мутанта с соответствующим фе-
нотипом. Для растений A. thaliana и Oryza sativa 
созданы обширные библиотеки инсерционных 
мутантов, насчитывающих десятки тысяч линий 
Т-ДНК, что существенно ускорило исследование 
функций генов с  помощью обратной генетики. 
Однако размеры геномов A. thaliana и  O.  sativa 
отличаются в 4 раза, тогда как общее количество 
генов в гаплоидном состоянии у этих двух расте-
ний приблизительно одинаковое; следовательно, 

эффективность использования инсерционного 
мутагенеза для О. sativa ниже [41–45].

Однако, важное экономическое и  сельско-
хозяйственное значение риса определило об-
ширность исследований полученных библио-
тек растений. Анализ инсерционных мутантов 
Т-ДНК риса позволил идентифицировать мно-
жество генов, участвующих в  различных мета-
болических путях. Например, установлено, что 
активное поглощение марганца рисом O. sativa 
опосредовано белком Nramp (Natural Resis-
tance-Associated Macrophage Protein), который 
локализован в  плазматической мембране кле-
ток экзодермы и  эндодермы корня. Мутация 
OsNRAMP5 локализована в  гене основного пе-
реносчика марганца (Mn) и кадмия (Cd) в рас-
тениях риса, характеризуется низкой урожай-
ностью при недостатке Mn в почве. Содержание 
Mn и Cd в органах мутантных растений при этом 
было значительно ниже, чем в растениях дико-
го типа [46]. При исследовании двух мутантов 
O. sativa по гену JMJ706 автор Sun в 2008 г. уста-
новил, что белки, содержащие домен Jumonji C 
(jmjC), участвуют в предотвращении ди- и три-
метилирования лизина 9 гистона H3 (H3K9) 
[47]. Анализ инсерционных изменений выявил, 
что нокаут гена JMJ706 активирует метилиро-
вание гистона H3K9, что в свою очередь влияет 
на морфологию цветков риса и развитие коло-
са. Таким образом, определено, что ген JMJ706 
риса кодирует связанную с  гетерохроматином 
деметилазу H3K9, участвующую в  регуляции 
развития цветков [47].

На основе анализа энхансеров и супрессоров 
мутантных растений A. thaliana были определе-
ны механизмы регуляции многих метаболиче-
ских путей. Мутантный фенотип подавляется 
в  присутствии экстрагенного супрессора; деак-
тивация или удаление супрессора может восста-
новить мутантный фенотип. Однако бывают 
и  другие варианты эпигенетической деакти-
вации супрессора, определяющего мутантный 
фенотип: например, в работе Gao и Zhao 2013 г. 
было определено, что фенотип инсерционного 
мутанта Т-ДНК частично подавляется встрой-
кой другой Т-ДНК в другом локусе хромосомы 
[48]. В исследовании провели скрещивание двух 
инсерционных мутантов A. thaliana yuc1-1 и ag-
TD. В поколении F2 область Т-ДНК ag-TD была 
деактивирована в ag-TD*, что нарушает правила 
менделевской генетики. Функционально актив-
ная область Т-ДНК ag-TD определяла устойчи-
вость к канамицину, а фенотип ag-TD* был чув-
ствителен к  антибиотику. Оба скрещиваемых 
мутанта имели встройки в  интронной области 
гена; по-видимому, конформационные измене-
ния структуры ДНК при скрещивании мутантов 
определяются транс-взаимодействием вставок 
Т-ДНК и  деактивируют участок ДНК ag-TD. 
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При этом деактивация ag-TD* закрепляется в ге-
номе и наследуется в ряду поколений [48].

Определение функции генов и их роли в ме-
таболических сетях является одной из основных 
задач трансгенеза и функциональной геномики 
растений. В работе Xin с соавт. [49] изучали вли-
яние экспрессии генов, кодирующих биосинтез 
антоцианидинредуктазы (ANR) и  лейкоантоци-
анидинредуктазы (LAR), участвующих в  обра-
зовании проантоцианидина (катехин и  эпика-
техин), на  устойчивость растений шелковицы 
Morus nigra к  грибному заражению B. сinerea. 
Флавоноиды  – вторичные метаболиты расте-
ний, проявляющие металлохелатирующую ак-
тивность и  сдерживающие рост бактерий, при 
окислении до  хинонов проявляют также силь-
ную антибиотическую активность. Биосинтез 
проантоцианидина определен для некоторых 
растений A. thaliana, Vitis vinifera, Populus tricho-
carpa [50–52].

Гены ANR и  LAR шелковицы M. nigra были 
функционально охарактеризованы с  помощью 
эктопической экспрессии в  растениях табака 
N. tabacum. Экстракты листьев трансгенного 
табака подавляли рост грибных гиф B. сinerea 
in vitro, в  то время как экстракты контрольных 
нетрансгенных растений табака не  проявляли 
такого действия. В  ходе эксперимента опреде-
лено, что высокий уровень экспрессии генов 
шелковицы MnANR и MnLAR ингибировал экс-
прессию гомологов N. tabacum NtANR и  NtLAR 
в  трансгенном табаке; предположительно это 
определяется механизмом замолкания РНК [49]. 
При высоком уровне экспрессии MnANR или 
MnLAR цветки трансгенного табака накапли-
вали достоверно больше катехинов и  эпикате-
хинов, по сравнению с растениями дикого типа 
[49]. Подобный эффект РНК-инт обнаружен 
при сверхэкспрессии дополнительно введенно-
го гена халконсинтазы с целью синтеза розового 
и  фиолетового пигментов околоцветника пету-
нии Petunia nyctaginiflora. В результате РНК-инт 
и подавления экспрессии гена гомолога петунии 
пигментация околоцветников вместо темной 
стала более светлой, и даже белой [53].

В растительных геномах выявлено множе-
ство дублирующих генов в сравнении с другими 
эукариотами. Часть из  них функционально ди-
вергированы; некоторые дублированные гены 
сохраняют избыточные функции по сравнению 
с  паралогами. В  случае дивергированных генов 
нокаут одного не  может быть компенсирован 
копией другой гена. Функционально о  расхож-
дении дублей генов можно судить на основе фе-
нотипов нокаутных мутантов [54, 55].

Чтобы узнать степень дивергенции иссле-
дователи сравнили белковые последователь-
ности и  сравнили экспрессию изучаемых ге-
нов [56]. Takeda с  соавт. [57] исследовали две 

дублированные пары генов, одну из  которых 
определили как сильно дивергированную, вто-
рую слабо дивергированную, и, соответствен-
но, слабо отличающуюся от  своего паралога. 
Проверку гипотезы проводили с  помощью мо-
дельных трансгенных растений, в которых один 
ген из  пары был нокаутирован. Исследование 
проводили на  тандемно дублированной паре 
(AT3G26270, AT3G26280) дивергированных 
и  паре (AT1G18970, AT1G18980) слабо разли-
чающихся генов. Оба гена каждой пары имели 
идентичность более 90% в нуклеотидной и бел-
ковой последовательности. Фенотипические 
изменения функционально определялись в раз-
нице длины гипокотиля и размера корня на ста-
дии проростков (до 14 дней) между трансгенны-
ми растениями и  растениями дикого типа. Как 
и  предполагалось, в  сильно дивергированных 
копиях нокаут гена приводил к  существенным 
фенотипическим изменениям по причине боль-
шего функционального различия генов. Однако 
двойной нокаут в слабо дивергированных копи-
ях проявлялся так же, как и одиночный нокаут 
для сильно дивергированных копий гена. Функ-
ционально гены с  высокой дивергентностью 
определяют специфические реакции к стрессам. 
Установлено, что данные гены не консерватив-
ны [57]. Дубликаты генов с низкой дивергентно-
стью обычно участвуют в основных метаболиче-
ских путях и высоко консервативны для многих 
видов растений [56].

Для подтверждения фенотипических из-
менений был проведен комплексный анализ 
транскриптома. Число выявленных дифферен-
циально экспрессирующихся генов не  отлича-
лось между парами  – значит, функциональная 
компенсация для слабо диверсифицирован-
ных генов встречается не чаще, чем для высоко 
диверсифицированных пар генов. Высказано 
предположение, что разница в экспрессионном 
статусе между сильно и  слабо дивергентными 
парами генов определяется эффектом дозы гена 
[56]. Гены, связанные с “повседневными” функ-
циями в  основных метаболических путях, име-
ют тенденцию высокой экспрессии и  большой 
дозировки генов и, по-видимому, однократный 
нокдаун не  оказывает влияния на  их функцио-
нальность [58].

Следует отметить, что для создания коллек-
ций инсерционных мутантов желательно иметь 
не  только последовательность полного генома, 
но также и воспроизводимую методику создания 
трансгенных растений. Так, например, первые 
сообщения исследования генома огурца (Cucumis 
sativus) появились в 2009 году [59]. Молекулярное 
картирование, клонирование генов и характери-
стика локусов количественных признаков (QTL) 
огурца проведена совсем недавно [60-65], что 
и определяет небольшое количество полученных 
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Т-ДНК мутантов и  их исследований [66]. Для 
создания Т-ДНК инсерционных мутантов с  по-
мощью агробактериального или биобаллисти-
ческого метода требуется ведение культуры кле-
ток и тканей растения, что является длительным 
процессом. Нахождение в культуре клеток расте-
ний может привести к сомаклональной изменчи-
вости под воздействием фитогормонов и других 
факторов среды. Так, для растений риса (O. sati-
va) выявлена высокая частота соматических му-
таций, менее 5% наблюдаемых фенотипических 
изменений на самом деле определяются встрой-
кой Т-ДНК. Оставшаяся часть изменений – это 
сомаклональная изменчивость [67].

Следует отметить, что первоначально тех-
нология генетической инженерии растений ис-
пользовалась для решения практических задач, 
связанных с  получением растений с  ценными 
признаками. Согласно современным экспери-
ментальным данным, эта технология позволи-
ла получить уникальные экспериментальные 
модели для изучения физиологической роли 
генов и  ключевых механизмов жизнедеятель-
ности растительных организмов. Одним из эта-
пов понимания функционирования генов и  их 
регуляторных элементов стали комплексные 
сложные исследования, затрагивающие изуче-
ние влияния продуктов гетерологичных генов 
на  дифференциальную активацию генетиче-
ского аппарата. Так, в исследовании Hu с соавт. 
[68] по оценке устойчивости к засолению и за-
сухоустойчивости трансгенных растений сои 
(Glycine max), экспрессирующих ген GmCOL1a, 
выявлены два потенциальных гена-мишени. 
Параллельно в  работе исследовали мутантный 
генотип сои co-9 с выключенным геном GmCO-
L1a с  помощью методики CRISPR/Cas9. Сам 
ген CONSTANS-подобный (COL) впервые оха-
рактеризован в  растении A. thaliana [69]. Белок 
COL содержит два гомологичных домена: B-box 
(домен цинковых пальцев) [69] и  домен бел-
ка циркадных часов CCT - circadian clock pro-
tein (CO, CO-like и  TOC1), определенный как 
ДНК-связывающийся транскрипционный фак-
тор. Продукт гена GmCOL1a непосредственно 
связывается с  Myc(bHLH) мотивом CACGTG 
и  Che мотивом GGATTCTC в  промоторах ге-
нов GmLEA и GmP5CS, соответственно, для ак-
тивации экспрессии мРНК. Гены LEA активны 
на этапе позднего эмбриогенеза, белки участву-
ют в механизмах стрессоустойчивости растений 
[70]. Определено, что в  растениях A. thaliana 
ген P5CS, кодирующий Δ1-пирролин-5-кар-
боксилат синтетазу, активируется в  условиях 
засухи, засоления или наличия АБК [71]. Ранее 
было установлено, что образующийся Δ1-пир-
ролин-5-карбоксилат (P5C) восстанавливается 
ферментом Δ1-пирролин-5-карбоксилат ре-
дуктазой (P5CR) до  пролина [72]. Трансфор-

манты табака (N. tabacum), экспрессирующие 
ген P5CS из  фасоли мотыльковой (Vigna acon-
ififolia) под контролем конститутивного CaMV 
35S промотора, значительно увеличивали уро-
вень пролина, что позволило сохранить осмо-
тический потенциал растений при засухе [73]. 
В результате работы установлено, что супрессор 
GmCOL1a участвует в регуляции стрессовых ре-
акций в  растениях сои. Трансгенные растения 
сои 35S:GmCOL1a за счет увеличения поглоще-
ния воды обладали повышенной устойчивостью 
к засолению и засухе. Растения накапливали Na+ 
в корневой системе, а в листьях и стебле соотно-
шение Na+/K+ оставалось относительно низким. 
Высокое содержание пролина способствовало 
деактивации АФК и  поддержанию стабильного 
статуса растений в  условии стресса. Растения 
дикого типа и  деактивированные co-9 мутанты 
были чувствительны к воздействию засухи и за-
соления. Таким образом, функционально опре-
делен статус белка GmCOL1a как положитель-
ного регулятора при конститутивном синтезе, 
способного поддерживать устойчивость расте-
ний к соли и засухе [68].

Трансгенные растения в  изучении процесса 
эффективности трансляции. Экспрессия генов 
динамична и строго регулируется на нескольких 
уровнях, включая транскрипционную, пост-
транскрипционную и  трансляционную регуля-
цию. Разработка новых методов полногеномного 
анализа дифференциальной трансляции необ-
ходима для решения задач функциональной ге-
номики растений.

Методы изучения трансляции включают 
профилирование полисом, профилирование 
полноразмерных транслирующих мРНК (RNC-
seq), профилирование рибосом (Ribo-seq), 
а также протеомные подходы, которые подробно 
описаны в обзоре [74].

В 2005 г. в  лаборатории Bailey-Serres при-
ступили к разработке новой методики трансля-
ции аффинной очистки рибосом (TRAP) [75]. 
В основе TRAP лежит использование трансген-
ных линий растений, экспрессирующих мече-
ный эпитопом вариант рибосомального белка 
L18 (RPL18). Как правило, используют эпитоп 
FLAG в N-концевой области [76, 77]. После ли-
зиса клеток полисомы стабилизируют, чтобы 
блокировать трансляцию. Транскрипты, связан-
ные с  рибосомами, несущими меченый RPL18, 
избирательно очищают с  помощью абсорбции 
на агарозе с анти-FLAG-M2.

Методика TRAP широко применяется для 
исследования транслятомов органов или опре-
деленных типов клеток различных видов рас-
тений: A. thaliana [78, 79] S. lycopersicum [80], 
Medicago truncatula [81], G. max [82] и  O. sativa 
[83]. Преимуществом TRAP по  сравнению 
с  традиционными полисомным профилирова-
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нием является возможность экспрессии RPL18 
с  использованием различных тканеспеци-
фичных промоторов. С  помощью TRAP мож-
но эффективно определить профиль активно 
транслируемых РНК в различных растительных 
клетках: эпидермис, кора или эндодерма; клетки 
флоэмы, меристематические клетки мезофилла 
листа; микроспоры и пыльца [84]. Метод TRAP 
фиксирует результаты предшествующей регу-
ляции трансляции и  показывает состав белков 
клетки на  момент анализа. Так, использование 
промоторов APETALA1, APETALA3 и AGAMOUS 
для экспрессии FLAG-RPL18 позволило от-
крыть новые уровни контроля развития цветков, 
связанные с  дифференциальной трансляцией 
[85]. При экспрессии эпитопа RPL18 под кон-
тролем промотора ProLAT52 идентифицирова-
ны транскрипты, регулирующие поздние стадии 
опыления цветковых растений [83].

В исследовании Liu с соавт. [86] для изучения 
регуляции трансляции термочувствительных ли-
ний с  мужской стерильностью (thermo-sensitive 
genic male sterile) TGMS риса O. sativa объеди-
нили стратегию TRAP с секвенированием РНК, 
чтобы сравнить транслятом и транскриптом ме-
телок риса на полногеномном уровне. В работе 
использовали две линии трансгенных растений, 
экспрессирующих FLAG-меченный RPL18 под 
контролем специфичного промотора для за-
родышевой линии MEL1 [86]. Многие днРНК 
действуют как предшественники миРНК, ко-
торые регулируют мужскую стерильность риса 
[87]. В  результате работы идентифицированы 
пять днРНК в репродуктивной ткани трансген-
ной линии риса Zhu1S, которые соответствуют 
РНК-инт последовательностям, опубликован-
ным в  общедоступных базах данных. Возмож-
но, что специфичные для Zhu1S днРНК могут 
играть регуляторную роль в мужской стерильно-
сти. Более того, ассоциированные с рибосомами 
днРНК, идентифицированные в  исследовании, 
являются потенциальными новыми риборегу-
ляторами. Результаты исследования открывают 
новый взгляд на  экспрессию генов, специфич-
ных для определенного типа клеток, в термочув-
ствительных линиях с генной мужской стериль-
ностью TGMS риса O. sativa [86].

В другом исследовании метод TRAP при-
меняется для изучения развития боковых кор-
ней растений A. thaliana, что очень важно для 
их адаптации к  различным стрессовым усло-
виям [88]. Установлено, что эндодерма корня 
активно способствует пролиферации пери-
цикла, из  которого развивается ткань боковых 
корней; однако генетический механизм этого 
явления не  изучен. Для стимуляции развития 
латеральных корней в  эксперименте применя-
ли экзогенный гормональный триггер  – аук-
син (1-нафталинуксусная кислота, NAA), ко-

торый запускал начальную фазу формирования 
бокового корня. У  A. thaliana боковые корни 
формируются из ткани перицикла полюса кси-
лемы (xylem pole pericycle, XPP), который рас-
положен рядом с  сосудами ксилемы. Предва-
рительно были созданы трансгенные растения 
A. thaliana, экспрессирующие репортерный ген 
GFP. Первоначально планировалось использо-
вать убиквитиновый промотор UBQ10, однако 
в трансгенных растениях обнаружилось сниже-
ние сигнала флюоресценции во внешних слоях 
ткани корня, тогда как центральная часть ткани 
корня демонстрировала эффективную экспрес-
сию GFP. В  результате для создания растений 
использовали две конструкции: pELTP::GFP-
RPL18 под контролем специфичного для эндо-
дермы промотора EMBRYO LIPID TRANSFER 
PROTEIN, и  pXPP::GFP-RPL18 под контролем 
перицикл-специфичного промотора. Также 
в  исследовании стандартный подход с  исполь-
зованием набора Illumina TruSeq был отклонен 
(требуется от  100 нг исходного материала), как 
нечувствительный для построения библиотек 
достаточного качества. Были выбраны для ис-
пользования методики со сверхнизкими затра-
тами РНК: SMARTer v4 и  Nextera XT. Высоко-
качественные результаты секвенирования были 
получены при использовании 1.5 нг исходного 
материала. С комплектом SMARTer допускается 
использование 200 пг, также есть возможность 
оптимизации.

В ходе анализа полученных данных выявлена 
характерная корреляция экспрессии двух пар ге-
нов: GPAT5 и HORST; PHO1 и SKOR. Гены GPAT5 
(глицерин-3-фосфат-2-О-ацилтрансфераза) 
и  HORST (гидроксилаза корневой пробковой 
ткани) связаны с  биосинтезом суберина  – это 
пробковый компонент клеточной стенки ряда 
сосудистых растений. Экспрессия генов GPAT5 
и  HORST присутствуют во  всех образцах эндо-
дермы, при этом они не активны в тканях пери-
цикла XPP. Напротив, гены, экспрессируемые 
перициклом, – PHO1 (фосфат 1) и SKOR (кали-
евый разгибатель центральной части корня)  – 
практически не активны в эндодерме. Определе-
но, что в зонах экспрессии генов PHO1 и SKOR 
присутствуют множественные участки перицик-
ла XPP, в  которых происходит формирование 
боковых корней A. thaliana.

Таким образом, с помощью методики TRAP 
и  экспрессии RPL18 с  использованием различ-
ных тканеспецифичных промоторов определе-
на и  функционально охарактеризована связь 
пар генов PHO1 и  SKOR; GPAT5 и  HORST и  их 
роль в развитии боковых корней растений ара-
бидопсиса. При этом точность метода позволи-
ла определить фактическую “территориальную” 
тканевую принадлежность экспрессии каждого 
гена в корневой системе A. thaliana [88].
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Главным преимуществом протокола TRAP 
является отсутствие дорогостоящего специально-
го оборудования. Наиболее затратными этапами 
являются подготовка библиотеки и последующее 
секвенирование. При этом следует подчеркнуть 
ограничения: технология TRAP захватывает 
лишь часть клеточных РНК; также невозможно 
определить посттрансляционные модификации 
РНК. Определено, что методика TRAP приме-
нима в  комбинации со  многими промоторами 
различных тканей растений, однако не все мар-
керы регуляторных элементов охарактеризова-
ны. На данный момент ведется активный поиск 
элементов, управляющих тканеспецифичной 
и  время-специфичной регуляцией транскрип-
ции и  трансляции. Например, выявлены так 
называемые “пассажные” специализированные 
клетки в  эндодерме корня, которые покрывают 
зрелые клетки эндодермы. Последующий анализ 
с  использованием репортерных генов, возмож-
но, поможет идентифицировать маркерные гены 
и регуляторные элементы, характерные пассаж-
ным клеткам растений [89].

Таким образом, за  последние 30 лет базы 
данных, соответствующие генетическим по-
следовательностям геномов различных видов 
растений, многократно возросли. Биоинфор-
матические технологии стали эффективным 
и  мощным средством исследования широкого 
спектра биологических систем. Крупномас-
штабные исследования биологического разноо-
бразия, эволюционного развития, а также опре-
деления функциональной значимости, требуют 
совершенствования существующих программ-
ных комплексов сравнительного анализа моле-
кулярных последовательностей для обнаруже-
ния функциональных и  адаптивных различий 
в генах и геномах.

Генетическая инженерия позволила добить-
ся быстрого прогресса в исследовании растений, 
однако эффективность методов трансформации 
многих видов все еще низка. Аннотация геномов 
растений расширяет наше понимание функ-
ционирования генетического аппарата и  дает 
возможность использовать сочетание методик 
трансформации и  системы редактирования ге-
нома CRISPR/Cas9 в заданной точке.

Геномное редактирование  – один из  мощ-
ных прогрессивных инструментов, однако его 
эффективное использование требует знаний 
о конкретном виде, к которому применима ме-
тодика: например, ограничено применение для 
растений, у которых отсутствуют геномные дан-
ные или они слабо аннотированы.

Применение методов секвенирования но-
вого поколения выводит развитие биологии 
на  совершенно новый уровень. Современные 
исследования направлены на  установление 
функционирования отдельных органов или даже 

определения регуляции организма на клеточном 
уровне [90–93].

Определение принципов активации транс-
крипции и  трансляции в  процессе онтогенеза 
растений, дифференциальной транскрипцион-
ной активности в  ответ на  стрессовые воздей-
ствия и  в нормальных условиях  – важнейшие 
задачи функциональной геномики, решение ко-
торых существенно расширит наше понимание 
работы генетического аппарата. 

Комплексное понимание взаимодействий 
геномов разных компартментов растительных 
клеток, макромолекулярных белок-белковых 
докинг взаимодействий в ферментативных ком-
плексах и  на мембранах, ДНК-белковых взаи-
модействий при транскрипции и РНК-белковых 
при трансляции существенно расширит наше 
понимание основных биологических процессов 
в  тканях растений. Все перечисленное со  вре-
менем будет установлено исследователями с по-
мощью развивающихся современных методов 
функциональной геномики. Полученные зна-
ния позволят решить множество проблем, вста-
ющих перед человечеством в XXI веке.

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания Министерства науки и  высше-
го образования Российской Федерации (тема 
№ 122042700043-9). 

Настоящая статья не  содержит каких-либо 
исследований с участием людей в качестве объ-
ектов исследований. Автор заявляет об  отсут-
ствии конфликта интересов.
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Алленоксидсинтазная (AOS) и  гидропероксидлиазная (HPL) ветви пути биосинтеза оксилипинов 
ведут к  образованию разных продуктов из  одного субстрата  – 13-гидроперокси-(9,11,15)-октаде-
катриеновой кислоты (13-ГПОТ). До сих пор остается неизвестным, как у растений регулируется 
распределение 13-ГПОТ субстрата между этими ветвями, как метаболиты каждой ветви влияют 
на активность параллельной ветви. В данной работе была исследована активность HPL ветви в ли-
стьях мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Саратовская-60, а  также полученных на  ее ос-
нове трансгенных растений со сверхэкспрессией гена биосинтеза жасмонатов из Arabidopsis thaliana 
AtOPR3 (12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 3). В ходе исследований выявлено высокое содержа-
ние метаболитов HPL ветви в листьях, что свидетельствует о высокой активности HPL пути биосин-
теза оксилипинов у пшеницы. Показано, что сверхэкспрессия гена AtOPR3 приводит к повышению 
содержания метаболитов HPL ветви в листьях, в первую очередь цис-3-гексеналя, а также к изме-
нению профиля летучих соединений HPL ветви, выделяемых поврежденными растениями. После 
механического повреждения листья трансгенной пшеницы со сверхэкспрессией AtOPR3 выделяют 
больше цис-3-гексенола и цис-3-гексенил ацетата, но меньше транс-2-гексеналя в сравнении с не-
трансгенными растениями. Изменения содержания метаболитов HPL ветви в листовых тканях и в 
смеси выделяемых летучих соединений проявляются ярче в трансгенных линиях с более высоким 
уровнем экспрессии AtOPR3. Таким образом, впервые показано, что генетическая модификация AOS 
ветви биосинтеза оксилипинов приводит к изменению активности HPL ветви в растениях пшеницы.

Ключевые слова: Triticum aestivum, гидропероксидлиаза, жасмонаты. пшеница, 12-оксофитодие-
ноатредуктаза.

DOI: 10.31857/S0015330324050063, EDN: MMWLYH

ВВЕДЕНИЕ

При механических повреждениях или атаках 
насекомых растения выделяют смесь летучих со-

	 Сокращения: ЖАК – жасмоновая кислота, OPR – 12-оксофито-
диеноатредуктаза, AOS  – алленоксидсинтаза, HPL  – гидропе-
роксидлиаза, 13-ГПОТ  – 13-гидроперокси-(9,11,15)-октадека-
триеновая кислота.

единений, и  важным компонентом этой смеси 
являются метаболиты, образующиеся в  гидро-
пероксидлиазной (HPL) ветви пути биосинтеза 
оксилипинов [1]. Известны несколько десятков 
выделяемых растениями летучих органических 
соединений, а  сам процесс выделения летучих 
соединений имеет глобальное экологическое 
значение, так как их суммарное количество, вы-
деляемое растениями планеты в  год, измеряет-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ся в  тераграммах углерода [2]. Единого мнения 
по  поводу биологических функций метаболитов 
HPL ветви до сих пор нет. Показано, что актив-
ность HPL ветви при повреждении клеток помо-
гает избавиться от  образовавшихся токсичных 
гидропероксидов жирных кислот [3]. Также пред-
полагается, что летучие альдегиды, спирты и  их 
производные обеспечивают непрямые защит-
ные ответы, опосредуя взаимодействие растений 
с  другими организмами, в  том числе с  другими 
растениями [4, 5]. Отдельные исследования по-
казывают, что эти соединения могут выполнять 
защитные функции, проявляя антимикробные 
и  антигрибковые свойства [6, 7]. Современные 
данные свидетельствуют о  защитной роли мета-
болитов HPL ветви при абиотических стрессах, 
в частности, в условиях низких температур и за-
сухи [8–11].

В алленоксидсинтазной (AOS) ветви пути 
биосинтеза оксилипинов, параллельной HPL 
ветви, образуются фитогормоны жасмонаты 
[12]. HPL и AOS ветви ведут к образованию раз-
ных продуктов из одного субстрата – 13-гидро-
перокси-(9,11,15)-октадекатриеновой кислоты 
(13-ГПОТ) [13]. Начальные стадии биосинтеза 
оксилипинов HPL и AOS ветвей, протекающие 
в хлоропластах, являются общими для обеих вет-
вей и  связаны с  образованием 13-ГПОТ с  уча-

стием 13-специфичных липоксигеназ (рис.  1). 
Показано, что в  растениях Arabidopsis thaliana 
и Oryza sativa одна и та же липоксигеназа обеспе-
чивает субстрат как для образования HPL ме-
таболитов, так и для жасмонатов (производных 
ветви AOS) [14, 15]. Оба фермента, и  гидропе-
роксидлиаза HPL, и  алленоксидсинтаза AOS, 
относятся к группе ферментов CYP74, некласси-
ческим цитохромам Р450, которые не нуждают-
ся в присутствии молекулярного кислорода для 
осуществления ферментативных реакций. Ами-
нокислотные последовательности HPL и  AOS 
могут отличаться лишь несколькими амино-
кислотами, более того, заменой одной или не-
скольких аминокислот можно превратить один 
фермент в  другой, а  в некоторых случаях один 
фермент способен одновременно проявлять как 
HPL, так и AOS активность [16, 17].

В AOS ветви в  результате совместного дей-
ствия AOS и  алленоксидциклазы образуется 
12-оксофитодиеновая кислота, которая далее 
превращается в жасмоновую кислоту в перокси-
сомах в  результате действия 12-оксофитодиено-
атредуктазы (OPR) и  трех циклов β-окисления. 
Гидропероксидлиазы катализируют изомериза-
цию гидропероксидов жирных кислот в  неста-
бильные промежуточные продукты – полуацета-
ли, которые далее спонтанно распадаются на два 

Рис. 1. Схема биосинтеза метаболитов AOS и HPL ветвей из α-линоленовой кислоты. Пунктирными линиями обо-
значено наличие нескольких промежуточных этапов превращений метаболитов. Черным фоном выделен фермент 
оксофитодиеноатредуктаза (OPR), ген которого сверхэкспрессирован в исследуемых трансгенных линиях пшеницы.
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фрагмента. При участии 13-HPL из 13-ГПОТ об-
разуются 12-углеродная альдокислота и шестиу-
глеродные альдегиды и их производные, такие как 
цис-3-гексеналь, транс-2-гексеналь, цис-3-гексе-
нол и  цис-3-гексенил ацетат [18]. Нестабильное 
12-углеродное соединение ветви HPL, 12-ок-
со-9(Z)-додеценовая кислота, изомеризуется 
в  более стабильную 12-оксо-10(E)-додеценовую 
кислоту, называемую травматином, а  дальней-
шее окисление альдегидной группы травматина 
приводит к  образованию 2(Е)-додецен-1,12-ди-
карбоновой кислоты (травматиновой кислоты) 
[19]. Первый шестиуглеродный продукт ветви, 
цис-3-гексеналь, превращается в  транс-2-гексе-
наль с участием изомеразы [20]. Альдегиды могут 
быть восстановлены до спирта [21], а спирты да-
лее ацетилированы [22]. Существует мнение, что 
альдегиды формируются в поврежденных тканях, 
а затем диффундируют в интактные клетки, поэ-
тому для образования соответствующих спиртов 
и ацилпроизводных необходимо присутствие ин-
тактных клеток рядом с поврежденным участком 
[23]. Метаболиты HPL и AOS ветвей, имеющие 
общие начальные стадии биосинтеза и образую-
щиеся из  одного субстрата, выполняют разные 
биологические функции [24].

Ранее нами были выявлены некоторые осо-
бенности функционирования AOS ветви пше-
ницы, заметно отличающие ее от  жасмонатной 
системы A. thaliana, изученной в настоящий мо-
мент достаточно подробно [25]. К примеру, об-
щее содержание жасмонатов в листьях пшеницы 
намного ниже. Их уровень в ответ на механиче-
ское поранение тканей пшеницы увеличивается 
незначительно, тогда как в модельном растении 
A. thaliana содержание жасмонатов возрастает 
в десятки раз. Ферменты HPL ветви были изуче-
ны у A. thaliana и ряда других растений [1], одна-
ко, насколько нам известно, функционирование 
HPL ветви в пшенице до сих пор не исследовано. 

Цель данной работы  – исследовать актив-
ность HPL ветви в растениях пшеницы в усло-
виях стресса (механическое повреждение ли-
ста) и  без него, а  также проследить возможное 
влияние жасмонатов на  активность этой ветви. 
Полученные нами ранее трансгенные расте-
ния пшеницы со сверхэкспрессией гена AtOPR3 
из  Arabidopsis thaliana, кодирующего 12-оксо-
фитодиеноатредуктазу 3 AOS-ветви пути био-
синтеза жасмонатов [26], представляют собой 
удобный инструмент для изучения влияния ме-
таболитов AOS ветви на активность HPL ветви.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В  исследованиях 
использовали растения мягкой пшеницы сорта 
Саратовская-60 (Sar-60), а  также три трансген-
ные линии, сверхэкспрессирующие ген AtOPR3 

из  Arabidopsis thaliana, Tr-3, Tr-18, Tr-20 (гомо-
зиготные поколения Т3-T4), полученные в  ре-
зультате генетической трансформации Sar-60 
вектором pBAR-GFP.UbiOPR3 [26]. Растения 
выращивали в  3-литровых горшках, наполнен-
ных универсальным грунтом, до стадии четырех 
листьев (25–30 сут. после посева), для исследо-
ваний использовали третий лист. Условия выра-
щивания: зимняя теплица, фотопериод 16/8  ч, 
интенсивность света до 150 мкмоль × м–2 × с–1, 
температура воздуха 25° ± 2°C днем и 20° ± 2°C 
ночью; раз в  неделю в  почву вносили раствор 
Хогланда. В исследовании использовали интакт-
ные и механически поврежденные листья.

Экстракция метаболитов HPL ветви из  рас-
тительных тканей. Метаболиты гидроперокси-
длиазной ветви выделяли из  листьев пшеницы 
методом парофазной экстракции. Собранные 
образцы немедленно замораживали в  жидком 
азоте, материал тщательно измельчали, не  да-
вая разморозиться, взвешивали 100 мг образца 
и переносили в охлажденную стеклянную виалу 
с  завинчивающейся крышкой. Для экстракции 
метаболитов HPL ветви к  образцу добавляли 
1 мл 10% NaCl, 50 нг цис-2-ноненола в качестве 
внутреннего стандарта, затем в виалу вставляли 
миниколонку, наполненную адсорбирующей 
смолой MTO-Porapak PS 50/80 (“SUPELCO”, 
США), подсоединенную к  вакуумному насосу. 
Быстрое замораживание образцов и  последу-
ющее добавление к  ним раствора с  высокими 
концентрациями NaCl, способными ингибиро-
вать активность ферментов биосинтеза окси-
липинов, позволяет исключить возможное об-
разование оксилипинов в образцах после сбора 
тканей. Экстракцию летучих соединений прово-
дили в  течение заданного промежутка времени 
при постоянном перемешивании. Связавшиеся 
со  смолой метаболиты элюировали с  колонки 
дихлорметаном (400 мкл), образцы анализирова-
ли с помощью газохромато-масс-спектрометрии 
(ГХ-МС). Для количественного определения 
метаболитов применяли калибровочные кри-
вые, построенные с использованием коммерче-
ских веществ, цис-3-гексеналя, транс-2-гексе-
наля, цис-3-гексенола, цис-3-гексенил ацетата 
и цис-2-ноненола (“Sigma-Aldrich”, США).

Сбор летучих соединений HPL ветви. Для сбора 
летучих соединений, выделяемых механически 
поврежденными листьями, третий лист растений 
(массой около 200 мг) несколько раз зажимали 
пинцетом в поперечном направлении с интерва-
лом 10 см по всей длине листовой пластинки. По-
сле этого листья сразу же помещали в десикатор 
с крышкой, в отверстие крышки вставляли мини-
колонку, наполненную адсорбирующей смолой 
MTO-Porapak PS 50/80. В  десикатор помещали 
кусок фильтровальной бумаги, на который нано-
сили 50 нг цис-2-ноненола, используемого в  ка-
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честве внутреннего стандарта. Воздух отсасывали 
через миниколонку с  помощью вакуумного на-
соса со скоростью 2 л/час. Связавшиеся со смо-
лой метаболиты элюировали дихлорметаном 
(400 мкл), образцы анализировали с  помощью 
ГХ-МС. Абсолютное содержание метаболитов 
в образце определяли с помощью калибровочных 
кривых, построенных с использованием коммер-
ческих веществ. Динамику изменения скорости 
выделения летучих соединений изучали на инди-
видуальных пораненных листьях, помещенных 
в камеру для сбора летучих соединений. Выделя-
ющиеся летучие соединения собирали один час, 
и в течение этого времени миниколонки, напол-
ненные адсорбирующей смолой, меняли пять 
раз. Так как использование внутреннего стандар-
та при таком дизайне эксперимента затруднено, 
результаты измерений представлены в  относи-
тельных единицах, рассчитанных как площадь 
хроматографического пика вещества, разделен-
ная на время, в течение которого вещества улав-
ливались на смоле миниколонок.

