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использование растительных 
систем в качестве биореакторов 
приобретает все большее значение 
в современной биотехнологии. с по-
мощью трансгенных растений полу-
чают множество веществ, в том чис-
ле используемых в фармацевтике. 
преимуществом растений являются 
безопасность продукта и мень-
шие затраты на его производство 
по сравнению с традиционными 
биопродуцентами — микроорга-
низмами и клеточными культурами. 
одним из перспективных направ-
лений в получении растений-про-
дуцентов является создание «съе-
добных вакцин и адъювантов» на 
основе рекомбинантных антигенов 
и иммунорегуляторных цитокинов, 
которые планируется использовать 
в качестве биологических добавок 
в животноводстве. В лаборатории 
генной и клеточной инженерии 
растений спбгУ проводятся ис-
следования по получению расте-
ний-продуцентов, синтезирующих 
γ-интерфероны млекопитающих 
и птиц, обладающих антивирусной, 
антимикробной, противоопухолевой 
и иммуномодулирующей активнос-
тью. В статье рассмотрены основ-
ные этапы создания стабильной 
генетической линии, как продуцента 
фармакологического белка.
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трансГенные растения-продуценты веществ 
медицинскоГо и ветеринарноГо назначения

ВВеДеНие 

Биотехнология является одним из наиболее быстро развивающихся на-
правлений современной биологии. Она позволяет конструировать организмы 
с заданными свойствами и использовать их в качестве биореакторов для про-
изводства гетерологичных белков. Наиболее перспективным направлением 
современной биотехнологии является получение организмов-продуцентов 
разнообразных белков человека и животных, имеющих медицинское и вете-
ринарное назначение. Создание лекарственных препаратов на основе этих 
белков открывает новые возможности в диагностике, профилактике и лече-
нии различных заболеваний. Организация масштабного производства био-
логически активных соединений требует создания высокоэффективных орга-
низмов-продуцентов. В настоящее время для синтеза белков используются 
различные системы экспрессии на основе бактерий, дрожжей (Падкина с со-
авт., 2010), культур клеток насекомых и млекопитающих (Assenberg et al., 
2013, Lambertz et al., 2014). Развиваются и такие направления, как наработ-
ка гетерологичного белка в молоке трансгенных животных и в бесклеточных 
системах (Bosze et al., 2008).

Применение растительных систем в качестве продуцентов разнообразных 
веществ в фармацевтической промышленности является одним из актуаль-
ных направлений метаболической инженерии, направленной на реализацию 
трансгенной клеткой новых биохимических реакций (Дейнеко, 2012; Sharma, 
Sharma, 2009). Обладая богатым природным биохимическим потенциалом, 
растения могут быть великолепными источниками разнообразных веществ: 
сахаров, фенольных соединений, жирных кислот, стероидов, алкалоидов 
и других биологически активных веществ, многие из которых сами по себе 
представляют большую ценность для фармакологии и медицины (Рукавцова 
с соавт., 2006; Дейнеко, 2012). В настоящее время активно проводятся ис-
следования по модулированию вторичного обмена растений, в т. ч. методами 
генной инженерии, что позволяет управлять биосинтезом ценных биологи-
чески активных веществ лекарственных растений, создавать «дизайнерские» 
препараты и значительно изменять вторичный метаболизм, привнося в рас-
тения способность синтезировать новые вещества, или, наоборот, понижать 
их ядовитость, выключая метаболические пути биосинтеза терпеноидов, ал-
калоидов и фенольных соединений (Oksman-Caldentey, Inze, 2004; Staniek et 
al., 2013).

ПреиМуЩеСтВа раСтитеЛьНЫХ СиСтеМ

Растения как продуценты являются одним из наиболее привлекательных 
объектов в биотехнологии. Важнейшим преимуществом растений является 
их автотрофный способ питания. Основная масса систем гетерологичной 
экспрессии на основе бактерий, дрожжей и культур клеток животных требует 
дорогостоящих культиваторов и сред для выращивания. Применение транс-
генных растений в качестве биореакторов позволяет получать большую био-
массу на относительно небольших площадях при сравнительно небольших тру-
дозатратах и капиталовложениях, что является важным преимуществом для 
агропромышленного производства. Себестоимость рекомбинантных белков, 
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произведенных в растениях, даже с учётом 50 % потерь 
при выделении и очистке составляет 2–10 % от стои-
мости продукции гетерологичных белков в микроограни-
замах и в 1000 раз дешевле, чем в животных (Sharma, 
Sharma, 2009). Целые растения можно выращивать 
в теплицах или климатических камерах, в почвенной 
культуре, гидропонике или на стерильных твердых сре-
дах. Более того, растительные продуценты гетерологич-
ных белков могут культивироваться и в условиях in vitro, 
в виде каллусов, «бородатых корней» или суспензионных 
клеточных культур (Stiles, Liu, 2013). Последние спосо-
бы позволяют выращивать растения-продуценты в кон-
тролируемых условиях, что важно в связи с неоднознач-
ным отношением общественности и законодательными 
ограничениями по отношению к генетически-модифи-
цированным организмам. Возможность нарабатывать 
большие растительные массы в биореакторах, стала 
значимым этапом развития биотехнологии растений, так 
как часто продуцентами важных лекарственных веществ 
являются редкие, занесенные в «Красную книгу» тро-
пические и эндемические растения, которые недоступны 
для агротехнического производства в умеренных клима-
тических зонах большинства развитых стран мира (Ру-
кавцова с соавт., 2006).

Важным аспектом растительной биотехнологии яв-
ляется относительная биобезопасность использования 
целевых соединений человеком, получаемых с помо-
щью трансгенных растений. В отличие от культур кле-
ток бактерий, дрожжей, насекомых и млекопитающих, 
синтез гетерологичных веществ в растениях исключает 
риск поражения вирусными патогенами, прионами и эн-
дотоксинами, опасными для млекопитающих (Hellwig et 
al., 2004). С другой стороны, определенные проблемы 
могут возникнуть в связи с загрязнением целевого бел-
ка протеинами и токсичными вторичными метаболитами 
непосредственно самого растения. Эта проблема может 
быть решена путем очистки или модуляции вторичного 
обмена у растений-продуцентов (Staniek et al., 2013).

Универсальность аппарата транскрипции и трансля-
ции растений как эукариотов позволяет использовать 
их не только для накопления гомологичных соединений, 
синтезируемых данным видом растения, но и для синте-
за гетерологичных соединений различного происхожде-
ния (Глеба, 1998). Это особенно актуально при создании 
продуцентов белков животного происхождения, для ко-
торых необходимы процессы созревания и правильной 
укладки. Уже в 1982 году более 95 используемых в ме-
дицине белков были разрешены к производству с ис-
пользованием клеточных культур бактерий, дрожжей, 
насекомых и млекопитающих (Thomas et al., 2002). 
Однако подобные системы имеют ряд недостатков. На-
пример, в клетках прокариот не происходит посттранс-
ляционная модификация и правильная укладка полипеп-
тидных цепей многих эукариотических белков. Напротив, 
растения-продуценты, подобно животным клеткам спо-

собны вырабатывать активные формы сложных белков 
с соответствующей посттрансляционной модификацией, 
например, гликозилированием, и обеспечить укладку-
белков, сходную с таковой в клетках млекопитающих 
(Thomas et al., 2002).

Еще одним преимуществом при создании растений-
биореакторов является наличие разнообразных относи-
тельно простых и отработанных методов генетической 
трансформации (Лутова, 2010). Гетерологичный ген 
может либо интегрироваться в геном растения-хозя-
ина, либо находиться в составе вектора для временной 
(транзиентной) экспрессии (Obembe et al., 2011). Ис-
пользование тканеспецифичных или индуцибельных 
промоторов позволяет аккумулировать целевой белок 
в определенных органах растения (семенах, плодах, 
клубнях, корнеплодах, листьях) и/или под действием ин-
дукторов, что облегчает сбор растительного материала. 
Присоединение к целевому белку сигналов внутрикле-
точной локализации обеспечивает требуемую компарт-
ментализацию и позволяет длительное время хранить 
и транспортировать продукт без выделения, консерва-
ции или заморозки.