ГХ-МС анализ метаболитов HPL ветви. Со-
держание метаболитов гидропероксидлиазной 
ветви определяли методом ГХ-МС, как описано 
ранее [24, 27] с использованием аппаратно-про-
граммного комплекса на базе газового хромато-
графа “Хроматэк – Кристалл 5000” и масс-спек-
трометрического детектора (“Хроматэк”, 
Россия). Для разделения веществ использовали 
колонку CR-5M (30 м × 0.25 мм, толщина плен-
ки 0.25 мкм), гелий использовали в качестве га-
за-носителя. Один мкл образца вводили в режи-
ме ввода пробы без деления потока, температура 
испарителя составляла 200°C. Параметры рабо-
ты термостата колонки, следующие: 5 мин 40°C, 
затем повышение до 225°C при 15°C/мин, в за-
вершение температура 225°C поддерживалась 
в  течение 10 мин. Первоначально соединения 
идентифицировали путем сравнения времени 
удерживания и  масс-спектров веществ образца 
с эталонными соединениями, далее анализ про-
водили в режиме мониторинга выбранных ионов 
(selected ion monitoring, SIM). Ионные фрагмен-
ты анализировали, используя следующие значе-
ния отношения массы к заряду (m/z): m/z 69 для 
цис-3-гексеналя и транс-2-гексеналя, m/z 67 для 
цис-3-гексенола и цис-3-гексенилацетата, и m/z 
57 для внутреннего стандарта транс-2-ноненола.

Анализ жирнокислотного состава. Экстрак-
цию жирных кислот из  листьев пшеницы про-
водили с помощью модифицированного метода 
Блай и  Дайер [28]. Метиловые эфиры жирных 
кислот получали путем инкубации выделенных 
жирных кислот в 1 мл 8% серной кислоты в мета-
ноле. Образцы выдерживали при 90 °C в течение 
90 мин, затем охлаждали до комнатной темпера-
туры. В  пробирку добавляли 1 мл 10% хлорида 
натрия в воде и 250 мкл гексана, а через 10 мин 

верхнюю фазу, содержащую метиловые эфиры, 
переносили в пробирку для ГХ-МС анализа. Ус-
ловия ГХ-МС анализа подробно описаны в пре-
дыдущем исследовании [29].

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку данных проводили в  про-
грамме Origin (“OriginLab Corporation”, США) 
и Microsoft Excel (“Microsoft”, США). Для опреде-
ления статистически значимых различий между 
трансгенными линиями проводили однофактор-
ный дисперсионный анализ (ANOVA). В случае 
обнаружения значимых различий (Р ≤ 0.05) при-
меняли пост-хок тест Тьюки (для множественных 
сравнений), используя онлайн ресурс (https://
www.statskingdom.com/180Anova1way.html, One-
Way ANOVA Calculator and Tukey HSD). На ри-
сунках статистически значимые различия обо-
значены разными буквами над столбцами.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ содержания жирных кислот в  не-
трансгенных и  трансгенных растениях пшеницы. 
Прежде всего мы  проанализировали жирно-
кислотный состав тканей листьев исследуемых 
линий пшеницы, чтобы оценить содержание 
α-линоленовой кислоты – основного субстрата 
для образования исследуемых оксилипинов. На 
рис. 2 представлены результаты анализа содержа-
ния основных жирных кислот, которые показы-
вают, что α-линоленовая кислота является пре-

Рис. 2. Жирнокислотный состав листьев мягкой пше-
ницы Саратовская-60 и  трансгенных линий с  кон-
ститутивной экспрессией гена AtOPR3 (1  – Sar-60, 
2 – Tr-3, 3 – Tr-18, 4 – Tr-20). Жирные кислоты обо-
значены с  использованием тривиальных названий 
и  дельта-номенклатуры, указывающей число угле-
родных атомов в жирнокислотной цепи, число двой-
ных связей после двоеточия и положение этих двой-
ных связей после знака “Δ”. Данные представляют 
собой средние значения ± стандартное отклонение.
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обладающей во  всех анализируемых образцах. 
Ее содержание составляет более 65% от общего 
содержания жирных кислот в тканях листьев как 
трансгенных, так и  нетрансгенных растений. 
Содержание пальмитиновой кислоты состав-
ляет около 20%, пальмитолеиновой и  линоле-
вой – около 5% каждой. Существенных отличий 
в жирнокислотном составе у трансгенных расте-
ний не обнаружено, лишь в одной из трансген-
ных линий Tr-18 уровень линоленовой кислоты 
оказался немного понижен, хотя это отличие 
не является статистически достоверным (рис. 2).

Анализ содержания метаболитов HPL ветви. 
Исследования позволили выявить присут-
ствие ряда метаболитов HPL ветви, включая 
цис-3-гексеналь, цис-3-гексенол, транс-2-гек-
сеналь и  цис-3-гексенил ацетат в  исследуемых 
образцах (рис. 3). Среди обнаруженных метабо-
литов, содержание 3-гексеналя оказалось выше 
других, составляя 10–30 мкмоль/г сырого веса. 
Содержание остальных соединений было на не-
сколько порядков ниже: 3-гексенола – около 0.2 
мкмоль /г сырого веса, 2-гекcеналя и 3-гексенил 
ацетата – от 0.01 до 0.065 мкмоль/г сырого веса. 
В тканях трансгенных растений содержание ме-
таболитов HPL ветви отличалось от нетрансген-
ного контроля. В двух трансгенных линиях (Tr-3 
и  Tr-18) наблюдали значительное превышение 

содержания 3-гексеналя. Наиболее заметное 
увеличение содержания HPL метаболитов на-
блюдалось в  растениях линии Tr-3, листья ко-
торой содержали в три раза больше 3-гексеналя 
и почти в два раза больше 2-гексеналя и 3-гексе-
нил ацетата в сравнении с нетрансгенными рас-
тениями. При этом, растения линии Tr-20 не от-
личались от нетрансгенных Sar‑60 содержанием 
метаболитов HPL ветви (рис. 3).

Влияние механического повреждения на  со-
держание метаболитов HPL ветви в  пшенице. 
Известно, что накопление в тканях и выделение 
метаболитов HPL ветви индуцируются механи-
ческим повреждением листьев. Мы провери-
ли, как изменяется профиль этих соединений 
у  нетрансгенных растений пшеницы после ме-
ханического повреждения листовой пластины, 
а также как изменяется скорость выделения этих 
метаболитов через промежутки времени после 
повреждения. Динамика изменения эндогенно-
го содержания 3‑гексеналя, 2-гексеналя и 3-гек-
сенола имеет схожий характер. Содержание 
метаболитов в тканях повышается в ответ на ме-
ханическое повреждение и достигает максимума 
через 30 мин (рис. 4). Уровень 3-гексенил ацета-
та заметно не изменяется.

Далее мы  проверили, как изменяется ско-
рость выделения летучих соединений в течение 

Рис. 3. Содержание индивидуальных оксилипинов HPL ветви, цис-3-гексеналя (а), транс-2-гексеналя (б), цис-3-гек-
сенола (в) и цис-3-гексенил ацетата (г), в интактных листьях мягкой пшеницы Саратовская-60 (Sar-60, белые столб-
цы) и листьях трансгенных линий с конститутивной экспрессией гена AtOPR3 (Tr-3, Tr-18 и Tr-20, закрашенные 
столбцы). Буквы обозначают статистически значимые различия между линиями, согласно оценке однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим пост-хок тестом Тьюки (Р ≤ 0.05).
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часа после механического повреждения листа. 
В  предварительных экспериментах мы  провели 
анализ летучих соединений, выделяемых непо-
врежденными тканями срезанного листа пше-
ницы, при этом срезанный край был плотно 
заклеен клейкой канцелярской лентой. Эти экс-
перименты подтвердили, что интактные листья 
растений пшеницы в течение 30 мин не выделя-
ют детектируемых количеств летучих соедине-
ний HPL ветви. Динамика изменения скорости 
выделения индивидуальных метаболитов HPL 
ветви в  течение часа после механического по-
вреждения показана на рис. 5. Исследование по-
казало, что скорость выделения трех из четырех 
исследуемых соединений, 3‑гексеналя, 2-гексе-
наля и 3‑гексенола достигает максимальных или 
близких к  максимальным значений в  течение 
первых 5 мин после поранения листа, а скорость 
выделения 3-гексенил ацетата нарастает посте-
пенно в  течение 15 мин. Скорость выделения 
всех анализируемых соединений заметно падает 
в промежутке времени от 15 до 30 мин, и в даль-
нейшем мало изменяется.

Анализ соединений HPL ветви, выделенных 
механически поврежденными листьями трансген-
ной пшеницы со  сверхэкспрессией AtOPR3. Ос-
новываясь на  результатах анализа динамики 
выделения летучих соединений поврежденными 
листьями трансгенной пшеницы, для дальней-
шего сравнения профилей летучих соединений 
HPL ветви, выделяемых растениями трансген-
ных линий, сбор летучих соединений проводи-
ли в течение 30 мин. Результаты анализа летучих 
соединений HPL ветви, выделяемых поврежден-
ными листьями нетрансгенных и  трансгенных 
растений в  течение 30 мин после повреждения 
показаны на рисунке 6. У всех растений преоб-
ладающими метаболитами в  смеси летучих со-
единений являются 3-гексеналь и  3-гексенол, 
которые выделяются приблизительно в  равных 
количествах. Профиль летучих соединений, 
выделяемых поврежденными трансгенными 
растениями, заметно отличается от смеси лету-
чих соединений, выделяемой нетрансгенным 
контролем Sar-60. Все трансгенные растения 
выделяют больше 3-гексенола и 3-гексенил аце-
тата и меньше 2–гексеналя по сравнению с не-
трансгенными растениями Sar-60.

ОБСУЖДЕНИЕ

Высокий спрос в  промышленности на  аро-
матические соединения обуславливает постоян-
ный интерес к исследованию метаболитов HPL 
ветви. Особое внимание уделяется изучению 
HPL ветви у сельскохозяйственных культур, так 
как метаболиты HPL ветви влияют на качество 
продукции растениеводства [30]. В листьях пше-
ницы HPL ветвь исследована очень мало. Было 
лишь показано, что метаболиты HPL ветви вы-
деляются молодыми растениями пшеницы ози-
мого сорта “Tonacja” после механического по-
вреждения пинцетом и  насекомым Пьявицей 
красногрудой (Oulema melanopus) [31].

Анализ жирнокислотного состава листьев 
пшеницы подтвердил, что три четверти от  об-
щего содержания жирных кислот составляют 
18-углеродные соединения, и  α-линоленовая 
кислота, субстрат для биосинтеза исследуемых 
оксилипинов, является преобладающей жирной 
кислотой. Более того, стало понятно, что содер-
жание этой жирной кислоты в листьях молодых 
растений пшеницы очень высоко (более 65% 
от общего содержания жирных кислот) (рис. 2). 
Уровень содержания линоленовой кислоты 
в  листьях российского сорта мягкой пшеницы 
Саратовская-60, обнаруженный в нашем иссле-
довании, оказался выше, чем в  листьях одного 
из  сортов пшеницы азиатского происхождения 
(около 55%) [32]. Таким образом, листья моло-
дых растений пшеницы можно рассматривать 
как полезный источник α-линоленовой кислоты. 

Рис. 4. Изменение содержания индивидуаль-
ных оксилипинов HPL ветви, цис-3-гексеналя 
(а), транс-2-гексеналя (б), цис-3-гексенола (в) 
и цис-3-гексенил ацетата (г), в пораненных листьях 
мягкой пшеницы Саратовская-60 в  течение часа 
после повреждения. Эндогенное содержание мета-
болита до повреждения листа принято за 100%. Бук-
вы обозначают статистически значимые различия 
между линиями, согласно оценке однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) с  последующим 
пост-хок тестом Тьюки (Р ≤ 0.05).
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Например, листья оливковых деревьев, содер-
жащие до 41% этого вещества, оцениваются как 
ценная кормовая добавка [33]. В  целом, листья 
пшеницы являются хорошим источником поли-
ненасыщенных жирных кислот, так как их со-
держание составляет около 75%, большую часть 
которых представляет ω-3 ненасыщенная α-ли-
ноленовая жирная кислота, при этом индекс не-
насыщенности составляет 2.2. Таким образом, 
субстрат для липоксигеназ в  листьях пшеницы 
находится в  избытке, и  сверхэкспрессия гена 
биосинтеза жасмонатов не приводит к заметно-
му его уменьшению.

Количество метаболитов HPL ветви, выде-
ляемое листьями растений, может варьировать 
в  широких пределах. Одновременное исследо-
вание 50 видов растений показало, что у  неко-
торых видов, например, Tillandsia recurvata они 
едва детектируются, тогда как у  бобового рас-
тения Vigna radiata их уровень может достигать 
100 мкг/г сырого веса [34]. Количество летучих 
соединений, выделяемых поврежденными ли-
стьями пшеницы (рис. 6) близко к  максималь-
ными значениям, выявленным в  упомянутом 
выше исследовании. У  растений Vigna radiata 
и  ряда представителей семейства Cucurbitacea, 

охарактеризованных как виды с высоким уров-
нем выброса летучих соединений, транс-2-гек-
сеналь преобладал как основной HPL метабо-
лит [34]. Наши исследования показывают, что 
в  листьях пшеницы преобладает цис-3-гексе-
наль, поскольку на  него приходится около 98% 
от общего содержания летучих соединений HPL 
ветви (рис. 3). При механическом повреждении 
листьев цис-3-гексеналь составляет около поло-
вины смеси летучих метаболитов HPL ветви, вы-
деляемых тканями (рис. 6). В отличие от других 
видов растений, характеризующихся высоким 
уровнем выброса летучих соединений, содержа-
ние транс-2-гексеналя в тканях пшеницы в сот-
ни раз ниже, а в смеси метаболитов, выделяемых 
поврежденными листьями – в десятки раз ниже, 
чем цис-3-гексеналя. Относительное содержа-
ние цис-3-гексенола, наоборот, в смеси выделя-
емых метаболитов значительно выше, чем в тка-
нях листа. В  листьях пшеницы его содержание 
в десятки раз меньше, чем цис-3-гексеналя, тог-
да как в смеси выделившихся летучих соедине-
ний содержание цис-3-гексенола сравнимо или 
несколько превышает уровень цис-3-гексеналя 
(рис. 3 и 6). Увеличение относительного содер-
жания цис-3-гексенола и уменьшение цис-3-гек-

Рис. 5. Относительная скорость выделения оксилипинов HPL ветви, цис-3-гексеналя (а), транс-2-гексеналя (б), цис-3-гек-
сенола (в) и цис-3-гексенил ацетата (г), механически поврежденным листом мягкой пшеницы Саратовская-60 в течение 
часа после повреждения. Данные репрезентативного эксперимента представлены как площадь хроматографического 
пика соответствующего метаболита, разделенная на время улавливания метаболитов, выделяемых поврежденным листом.
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сеналя в  смеси летучих соединений, выделяе-
мых поврежденными растениями, относительно 
эндогенного содержания было показано ранее 
[23, 27].

Подтверждение присутствия больших ко-
личеств метаболитов HPL ветви в  интактных 
листьях позволяет объяснить, каким образом 
механическое повреждение приводит к быстро-
му, почти мгновенному, выделению летучих 
соединений. Мы установили, что в ответ на ме-
ханическое повреждение содержание шестиу-
глеродных альдегидов и  3-гексенола в  листе 
растет, достигая максимума через 30 мин, при 
этом содержание 3-гексенил ацетата не  изме-
няется, а  2-гексеналя к  30 мин увеличивается 
незначительно (рис. 4). Уровень метаболитов, 
детектируемых в  тканях, представляет собой 
сумму процессов их образования, превращения 
в  другие метаболиты (для альдегидов и  3-гек-
сенола) и  улетучивания. Скорость выделения 
цис-3-гексенил ацетата нарастает постепенно, 
тогда как для цис-3-гексеналя, транс-2-гек-
сеналя и  цис-3-гексенола максимальная ско-
рость выделения достигается быстро (рис. 5). 
В  целом, согласно нашим исследованиям, пик 
выделения всех летучих соединений HPL вет-

ви наблюдается у пшеницы через 15 мин после 
поранения.

Сверхэкспрессия гена биосинтеза жасмо-
натов AtOPR3 в  пшенице существенно повлия-
ла на  содержание метаболитов HPL ветви, как 
в интактных, так и поврежденных тканях. В двух 
изучаемых трансгенных линиях (Tr-3 и  Tr-18) 
конститутивная экспрессия AtOPR3 привела 
к  повышению общего содержания метаболитов 
HPL ветви, представленных, главным образом, 
цис-3-гексеналем (рис. 3). Генетическая моди-
фикация также привела к  изменению профиля 
летучих соединений HPL ветви, выделяемых 
поврежденными растениями. После механиче-
ского повреждения, листья трансгенных линий 
пшеницы со  сверхэкспрессией AtOPR3 выде-
ляют больше цис-3-гексенола и  цис-3-гексенил 
ацетата, но  меньше транс-2-гексеналя, в  срав-
нении с  нетрансгенными растениями. Обра-
щает на  себя внимание отсутствие разницы 
в  содержании 3-гексенола в  интактных листьях 
трансгенных линий и  нетрансгенных растений 
(рис. 3), в то время как механически поврежден-
ные листья трансгенных растений выделяют 
значительно большие количества этого мета-
болита (рис. 6). При этом, чем выше уровень 

Рис. 6. Количество индивидуальных оксилипинов HPL ветви, цис-3-гексеналя (а), транс-2-гексеналя 
(б), цис-3-гексенола (в) и цис-3-гексенил ацетата (г), выделяемых поврежденными листьями мягкой пшеницы 
Саратовская-60 (Sar-60, белые столбцы) и трансгенных растений (Tr-3, Tr-18 и Tr-20, закрашенные столбцы) 
с конститутивной экспрессией гена AtOPR3. Буквы обозначают статистически значимые различия между ли-
ниями, согласно оценке однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим пост-хок тестом 
Тьюки (Р ≤ 0.05).



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 СВЕРХЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ATOPR3 В ПШЕНИЦЕ	 577

экспрессии AtOPR3 в тканях трансгенной линии 
(Tr-20 < Tr-18 < Tr-3) [26], тем больше выделя-
лось 3-гексенола (рис. 6). Полученные данные 
могут свидетельствовать о том, что стресс-инду-
цируемое образование и выделение 3-гексенола 
регулируется жасмонатами.

Максимальное увеличение содержания эн-
догенных метаболитов HPL ветви наблюдали 
в листьях растений трансгенной линии Tr-3. Ра-
нее мы  показали, что эти растения характери-
зуются наиболее высоким уровнем экспрессии 
привнесенного гена AtOPR3 [26]. Количество 
цис-3-гексенола и цис-3-гексенил ацетата, выде-
ляемого пораненными листьями растений Tr-3, 
также было больше, чем у  других трансгенных 
линий. Растения Tr-3 характеризуются тормо-
жением роста, более ранним цветением и  по-
вышенной устойчивостью к  промораживанию, 
тогда как растения линии Tr-20 демонстрирова-
ли противоположные тенденции [26]. В текущем 
исследовании выявлены различия и  в содержа-
нии продуктов HPL ветви у анализируемых ли-
ний. Можно предположить, что повышенная 
активность HPL ветви в Tr-3 в какой-то степени 
определяет повышение их общей стрессоустой-
чивости и изменения в скорости роста. Влияние 
активности HPL ветви на рост и развитие расте-
ний было описано ранее, например, на молодых 
проростках генетически модифицированных 
растений оливы европейской Olea europaea [30].

Остается также открытым вопрос о том, ка-
ким образом активация AOS ветви в  пшенице 
приводит к стимулированию HPL ветви. До сих 
пор не  ясно, как регулируется распределение 
субстрата между этими ветвями, и в целом, очень 
мало данных о регуляции HPL ветви. Информа-
ция о взаимном влиянии доминирующих ветвей 
биосинтеза оксилипинов по-прежнему весьма 
противоречива, свидетельствуя как о  негатив-
ном влиянии, так и  о стимулирующем воздей-
ствии метаболитов на параллельную ветвь [35–
38]. Ранее было показано, что мутация в  гене 
OsHPL3 риса Oryza sativa ведет к значительному 
уменьшению продуцирования метаболитов HPL 
ветви и, вследствие этого, к  усилению биосин-
теза жасмоновой кислоты, что свидетельствует 
о конкурирующих взаимодействиях двух ветвей 
биосинтеза оксилипинов в  листьях риса [35]. 
Растения A. thaliana характеризуются тем, что 
в их хлоропластах накапливаются значительные 
количества гликолипидов, включающих в  свой 
состав 12-оксофитодиеновую кислоту или ее 
укороченную форму динор-оксофитодиеновую 
кислоту, которые формируют особые клеточные 
включения, так называемые “арабидопсиды”. 
Сравнение разных экотипов A. thaliana, разли-
чающихся размерами арабидопсидов, показало, 
что более высокая активность гена HPL1 сопро-
вождается более низким содержанием гликоли-

пидов, включающих в свой состав 12-оксофито-
диеновую кислоту и  динор-оксофитодиеновую 
кислоту, подтверждая негативное влияние ветви 
HPL на  активность жасмонатной (AOS) ветви 
[36]. Напротив, мутант hpl1, лишенный функ-
циональной гидропероксидлиазы, созданный 
на  основе экотипа Landsberg erecta, характери-
зуется пониженным содержанием жасмоновой 
кислоты и  более низким уровнем экспрессии 
жасмонат-зависимых генов [4]. В  то же время 
сообщается, что метаболиты HPL ветви могут 
стимулировать активность AOS ветви. Напри-
мер, обработка растений кукурузы (Zea mays) 
цис-3-гексенил ацетатом индуцирует экспрес-
сию генов биосинтеза жасмонатов, включая три 
гена OPR, что ведет к  краткосрочному повы-
шению уровня жасмоновой кислоты, при этом 
уровень 12-ОФДК не  изменяется [38]. Схожим 
образом цис-3-гексенол индуцировал экспрес-
сию генов биосинтеза жасмонатов растений то-
мата (Solanum lycopersicum) [5]. Сверхэкспрессия 
в растениях A. thaliana измененного гена, коди-
рующего фермент HPL, лишенный транзитного 
пептида, направляющего белок в  хлоропласты, 
приводила к накоплению функционального бел-
ка за  пределами хлоропластов, таким образом 
исключала конкуренцию за  общий образую-
щийся в хлоропластах субстрат, приводя к повы-
шению стресс-индуцируемого уровня 12-ОФДК 
[37]. В литературе также есть данные, показыва-
ющие стимулирование HPL ветви жасмонатами 
[39, 40]. Стимулирование образования метабо-
литов HPL ветви жасмонатами может быть так-
же связано с  так называемой “положительной 
обратной связью” пути биосинтеза жасмонатов, 
характеризующейся активацией ферментов био-
синтетического пути продуктами этого же пути. 
В  частности, положительная регуляция жасмо-
натами характерна для липоксигеназ, постав-
ляющих субстрат как для AOS, так и  для HPL 
ветвей пути биосинтеза оксилипинов [39]. В со-
вокупности эти факты свидетельствуют о  воз-
можной активации каждой из двух ветвей мета-
болитами параллельной ветви и  не исключают 
конкуренции за субстрат, возможно, в условиях 
его ограниченного образования. По-видимому, 
в трансгенных растениях с интенсивной транс-
крипцией гена AtOPR3 активация ветви HPL 
может происходить как в результате стимулиру-
ющего действия жасмонатов, так и в результате 
посттранскрипционного замалчивания экс-
прессии генов жасмонатной ветви. 

Работа поддержана Российским Научным 
Фондом (грант № 22-16-00047). Авторы заявля-
ют об отсутствии конфликта интересов. Насто-
ящая работа не  содержит каких-либо исследо-
ваний с участием людей и животных в качестве 
объектов исследования.
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Пшеница мягкая (Triticum aestivum L.) – одна из самых важных зерновых и основных продоволь-
ственных культур во всем мире, выращиваемая довольно часто в засушливых регионах мира, где 
нехватка воды и засоление вызывают серьезные потери урожая. Ген TaNAC69 мягкой пшеницы ко-
дирует один из важнейших транскрипционных факторов, который участвует в регуляции устойчи-
вости к дефициту влаги, вызванной засухой и гипотермией, однако роль этого гена при засолении 
малоизучена. Целью данной работы было клонирование гена TaNAC69 мягкой пшеницы в бинар-
ном векторе с 35S CaMV промотором и создание волосовидных корней (ВК) Nicotiana tabacum L. 
с конститутивной экспрессией гена TaNAC69 для оценки эффективности целевой генно-инженер-
ной конструкции в условиях засоления. В ходе агробактериальной трансформации листовых дисков 
табака при помощи Agrobacterium rhizogenes были получены 15 линий культур ВК, в шести из ко-
торых было доказано наличие и высокий уровень экспрессии целевого гена. ВК табака с консти-
тутивной экспрессией гена TaNAC69 характеризовались более быстрыми темпами роста, большей 
разветвленностью и большей сырой и сухой массой при действии 150 мМ NaCl, чем контрольные 
ВК табака без целевого гена. Анализ антиоксидантной системы выявил повышенную активность 
ферментов гваяколпероксидазы и глутатион-S-трансферазы, большее содержание пролина и водо-
растворимых сахаров, а также более высокую общую антиоксидантную способность в ВК с геном 
TaNAC69 по  сравнению с  нетрансформированным контролем. Генно-инженерная конструкция 
TaNAC69 с 35S CaMV промотором может быть рекомендована для генетической трансформации 
культурных растений с целью увеличения их устойчивости к абиотическому стрессу.

Ключевые слова: Nicotiana tabacum, волосовидные корни, стрессоустойчивость, транскрипцион-
ный фактор, Agrobacterium rhizogenez
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ВВЕДЕНИЕ

Растения испытывают множество абиотиче-
ских и  биотических стрессов на  разных этапах 
жизненного цикла. Наряду с  засухой и  гипо-
термией, к  основным абиотическим факторам 
стресса относится засоление почвы, которое за-
трагивает от четверти до трети производства всех 
сельскохозяйственных культур в мире [1, 2]. За-
соленность почвы влияет не только на рост, раз-
витие растения и снижение его урожайности [3], 

но и на физико-химический и экологический ба-
ланс затрагиваемых территорий [4]. Площади за-
соления продолжают увеличиваться из-за недо-
статочного количества осадков, нерациональных 
методов ведения сельского хозяйства, а  также 
из-за применения оросительной воды с высоким 
содержанием солей [2, 5], особенно в  засушли-
вых и полузасушливых районах с более высоким 
суммарным испарением, чем осадками [7, 8].

Пшеница мягкая (Triticum aestivum L.)  – одна 
из  самых важных зерновых и  основных продо-
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вольственных культур во всем мире, выращивае-
мая довольно часто в полузасушливых и засушли-
вых регионах мира, где нехватка воды и засоление 
вызывает серьезные потери урожая [9]. В  этой 
связи возрастает актуальность увеличения стрес-
соустойчивости пшеницы путем её генетической 
трансформации различными защитными гена-
ми, число которых у  пшеницы, ввиду большого 
размера генома, вероятно исчисляется сотнями 
или даже тысячами. В  этой связи представляет 
трудность выбора одного эффективного целево-
го гена для генной инженерии мягкой пшеницы. 
Можно предположить, что эффективным ока-
жется использование некоторых генов транс-
крипционных факторов, число которых на  по-
рядок меньше, чем защитных генов [10]. К тому 
же транскрипционные факторы обычно регули-
руют экспрессию множества защитных генов. 
Одними из  наиболее значимых регуляторов ре-
акций стрессоустойчивости являются факторы 
транскрипции семейства NAC [11]. К  примеру, 
ген TaNAC69 преимущественно экспрессируется 
в корне при нормальных условиях, но заметно ак-
тивируется засухой как в листе, так и в корне [12]. 
Также была изучена сверхэкспрессия TaNAC69 
в листьях и корнях трансгенной пшеницы с про-
мотором ячменя HvDhn4s. Такие трансгенные 
растения имели большую длину корней, а также 
продуцировали большую биомассу побегов в ус-
ловиях обезвоживания, вызванного ПЭГ [13]. 
В  нашем более раннем исследовании для гена 
TaNAC69 было характерно повышение экспрес-
сии при засухе во всех изучаемых сортообразцах 
пшеницы [11]. Исходя из  этих данных, можно 
предполагать, что ген TaNAC69 может быть ис-
пользован в  качестве целевого в  генной инже-
нерии как мягкой пшеницы, так и других видов 
растений с  целью получения засухоустойчивых 
форм. Однако остается неясным, насколько эф-
фективным будет этот ген при засолении. В свя-
зи с тем, что получение полноценных трансген-
ных растений мягкой пшеницы является весьма 
трудоемкой и  долгой [14], целевая конструкция 
с геном TaNAC69 может быть предварительно ис-
пытана в  культуре генетически трансформиро-
ванных (волосовидных) корней (ВК) табака [15]. 
ВК образуются в результате переноса Т-ДНК кле-
ток Agrobacterium rhizogenes (Rhizobium rhizogenes) 
в клетку растения-хозяина [16]. Полученные ВК 
генетически стабильны, а  также быстро растут 
на безгормональной питательной среде [17] и уже 
ранее нами использовались в качестве удобного 
модельного объекта для быстрой оценки эффек-
тивности генно-инженерных конструкций в  ус-
ловиях засоления [15].

Целью данной работы было клонирование 
гена TaNAC69 мягкой пшеницы в  бинарном 
векторе с  35S CaMV промотором и  создание 
ВК табака с  конститутивной экспрессией гена 

TaNAC69 для оценки эффективности целевой 
генно-инженерной конструкции в  условиях за-
соления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание генно-инженерной конструкции,  
несущей целевой ген TaNAC69

Геномную ДНК пшеницы мягкой со-
рта Московская 39 выделяли методом со-
левой экстракции [18]. С  использованием 
геномной ДНК и  при помощи праймеров 
TaNAC69F 5’-ATCACATCATCCAGCAGCCCACAC-3’ 
и TaNAC69R 5’-CGTTCTTATCGGTCGGTCGTTCAC-3’ 
был амплифицирован полноразмерный ген 
TaNAC69 (AY625682.1). Размер ампликона соста-
вил 1365 п.н., что соответствует открытой рам-
ке считывания мРНК гена TaNAC69 1065 п.н., 
а  также 5’-НТО (68 п.н.) и  3’-НТО (138 п.н.). 
Внутри гена был обнаружен только один интрон 
размером 94 п.н. Для “тупления” концов цепей 
ДНК была использована T4 ДНК-полимераза 
(“NEB”, США). Клонирование осуществляли 
по сайту рестрикции SmaI, который при рестрик-
ции образует “тупые” концы. Для поиска целевых 
клонов с  геном TaNAC69 в  смысловой ориента-
ции при лигировании в модифицированном век-
торе pCambia 1301 [15] использовали праймеры 
35SCambF 5’-AGAGGACCTAACAGAACTCG-3’ 
и  1301R 5’-TGCTCTAGCATTCGCCATTC-3’. 
Из целевых генно-инженерных конструк-
ций нарабатывали специфичные ампли-
коны при ПЦР только в  случае сочетания 
следующих пар праймеров: 35SCambF/TaNA-
C69R, TaNAC69F/1301R, а  при сочетании пар 
35SCambF/TaNAC69F и  TaNAC69R/1301R 
амплификация проходила лишь в  случае ан-
тисмысловой ориентации гена TaNAC69. По-
сле проверки полученной конструкции плазми-
да pCambia 1301 с геном TaNAC69, находящегося 
под контролем 35S CaMV промотора, была вы-
делена методом щелочного лизиса. Наличие це-
левого гена и промоторной последовательности 
также была подтверждена методом секвениро-
вания при помощи генетического анализатора 
Нанофор 05 (“Синтол”, Россия). Полученную 
плазмиду использовали для электропорации 
клеток A. rhizogenez при помощи прибора моде-
ли Micropulser (“BioRad”, США).

Создание ВК табака с конститутивной 
экспрессией гена TaNAC69

Для генетической трансформации были ис-
пользованы растения табака Nicotiana tabacum L. 
сорта Petit Havana линии SR1. При создании 
трансгенных ВК табака был использован стан-
дартный метод агробактериальной трансформа-
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ции листовых дисков и бинарный вектор pCambia 
1301, содержащий ген гигромицинфосфотранс-
феразы (HPT) и  целевой ген TaNAC69 под кон-
тролем 35S CaMV промотора. Культуры ВК таба-
ка были получены из  листовых эксплантов 
двухмесячных растений при помощи A. rhizogenes 
штамма А4. Агробактерии предварительно выра-
щивали на жидкой среде LB с добавлением селек-
тивных антибиотиков рифампицина (100  мг/л) 
и канамицина (100 мг/л). Экспланты листьев та-
бака, растущих на  почве, стерилизовали с  ис-
пользованием 75% раствора этилового спирта (~1 
мин) и 2% раствора гипохлорита натрия (~8 мин), 
затем экспланты промывали стерильной дистил-
лированной водой 5 раз. Совместное культивиро-
вание листовых эксплантов и агробактерий про-
водили на  стандартной твердой среде 
Мурасиге-Скуга (МС) (100% концентрация ми-
неральной основы МС-среды, 14 г/л сахарозы, 60 
мг/л инозитола, 2 мг/г глицина, 1 мг/л тиамина 
и 1 мг/л никотиновой кислоты, 7 г/л агара) в те-
чении трех сут. при температуре +25°С, после 
чего листовые экспланты были промыты в жид-
кой МС-среде, содержащей 100 мг/л цефотакси-
ма. Экспланты переносили на твердую МС-среду 
без регуляторов роста, содержащую антибиотик 
цефотаксим (100  мг/л) и  селективный антибио-
тик гигромицин В  (20  мг/л). Все образованные 
ВК отделяли от первичного экспланта фрагмен-
тами длиной 1.5–2 см и культивировали в отдель-
ных чашках Петри с  МС-средой в  камере роста 
KBW240 (“Binder”, Германия) при температуре 
+25°С, в темноте. ДНК из ВК выделяли стандарт-
ным методом ЦТАБ [19]. Трансгенный статус по-
лученных ВК доказывали при помощи ПЦР-ана-
лиза на  наличие целевого гена TaNAC69, 
селективного гена HPT с  использованием прай-
меров  HPTF 5’-GCTTCTGCGGGCGATTTGTG-3’ 
и  HPTR 5’-GCTGCGCCGATGGTTTCTAC-3’, 
а также репортерного гена uidA с помощью прай-
меров GUSF 5’-TGTGGAATTGATCAGCG
TTGGTG-3’ и GUSR 5’‑AAGCCGACAGCAGCA
AGTTTCATC-3’. Для исключения агробакте- 
риальной контаминации использовали праймеры  
ArhizF 5’‑CCCGCACCCGATCCAAGACAAAC
TCA-3’ и  ArhizR 5’‑CGCCCGAAGCCTCACCC
ACGAAC‑3’, которые подобраны к  неаннотиро-
ванному хромосомному гену A. rhizogenes под 
номером WP_034523040.

Определение содержания транскриптов  
целевого гена в ВК табака

Тотальную РНК из ВК выделяли при помо-
щи ЦТАБ, первая цепь кДНК была синтези-
рована с  использованием олиго(dT) праймера 
и  M-MuLV обратной транскриптазы (“NEB”, 
США). Полуколичественную ОТ-ПЦР прово-
дили при следующих условиях: 94°C  – 1 мин, 

94°C – 30 сек, 53°C – 30 сек, 72°C – 1 мин, 30 ци-
клов и финальная элонгация 72°С – 5 мин. Для 
ОТ-ПЦР была использована пара праймеров 
TaNAC69F 5’-GATCGCCAAGTCGTGCTC-3’ 
и  TaNAC69R 5’-ATCTCTTCCTCTTCATGC-
CGTTAT-3’. В качестве референса использовали 
ген фактора элонгации EF-1α (AF120093.1), для 
ОТ-ПЦР применяли праймеры 5’-GAATTG-
GTACTGTCCCTGTT-3’ и  5’-TTGCCAATCT-
GTCCTGAAT-3’. Фотографии агарозных гелей 
обрабатывали при помощи компьютерной про-
граммы TotalLab (http://totallab.com). Для каж-
дого эксперимента использовали по  три кон-
трольных и опытных растения (n = 3).

Морфометрический анализ ВК  
при действии засоления

Морфометрический анализ заключался в из-
мерении среднего прироста длины культур ВК 
каждые 10 сут. в течение 30 сут. при культивиро-
вании на стандартной агаризованной МС-среде. 
Средний прирост рассчитывали, как отношение 
удлинения всех корней к числу корней в выбор-
ке. Также определяли среднюю сырую и  сухую 
массу для каждой линии ВК после 30 сут. куль-
тивирования в нормальных условиях и при дей-
ствии NaCl. Для обеспечения условий засоления 
добавляли в питательную среду NaCl до достиже-
ния концентрации 150 мМ. Концентрация NaCl 
была подобрана в ходе более ранних исследова-
ний по  отношению к  культурам волосовидных 
корней табака, таким образом, чтобы она зна-
чительно (до 10 раз) замедляла рост, но вызыва-
ла гибель не  более 10% образцов корней после 
30 дней культивации в данной среде [15]. В каче-
стве контроля использовали ВК табака, получен-
ные ранее без использования бинарных векторов 
[15]. Для каждой линии растений было исполь-
зовано по две чашки Петри, то есть выборка для 
каждой линии составила 10 корней (n = 10).