Наконец, для многих белков медицинского и ветери-
нарного назначения, способных оказывать эффект при 
пероральном введении, предложен вариант применения, 
при котором не требуются процедуры выделения и очис-
тки. Для этого предполагается использовать съедобные 
растения-продуценты в пищу человека и/или животных 
в качестве пробиотических добавок. Подобные расте-
ния, синтезирующие гетерологичные белки-антигены 
или наиболее важные иммуногенные фрагменты анти-
генов возбудителей значимых заболеваний, называются 
«съедобными вакцинами» или «растениями-вакцина-
ми». Аналогично можно создать «растения-адъюванты» 
и «растения-имуномодуляторы», вырабатывающие ци-
токины и другие иммуностимулирующие белки, «расте-
ния-гормоны» и т. п. (Desai et al., 2010; Obembe et al., 
2011). Эти меры позволяют резко снизить стоимость 
наработанного в растениях рекомбинантного белка и уп-
ростить практику его применения.

раСтеНиЯ-ПрОДуЦеНтЫ реКОМБиНаНтНЫХ 
БеЛКОВ

С момента публикации в 1983 г. первых работ, пос-
вященных получению трансгенных растений табака 
(Barton et al.,1983; Herrera-Estrella et al.,1983), ген-
ная инженерия растений прошла стремительный путь 
развития и в настоящее время трансгенные растения 
широко используются в фармацевтической промыш-
ленности. Попытки синтезировать животные белки 
в растительных системах увенчались успехом в 1986 г. 
Первым фармацевтически значимым белком, вырабаты-
ваемым растениями табака и подсолнечника, стал чело-
веческий гормон роста (Barta et al., 1986). В растениях 
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синтезируются более ста фармакологических соединений, 
а число генетически-модифицированных видов растений 
перевалило за 150, и с каждым годом этот список толь-
ко увеличивается (Рукавцова с соавт., 2006; Дейнеко, 
2012). Чаше всего, в качестве растений, на базе которых 
создаются продуценты фармакологически значимых бел-
ков, используют табак, томат, картофель, резуховидку, 
морковь, горох, сою, люцерну, клевер, салат, банан, ку-
курузу, пшеницу и рис (Рукавцова с соавт., 2006; Sharma, 
Sharma, 2009). В последнее время активно используют 
ряски (Lemna, Spirodela), мох Physcomitrella patens 
и одноклеточные водоросли (Chlamydomonas, Chorella, 
Odontella, Phaeodactylum и Tetraselmis) (Дейнеко, 
2012; Sharma, Sharma, 2009). Из водорослей проще по-
лучать очищенные препараты рекомбинантных белков. 
Кроме того, гаплоидный набор хромосом Physcomitrella 
и водорослей позволяет относительно легко манипули-
ровать геномом этих растений, нокаутируя гены, отве-
чающие за протеолиз и гликозилирование белков, или 
внедряя чужеродные гены, отвечающие за эти процессы. 
Так, наибольшие успехи в создании растений с гуманизи-
рованной системой гликозилирования достигнуты именно 
на Physcomitrella patens (Koprivova et al., 2004). С дру-
гой стороны, сельскохозяйственные растения активно 
применяются для создания съедобных растений-вакцин. 
Выбор растения для создания продуцента чрезвычайно 
важен. Это растение должно относительно легко транс-
формироваться, вводиться в культуру in vitro и регене-
рировать в целые растения. Желательно, чтобы на его 
основе можно было бы легко получать культуру клеток. 
Растение должно обладать высокой скоростью роста, 
достаточно большой биомассой, быть самоопыляемым 
(для семенных растений) и интенсивно размножаться 
вегетативным способом. Кроме того, желательно, что-
бы оно было съедобным и имело относительно короткий 
(одно-двулетний) жизненный цикл. Важным критерием 
при выборе растения-кандидата служит наличие пол-
ностью секвенированного и аннотированного генома. 
Именно по этой причине такие растения как резуховид-
ка, рис, Physcomitrella, Chlamydomonas и др. активно 
используются в качестве биореакторов. К сожалению, 
выполнение всех перечисленных условий не всегда воз-
можно, а иногда и не целесообразно. Например, при со-
здании съедобных продуцентов может возникнуть необ-
ходимость в трансформации конкретных видов растений, 
являющихся пищей для целевой группы животных или 
человека.

траНСФОрМаЦиЯ раСтеНиЙ 

Основную массу цветковых растений-продуцен-
тов в настоящее время получают с помощью агро-
бактериальной трансформации (Глеба, 1998; Луто-
ва, 2010). Для этих целей используют Agrobacterium 
tumefaciens, A. rhizogenes и родственные им формы, 

обладающие естественным механизмом трансформа-
ции. Этот метод применяется для стабильной транс-
формации ядерного генома большинства двудольных 
и ряда однодольных растений и обеспечивает, как 
правило, монокопийную интеграцию гетерологичного 
гена (Gao, Nielsen, 2013). Другой способ стабильной 
трансформации — биобаллистика, которая заключа-
ется в обстреле клеток микроскопическими частицами 
золота или вольфрама с нанесенной на них векторной 
ДНК. Это универсальный метод генной инженерии, 
который можно применять для генетической трансфор-
мации любого живого существа. Биобаллистический 
метод не зависит от видовой принадлежности расте-
ния, позволяет трансформировать как ядерный геном, 
так и геном органелл (хлоропластов и митохондрий). 
К недостаткам этого метода относится низкая часто-
та трансформации и множественность вставки (Gao, 
Nielsen, 2013).

Важным преимуществом стабильной трансформации 
ядерного генома является наследование трансгенной 
вставки в ряду поколений, что позволяет получать чис-
тые линии и гибриды для массового использования. К ос-
новным недостаткам ядерной трансформации относится 
низкий уровень экспрессии трансгена, в результате чего 
содержание рекомбинантного белка часто не превышает 
1 % от общего содержания белка клетки, и может умень-
шаться при активации процесса сайленсинга (Савельева 
с соавт., 2009; Дейнеко, 2012). Более того, возможность 
свободной гибридизации трансгенного растения с куль-
турными и дикорастущими родственниками несет опас-
ность неконтролируемого распространения трансгена 
в природе.

Альтернативой ядерной трансформации являет-
ся внедрение трансгена в геном хлоропластов. Каж-
дая клетка растений содержит около 100 пластид, в свою 
очередь, каждая пластида содержит до 100 копий плас-
тидной ДНК. Поэтому транспластомные растения от-
личаются высоким уровнем экспрессии гетерологичной 
вставки и содержанием рекомбинантного белка, кото-
рое может достигать 70 % от общего белка клетки, они 
не подвержены эффекту сайленсинга (Дейнеко, 2012). 
Хлоропласты у высших растений передаются потомству 
только по материнской линии, поэтому выращивание 
транспластомных растений устраняет угрозу неконтро-
лируемого распространения трансгена в полевых усло-
виях. Синтез гетерологичного белка в пластидах может 
понижать его токсическое воздействие на клетку хозяи-
на. Однако существенным недостатком данной системы 
экспрессии является невозможность направления ре-
комбинантного белка в секреторную систему клетки и, 
соответственно, проведения ряда посттрансляционных 
модификаций (Desai et al., 2010). Получение трансплас-
томных растений представляет собой более сложную 
процедуру, нежели агробактериальная трансформация, 
и хорошо разработано пока только для табака (Дейнеко, 
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2012), хотя и сообщается об успешной трансформации 
пластома у томата, баклажана, хлопчатника, сои и сала-
та (Obembe et al., 2011).

Перспективной является технология транзиентной 
экспрессии, не предусматривающей встраивание гете-
рологичного гена в геном хозяйской клетки и обеспечи-
вающей временную наработку рекомбинантного белка. 
Транзиентная экспрессия осуществляется путем агро-
инфильтрации, вирусной трансформации и магнифекции 
(Merle et al., 2002; Obembe et al., 2011). Метод агроин-
фильтрации заключается в обработке тканей растений 
агробактериями в присутствии повреждающих клетки 
агентов, или в вакууме, что вызывает массовое зараже-
ние клеток, появление в них множества копий Т-ДНК 
и наработку большого количества рекомбинантного 
белка. Трансформация с помощью модифицированных 
вирусов растений приводит к их массированному раз-
множению, появлению множества копий гетерологич-
ного гена и интенсивной наработке белка в раститель-
ной клетке. Метод магнифекции представляет собой 
гибридную технологию, когда вирусный вектор лиша-
ется белков, отвечающих за заражение хозяйской клет-
ки, и вводится туда, находясь внутри агробактерий, что 
позволяет значительно увеличить выход целевого белка 
(Gleba et al., 2014). Векторы транзиентной экспрессии 
не наследуются при половом размножении растений, 
что устраняет угрозу бесконтрольного распространения 
трансгена. Транзиентная экспрессия требует выращи-
вания растений в контролируемых условиях, для соблю-
дения режима стерильности. Недостатком этого метода 
является незначительное количество рекомбинант ного 
белка, полученного в результате одного акта трансфор-
мации, и необходимость постоянной наработки вектор-
ной системы для следующих трансформаций. Транзи-
ентная экспрессия, не требующая регенерации целого 
растения, может применяться для быстрого получения 
рекомбинантных белков, в первую очередь вакцин, в ус-
ловиях ограниченного времени (Obembe et al., 2011; 
Gleba et al., 2014).