Анализ антиоксидантной системы культур ВК

Для проведения анализа изменений анти-
оксидантной системы в  условиях засоления 
культуры ВК выращивали в  течение 30 сут. 
в  нормальных условиях и  затем 2 сут. в  усло-
виях стрессового воздействия (150 мМ NaCl). 
Активность всех ферментативных систем была 
пересчитана на мг общего растворимого белка 
(ОРБ). Остальные показатели пересчитывали 
на 1 г сырой массы ВК. Все биохимические ис-
следования проводили в  3 биологических по-
вторностях (n = 3).

Для определения активности супероксид-
дисмутазы (СОД) применяли метод, основанный 
на  способности СОД конкурировать с  нитро-
синим тетразолием за  супероксид-анионы  [20]. 
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Активность аскорбатпероксидазы (АПОК) 
определяли методом, основанным на  опреде-
лении скорости разложения перекиси водоро-
да аскорбатпероксидазой с  образованием воды 
и дегидроаскорбата [21]. Активность гваяколпе-
роксидазы (ГПОК) определяли по  способности 
полимеризации гваякола до  тетрагваякола [22]. 
Активность каталазы (КАТ) проверяли по скоро-
сти деградации молекул перекиси водорода [23]. 
Количество малонового диальдегида (МДА) в на-
веске определяли с  помощью тиобарбитуровой 
кислоты [24]. Метод определения пролина был 
основан на работе Khedr с соавт. [25]. Скорость 
образования супероксид-аниона (СА) определя-
ли акцепторным методом, основанным на опре-
делении окрашенного продукта окисления адре-
налина – аденохрома [26]. Экстракцию перекиси 
водорода проводили по  Chaouch с  соавт. [27], 
измерение его содержания по Bindschedler с со-
авт. [28]. Общая антиоксидантная способность 
(ОAC) оценивалась на  метанольных (80%) экс-
трактах по восстановлению Mo(VI) до Mo(V) при 
кислом pH [29]. Активность глутатион-S-транс-
феразы (GST) определяли по  скорости образо-
вания конъюгатов между восстановленным глу-
татионом и  1-хлор-2,4-динитробензолом [30]. 
Активность глутатионредуктазы (GR) определя-
ли по восстановлению глутатиона в присутствии 
НАДФН, описанному Верлан [31]. В  качестве 
контроля использовали ВК табака, полученные 
ранее без использования бинарных векторов [15].

Результаты всех исследований представлены 
в виде гистограмм со средними значениями вы-
борки. Планками погрешности обозначали стан-
дартную ошибку среднего (M ± SEM). Достовер-
ность различий во всех экспериментах оценивали 
при помощи U-критерия Манна-Уитни (Р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клонирование гена TaNAC69, получение ВК 
табака и определение содержания в них 

транскриптов целевого гена

Участок ДНК T. aestivum сорта Московская 
39, содержащий ген TaNAC69 с  небольшими 
участками нетранслируемых областей, был ам-
плифицирован на матрице геномной ДНК и его 
размер составил 1365 п.н. Данный ампликон был 
клонирован в  бинарном векторе pCambia 1301 
под контролем конститутивного 35S CaMV про-
мотора. По результатам секвенирования клони-
рованного гена TaNAC69 нуклеотидных замен 
в его кодирующей части не обнаружено.

Для получения ВК табака N. tabacum был ис-
пользован метод агробактериальной трансфор-
мации. ВК индуцировали на листовых эксплантах 
на 10 сут. после инокуляции агробактериями. Для 
селекции трансгенных ВК добавляли в МС-сре-

ду гигромицин B. При прорастании на 1.5–2 см, 
ВК отделяли от первичного экспланта и переса-
живали на  МС-среду без добавления фитогор-
монов. Биомассу корней наращивали в  течение 
2 нед., после чего проводили ПЦР-анализ на на-
личие целевого (TaNAC69), селективного (HPT) 
и  репортерного (uidA) генов. Также с  использо-
ванием метода ПЦР с  праймерами ArhizF/Arhi-
zR исключали ВК, несущие агробактериальную 
контаминацию. В  результате было отобрано 6 
линий трансгенных корней, содержащих все три 
анализируемых гена, которые получили номера 
10, 17, 18, 20, 21 и  22. Далее в  этих линиях кор-
ней было определено содержание транскриптов 
гена TaNAC69 по  отношению к  содержанию 
транскриптов гена EF-1α. По содержанию транс-
криптов целевого гена линии ВК табака состави-
ли следующий ряд: Л17 > Л18 > Л22 > Л21> > Л20 
> Л10 (рис. 1), в  котором наибольший уровень 
экспрессии целевого гена был характерен для ли-
нии 17, а наименьший для линии 10.

Морфометрический анализ ВК табака, несущих 
ген TaNAC69 при норме и засолении

Для морфометрического анализа в  каждую 
чашку Петри диаметром 10 см со  МС-средой 
раскладывали отрезки ВК длиной 1 см по 5 штук 
и проводили измерения их прироста через каж-
дые 10 сут. (рис. 2). 

При нормальных условиях в  первые 10 сут. 
большинство линий трансгенных ВК опережали 
в росте контрольные ВК (рис. 3а). Через 20 сут. 
лишь у линий 17, 21, 22 корни опережали в ро-
сте контроль (рис. 3б). При третьем измерении 
уже лишь у линий 21 и 22 корни опережали в ро-
сте контроль (рис. 3в). Корни линий 10, 18, 20 
наоборот достоверно уступали в приросте кон-
трольным ВК как при втором, так и при третьем 
измерениях (рис. 3г, в). При засолении в первые 
10 сут. все трансгенные ВК, кроме линии 20, 

Рис. 1. Содержание транскриптов гена TaNAC69 
в волосовидных корнях табака в % к референсному 
гену EF-1α. Л10-Л22  – линии волосовидных кор-
ней, несущих ген TaNAC69.
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опережали в росте контрольные ВК (рис. 2а, б, 
в; рис. 3а). При втором измерении все линии 
трансгенных ВК росли быстрее контрольных 
ВК (рис. 2г, д, е; рис. 3б). Через 30 сут. также все 
линии трансгенных ВК опережали в росте кон-
трольные ВК (рис. 2ж, з, и; рис. 3в).

Наиболее интенсивный рост был характе-
рен для линий 17, 18, 21 и 22. Наименьшие тем-
пы роста показали ВК линий 10 и 20. Необходи-
мо отметить, что во всех трех измерениях также 
наблюдали гораздо большую разветвленность 
трансгенных ВК по  сравнению с  контролем 
(рис.  2). Далее у  тех же линий корней измеря-
ли финальную сырую (рис. 4а) и сухую (рис. 4б) 
массы через 30 сут. культивирования при норме 
и действии стрессового фактора. Наибольшая сы-
рая и сухая масса при нормальных условиях была 
характерна для линий 17, 21 и 22 (рис. 4а, б). Наи-
меньшая сырая и сухая масса корней при норме 

обнаруживалась у линий 10 и 20 (рис. 4а, б). При 
засолении наибольшая сырая и сухая масса также 
были характерны для линий 17, 21 и 22 (рис. 4а, б).

Анализ компонентов  
антиоксидантной системы культур ВК

Для проведения анализа антиоксидантной 
системы культур ВК, отобранные линии нара-
щивали на  орбитальном шейкере-инкубаторе 
в жидкой МС-среде в течение 30 сут. 1 раз в 2 нед. 
обновляли МС-среду с добавлением антибиоти-
ка цефотоксима (250 мг/л). После чего ВК были 
помещены в жидкую МС-среду со 150 мM NaCl 
на 2 сут. Контрольные ВК культивировали 2 сут. 
в стандартной жидкой МС-среде без добавлений 
NaCl. После этого проводили биохимический 
анализ ВК. Выбор этого времени экспозиции 
обусловлен с  предположением, что в  первые 

Рис. 2. Внешний вид исследуемых ВК при действии 150 мМ NaCl: контрольные ВК без гена TaNAC69 через 10 (а), 
20 (г) и 30 (ж) сут. после начала опыта; трансгенные ВК с геном TaNAC69 линии 21 через 10 (б), 20 (д) и 30 (з) сут. 
после начала опыта; трансгенные ВК с геном TaNAC69 линии 22 через 10 (в), 20 (е) и 30 (и) сут. после начала опыта. 
В работе использованы чашки Петри диаметром 10 см.
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сутки ВК испытывают довольно сильный стресс, 
тогда как на  вторые сутки должны включиться 
адаптивные механизмы, в  том числе, путем ак-
тивации антиоксидантной системы, основные 
параметры которого и были изучены.

При нормальных условиях активность ката-
лазы была выше контроля у  линий 17, 18 и  22, 
а  ниже  – у  линии 10 (рис. 5а). При засолении 
активность каталазы у  трансгенных ВК была 
ниже, чем у  контрольных ВК (рис. 5а). Актив-
ность ГПОК при нормальных условиях была 
выше, чем у  контроля только в  линиях 17 и  18 
(рис. 5б). При засолении у большинства линий 
трансгенных ВК активность ГПОК была выше, 
чем в  контроле (рис. 5б). Наибольшая актив-
ность ГПОК при засолении была характерна для 
линий 17, 21, 22. Содержание перекиси водорода 
у трансгенных ВК было существенно ниже, чем 
в контроле, причем как при нормальных услови-
ях, так и при засолении (рис. 5в). 

Активность СОД у  большинства линий 
трансгенных ВК была ниже, чем в  контроле как 
при нормальных условиях, так и  при действии 
засоления (рис. 5г). У  всех трансгенных ВК при 
норме была выше активность GST (рис. 5д). При 
засолении также почти у всех линий трансгенных 
ВК (кроме линии 18) была увеличена активность 
GST (рис. 5д). Общая антиоксидантная способ-
ность у  трансгенных ВК была выше, чем у  кон-
трольных ВК как при норме, так и при засолении 
(рис. 5е). По содержанию пролина при нормаль-
ных условиях лишь линии 18 и  22 достоверно 
превышали значения контроля (рис. 5ж). При 
засолении во всех линиях трансгенных ВК было 
обнаружено гораздо большее содержание проли-
на, чем в контрольных ВК (рис. 5ж). Больше всего 
пролина содержали ВК линий 21 и 22. При нор-
мальных условиях в  трансгенных ВК наблюдали 
большее содержание водорастворимых сахаров 
(ВРС) (рис.  5з). При действии засоления лишь 
у  линий 18 и  22 было большее содержание ВРС 

Рис. 3. Средний прирост ВК табака при норме и дей-
ствии 150 мМ NaCl: (а) – через 10 сут. после нача-
ла опыта; (б)  – через 20 сут. после начала опыта; 
(в) – через 30 сут. после начала опыта. 1 – при нор-
мальных условиях, 2 – при действии 150 мМ NaCl. 
Звездочки (*) указывают на  достоверное различие 
данных между трансгенными и контрольной лини-
ями ВК (P ≤ 0.05).
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Рис. 4. Сырая (а) и сухая (б) масса волосовидных корней при норме и действии 150 мМ NaCl. 1 – при нормаль-
ных условиях, 2 – при действии 150 мМ NaCl. Звездочки (*) указывают на достоверное различие данных между 
трансгенными и контрольной линиями ВК (P ≤ 0.05).
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Рис. 5. Состояние антиоксидантной системы анализируемых ВК: (а) – активность каталазы, (б) – активность гва-
яколпероксидазы, (в) – содержание перекиси водорода, (г) – активность супероксиддисмутазы, (д) – активность 
глутатион-S-трансферазы, (е) – общая антиоксидантная способность, (ж) – содержание пролина, (з) – содержание 
водорастворимых сахаров, (и) – содержание малонового диальдегида. SR1 – контроль, Л10–Л22 – линии трансген-
ных ВК с геном TaNAC69, 1 – нормальные условия, 2 – при действии 150 мМ NaCl. Звездочки (*) указывают на до-
стоверное различие данных между трансгенными и контрольной линиями ВК (P ≤ 0.05).
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по сравнению с контролем (рис. 5з). Наибольшее 
содержание ВРС при засолении было зафикси-
ровано для линий 18 и  22. Вопреки ожиданиям 
нам не удалось зафиксировать меньшее содержа-
ние МДА в  трансгенных ВК. Наоборот, как при 
норме, так и при засолении большинство линий 
трансгенных ВК содержали больше МДА, чем 
контрольные ВК (рис. 5и). Наибольшее содер-
жание МДА было характерно для линий 10 и 20, 
причем как при норме, так и при засолении. Наи-
меньшее содержание МДА при засолении было 
зафиксировано для линий 18 и  22 трансгенных 
ВК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ген TaNAC69 кодирует один из  важнейших 
транскрипционных факторов семейства NAC, 
запускающих каскад реакций стрессоустойчиво-
сти через активацию многих защитных генов [11]. 
Выбор для генно-инженерных манипуляций гена 
TaNAC69 обусловлен тем, что его продукт пози-
тивно влияет на устойчивость как к засухе, так и к 
холоду [12]. Наши предыдущие исследования так-
же показали, что уровень экспрессии этого гена 
повышается как при засухе, так и при гипотермии 
[11]. Как известно, эти два стрессовых фактора 
являются наиболее актуальными не  только для 
России, но и для всего мира. Ранее ген TaNAC69 
был использован для генетической трансфор-
мации пшеницы, причем была применена ген-
ная конструкция специфичная для однодольных 
с ячменным промотором [13]. Трансгенные рас-
тения пшеницы характеризовались повышением 
устойчивости к  обезвоживанию, а  также были 
зафиксированы лучшие, чем у  контроля, пара-
метры роста побега при умеренном засолении. 
В  настоящей работе нами была создана более 
универсальная генная конструкция с  вирусным 
35S CaMV промотором, которая может быть ис-
пользована как при трансформации двудольных, 
так и однодольных растений. В то же время было 
неизвестно, будет ли проявлять свою специфиче-
скую активность продукт гена TaNAC69 в клетках 
двудольных растений. Исходя из  вышесказан-
ного, целью настоящего исследования было как 
создание целевой генной конструкции, так и его 
испытание на  модельной системе ВК табака. 
При выращивании ВК в качестве стресс-факто-
ра использовали засоление, так как ранее о  по-
зитивном влиянии на рост корней продукта гена 
TaNAC69 при засолении не сообщалось. 

Наиболее высокий уровень экспрессии гена 
TaNAC69 был характерен для ВК линий 17, 18, 
21 и  22 (рис. 1). Исходя из  этого, можно было 
предполагать, что в этих линиях функция целе-
вого гена будет выражена в  большей степени, 
чем в  линиях 10 и  20. Морфометрический ана-
лиз показал, что наиболее высокие темпы роста 

как при норме, так и при засолении имели корни 
линий 17, 18, 21 и 22 (рис. 3, 4). То есть обнару-
живалась явная зависимость параметров роста 
и  стрессоустойчивости ВК от  уровня экспрес-
сии целевого гена. В  то же время необходимо 
отметить, что лидером по  уровню экспрессии 
гена TaNAC69 была линия 17, а  по результатам 
морфометрического анализа – линия 22. То есть 
точной корреляции между уровнем экспрессии 
и параметрами роста не наблюдалось, что впол-
не ожидаемо в связи с тем, что каждая линия ВК 
отличается друг от друга местом встройки, а так-
же нередко и количеством копий Т-ДНК в гено-
ме и  потому каждая из  этих линий отличается 
друг от друга по многим параметрам.

Ранее было показано, что сверхэкспрессия 
TaNAC2 способствует повышению устойчивости 
к засолению у трансгенных растений A. thaliana, 
что было доказано в результате их морфометри-
ческого анализа при действии NaCl [32]. Ген 
TaNAC69 также ранее использовался для генети-
ческой трансформации, но мягкой пшеницы [13] 
и полученные растения характеризовались улуч-
шением роста побега при умеренном засолении. 
Новизна нашей работы заключается в  том, что 
ген TaNAC69 испытывается в  гетерологической 
системе при засолении в  корнях и  впервые ис-
следуется его влияние на  компоненты антиок-
сидантной системы. Результаты проведенного 
исследования показывают, что пшеничный ген 
TaNAC69 может быть использован для повыше-
ния стрессоустойчивости не только у однодоль-
ных, но и двудольных растений.

Явным отличием трансгенных ВК от  кон-
трольных было гораздо более низкое содержание 
перекиси водорода как при норме, так и при за-
солении (рис. 5в). Одним из вероятных механиз-
мов снижения содержания перекиси водорода 
может быть выявленное увеличение активности 
ГПОК (рис. 5б), в  то время как у  трансгенных 
ВК не  фиксировалось повышение активности 
каталазы (рис. 5а). Но при нормальных услови-
ях в отличие от условий засоления у трансгенных 
ВК активность ГПОК не была выше, чем у кон-
трольной линии. Это означает, что в  снижении 
содержания перекиси водорода у  трансгенных 
ВК вероятнее всего задействованы и  другие 
механизмы. Конститутивная экспрессия гена 
TaNAC69 не  оказывала существенного влияния 
на  активность СОД при нормальных условиях. 
При засолении трансген оказывал негативный 
эффект на активность СОД (рис. 5г). Почти у всех 
линий трансгенных ВК была повышена актив-
ность GST, причем как при норме, так и при за-
солении (рис. 5д). ОАС тоже почти во всех линиях 
трансгенных ВК была выше, чем в контроле как 
при норме, так и при засолении (рис. 5е). Наибо-
лее ярким отличием трансгенных ВК было суще-
ственно большее содержание пролина при засо-
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лении (рис. 5ж). Многие трансгенные ВК также 
характеризовались более высоким содержанием 
ВРС, по сравнению с контролем как при норме, 
так и при засолении (рис. 5з). Вопреки ожидани-
ям, в трансгенных ВК не удалось зафиксировать 
уменьшения содержания МДА по  сравнению 
с контролем (рис. 5и). Наоборот, в трансгенных 
ВК как при норме, так и при засолении содержа-
ние МДА было больше, чем в контроле. Большее 
накопление МДА в данном случае может объяс-
няться более высокими темпами роста трансген-
ных ВК, по  сравнению с  контрольной линией. 
То есть можно предположить, что более быстрые 
темпы роста при засолении могут быть сопря-
жены также большей степенью окислительного 
повреждения мембран. Похожие данные были 
ранее получены на примере трансгенных расте-
ний с генами ксилоглюканэндотрансгликозилаз, 
у которых корни также росли быстрее в условиях 
засоления, но характеризовались большим нако-
плением МДА, чем контрольные растения [33].

Сравнение результатов биохимического ана-
лиза разных линий показывает, что наибольшая 
активность ГПОК и  GST, а  также наибольшее 
содержание пролина и ВРС при засолении было 
характерно для линий 17, 21 и 22 (рис. 5б, д, ж, з). 
Наиболее высокая ОАС также была характерна 
для линий 17, 21 и 22 (рис. 5е). Любопытно от-
метить, что хотя содержание МДА было больше 
у трансгенных ВК, чем у контрольных, наимень-
шее его содержание при засолении было харак-
терно для линий 18, 21 и 22. Причем для линий 
21 и  22 были характерны и  другие позитивные 
изменения в состоянии антиоксидантной систе-
мы. Линия 18 также показывала высокие значе-
ния по результатам морфометрии и ряд позитив-
ных изменений в антиоксидантной системе.

Таким образом, для линий ВК 17, 21 и 22, у ко-
торых был наиболее высокий уровень экспрессии 
гена TaNAC69 также наблюдали наиболее высо-
кие темпы роста, большую солеустойчивость, 
а также ряд позитивных изменений в компонен-
тах антиоксидантной системы. Исходя из  на-
ших данных можно полагать, что продукт гена 
TaNAC69 оказывает позитивный эффект на рост 
и солеустойчивость ВК, в том числе, через пози-
тивное влияние на активности ферментов ГПОК 
и GST, на содержание пролина и ВРС, а также че-
рез повышение ОАС. Ранее также была обнару-
жена взаимосвязь накопления пролина в листьях 
пшеницы c повышением уровня экспрессии гена 
TaNAC69 [11]. Полученные нами данные говорят 
о  функциональной активности продукта гена 
TaNAC69 в клетках двудольных растений.

Таким образом, конструкция гена TaNAC69 
с  35S CaMV промотором может быть реко-
мендована для генетической трансформации 
культурных растений с  целью увеличения их 
продуктивности и  устойчивости к  абиотиче-

ским стресс-факторам. С  учетом наших и  ли-
тературных данных можно предположить, что 
у  трансгенных растений с  конститутивной экс-
прессией гена TaNAC69 может быть повышена 
устойчивость к засухе, холоду и засолению.
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В данной работе мы исследовали возможность модификации жирнокислотного (ЖК) состава ли-
стьев томата (Solanum lycopersicum L.) за счет введения в его геном гена Δ9 ацил-липидной десатуразы 
цианобактерии (Synechococcus vulcanus C.). Для получения трансгенных растений томата, экспрес-
сирующих десатуразу цианобактерии (desC), и оценки влияния данной десатуразы на ЖК‑состав 
суммарных липидов были сконструированы вектора, несущие ген desC. Последовательность гена 
была слита с лидерными последовательностями, обеспечивающими локализацию белкового про-
дукта в хлоропластах, эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР) или цитоплазматической мембране. 
Полученными векторами трансформировали штамм A. tumefaciens AGL0 для последующей агро-
бактериальной трансформации растений томатов. ЖК анализ листьев показал, что для некоторых 
линий при локализации desC в  цитоплазматической мембране или мембране ЭПР наблюдается 
увеличение содержания С16:1 и C16:2 жирных кислот. Для данных линий показано увеличение от-
носительной представленности транскрипта desC по сравнению с трансгенными линиями, не по-
казавшими изменения ЖК-состава. Полученные данные могут быть использованы для разработки 
стратегий направленной модификации жирнокислотного состава томатов.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, Synechococcus vulcanus, агробактериальная трансформация, 
Δ9-десатураза, жирнокислотный состав.
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ВВЕДЕНИЕ

Десатуразы жирных кислот (ЖК) – это фер-
менты, катализирующие превращение одинар-
ной связи между атомами углерода в  ацильных 

	 Сокращения: АПБ – ацилпереносящий белок, ЖК – жирная кис-
лота, ЖК-состав – жирнокислотный состав, Км – канамицин, 
НЖК  – ненасыщенные жирные кислоты, ФК  – фосфатидная 
кислота, ФХ – фосфатидилхолин, ЦПМ – цитоплазматическая 
мембрана, ЭПР – эндоплазматический ретикулум, ACBP – acyl-
CoA binding protein, EGFP  – enhanced green fluorescent protein, 
FAD – fatty acid desaturase, RIM – root inducing medium.

цепях (С-С) в двойные связи (С=С). Десатуразы 
относятся к оксидазам со смешанной функцией, 
и  для катализа им необходимы два электрона, 
донорами которых могут служить НАДФН или 
НАДН в  зависимости от  локализации десатура-
зы [1]. Все известные десатуразы в  зависимости 
от формы, в которой находится ЖК, подвергаю-
щаяся окислению, делятся на три типа: ацилСоА- 
(используют ЖК, связанную с  ацетил-СоА), 
ацил-АПБ- (используют ЖК, связанную с ацил-
переносящим белком) и  ацил-липидные десату-
разы (используют ЖК в составе фосфолипидов). 
При этом первые два типа являются раствори-
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мыми ферментами, а  ацил-липидные десатура-
зы  – мембраносвязанными. У  растений функ-
ционируют ацил-АПБ (располагаются только 
в пластидах, растворимые) и ацил-липидные (тип 
I – в ЭПР, тип II – в пластидах, мембраносвязан-
ные) десатуразы [1]. В  отличие от  растворимых 
ацил-АПБ десатураз, ацил-липидные десатуразы 
расположены в мембране и имеют консерватив-
ные гидрофобные области. Второй важной осо-
бенностью мембранных десатураз, отличающих 
их от растворимых форм, является наличие трех 
консервативных гистидиновых кластеров, уча-
ствующих в формировании активного центра.

У высших растений процессы десатура-
ции жирных кислот проходят в  двух клеточных 
компартментах: пластидах и ЭПР. Путь, проте-
кающий в  пластидах, называют “прокариоти-
ческим”, в  ЭПР  – “эукариотическим”. Синтез 
жирных кислот начинается в пластидах и приво-
дит к образованию пальмитиновой (С16:0) и сте-
ариновой (С18:0) кислот. Далее образовавшиеся 
кислоты могут стать субстратом для десатураз, 
вводящих двойные связи и продуцирующие не-
насыщенные жирные кислоты (НЖК). “Прока-
риотический” путь образования ненасыщенных 
ЖК осуществляется полностью в  пластидах. 
С16:0 и  С18:0 кислоты конъюгируют с  глице-
рин-3-фосфатом, в  результате чего образуется 
фосфатидная кислота (ФК). ФК является суб-
стратом для действия ω-6 FAD6 и ω-3 FAD7 или 
FAD8 десатураз, которые синтезируют С18:2(Δ9, 
12) и С18:3(Δ9, 12, 15) НЖК соответственно [2]. 
“Эукариотический” путь образования НЖК 
протекает со сменой компартментов, в которых 
находятся ЖК на различных этапах процессин-
га. Поскольку синтаза жирных кислот работает 
только в  пластидах, а  десатурация “эукарио-
тического” типа происходит в  ЭПР, стартовые 
вещества десатурации должны быть транспор-
тированы из  одного компартмента в  другой. 
С16-кислота транспортируется в  насыщенной 
форме, С18-кислота должна быть подвергну-
та десатурации по  Δ9-положению (с помощью 
фермента SSI2, являющегося растворимой аци-
лАПБ-десатуразой и не задействованного в про-
кариотическом пути) и только потом может быть 
транспортирована из  пластид. Предполагается, 
что ЖК могут самостоятельно диффундировать 
в  межмебранное пространство, или могут быть 
транспортированы при участии переносчиков 
семейства FAX. Переносчиками из межмебран-
ного пространства в  цитоплазму предположи-
тельно могут являться длиноцепочечные ацил-
СоА-синтазы, локализованные во  внешней 
мембране пластид. Активированная ЖК, пере-
несенная в  цитоплазму с  помощью этих фер-
ментов, транспортируется в  ЭПР посредством 
ацил-СоА связывающего белка (ACBP  – Acyl-
CoA-binding protein). На мембране ЭПР остаток 

ЖК из ацил-СоА, переносимый ACBP, участву-
ет в  синтезе фосфатидилхолина (ФХ)  – основ-
ного траспортера ЖК в ЭПР. Помимо вышеопи-
санного способа, С18:1 и С16:0 ЖК могут быть 
транспортированы из пластид в ЭПР напрямую, 
минуя цитоплазму, в  местах контакта мембран 
двух органелл. Перенос при этом осуществляет-
ся через ФХ. Перенесенные в ЭПР ЖК подвер-
гаются десатурации с помощью ω-6 FAD2 и ω-3 
FAD3. Образованные ПНЖК могут транспорти-
роваться посредством ФХ или ФК обратно в пла-
стиды или к цитоплазматической мембране. При 
этом на мембране пластид в связывании и пере-
носе ФК участвуют три белка: TGD1-3 (транс-
портер внешней мембраны хлоропласта), TGD4 
(транспортер внутренней мембраны) и  TGD5 
(белок, расположенный в межмембранном про-
странстве и связывающий TGD1-3 и TGD5) [3]. 
Транспорт ЖК из  ЭПР к  плазматической мем-
бране может осуществляться через прямой кон-
такт мембран посредством везикул либо за счет 
белковых переносчиков. Так, ACBP1 и  ACBP2 
имеют домены связывания с ЭПР и плазмалем-
мой и выполняют функцию переносчиков. При 
этом, ACBP1 связывает C18-ацилСоА, ACBP2 
специфичен в  отношении C16-ацил-CoA. Та-
ким образом, имеется согласованный обмен ЖК 
между тремя разными органеллами: пластидами, 
где начинается синтез, ЭПР и ЦПМ.

В отличие от  высших растений, у  которых 
обнаружены и растворимые и мембраносвязан-
ные формы ферментов, для цианобактерий ха-
рактерны только мембраносвязанные ацил-ли-
пидные десатуразы. Двойные связи в Δ9-, Δ12-, 
Δ15- и  Δ6-положения цепи ЖК вводят четыре 
белка – DesC, DesA, DesB и DesD соответствен-
но. В  первой реакции фермент, кодируемый 
desC геном, превращает стеариновую кислоту 
(С18:0) в  олеиновую (С18:1). Образование ли-
нолевой кислоты (С18:2) катализируется десату-
разой desA. DesB вводит третью двойную связь, 
образуя линоленовую кислоту [4].

Изменения в уровнях экспрессии десатураз, 
приводящие к  изменениям ЖК-состава мем-
бран, могут оказывать существенные влияния 
на  восприимчивость растений к  различным 
стрессам, например, холодовому воздействию, 
чувствительности к  патогенам и  другим [5, 6]. 
Tsypurskaya с  коллегами [7] показали, что экс-
прессия генов Δ9- и Δ12-ациллипидных десату-
раз в растениях картофеля повышала их устой-
чивость к  Phytophthora infestans по  сравнению 
с  контрольными нетрансгенными растениями 
за  счет накопления фенольных соединений 
в  листьях. При введении двойной связи в  цепи 
молекулы ЖК образуется изгиб. Данные изгибы 
приводят к  менее плотной упаковке мембран-
ных липидов, поскольку создается стерическое 
затруднение сближения молекул друг с  другом. 
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Данный механизм важен для сохранения теку-
чести мембран при пониженных температурах, 
и разработки на его основе используются в био-
технологии для получения холодоустойчивых 
сортов [8–11]. Таким образом, экспрессия соб-
ственных десатураз растения, а  также введение 
гетерологичных генов десатураз является пред-
метом активного изучения. Ряд работ в этом на-
правлении сделан именно на растениях томатов.

Yu с  соавт. [9] продемонстрировали, что из-
быточная экспрессия ЭПР-локализованной оме-
га-3 десатуразы ЖК томатов (LeFAD3) приво-
дила к  повышенному содержанию линоленовой 
кислоты (18:3) и, как следствие, к толерантности 
трансгенных растений к холодовому стрессу. По-
хожие результаты при экспрессии LeFAD7 были 
получены Liu с  соавт., которые показали толе-
рантность трансгенных leFAD7-экспрессирую-
щих томатов к низким температурам [12]. Другим 
похожим примером является работа Dominguez 
с  коллегами, где авторы показали, что оверэкс-
прессия FAD3 и FAD7 десатураз в растениях то-
матов приводит к улучшению сопротивляемости 
к холодовому стрессу. Также авторы сделали ин-
тересное наблюдение, обнаружив, что трансген-
ные растения, экспрессирующие FAD7, в  спо-
собности противостоять низким температурам 
превосходят растения, экспрессирующие FAD3. 
Причина этого состоит в  локализации фермен-
тов. FAD7 является десатуразой хлоропластов, 
тогда как FAD3 – ЭПР-локализованный фермент. 
Предполагается, что ненасыщенные ЖК в соста-
ве хлоропластной мембраны играют важную роль 
в  защите белков фотосистемы II от  воздействия 
низких температур. Поскольку FAD7 локализует-
ся в хлоропластной мембране, его роль в защите 
от  холодового стресса наиболее выражена. Сто-
ит отметить, что при закаливании трансгенные 
FAD3-томаты демонстрировали устойчивость 
к холоду, сопоставимую с таковой для FAD7-рас-
тений, что может быть объяснено перемещени-
ем 18:3 ЖК от  ЭПР к  хлоропластам в  процессе 
закаливания [13]. Таким образом, локализация 
фермента может играть важную роль в регуляции 
липидного метаболизма, и  это необходимо учи-
тывать, изучая десатуразы. Также в данной работе 
показано, что увеличенное соотношение 18:3/18:2 
ЖК, контролируемое экспрессией перенесенной 
омега-3 десатуразой, приводило к улучшению ка-
чества плодов и усилению синтеза оксилипинов, 
придающих томатам характерный аромат.

В нашем исследовании ген гетерологич-
ной Δ9-десатуразы (desC) цианобактерии 
Synechococcus vulcanus, продукт которого локали-
зован в  ЭПР, ЦПМ или хлоропласте, использо-
ван для получения трансгенных растений томатов 
с  последующей оценкой изменения ЖК состава 
в  листовой ткани. Ранее в  нашей лаборатории 
были получены обнадеживающие результаты 

схожего эксперимента на  растениях табака [14]. 
В данной работе мы, изменяя дизайн эксперимен-
та, пробуем экстраполировать полученные ранее 
данные на растения томатов. Особенность нашего 
исследования – направленная локализация про-
дукта гена desC в трех разных компартментах рас-
тительной клетки: цитоплазме, ЭПР и хлоропла-
стах. Это достигалось за счет использования трех 
типов векторов, в которых целевой ген слит в рам-
ке считывания с соответствующими сигнальными 
последовательностями. Для оценки эффективно-
сти функционирования гетерологичной десату-
разы проведен анализ содержания различных ЖК 
в  листьях трансгенных растений томата разных 
линий. Причина выбора данной сельскохозяй-
ственной культуры в  качестве объекта исследо-
вания состоит в растущем спросе на данный вид 
сельскохозяйственных растений в  мире. Томаты 
содержат большое количество ликопина, каро-
тиноидного пигмента, защищающего растения 
от окислительного стресса и избыточного освеще-
ния, а также известного своими терапевтически-
ми свойствами. Благодаря свойствам ликопина 
производство культуры продолжает расти и  изу-
чение активности и регуляции работы десатураз, 
как потенциальных регуляторов ответа на стрессы 
представляется важной задачей.

Δ9-десатураза (desC) из  S. vulcanus представ-
ляет собой фермент из термофильной бактерии, 
температурный оптимум роста которой состав-
ляет 55°С. Эта десатураза, как и  все десатуразы 
цианобактерий, является ацил-липидной, мем-
браносвязанной. Диапазон температур, в рамках 
которого фермент сохраняет свою функциональ-
ную активность, исследован в  ряде работ. Было 
продемонстрировано, что белок успешно деса-
турирует свои субстраты при температурах 45, 37 
и 35°С [15]. Orlova с соавт. показали, что экспрес-
сия данной десатуразы в листьях табака при 22°С 
приводит к  увеличению количества С18:1 жир-
ной кислоты в  составе листьев, благодаря чему 
трансгенные растения табака приобретали повы-
шенную устойчивость к холоду [16]. Ранее в на-
шей лаборатории было показано, что desC, экс-
прессируемый в двух видах табака (N. benthamiana 
и N. excelsior), проявляет свою активность в отно-
шении С16:0 и С18:0 кислот [14] при 22°С. Таким 
образом, несмотря на то, что фермент desC пред-
ставляет собой белок термофильной бактерии, 
обитающей при 55°С, в ряде работ доказана его 
функциональность при температуре 22°С.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Конструирование экспрессионных векторов. 
При конструировании экспрессионных век-
торов использовались стандартные процеду-
ры молекулярного клонирования и  протоко-
лы полимеразной цепной реакции (ПЦР). Все 
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ферменты, используемые при конструирова-
нии векторов (эндонуклеазы рестрикции, Т4 
ДНК-лигаза, Taq- и Pfu-ДНК-полимеразы, фос-
фатазы) использовались согласно протоколам 
фирм-изготовителей.

Первоначально последовательность гена desC, 
кодирующего ацил-липипидную десатуразу Δ9 
Synechococcus vulcanus, была получена методом ПЦР 
с использованием плазмиды pQE-desC в качестве 
матрицы и  праймеров descF1 и  descR1 (прямой 
и обратный праймеры, содержащие сайты рестрик-
ции ApaI и EcoRI GGGCCCACATCATCCTTAGAA 
и  GAATTCGGACAACGCTTTGGG, соответ-
ственно). Полученный ПЦР продукт клонирова-
ли в  вектор pFGG, гидролизованный по  сайтам 
ApaI и EcoRI, с получением вектора pFGG-desC. 
Плазмида pFGG-desC, несущая ген desC, обе-
спечивающий локализацию белкового продукта 
в цитоплазме использована и для сборки двух дру-
гих векторов  – pFGG-Lch-DesC и  pFGG-LeB4-
DesC-ER.

Растительный вектор экспрессии, несу-
щий ген desC, слитый с  последовательностью 
транзитного пептида малой субъединицы Lch 
Rubisco Arabidopsis thaliana, обеспечивающей 
транспорт белкового продукта в  хлоропласты, 
также получали в  несколько этапов. Первона-
чально последовательность Lch, кодирующая 
этот транзитный пептид, была синтезирова-
на методом ПЦР с  использованием плазмиды 
pVIG-S2B [17] в  качестве матрицы и  прайме-
ров lchF3 и  lchR3 (прямой и  обратный прай-
меры содержащие сайты рестрикции KpnI 
и  ApaI, GGTACCATGGCTTCTATGATATC 
и  GGGCCCCTGATATTCAACTATAT, соответ-
ственно). Далее, полученный ПЦР продукт 
клонировали в  вектор pFGG-DesC, гидроли-
зованный по сайтам KpnI и ApaI, с получением 
вектора pFGG-Lch-DesC.