реКОМБиНаНтНЫе БеЛКи, СиНтеЗируеМЫе 
раСтеНиЯМи-ПрОДуЦеНтаМи

Как уже указывалось выше, первым белком, произ-
веденным в растениях-продуцентах, был человеческий 
гормон роста (Barta et al., 1986). В 1990 г. в растениях 
табака и картофеля синтезировали человеческий сыво-
роточный альбумин (Sijmons et al., 1990). В дальнейшем, 
множество ценных белков человека и животных было на-
работано в растениях. В целом, их можно подразделить 
на несколько групп: структурные и транспортные белки, 
ферменты, ингибиторы, гормоны, иммуномодуляторы 
(цитокины), антитела, антигены (вакцины), а также ряд 
других белков (Рукавцова с соавт.,2006; Дейнеко, 2012; 
Sharma, Sharma, 2009; Obembe et al., 2011).

Структурные и транспортные белки
Помимо сывороточных альбуминов в растениях 

синтезировали ряд других структурных белков. Так, 
в 1997 году была получена трансгенная кукуруза, в се-
менах которой накапливался рекомбинантный авидин — 
биотин-связывающий гликопротеин из яичного белка 
земноводных, пресмыкающихся и птиц (Hood et al., 
1997). Авидин используется в качестве коммерческого 
препарата в диагностических наборах для определения 
биотинилирования белков. В растениях табака были 
синтезированы коллаген (Ruggiero et al., 2000; Merle 
et al., 2002) и эластин (Scheller et al., 2004). Из пище-
вых белков в растениях вырабатывают белки молока, 
казеин (Chong et al., 1997) и лактальбумин (Terashima 
et al., 1999; Yu et al., 2001), а из транспортных — ге-
моглобин (Dieryck et al., 1997), аполипопротеин 
(Obembe et al., 2011) и лактоферрин (Daniel et al., 2000; 
Rance et al.,  2002).

Ферменты и ингибиторы
Значительные успехи достигнуты в создании расте-

ний-продуцентов рекомбинантных ферментов. В рас-
тениях риса синтезируют лизоцим (Yang et al., 2003), 
кукурузы — трипсин (Woodard et al., 2003), а резухо-
видки — человеческий внутренний фактор (фактор Кас-
ла), активирующий витамин B12 (Keyet al., 2008). В ряде 
растений вырабатывают α-галактозидазу (Obembe et al., 
2011), β-глюкуронидазу, пероксидазу, лакказу, целлюла-
зу, ксиланазу и другие ферменты, лизирующие клеточ-
ные стенки растений (Basaran, Rodrigues-Cerezo, 2008). 
Эти ферменты предполагают использовать для разруше-
ния целлюлозы при производстве био-этанола (Obembe 
et al., 2011). β-глюкуронидаза широко применяется 
в диагностических целях. Отдельно следует остановиться 
на глюкоцереброзидазе (талиглуцеразе α, Cramer et al., 
1996; Shaaltiel et al., 2007). Дефект в кодировании это-
го фермента у человека приводит к развитию тяжелого 
наследственного заболевания — глюкозилцерамидного 
липидоза (болезнь Гоше 1 типа). С использованием сус-
пензионной культуры трансгенной моркови биотехно-
логическая компания Protalix Biotherapeutics (Израиль) 
производит препарат ELELYSO®. Он не только прошел 
все доклинические и клинические испытания, но уже 
одобрен Всемирной организацией здравоохранения и до-
ступен на фармацевтическом рынке. Большинство дру-
гих препаратов ещё проходят клинические испытания 
и только лишь приближаются к коммерческому исполь-
зованию. Некоторые из них, такие как TrypZean™, 
Lacromin™ (человеческий трипсин и лактоферрин из ку-
курузы соответственно, производство Prodigene, США) 
и Lysobac™ (лизоцим из риса, производство Ventria 
Bioscience, США) пока доступны в качестве химичес-
ких препаратов, не предназначенных для употребления 
внутрь. В трансгенных растениях экспрессируют также 
гетерологичные гены, кодирующие ингибиторы трип-
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сина (α1-антитрипсин и апротинин; Zhong et al., 1999; 
Terashima et al., 1999; Trexler et al., 2002) и тромбина 
(гирудин; Parmenter et al., 1995).

Регуляторные белки
Из регуляторных белков, помимо уже упомянутого 

соматотропина, в растениях табака синтезировали эн-
кефалины (Vandekerckhove et al., 1989), эпидермальный 
фактор роста (Higo et al., 1993), кальмодулин (Desai et 
al., 2002) и инсулиноподобный фактор роста (Daniell 
et al., 2009), причём последний — в транспластомных 
растениях. Получены трансгенные растения резухо-
видки, в семенах которой накапливается человеческий 
рекомбинантный инсулин (Nykiforuk et al., 2006). От-
дельную группу регуляторных белков составляют ци-
токины — группа белковых медиаторов, участвующих 
в регуляции пролиферации, дифференцировки и клеточ-
ной подвижности. Цитокины являются важными компо-
нентами иммунной системы, они также задействованы 
в эмбриогенезе, влияют на нервную систему и органы 
кроветворения. Эритропоэтин — сильно гликозили-
рованный цитокин был одним из первых рекомбинант-
ных цитокинов, полученных в клетках растений табака. 
Ген эритропоэтина экспрессировался под контролем 
промотора 35S вируса мозаики цветной капусты (CaMV) 
и кодировал секреторный сигнальный пептид на N-кон-
це белка. Рекомбинантный эритропоэтин был гликози-
лирован, однако состав и длина полисахаридных цепочек 
отличались от таковых у млекопитающих, в результате 
чего белок не имел биологической активности in vivo 
(Matsumoto et al., 1995). Высокий уровень транзиентной 
экспрессии гена EPO был достигнут в протопластах мха 
Physcomitrella patens дикого типа и мутантных линий 
Δ-fuc-T Δ-xyl-T с измененной системой гликозилирова-
ния (Weise et al., 2007). Получены также целые расте-
ния-продуценты эритропоэтина на базе табака и резухо-
видки (Sirko et al., 2011; DaCunha et al., 2014). Кроме 
эритропоэтина на базе растений табака, томата, карто-
феля, резуховидки, салата, риса, сахарного тростника, 
ряски, Aloe vera и P. patens созданы биопродуценты, 
вырабатывающие разнообразные цитокины человека 
и животных: колониестимулирующие факторы, факторы 
некроза опухолей, фактор роста фибробластов, интер-
фероны (см. ниже) и интерлейкины (Рукавцова с соавт., 
2006; Дейнеко, 2012; Sharma, Sharma, 2009; Sirko et 
al., 2011; DaCunha et al., 2014). Препараты рекомби-
нантных цитокинов различного происхождения активно 
применяются для профилактики и терапии иммуноде-
фицитов, малокровия, острых и хронических вирусных 
и бактериальных инфекций, онкологических заболеваний 
(Рукавцова с соавт., 2006; Sirko et al., 2011; DaCunha et 
al., 2014). Перспективным является использование ци-
токинов в качестве адъювантов для усиления иммунного 
ответа при вакцинации. В случае с выработкой реком-
бинантных ферментов и структурных белков, их всегда 

необходимо выделять из растений и очищать для даль-
нейшего использования. Растения, синтезирующие гете-
рологичные регуляторные белки (гормоны и цитокины), 
можно также подвергать переработке или непосредс-
твенно использовать в пищу человека или на корм жи-
вотных, также как и растения-вакцины.