Растительный вектор экспрессии, несущий 
ген desC, слитый с последовательностями, обеспе-
чивающими транспорт и удержание белка в эндо-
плазматическом ретикулуме, получали в несколь-
ко этапов. Первоначально последовательность 
LeB4, кодирующая транспортный пептид, была 
синтезирована методом ПЦР с  использовани-
ем плазмиды pVIG-Т2D [17] в качестве матрицы 
и  праймеров LebF4 и  LebR4 (прямой и  обрат-
ный праймеры содержащие сайты рестрикции 
KpnI и  ApaI, GGTACCATGTCCAAACCTTTTCT 
и  GGGCCCTGCTAAACATGTGCT, соответ-
ственно). Полученный продукт ПЦР клониро-
вали в  вектор pFGG-DesC, гидролизованный 
по  сайтам KpnI и  ApaI, с  получением вектора 
pFGG-LeB4-DesC. Затем фрагмент EcoRI–XbaI 
плазмиды pVIG-Т2D, несущий последователь-
ность, кодирующую SRKDEL, сигнал удержания 
ЭР и сигнал полиаденилирования, клонировали 
в  вектор pFGG-LeB4-DesC, гидролизованный 

по сайтам EcoRI и XbaI, с получением вектор pF-
GG-LeB4-DesC-ER.

Растительные экспрессионные векторы 
pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и  pVIG-LeB4-De-
sC-ER, используемые для дальнейшей транс-
формации растений томата были получены 
путем клонирования фрагментов SpeI-XhoI 
плазмид pFGG-desC, pFGG-Lch-DesC и  pF-
GG-LeB4-DesC-ER, соответственно, в  вектор 
pVIG-S, гидролизованный эндонуклеазами ре-
стрикции SpeI и XhoI.

Правильное слияние гибридных генов с  со-
ответствующими лидерными последователь-
ностями в  экспрессионных векторах растений 
pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и  pVIG-LeB4-De-
sC-ER было подтверждено секвенированием 
(“Евроген”, Россия).

Получение культур Agrobacterium tumefaciens, 
несущих целевые конструкции. Для трансформа-
ции растений томата использовали бактериаль-
ные культуры Agrobacterium tumefaciens штамма 
AGL0, несущие бинарные плазмидные векторы 
pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и  pVIG-LeB4-De-
sC-ER (рис. 1).

Вектора переносили в штамм AGL0 A. tume-
faciens путем электропорации [18].

Выращивание растений. Растения Solanum 
lycopersicum L. линии ЯЛФ выращивали при 
+24°C, 18 ч день/6 ч ночь и  освещенности 100 
мкмоль квантов/(м2/с) на  агаризованной сре-
де Мурасиге-Скуга (МС-среда). Томаты ЯЛФ 
представляют собой чистую линию, используе-
мую в качестве отцовской для получения гибри-
да F1 Юниор.

Трансформация растений. Эксперименты 
по  получению трансгенных растений томата 
проводили методом со-культивирования семя-
дольных эксплантов с разбавленной суспензией 
агробактерии. Ночную культуру агробактерии 
наращивали в  20 мл неагаризованной среды 
Лурия-Бертани, дополненной соответствующи-
ми селективными антибиотиками, на  качалке 
(180 об/мин) в течение 24 ч при 28°С в темноте. 
Затем культуру ресуспендировали в  жидкой 
МС-среде добиваясь, чтобы оптическая плот-
ность при длине волны 600 нм была равной 
0.6–0.7. В  серии экспериментов по  агробакте-
риальной трансформации были использованы 
семядольные листья, включая черешки, полу-
ченные от  10–12 суточных асептических про-
ростков. За 3 сут. до инфицирования экспланты 
прекультивировали на  агаризованной МС-сре-
де, дополненной 5  мг/л 6-бензиламинопурина 
(6-БАП) и  0.1  мг/л индолилуксусной кислоты 
(ИУК), обеспечивающей наибольшую частоту 
непрямого органогенеза побегов. Затем у семя-
долей отсекали небольшую часть у  основания 
и верхушки, после чего переносили в подготов-
ленную бактериальную суспензию. Инокуляцию 
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семядольных эксплантов осуществляли в  тече-
ние 20 мин при периодическом перемешивании. 
Впоследствии экспланты переносили на  диски 
из фильтровальной бумаги, помещенные на по-
верхность чашки Петри со  МС-средой, и  со-
культивировали в темноте при температуре 16°С 
в течение 48 ч. После этапа сокультивирования 
семядольные экспланты 5 раз промывали в жид-
кой МС-среде с добавлением антибиотика тимен-
тина (300  мг/л) для элиминации Agrobacterium. 
Затем эксплантаты семядолей культивирова-
ли на  агаризованной MC-среде, дополненной 
5 мг/л 6-БАП, 0.1 мг/л ИУК и 300 мг/л тименти-
на. Субкультивирование на свежую питательную 
среду осуществляли каждые 20  сут. Со второго 
пассажа в  состав питательной среды включали 
селективный антибиотик канамицин (Км) в кон-
центрации 10 мг/л, на  третьем его концентра-
цию увеличивали до 25 мг/л и далее продолжали 
культивировать при таких условиях. С увеличе-

нием периода культивирования концентрацию 
антибиотика для элиминации агробактерии по-
степенно снижали с 300 мг/л до 150 мг/л. Реге-
нерирующие Км‑устойчивые побеги отделяли 
от  каллусной ткани и  переносили на  питатель-
ную среду для индукции ризогенеза следующего 
состава: ½ МС-среда с добавлением 0.2 мг/л ин-
долил-3-масляной кислоты и 100 мг/л Км.

Отбор и  условия культивирования трансген-
ных растений. Молекулярный анализ первичных 
трансформантов проводили с  помощью ПЦР. 
Первичные трансформанты растений, показав-
шие наличие целевых генов и  отсутствие агро-
бактериальной контаминации, адаптировали 
к  почве, затем проводили самоопыление для 
получения поколения T1. Отбор трансгенных 
растений поколения Т1 проводили в  два этапа. 
На первом этапе проводили проращивание се-
мян трансгенных растений поколения T1 на се-
лективной среде (агаризованная МС-среда, со-

Рис. 1. Схематическое изображение участка Т-ДНК в плазмидах pVIG-DesC (а), pVIG-Lch-DesC (б) и pVIG-LeВ4-
DesC-ER (в), используемых для агробактериальной трансформации томата. LB – левая граница; RB – правая гра-
ница; 35S – конститутивный промотор 35S РНК вируса мозаики цветной капусты; pNOS – промотор нопалин-
синтазы; nptII – ген неомицинфосфотрансферазы II; tNOS – последовательность терминатора нопалинсинтазы; 
desC – ген, кодирующий Δ9-десатуразу Synechococcus vulcanus; Lch – лидерная последовательность гена, кодиру-
ющего малую субъединицу рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы Arabidopsis thaliana, обеспечивающая доставку 
кодируемого белка в хлоропласты; LeB4 – лидерная последовательность гена LeB4 гороха (Vicia faba), кодирующая 
промотор легумина B4, который обеспечивает компартментализацию белкового продукта в эндоплазматический 
ретикулум (ЭПР); последовательность ER, SKRDEL в 3’-области гена-мишени, кодирующая С-концевые амино-
кислоты для удержания целевого белка в ЭПР; поли-А, сигнальная последовательность полиаденилирования.
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держащая 100 мг/л Км). Перед проращиванием 
семена стерилизовали поочередной инкубацией 
в растворе 70% спирта (2 мин), 1% растворе ги-
похлорита натрия (5 мин) с  последующей тро-
екратной отмывкой в  воде (5, 10, 15 мин). На 
втором этапе проростки, полученные из семян, 
черенковали и  вновь высаживали на  селектив-
ную среду того же состава. Контрольные не-
трансформированные растения проращивали 
таким же образом, но в качестве среды исполь-
зовали агаризованную МС-среду, не  содержа-
щую антибиотик. Банки с растениями помеща-
ли в климатическую камеру. Отобранные таким 
образом растения использовали для проведения 
ЖК-анализа и  определения уровня экспрессии 
гетерологичного гена методом ПЦР-РВ.

Экстракция ЖК и  получение их метиловых 
эфиров. К  навеске растительного материала 
(~50  мг) добавляли 5-кратный объем горячего 
(60°С) 96% этанола для фиксации. Для реакции 
омыления добавляли 5 М водный КОН до конеч-
ной концентрации 1 М с последующим растира-
нием тканей пестиком и  инкубацией в  течение 
1 ч при 65°С с периодическим перемешиванием. 
Для количественного определения добавляли 
по 100 мкл стандарта – раствор гептадекановой 
кислоты в  изопропаноле (250 мкг/мл). Про-
бы от  неомыленных компонентов промывали 
500 мкл н-гексана. Свободные жирные кислоты 
получали, добавляя 50 мкл 20% H2SO4, и экстра-
гировали н-гексаном. Верхнюю фазу переноси-
ли в чистые пробирки и упаривали насухо на ва-
куумном концентраторе Eppendorf Concentrator 
plus (“Eppendorf”, Германия). Жирные кисло-
ты метилировали, добавляя 200 мкл 1% H2SO4 
в  метаноле с  последующей инкубацией 30 мин 
при 55°С. Метиловые эфиры жирных кислот 
(МЭЖК) экстрагировали 250 мкл гексана.

ГХ-МС анализ. МЭЖК анализировали 
на приборе Хроматэк Кристалл 5000.2 NP (ЗАО 
СКБ “Хроматэк”, РФ) с  квадрупольным МС 
детектором. Колонка Restek Rtx-2330 (60  м, 
кат. № 10726 “Restek”, США). Условия разделе-
ния МЭЖК: линейная скорость газа-носителя 
в колонке 1 мл/мин; объем вводимого образца 1 
мкл; делитель потока 1:20, температура испари-
теля 260°С. Температурная программа градиент-
ного анализа: плато 60°С 8 мин; нагрев до 170°С 
со скоростью 10°С/мин и 5 мин удержание этой 
температуры; нагрев от 170°С до 245°С со скоро-
стью 6.5°С/мин и сохранение этой температуры 
до конца анализа. Рабочая температура МС-де-
тектора  – 230°С, энергия ионизации  – 70  эВ. 
Идентификацию МЭЖК и  расчет их количе-
ственного содержания в пробах проводили с ис-
пользованием программы “Хроматэк Анали-
тик 3” и библиотеки спектров NIST.

Выделение РНК и  обратная транскрипция. 
Листья трансгенных растений томатов измель-

чали в жидком азоте. Выделение РНК для ряда 
образцов проводили с  использованием набора 
GeneJET Plant RNAPurification Mini Kit (“Evro-
gen”, Россия), руководствуясь инструкцией про-
изводителя.

Обратную транскрипцию проводили с  ис-
пользованием MMLV ревертазы. Для получе-
ния первой цепи кДНК использовали прото-
кол MMLV RT Kit (“Evrogen”, Россия). Кратко, 
готовили смесь, состоящую из  РНК-матри-
цы (500 нг) и  праймеров, которую прогревали 
2 мин при 70°С, после чего добавляли заранее 
подготовленную смесь MMLV-ревертазы, бу-
фера, dNTPs и DTT. Инкубировали 45 мин при 
39°С. Для остановки реакции смесь прогревали 
10  мин при 70°С. Полученные таким образом 
образцы кДНК использовали для постановки 
ПЦР-РВ.

ПЦР-РВ. Метод ПЦР-реального времени 
(ПЦР-РВ) использовали для сравнительной 
относительной оценки уровня экспрессии це-
левого гена desC в  трансгенных растениях то-
матов. Подбор праймеров производили с  по-
мощью программы NCBI PrimerBlast (табл. 1). 
В  качестве референсных генов (эндогенных 
контролей) использовали гены актина и  ту-
булина. Для относительного количественного 
анализа использовали ∆∆СТ-метод. Амплифи-
кация выполнялась на  приборе QuantStudiо  5 
(“Applied Biosystems”, США). Для приготов-
ления проб использовали готовую смесь для 
ПЦР qPCRmix-HS SYBR (“Evrogen”, Россия). 
Реакционная смесь (20 мкл) содержала 4 мкл 
qPCRmix-HS SYBR, 5 µM каждого праймера 
и 100 нг матрицы кДНК. Использовали следу-
ющие условия амплификации: 95°C – 10 мин, 
далее 40 двухстадийных циклов 95°C  – 15 с, 
60°C – 30 с. Для возможности анализа специ-
фичности образовавшихся продуктов прово-
дили плавление образовавшихся дуплексов при 
условиях: 95°С – 15 с, 60°С – 1 мин, 95°С – 1 с. 
Результаты, полученные в  трех повторностях 
qPCR, были использованы для относительной 
количественной оценки уровня транскрипции. 
За единицу приняли количество целевой мРНК 
в  растениях линии 94 с  цитоплазматической 

Таблица 1. Последовательности праймеров, 
использованных при проведении RT-qPCR.

Название 
праймера

5′-3′ последовательность

qdecC-F GCACTGGCTCTTTGGCAGTA
qdesC-R CTGGGACTGCGGATAGACGA
qTubA_L-F ACAACTTTGCCCGTGGACAT
qTubA_L-R TGCTCAAGAAGGGAGTGGGT
qAct_L_F CCTCCTAACTGAAGCCCCTCT
qAct_L_R CCTGCCAAGTCAAGACGGAG
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локализацией трансгена. Отрицательный кон-
троль для каждой пары праймеров содержал все 
компоненты, за исключением матрицы кДНК. 
Результаты амплификации обрабатывались 
с  использованием программного обеспечения 
QuantStudiо Design and Analysis Software v2.5.

Статистический анализ. Все эксперимен-
ты по  анализу ЖК-состава листьев и  анализу 
уровней экспрессии генов были проведены не-
зависимо не  менее трех раз. Статистическую 
обработку результатов проводили в  программе 
RStudio. Для определения достоверности разли-
чий использовали критерий Тьюки, предвари-
тельно убеждаясь, что анализируемые выборки 
имеют нормальное распределение. На графиках, 
построенных по полученным данным, представ-
лены средние значения и стандартные отклоне-
ния.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конструирование векторов

Для исследования вклада десатураз раз-
личных клеточных компартментов в  форми-
рование ЖК-профиля растительной клетки 
получены векторные конструкции трех типов: 
pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и  pVIG-LeB4-
DesC-ER (рис. 1). Растительный экспресси-
онный вектор pVIG-DesC несет последова-
тельность гена Δ9 ацил-липидной десатуразы 
S. vulcanus. Вектор pVIG-Lch-DesC несет ген 
этой же десатуразы, слитый с  последователь-
ностью пептида малой субъединицы рибулоз-
обифосфаткарбоксилазы (RuBisCo) A. thaliana, 
обеспечивающей хлоропластную локализацию 
целевого белка. Вектор pVIG-LeB4-DesC-ER 
также несет последовательность десатуразы 
S.vulcanus, в  5’-область которого клонирова-
на последовательность, соответствующая сиг-
нальному пептиду легумина гороха LeB4 для 
локализации белкового продукта в  ЭПР, а  в 
3’-области добавлен фрагмент, кодирующий 
сигнал удержания белков в  ЭПР. Эффектив-
ность обеспечения целевой локализации бел-
кового продукта desC была продемонстрирова-
на в нашей группе ранее [14]. Berestovoy с соавт. 

оценивали локализацию гетерологичного бел-
ка desC, слитого с  флуоресцентным белком 
EGFP, на  модели протопластов с  помощью 
флуоресцентной микроскопии. В  результате 
была убедительно продемонстрирована целе-
вая локализация белка в  ЭПР, хлоропластах 
и цитоплазме.

Агробактериальная трансформация и получение 
регенерантов томата с устойчивостью 

к канамицину (Км)

Для получения трансгенных растений то-
мата проводили серию независимых агробак-
терильных трансформаций с  использованием 
различных штаммов AGL0, несущих плазмиды 
pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и pVIG-LeВ4-De-
sC-ER. Всего в  экспериментах было исполь-
зовано 657 инокулированных семядольных 
эксплантов (табл.  2). В  нашем исследовании 
применялась стратегия постепенной адапта-
ции эксплантов к  селективному антибиотику 
(без добавления Км на первом этапе культиви-
рования, с  добавлением Км до  концентрации 
10 и 25 мг/л на втором и третьем этапах, соот-
ветственно). Это было необходимо по причине 
того, что стрессовые условия, вызванные Км, 
могут приводить к  значительному снижению 
каллусогенеза и  регенерационного потенциа-
ла у  семядольных эксплантов. Через 2–3 нед. 
после совместного культивирования семя-
дольных эксплантов с  суспензией Agrobacteri-
um на срезе семядольного листа образовывался 
плотный светло-зеленый каллус. Экспланты, 
не образовавшие каллус, подвергались некрозу 
и  становились коричневыми при культивиро-
вании на  селективной среде. Частота некроза 
эксплантов варьировала от 29.4 до 77.2% в за-
висимости от  плазмидных векторов. По про-
шествии 3 мес. культивирования были ото-
браны 20, 19 и  56 каллусных линий томата, 
устойчивых к Км, трансформированных плаз-
мидами pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC и  pVIG-
LeВ4-DesC-ER соответственно. Эффектив-
ность образования каллуса составила 9.5, 7.7 
и 27.9% соответственно. Из плотных светло-зе-
леных каллусных тканей наблюдали массовую 

Таблица 2. Характеристика трансгенных каллусов, полученных с помощью агробактериальной 
трансформации различными векторными конструкциями

Вектор

Количество 
семядольных 
эксплантов 

Количество 
Км-

устойчивых 
линий

Гены Эффективность 
трансформации 

(%)npt II VirB desC

pVIG-DesC 210 20 20 2 18 8.6
pVIG-Lch-DesC 246 19 19 6 8 3.3

pVIG-LeВ4-DesC-ER 201 56 56 23 22 10.9
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регенерацию побегов. Регенерированные по-
беги длиной 1.5 см отрезали от каллусной тка-
ни и  переносили на  среду RIM (Root inducing 
medium), содержащую 100 мг/л Км. Канами-
цин-устойчивые побеги томата укореняли в те-
чение 1–2 нед., клонально размножали in vitro, 
и затем были адаптированы к почвенным усло-
виям.

ПЦР-анализ первичных трансформантов

Для ПЦР-анализа выделяли геномную ДНК 
из  листьев проростков томата, укорененных 
на RIM, а также из листьев нетрансгенного кон-
троля (линия ЯЛФ) (табл. 3). Для оценки пригод-
ности выделенной ДНК для ПЦР-анализа ам-
плифицировали последовательность гена Tom52 
(рис. 2а). Эффективность трансформации оце-
нивали как процент независимых трансгенных 
линий томата, содержащих селективный (nptII) 
и  целевой (desC) гены и  не демонстрирующих 
признаки контаминации генами Agrobacterium, 
от  общего количества трансформированных 
эксплантов. Также проводили определение на-
личия гена неомицин-фосфотрансферазы II 
(nptII). Фрагмент длиной 742 п.н. наблюдали 
у  всех проанализированных предполагаемых 
трансформантов томата, тогда как в  контроле 
соответствующей полосы не  было обнаруже-
но (рис. 2б). Чтобы исключить возможность 
контаминации генами Agrobacterium проводили 
ПЦР с использованием специфических прайме-
ров, отжигающихся на последовательность гена 
VirB. Образцы ДНК, выделенные из  2, 6 и  23 
линий томата, трансформированных плазмид-
ными векторами pVIG-DesC, pVIG-Lch-DesC 
и  pVIG-LeВ4-DesC-ER, соответственно, содер-
жали ген VirB (рис. 2в). Несколько трансгенных 
линий томата не  содержали вставки целевого 
гена desC (рис. 2д). Таким образом, эффектив-
ность трансформации линии ЯЛФ с  помощью 
векторных конструкций pVIG-DesC, pVIG-Lch-
DesC и pVIG-LeВ4-DesC-ER варьировала от 3.3 
до 10.9% соответственно.

Получение трансгенных растений томата Т1

Все независимые трансгенные линии томата 
были успешно адаптированы к  почве и  самоо-
пылены для получения семенного потомства Т1 
в тепличных условиях. Однако только 50% всех 
трансгенных линий томата Т0 образовали жиз-
неспособные семена. Так, у 4, 6 и 14 первичных 
трансгенных линий томата, трансформирован-
ных плазмидными векторами pVIG-DesC, pVIG-
Lch-DesC и  pVIG-LeВ4-DesC-ER, соответ-
ственно, развитие плодов после самоопыления 
не произошло или были получены бессемянные 
плоды без оплодотворения (табл. 4).

Анализ наследования гена nptII в семенном 
потомстве трансгенных растений томата 

поколения T1

Для определения наследования трансгена 
в семенном потомстве, самоопыленные семена, 
собранные от  различных первичных трансген-
ных линий томата, были оценены на  устойчи-
вость к Км (табл. 5). Для усиления надежности 
отбор трансфомантов проводили в  два этапа. 
Первоначально семена проращивали на  селек-
тивной среде, и далее проводили черенкование 
растений, которые вновь помещали на селектив-
ную среду. Применение этого подхода позволяет 
избежать отбора “негативных” трансформантов 
растений. 4 нед. культивирования на МС-среде 
с летальной концентрацией Км (150 мг/л) позво-
ляли достоверно различить Км-чувствительные 
и Км-устойчивые растения. В данных условиях 
нетрансгенные проростки томата демонстри-
ровали признаки хлороза, постепенно станови-
лись коричневыми и  в последствии погибали, 
в то время как трансформированные проростки 
формировали хорошо развитые корни и  росли 
здоровыми. χ2-тест для большинства трансген-
ных линий показал значение расщепления на-
следования селективного гена равное 3:1, что 
свидетельствует о  стабильном менделевском 
наследовании гена nptII и вставке функциональ-
ного трансгена в  единственный локус генома 
томата. Однако в  7 трансгенных линиях томата 
наблюдалась и  неменделевская схема наследо-
вания  – коэффициент сегрегации между про-
ростками устойчивыми и чувствительными про-
ростками превышал критическое значение χ2, 
равное 3.84 (df = 1, Р < 0.05).

Отбор трансгенных растений поколения Т1

Методом агробактериальной трансформа-
ции с  использованием трех типов векторных 
конструкций были получены первичные транс-
форманты растений томатов линий трех типов 
в  зависимости от  использованной лидерной 
последовательности. Были введены следующие 
обозначения: “ER” – для линий с ЭПР-локали-
зацией, “Cyt”  – для линий с  цитоплазматиче-
ской локализацией и “Chl” – для линий с хлоро-
пластной локализацией белкового продукта гена 
десатуразы desC.

Фенотип большинства линий первичных 
трансформантов растений, выращенных на  се-
лективной среде, в  основном, не  отличался 
от  растений контрольной линии, выращенных 
в условиях in vitro. У растений отмечена хорошо 
развитая мочковатая корневая система и  раз-
витый гипокотиль. Тем не  менее, две линии 
трансгенных растений (50Chl и  8ER) харак
теризовались необычными фенотипами. У  них 
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Таблица 3. Эффективность агробактериальной трансформации томатов сорта ЯЛФ векторами pVIG-DesC, 
pVIG-Lch-DesC и pVIG-LeВ4-DesC-ER

Вектор

Количество семядольных эксплантов (шт.) Количество Км-
устойчивых каллусов 

Всего Подверглось 
некрозу

Контаминация 
генами агробактерии Отобрано

шт. % шт. % шт. % шт. % шт. %
pVIG-DesC 210 100 83 39.5 103 49.1 24 11.4 20 9.5
pVIG-Lch-DesC 246 100 190 77.2 29 11.8 27 11.0 19 7.7
pVIG-LeВ4-DesC-ER 201 100 59 29.4 78 38.8 64 31.8 56 27.9

Таблица 4. Частота образования нормальных и бессемянных плодов в популяции трансгенных линий томата 
поколения T0

Вектор
Количество линий томатов поколения T0

Адаптировано 
к почве

Нормальных плодов Бессемянных плодов
шт. % шт. %

pVIG-DesC 18 14 77.8 4 22.2
pVIG-Lch-DesC 8 2 25.0 6 75.0
pVIG-LeВ4-DesC-ER 22 8 36.4 14 63.6

Рис. 2. ПЦР-амплификация генов Tom52 (а), nptII (б), VirB (в) и desC (г) на образцах геномной ДНК предполагае-
мых трансформантов и нетрансгенных растений томата. М – маркер молекулярной массы (GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder, “Fermentas”, Литва); 2 – отрицательный контроль (линия ЯЛФ); 3–18 – независимые трансформирован-
ные линии томатов; 19 – положительный контроль (плазмида pVIG-DesC).
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выявлен сильно изогнутый гипокотиль с  утол-
щением в нижней части (рис. 3).

В результате проведенного отбора для даль-
нейших исследований были выбраны 4 линии 
с ЭПР-локализацией, 5 линий с цитоплазмати-
ческой локализацией и 1 линия с локализацией 
гетерологичного белка в хлоропластах. Исполь-
зование для дальнейшей работы только одной 
линии растений с хлоропластной локализацией 
гетерологичной десатуразы обусловлено про-
блемами получения поколения T1 для данного 
типа трансформантов. А именно, отмечено, что 
большинство первичных трансформантов этой 
линии не  образуют жизнеспособную пыльцу. 
Следует подчеркнуть, что сходные наблюдения 
были отмечены ранее в  другом исследовании, 
в  котором использование сигнальной последо-
вательности RuBisCO для локализации белка 
холинэстеразы в  хлоропластах также приводи-
ло к  образованию стерильных растений. Это 
позволяет предположить, что локализация ге-
терлогичных белков в хлоропластах может нега-
тивно сказываться на  процессе формирования 
жизнеспособной пыльцы.

Результаты ПЦР-РВ

Для сравнительного анализа уровня транс-
крипции целевого гена desC в отобранных лини-
ях использовали ПЦР-РВ метод. Было показано, 
что во всех линиях первичных трансформантов 
растений происходит транскрипция целевого 
гена, однако уровень транскрипции различается 
в  широких пределах. Результаты представлены 
на рисунке 4. Было показано, что линии 25Cyt, 
54ER, 8ER, характеризуются 3-, 4.5- и 5.5-крат-
ным увеличением уровня мРНК целевого гена 
относительно линии сравнения, тогда как для 
линий 50ER, 10ER, 3Cyt, 12Cyt, 15Cyt, 50Chl 
этот показатель не  превышает значения 2.17. 
В целом, различия в уровнях транскрипции desС 
могут быть обусловлены различием мест ин-
теграции целевой последовательности в  геном 
растения, поскольку при использовании метода 
агробактериальной трансформации интеграция 
Т-ДНК происходит случайным образом. Кроме 
того, различия в  уровне транскрипции целево-
го гена можно также объяснить его различаю-
щейся дозой, поскольку анализ был проведен 
на  Т1-трансгенных растениях, содержащих как 
гомозиготные, так и гемизиготные формы.

Сравнительный анализ состава ЖК 
у контрольных и трансгенных растений

Для оценки функциональности гетероло-
гичного фермента проведен сравнительный 
анализ содержания ЖК в  листьях трансгенных 
растений. Данный подход ранее показал свою 

состоятельность в ряде работ по изучению экс-
прессии гетерологичных десатураз в растениях. 
Так, Reza с соавт. использовали количественный 
показатель содержания линолевой и  линолено-
вой кислот в  качестве оценки функционально-
сти дельта-12 десатуразы desA цианобактерии 
в  листьях трансгенных растений картофеля 
[19]. Результаты данного исследования показа-
ли, что трансгенные растения характеризуются 
увеличенным содержанием ненасыщенных ЖК 
по  сравнению с  контрольными растениями. 
Важно, что для того, чтобы иметь возможность 
оценить уровень накопления гетерологичного 
фермента и  отличить его активность от  анало-
гичных активностей собственных десатураз кар-
тофеля, авторами было использовано слияние 

Рис. 3. Фенотип контрольных растений и  первич-
ных трансформантов растений. (а)  – контрольное 
растение ЯЛФ (агаризованная MС-среда), (б)  – 
трансгенное растение (линия 94Cyt) (агаризованная 
MС-среда + канамицин), (в)  – трансгенное расте-
ние (линия 8ER) “необычного” фенотипа (агаризо-
ванная MС-среда + канамицин).

Рис. 4. Относительная представленность транс-
криптов гена desC в  разных линиях трансформи-
рованных томатов. За единицу принята экспрессия 
линии 94Cyt.
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целевого белка с репортером – термостабильной 
лихеназой C. thermocellum. Таким образом, в этой 
работе параллельно с  измерениями липидного 
состава, проводили анализ содержания целевого 
фермента посредством лихеназного метода, что 
позволяет с  еще большей уверенностью гово-
рить о достоверности связи между изменениями 
ЖК-состава и экспрессией бактериальной деса-
туразы в растениях.

Результаты ГХ-МС анализа содержания ЖК 
в листьях контрольных и трансгенных растений 
томатов представлены в таблицах 6 и 7.

По результатам ЖК-анализа, убедительно 
продемонстрировано достоверное увеличение 
пальмитоолеиновой кислоты (16:1) для трех ли-
ний, две из  которых имеют ЭПР-локализацию 
фермента (54ER, 8ER), и  одна  – цитоплазма-

тическую локализацию (25Cyt). Для этих же 
линий показано достоверное увеличение 16:2 
(Δ9,12) ЖК. Таким образом, для линий 25Cyt, 
8ER, 54ER работа гетерологичного фермента 
desC в растениях томатов приводит к образова-
нию 16:1 ЖК, которая является субстратом для 
Δ12-десатуразы. Увеличение содержания суб-
страта (С16:1 ЖК) может приводить к накопле-
нию продукта его десатурации под действием 
эндогенной Δ12-десатуразы – С16:2 (Δ9, 12) ЖК. 
Схожие результаты получены в  экспериментах, 
проведенных Berestovoy с  соавт., где продемон-
стрированы сходные закономерности при тран-
зиентной экспрессии desC гена в  растениях та-
бака. Следует отметить, что нами не  выявлено 
изменение в уровне С18 ЖК, несмотря на то, что 
субстратом desC фермента преимущественно 
являются именно С18:0 ЖК. Помимо этого, по-
казано, что индекс двойных связей у всех линий 
трансгенных растений, в том числе и у тех, ко-
торые демонстрировали изменения в ЖК-соста-
ве, остается неизменным относительно такового 
для контрольных растений.

В разных источниках сообщается о  важ-
ной роли локализации десатураз в  клетке. Так 
Dominguez с  соавт. сообщают о  доминантном 
вкладе хлоропласт-локализованной десатуразы 
в  способность растений противостоять переох-
лаждению [13]. В  работе Герасименко с  соавт. 
была продемонстрирована активность гетероло-
гичной desC десатуразы в растениях табака при 
локализации фермента в  пластидах [20]. При 
этом экспрессия этого же гена, без направляю-
щей в хлоропласт последовательности не приво-
дила к изменению ЖК-состава. В нашей работе 
мы  использовали три типа векторов для лока-
лизации белкового продукта в трех разных ком-
партментах  – хлоропластах, ЭПР и  цитоплаз-
ме. Следует еще раз отметить, что первичные 
трансформанты растений, которые получали 

Таблица 6. Содержание С16 ЖК (мг на г сухого веса) 
в листьях трансформированных растений томата

Тип ЖК
Линия 16:0 16:1 16:2

10ER 15.0 ± 5.16 0.3 ± 0.0598 0.1 ± 0.0354
50ER 14.2 ± 1.37 0.4 ± 0.117 0.05 ± 0.0480
54ER 13.5 ± 3.68 2.0 ± 0.625 0.4 ± 0.128
8ER 15.7 ± 1.53 1.2 ± 0.0197 0.3 ± 0.0797
50Chl 19.00 ± 1.60 0.2 ± 0.0966 0.04 ± 0.0412
3Cyt 29.7 ± 3.14 0.6 ± 0.123 0.1 ± 0.0271
94Cyt 16.3 ± 6.11 0.3 ± 0.0772 0.04 ± 0.0103
12Cyt 16.6 ± 1.36 0.4 ± 0.0208 0.04 ± 0.0407
15Cyt 18.8 ± 2.42 0.4 ± 0.0391 0.05 ± 0.00422
25Cyt 12.4 ± 1.82 2.4 ± 0.238 0.5 ± 0.136
Контроль 17.3 ± 2.73 0.3 ± 0.0237 0.04 ± 0.0407

Примечание: жирным шрифтом отмечены показатели, до-
стоверно отличающиеся от контрольных (Р < 0.05).

Таблица 7. Содержание С18 ЖК (мг на г сухого веса) в листьях трансформированных растений томата
Тип ЖК

Линия 18:0 18:1 18:2 18:3
10ER 3.1 ± 1.30 0.2 ± 0.0561 7.3 ± 2.08 28.9 ± 10.3
50ER 2.4 ± 0.0919  0.2 ± 0.0707 8.3 ± 0.818 30.0 ± 2.71
54ER 2.7 ± 1.11 0.2 ± 0.0205 7.3 ± 1.06 29.2 ± 9.38
8ER 2.9 ± 0.494 0.4 ± 0.0256 8.8 ± 1.21 35.5 ± 6.32
50Chl 2.1 ± 0.626 0.2 ± 0.0254 5.6 ± 1.15 13.6 ± 2.47
3Cyt 5.3 ± 0.914 0.4 ± 0.0786 19.3 ± 4.04 57.7 ± 11.5
94Cyt 3.9 ± 1.23 0.1 ± 0.0973 9.3 ± 2.71 28.6 ± 7.87
12Cyt 2.3 ± 0.468 0.6 ± 0.133 11.5 ± 0.437 40.1 ± 5.22
15Cyt 3.5 ± 0.835 0.5 ± 0.0176 10.6 ± 1.06 40.5 ± 6.82
25Cyt 2.5 ± 0.674 0.3 ± 0.0581 7.6 ± 0.758 21.3 ± 3.62
Контроль 2.9 ± 0.727 0.4 ± 0.125 12.4 ± 2.09 31.8 ± 4.05
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с использованием конструкции для хлоропласт-
ной локализации целевого белка, оказались 
не способны к образованию пыльцы и поколе-
ния Т1 за  исключением одной линии, которая 
и  была проанализирована, однако изменений 
в  ЖК-составе у  этой линии не  выявлено. Сре-
ди линий трансгенных растений с  цитоплазма-
тической и  ЭПР-локализацией гетерологичной 
десатуразы обнаружены линии с  измененным 
содержанием ненасыщенных ЖК. Эти результа-
ты могут свидетельствовать о наличии субстра-
тов для дельта-9-десатуразы как в  составе ци-
топлазматической, так и  ЭПР-мембран. Важно 
отметить, что наблюдаемые различия касаются 
С16:2 и С16:3 ЖК, тогда как содержание С18 ЖК 
во  всех линиях трансгенных растений остава-
лось неизменным. Следует отметить, что об уве-
личении доли С16-ненасыщенных ЖК при экс-
прессии desС в растениях табака уже сообщалось 
ранее в работе Berestovoy с соавт. [14].

В нашем исследовании мы сопоставили дан-
ные ЖК-анализа листьев с  данными, количе-
ственной оценки уровня мРНК целевого гена, 
для того, чтобы оценить взаимосвязь между 
уровнем представленности целевого транскрип-
та desC и содержанием ненасыщенных ЖК, как 
косвенным показателем активности белкового 
продукта desC [16]. Было показано, что линии 
трансгенных растений, которые характеризуют-
ся более высоким уровнем транскрипции гена 
desC, демонстрируют и  увеличение содержания 
соответствующих ненасыщенных ЖК. Это ли-
нии – 25Cyt, 54ER, 8ER, у которых выявлен бо-
лее высокий уровень относительного содержа-
ния транскрипта гена десатуразы по сравнению 
с линиями с неизменным ЖК-составом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе методом агробактериаль-
ной трансформации семядольных эксплантов 
с  последующей регенерацией побегов путем 
непрямого органогенеза были получены неза-
висимые трансгенные растения томата линии 
ЯЛФ, экспрессирующие ген desC, с  различной 
локализацией продукта экспрессии. Прове-
денный ГХ-МС анализ ЖК-состава позволил 
обнаружить линии (25Cyt, 8ER, 54ER), харак-
теризующиеся увеличенным содержанием 16:1 
и  16:2 ЖК в  листьях. По данным ПЦР-РВ эти 
линии демонстрировали и увеличенный уровень 
транскрипции desC по  сравнению с  трансген-
ными линиями, ЖК-состав которых не отличал-
ся от  контрольного значения. Таким образом, 
в  данном исследовании нами сконструированы 
три линии трансгенных растений томатов с из-
мененным ЖК-составом. Повышение содер-
жания С16:1 ЖК, которая является субстратом 
для эндогенных дельта-12-десатураз, может при-

водить к  увеличению экспрессии собственных 
ферментов растений с  подобной активностью. 
Вероятно, именно изменение содержания С16:1 
приводит к наблюдаемому увеличению количе-
ства С16:2 ЖК в полученных трансгенных лини-
ях, в результате чего они могут являться хорошей 
моделью для изучения работы и регуляции эндо-
генных дестарураз растений томата. 