Антитела (иммуноглобулины)
Следующим направлением фитофармацевтики яв-

ляется создание растений-продуцентов антител. Анти-
тела играют главную роль в гуморальном иммунитете. 
Типичные иммуноглобулины представляют собой тетра-
меры из двух идентичных тяжелых и двух легких цепей. 
Кроме того, существуют и более сложные формы, на-
пример, секреторные антитела, представляющие собой 
димеры обычных антител и включающие две дополни-
тельные полипептидные цепи. Все антитела гликозили-
рованы. Впервые гетерологичная экспрессия антител 
была проведена в растениях табака (Hiatt et al., 1989). 
Данная работа стала доказательством того, что растения 
могут синтезировать не только простые гетерологич-
ные пептиды, но и собирать сложные функциональные 
гликопротеины, состоящие из нескольких субъединиц. 
Были созданы линии трансгенных растений, синтези-
рующих отдельные тяжёлые или лёгкие γ- и κ-цепи им-
муноглобулинов. Скрещивание между этими трансфор-
мантами дало потомство, способное к сборке антител 
в одной клетке. Такие антитела обладали иммуногеннос-
тью и накапливались в клетках в количестве до 1,3 % 
от суммарного растворимого белка (Рукавцова с соавт., 
2006; Hiatt et al., 1989). Более того, моноклональные 
антитела человека, синтезированные растениями ряс-
ки, проявляли большую активность, чем их гомологи, 
синтезированные в клетках CHO-линии яичников ки-
тайских хомяков (Дейнеко, 2012). В качестве платфор-
мы для синтеза антител используются табак (Nicotiana 
tabacum и N. benthamiana), резуховидка, горох, соя, 
люцерна, ряска, рис и пшеница (Рукавцова с соавт., 
2006; Sharma, Sharma, 2009; Obembe et al., 2011). 
Кроме полноразмерных иммуноглобулинов в растени-
ях были успешно синтезированы их производные: ан-
тиген-связывающие Fab-фрагменты (fragment antigen 
binding), одноцепочечные вариабельные фрагменты 
(single-chain variable fragment, scFv), биспецифичные 
вариабельные фрагменты, вариабельные фрагменты 
тяжёлых цепей, секреторные антитела, химерные ан-
титела, в которых легкая и тяжелая цепь слиты в еди-
ный полипептид, или сшиты с другими животными или 
растительными белками (McCormick et al., 1999; Ma et 
al., 2003). Полноразмерные антитела достаточно неста-
бильны в цитоплазме клеток растений-продуцентов, 
поэтому их принято направлять в секреторный путь или 
во внутриклеточные компартменты (Sharma, Sharma, 
2009). Синтезированные растениями рекомбинантные 
антитела получили название «plantibodies» (De Jaeger et 
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al., 2000). После выделения и очистки из растительных 
тканей подобные антитела могут использоваться в ка-
честве лекарственных препаратов или диагностических 
средств. В самих растениях «растительные антитела» 
могут применяться для автоиммунизации против пато-
генов и ряда токсинов, включая гербициды (De Jaeger et 
al., 2000). Одним из первых продуктов на основе транс-
генных растений табака, принятым в Европейском Со-
юзе в качестве фармацевтического препарата, является 
CaroRx (Planet Biotechnology, США), представляющий 
собой секреторные антитела IgA против Streptococcus 
mutans — основного возбудителя кариеса (Sharma, 
Sharma, 2009). Эти антитела при нанесении их на зубы 
добровольцев оказались очень эффективными и предот-
вращали повторное заражение S. mutans на период 
до двух лет (Larrick et al., 2001). Еще один пример анти-
тел, прошедших фазу I клинических испытаний — scFv-
антитела против неходжкинской лимфомы (McCormick 
et al., 1999). Другие моноклональные антитела, полу-
ченные из трансгенной сои — антитела против гени-
тального герпеса, также могут быть внедрены в произ-
водство (Zeitlin et al., 1998). Эти антитела, несмотря 
на различие в гликозилировании, защищали мышей 
от вируса герпеса типа 2 так же хорошо, как и антитела, 
синтезированные в культуре клеток человека.

Антигены (растения-вакцины)
В настоящее время интенсивно разрабатывается 

концепция биосинтеза в растениях рекомбинантных ан-
тигенов возбудителей различных болезней и создание 
на их основе «растений-вакцин», чьи плоды, семена, 
листья или корни можно использовать в пищу. Примене-
ние «съедобных вакцин» делает ненужной дорогостоя-
щую процедуру выделения и очистки антигенов, которая 
необходима при создании вакцин для парентерального 
введения. Впервые структурная идентичность и иммуно-
генность антигена, синтезированного в растениях, была 
подтверждена в 1992 г., когда были получены трансген-
ные растения табака, экспрессирующие ген поверхност-
ного антигена вируса гепатита В (HBsAg; Mason et al., 
1992). В дальнейшем были получены растения картофе-
ля, суспензионные культуры табака и сои, где количество 
антигена достигало 1,7 мг/г сухого веса (Richter et al., 
2000; Smith et al., 2002). Выделенный из листьев таба-
ка HBsAg запускал иммунный ответ у мышей (Thanavala 
et al., 1995). Кроме того, этот антиген, синтезируемый 
растениями картофеля, был более иммуногенным, чем 
продуцируемый дрожжами (Kong et al., 2001). Прове-
дены испытания «съедобной вакцины» против вируса 
гепатита В на основе трансгенного картофеля на доб-
ровольцах и показана её иммуногенность при оральном 
введении (Thanavala et al., 2005). В настоящее время 
имеются публикации, в которых описаны трансгенные 
растения, синтезирующие более 50 различных антигенов 
патогенов человека и животных, в том числе бактериаль-

ной и вирусной диареи, сибирской язвы, ящура, бешенс-
тва, папиломы, лимфомы, ОРВИ, кори, ВИЧ, дифтерии, 
коклюша, столбняка, туберкулеза, болезни Альцгей-
мера, малярии, гастроэнтерита, геморрагических лихо-
радок, козьей чумы, вирусной чумы крупного рогатого 
скота, цитомегаловирусной инфекции, парвовирусной 
инфекции собак, птичьего гриппа, болезни Ньюкасла 
и других (Sharma, Sharma, 2009). Растения-вакцины 
получают на основе рапса, резуховидки и табаков (тре-
буется очистка), картофеля, томата, физалиса, люцер-
ны, люпина, моркови, салата, шпината, ряски, банана 
и кукурузы (Рукавцова с соавт., 2006; Kim, Yang, 2010; 
Obembe et al., 2011).

Различные субъединичные вакцины получены 
в трансгенных растениях и для многих из них показана 
иммуногенность при оральном введении людям и жи-
вотным (Tacket et al., 1998; 2000; Kim, Yang, 2010; 
Obembe et al., 2011). Антигены, синтезирующиеся 
в растениях, защищены растительными клеточными 
стенками от протеолиза при прохождении пищевари-
тельного тракта и могут быть легко доставлены к клет-
кам слизистой оболочки кишечника, где они стимули-
руют мукозную систему иммунитета, базирующуюся 
на антиген-представляющей способности макрофагов 
тонкого кишечника (Дейнеко, 2012). Две вакцины, 
синтезируемые в растениях картофеля, уже прошли 
стадию клинических испытаний — это субъединица 
B термолабильного токсина (LTB) патогенного штам-
ма E. coli (ETEC) и капсидный белок вируса Норфолк 
(NVCP) (Tacket et al., 1998; 2000). Гены, выделенные 
из двух кишечных паразитов, были использованы при 
создании идеальных съедобных вакцин, поскольку ко-
дируют белки, для которых характерна мультимерная 
структура и которые являются устойчивыми к перева-
риванию в кишечнике человека. Каждый из этих белков 
накапливался в больших количествах в клубнях карто-
феля и правильно собирался в олигомеры. Клиничес-
кие испытания рекомбинантной вакцины LTB показали, 
что поедание добровольцами сырых клубней картофе-
ля, содержащих 0,3–10 мг LTB, приводило к образо-
ванию мукозных и системных антител с высокими тит-
рами (Tacket et al., 1998). Иногда антигены сшивают 
с другими белками для облегчения детекции, например, 
с геном β-глюкуронидазы (GUS). По GUS-активнос-
ти можно легко определить уровень экспрессии гена, 
контролирующего синтез антигенов в трансформан-
тах. При этом белки сохраняли свою иммуногенность 
(Дейнеко, 2012). В настоящее время более десятка 
растительных вакцин находятся на стадии доклиничес-
ких и клинических испытаний и скоро будут доступны 
на рынке фармацевтических препаратов (Kim, Yang, 
2010; Obembe et al., 2011). Нарабатываемые в табаке 
вакцины против кариеса и болезни птиц, вызываемой 
вирусом Ньюкасла, уже сертифицированы в Евросоюзе 
и США соответственно (Kim, Yang, 2010).
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СПОСОБЫ ПОВЫшеНиЯ эФФеКтиВНОСти 
раСтитеЛьНЫХ СиСтеМ эКСПреССии