Работа выполнена за  счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект №  21-74-30003) 
и  в рамках государственных заданий Мини-
стерства науки и высшего образования Россий-
ской Федерации (тема № 122042700043-9, тема 
№ 122032300112-7).

Настоящая статья не  содержит каких-либо 
исследований с участием людей в качестве объ-
ектов исследований. Авторы декларируют от-
сутствие явных и  потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Лось Д.А. Структура, регуляция экспрессии 
и  функционирование десатураз жирных кис-
лот // Успехи биологической химии. 2001. Т. 41. 
С. 163.

2.	 He M., Qin C.-X., Wang X., Ding N.-Z. Plant unsatu-
rated fatty acids: biosynthesisand regulation. // Front. 
Plant Sci. 2020. V. 11. P. 390. https:doi: 10.3389/
fpls.2020.00390

3.	 Li N., Xu C., Li-Beisson Y., Philippar K. Fatty acid and 
lipid transport in plant cells // Trends Plant Sci. 2016. 
V. 21. P. 145. https:doi: 10.1016/j.tplants.2015.10.011

4.	 Murata N., Wada H. Acyl-lipid desaturases and their 
importance in the tolerance and acclimatization to 
cold of cyanobacteria // J. Biochem. 1995. V. 308 P. 1. 
https:doi: 10.1042/bj3080001

5.	 Kachroo P., Shanklin J., Shah J., Whittle E., Klessig 
D. A fatty acid desaturase modulates the activation 
of defense signaling pathways in plants // Proc. Natl. 
Acad. Sci. 2001. V. 98. P. 9448.�  
https:doi: 10.1073/pnas.151258398

6.	 Song N., Hu Z., Li Y. Overexpression of a wheat 
stearoyl-ACP desaturase (SACPD) gene TaSSI2 in 
Arabidopsis ssi2 mutant compromise its resistance to 
powdery mildew // Gene. 2013. V. 524. P. 222.�  
https:doi: 10.1016/j.gene.2013.04.019

7.	 Tsypurskaya E., Nikolaeva T., Lapshin P., Nechaeva 
T., Yuorieva N., Baranova E., Derevyagina M., Naz-
arenko L. Goldenkova-Pavlova I. Zagoskina N. Re-
sponse of transgenic potato plants expressing heter-
ologous genes of ∆9- or ∆12-Acyl-lipid desaturases to 
Phytophthora infestans infection // Plants. 2022. V. 11. 
P. 288. https:doi: 10.3390/ plants11030288

8.	 Ishizaki-Nishizawa O., Fujii T., Azuma M. Low-tem-
perature resistance of higher plants is significantly en-



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 ВЛИЯНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕТЕРОЛОГИЧНОЙ Δ9-ДЕСАТУРАЗЫ НА ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ	 603

hanced by a nonspecific cyanobacterial desaturase // 
Nat. Biotech. 1996. V. 14. P. 1003.�  
https:doi: 10.1038/nbt0896-1003

9.	 Yu C., Wang H., Yang S., Tang X., Duan M., Meng Q. 
Overexpression of endoplasmic reticulum omega-3 
fatty acid desaturase gene improves chilling tolerance 
in tomato // Plant Physiol. Biochem. 2009. V. 47. P. 
1102.https:doi:10.1016/j.plaphy.2009.07.008

10.	 Zhou Z., Wang M., Hu J. Improve freezing tolerance 
in transgenic poplar by overexpressing a ω-3 fatty acid 
desaturase gene // Mol. Breeding. 2010. V. 25. P. 571.� 
https:doi.org/10.1007/s11032-009-9352-1

11.	 Peng D., Zhou B., Jiang Y. Enhancing freezing toler-
ance of Brassica napus L. by overexpression of a stea-
royl-acyl carrier protein desaturase gene (SAD) from 
Sapium sebiferum (L.) Roxb // Plant Sci. 2018. V. 272. 
P. 32. https:doi: 10.1016/j.plantsci.2018.03.028

12.	 Liu X., Teng Y., Li B. Enhancement of low-tempera-
ture tolerance in transgenic tomato plants overex-
pressing Lefad7 through regulation of trienoic fatty 
acids // Photosynth. 2013. V. 51. P. 238.�  
https:doi: 10.1007/s11099-013-0014-5

13.	 Dominguez T., Hernandez L., Pennycooke J., Jimenez 
P., Martınez-Rivas J., Sanz C., Stockinger E., San-
chez-Serrano J., Sanmartin M. Increasing v-3 desat-
urase expression in tomato results in altered aroma 
profile and enhanced resistance to cold stress // Plant 
Physiol. 2010. V. 153. P. 655.�  
https:doi:10.1104/pp.110.154815

14.	 Berestovoy M., Pavlenko O., Tyurin A., Gorshkova E., 
Goldenkova-Pavlova I. Altered fatty acid composition 
of Nicotiana benthamiana and Nicotiana excelsior 
leaves under transient overexpression of the cyano-

bacterial desC gene // Biol. Plant. 2020. V. 64. P. 167. 
https:doi: 10.32615/bp.2019.144

15.	 Kiseleva L., Serebriiskaya T., Horváth I., Vigh L., 
Lyukevich A., Los D. Expression of the gene for the 
delta9 acyl-lipid desaturase in the thermophilic cya-
nobacterium. // J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 2000. 
V. 2. P. 331.

16.	 Orlova I., Serebriiskaya T., Popov V., Merkulova N., 
Nosov A., Trunova T., Tsydendambaev V., Los D. 
Transformation of tobacco with a gene for the ther-
mophilic acyl-lipid desaturase enhances the chilling 
tolerance of plants // Plant Cell Physiol. 2003. V. 44. 
P. 447. https:doi:10.1093/pcp/pcg047

17.	 Vyacheslavova A., Berdichevets I., Tyurin A., Shim-
shilashvili K., Mustafaev O., Goldenkova-Pavlova I. 
Expression of heterologous genes in plant systems: 
new possibilities // Russ. J. Gen. 2012. V. 48. P. 1067.� 
https:doi: 10.1134/S1022795412110130

18.	 Höfgen R., Willmitzer L. Storage of competent cells for 
Agrobacterium transformation // Nucleic Acids Res. 
1988. V. 16. P. 9877. https:doi: 10.1093/nar/16.20.9877

19.	 Reza M., Goldenkova-Pavlova I., Pchelkin V., 
Tsydendambaev V., Los D., Nosov A. Acyl-lipid Δ12-
desaturase of the cyanobacterium increases the unsat-
uration degree in transgenic potato (Solanum tubero-
sum L.) // Biologia. 2007. V. 53. P. 4.

20.	 Герасименко И., Сахно Л., Кирпа Т., Остапчук А., 
Хаджиев Т В., Голденкова-Павлова И.В., Шелудько 
Ю. Характеристика растений Nicotiana tabacum, 
экспрессирующих гибридные гены Δ9- или 
Δ12-ацил-липидных десатураз цианобактерий 
и термостабильной лихеназы // Физиология рас-
тений. 2015. Т. 62. С. 307.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2024, том 71, № 5, с. 604–619 

604

УДК 581.1.575.113.1

ЭФФЕКТ НЕПОЛНОГО НОКАУТИРОВАНИЯ ГЕНА ПЛАСТИДНОЙ 
КРАХМАЛФОСФОРИЛАЗЫ NtPHO1-L1 НА МЕТАБОЛИЗМ УГЛЕВОДОВ 

И КАРОТИНОИДОВ В ЛИСТЬЯХ Nicotiana tabacum L.1

© 2024 г.  А. В. Неждановаa, А. В. Кулаковаa, *, М. А. Слугинаa, А. М. Камионскаяa,  
Е. З. Кочиеваa, А. В. Щенниковаa

aИнститут биоинженерии им. К.Г. Скрябина Федерального исследовательского центра  
“Фундаментальные основы биотехнологии” Российской академии наук, Москва, Россия

*e-mail: kulakova_97@mail.ru

Поступила в редакцию 16.02.2024 г.
После доработки 12.03.2024 г.

Принята к публикации 03.04.2024 г.

Метаболизм крахмала регулируется сложной каталитической сетью, одним из ключевых ферментов 
которой является пластидная крахмалфосфорилаза PHO1. В нашем исследовании с использовани-
ем системы CRISPR-Cas9 были получены растения табака (Nicotiana tabacum L.) с неполным нока-
утом гена NtPHO1-L1 за счет делеционных вариантов каталитического домена белка NtPHO1-L1, 
приводящих к формированию нефункциональных форм фермента. Редактированные линии отли-
чались от растений дикого типа повышенным накоплением крахмала и пониженным содержани-
ем сахаров, хлорофиллов и каротиноидов в ткани листа. Показано, что в сравнении с контролем 
редактированные растения характеризовались дифференциальной экспрессией генов метаболизма 
крахмала (NtPHO1-L1, NtGWD, NtBAM1, NtBAM9, NtAI) и каротиноидов (NtPSY2, NtPDS, NtZDS, 
NtCRTISO, NtVDE), а  также генов, кодирующих MADS-доменные транскрипционные факторы 
(NtFUL1, NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3), которые предположительно участвуют в регуляции транскрип-
ции исследуемых генов метаболизма. Предположено, что неполный нокаут NtPHO1-L1 приводит 
к изменению функциональной активности крахмалфосфорилазы табака. Это, в свою очередь, мо-
жет влиять на скоординированную работу ферментов катаболизма крахмала, а также синтеза хлоро-
филлов и каротиноидов, возможно, за счет дифференциальной экспрессии MADS-box генов. Наши 
результаты подчеркивают критическую регуляторную роль пластидной крахмалфосфорилазы в ме-
таболизме транзиторного крахмала, а также в стимулирующем влиянии на фотосинтез растения. 

Ключевые слова: Nicotiana tabacum, CRISPR-Cas9, крахмалфосфорилаза, метаболизм крахмала, 
экспрессия генов
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 ВВЕДЕНИЕ

Крахмал представляет собой смесь полиса-
харидов – линейной амилозы и разветвленного 
амилопектина, состоящих из мономеров α-глю-
козы, связанных α-1,4-глюкозидными связями 
[1]. В процессе фотосинтеза растения накапли-
вают данный α-1,4-полиглюкан в  хлоропластах 
и  затем используют его в  ночное время в  каче-
стве источника энергии (транзиторный крахмал) 

или хранят в  гетеротрофных органах (запасае-
мый крахмал) [1]. От особенностей регуляции 
метаболизма крахмала зависит развитие, стрес-
соустойчивость и урожайность культурных рас-
тений, а  также питательность клубней, плодов 
или зерен [2, 3]. 

Известны ферменты, участвующие в синтезе 
и деградации крахмала, а также молекулярно-ге-
нетические механизмы регуляции данных путей 
[1, 2, 4]. Синтез крахмала начинается с катализа 
АДФ-глюкозопирофосфорилазой (AGP) обра-
зования АДФ глюкозы, который утилизируется 
синтазами крахмала (SS) с  образованием ли-
нейных цепей α-1,4-глюкана. Один изофермент 

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде 
по DOI статьи: 10.31857/S0015330324050091

	 Сокращения: ТФ – транскрипционные факторы.
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синтазы крахмала отвечает за  синтез амилозы, 
тогда как другие участвуют в  инициации фор-
мирования гранул крахмала и  синтезе амило-
пектина. Точки ветвления внутри амилопектина 
вводятся изоферментами разветвления крахма-
ла (SBE), и лишние α-1,6-звенья удаляются изо-
амилазами [2]. 

Деградацию крахмала запускают α-глюкан 
водная дикиназа (GWD) и  фосфоглюкан-во-
дная дикиназа (PWD), которые нарушают по-
верхностную структуру гранулы крахмала, делая 
цепи доступными для α-, β- и изоамилаз [2, 5]. 
Образующиеся молекулы мальтозы и мальтотри-
озы расщепляются с  высвобождением глюкозы 
с помощью диспропорционирующих ферментов 
DPE1 и DPE2, соответственно [5].

Помимо ферментов синтеза или распада 
крахмала существуют α-глюканфосфорилазы 
(крахмалфосфорилазы, КФ 2.4.1.1), которые мо-
гут участвовать в  обоих процессах [6–8]. В  за-
висимости от  внутриклеточной локализации 
и сродства к молекуле крахмала выделяют цито-
зольные (H-тип, PHO2, высокое сродство к ли-
нейным и разветвленным гликанам) и эволюци-
онно более молодые пластидные (L-тип, PHO1, 
низкое сродство к разветвленным гликанам и ге-
терогликанам) изоферменты [6, 9]. Крахмалфос-
форилаза PHO1 отличается от  PHO2 наличием 
N-концевого транзитного пептида и  характер-
ной вставки L78 [10]. Обе формы способствуют 
распаду (фосфоролизу) амилопектина, амилозы 
и мальтодекстрина [11]. Изофермент PHO2 уча-
ствует в сложном метаболизме растворимых ге-
терогликанов в цитозоле, куда они экспортиру-
ются во время деградации крахмала [12, 13].

Изофермент PHO1 считается основной фор-
мой фосфорилазы в растении [4, 14], поскольку 
функционирует в  пластидах, осуществляя 96% 
общей фосфорилазной активности у риса (Oryza 
sativa) [15] и являясь вторым по распространен-
ности белком в  строме амилопластов кукурузы 
Zea mays [16]. Между уровнем экспрессии гена 
PHO1-L1 и содержанием крахмала в плодах тык-
вы (Cucurbita sp.) присутствует прямая взаимос-
вязь [17]. Показано участие PHO1 в инициации 
синтеза запасаемого крахмала в эндосперме яч-
менного (Hordeum vulgare) и  рисового зерна [7, 
15, 18], а также в клубнях картофеля (Solanum tu-
berosum) [8, 19, 20]. 

Изменения метаболизма крахмала являются 
одной из  первых биохимических реакций рас-
тений на сигналы окружающей среды. Фермент 
PHO1 может выступать как переключатель меж-
ду синтезом и деградацией крахмала, необходи-
мый для корректировки роста и развития расте-
ния в ответ на воздействие стрессовых факторов. 
К примеру, отсутствие экспрессии PHO1 (PHS1) 
делает растения Arabidopsis thaliana значительно 
более чувствительными к  засухе [14]. Катали-

тическая активность и  сродство изофермента 
PHO1 к  разветвленным α-глюканам и  глюко-
зо-1-фосфату зависят от температуры [15]. Если 
в  нормальных условиях снижение экспрессии 
PHO1 не  меняет морфологию ячменного зер-
на [21] и клубней картофеля [9], то при низкой 
температуре это приводит к  уменьшению раз-
мера рисового зерна и  содержания крахмала 
в  нем [15]. Рост экспрессии PHO1 при низких 
температурах стимулирует синтез коротких це-
пей декстринов (основа молекул амилозы) [20] 
и  сопровождается накоплением редуцирующих 
сахаров в клубнях картофеля [22]. 

У видов семейства Пасленовых (картофель 
и томат) описаны два изофермента пластидной 
крахмалфосфорилазы  – PHO1a (L-1) и  PHO1b 
(L-2) [9, 23–26]. Белки гомологичны (идентич-
ность 81–84%) с  наибольшей вариабельностью 
в  области N-концевого транзитного пептида 
и домена L78 [23]. PHO1a транскрибируется как 
в  листьях, так и  в клубнях, тогда как PHO1b ‒ 
в основном, в листьях; в клубнях белок PHO1a 
образует гомодимер, а  в листьях  – как гомоди-
мер, так и гетеродимер с PHO1b [23]. Таким об-
разом, из  двух пластидных изоферментов роль 
PHO1a может быть более важна и функциональ-
но широка, чем PHO1b. В  пользу этого свиде-
тельствует прямая взаимосвязь между уровнем 
экспрессии гена PHO1a и содержанием крахма-
ла в плодах томата (Solanum lycopersicum) [24] и в 
листьях растений картофеля при воздействии 
холода [25]. Также продемонстрирована необхо-
димость PHO1a для нормального формирования 
гранул крахмала в клубнях картофеля, подстра-
хованная наличием в  геноме дуплицированной 
копии гена [27]. Нокаут PHO1a вызывает сни-
жение содержания крахмала в клубнях в основ-
ном за  счет уменьшения количества амилозы, 
при этом не отменяет, но усиливает эффект хо-
лодового осахаривания [27]. Миссенс-мутация 
G261V в функциональном домене PHO1a приво-
дит к изменениям морфологии корней и надзем-
ной части растения картофеля, а также содержа-
ния крахмала и  экспрессии генов метаболизма 
крахмала в корнях и листьях, в том числе в ответ 
на воздействие холодового стресса [26]. 

В данном исследовании мы  использовали 
систему CRISPR-Cas9 для редактирования гена 
PHO1-L1 (гомолога PHO1a картофеля) в геноме 
Nicotiana tabacum в  рамках расширения данных 
о роли пластидной крахмалфосфорилазы в раз-
витии растения. Нами были получены независи-
мые трансгенные линии, химерные по  нокауту 
PHO1-L1 за счет нескольких одновременных де-
леций с последующим сдвигом рамки считыва-
ния. Неполный нокаут гена вызвал изменения 
в содержании углеводов (крахмал, сахароза, глю-
коза, фруктоза), хлорофиллов и  каротиноидов 
в  листовой ткани проростков. Кроме того, об-
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наружены сдвиги в уровне экспрессии PHO1-L1, 
других генов метаболизма крахмала (NtBAM1, 
NtBAM9, NtGWD, NtAI) и каротиноидов (NtPSY2, 
NtPDS, NtZDS, NtCRTISO, NtVDE), а также генов 
MADS-доменных транскрипционных факторов 
(ТФ) (NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3, NtANR1, Nt-
FUL1). Наши результаты говорят о  значимости 
изофермента PHO1-L1 в  метаболизме крахма-
ла и  развитии растения, включая фотосинтез 
и стрессовый ответ, а также допускают возмож-
ность непрямого участия PHO1a в  регуляции 
стресс-чувствительных MADS-box генов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В  исследовании 
использована культура in vitro табака  – расте-
ния Nicotiana tabacum L. (сорт Samsun) на  ста-
дии 5–7  листьев, выращенные на  MС-среде 
(Sigma-Aldrich, США), содержащей 0.7% агара 
и 1.0% сахарозы, в климатической камере (16-ча-
совой фотопериод; 21°C). 

Геномное редактирование табака с  помощью 
системы CRISPR-Cas9. Для геномного редакти-
рования табака использовали бинарный вектор 
p201N-PHO1a-gRNA, полученный и  успешно 
примененный ранее для редактирования гена 
PHO1a в геноме S. tuberosum [26]. 

Предварительно была проведена оценка со-
ответствия последовательности гидовой РНК 
(gRNA) PHO1a картофеля соответствующему 
участку гена NtPHO1-L1 табака (NCBI Gene 
ID 107814807). Конструкция собрана на  основе 
бинарного вектора p201N_Cas9 (AddGene, Wa-
tertown, MA, США; кат. № 59175; https://www.
addgene.org/), Т-область которого включает 
гены Cas9 (под контролем двойного промотора 
CaMV35S) и NPTII (устойчивость к канамицину 
(Km)), а  также кассету экспрессии gRNA (про-
мотор U6.6 Medicago truncatula) [28]).

Конструкцией с  gRNA, а  также пустым 
вектором p201N, трансформировали штамм 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Суспензию 
агробактерии p201N-NtPHO1-L1-gRNA (опыт) 
и p201N (контроль), полученную из 5 мл ночной 
культуры, использовали для трансформации 
табака, как это описано ранее [29]. Вкратце: 
листовые экспланты табака, инфицированные 
соответствующим агробактериальным штам-
мом, культивировали на питательной среде А3 
(минеральный состав и  витамины как в  MС-
среде, 2% глюкоза, 0.7% Plant-агар, 0.1 мг/мл 
НУК, 1 мг/мл БАП, pH 5.5) для каллусо- и по-
бегообразования [29], одновременно содержа-
щей 500 мг/мл карбенициллина (подавление 
роста агробактерии) и  100 мг/мл канамици-
на (селективный антибиотик). Образующиеся 
на каллусе зеленые побеги срезали и укореня-
ли на  свежей среде А3, не  содержащей фито-

гормонов. Регенеранты, устойчивые к канами-
цину, то есть укоренившиеся и давшие первые 
листья зеленой окраски, адаптировали к усло-
виям теплицы (16-часовой фотопериод; 21°C) 
и выращивали до созревания семян. Из листо-
вой ткани регенерантов выделяли геномную 
ДНК и  с помощью ПЦР с  праймерами, спец-
ифичными к  последовательности генов NPTII 
(канамицин-резистентность растения) и  virB 
(ген агробактерии, участвующий в  переносе 
Т-ДНК), подтверждали присутствие трансгена 
в геноме растения и отсутствие остаточного за-
ражения агробактерией. Всего было получено 
17 независимых регенерантов с  конструкци-
ей p201N-NtPHO1-L1-gRNA (опыт; Nt1–Nt17) 
и  13  – p201N (контроль), 12 и  8 из  которых, 
соответственно, оказались трансгенными. 
У  данных растений анализировали редактиру-
емую область гена NtPHO1-L1 (см. следующий 
пункт), на  основе чего выбирали трансгенные 
линии, в  геноме которых произошло событие 
редактирования NtPHO1-L1. Из 12 независи-
мых трансгенных линий только растение Nt1 
показало данный эффект. Семена данного рас-
тения проращивали на среде А3 с 100 мг/мл ка-
намицина, и устойчивые проростки поколения 
Т1 в  количестве 20 шт. адаптировали к  тепли-
це и  анализировали в  сравнении с  контролем 
(сроки инициации цветения, морфологические 
характеристики; последовательность целевого 
сайта редактирования; уровень экспрессии ге-
нов). При анализе морфологических параме-
тров использовали: среднее значение по 20 рас-
тениям контроля vs. средние значения по всем 
20 растениям Т1; среднее значение по 20 расте-
ниям контроля vs. значение параметра для ка-
ждой отдельной отобранной линии Т1.

Анализ редактируемой области гена Nt-
PHO1-L1. Геномную ДНК выделяли из  листо-
вой ткани трансгенного побега (первично полу-
ченные регенеранты поколения Т0) с  помощью 
стандартного СТАВ-метода. С  использованием 
соответствующих праймеров (табл. 1, Допол-
нительные материалы) амплифицировали уча-
сток гена NtPHO1-L1, содержащий сайт редак-
тирования (последовательность гидовой РНК): 
программа ПЦР – 5 мин, 95°С; 35 циклов (30 с, 
95°С; 30 с, 59°С; 1 мин, 72°С); 10 мин, 72°С. Про-
дукты ПЦР ожидаемого размера (641 пн) очища-
ли выделением из  агарозного геля (QIAEX® II 
Gel Extraction Kit, QIAGEN, Германия), клони-
ровали в вектор pGEM®-T Easy (pGEM®-T Easy 
Vector System I, Promega, США) и секвенирова-
ли по  10 плазмидных клонов (ABI PRISM 3730 
DNA Analyzer, ЦКП “Биоинженерия”, ФИЦ 
Биотехнологии РАН). 

Анализ экспрессии генов. Верхушечные 
листья проростка (в фазе развития 5–7 ли-
ста) растирали в  жидком азоте и  из 0.2–0.5  г 
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выделяли суммарную РНК (RNeasy Plant Mini 
Kit и  RNase-free DNase set, QIAGEN, Герма-
ния) с последующим синтезом кДНК (GoScript 
Reverse Transcription System, Promega, США). 
Полученный препарат кДНК в количестве 3 нг 
использовали для проведения количественной 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) на прибо-
ре CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories, США). Последовательности 
ген-специфичных праймеров для ПЦР-РВ при-
ведены в  таблице 1 Дополнительных материа-
лов [29]. Для реакции применены: стандартная 
программа (5 мин, 95°С, 40 циклов (15 с, 95°С; 
40 с, 60°С)); “Набор реагентов для проведения 
ПЦР‑РВ в  присутствии красителя SYBR Green 
I” (кат. № R‑402, Синтол, Россия); референс-
ный ген Actin-7 (LOC107831145) N. tabacum [29].

Анализ содержания каротиноидов, хлорофил-
лов и углеводов. Количество (мкг/г сырого веса) 
хлорофиллов (a и  b) и  каротиноидов опреде-
ляли в  ткани верхушечных листьев проростка 
(фаза развития 5–7 листа; те  же тканевые про-
бы, что и для анализа экспрессии генов), соглас-
но [29], с  регистрацией спектров поглощения 
с  помощью Eppendorf BioSpectrometer® basic 
(Eppendorf, Германия). 

В той же ткани определяли содержание крах-
мала и сахаров (мг/г сырого веса). В случае крах-
мала – ~0.5 г ткани растирали, суспендировали 
в 4.5 мл 33% (об./об.) ДМСО, содержащего 0.44 М 
соляной кислоты, инкубировали 30 мин при 
60°С на водяной бане, охлаждали до 25°C и раз-
водили водой в соотношении 1:5. Далее доводи-
ли pH до 4.5 с помощью 5 М NaOH и фильтро-
вали суспензию через Miracloth (Merck, США). 
Содержание крахмала (мг/г сырого веса) изме-
ряли в 100 мкл фильтрата с использованием на-
бора Starch (BoehringerMannheim/R-Biopharm, 
Швейцария). Содержание сахаров (сахароза, 
глюкоза, фруктоза) определяли с  помощью те-
стов Enzytec™ Liquid Sucrose/D-Glucose и Enzy-
tec™ Liquid D-Glucose/D-Fructose (R-Biopharm 
AG, Германия).

Структурный анализ и  статистическая обра-
ботка данных. Сравнительный анализ последо-
вательностей ДНК и белков проводили с помо-
щью NCBI-BLAST, NCBI-CDD (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/) и  MEGA 7.0 (https://www.me-
gasoftware.net/). Для анализа влияния замеще-
ний аминокислотных остатков (ао) на структуру 
и  функцию редактированных белков использо-
вали PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.
php; “deleterious variant if score < –2.5”) и Phyre2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.
cgi?id=index; анализ 3D структуры белка). По-
иск сайтов связывания с  MADS-доменными 
ТФ в промоторе гена осуществляли с помощью 
программы PLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/
PLACE/?action=newplace).

Данные биохимического и экспрессионного 
анализа статистически обрабатывали с  помо-
щью Graph Pad Prism v. 8 (https://www.graphpad.
com, США), применяя для оценки значимости 
различий One-way ANOVA (“multiple compari-
sons, corrected with Bonferroni test”). Результаты 
выражали как среднее значение ± стандартное 
отклонение (SD) на основе двух биологических 
и  трех технических повторов (различие досто-
верно при значении P < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Трансгенные линии табака N. tabacum с  ре-
дактированным геном NtPHO1-L1. Поиск 
в  геноме N. tabacum обнаружил два парало-
гичных гена пластидной формы крахмалфосфо-
рилазы NtPHO1-L1, гомологичной PHO1a кар-
тофеля: LOC107814807 (два варианта мРНК – X1 
(XM_016640265.1) и  X2 (XM_016640266.1)) 
и  LOC107810306 (один вариант мРНК 
(XM_016635072.1)). Гены отличаются локали-
зацией (разные скаффолды), количеством эк-
зонов (16 и  15, соответственно) и  размером 
(9533 и 9490 пн). В сравнении с изоферментом 
LOC107810306 (976 ао), изоформа X2 (977 ао, 
LOC107814807) характеризуется 13 замещени-
ями ао и  инсерцией E590. Обе последователь-
ности отличаются от  изоформы X1 (1011 ао, 
LOC107814807) размером (за счет делеции 34 ао 
E74–G107 в  N-концевой области); остальная 
последовательность X2 идентична X1.

Сравнительный анализ всех трех воз-
можных кодирующих последовательно-
стей показал, что гидовая РНК (gRNA) 
5’-gatcagatggaaagaggtattgg-3’, которая была ис-
пользована ранее для редактирования гена 
PHO1a картофеля [26], подходит и  для редак-
тирования обеих версий гена NtPHO1-L1 та-
бака. Данный участок локализован в  положе-
нии 1109–1131 н (мРНК XM_016635072.1 гена 
LOC107810306; экзон XI) и 1141–1163/1039–1061 
н (мРНК изоформ X1 (XM_016640265.1)/X2 
(XM_016640266.1) гена LOC107814807; в экзонах 
VI и  V, соответственно). В  целевой последова-
тельности мРНК гена LOC107810306 присут-
ствовала замена (1124g→a положение в  мРНК; 
или 16g→a – в gRNA). 

Выбранная нами последовательность gRNA 
не  совпадала по  локализации с  gRNA, исполь-
зованной в  недавнем исследовании нокаута 
PHO1a в  геноме картофеля [27]. Участок gRNA 
(5′-gctgttgcaaagaatgcctt-3′) из  этой работы лока-
лизуется в мРНК NtPHO1-L1 табака в положени-
ях 631–650 н (LOC107810306) и 663–682/561–580 
н (изоформы X1/X2, LOC107814807). Поэтому 
в  результате нокаута NtPHO1-L1 растения та-
бака должны формировать белковые молекулы 
в 2 раза длиннее, чем в работе [27]. 
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Также было определено, что выбранная 
нами последовательность gRNA не  гомологич-
на кДНК гена NtPHO1-L2 (XM_016590767.1, 
LOC107771409), кодирующего изофермент L-2 
α-1,4-глюканфосфорилазы. 

В результате агробактериальной трансфор-
мации табака векторной конструкцией, содер-
жащей выбранную gRNA, было получено 12 
независимых, устойчивых к  антибиотику ка-
намицину регенерантов Т0 и  с помощью ПЦР 
на  геномной ДНК подтверждено присутствие 
в геноме переносимой кассеты для редактирова-
ния. Внешне растения Т0 не отличались по мор-
фологическим признакам ни  от нетрансгенных 
линий, ни от трансгенных линий, трансформи-
рованных пустым вектором p201N. 

На геномной ДНК линий был амплифи-
цирован фрагмент, содержащий целевой сайт 
редактирования. Клонирование и  секвениро-
вание фрагмента выявило несколько событий 
редактирования в  геноме растения Nt1. Пять 
из 10 секвенированных вариантов целевого сай-
та соответствовали дикому типу (LOC107810306 
и  LOC107814807). Остальные содержали пять 
вариантов делеций: (1) a13–g17→del(5nt)#; (2) 
a13–t18→del(6nt)#; (3) a11–g17→del(7nt)#; (4) a/
g16–g17→del(2nt)#; (5) a11–t18→del(8nt)# (из-
за разной длины трех вариантов транскриптов 
NtPHO1-L1 локализация делеций указана по це-
левому участку 5’-gatcagatggaaagaggtattgg-3’) 
(рис. 1а). 

Вариантов делеционных событий, указываю-
щих на то, что использованная gRNA была дей-
ственна в отношении гена LOC107810306 с заме-
ной 16g→a в целевом сайте, не наблюдалось.

Дальнейший анализ транслируемых после-
довательностей показал, что варианты 1, 3, 4 
и 5 приводят к сдвигу рамки считывания и об-
разованию преждевременных стоп-кодонов. 
В варианте 2 произошла делеция 6 нуклеотидов, 
которые не  совпадали с  кодирующими амино-
кислоты кодонами, вследствие чего в белке вме-
сто делеции двух аминокислот три ао были заме-
щены остатком аспарагина (N) (рис. 1б).

В случае гена LOC107810306 (один вариант 
мРНК XM_016635072.1), кодирующего белок 
размером 976 ао, вариант 2 составил 974 ао, а ва-
рианты 1, 3, 4 и 5 – 286, 280, 285 и 287 ао, соответ-
ственно. В случае гена LOC107814807 (изоформа 
мРНК X1, XM_016640265.1), кодирующего белок 
размером 1011 ао, вариант 2 составил 1009 ао, 
а варианты 1, 3, 4 и 5 – 320, 314, 321 и 319 ао, со-
ответственно. В случае гена LOC107814807 (изо-
форма мРНК X2, XM_016640266.1), кодирующе-
го белок размером 977 ао, вариант 2 составил 975 
ао, а варианты 1, 3, 4 и 5 – 286, 280, 287 и 285 ао, 
соответственно. 

Согласно NCBI-CDD, функциональный 
домен GT35_Glycogen_Phosphorylase (cd04300) 

расположен на участке 91–970 (LOC107810306), 
125–1005 (LOC107814807, X1) и  91–971 
(LOC107814807, X2) ао. Данный домен состоит 
из N- и C-концевых доменов, разделенных участ-
ком L78 (в позиции 497–572, 531–607 и 497–572 
ао, соответственно), который включает катали-
тический центр и  обеспечивает высокую сте-
пень гибкости белка. То есть, варианты 1, 3, 4 
и 5 содержат только начало N-концевого домена 
GT35 и не имеют каталитического центра. Вари-
ант 2 содержит замещение в N-концевом доме-
не GT35 (K274–Y276delinsN, K308–Y310delinsN 
и K274–Y276delinsN, соответственно) (рис. 1б).

Дальнейший анализ показал, что варианты 
замещения K–YdelinsN не приходятся на актив-
ные каталитические или белок-связывающие 
сайты (согласно NCBI-CDD), однако являют-
ся радикальными (по прогнозу PROVEAN) для 
всех трех исходных форм белков (score = –8.649/ 
–8.181/ –8.817). Поэтому три варианта с замеще-
нием KKY или KRY на N в последовательности 
N-концевой области GT35, предположитель-
но, могут иметь функциональные нарушения. 
В  норме, структура N- и  C-концевых частей 
домена GT35 представляет собой укладку Росс-
мана (Rossmann fold), которая, в числе прочего, 
характеризуются наличием параллельных β-ли-
стов (NCBI-CDD). Анализ пространственной 
структуры белков (Phyre2) показал, что замеще-
ния KKY или KRY на N могут привести к потере 
одного из β-листов (рис. 1в), что свидетельствует 
в пользу нарушения функции таких белков.

Таким образом, в  растении Nt1 могут син-
тезироваться три варианта белка дикого типа, 
а также нефункциональные три варианта с заме-
щением K–YdelinsN и 12 значительно укорочен-
ных вариантов белка.

Далее были проанализировано поколение Т1 
от линии Nt1, среди которых было отобрано три 
растения (Nt1-11, Nt1-13, Nt1-15), содержащие 
все пять вариантов обнаруженных ранее деле-
ций (рис. 2а). Сравнительный морфологический 
анализ показал, что в среднем поколение Т1 (20 
растений) не отличается от контроля по време-
ни инициации цветения и  весу семян с  одной 
коробочки (рис. 2б). В то же время были отме-
чены статистически значимые изменения у вы-
бранных трех отдельных растений: Nt1-13 имело 
более короткий стебель; Nt1-15 формировало 
больше листьев; все три растения Nt1-11, Nt1-
13 и Nt1-15 образовывали меньше цветков (рис. 
2б). Кроме того, визуально была заметна разни-
ца в  яркости зеленой окраски листьев у  Nt1-13 
и Nt1-15 в сравнении с контролем (рис. 2а).

Содержание углеводов и пигментов в листьях. 
Присутствие нефункциональных вариантов 
крахмалфосфорилазы, вероятно может повли-
ять на  содержание, в  первую очередь, углево-
дов, и, как следствие, пигментов, связанных 
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Рис. 1. Результаты редактирования гена пластидной крахмалфосфорилазы NtPHO1-L1: (а) ‒ выравнивание целе-
вой (редактируемой) кодирующей последовательности гена NtPHO1-L1 (клоны 1–10 редактированной линии Nt1 
в сравнении с нередактированной последовательностью генов LOC107810306 и LOC107814807); (б) ‒ выравнивание 
вариантов редактированной белковой последовательности NtPHO1-L1 в сравнении с нередактированной версией 
(LOC107810306 и LOC107814807); (в) ‒ сравнительный анализ вторичной структуры нередактированного фермента 
NtPHO1-L1 и белка с внесенным в результате редактирования замещением KRY→N. Показан фрагмент последова-
тельности, где произошло замещение (отмечено стрелкой). Моделирование проведено в программе Phyre2 на ос-
нове известной матрицы c5lrbB_ (alpha-1,4 glucan phosphorylase); 86% обеих последовательностей моделировано 
с достоверностью 100%.
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с  фотосинтезом, что косвенно подтверждается 
регистрируемыми нарушениями морфологи-
ческих параметров и  окраски листьев у  линий 
Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15. Нами было определено 
содержание крахмала, сахарозы, фруктозы, глю-
козы, а также суммы каротиноидов и хлорофил-

лов a и  b в  листьях трансгенных линий Nt1-11, 
Nt1-13 и Nt1-15 в сравнении с растениями дико-
го типа. 