Одной из основных проблем при получении расте-
ний-продуцентов является довольно низкий уровень 
вырабатываемого рекомбинантного белка, который 
часто не превышает 1 % от растворимых белков клет-
ки. Продукция гетерологичного белка зависит от эф-
фективности транскрипции, трансляции, корректного 
процессинга и устойчивости синтезированного белка 
к протеолизу. Уровень экспрессии гетерологичного гена 
зависит от того, в какую область ядерного хроматина он 
встроился. Многочисленные работы по трансформации 
продемонстрировали, что частота встраивания трансгена 
в область эухроматина значительно выше по сравнению 
с частотой встраивания этого же трансгена в гетерох-
роматиновый участок генома (Лутова, 2010). С другой 
стороны ещё одной проблемой является замолкание 
трансгена в результате явления сайлесинга, вероятность 
которого существенно возрастает при увеличении ко-
личества встраиваемых копий (Катохин с соавт., 2006). 
Синтезируемый в большом количестве белок может 
проявлять токсичность в цитоплазме клетки продуцента 
или, наоборот, быстро расщепляться протеолитичес-
кими ферментами. Некорректная сборка и характерная 
для растений система гликозилирования может приво-
дить к низкой биологической активности гетерологичных 
белков и развитию аллергических реакций. Для решения 
перечисленных проблем разработан ряд подходов.

Использование различных промоторов
При создании большинства трансгенных растений 

применяют конститутивные промоторы. Чаще всего ис-
пользуются промотор 35S РНК вируса мозаики цветной 
капусты и промотор убиквитина кукурузы или других 
растений. Рукавцовой Е. Б. с соавторами (2006) были 
получены растения табака, экспрессирующие рекомби-
нантный ген поверхностного антигена вируса гепатита 
В (HBsAg) под контролем одинарного и двойного промо-
торов 35S вируса мозаики цветной капусты. Использо-
вание двойного промотора 35S было более эффективным 
и обеспечивало синтез антигена до 0,05 % от суммарного 
растворимого белка. Стогер со авторами (Stoger et al., 
2000) получили растения риса, трасформированные ге-
ном, кодирующим одноцепочечные вариабельные фраг-
менты рекомбинантного химерного антитела человека 
и мыши (scFvT84.66), под контролем промотора уби-
квитина кукурузы и усиленного p35SCaMV. В листьях 
уровень экспрессии трансгенов был одинаковым под 
контролем обоих промоторов, но целевой белок не на-
капливался в семенах при использовании 35S промо-
тора. Значительно реже применяются другие консти-
тутивные промоторы, к числу которых можно отнести 
полиубиквитиновый промотор сои, агробактериальные 
промоторы маннопин- и нопалинсинтаз, Mac промотор, 

который является гибридом маннопинсинтазного промо-
тора и энхансера p35S, промотор актина из банана и др. 
(Sharma, Sharma, 2009). Основным преимуществом этих 
промоторов является конститутивная экспрессия це-
левого гена во всех органах растения. Однако зачастую 
конститутивные промоторы отличаются низким уровнем 
экспрессии и подвергаются сайленсингу.

Один из способов увеличения уровня экспрессии 
трансгена заключается в применении тканеспецифич-
ных промоторов. Эти промоторы обеспечивают накоп-
ление рекомбинантного продукта в определённых тканях 
и на определённых стадиях онтогенеза. Они позволяют 
синтезировать трансгенные продукты в таких органах 
растений, как семена, плоды, листья, запасающие органы 
(корнеплоды, корне- и стеблеклубни, корневища, клуб-
нелуковицы или луковицы). Направленный синтез бел-
ка в определенных органах снижает его потенциальный 
негативный эффект в других тканях, а также уменьшает 
его влияние на рост и продуктивность растений. Про-
мотор пататина из клубней картофеля был использован 
для направленного клубне-специфичного синтеза таких 
антигенов как CTB (холерный токсин B), LTB, HBsAg 
и др. (Richter et al., 2000; Sharma, Sharma, 2009). Транс-
генные растения картофеля, экспрессирующие ген анти-
гена HBsAg под контролем двойного 35S и пататинового 
промоторов, аккумулировали до 1 мкг целевого антигена 
на 1 г массы клубня картофеля именно при использова-
нии 35S-промотора (Шульга с соавт., 2004). Возможна 
орган-специфичная экспрессия гетерологичных генов 
и в корнеплодах растений. Так, в последнее время появил-
ся ряд сообщений об успешном применении корне-специ-
фичных промоторов из корнеклубневых крахмалоносных 
культур (батат, маниок, ямс) для экспрессии генов в кор-
неплодах моркови (Arango et al., 2010; Noh et al., 2012). 
Плоды и семена часто применяются для накопления рас-
тительных вакцин и антител, требующих минимальной 
очистки для последующего применения. Это достигается 
с помощью плодоспецифичного промотора томатов Е8. 
Из различных растений клонированы промоторы, позво-
ляющие синтезировать чужеродные биоактивные моле-
кулы исключительно в семенах. К их числу можно отнести 
промоторы глобулина-1, глобулина 7S и зеина из куку-
рузы, глютелина риса, P-конглиценина сои и арцелина 
фасоли (Sharma, Sharma, 2009). Экспрессия целевых 
генов в запасной ткани семян, где уровень биодеградации 
ниже, чем в обводнённых тканях (листья, плоды), спо-
собствует повышению продуктивности на 2–3 порядка. 
Кроме того, необходимо отметить, что семена могут быть 
отличным резервуаром для хранения белка. Известно, 
что в семенах гороха гетерологичные белки могут сохра-
няться до 6 месяцев (Дейнеко, 2012). Значительный про-
гресс достигнут в создании съедобных вакцин на основе 
семян кукурузы (Chikwamba et al., 2002). Субъединица 
LTB накапливалась в семенах на уровне до 0,1 % от сы-
рого веса и обладала иммуногенными свойствами при по-
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едании мышами. Ассоциация с крахмалом обеспечивает 
термостабильность антигена и его устойчивость к проте-
олитической деградации при попадании в желудочно-ки-
шечный тракт. На основе семян кукурузы также создана 
вакцина, защищающая свиней от вирусного гастроэнте-
рита (Lamphear et al., 2004). Показано, что арцелиновый 
промотор позволяет экспрессировать гетерологичные 
гены с высокой эффективностью. Трансгенные растения 
фасоли аккумулировали одноцепочечные вариабельные 
фрагменты мышиных иммуноглобулинов (ScFv) до 36 % 
от растворимого белка под контролем arc5–1 промотора 
(DeJaeger et al., 2000).

Применение индуцибельных промоторов позволяет 
аккумулировать рекомбинантный белок под контролем 
индуцирующих веществ или воздействий. Эти промо-
торы пока недостаточно охарактеризованы, однако их 
несомненным преимуществом является отсутствие сай-
ленсинга. Кроме того, индуцибельная аккумуляция це-
левого продукта требует от растения-продуцента меньше 
энергозатрат и менее токсична, чем конститутивная. Ин-
дуцибельные промоторы часто применяются в суспен-
зионной культуре клеток. Транскрипционная активность 
химически-регулируемых, промоторов модулируется 
этанолом, тетрациклином, стероидами (эстрадиолом, 
экдизоном и глюкокортикоидами) и дефицитом саха-
ров, тогда как промоторы, регулируемые физическими 
факторами, чувствительны к температуре, свету и т. п. 
Самый распространённый в биотехнологии растений ин-
дуцибельный промотор α-амилазы αAmy3 активируется 
в отсутствие сахарозы. С его помощью получены расте-
ния-продуценты ряда белков человека: γ-интерферона, 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирую-
щего фактора и α1-антитрипсина (Terashima et al., 1999; 
Chen et al., 2004; Sharma, Sharma, 2009). Выход целево-
го белка в индуцибельных системах значительно выше, 
чем в конститутивных.

Отдельно следует вспомнить упомянутые ранее меха-
низмы транзиентной экспрессии и создания трансплас-
томных растений, которые способствуют повышению 
выхода целевого рекомбинантного белка. Для транс-
формации генома пластид чаще всего используют про-
моторы хлоропласт-специфичных генов, кодирующих 
16S рибосомную РНК (Prrn) и D1 белок фотосистемы II 
(psbA). С помощью этих промоторов в транспластомных 
растениях табака получены несколько биомолекул: хо-
лерная вакцина (CTB), интерфероны и инсулин человека 
(Sharma, Sharma, 2009).

Компартментализация рекомбинантных белков
Большинство белков синтезируется в цитоплазме, 

некоторые — в пластидах и митохондриях. Аккумулиру-
ясь в цитоплазме клеток, целевой белок может нарушать 
обмен веществ или подвергаться быстрой деградации. 
Секреторные белки имеют N-концевой сигнальный пеп-
тид и/или трансмембранные домены, они доставляются 

в ЭПС, аппарат Гольджи, вакуоли или секретируются 
из клетки. Применение специфических сигнальных пеп-
тидов позволяет направлять синтезируемый рекомби-
нантный белок в различные клеточные компартменты, 
что может приводить к увеличению его выхода. В систе-
ме везикулярного транспорта белки созревают, подвер-
гаются гликозилированию и ограниченному протеолизу. 
Чаще всего целевые белки направляют в ЭПС, запасаю-
щие белковые вакуоли, олеосомы или на секрецию. Воз-
можно использование сигнальных пептидов в пластиды 
и митохондрии. В ЭПС может накапливаться достаточно 
много белка без возникновения существенных проблем 
для метаболизма, роста и развития растений. Эта осо-
бенность часто используется при создании систем для 
гетерологичной экспрессии. К С-концу рекомбинантно-
го белка присоединяют сигнальный тетрапептид, KDEL 
(Лиз-Асп-Глу-Лей) или HDEL (Гис-Асп-Глу-Лей), что 
обеспечивает его сортировку в ЭПС. Этот компарт-
мент отличается низкой гидролитической активностью 
и довольно эластичен, что позволяет накапливать бел-
ки в значительных количествах. Ещё более эффективно 
в ЭПС и белковых телах (запасающих вакуолях, про-
изводных ЭПС) аккумулируются запасные белки се-
мян — проламины. Так, слитые с γ-зеином, проламином 
кукурузы, антигены ВИЧ и вируса бронхита птиц акку-
мулируются в белковых телах клеток табака до уровня 
1 % общего белка, тогда как введение KDEL-последова-
тельности обеспечивает уровень 0,5 % (Sharma, Sharma, 
2009).

Олеосомы, или липидные капли, также представля-
ют интерес для аккумуляции рекомбинантных белков, 
особенно в семенах. При этом запасной белок семян 
масличных культур олеозин используется в качестве 
носителя для рекомбинантных белков. Целевой белок 
сшивают с олеозином таким образом, чтобы на гра-
нице между ними был сайт специфичного протеолиза, 
что облегчает последующую очистку. Синтезирован-
ный в трансгенных растениях химерный белок выде-
ляют, обрабатывают специфической протеазой и цен-
трифугируют. Олеозиновая часть остается в составе 
олеосом, а целевой белок переходит в водную фазу. 
Этот способ был использован для получения гирудина, 
инсулина, аполипопротеина AI и растительных вакцин 
(Parmenter et al., 1995).

Как уже неоднократно было отмечено, целевые белки 
часто локализуют в пластидах, но достигается это обыч-
но не добавлением сигнальных последовательностей, 
а непосредственной трансформацией пластома. Плас-
тидная локализация накладывает целый ряд ограничений 
на сборку мультисубъединичных комплексов и гликози-
лирование целевого белка. Наоборот, направление бел-
ка в секреторную систему, запускает гликозилирование 
по растительному типу, что может существенным обра-
зом влиять на биологическую активность целевого белка 
в животных организмах.
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Гликозилирование рекомбинантных белков
Присоединение углеводов к полипептидной цепи 

происходит в ЭПС и аппарате Гольджи. Первые эта-
пы N-гликозилирования являются общими для всех 
эукариот, однако окончательная структура сложных 
N-гликанов у грибов, растений и млекопитающих мо-
жет сильно отличаться (Potula et al., 2008). У расте-
ний гликопротеины имеют ряд углеводных остатков, 
не встречающихся у млекопитающих –ксилозу, рамнозу, 
арабинозу и α (1,3)-фукозу, которые могут быть аллер-
генами для человека. В растениях отсутствуют механиз-
мы сиалилирования и O-гликозилирования муцинового 
типа, характерные для секретируемых гликопротеинов 
млекопитающих. Отличие профиля гликозилирования 
рекомбинантных белков от нативного человеческого 
или животного стандарта может приводить к утрате их 
биологической активности и быстрой деградации. Од-
ним из подходов для ограничения гликозилирования яв-
ляется удержание целевого белка в ЭПС, где происходят 
только его первичные этапы, а фукозил- и ксилозил-
трансферазы функционируют уже в аппарате Гольджи. 
Для синтеза в растениях сложных гликопротеинов че-
ловека и животных требуется «гуманизация» расти-
тельной системы гликозилирования. Для этой цели 
получают нокаутные мутанты растений-продуцентов 
по генам, кодирующим α-1,3-фукозилтрансферазы 
и β-1,2-ксилозилтрансферазы, а затем их трансформи-
руют генами гликозилтрансфераз человека, которые 
переносят в углеводную часть гликопротеинов остатки 
маннозы, галактозы, N-ацетилглюкозамина и сиаловой 
кислоты. Подобным образом были полностью или час-
тично «гуманизированы» растения табака, резуховидки, 
риса, ряски и P. patens. С их помощью были синтези-
рованы антитела и цитокины: эритропоэтин, интерлей-
кин-10 и гранулоцитарно-макрофагальный колониести-
мулирующий фактор (Sharma, Sharma, 2009; Sirko et al., 
2011; DaCunha et al., 2014).

Для увеличения выхода рекомбинантного белка 
из трансгенных растений-продуцентов используются 
и другие подходы: стратегия оптимизации кодонов в ге-
терологичном гене, удаление из кодирующей части ре-
комбинантного белка сайтов гликозилирования или про-
теолиза, слияние с другими белками и т. п. По аналогии 
с нокаутированием гликозилтрансфераз, пытаются мо-
дулировать активность протеолитических ферментов; 
предпринимают попытки ослабить механизмы замолка-
ния трансгенов, заражая растения-продуценты модифи-
цированными вирусами, которые «отвлекают на себя» 
систему сайленсинга (Sharma, Sharma, 2009; Obembe et 
al., 2011). Все эти методические разработки позволяют 
создавать эффективные растения-продуценты разнооб-
разных белков, на основе которых получают фармацев-
тические препараты преимущественно медицинского 
назначения, тогда как лекарства для ветеринарии встре-
чаются в биотехнологии растений значительно реже.