Было показано, что у всех трех линий Nt1-11, 
Nt1-13 и Nt1-15 значительно повысилось содер-
жание крахмала (в ~10, 37 и 12 раз, соответственно) 

Рис. 2. Трансгенные линии Nicotiana tabacum (Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15) с мозаично нокаутированным геном пла-
стидной крахмалфосфорилазы NtPHO1-L1 в сравнении с нетрансгенным контролем (WT): (а) ‒ фотографии рас-
тений WT, Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15 на стадии цветения (масштаб 10 см); (б) ‒ сравнение основных характеристик 
контрольных (WT, среднее по 20 растениям) и редактированных линий Т1 от Nt1 (среднее по 20 растениям Nt1-1–
Nt1-20; далее по графику даны индивидуальные значения для каждого из анализируемых растений Nt1-11, Nt1-13 
и Nt1-15). *Р < 0.05 – статистически значимое различие Т1 от Nt1 vs. WT.
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и фруктозы (в ~8, 2 и 2 раза, соответственно). Ко-
личество сахарозы и глюкозы достоверно снизи-
лось у растений Nt1-15 и Nt1-11, соответственно 
(рис. 3). В  сравнении с  контролем количество 
как каротиноидов, так и хлорофиллов в листьях 
линии Nt1-11 не изменилось, тогда как у редак-
тированных линий Nt1-13 и Nt1-15 значительно 

уменьшилось; при этом содержание каротинои-
дов прямо коррелировало с содержанием хлоро-
филлов (рис.  3). Наблюдаемые различия между 
редактированными линиями могут быть связаны 
с разной степенью полноты (как по числу клеток, 
так и  по числу аллелей (4 с  учетом двух генов)) 
произошедшего редактирования. 

Рис. 3. Содержание крахмала, сахарозы, глюкозы, фруктозы (мг/г сырой массы), суммы каротиноидов и  хлоро-
филлов a и b (мкг/г сырой массы) в листовой ткани растений Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15 в сравнении с нетрансгенным 
контролем WT. *Р < 0.05 – статистически значимое различие Т1 от Nt1 vs. WT.
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Профиль экспрессии генов метаболизма крах-
мала и  каротиноидов в  листьях. Принимая 
во  внимание взаимосвязь и  взаимное влияние 
количества метаболитов и  экспрессии соответ-
ствующих генов, а  также неполное редактиро-
вание гена NtPHO1-L1 у  линий Nt1-11, Nt1-13 
и  Nt1-15, мы  проверили, в  первую очередь, 
уровень транскриптов гена NtPHO1-L1. В срав-
нении с контролем количество мРНК гена уве-
личилось (Nt1-11), не  изменилось (Nt1-13) или 

уменьшилось (Nt1-15) (рис. 4). Далее была опре-
делена экспрессия отдельных генов метаболизма 
крахмала, кодирующих α-глюкан водную дики-
назу (NtGWD), β-амилазы (NtBAM1, NtBAM9) 
и  ингибитор амилаз (NtAI). Мы обнаружили, 
что уровень транскриптов NtGWD не  изме-
нился (Nt1-11) или снизился в  ~2 раза (Nt1-13, 
Nt1‑15); NtBAM1  – снизился у  всех трех линий 
в ~2 (Nt1‑11, Nt1-15) и 1.5 (Nt1-13) раза; NtBAM9 – 
уменьшился в  ~5 раз (Nt1‑11), не  изменился 

Рис. 4. Экспрессия генов метаболизма крахмала (NtPHO1-L1, NtGWD, NtBAM1, NtBAM9, NtAI) и биосинтеза каро-
тиноидов (NtPSY2, NtPDS, NtCRTISO, NtZDS, NtVDE) в листовой ткани растений Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15 в сравне-
нии с нетрансгенным контролем WT. *Р < 0.05 – статистически значимое различие Т1 от Nt1 vs. WT.
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(Nt1‑13) или вырос в ~4 раза (Nt1‑15); NtAI – вы-
рос в ~1.5 раза (Nt1-11, Nt1‑13) или уменьшился 
в ~3 раза (Nt1-15) (рис. 4). Профиль экспрессии 
NtPHO1-L1 и других тестируемых генов метабо-
лизма крахмала (рис.  4) не  коррелировал с  со-
держанием крахмала или тестированных сахаров 
(рис. 3).

Последующий анализ экспрессии генов био-
синтеза каротиноидов, кодирующих фитоин-
синтазу (NtPSY2), фитоиндесатуразу (NtPDS), 
цис-транс-каротиноидизомеразу (NtCRTISO), 
15-цис-ζ-каротинизомеразу (NtZDS) и  виолак-
сантиндеэпоксидазу (NtVDE), также обнаружил 
различия в  сравнении с  контролем. Было по-
казано, что уровень транскриптов NtPSY2 из-
менился только у  Nt1-15 (снизился в  ~3 раза); 
NtPDS  – в  ~2 раза снизился (Nt1-11, Nt1-13) 
или поднялся (Nt1-15); NtCRTISO – уменьшил-
ся в  ~2  раза (Nt1-11), не  изменился (Nt1-13) 
или возрос в  ~2.5 раза (Nt1-15); NtZDS  – сни-
зился в  ~3/1.5 раза (Nt1-11/Nt1-13) или увели-
чился в ~1.5–2 раза (Nt1-15); NtVDE – снизился 

в  ~3  раза (Nt1-11), не  изменился (Nt1-13) или 
вырос в ~1.5–2 раза (Nt1-15) (рис. 4). Корреля-
ций уровня экспрессии генов каротиногенеза 
с содержанием каротиноидов выявлено не было. 
Также не обнаружено взаимосвязи с содержани-
ем крахмала/сахаров и с уровнем транскриптов 
генов метаболизма крахмала.

Профиль экспрессии MADS-box генов в  ли-
стьях. Предполагая, что ТФ, гомологичные SEP 
и  FUL, могут участвовать в  регуляции транс-
крипции генов метаболизма крахмала и кароти-
ноидов (согласно [30, 31]), мы проанализирова-
ли, во-первых, присутствие сайтов связывания 
CArG-box в  промоторной области анализируе-
мых генов, и, во-вторых, экспрессию MADS-box 
генов NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3 и  NtFUL1 в  ли-
стьях редактированных растений. 

В результате было показано, что промотор 
(1.5 кб) большинства анализируемых генов со-
держит по  два CArG-box (табл. 1). Ни одного 
сайта не было найдено в промоторе гена NtPSY2 
(оба гомолога), а  также в  случае одной из  двух 

Таблица 1. Наличие CArG-box в последовательности промотора генов метаболизма углеводов и каротиноидов 
у Nicotiana tabacum

Ген NCBI ID Скаффолд (локализация гена)
Локализация 

промотора
(1.5 кб)

Локализация CArG-
box в промоторе 

(CARGCW8GAT)

NtBAM1 LOC107832261 NW_015787824.1 (26358..29662) 24858–26357 416, 1117

NtBAM9 LOC107827956

LOC107780374

NW_015849100.1 (4074..7620, 
complement)

NW_015797716.1 (8065..13004)

7621–9121

7565–8064

1368

1556, 1771

NtGWD LOC107832610
LOC107775774

NW_015793074.1 (251..14125)
NW_015901023.1 (87993..98472, 

complement)

0–251*
86493–87992

—
878, 1218

NtAI LOC107802234 NW_015802778.1 (26868..31183) 25368–26867 235, 383, 1710

NtPHO1-L1 LOC107810306

LOC107814807

NW_015804840.1 (2762..12251, 
complement)

NW_015809487.1 (94062..103594)

12252–13751

92562–94061

246

232, 432

NtPSY2 LOC107772713
LOC107761716

NW_015796120.1 (9958..12592)
NW_015874368.1 (9940..13765)

8458–9957
8440–9939

—
—

NtZDS LOC107772271 NW_015892502.1 (11995..18341, 
complement)

18342–19842 964

NtPDS LOC107816873 NW_015814914.1 (652..8553) 0–651* 270, 418

NtCRTISO LOC107832559

LOC107791326

NW_015864184.1 (1937..8985, 
complement) 

NW_015919655.1 (47476..54454, 
complement)

8986–10485

54455-55954

—

462, 1675

NtVDE LOC107780507
LOC107763628

NW_015797768.1 (65794..70434)
NW_015880850.1 (21643..26233)

64294-65793
20143-21642

1155, 1597
1272, 1625

*Доступные в NCBI геномные последовательности не позволяют идентифицировать участки промотора размером 1.5 кб.
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версий генов NtCRTISO и  NtGWD (для NtGWD 
причина может быть в  доступной слишком ко-
роткой последовательности промотора – 251 н). 
Промотор гена NtZDS и второй версии генов Nt-
BAM9 и NtPHO1-L1 содержал только по одному 
CArG-box (табл. 1).

Проведенный далее анализ экспрессии 
MADS-box генов NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3 и Nt-
FUL1 показал наличие транскриптов NtSEP1, 
NtSEP2 и  NtFUL1 в  листьях контроля и  всех 
трех редактированных линий, тогда как мРНК 
NtSEP3 присутствовала только у Nt1-11 и, почти 
на порядок меньше, у Nt1-15 (рис. 5). В сравне-
нии с контролем уровень транскриптов NtFUL1 
не изменился (Nt1-11, Nt1-13) или снизился в 2-3 
раза (Nt1-15); NtSEP1  – не  отличался (Nt1-13), 
в ~3.5 раз вырос (Nt1-11) или в ~1.1 раз снизился 
(Nt1-15); NtSEP2 – не менялся (Nt1-13) или был 
в ~1.2/5 раз ниже (Nt1-11/Nt1-15) (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Подобно другим метаболическим путям, 
протекающим в  растении, регуляция пути ме-
таболизма крахмала зависит от  уровней содер-
жания метаболитов, активности ферментов 
и  экспрессии генов, кодирующих ферменты. 

Помимо ферментов, катализирующих анабо-
лизм или катаболизм α-1,4-полиглюкана, име-
ется пластидная крахмалфосфорилаза L-типа 
(PHO1), которая уникальна своим участием и в 
деградации, и  в  синтезе крахмала [27]. PHO1 
катализирует фосфоролиз глюканов, распо-
ложенных на  поверхности крахмальных гра-
нул или образующихся в  результате деградации 
крахмала. Происходит высвобождение молекул 
глюкозо-1-фосфата, который преобразуется 
в АДФ-глюкозу и далее в АТФ (источник энергии 
для всех биохимических процессов в растении). 
То, что глюкозо-1-фосфат дает больше АТФ, чем 
свободная глюкоза, образующаяся в  процессе 
гидролиза, подчеркивает важность фосфороли-
за и, следовательно, крахмалфосфорилаз [1, 2, 4, 
27]. Роль PHO1 в синтезе крахмала заключается 
в образовании под ее действием в пластидах при 
деградации крахмала мальтоолигосахаридов, 
которые участвуют в  создании праймирующих 
структур на начальных стадиях инициации крах-
мальных гранул [8]. Подтверждением данной 
роли PHO1 является положительная корреляция 
уровня экспрессии гена PHO1 с  содержанием 
α-1,4-полиглюкана в запасающих органах расте-
ния [7, 8, 15, 17–20]. Неясно, есть ли подобная 
зависимость для транзиторной формы крахмала, 

Рис. 5. Экспрессия генов MADS-доменных ТФ (NtFUL1, NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3) в листовой ткани растений Nt1-
11, Nt1-13 и Nt1-15 в сравнении с нетрансгенным контролем WT. *Р < 0.05 – статистически значимое различие Т1 
от Nt1 vs. WT.
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поскольку показано, что эффект от выключения 
активности пластидной крахмалфосфорилазы 
различается для запасаемого и  транзиторного 
крахмала [27]. 

Данное исследование было сфокусировано 
на  роли PHO1a в  метаболизме транзиторного 
крахмала, для чего было получено двенадцать 
независимых трансгенных линий N. tabacum 
с  неполным нокаутом гена пластидной крах-
малфосфорилазы NtPHO1-L1 (LOC107814807 
и, возможно, LOC107810306) (рис. 1б, в). Расте-
ния поколения Т1 одной из линий (Nt1) внеш-
не незначительно отличались от  контроля, 
за  исключением ослабления зеленой окраски 
листьев у отдельных образцов (Nt1-13, Nt1-15) 
при сохранении ярко-зеленой окраски другими 
образцами (например, Nt1-11, отобранный для 
дальнейшего анализа) (рис. 2а, б). Поскольку 
все три упомянутых растения характеризова-
лись присутствием всех выявленных пяти вари-
антов делеций в геноме, сравнительный анализ 
их реакции на неполный нокаут NtPHO1-L1 мог 
способствовать пониманию функции данного 
гена.

Поскольку нашей целью была связь пластид-
ной крахмалфосфорилазы с транзиторным крах-
малом, дальнейший анализ проводился на  ли-
стьях взрослых растений Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15. 
Тестирование листовой ткани биохимическими 
методами показало, что даже частичное нокау-
тирование гена NtPHO1-L1 способно привести 
к значительному повышению содержания крах-
мала (рис. 3). Предположительно, это происхо-
дит в  результате сдвига метаболизма крахмала 
в  сторону его синтеза и, следовательно, может 
означать, что в норме NtPHO1-L1 оказывает зна-
чительное и  предпочтительное влияние на  де-
градацию транзиторного крахмала. Полученные 
нами данные не согласуются с показанным дру-
гими исследователями сохранением количества 
крахмальных гранул в хлоропластах листьев кар-
тофеля при снижении уровня экспрессии гена 
PHO1b или нокауте гена PHO1a [27]. Также отли-
чается показанный эффект от реакции запасае-
мого крахмала в клубнях картофеля, где нокаут 
PHO1a привел к снижению содержания крахма-
ла, при этом повышение количества редуцирую-
щих сахаров [27] сходится с нашими результата-
ми только в  отношении фруктозы (рис.  3). Это 
еще раз подтверждает, что PHO1 может вести 
себя по-разному в  отношении двух форм крах-
мала.

Известна положительная взаимосвязь между 
процессами биосинтеза крахмала и фотосинте-
зом [32]. Биохимическое тестирование растений 
Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15 показало отсутствие кор-
реляции между количеством крахмала и  нако-
плением хлорофиллов и каротиноидов как ком-
понентов фотосинтетического аппарата (рис. 3). 

Так, содержание крахмала было повышенным 
в  листьях всех трех анализируемых линий, при 
этом только у  двух линий произошли измене-
ния в  содержании хлорофиллов и  каротинои-
дов в сторону существенного снижения (рис. 3), 
что отразилось на окраске листьев (рис. 2). Это 
предполагает существование непрямой, более 
сложной зависимости между содержанием крах-
мала и пигментов.

Наблюдаемые изменения содержания крах-
мала могут влиять на активность других фермен-
тов, связанных с его метаболизмом, экспрессия 
которых может регулироваться крахмалом как 
субстратом или продуктом [27]. Для лучшего 
понимания происходящего мы  провели анализ 
экспрессии основных (помимо крахмалфосфо-
рилазы PHO1) генов деградации крахмала, ко-
дирующих α-глюкан водную дикиназу NtGWD, 
β-амилазы NtBAM1 и NtBAM9, а также ингиби-
тор α- и β-амилаз NtAI. Гены амилаз были вы-
браны по гомологии генам β-амилаз картофеля 
BAM1 и BAM9, о которых известно, что они уча-
ствуют в деградации крахмала, действуя в паре: 
не  обладающий каталитической активностью 
BAM9 связывается одновременно с  поверхно-
стью крахмальных гранул и с BAM1, привлекая 
ферментативно активный BAM1 к областям де-
градации крахмала [33]. Ингибитор амилаз AI 
способен связываться с BAM1 и BAM9, блоки-
руя активный центр или изменяя конформацию 
молекул [34]. 

Наши данные показали, что гены NtBAM1, 
NtBAM9 и  NtAI под влиянием частичного но-
каута NtPHO1-L1 дифференциально экспрес-
сировались в  листьях изучаемых линий, но  без 
какой-либо тенденции (рис. 4). Это может сви-
детельствовать о  попытках редактированных 
растений приспособиться к  частично отсут-
ствующей активности крахмалфосфорилазы 
и адаптировать метаболизм крахмала с привле-
чением гидролитических ферментов. Отдельные 
гены меняли свою экспрессию сходным между 
редактированными растениями образом. Так, 
уровень мРНК гена каталитически активного 
NtBAM1 снижался во  всех трех линиях, и  там 
же увеличивалось содержание крахмала (рис. 4). 
Однако, в целом, схема приспособления оказа-
лась специфична для каждого конкретного рас-
тения, и регулировка, предположительно, могла 
осуществляться за счет комбинирования разных 
уровней экспрессии генов NtGWD (открытие 
доступа амилазам к грануле крахмала), NtBAM9 
(сродство к грануле крахмала и привлечение Nt-
BAM1) и NtAI (ингибирование активности ами-
лаз).

К примеру, у растения Nt1-11 (vs. контроль) 
уровень транскриптов NtGWD сохранился, од-
нако экспрессия NtBAM1 и  NtBAM9 снизилась, 
а NtAI повысилась (рис. 4). То есть, деградация 
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крахмала может быть снижена за  счет ослабле-
ния процесса привлечения активного NtBAM1 
к  грануле, уменьшения количества белка 
NtBAM1 и  роста ингибиторной активности 
по отношению к амилазам. 

У растения Nt1-13 (vs. контроль) уровень 
транскриптов NtGWD снизился, экспрессия 
NtBAM9 не  изменилась, NtBAM1 снизилась, 
а NtAI повысилась (рис. 4). Деградация крахмала 
может быть снижена за  счет снижения доступа 
амилаз к  грануле, уменьшения количества ак-
тивного фермента NtBAM1 и увеличения инги-
биторной активности по отношению к амилазам 
(самое значительное среди образцов увеличение 
содержания крахмала) (рис. 3).

У растения Nt1-15 (vs. контроль) уровень 
транскриптов NtGWD снизился, экспрессия 
NtBAM9 повысилась, а NtBAM1 и NtAI снизилась 
(рис. 4). Деградация крахмала может быть сни-
жена за счет снижения доступа амилаз к грануле 
и  уменьшения количества активного фермента 
NtBAM1.

Таким образом, во  всех трех случаях прои-
зошло замедление гидролиза крахмала и, как 
следствие, сдвиг метаболизма в сторону синтеза. 
Если сравнивать с контролем, то, исходя из со-
держания крахмала (рис. 3), растения Nt1-11 
и Nt1-15 более успешно, чем Nt1-13 противосто-
яли частичному нокауту NtPHO1-L1. Если исхо-
дить из окраски листьев и параметров растения, 
то адаптация образца Nt1-11 была более полной, 
чем Nt1-15. Растения не различались по высоте 
(рис. 2), листья Nt1-15 были светлее, чем листья 
Nt1-11 (но зеленее, чем листья Nt1-13), и содер-
жали крахмала меньше, чем Nt1-15, что ближе 
к контрольному значению (рис. 3). 

Успешность приспособления Nt1-11 к  ча-
стичному нокауту NtPHO1-L1 отразилась и  в 
количестве хлорофиллов/каротиноидов в  ли-
стовой ткани, которое не отличалось от контро-
ля. Поэтому для большего понимания происхо-
дящего нами был проведен анализ экспрессии 
генов табака, кодирующих ферменты основ-
ных этапов биосинтеза каротиноидов  – PSY2, 
PDS, ZDS, CRTISO и  VDE. С  работы фито-
инсинтазы PSY (в фотосинтезирующей ткани 
активен преимущественно светозависимый, 
хлоропласт-специфичный изофермент PSY2) 
начинается синтез каротиноидов. Далее, пред-
шественник каротиноидов 15-цис-фитоин, пре-
образуется под действием фитоиндесатуразы 
PDS, ζ-каротиндесатуразы ZDS и цис-транс-ка-
ротиноидизомеразы CRTISO в  транс-ликопин. 
Потом синтезируются ксантофиллы, в том чис-
ле виолаксантинового цикла, где виолаксантин-
деэпоксидаза VDE играет важную роль в  регу-
ляции перераспределения энергии света между 
виолаксантином, зеаксантином (ксантофиллы) 
и хлорофиллом a [35].

В результате было показано, что образцы 
Nt1-11, Nt1-13 и Nt1-15 отличаются от контроля 
уровнем экспрессии большинства проанализи-
рованных генов, при этом профиль различий 
индивидуален для каждого из  трех растений 
(рис. 4). Неполный нокаут NtPHO1-L1 очевидно 
нарушил согласованную работу ферментов ката-
болизма крахмала и  биосинтеза каротиноидов. 
При этом каких-либо корреляций с содержани-
ем каротиноидов (рис. 3) выявлено не было.

С регуляцией биосинтеза каротиноидов 
и  углеводов в  растениях связывают важней-
шие регуляторы развития растений  – MADS-
доменные ТФ, сайты связывания (консенсус 
CC(A/T)6GG, или CArG-box) с  которыми об-
наружены в  регуляторной области почти всех 
генов каротиногенеза, а также некоторых генов 
углеводного метаболизма (например, инвертаз, 
гидролизующих сахарозу) [30]. Взаимодействие 
подтверждено опытным путем на примере тома-
та при поиске генов-мишеней ТФ RIPENING 
INHIBITOR (MADS-RIN, подсемейство SEP). 
ТФ MADS-RIN в комплексе с другими MADS-
доменными ТФ  – гомологами FRUITFULL 
(FUL) и  AGAMOUS (AG), определяет созре-
вание плода томата; связывание тетрамерных 
MADS-комплексов с промоторами генов-мише-
ней задействует два CArG-box мотива [30]. На 
примере плода банана показано участие MADS-
box генов, гомологичных RIN, в регуляции мета-
болизма крахмала [36]. 

Проведенный анализ промоторов изучае-
мых генов деградации крахмала и  биосинтеза 
каротиноидов подтвердил присутствие у  боль-
шинства генов по  два консенсуса CArG-box, 
необходимых для связывания с  комплексом 
MADS-доменных ТФ (табл.  1). Следовательно, 
транскрипция генов метаболизма крахмала, как 
и  генов каротиногенеза, может находиться под 
контролем MADS-доменных ТФ. Таким обра-
зом, дифференциальная экспрессия MADS-box 
генов в ответ на изменение содержания углево-
дов и каротиноидов, также возможна. 

В нашей работе анализируется ткань листа, 
поэтому мы выбрали для анализа гены NtFUL1, 
NtSEP1, NtSEP2 и  NtSEP3, так как в  вегетатив-
ной ткани могут экспрессироваться гены подсе-
мейств SEP и FUL [31]. 

В результате было показано, что у  образца 
Nt1-13, в  листе которого наиболее существен-
но снизилось количество хлорофиллов/каро-
тиноидов и  поднялось содержание крахмала, 
уровень транскриптов всех проанализирован-
ных MADS-box генов не  отличался от  контро-
ля (рис.  5). В  то же время у  двух других образ-
цов – Nt1-11 и Nt1-15, где количество крахмала 
выросло, но меньше, чем у Nt1-13, а количество 
пигментов не  изменилось (Nt1-11) или упало 
(Nt1-15), профиль экспрессии MADS-box генов 
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изменился зависимым от образца образом (рис. 
5). Каких-либо корреляций с экспрессией генов 
деградации крахмала или биосинтеза каротино-
идов, а также с содержанием метаболитов в ли-
сте выявлено не было. Тем не менее, обнаружен-
ная дифференциальная экспрессия MADS-box 
генов предполагает их возможное участие в ре-
гуляции углеводного метаболизма и биосинтеза 
каротиноидов в листьях табака.

Таким образом, в  данном исследовании 
мы получили неполный нокаут гена пластидной 
крахмалфосфорилазы NtPHO1-L1 в геноме N. ta-
bacum с использованием системы CRISPR-Cas9 
и  проанализировали полученные трансгенные 
линии на  предмет содержания крахмала, саха-
ров, каротиноидов и хлорофиллов, а также экс-
прессии генов путей метаболизма крахмала и ка-
ротиноидов и  регуляторных MADS-box генов. 
Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что частичный нокаут гена NtPHO1-L1 мо-
жет изменять метаболизм транзиторного крах-
мала в  листьях, смещая его в  сторону синтеза. 
Эффект от нокаута распространяется на содер-
жание сахаров, каротиноидов и  хлорофиллов, 
а  также профиль экспрессии соответствующих 
генов. Одним из  основных последствий явля-
ется снижение количества цветков в  соцветии, 
то  есть снижение репродукции растения, неза-
висимо от того, в какой степени растение смогло 
нормализовать углеводный обмен. Дифферен-
циальная экспрессия MADS-box генов подсе-
мейств SEP и  FUL, а  также наличие консенсу-
сов связывания CArG-box в  промоторах генов 
деградации крахмала и  синтеза каротиноидов, 
предполагает участие MADS-доменных ТФ в ре-
гуляции метаболизма крахмала и каротиноидов, 
а также в ответе этих генов на изменение содер-
жания данных метаболитов. 

В целом, полученные данные не  могут слу-
жить основанием для однозначных выводов 
о роли PHO1 в метаболизме транзиторного крах-
мала, в том числе из-за неполного нокаутирова-
ния гена у  редактированных линий. Учитывая 
участие PHO1 в  двух противоположных про-
цессах (синтезе и  деградации крахмала), можно 
предположить, что PHO1 сохраняет свою двой-
ственную роль у мутантных растений, скорее все-
го, выполняя ее за счет аллелей, не подвергшихся 
редактированию. В то же время нарушение, вно-
симое редактированием в функцию PHO1, вызы-
вает изменение содержания крахмала. Это может 
быть результатом как нарушения уровня актив-
ности NtPHO1-L1, так и  изменения регуляции 
других генов метаболизма крахмала в ответ на из-
менение содержания крахмала. Учитывая раз-
ницу в степени изменения содержания крахмала 
в листьях, можно предположить, что, во-первых, 
анализируемые растения имеют разный процент 
нокаутированных по гену клеток. Во-вторых, ка-

ждое растение может индивидуальным образом 
решать проблему, используя значительный ген-
ный/ферментный аппарат для восстановления 
баланса синтеза и деградации крахмала, направ-
ленное на  выживание и  нормализацию поддер-
жания жизненно важных биохимических процес-
сов. Мы полагаем, что наши данные могут быть 
использованы в дальнейших исследованиях роли 
пластидной крахмалфосфорилазы PHO1. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Министерства науки и  высшего об-
разования РФ. В работе использована экспери-
ментальная установка искусственного климата 
(Федеральный исследовательский центр “Фун-
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Методом биобаллистики получены транспластомные растения табака, экспрессирующие репортерный 
ген egfp и ген селективного маркера aadA в составе бицистронного оперона. Исследованы особенности 
экспрессии гена egfp в двух группах транспластомных растений: семенного потомства, полученного от са-
моопыления, и растений, полученных в результате двух последовательных циклов регенерации из ли-
стьев исходных трансформантов. Проведен сравнительный флуориметрический анализ накопления 
рекомбинантного белка в группах транспластомных растений и ядерных трансформантов. Установлено, 
что количество рекомбинантного белка eGFP, накапливаемого в листьях транспластомных растений, 
оказалось неожиданно низким и не превышало уровня установленного для ядерных трансформантов. 
Результаты ПЦР в реальном времени показали, что низкий уровень накопления рекомбинантного eGFP 
не связан c низким уровнем экспрессии трансгена или с присутствием в хлоропластах нетрансгенных 
копий пластидного генома. Вероятнее всего, это связано с  ограничениями, налагаемыми на  уровне 
трансляции рекомбинантных белков в хлоропластах.

Ключевые слова: гомоплазмия, пластиды, рекомбинантные белки, транспластомные растения, 
трансформация, транзиентная экспрессия, хлоропласты
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ВВЕДЕНИЕ

Трансформация пластидного генома имеет 
ряд преимуществ по сравнению с ядерной. Пре-
жде всего это связано с  возможностью направ-
ленной интеграции трансгенов в пластидный ге-
ном по принципу гомологичной рекомбинации, 
что позволяет избежать эффекта положения, 
генного сайленсинга и перекрывания с собствен-
ными генами пластома [1, 2]. Кроме того, такой 
подход является более безопасным с точки зрения 
переноса трансгенов в окружающую среду за счет 
материнского типа наследования пластид [1].

С точки зрения биотехнологического при-
ложения наиболее привлекательной является 
способность транспластомных растений дости-
гать высокого выхода рекомбинантных белков 

по  сравнению с  ядерной трансформацией, что 
обеспечивается высокой копийностью пластома 
в клетках. Например, показана возможность на-
работки фагового лизина PlyGBS в хлоропластах 
табака на уровне более 70% от общего раствори-
мого белка (ОРБ) [3]. Однако такие количества 
чужеродных рекомбинатных белков могут нега-
тивно влиять на  биосинтетическую активность 
хлоропластов, мешая фотосинтезу и  приводя 
к  различным плейотропным эффектам, самым 
очевидным из которых является хлороз [3, 4].

Прокариотический тип экспрессии позволяет 
интегрировать в пластом искусственные опероны, 
что в свою очередь дает возможность переносить 
в  растительные клетки новые метаболические 
пути и  развивать метаболическую инженерию 
[5–7]. В  целом спектр применения хлоропласт-
ной инженерии очень широк и направлен на со-
здание стрессоустойчивых форм растений, син-
тез ферментов и материалов, биофортификацию 

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде 
по DOI статьи: 10.31857/S0015330324050105
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и биофармацевтику [8, 9]. Таким образом, созда-
ние высокопродуктивной системы экспрессии 
на  основе модификации пластидных геномов 
растений представляется весьма перспективной 
задачей современной биотехнологии.

Несмотря на всю привлекательность, техно-
логия модификации пластидного генома расте-
ний до  сих пор не  стала рутинной процедурой. 
На пути ее создания существует ряд трудностей, 
основными из которых являются крайне низкая 
эффективность трансформации и отбора высо-
копродуктивных гомопластидных трансформан-
тов [2]. Благодаря пополнению списка секвени-
рованных пластидных геномов увеличивается 
и  список видов растений, у  которых проведена 
трансформация пластома [8–10]. Однако вос-
производимые результаты получены с использо-
ванием узкого круга модельных видов растений, 
а выход целевых рекомбинантных белков сильно 
варьирует и  часто не  превышает уровня, кото-
рый наблюдается у ядерных трансформантов [9].

В лаборатории биоинженерии растений 
ИЦиГ СО РАН были получены транспластом-
ные растения табака, экспрессирующие репор-
терный ген egfp и селективный маркер aadA в со-
ставе бицистронного оперона. Целью данной 
работы было оценить уровень экспрессии ре-
портерного egfp-гена по накоплению мРНК и его 
белкового продукта в листьях транспластомных 
растений. Проведено сравнение накопления ре-
комбинантного eGFP-белка в транспластомных 
и  ядерных трансформантах, а  также в  растени-
ях-регенерантах, полученных в  результате двух 
циклов регенерации из  эксплантов исходных 
транспластомных растений. Определен уровень 
гомоплазмии. В  статье обсуждаются вопросы 
неожиданно низкого уровня накопления целе-
вого белка в тканях транспластомных растений 
и возможности решения этой проблемы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал

В качестве исходного материала для биоб-
аллистической трансформации генома пластид 
и  агробактериальной трансформации ядерно-
го генома использовали листья, полученные 
от стерильных растений табака Nicotiana tabacum 
L. cv. Petit Havana, выращенных в асептических 
условиях in vitro на МС-среде [11]. Исходные сте-
рильные растения, а также листовые экспланты, 
растения-регенеранты и проростки культивиро-
вали в  условиях факторостатной комнаты при 
температуре 24°С и  фотопериоде 16/8 ч (день/
ночь). Растения выращивали в условиях гидро-
понной теплицы с  использованием раствора 
Кнопа при световом режиме 16/8 ч (день/ночь), 
температуре 21°–24°С.

Создание экспрессионного вектора pPlastEx-GFP 
для трансформации пластидного генома табака

Общая схема конструирования экспрессион-
ного вектора представлена на рис. 1 (Дополни-
тельные материалы, рис. 1). В качестве места ин-
серции в  пластидный геном был выбран район 
между генами, кодирующими тРНК изолейци-
на – tRNA-Ile и аланина – tRNA-Ala, располага-
ющийся в инвертированном повторе. Посколь-
ку встройка кассеты экспрессии в  пластидный 
геном происходит по  принципу гомологичной 
рекомбинации, были подобраны соответствую-
щие фланкирующие последовательности, гомо-
логичные сайту встраивания. Левую и  правую 
фланкирующие последовательности длиной 
1260 и  884  п.н., соответственно, получали при 
помощи ПЦР с  матрицы пластидной ДНК та-
бака, используя праймеры, представленные 
в табл. 1 (Дополнительные материалы, табл. 1). 
Полученные фрагменты ДНК клонирова-
ли в  составе плазмиды pUC19 в  два этапа (До-
полнительные материалы, рис.  1а). По  сайтам 
EcoRI/Acc65I клонировали левый фланк длиной 
1260  п.н, с  последующим делетированием сай-
та EcoRI. Затем по  сайтам HindIII/SalI клони-
ровали правый фланк длиной 884  п.н. На дан-
ном этапе получали промежуточную плазмиду 
pUC19_left_right-(deltaRI-HIII) (Дополнитель-
ные материалы, рис. 1б).

Ранее нами была получена генетическая 
конструкция, в  которой репортерный ген egfp 
(фенотипический маркер) и  селективный мар-
кер aadA были поставлены под управление кон-
ститутивного пластидного промотора оперона 
рРНК (Prrn), слитого с лидерной последователь-
ностью гена 10 фага Т7 (G10L) и  терминатора 
TpsbA гена psbA, кодирующего белок D1 фотоси-
стемы II (Дополнительные материалы, рис. 1в). 
Эта конструкция была клонирована в  составе 
отдельной плазмиды pUC19, из  которой кассе-
ту экспрессии получали в виде ПЦР-фрагмента 
с  использованием праймеров, представленных 
в табл. 2 (Дополнительные материалы, табл. 2). 
Полученный фрагмент ДНК клонировали в со-
ставе плазмиды pUC_left_right_(delts_RI-HIII) 
по  сайтам Acc65I/SalI c образованием конеч-
ной плазмиды pPlastEx-GFP, используемой для 
трансформации пластидного генома (Дополни-
тельные материалы, рис. 1г).

Оценка экспрессионной активности генетической 
конструкции в прокариотической системе 

экспрессии

Полученную плазмиду pPlastEx-GFP клони-
ровали в клетках E. coli штамма DH10B и выра-
щивали на стандартной среде LB с добавлением 
антибиотика спектиномицина в концентрациях 
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от 50 до 400 мг/л. Флуоресценцию eGFP в кол-
лониях E. coli детектировали с  помощью осве-
щения чашек Петри лампой темно-синего света 
(HL34T, “Clare Chemical Research”, США) при 
длине волны ex/em = 488/507 нм.

Трансформация и отбор транспластомных 
растений табака

Трансформацию листовых эксплантов табака 
N. tabacum проводили с  помощью биобаллисти-
ки по стандартной методике. Стерильные листья 
помещали на чашки Петри с базовой МС-средой 
[11] абаксиальной стороной вверх и  дважды об-
стреливали золотыми частицами при давлении 
разрыва мембраны 1100 psi, расстоянии до  экс-
планта 6 см и вакууме в камере 25 мм.рт.ст. Иммо-
билизацию плазмидной ДНК на золотые частицы 
размером 0.6 мкм проводили с  помощью CaCl2 
и  спермидина согласно инструкции производи-
теля “генной пушки” PDS-1000/He (“Bio-Rad”, 
США). После биобаллистики листья культивиро-
вали на той же среде в темноте в течение 48 ч при 
24°С. Затем листья разрезали на части размером 
примерно 1 см2, экспланты раскладывали на по-
верхности среды для регенерации (МС-среда 
с добавлением 1 мг/л N6-бензиладенина, 0.1 мг/л 
1-нафтилуксусной кислоты и 300 мг/л спектино-
мицина) по площади всей чашки Петри. Каждые 
4 нед. экспланты пассировали на  свежую среду 
того же состава до  появления зеленых каллусов 
через 4–6 нед. Появившиеся и  подрощенные 
зеленые каллусы пересаживали на  свежую сре-
ду для индукции побегообразования (МС-сре-
да с  добавлением 0.1  мг/л N6-бензиладенина, 
300 мг/л антибиотика спектиномицина и 300 мг/л 
антибиотика стрептомицина). Сформировавши-
еся регенеранты отделяли и укореняли на безгор-
мональной МС-среде.

Исходные транспластомные растения Т0 
адаптировали к  условиям гидропонной тепли-
цы, выращивали и  получали семена от  самоо-
пыления. Полученные семена извлекали из ко-
робочек и стерилизовали спиртом 96% в течение 
90 с. Семена дважды промывали стерильной 
водой, подсушивали на фильтровальной бумаге 
и высевали на МС-среду с добавлением двух се-
лективных агентов (спектиномицина и стрепто-
мицина) в максимальной концентрации 500 мг/л 
для устранения гетеропластидности. Зеленые Т1 
проростки, устойчивые к антибиотикам, подра-
щивали в стерильных условиях, а затем адапти-
ровали к условиям гидропонной теплицы и вы-
ращивали для дальнейшего анализа.

Для устранения химерности и  гетеропла-
стидности у 4 исходных T0 транспластомных рас-
тений стерильно отбирали листья и  в условиях 
селективного отбора (спектиномицин в концен-
трации 500 мг/л) регенерировали новые побеги, 

цикл повторяли дважды. Полученные молодые 
регенеранты подращивали на  МС-среде с  до-
бавлением спектиномицина и  стрептомицина 
в  максимальной концентрации 500 мг/л. Хоро-
шо укоренившиеся регенеранты R2 адаптирова-
ли к условиям гидропонной теплицы и выращи-
вали зрелые растения для дальнейшего анализа.