ПриМеНеНие ПреПаратОВ γ-иНтерФерОНа 
В МеДиЦиНе и ВетериНарии

В современном промышленном животноводстве 
осуществляется комплекс санитарно-ветеринарных 
мероприятий, направленных на сохранение здоровья 
и продуктивности животных. Поиски путей снижения 
заболеваемости, повышения продуктивности сельско-
хозяйственных животных и качества получаемой от них 
продукции ученые связывают с решением проблемы им-
мунодефицитов у животных при промышленной техноло-
гии выращивания (Придыбайло, 1991; Бояринцев, 2003). 
Иммунодефициты — одна из главных проблем совре-
менной клинической иммунологии. Последние годы ха-
рактеризуются накоплением новых данных об отдельных 
клинических формах первичных и вторичных иммуноде-
фицитов, о возможных патогенетических механизмах их 
развития, о подходах к их диагностике и лечению (Федо-
ров с соавт., 1996). В связи с этим все больше внимания 
уделяется поиску и совершенствованию средств, направ-
ленных на повышение защитных сил организма, включая 
препараты различного происхождения в качестве стиму-
ляторов или модуляторов специфического и неспецифи-
ческого иммунитета (Бояринцев, 2003). Особое значе-
ние для иммунной системы имеет синтез макрофагами 
интерлейкина-1 и дополнительных растворимых факто-
ров, которые могут подключать и активировать другие 
клетки, в частности, покоящиеся Т-клетки. Наиболее 
интересными из известных подобных факторов являются 
интерфероны (Кетлинский с соавт., 1992). Интерферо-
ны (ИФН) относятся к цитокинам II класса, представ-
лены гликопротеидами различной молекулярной массы 
и являются мощными стимуляторами иммунной системы 
против патогенов и опухолей различной природы (Сим-
бирцев, 2013). Рекомбинантные интерфероны бакте-
риального происхождения обычно используются для 
лечения саркомы Капоши, миеломной лейкемии, злока-
чественной меланомы (Pestka et al., 1987) и гепатитов А 
и С (Мирошников с соавт., 2003; Schroder et al., 2004). 
Показано, что ИФН-γ играет важную роль в иммунном 
ответе на Mycobacteriatuberculosis bovis (Flynn et al., 
1993; Vesosky et al., 2006). Применение препаратов ци-
токинов в животноводстве, интерферонов в частности, 
имеет существенные преимущества по сравнению с тра-
диционными антибиотиками и химиотерапевтическими 
препаратами. ИФН оказался в числе первых полноцен-
ных клеточных белков, синтезированных вне организма 
с помощью генно-инженерных манипуляций (Ершов, 
1996). В лаборатории биохимической генетики СПбГУ 
созданы штаммы дрожжей Pichia pastoris, синтезирую-
щие внутриклеточные и секреторные цитокины: ИФН-γ 
быка и курицы (Градобоева, Падкина, 2008; Цыганков 
с соавт., 2014). Первые сообщения о получении интер-
ферона человека в растениях относятся к началу 90-х го-
дов (Edelbaum et al., 1992), в том числе с использованием 
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транспластомных растений, что определило значитель-
ный уровень синтеза в 20 % от общего растворимого 
белка табака (Arlen et al., 2007). В настоящее время 
с помощью биотехнологии создан ряд запатентованных 
биопрепаратов для повышения неспецифического им-
мунитета животных, содержащих видоспецифичный ин-
терферон. В частности это препарат для профилактики 
вирусных болезней свиней содержащий свиной лейкоци-
тарный ИФН-α и препарат для профилактики вирусных 
респираторных заболеваний крупного рогатого скота, 
содержащий бычий ИФН-α. Наиболее перспективным 
представляется создание трансгенных продуцентов 
ИФН, которые возможно добавлять непосредствен-
но в корм животным, минуя дорогостоящую очистку 
(Tacket et al., 1998). Стоит отметить, что в растениях-
продуцентах были успешно получены интерфероны птиц 
(Luchakivskaya et al., 2011) и костных рыб (Fukuzawa 
et al., 2010). Человеческий ИФН-γ был синтезирован 
в суспензионной культуре клеток риса под контролем 
конститутивного промотора убиквитина кукурузы и инду-
цируемого промотора α-амилазы риса αAmy3/Ramy3D. 
Для обеспечения секреции рекомбинантный ИФН-γ был 
сшит с сигнальным пептидом альфа-амилазы. Наиболь-
ший выход под контролем убиквитинового промотора 
составил 12 нг/мл культуральной среды и 17,4 нг/мл — 
в случае индуцибельного промотора αAmy3/Ramy3D. 
(Chen et al., 2004).

Препаратов бычьего ИФН-γ на основе растений 
в других лабораториях пока не производили, поэтому 
необходимость подобных лекарственных средств для ве-
теринарии с целью профилактики и лечения заболеваний 
крупного рогатого скота не вызывает сомнения.

ПОЛуЧеНие траНСГеННЫХ раСтеНиЙ-ПрОДу-
ЦеНтОВ БЫЧьеГО γ-иНтерФерОНа 

В лаборатории генной и клеточной инженерии расте-
ний СПбГУ в сотрудничестве с лабораторией биохими-
ческой генетики методом агробактериальной трансфор-
мации с помощью штамма Agrobacterium tumefaciens 
ЕНА105, содержащего бинарный вектор, состоящий 
из хелперной и векторной (pART27INT6) плазмид, были 
созданы растения табака (Nicotiana tabacum) сорта 
Трапезунд, синтезирующие бычий ИФН-γ (Савельева 
с соавт., 2009; Савельева, Лутова, 2010). Ген sIFNG, ко-
дирующий бычий ИФН-γ, находится под контролем про-
мотора гена 35S РНК вируса мозаики цветной капусты. 
В результате эксперимента на среде, содержащей селек-
тивный агент — канамицин (100 мг/л), были получены 
6 независимых трансформантов: IntеrA, InterB, Inter311, 
Inter335, Inter605, Inter623 (T0). Для данных растений 
методом ПЦР-анализа с праймерами к гену sIFNG (Са-
вельева, Лутова, 2010) было показано наличие целе-
вой вставки. Все растения имели нормальный фенотип, 
внедрение гетерологичного гена γ-интерферона в рас-

тительный геном не оказывало негативного влияния 
на трансгенные растения. От этих растений путем само-
опыления было получено потомство, которое было под-
вергнуто отбору на предмет наличия и активности встав-
ки гена sIFNG.

Проявление чужеродных генов у трансгенных рас-
тений с точки зрения классической генетики принято 
рассматривать как доминантный признак (Horsh et al., 
1984; Delores, Gardner, 1988). Поэтому генотип исход-
ного растения, в геном которого произошло встраивание 
одной Т-ДНК инсерции, может быть определен как ге-
мизигота. Таким образом, генотип исходного трансфор-
манта, содержащего ген бычьего γ-интерферона можно 
записать как sIFNG+/sIFNG–. При самоопылении такого 
трансформанта перенесенный ген sIFNG будет комби-
нировать в составе гамет и среди потомков будут вы-
являться три генотипических класса в соотношении 1 
sIFNG+/sIFNG+: 2 sIFNG+/sIFNG–: 1 sIFNG–/sFNG–, 
соответствующие двум фенотипическим классам 3 
sIFNG+/–: 1 sIFNG–/sIFNG–. Это также справедливо для 
некоторых полиплоидных видов растений, например, для 
табака (Nicotiana tabacum), который является автопо-
липлоидом и содержит тетраплоидный набор хромосом 
(Clausen, 1941; Грант, 1989).

В ядерный геном растительных клеток могут встра-
иваться от одной до нескольких копий Т-ДНК. На осно-
вании результатов анализа популяций исходных транс-
генных растений установлено, что примерно в 40–60 % 
выявляются растения с одной вставкой трансгена, в ос-
тальных случаях — с множественными Т-ДНК инсер-
циями (Delores, Gardner, 1988; Sallaud et al., 2003). Ис-
пользуя критерий χ2, мы проверили возможные гипотезы 
Н0 : Н0 – 3 : 1 в случае встраивания одной копии Т-ДНК, 
Н00 – 15 : 1 в случае встраивания двух копий Т-ДНК, 
Н00 – 63 : 1 — при трех копиях Т-ДНК в растительном 
геноме. Результаты, представленные в таблице 1, сви-
детельствуют, что расщепление, полученное в 5 семьях 
(InterA, InterB, Inter311, Inter605 и Inter 623) не проти-
воречит нулевой гипотезе о наличии одной копии Т-ДНК 
в геноме исходных трансформантов (Т0). Нулевые гипо-
тезы о встраивании двух и более копий в геном трансфор-
мантов (Т0) подтверждены не были. Среди независимых 
трансформантов выявлено растение Inter335 (Т0), у по-
томков (Т1) которого в 92 % случаев произошла потеря 
гетерологичного гена бычьего γ-интерферона (табл. 1).