Получение ядерных трансформантов

Агробактериальную трансформацию ли-
стовых эксплантов табака и  получение рас-
тений-трансформантов проводили по  обще-
принятому протоколу [12] с  использованием 
штамма A. tumefaciens C58C1RifR, несущей плаз-
миду pCAMBIA 1300 GFP, экспрессирующую 
репортерный ген egfp и ген доминатного селек-
тивного маркера hptII (Дополнительные мате-
риалы, рис.  2). В  качестве селективного агента 
использовали антибиотик гигромицин В в кон-
центрации 20 мг/л. Трансформанты T0, устойчи-
вые к гигромицину В, адаптировали к условиям 
гидропонной теплицы и  выращивали зрелые 
растения для дальнейшего анализа.

Молекулярный анализ трансформантов

Наличие перенесенных генов в геноме транс-
формантов оценивали с  помощью стандартной 
ПЦР. Тотальную ДНК растений выделяли в  со-
ответствии с  методикой, опубликованной ранее 
[13]. Структура праймеров приведена в  табл.  3 
(Дополнительные материалы, табл.  3). Програм-
ма амплификации: 95°С  – 1 мин.; далее 29 ци-
клов: 95°С – 20 с, 52°С – 20 с, 72°С – 30 с, и затем 
72°С – 2 мин. Уровень экспрессии перенесенных 
генов egfp и  aadA в  транспластомных растениях 
оценивали при помощи ПЦР в реальном време-
ни против контрольной экспрессии собственного 
пластидного референсного гена табака ycf2 [14].

Для проведения анализа экспрессии генов 
для каждого образца была выделена тотальная 
РНК при помощи реагента ExtractRNA (“Ев-
роген”, Россия), РНК обрабатывали DNase  I 
(“Qiagen”, Германия). Затем с  помощью набо-
ра реактивов (“Thermo Scientific RevertAid First 
Strand cDNA Synthesis Kit”, США) получали рас-
твор кДНК из 4 мкг суммарной РНК в 20 мкл ре-
акционной смеси.

В реакцию мультиплексной ПЦР в реальном 
времени брали 1 мкл раствора ДНК или кДНК 
и амплифицировали в 20 мкл реакционной сме-
си следующего состава: 50 мМ Tris-SO4, pH 9.0, 
30 мМ KCl, 10 мМ сульфата аммония, 0.01% 
Tween-20, 3 мМ MgCl2, 0.2 мМ смеси дезокси-
рибонуклеозидтрифосфатов, смесь праймеров 
и  зонда по  0.4 мкМ каждого и  0.1 е.а./мкл Hot 
Start ДНК-полимеразы (“СибЭнзим”, Рос-
сия). Структура праймеров и зондов приведены 
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в  табл. 4 (Дополнительные материалы, табл. 4). 
Программа амплификации: 95°С – 3 мин., далее 
40 циклов с детекцией на стадии отжига (каналы 
FAM, HEX, ROX): 95°С – 10 с, 60°С – 20 с. Каж-
дый образец амплифицировали в трех повторах. 
Уровень экспрессии оценивали при помощи ПО 
“Bio-Rad CFX Manager 3.1”.

Для определения и  контроля гомоплазмии 
использовали ПЦР в  реальном времени [15]. 
Степень гомоплазмии оценивали в  препаратах 
тотальной ДНК растений, выделенной в  соот-
ветствии с  методикой, опубликованной ранее 
[13]. Структура праймеров и  зондов приведены 
в табл. 4 (Дополнительные материалы, табл. 4). 
Каждый образец амплифицировали в  трех по-
вторах. Уровень экспрессии оценивали при по-
мощи ПО “Bio-Rad CFX Manager 3.1”.

Микроскопия

Детекцию автофлуоресценции хлороплас
тов и  флуоресценцию рекомбинантного бел-
ка eGFP в  хлоропластах клеток листовой 
паренхимы, замыкающих клеток устьиц транс-
пластомных растений проводили на  конфо-
кальном микроскопе NLO 780 (“Zeiss”, Гер-
мания) при использовании лазеров с  длинной 
волны 488 нм, 633 нм и комплектами фильтров 
Ch1: 493–598 нм, Ch2: 647–721 нм. Изображе-
ния обрабатывали с использованием програм-
ного обеспечения ZEN (“Zeiss”, Германия).

Определение eGFP флуориметрическим методом

Определение количества рекомбинантного 
eGFP (% от  ОРБ) в  листьях транспластомных 
растений проводили флуориметрическим мето-
дом в  3–5 повторностях. На каждом этапе по-
лучения транспластомных растений проводили 
контроль eGFP-флуоресценции хлоропластов 
с использованием конфокальной микроскопии.

Для определения количества рекомбинант-
ного белка eGFP в  транспластомных растени-
ях табака и  ядерных трансформантах с  каждого 
анализируемого растения брали среднюю про-
бу из  трех листьев разного возраста. Примерно 
250 мг ткани растирали в жидком азоте, порошок 

переносили в 1.5 мл пробирки с 500 мкл буфера 
PBS (phosphate buffered saline) pH 7.4 с добавлени-
ем ингибитора протеаз (Pierce Protease Inhibitor 
Tablets, “Thermo Scientific”, США) и  тщательно 
встряхивали. Пробирки держали на льду. Дебрис 
осаждали центрифугированием при 4°С в  тече-
ние 10 мин. при 13000 об/мин. Супернатант отби-
рали, стараясь не захватить осадок, и переноси-
ли в новые пробирки на лед. Экстракт разводили 
буфером PBS в 10 раз и определяли флуоресцен-
цию eGFP в  200 мкл раствора флуориметриче-
ским способом на приборе Clariostar Plus (“BMG 
Labtech”, Германия) при длине волны 485 нм.

Определение общего растворимого белка

ОРБ выделяли из  листьев зрелых растений 
(см. выше). Определение ОРБ проводили с  ис-
пользованием реактива Бредфорд на  прибо-
ре Clariostar Plus (“BMG Labtech”, Германия) 
при длине волны 595 нм. Калибровку строили 
по БСА в рабочей концентрации 1 мг/мл.

Статистическая обработка полученных данных

Для сравнения групп применяли непараме-
трический критерий Краскела–Уоллиса. Кри-
тическое значение уровня значимости прини-
малось равным 5%, Р– достигнутый уровень 
значимости. Для множественного сравнения 
выборок разного объема использовали крите-
рий Данна (Qкр = 2.394; k = 3; α = 0.05), где Qкр – 
критическое значение, к – число сравниваемых 
групп, α – уровень значимости. Статстическую 
обработку проводили с  использованием про-
граммного пакета Statistica 5.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Генетическая конструкция

Для оценки уровня экспрессии и  накопле-
ния рекомбинантного белка в модельных транс-
пластомных растениях табака была создана ге-
нетическая конструкция pPlastEx-GFP, схема 
которой представлена на  рис.  1. В  состав кон-
струкции входили репортерный ген egfp в каче-

Рис. 1. Схема генетической конструкции pPlastEx-GFP для экспрессии генов egfp и aadA в пластидах (хлоропла-
стах) табака. PrrnG10L – промотор оперона рРНК (Prrn), слитый с лидерной последовательностью гена 10 фага Т7 
(G10L), egfp – кодирующая последовательность гена зеленого флуоресцирующего белка, RBS – сайт связывания 
рибосом, aadA – кодирующая последовательность гена устойчивости к спектиномицину, TpsbA – терминатор гена 
psbA, кодирующего белок D1 фотосистемы II, LF и RF – левая и правая фланкирующие последовательности.
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стве фенотипического маркера и целевого гена, 
а  также селективный маркер aadA, обеспечива-
ющий устойчивость к антибиотикам спектино-
мицину и  стрептомицину, разделенные сайтом 
связывания рибосом.

Конструкция организована в  виде би-
цистронного оперона [16, 17], в котором оба гена 
поставлены под управление конститутивного 
пластидного промотора оперона рРНК (Prrn), 
слитого с  лидерной последовательностью гена 
10 фага Т7 (G10L) и терминатора TpsbA гена psbA, 
кодирующего белок D1 фотосистемы II. Коди-
рующая часть конструкции фланкирована по-
следовательностями, обеспечивающими ее ин-
серцию в район между генами тРНК изолейцина 
и аланина, которые располагаются в инвертиро-
ванном повторе пластидного генома табака.

Оценка эффективности генетических 
конструкций для трансформации пластидного 
генома в прокариотической системе экспрессии

Функциональную активность создаваемых 
генетических конструкций для ядерной транс-
формации возможно предварительно оценивать 
в эукариотических клетках в режиме транзиент-
ной экспрессии. Особенности дизайна генети-
ческих конструкций для пластидной экспрессии 
делают предварительную проверку их функ-
циональности (экспрессионной активности) 
проблематичной. Это связано с  использовани-
ем в  их составе регуляторных элементов про-
кариотического типа, которые делают трансген 
функционально активным только при встройке 
в геном пластид, но не в ядро. Для решения этой 
проблемы мы предлагаем проводить оценку экс-
прессионной активности новых конструкций 
в прокариотической системе экспрессии E. coli.

Данный подход позволяет оценить экспресси-
онную активность созданной нами генетической 
конструкции сразу по  двум генам. Из представ-
ленных на  рис.  2 данных видно, что экспрессия 

в E. coli генетической конструкции pPlastEx_GFP 
обеспечивает устойчивость клеток к антибиотику 
спектиномицину в том диапазоне концентраций, 
который используется для отбора транспластом-
ных растений (рис.  2а—г). В  тоже время флуо-
ресценция eGFP свидетельствует о  наработке 
репортерного/целевого белка и, соответственно, 
о функциональности кассеты экспрессии.

Отбор и анализ транспластомных растений

Из числа первичных трансформантов были 
отобраны растения, которые послужили осно-
вой для создания 19 независимых линий T1 по-
коления, а  также 8 линий растений-регенеран-
тов R2. Наличие встройки генов доминатного 
селективного маркера aadA и  флуоресцентного 
репортера egfp в пластоме полученных растений 
доказывали с помощью ПЦР.

Все анализируемые транспластомные расте-
ния показали наличие в пластидном геноме пе-
ренесенных генов (рис. 3).

Кроме того полученные транспластомные 
растения тестировали с помощью конфокальной 
микроскопии на наличие флуоресценции реком-
бинатного eGFP в  хлоропластах на  всех этапах 
проводимого исследования. Из-за сильного на-
ложения сигналов eGFP в клетках мезофилла ли-
ста наиболее удобными для анализа оказались за-
мыкающие клетки устьиц. Флуоресценция eGFP 
наблюдалась в хлоропластах всех исследованных 
растений поколения Т1 и  R2, устойчивых к  ис-
пользуемым селективным агентам (рис. 4 а—г).

Сравнительный анализ накопления 
рекомбинантного eGFP в исследуемых группах 

растений

Согласно полученным данным количество ре-
комбинантного eGFP в группе транспластомных 
растений поколения T1, полученных от самоопы-
ления исходных независимых трансформантов, 

Рис. 2. Оценка экспрессионной активности генетической конструкции pPlastEx_GFP в клетках E. coli. а-г – клетки 
E. coli, трансформированные экспрессионным вектором, на питательной среде с различным содержанием спекти-
номицина. (а) – 50 мг/л; (б) – 100 мг/л; (в) – 200 мг/л; (г) – 400 мг/л. Зеленый цвет – флуоресценция eGFP. * – ко-
лонии не экспрессирующие egfp.
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в среднем составило 0.37 ± 0.02%. Разброс измен-
чивости в этой группе растений был незначитель-
ным и составил от минимального значения рав-
ного 0.22 ± 0.04% у линии C9 до максимального 
значения равного 0.65 ± 0.07% от  ОРБ у  линии 
C18 (рис. 5а). Это соответствует примерно трех-
кратному превышению максимальных значений 
по накоплению eGFP над минимальными.

На рисунке 5б представлены результаты по на-
коплению eGFP в группе транспластомных рас-
тений-регенерантов поколения R2, полученных 
из  листьев исходных трансформантов T0 после 
двух циклов регенерации в  условиях селектив-
ного отбора. Как видно из представленных дан-
ных, максимальное значение признака равное 
0.59 ± 0.05% от ОРБ у линий R3.2 и R4.2 превы-
шало минимальное значение равное 0.35 ± 0.04% 
у линии R4.1 примерно в 1.7 раза (рис. 5б), соот-
ветственно, размах изменчивости в данной груп-
пе был минимальным. В среднем рекомбинатный 
eGFP накапливался в листьях этой группы расте-
ний на уровне 0.48 ± 0.05% от ОРБ.

В качестве контрольной группы для проведе-
ния сравнительного анализа нами также были по-

лучены ядерные трансформанты Т0 (21 растение), 
продуцирующие eGFP. Структура генетической 
конструкции, использованной для векторного 
переноса, и результаты ПЦР анализа на наличие 
встройки гена egfp в  ядерный геном трансфор-
мантов представлены на рис. 3 (Дополнительные 
материалы, рис. 3). Согласно данным флуориме-
трического определения в листьях растений дан-
ной группы количество рекомбинатного eGFP 
в среднем составило 0.50 ± 0.05%, а минимальное 
и максимальное значения определялись на уров-
не 0.07 ± 0.02% и 1.01 ± 0.04% от ОРБ у растений 
N4 и  N11, соответственно, показывая разницу 
между этими значениями в 14 раз (рис. 5в).

Сравнительный анализ полученных данных 
с  помощью непараметрического критерия Кра-
скела-Уоллиса подтвердил наличие достовер-
ных различий между исследуемыми (T1, R2, T0) 
группами растений (H(2N=48) = 10.082, Р = 0.0065). 
Попарное сравнение групп анализируемых рас-
тений с использованием критерия Данна позво-
ляют утверждать, что в среднем ядерные транс-
форманты T0 накапливали в листьях достоверно 
больше eGFP, чем транспластомные растения T1 
поколения (QT0,T1 = 2.808, К  = 3, α = 0.05). Од-
нако, по этому параметру они достоверно не от-
личались от транспластомных растений-регене-
рантов поколения R2 (QT0,R2 = 0.364, К = 3, α = 
0.05). В целом можно отметить тенеденцию к ста-
тистически значимому увеличению (примерно 
на 30%) количества рекомбинатного eGFP у рас-
тений-регенерантов R2, по  сравнению с  транс-
пластомными растениями T1 поколения, полу-
ченных от самоопыления (QT1,R2 = 2.468, К = 3, 
α = 0.05).

Уровень экспрессии по накоплению  
мРНК генов aadA и egfp

Одним из важных факторов, определяющих 
накопление рекомбинантного продукта в  тка-
нях трансгенных растений, является уровень 

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплифика-
ции в  1% агарозном геле (на примере 7 образцов), 
подтверждающая наличие генов aadA и egfp в геноме 
транспластомных растений. М – маркер молекуляр-
ных весов Step100 Long.

Рис. 4. Детекция рекомбинантного eGFP с помощью конфокальной микроскопии на примере замыкающих клеток 
устьиц в листьях табака. а – флуоресценция eGFP в хлоропластах; б – автофлуоресценция хлоропластов; в – фазо-
вый контраст; г – совмещение. Масштабная линейка: 10 мкм.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ         том 71          № 5          2024

626	 СИДОРЧУК и др.

экспрессии перенесенных генов, оцениваемый 
по  количеству их мРНК. На рис.  6 представле-
ны данные по  определению уровня экспрессии 
генов aadA и  egfp в  листьях транспластомных 
растений поколения Т1, а также растений-реге-
нерантов поколения R2. Результаты, представ-
ленные на  рисунке, нормированы по  уровню 
экспрессии референсного гена ycf2, представ-
ленного в пластидном геноме табака одной ко-
пией.

Во всех исследованных транспластомных 
растениях табака поколения Т1, полученного 
от  самоопыления исходных трансформантов, 
обнаруживалась экспрессия генов aadA и  egfp 
с  незначительной степенью вариабельности 
между растениями (рис. 6а). Так, минимальное 
значение по количеству мРНК, транскрибируе-
мой с гена aadA, составило от 0.70 ± 0.09, а мак-
симальное  – 1.39  ±  0.19 относительных единиц 
у линий C4 и C16, соответственно, а гена egfp – 
от 0.59 ± 0.07 до 1.37 ± 0.14 у тех же самых линий. 
В  среднем же уровень экспрессии по  анали-
зируемым генам в  данной группе относитель-
но экспрессии референсного гена ycf2 оказал-

ся одинаковым и  составил 1.02  ±  0.05 для aadA 
и 1.02 ± 0.06 для egfp.

Транспластомные растения-регенеранты 
R2 были получены для устранения химерности 
и достижения гомоплазмии. У растений данной 
группы уровень экспрессии гена aadA варьиро-
вал от 0.49 ± 0.02 до 0.94 ± 0.10 относительных 
единиц у линий R4.1 и R3.1, а уровень экспрес-
сии гена egfp – от 0.59 ± 0.05 до 1.24 ± 0.14 у ли-
ний R2.2 и R3.1, соответственно (рис. 6б). В це-
лом можно отметить тенденцию к  некоторому 
незначительному снижению значений уровня 
экспрессии у  растений этой группы, которые 
составили в среднем 0.73 ± 0.06 относительных 
единиц для гена aadA и 0.85 ± 0.09 для гена egfp.

Интересно отметить, что сравнительный ана-
лиз полученных данных с  помощью непараме-
трического критерия Краскела-Уоллиса не выя-
вил достоверных различий между исследуемыми 
группами растений по  уровню экспрессии ре-
портерного/целевого гена egfp (H(1, N=20) = 0.982, 
Р = 0.3216), но  показал достоверные отличия 
по уровню экспрессии гена aadA (H(1, N=20) = 8.603, 
Р = 0.0034).

Рис. 5. Накопление рекомбинатного eGFP-белка в линиях транспластомных растений и ядерных трансформан-
тов. а – транспластомные растения табака поколения T1, полученные от самоопыления исходных T0 трансфор-
мантов; б – транспластомные растения-регенеранты табака R2, полученные в результате двух раундов регенера-
ции из листовых эксплантов исходных транспластомных трансформантов T0 (синие столбики – транспластомные 
растения T1 поколения, для сравнения, полученные от тех же самых исходных T0); в – ядерные трансформанты 
поколения T0.
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Определение гомоплазмии в транспластомных 
растениях

Согласно условиям, разработанной нами 
ПЦР в  реальном времени, статус гомоплазмии 
подтверждается, если количество продукта, 
нормированного на контрольный ген ycf2, при-
сутствующий в пластидном геноме табака в од-
ной копии, варьирует в  границах от  0.8 до  1.2 
относительных единиц. Как видно из  пред-
ставленных данных при оценке степени гомо-
плазмии по  гену доминантного селективного 
маркера aadA все исследованные транспластом-
ные растения как поколения Т1 (рис.  7а), так 
и  растения-регенеранты R2 (рис.  7б), являются 
гомоплазматическими, то  есть все копии пла-
стидного генома у них трансгенные.

Интересно отметить, что при оценке степени 
гомоплазмии по  гену egfp большая часть расте-
ний Т1 показала результат, превысивший верх-
нюю границу, определенную для гомоплазма-
тических растений, несмотря на то, что оба гена 
находятся в одной кассете экспрессии, представ-
ляющей собой бицистронный оперон (рис. 7а). 
Однако у  транспластомных растений R2 табака 
подобного явления не наблюдалось (рис. 7б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Для повышения частоты интеграции и уров-
ня экспрессии трансгена в  пластидном геноме 
важное значение имеют выбор места встраива-
ния и правильный подбор элементов экспресси-
онной кассеты: промотора, 5'- и 3'-UTRs. Наи-
более сильный промотор в  пластидах высших 
растений, prrn, управляет опероном рРНК, и он 
использовался при создании многих наиболее 
интенсивно экспрессирующихся кассет [8, 9]. 
Так как рРНК не  транслируется, для высокой 
экспрессии трансгена prrn-промотор должен 
быть дополнен соответствующим сигналом о на-
чале трансляции [10]. По уровню экспрессии ре-
портерных генов были протестированы не толь-
ко пластидные, но  и  некоторые экзогенные 
5'-UTRs [18]. Одним из таких сильнейших фак-
торов, инициирующих трансляцию, оказался 5'-
UTR гена 10 бактериофага T7, который в сочета-
нии с пластидным промотором prrn обеспечивает 
очень высокие уровни аккумуляции чужерод-
ных белков [3]. Исследования роли пластидных 
3'-UTRs говорят о  том, что, хотя они и  влияют 
на  уровень аккумуляции мРНК, стабилизируя 
транскрипты, их вклад в экспрессию трансгена 

Рис. 6. Уровень экспрессии генов aadA и egfp в составе генетической конструкции pPlastEx_GFP в пластидах транс-
пластомных растений по накоплению матричной РНК. а – растения поколения Т1; б – растения регенеранты поко-
ления R2; синий цвет (1) – aadA; зеленый цвет (2) – egfp; отн. ед. – относительные единицы.

Рис. 7. Определение гомоплазмии транспластомных растений. а – в транспластомных растениях Т1 поколения; б – 
в транспластомных растениях-регенерантах R2: желтый цвет (1) – ген aadA; зеленый цвет (2) – ген egfp; красная 
рамка – границы гомоплазмии; отн. ед. – относительные единицы.
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сильно ограничен [19]. Это согласуется с  тем, 
что регуляция генной экспрессии в  пластидах 
происходит преимущественно на  трансляцион-
ном уровне. В созданном нами экспрессионном 
векторе pPlastEx_GFP гены доминатного селек-
тивного маркера aadA и  репортера egfp постав-
лены под управление регуляторных элементов, 
которые согласно данным литературы способны 
обеспечивать высокий выход рекомбинантных 
белков в  тканях транспластомных растений [8, 
9]. Подобранные фланкирующие последова-
тельности обеспечивают интеграцию кассеты 
экспрессии в пластидный геном между генами, 
кодирующими тРНК изолейцина и  аланина, 
локализованные в  инвертированном повторе 
пластидного генома. Это не  только повышает 
частоту трансформации, но также способствует 
экспрессии трансгена и  более высокому нако-
плению целевого продукта [8, 9]. Интеграция 
трансгенной кассеты в  одну копию инвертиро-
ванного повтора облегчает интеграцию в  дру-
гую посредством механизма коррекции копий, 
который является характерной особенностью 
реорганизации генома хлоропластов, усиливая 
тем самым эффективность отбора и достижение 
гомоплазмии [20].

Как фланкирующие последовательности, 
так и регуляторные элементы должны быть по-
лучены из пластидного генома того вида, кото-
рый трансформируется. Это связано с  тем, что 
замена последовательностей одного вида на по-
следовательности другого вида может приводить 
к  значительному снижению не  только уровня 
экспрессии перенесенных генов в  пластидах, 
но  и  частоты интеграции трансгена в  пластом 
[21]. Это еще раз доказывает, что для получения 
высоких уровней экспрессии трансгена в  пла-
стидах необходимо конструировать видоспеци-
фичные векторы.

Процедура получения и  отбора транс-
пластомных растений все еще сложна и требует 
большого количества времени, поэтому весьма 
желательна предварительная оценка работоспо-
собности векторов, создаваемых для трансфор-
мации пластома. Одним из возможных вариан-
тов предварительной оценки вновь создаваемых 
генетических конструкций является их провер-
ка в режиме транзиентной экспрессии [22]. Это 
особенно удобно при наличии в  конструкции 
слитых с  целевыми генами флуоресцентных 
репортеров, детекция которых достаточно про-
ста. Однако такой подход возможен при работе 
с генетическими конструкциями, рассчитанны-
ми на  ядерную экспрессию эукариотического 
типа. В  случае пластидной трансформации для 
экспрессии как репортерных, целевых генов, 
так и  генов доминатных селективных маркеров 
используют регуляторные элементы, промо-
торы, рассчитанные на  прокариотический тип 

экспрессии, характерный для пластид. Такие 
генетические конструкции при ядерной инсер-
ции не  будут экспрессироваться. Оценка же их 
экспрессионной активности при доставке не-
посредственно в  пластиды требует длительного 
отбора и  не укладывается во  временные рамки 
транзиентной экспрессии. Существует приме-
ры оценки транзиентной (полученной в течение 
2–4 сут.) экспрессии еGFP в  различных типах 
пластид табака и A. thaliana при доставке генети-
ческих конструкций с помощью биобаллистики 
[23]. Однако такой подход имеет серьезные огра-
ничения: очень низкое число пластид в клетке, 
экспрессирующих еGFP после доставки (в 80% 
случаев в клетке обнаруживался только один хло-
ропласт), и необходимость использования кон-
фокальной микроскопии [23]. Все это усложняет 
процедуру оценки особенно при низком уровне 
экспрессии флуоресцентного репортера.

На сегодняшний день в  научной литерату-
ре представлен еще один подход, позволяющий 
достичь транзиентной экспрессии флуоресцент-
ных репортеров в  пластидах разных видов рас-
тений. Он основан на доставке экспрессионных 
векторов в хлоропласты с помощью наночастиц, 
связанных с  полимером, например, однослой-
ных углеродных нанотрубок, покрытых положи-
тельно заряженным хитозаном (CS-SWNT) [24]. 
Такой способ доставки более эффективен, чем 
биобаллистика, поскольку до 88% хлоропластов 
могут содержать SWNT [24]. Однако подходы, 
связанные с использованием наночастиц, в дан-
ный момент находятся на  стадии разработки 
и  не применимы для решения рутинных задач. 
Таким образом, оценка функциональности но-
вых генетических конструкций, создаваемых для 
транспластомной трансформации, в экспресси-
онной системе E. coli является наиболее удоб-
ным подходом для решения подобных задач. 
Она проста и  не ограничена использованием 
флуоресцентных репортеров, поскольку пока-
зана возможность трансляции в  клетках E. coli, 
например, инсулиноподобного фактора роста 
1 человека при использовании хлоропластного 
экспрессионного вектора [25].

Одним из  главных преимуществ транс-
пластомных растений по  сравнению с  ядерны-
ми трансформантами является их способность 
нарабатывать значительные количества реком-
бинантных белков [9]. Полученные нами транс-
пластомные растения табака с экспрессионным 
вектором pPlastEx_GFP поколения Т1 продуци-
ровали рекомбинатный eGFP-белок на  уровне 
достоверно меньшем, чем контрольные ядер-
ные трансформанты. Интересно отметить, что 
транспластомные растения-регенеранты R2, 
прошедшие два раунда регенерации под давле-
нием отбора на двух антибиотиках, продуциро-
вали eGFP на уровне ядерных трансформантов, 
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что примерно на 30% больше, чем у потомков T1 
полученных от  самоопыления исходных транс-
формантов.

Таким образом, уровень накопления реком-
бинантного белка eGFP и разброс изменчивости 
по этому признаку, выявленные в листьях ядер-
ных трансформантов табака, являются нормой, 
отражающей особенности случайной интегра-
ции трансгена в ядерный геном. Однако уровень 
накопления рекомбинантного белка eGFP в ли-
стьях транспластомных растений оказался не-
ожиданно низким вне зависимости от  выбран-
ного уровня селективного давления при отборе 
и расхимеривании. Это может быть связано либо 
с  недостаточным уровнем экспрессии трансге-
на, либо с тем, что при использованных методах 
отбора не был достигнут уровень полной гомо-
плазмии хлоропластов.

Количественный анализ мРНК, транскри-
бируемой с pPlastEx_GFP экспрессионного век-
тора, не  показал очевидной прямой взаимос-
вязи между накоплением рекомбинтного eGFP 
у  отдельных образцов с  наблюдаемыми флукту-
ациями по  экспрессии соответствующих транс-
криптов. Результаты показывают отсутствие зна-
чимых отличий по  уровню экспрессии целевого 
egfp между исследуемыми группами, несмотря 
на то, что количество нарабатываемого белкового 
продукта в  них достоверно отличается. В  целом 
полученные данные не  позволяют связать низ-
кий уровень накопления рекомбинантного eGFP 
c низким уровнем его экспрессии. Вероятнее все-
го, это связано с  ограничениями, налагаемыми 
на уровне трансляции рекомбинантных белков.

Характерной особенностью пластидного ге-
нома является его огромная копийность. С  од-
ной стороны, это позволяет нарабатывать вы-
сокие уровни рекомбинантных белков в клетках 
транспластомных растений, но  с  другой сторо-
ны, создает серьезные трудности при их отборе 
и  преодолении химеризма. Достижение гомо-
плазмии, то  есть такого состояния пластидно-
го генома, при котором все его копии содержат 
трансген, обусловлено еще и  необходимостью 
предотвращения генной конверсии, рекомбина-
ционного механизма, в результате которого мо-
жет произойти потеря трансгена и реверсия к ди-
кому типу [10, 26]. Кроме того, предполагается, 
что при гетероплазмии наличие нетрансгенных 
копий пластома может снижать выход реком-
бинантных белков [2]. Учитывая неожиданно 
низкий уровень накопления рекомбинантного 
eGFP в полученных нами транспластомных рас-
тениях табака, мы предположили, что это может 
быть обусловлено гетероплазмией.

Переход на  уровень гомоплазмии у  транс-
пластомных растений достигается с  помощью 
разных подходов, например, отбором на двух ан-
тибиотиках и  дополнительными раундами реге-

нерации под давлением отбора [10, 27–29]. В на-
шей работе мы  использовали оба этих подхода 
для получения исследуемых групп транспластом-
ных растений. Представленные данные свиде-
тельствуют о  том, что низкий уровень накопле-
ния рекомбинантного eGFP в изученных группах 
транспластомных растений с  кассетой экспрес-
сии pPLastEx_GFP не связан с присутствием не-
трансгенных копий пластидного генома.

Одним из подходов, который, как предпола-
гается, влияет на итоговое накопление рекомби-
нантных белков в пластидах растений, является 
оптимизация кодонного состава генетических 
конструкций. Действительно, в  некоторых слу-
чаях высокие уровни экспрессии (от 12 до  70% 
рекомбинантных белков от  ОРБ) были получе-
ны именно с трансгенами, оптимизированными 
по кодонному составу [3, 29–31]. Однако в этих 
случаях использовались только синтетические, 
то есть оптимизированные по кодонному соста-
ву кодирующие области и не проводилось срав-
нения с  нативными кодирующими областями. 
Кроме того, данный подход не всегда приводит 
к  усилению экспрессии и  разница в  накопле-
нии белка в  хлоропластах при использовании 
трансгенов с  синтетическими кодирующими 
районами и нативными может быть незначитель-
ной. Так, показано, что транспластомные расте-
ния табака, экспрессирующие оптимизирован-
ную генетическую конструкцию, накапливали 
11.3% инсулиноподобного фактора роста 1 чело-
века в листьях, а не оптимизированную – 9.5% 
от  ОРБ [25]. Следовательно, реальный вклад 
оптимизации кодонного состава в  достижение 
высоких уровней экспрессии и  накопления ре-
комбинантных белков не вполне очевиден.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Трансформация пластидного генома расте-
ний является весьма привлекательной альтерна-
тивой ядерной трансформации и активно разра-
батывается уже не один десяток лет. Достаточно 
хорошо изучены молекулярно-генетические ме-
ханизмы этого процесса, и отработаны техноло-
гические варианты доставки трансгенов в  пла-
стиды по  крайней мере для модельных видов 
растений. Однако до сих пор ожидаемые резуль-
таты этого подхода в каждом конкретном случае 
плохо прогнозируются на  всех этапах его реа-
лизации, начиная с  создания экспрессионного 
вектора. Даже использование оптимизирован-
ных по  характеристикам регуляторных элемен-
тов и  нацеливание генетической конструкции 
в  наиболее эффективные для экспрессии сай-
ты пластидного генома не гарантирует высоких 
уровней выхода продукта. Широкая вариабель-
ность уровня накопления рекомбинантных бел-
ков (от 0.85% до 45.0% от общего растворимого 
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белка) отмечалась даже для случаев оптималь-
ного сочетания регуляторных элементов и сайта 
интеграции [2]. На самом деле этот разброс мо-
жет быть еще больше. Отобранные нами транс-
пластомные растения табака показали нако-
пление рекомбинантного eGFP на  неожиданно 
низком уровне, соответствующем экспрессии 
ядерных трансформантов. Кроме того, полу-
ченные транспластомные растения табака по-
казали незначительную степень изменчивости 
как по уровню экспрессии, так и по уровню на-
копления рекомбинантного eGFP, что, очевид-
но, обусловлено молекулярно-генетическими 
особенностями самого процесса трансформа-
ции пластидного генома. Соответственно, даже 
увеличение выборки исходных трансформантов 
не гарантирует того, то что будут выделены вы-
сокопродуктивные формы. Полученные нами 
данные не  позволяют связать низкий уровень 
накопления рекомбинантного eGFP c низким 
уровнем экспрессии трансгена или с  присут-
ствием в  хлоропластах нетрансгенных копий 
пластидного генома. Вероятнее всего, это свя-
зано с  ограничениями, налагаемыми на  уровне 
трансляции рекомбинантных белков в  хлоро-
пластах, что требует дальнейшего исследования.
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Генетическая трансформация rol-генами Agrobacterium rhizogenes приводит к  многочисленным 
фенотипическим изменениям, в  том числе к  повышению стрессоустойчивости трансгенных 
растений. Механизмы стрессоустойчивости у  растений, экспрессирующих rol-гены, остаются 
малоизученными, кроме того, фенотипические эффекты этих трансгенов зависят от того, из ка-
кого штамма агробактерий они происходят. Целью работы было создание трансгенных растений 
табака Nicotiana tabacum L., несущих rol-гены штаммов A4, 15834 и K599 A. rhizogenes, анализ их 
стрессоустойчивости и состояния антиоксидантной системы. Трансгенные растения с rol-генами 
штаммов A4 и 15834 характеризовались увеличением скорости роста корней, как при нормальных 
условиях, так и при воздействии повышенных концентраций хлорида натрия и ацетата кадмия по 
сравнению с диким типом. Экспрессия rol-генов штамма К599 оказывала негативное действие на 
рост корней трансгенных растений табака как в норме, так и в стрессовых условиях засоления, 
гипотермии и повышенных концентрациях ацетата кадмия. В корнях трансгенных растений та-
бака в оптимальных условиях и при засолении экспрессия rol-генов штаммов A4 и 15834 способ-
ствовала повышению количества общего растворимого белка, пролина, общего пула глутатиона 
и активности супероксиддисмутазы. В корнях трансгенных растений с rol-генами штамма К599 
в условиях засоления обнаруживалось повышение активности супероксиддисмутазы, гваяколпе-
роксидазы и  глутатион-S-трансферазы. Таким образом, показано, что положительный эффект 
экспрессии rol-генов на рост корней трансгенных растений может быть связан с влиянием на раз-
личные компоненты антиоксидантной системы. Полученные нами результаты говорят о перспек-
тивности использования rol-генов штаммов А4 и 15834 A. rhizogenes для создания новых сортов 
и линий растений с улучшенными параметрами роста корней и повышенной стрессоустойчиво-
стью, тогда как rol-гены штамма К599 не подходят для таких целей.

Ключевые слова: Agrobacterium rhizogenes, Nicotiana tabacum, агробактериальная трансформация, 
антиоксидантная система, стрессоустойчивость, rol-гены

DOI: 10.31857/S0015330324050111, EDN: MLUDPV

ВВЕДЕНИЕ

Agrobacterium rhizogenes (Rhizobium rhizogenes) 
[1, 2] в  процессе генетической трансформации 
переносит в  составе Т-ДНК в  геном растений 

гены rolA, rolB, rolC и rolD, так называемые гены 
“корневого локуса” (англ. root locus), выполня-
ющие разнообразные биологические функции, 
которые нарушают нормальное функционирова-
ние растений путем действия на гормональную 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 ВЛИЯНИЕ ROL-ГЕНОВ AGROBACTERIUM RHIZOGENES ШТАММОВ А4, 15834 И K599	 633

систему, что в итоге приводит к образованию во-
лосовидных корней (англ. hairy roots) [3–5]. На 
сегодняшний день известно, что экспрессия всех 
rol-генов как вместе, так и по отдельности может 
оказывать различное влияние на морфогенез, 
антиоксидантную систему, стрессоустойчивость 
и  вторичный метаболизм, что было подробно 
рассмотрено в  нашем обзоре [6]. Накаплива-
ются данные о  позитивном влиянии отдельных 
rol-генов на стрессоустойчивость через воздей-
ствие на компоненты антиоксидантной системы 
и гормональный статус растений. К примеру, ген 
rolB способен активировать защитные системы 
растений в  ответ на активные формы кислоро-
да (АФК), предотвращая гибель некротических 
клеток, и  уменьшать симптомы апоптоза [7]. 
Было показано, что растения Rubia cordifolia  L., 
несущие ген rolC штамма А4 A. rhizogenes, луч-
ше нейтрализуют действие АФК, чем дикий тип 
[8]. Дальнейшие исследования показали, что 
у rolC-трансформированных растений активиру-
ются myb-response elements и  С-related elements, 
регулирующие синтез вторичных метаболитов, 
что проявляется снижением содержания АФК [3, 
9]. Также есть данные о  2–3-кратном повыше-
нии устойчивости rolC-трансформантов к  соле-
вому стрессу, низким и  высоким температурам 
[8]. Экспрессия каждого из rol-генов у растений 
Centella asiatica L., транcформированных штам-
мом А4 A. rhizogenes, способствовала увеличению 
содержания абсцизовой кислоты [10].

Несмотря на описанные результаты, оста-
ется менее изученным, как влияет на рост 
и  стрессоустойчивость растений встраивание 
в  геном всех rol-генов из различных штаммов 
агробактерий. Сравнительные исследования 
направленные на оценку стрессоустойчивости 
и состояния компонентов антиоксидантной си-
стемы трансгенных растений, полученных при 
встраивании всех rol-генов различных штаммов 
агробактерий, судя по всему, не проводились. 
Поэтому целью данного исследования явилось 
создание трех вариантов трансгенных растений 
табака, несущих rol-гены штаммов A4, 15834 
и K599 A. rhizogenes, анализ их стрессоустойчи-
вости и состояния антиоксидантной системы.

Штаммы A. rhizogenes классифицируют в со-
ответствии с использованием ими основных опи-
нов для питания: агропина, маннопина, кукумо-
пина и микимопина [11–13]. Наиболее известны 
штаммы A. rhizogenes агропинового типа – 15834, 
А4 и LBA9402, чаще всего используемые для ге-
нетической трансформации растений с  целью 
получения волосовидных корней. К  кукумопи-
новому типу относится менее изученный штамм 
K599 (NCPPB2659), но успешно используемый 
для трансформации растений семейства Faba-
ceae [14, 15]. Предполагалось, что rol-гены аг-
ропиновых и  кукумопиновых штаммов будут 

оказывать разное влияние на рост, стрессоустой-
чивость и  компоненты антиоксидантной систе-
мы в трансформированных растениях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание трансгенных растений табака 
с rol‑генами штаммов A4, 15834 и K599 A. rhizogenes

В  работе использовали кукумопиновый 
штамм A. rhizogenes К599 (NCPPB2659) с  плаз-
мидой pRi2659, агропиновые штаммы А4 и 15834 
с плазмидами pRi15834 и pRiA4, соответственно. 
Трансгенные растения табака Nicotiana tabacum L. 
сорта Petit Havana линии SR1 были получены ме-
тодом агробактериальной трансформации листо-
вых дисков с  использованием соответствующих 
штаммов A. rhizogenes. Для проведения генетиче-
ской трансформации штаммами К599, А4 и 15834 
использовали двухмесячные растения табака, вы-
ращенные ex vitro. Агробактерии предварительно 
наращивали в жидкой среде LB (Lysogeny Broth) 
с добавлением рифампицина 100 мг/л (“Фарма-
синтез”, Россия), затем осаждали центрифугиро-
ванием при 4000 об/мин в течение 5 мин, осадок 
растворяли в  5 мл среды minA (K2HPO4–1.37%; 
KH2PO4–0.45%; (NH)4SO4–0.1%; цитрат натрия – 
0.05%; MgSO4×7H2O – 0.025%; сахароза – 0.2% г; 
pH 5.4) с добавлением 100 мкМ ацетосирингона 
(“Sigma”, США). Суспензию агробактерий на-
ращивали на орбитальном шейкере (“Innova 40”, 
Германия) в  течение двух часов при 25°C 
и 180 об/мин. Экспланты листьев табака стерили-
зовали с  использованием 70% раствора этанола 
(~1 мин) и 2% раствора гипохлорита натрия (~10 
мин), затем промывали 5 раз стерильной дис-
тиллированной водой. Инокуляцию листовых 
эксплантов суспензией агробактерий проводи-
ли в течение 30 мин, после чего помещали их на 
твердую МС-среду, предварительно подсушивая 
на стерильной фильтровальной бумаге, на со-
вместное культивирование в течение 2 суток. при 
температуре 25 °C, затем листовые экспланты пе-
реносили на твердую МС-среду с цефотаксимом 
(100 мг/л) (“Биохимик”, Россия) для элиминации 
агробактерий.

Выросшие волосовидные корни дли-
ной 1.5–2  см помещали в  отдельные чаш-
ки Петри со МС-средой с  добавлением 
цефотаксима (100  мг/л) и  содержали при тем-
пературе 24°  ±  1°C в  темноте. Для регенерации 
побегов из волосовидных корней перемещали 
их в камеру роста Binder с интенсивностью све-
та 140 мкмоль/(м2 с). Выращивали эти корни на 
МС-среде c pH 5.7–5.8 [16], дополненную 6-бен-
зиламинопурином (БАП) (1  мг/л) и  нафтилук-
сусной кислотой (НУК) (0.5  мг/л). Тотальную 
ДНК из побегов выделяли стандартным CTAB-
методом [17]. Трансгенность индуцированных 
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побегов проверяли методом ПЦР с праймерами  
RolAB1F 5′-AATTGCTACGAGGGGACGCTTTGT‑3′, 
RolAB1R  5′-ACGCTCCGCCGGTGGTCATACTTA‑3′, 
RolAB2F  5′-TCGGCGGGCTAAGGTCAAGAA‑3′, 
RolAB2R  5′-CTCGCGAGAAGATGCAGAAAGTA‑3′, 
подобранными нами ранее для одновремен-
ной детекции генов rolA и  rolB различных 
штаммов A. rhizogenes. Для ПЦР-анализа на 
наличие гена rolC использовали праймеры  
rolC1F 5′-GGCGCACTCCTCACCAACCTTC‑3′ 
и rolC1R 5 ′-CTCGCCATGCCTCACCAACTCA‑3′, 
подобранные нами ранее к различным штаммам 
A. rhizogenes [18]. Необходимо отметить, что эти 
праймеры не дают специфичных ПЦР-продуктов 
на табаке дикого типа, хотя табак является при-
родно-трансгенным растением, содержащим го-
мологи rol-генов [4]. Для акклиматизации регене-
рантов к почвенным условиям корни очищали от 
агара, после чего сажали на почвенный субстрат, 
покрывали пленкой для сохранения влажности 
и  выращивали при температуре 26° ±  1°C, при 
интенсивности света 35 мкмоль/(м2 с) и  фото-
периоде 16/8 ч (свет/темнота). Акклиматизация 
проходила в течение 1 недели, после чего пленку 
убирали и  выращивали растения до стадии со-
зревания семян. Случайным образом для даль-
нейшего размножения были отобраны ПЦР-по-
ложительные трансгенные растения табака A4 
(16, 17, 19), 15834 (5, 7) и  K599 (14, 24). Семена, 
полученные от этих 7 трансгенных растений, ста-
ли родоначальниками соответствующих линий 
и были использованы в дальнейшей работе. От-
бор трансгенных форм табака в ряду поколений 
осуществляли также при помощи метода ПЦР на 
гены rol A, B, C.

Морфометрический анализ корней трансгенных 
растений табака при действии засоления, 

гипотермии и ацетата кадмия

Семена трансгенных растений N. tabacum 
поколения Т2 линий A4 (16, 17, 19), 15834 (5, 7) 
и  K599 (14, 24), высевали на твердую МС-среду 
и выращивали в камерах роста (“Binder”, Герма-
ния) при температуре 25°C, освещенности око-
ло 140 мкмоль/(м2 с) и фотопериоде 16/8 ч (свет/
темнота) (нормальные условия). 10-дневные 
проростки с одинаковыми размерами корней пе-
ресаживали на вертикально-ориентированные 
чашки Петри со МС-средой при нормальных ус-
ловиях, действии засоления в  концентрациях 50 
и 100 мМ NaCl, ацетата кадмия в концентрациях 
100 и 200 мкМ, гипотермии (12°C). Растворы NaCl 
и CdAc добавляли в среду перед автоклавировани-
ем. Для выявления оптимальных концентраций 
NaCl предварительно был проведен эксперимент 
с растениями табака дикого типа (ДТ) с использо-
ванием следующих концентраций этой соли: 25, 
50, 100 и  200 мМ. Поскольку при концентрации 

25  мМ наблюдалось незначительное изменение 
длины корней по сравнению с нормальными ус-
ловиями, а  при концентрации 200  мМ прирост 
не отличался от 100 мМ, то нами были выбраны 
две концентрации, при действии которых наблю-
далось либо улучшение (50 мМ) либо замедление 
роста (100 мм) корней. Для выявления концентра-
ции CdAc также проводили эксперимент с  рас-
тениями табака ДТ с  использованием следую-
щих концентраций: 50, 100, 200 и 400 мкМ. При 
концентрации 50  мкМ прирост корней табака 
не отличался от прироста в  нормальных услови-
ях, а  при концентрации 200 и  400 мкМ прирост 
был примерно одинаковый, но меньший, чем 
при норме, поэтому нами были выбраны две ми-
нимальные концентрации (100 и  200 мкМ), при 
действии которых наблюдалось снижение роста 
корней. Затем через 10 дней определяли прирост 
корней (изменение длины). В качестве контроля 
были выбраны нетрансгенные растения табака 
сорта Petit Havana линии SR1 (дикий тип  – ДТ). 
Выборка составила 60 растений для каждой линии 
(n = 60).

Анализ антиоксидантной системы и содержания 
общего растворимого белка трансгенных растений 

табака при действии засоления

10-дневные проростки растений N. tabacum 
поколения Т2, выращенные в  чашках Петри на 
твердой МС-среде линий A4 (16, 17, 19), 15834 (5, 7) 
и K599 (14, 24) с одинаковыми размерами корней 
пересаживали на вертикально-ориентированные 
чашки Петри со МС-средой с добавлением 50 мМ 
NaCl. Активность всех ферментативных систем 
в корнях была пересчитана на мг общего раство-
римого белка. Все биохимические исследования 
проводили в 10 повторностях (n = 10).

Для определения активности супероксид-
дисмутазы (СОД) в  корнях применяли метод, 
основанный на способности СОД конкуриро-
вать с  нитросиним тетразолием за супероксид-
анионы [19]. Активность аскорбатпероксидазы 
(АПОК) определяли методом, основанным на 
определении скорости разложения перекиси во-
дорода аскорбатпероксидазой с  образованием 
воды и дегидроаскорбата [20]. Активность гвая-
колпероксидазы (ГПОК) определяли по способ-
ности полимеризации гваякола до тетрагваякола 
[21]. Активность каталазы (КАТ) проверяли по 
скорости деградации молекул перекиси водорода 
[22]. Количество малонового диальдегида (МДА) 
в навеске определяли с помощью тиобарбитуро-
вой кислоты [23]. Метод определения пролина 
был основан на работе Khedr с соавт. [24]. Содер-
жание водорастворимых сахаров определяли ме-
тодом, описанным в работе Dubois с соавт. [25]. 
Общая антиоксидантная способность (ОAC) 
оценивалась на метанольных (80%) экстрактах 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 5          2024

	 ВЛИЯНИЕ ROL-ГЕНОВ AGROBACTERIUM RHIZOGENES ШТАММОВ А4, 15834 И K599	 635

по восстановлению Mo (VI) до Mo (V) при кислом 
pH [26]. Активность глутатион-S-трансферазы 
(GST) определяли по скорости образования 
конъюгатов между восстановленным глутатио-
ном и 1-хлор‑2,4-динитробензолом [27]. Содер-
жание окисленного и восстановленного глутати-
она определяли методом Хиссина и Хильфа [28] 
Содержание общего растворимого белка опреде-
ляли по методу Бредфорд.

Результаты всех исследований представлены 
в виде гистограмм со средними значениями вы-
борки. Барами обозначали стандартную ошибку 
среднего (M  ± SEM). Достоверность различий 
во всех экспериментах оценивали при помощи 
U-критерия Манна-Уитни (Р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение трансгенных растений табака, 
несущих rol-гены штаммов А4, 15834 и К599

В  результате агробактериальной трансфор-
мации табака штаммом К599 спустя 7 дней на 
листовых эксплантах начали появляться спон-
танные точки регенерации (рис. 1а), из которых 
через 7 дней развивались не корни, а  побеги 
(рис. 1б). Затем, побеги, изолированные от мате-
ринского экспланта, укореняли на МС-среде без 
добавления гормонов (рис.  1г, д). Стоит отме-
тить, что через 25 дней после инокуляции агро-
бактериями на поверхности эксплантов появля-

Рис. 1. Результаты трансформации листовых эксплантов табака rol-генами штамма К599 A. rhizogenes: (а) – образование 
на поверхности эксплантов точек регенерации на 7-й день после инокуляции, (б) – регенерация побегов на 14-й день 
после инокуляции, (в) – образование волосовидных корней на 25-й день после инокуляции (отмечено стрелкой), (г), 
(д) – регенерация корней из побегов на безгормональной среде, (е) – акклиматизация регенеранта к условиям почвы.
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лись и типичные волосовидные корни (рис. 1в) 
длиной 1.5–2 см, которые переносили на свежую 
МС-среду с  добавлением БАП (1  мг/л) и  НУК 
(0.5  мг/л) для индукции геммогенеза. Из полу-
ченных побегов (8 – образовавшихся спонтанно, 
10  – индуцированных из волосовидных корней 
на среде с гормонами) выделяли геномную ДНК 
и  проводили ПЦР на наличие генов rolA, B, C. 
В  итоге было отобрано 16  трансгенных расте-
ний, из которых 14 были успешно акклиматизи-
рованы к почвенным условиям (рис. 1е).

При использовании штаммов А4 и  15834 
волосовидные корни на поверхности эксплан-
тов индуцировались на безгормональной среде 
спустя 7–10 дней после проведения трансфор-

мации (рис.  2а), причем, в  отличие от штамма 
К599, на безгормональных питательных средах 
образования побегов не происходило. При пе-
ресадке изолированных волосовидных корней 
на среду с  добавлением БАП (1  мг/л) и  НУК 
(0.5 мг/л) начинали появляться побеги (рис. 2б), 
которые затем каждые две недели переносили на 
свежую МС-среду такого же состава (рис. 2в, г). 
Трансгенность полученных регенерантов про-
веряли с помощью ПЦР на наличие генов rolA, 
B, C. ПЦР-анализ показал наличие rol-генов во 
всех анализируемых регенерантах. В  результате 
было получено 15 трансгенных растений табака 
при помощи штамма А4 и 12 при помощи штам-
ма 15834.

Рис. 2. Результаты трансформации листовых эксплантов табака rol-генами штамма А4 A. rhizogenes: (а) – внешний 
вид волосовидных корней на 14 день культивирования на среде без фитогормонов, (б), (в) – регенерация побега 
из волосовидного корня на среде с добавление БАП и НУК, (г) – культивирование регенерантов на среде с добав-
ление БАП и НУК.
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Для проведения анализа роста корней и ак-
тивности компонентов антиоксидантной систе-
мы из rol-трансформантов (рис. 3а-г) случайным 
образом были выбраны следующие 7 растений: 
A4 (16, 17, 19), 15834 (5, 7) и K599 (14, 24). Далее 
получали трансгенные растения поколения Т1, 
методом ПЦР-анализа оставляли лишь те, ко-
торые содержали агробактериальные rol-гены. 
Семена от этих растений использовали в  даль-
нейшей работе (поколение Т2). Растения Т2 тоже 
проверяли на наличие rol-генов методом ПЦР-
анализа.

Морфометрический анализ корней трансгенных 
растений табака при нормальных условиях и при 

действии стрессовых факторов

При нормальных условиях (25 °C) у трансген-
ных растений табака, несущих rol-гены штам-
мов А4 и  15834, было выявлено достоверное 
увеличение длины корней, а  у  линий штамма 
К599 выявлено снижение темпов роста корней 
(рис. 4а), по сравнению с ДТ. Степень повыше-
ния роста при этом составила в  среднем 35% 
и 57% для линий штаммов А4 и 15834 соответ-
ственно, а степень снижения роста корней у ли-
ний штамма К599 в среднем 86% по сравнению 
с  ДТ. При действии NaCl в  концентрации 50 
мМ продемонстрировано достоверное увеличе-

ние длины корней у линий А4 (16, 19) и линии 
15834 (5), в  то время как, линии К599 (14, 24) 
характеризовались снижением роста корней по 
сравнению с ДТ (рис. 4б). Сходные результаты 
были получены при анализе роста корней при 
действии NaCl в  концентрации 100 мМ  – уве-
личение роста корней у  линий А4 (19) и  15834 
(5), а  также снижение темпов роста у  корней 
линий К599 (14, 24). Степень увеличения длины 
корней при засолении составила в среднем 52% 
и 38% для линий 19 и 5 соответственно, а сте-
пень уменьшения длины корней для линий 14 
и 24 составила в среднем 88% (рис. 4в). При ги-
потермии у трансгенных растений обнаружено 
ухудшение параметров роста корней, чем у ДТ. 
Большее уменьшение длины корней по сравне-
нию с ДТ было характерно для растений табака, 
трансформированных штаммом К599 и в сред-
нем составило 86% по сравнению с ДТ. Для кор-
ней линий А4 и  15834 в  условиях гипотермии 
уменьшение длины корней по сравнению с ДТ 
в  среднем составило 23% и  26% соответствен-
но (рис.  4г). В  условиях кадмиевого стресса 
в  концентрации CdAc 100 мкМ было выявле-
но увеличение длины корней у  линий А4 (19), 
15834 (5, 7), а также уменьшение длины корней 
у линии А4 (16) и у обеих анализируемых линий 
К599 по сравнению с ДТ (рис. 4д). При действии 
ацетата кадмия в концентрации 200 мкМ более 

Рис. 3. Электрофореграмма результатов ПЦР-анализа побегов-регенерантов с праймерами RolAB1, RolAB2 и rolC1: 
(а), (г) – К599, (б) – 15834, (в) – А4. М – маркер длин ДНК 1kb DNA Ladder. К – отрицательный контроль ПЦР. К+ – 
положительный контроль ПЦР. Размеры ПЦР-продуктов: 1112 п.н. (RolAB1), 1127 п.н. (RolAB2), 267 п.н. (rolC1).
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быстрыми темпами роста корней характеризо-
вались линии А4 (17, 19) и 15834 (5, 7) (рис. 4е). 
Степень повышения темпов роста корней при 
действии ацетата кадмия в  концентрации 100 
мкМ в  среднем составила для линий А4–23% 
и  15834  –  50%, при концентрации 200  мкМ  – 
69% и 82% соответственно, по сравнению с ДТ. 
Степень снижения роста корней для линий, 
трансформированных штаммом К599, при дей-
ствии ацетата кадмия в концентрации 100 мкМ 
составила в  среднем 47% по сравнению с  ДТ 
(рис. 4д).

Анализ антиоксидантной системы и содержания 
общего растворимого белка в трансгенных 

растениях табака при воздействии засоления

Засоление наряду с  другими стрессовыми 
факторами оказывает негативное действие на 
растения за счет образования АФК и повышения 
уровня окислительного стресса. Поскольку NaCl 
содержится в почве, то этот стрессовый фактор 
оказывает свой отрицательный эффект, прежде 
всего, на рост корней [29], в  которых, по дан-
ным литературы [6], экспрессируются rol-гены. 

Рис. 4. Изменение длины корней трансгенных растений табака при выращивании на вертикально-ориентирован-
ных чашках Петри: (а) – нормальные условия, (б) – 50 мМ NaCl, (в) – 100 мМ NaCl, (г) – +12°С, (д) – 100 мкМ 
CdAc, (е) – 200 мкМ CdAc. Звездочками (*) обозначены достоверно различающиеся результаты изменения длины 
корней между ДТ и трансгенными растениями (P ≤ 0.05).
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Кроме того, результаты морфометрического 
анализа корней при засолении в концентрации 
50 мМ NaCl продемонстрировали достоверное 
изменение длины у всех трансгенных растений, 
поэтому нами было принято решение провести 
анализ антиоксидантной системы при засоле-
нии именно с данной концентрацией NaCl.

У  трансгенных растений линий А4 и  15834 
содержание водорастворимых сахаров в  корнях 
(рис. 5а) при нормальных условиях было досто-
верно меньше по сравнению с ДТ. При воздей-
ствии засоления количество водорастворимых 
сахаров у  ДТ достоверно снижалось, а  у  расте-
ний линий А4 и 15834 хотя и превысило ДТ, но 
не отличалось от значений, полученных в  оп-
тимальных условиях культивирования. Содер-
жание водорастворимых сахаров в  нормальных 
условиях в корнях линий К599 было достоверно 
ниже, чем в растениях ДТ, однако при засолении 
их количество увеличилось в  1.8 раз, превысив 
значение у ДТ.

Количество пролина (рис. 5б) в нормальных 
условиях в корнях трансгенных растений линий 
А4 и  15834 было выше в  4 и  4.5 раза соответ-
ственно, чем в растениях ДТ. В условиях засоле-
ния количество пролина возросло в среднем для 
линий А4 и 15834 – в 1.5 раза, К599 – в 3 раза, по 
сравнению с  нормальными условиями, превы-
сив значение ДТ в 3.5 и 3 раза соответственно. 
Таким образом, при нормальных условиях у рас-
тений К599 количество пролина было как у ДТ, 
а  в  условиях засоления превысило его показа-
тель (рис. 5б).

В  нормальных условиях содержание общего 
растворимого белка (рис. 5в) в корнях растений 
ДТ соответствовало значениям в корнях линий 
15834 и  было достоверно выше, чем в  корнях 
трансгенных растений линий А4 и К599 в сред-
нем на 30% и  51% соответственно. В  услови-
ях засоления в  корнях линий К599 содержание 
растворимых белков снижалось, но достоверно 
не отличалось от ДТ, в  то время как в  корнях 
трансгенных растений линий А4 и 15834 содер-
жание белков наоборот возрастало и  превыси-
ло значения, полученные у растений ДТ на 51% 
и 60% соответственно.

Активность каталазы (рис.  5г) при нормаль-
ных условиях была выше по сравнению с  ДТ 
у линий А4 – в 3.8 раза, 15834 – в 2.8 раза и К599 – 
в  5.5  раза. При добавлении 50  мМ NaCl актив-
ность каталазы в корнях растений ДТ повысилась 
в 4.8 раза. В условиях засоления активность ката-
лазы в корнях линий К599 превышала значения, 
полученные в корнях ДТ в среднем в 1.4 раза, од-
нако по сравнению с  нормальными условиями 
было характерно незначительное повышение. 
При засолении активность каталазы в корнях ли-
ний А4 и 15834 оставалась на том же уровне и до-
стоверно не отличалась от значений у ДТ.

Активность ГПОК (рис.  5д) в  корнях всех 
трансгенных линий в  нормальных услови-
ях была выше, чем у  растений ДТ в  среднем 
в  растениях А4  – в  2.9 раза, 15834  – в  2.5 раза 
и К599 – в 6.5 раза. При засолении активность 
ГПОК в корнях растений линий А4 и 15834 до-
стоверно снижалась в  среднем в  1.3 и  1.8 раза 
соответственно, и  была ниже по сравнению 
с ДТ у линий А4 – в 1.7 раза и 15834 – в 2.8 раза, 
а  в  корнях растений линий К599 повысилась 
в  среднем в  1.2 раза, превысив значение ДТ 
в среднем в 1.9 раза.

По активности АПОК в корнях (рис. 5е) при 
нормальных условиях растения ДТ и  трансген-
ные линии не различались. В  условиях засоле-
ния активность АПОК в корнях ДТ повышалась 
и  была больше в  среднем, чем в  корнях линий 
А4  – в  14.4 раза, 15834  – в  7.3 раза и  К599  – 
в 9.3 раза. То есть активность АПОК в трансген-
ных растениях при засолении оставалась на том 
же уровне.

В  корнях трансгенных растений линий А4, 
15834 и К599 содержание МДА в корнях (рис. 6а), 
как при нормальных условиях, так и при засоле-
нии было достоверно ниже по сравнению с ДТ. 
При этом разница в  содержании МДА в  усло-
виях засоления была больше в корнях линий А4 
и 15834 – в 1.4 раза, К599 – в 3.4 раза в среднем, 
по сравнению с ДТ.

Активность СОД (рис.  6б) в  корнях всех 
анализируемых линий трансгенных растений 
в  нормальных условиях была достоверно выше 
в среднем у линий А4 – в 2.8 раза, 15834 – в 2 раза 
и К599 – в 3.6 раза, по сравнению с ДТ. При дей-
ствии NaCl, активность СОД повышалась в кор-
нях линий К599 в 1.2 раза, по сравнению с нор-
мальными условиями и превысила значение ДТ 
в 2 раза. В корнях линий А4 и 15834 в условиях 
засоления активность СОД оставалась на том же 
уровне, не превышая значения у ДТ.

В  нормальных условиях ОАС в  корнях 
(рис. 6в) трансгенных растений линий А4, 15834 
и К599 была выше в среднем в 2.9, 1.8 и 2 раза 
соответственно, по сравнению с растениями ДТ. 
Однако при засолении в  корнях трансгенных 
растений накапливалось меньшее количество 
эквивалентов аскорбиновой кислоты (в среднем 
в корнях А4 – на 21%, 15834 – на 35%, К599 – на 
25% меньше, чем у ДТ).

Глутатион-S-трансферазная (GST) (рис.  6г) 
активность была выше, как при нормальных ус-
ловиях, так и при действии засоления в корнях 
растений К599. Причем у этих растений актив-
ность GST при засолении в среднем была выше 
в 2.7 раза по сравнению с ДТ.

Количество восстановленного глутатиона 
(GSH) (рис. 6д) при нормальных условиях было 
выше в среднем в 41 раз в корнях растений А4, 
в  26.8 раза – 15834, в  65.5 раза – К599 по срав-
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нению с  ДТ. При засолении содержание GSH 
в  корнях растений ДТ увеличилось в  43.6  раза, 
а  в  трансгенных растениях А4 в  среднем 
в  1.7  раза, 15834 – в  2.8  раза, К599 – в  1.2 раза. 
Таким образом, в корнях всех трансгенных рас-
тений с rol-генами при засолении было больше 
GSH, чем у ДТ.

Содержание GSSG (рис. 6е) при нормальных 
условиях культивирования в  корнях трансген-
ных растений было больше значений ДТ в лини-
ях А4 – в 78.7 раза, 15834 – в 29.6 раза, К599 – в 40 

раз в  среднем. При действии NaCl содержание 
окисленного глутатиона в  корнях ДТ повыси-
лось в 30 раз, а в корнях трансгенных растений 
повышение относительно нормальных усло-
вий составило в  среднем для растений К599  – 
в 1.4 раза, 15834 – в 2 раза. Стоит отметить, что 
содержание GSSG в корнях растений линии А4 
наоборот снизилось на 11%. Однако в  любом 
случае у всех трансгенных растений с rol-генами 
при засолении содержание GSSG было значи-
тельно выше, чем у ДТ.

Рис. 5. Анализ антиоксидантной системы и определение общего растворимого белка табака ДТ и трансгенных 
растений в нормальных условиях и при засолении в концентрации 50 мМ NaCl: (а) – содержание водораство-
римых сахаров, (б) – содержание пролина, (в) – содержание общего растворимого белка, (г) – активность ката
лазы, (д) – активность гваяколпероксидазы, (е) – активность аскорбатпероксидазы. Звездочками (*) обозначе-
ны достоверно различающиеся результаты между ДТ и трансгенными растениями (P ≤ 0.05).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Метод трансформации растительных тканей 
различными штаммами A. rhizogenes для полу-
чения культур волосовидных корней, продуци-
рующих вторичные метаболиты нашел широ-
кое применение в  биотехнологии растений [13, 
30]. Помимо этого, трансгены из Т-ДНК агро-
бактерий способны оказывать влияние на рост 
и  стрессоустойчивость трансформированных 

растений, однако исследований в  этой области 
проведено пока мало [10, 31, 32, 33, 36]. В нашей 
работе с помощью штаммов А4, 15834 и К599 A. 
rhizogenes были созданы трансгенные растения 
табака, несущие гены rolA, B, C, D со своими 
нативными промоторами в  качестве модель-
ных объектов для исследования роли этих генов 
в  регуляции роста и  стрессоустойчивости. Ра-
нее нами были описаны результаты агробакте-
риальной трансформации листовых экплантов 

Рис. 6. Анализ антиоксидантной системы табака ДТ и трансгенных растений в нормальных условиях и при воз-
действии засоления в концентрации 50 мМ NaCl: (а) – содержание малонового диальдегида, (б) – активность су-
пероксиддисмутазы, (в) – общая антиоксидантная способность, (г) – активность глутатион-S-трансферазы, (д) – 
содержание восстановленного глутатиона, (е) – содержание окисленного глутатиона. Звездочками (*) обозначены 
достоверно различающиеся результаты между ДТ и трансгенными растениями (P ≤ 0.05).
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штамма К599, где кроме появления волосовид-
ных корней была зафиксирована интенсивная 
прямая индукция побегов [18]. При использо-
вании агропиновых штаммов для трансфор-
мации листовых эксплантов нами также были 
получены культуры волосовидных корней, кото-
рые визуально росли лучше, чем волосовидные 
корни, полученные с  использованием штамма 
К599. Нужно отметить, что на поверхности экс-
плантов, трансформированных штаммами А4 
и  15834, на безгормональных питательных сре-
дах не происходило спонтанного побегообразо-
вания, в отличие от штамма К599, а геммогенез 
из корней запускался только при добавлении 
в среду БАП (1 мг/л) и НУК (0.5 мг/л). Посколь-
ку эти три штамма продемонстрировали неоди-
наковую способность активировать процессы 
побего- и  корнеообразования, то предполага-
лось, что соответствующие трансгенные расте-
ния будут также отличаться по параметрам роста 
и  стрессоустойчивости. Так как rol-гены преи-
мущественно экспрессируются в  корнях, была 
поставлена задача провести анализ роста корней 
трансгенных растений при нормальных и стрес-
совых условиях.

Полученные нами данные морфометри-
ческого анализа доказывают участие rol-генов 
штаммов А4 и 15834 в регуляции и обеспечении 
роста корней, как при нормальных условиях, 
так и при повышенных концентрациях хлорида 
натрия и ацетата кадмия. Для rol-генов с натив-
ными промоторами штаммов А4 и  15834  таких 
результатов до наших исследований показано не 
было. Результаты, полученные на трансгенных 
растениях табака, трансформированных штам-
мом К599, доказывают, что экспрессия rol-генов 
этого штамма оказывает негативное влияние на 
рост корней табака, как при нормальных усло-
виях, так и при действии стрессовых факторов.

На сегодняшний день ряд исследований под-
тверждают важность отдельных rol-генов в  ре-
гуляции роста и  стрессоустойчивости растений 
при воздействии засоления, засухи, гипотермии 
и высоких температур [10, 31]. Так обнаружено, 
что rolC-экспрессирующие каллусные культуры 
R. cordifolia и Arabidopsis thaliana L. более устой-
чивы к воздействию абиотических факторов по 
сравнению с контролем за счет способности rolC 
специфически регулировать экспрессию генов 
NADPH-оксидазы, каталазы, СОД и АПОК, тем 
самым подавляя образование АФК [31]. Транс-
формация R. cordifolia штаммом А4 A. rhizogenes 
приводила к  снижению уровня АФК, что со-
провождалось усилением экспрессии ряда ге-
нов, кодирующих ферменты, детоксицирующие 
АФК [32]. В  rolB-трансформантах R. cordifolia, 
A. thaliana и  Panax ginseng C. A. Mey. обнаруже-
на повышенная экспрессия генов антиокси-
дантных ферментов, кодирующих цитозольную 

аскорбатпероксидазу, каталазу и  супероксид-
дисмутазу, которые в свою очередь ингибируют 
чрезмерное повышение АФК [33].

Полученные нами результаты анализа анти-
оксидантной системы при засолении показы-
вают, что корни трансгенных растений табака, 
несущие rol-гены штаммов А4 и  15834, харак-
теризуются повышенным содержанием водо-
растворимых сахаров, белка (рис.  5а, в) и  сни-
жением МДА (рис. 6а). Кроме того, у растений 
линий А4 и 15834 количество пролина (рис. 5б), 
восстановленного и  окисленного глутатио-
на (рис.  6д, е), как при нормальных условиях, 
так и  при действии засоления было больше по 
сравнению с ДТ. При действии стрессовых фак-
торов растительные клетки накапливают раз-
личные осмо- и  криопротекторы, в  том числе 
пролин, а  повышенное содержание пролина 
у  rolD-трансформированных растений может 
играть адаптивную роль и,  вероятно, связ-
но с  тем, что этот ген кодирует фермент орни-
тинциклодеаминазу [34], который превращает 
L-орнитин в L-пролин.

В  нашем исследовании обнаружено досто-
верное увеличение общего пула глутатиона 
(GSH+GSSG) (рис.  6д, е) в  корнях трансген-
ных растений А4 и  15834, как при нормаль-
ных условиях, так и  при действии засоления. 
Bulgakov с  соавт. [33] также обнаружили, что 
в  rolB-трансформированных клетках R. cordifo-
lia общий пул глутатиона и соотношение GSH/
GSSG были достоверно выше, чем в  нетранс-
формированных. Полученные результаты, могут 
быть обусловлены тем, что центральным звеном 
в  поддержании окислительно-восстановитель-
ного баланса клеток является соотношение меж-
ду GSH/GSSG, а  повышенная концентрация 
восстановленного глутатиона коррелирует со 
способностью растений противостоять индуци-
рованному окислительному стрессу.

В корнях трансгенных растений, трансфор-
мированных штаммом К599, было обнаружено 
более высокое содержание пролина, водора-
створимых сахаров, общего пула глутатиона, 
а также достоверно большая активность ГПОК 
(рис.  5д), СОД и  GST (рис.  6б, г), снижение 
МДА (рис.  6а) по сравнению с  ДТ при соле-
вом стрессе. Нужно отметить, что количество 
водорастворимых сахаров (рис.  5а) в  корнях 
трансгенных растений табака линий К599 за-
метно превышало значения, полученные при 
использовании агропиновых штаммов в  усло-
виях засоления. Повышение количества водо-
растворимых сахаров в корнях является одним 
из эффективных механизмов стрессоустойчи-
вости в ответ на избыток одновалентных ионов 
в  вакуолях клеток при засолении [35]. Избы-
точная активность СОД, ГПОК и  GST в  кор-
нях трансгенных растений табака линии К599, 
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вероятно, обусловлена способностью rol-генов 
активировать защитные системы растений в от-
вет на появление АФК. Bulgakov с  соавт. [36] 
выявили способность rolB-трансформирован-
ных клеток R. cordifolia длительное время пере-
носить сверхвысокие дозы АФК путем синтеза 
ферментов, обеспечивающих устойчивую ан-
тиоксидантную защиту растений от последую-
щих стрессов. В целом, в корнях растений К599 
обнаруживалось гораздо больше позитивных 
изменений в  компонентах антиоксидантной 
системы по сравнению с ДТ, чем у растений А4 
и  15834. Однако корни растений К599 росли 
медленнее как при норме, так и при засолении 
по сравнению с  ДТ и  растениями А4 и  15834. 
Все это говорит о  том, что параметры роста, 
стрессоустойчивость и состояние компонентов 
антиоксидантной системы не всегда находятся 
в  прямой зависимости. В  случае с  растениями 
К599 позитивные изменения в  антиоксидант-
ной системе корней проявлялись ухудшением 
роста и  стрессоустойчивости. Данное предпо-
ложение поддерживается исследованием Katsu-
hara с соавт. [37], которые доказали, что сверх-
эспрессия GST не оказывала выраженного 
влияния на снижение роста корней у растений 
A. thaliana при действии засоления в концентра-
ции 100 мМ NaCl, поскольку лишь обезврежи-
вание АФК было недостаточным для восстанов-
ления осмотического дисбаланса, вызванного 
солевым стрессом. Более того, в  исследовании 
Bernstein с соавт. [38] было обнаружено, что по-
вышение активностей СОД и АПОК в растущих 
листьях может приводить к ингибированию ро-
ста клеток растений в  условиях засоления за 
счет снижения АФК, так как последние тоже 
необходимы для нормального роста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, rol-гены штаммов А4 и 15834 
A. rhizogenes оказывают стимулирующее действие 
на рост корней табака, как при нормальных ус-
ловиях, так и  при повышенных концентрациях 
NaCl и  ацетата кадмия. Экспрессия rol-генов 
штамма К599 оказывает негативное влияние на 
рост корней, как при норме, так и при действии 
стрессовых факторов. Показано, что в условиях 
засоления rol-гены агропиновых штаммов спо-
собствуют увеличению в  клетках содержания 
пролина, окисленного и восстановленного глу-
татиона как при норме, так и при засолении. rol-
гены штамма К599 способствуют повышению 
активности супероксиддисмутазы, гваяколпе-
роксидазы и  глутатион-S-трансферазы. Полу-
ченные нами результаты говорят о перспектив-
ности использования rol-генов штаммов А4 
и 15834 A. rhizogenes для создания новых сортов 
и линий растений с улучшенными параметрами 

роста корней и повышенной стрессоустойчиво-
стью, тогда как rol-гены штамма К599 не подхо-
дят для таких целей.

Авторы заявляют об отсутствии явных и по-
тенциальных конфликтов интересов, связанных 
с  публикацией настоящей статьи. Настоящая 
статья не содержит каких-либо исследований 
с участием животных и людей в качестве объек-
тов исследований.
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