Анализ наследования гетерологичного гена sIFNG 
в следующих поколениях Т2 и Т3, был проведен у двух 
растений (Т0): InterB и Inter311. Для анализа поко-
ления Т2 в каждой семье (Т1) были выбраны три рас-
тения, oт которых путем самоопыления были полу-
чены семена Т2: в семье InterB — растения InterB.5, 
InterB.6 и InterB.13; в семье Inter311 — расте-
ния Inter311.1, Inter311.2 и Inter311.15. Для анализа 
поколения Т3 от растений InterB.6 (Т2), InterB.13 (Т2) 
и Inter311.2 (Т2) также путем самоопыления были по-



ГЕНЕТИчЕСКОЕ ОБРАЗОВАНИЕ

C экологическая генетика     TOM  XIII   № 2   2015 ISSN 1811–0932

87

лучены семена. Соотношения sIFNG+ и sIFNG– растений 
в семьях InterB и Inter311 в поколениях Т2 и Т3 представ-
лены в таблице 2. В результате ПЦР-анализа, проведен-
ного для семей InterB (Т1-Т3) с праймерами к гену sIFNG, 
мы выявили расщепление 3 : 1, что подтверждает гипо-
тезу о содержании одной копии Т-ДНК в геноме исход-
ного трансформанта InterB (Т0). Таким образом, расте-
ния InterB.5 (T1), InterB.6 (Т1) и InterB.13 (Т1), являются 
гетерозиготами по гену sIFNG. Для анализа следующего 
поколения Т3 использовали растения, также гетерози-
готные по исследуемому гену. Расщепление во всех се-
мьях Т3 соответствовало расщеплению гетерозиготных 
по гену sIFNG растений. Таким образом, среди семей, 
родоначальником которых было трансгенное расте-
ние InterB (Т0), не выявлено семьи с отсутствием рас-
щепления по гену sIFNG.

Для потомков растения Inter311 (Т0) был также про-
веден анализ семей до поколения Т3. Так, в результате 
анализа трех семей Inter311 поколения Т2 мы выявили две 
семьи Inter311.1 и Inter311.15, в которых расщепление, 

не противоречило теоретически ожидаемому расщепле-
нию 3 : 1. В третьей семье Inter311.2 расщепление отсутс-
твовало. Таким образом, в геноме исходного трансфор-
манта Inter311 также присутствует одна копия Т-ДНК. 
Родители растений семей Inter311.1 и Inter311.15 яв-
лялись гетерозиготами по гену sIFNG, в то время как 
растение Inter311.2 являлось гомозиготой по целе-
вому гену. Для подтверждения гомозиготности этих 
растений по гену sIFNG проведён ПЦР-анализ семей 
потомков Inter311.2.6, Inter311.2.7 и Inter311.2.12. 
Расщепление во всех трех семьях (Т3) отсутствовало. 
Эти данные подтверждают, что растение Inter311.2 явля-
лось гомозиготным по гену sIFNG. Таким образом, расте-
ние Inter311.2 стало родоначальником линии трансгенных 
растений табака, стабильно наследующих гетерологичный 
ген бычьего γ-интерферона.

Полученные результаты указывают на важность тща-
тельного анализа трансформантов в нескольких поколе-
ниях, что позволяет выявить родоначальников линий — 
продуцентов интерферона.

Семья
(Т1)

Расщепление среди  
растений T1 при  
самоопылении

Факт.  
(Нot 3 : 1, 

теор. ожид.: 
18,75 : 6,25)

χ2 Н0 : 3 : 1

Факт. 
(Н0 : 15 : 1, 

теор. ожид.: 
23,44 : 1,56)

χ2  
Н0 : 15 : 1

Факт. 
(Н0 : 63 : 1, 

теор. ожид.: 
24,61 : 0,39)

χ2  
Н0 : 63 : 1

sIFNG+ sIFNG–

InterA 17 8 2,72 : 1 0,65* 10,90 : 1 6,91 43,59 : 1 15,59

InterB 21 4 3,36 : 1 1,08* 13,46 : 1 4,45 53,85 : 1 35,69

Inter311 17 8 2,72 : 1 0,65* 10,90 : 1 6,91 43,59 : 1 15,59

lnter335 2 23 0,32 : 1 59,85 1,28 : 1 21,15 5,13 : 1 21,72

Inter605 20 5 3,20 : 1 0,33* 12.82 : 1 5,01 51,28 : 1 29,85

Inter623 21 4 3,36 : 1 1,08* 13,46 : 1 4,45 53,85 : 1 35,69

*— фактическое расщепление достоверно соответствует теоретическому при χ2 = 3,841 (d.f. = 1)

Таблица 1
расщепление среди растений t1 при самоопылении по наличию вставки гена sIFNG

Таблица 2
соотношение sIFNG+- и sIFNG–-потомков трансгенных растений табака в семьях InterB и Inter311 (т2-т3)

Поколение Т1 Поколение Т2 Поколение Т3

Семья
Соотн.  

sIFNG+ : sIFNG–

χ2 
H0 : 3 : 1

Семья
Соотн.  

sIFNG+ : sIFNG–

χ2 
H0 : 3 : 1

Семья
Соотн.  

sIFNG+ : sIFNG–

χ2  
H0 : 3 : 1

InterB 21 : 4 1,08*

InterB.5 20 : 5 0,33* Анализ не проводился

InterB.6 19 : 6 0,01*
InterB.6.2 22 : 3 2,25*

InterB.6.13 21 : 4 1,08*
InterB.6.20 21 : 4 1,08*

InterB.13 21 : 4 1,08* InterB.13.6 22 : 3 2,25*

Inter311 17 : 8 0,65*

Inter311.1 21 : 4 1,08* Анализ не проводился

Inter311.2 25 : 0 8,33
Inter311.2.6 25 : 0 8,33
Inter311.2.7 25 : 0 8,33

Inter311.2.12 25 : 0 8,33
Inter311.15 21 : 4 1,08* Анализ не проводился

*— фактическое расщепление достоверно соответствует теоретическому при χ2
st0,05 = 3,841(d.f. = 1)
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аНаЛиЗ СтаБиЛьНОСти эКСПреССии 
ГеНа γ-иНтерФерОНа у траНСГеННЫХ  
раСтеНиЙ таБаКа

Ранее было показано, что уровень экспрессии гете-
рологичных генов зависит от многих факторов и, в значи-
тельной степени, от того в какую область ядерного хрома-
тина попал введенный ген (Дейнеко, 2012). Экспрессия 
трансгена, как правило, высока при его попадании в об-
ласть активного хроматина. Встраивание в транскрипци-
онно неактивные, гиперметилированные участки генома, 
наоборот, приводит к инактивации трансгена (Linn et al., 
1990). Отсутствие экспрессии трансгена может быть 
обусловлено нарушениями целостности перенесенных 
генов в результате образования перестроек внутри ге-
нетической конструкции (Meyer et al., 1992; Morino et 
al., 1999; Forsbach et al., 2003) а также встраиванием 
трансгена вблизи генов, участвующих в регуляции раз-
вития растений (Bucherna et al., 2004). Кроме того, были 
выявлены случаи делетирования трансгенов у потомков 
в результате самоопыления исходных трансформантов 
(Morino et al., 1999; Forsbach et al., 2003).

Следует принять во внимание и возможность поте-
ри во времени активности интродуцированного гена при 
его сохранении в геноме. Данный феномен определяет-
ся явлением сайленсинга, которое широко распростра-
нено в растительном мире и подтверждается наличием 
множественных вставок чужеродных фрагментов ДНК 
(Morino et al., 1999; Sallaud et al., 2003). Предполагают, 
что данный механизм может служить одним из механиз-
мов защиты от чужеродной ДНК и от РНК-содержащих 
вирусов (Лутова, 2010).

Стабильность экспрессии перенесенных генов зави-
сит и от влияния факторов внешней среды. Например, 
выращивание трансформантов (полученных в стериль-
ных условиях in vitro) и их потомков в полевых условиях 
может провоцировать значительные изменения в экс-
прессии рекомбинантных генов (Meyer et al., 1992).

Таким образом, существуют различные причины, ве-
дущие к вариабельности экспрессии рекомбинантных ге-
нов в трансгенных растениях и к отклонениям от менде-

левского наследования, которые необходимо учитывать 
при создании растительных продуцентов.

Для выявления и изучения стабильности экспрес-
сии гетерологичного гена γ-интерферона проводили 
ОТ-ПЦР-анализ трансгенных растений (Т1-Т3), которые 
являлись потомками пяти исходных трансформантов: 
InterA, InterB, Inter311, Inter605 и Inter623 (табл. 3). 
В каждой из пяти проанализированных семей Т1 были 
выявлены растения, для которых показано наличие экс-
прессии гетерологичного гена sIFNG. Среди растений 
внутри каждой семьи была выявлена вариабельность 
по экспрессии гена sIFNG. Так, например, в семье InterB 
(Т1) девять растений из восемнадцати характеризова-
лись отсутствием экспрессии (рис. 1). Остальные девять 
растений характеризовались различной интенсивностью 
свечения продуктов ПЦР-реакции, проведенной с про-
бами кДНК и праймерами к гену sIFNG. В семьях InterB, 
Inter605 и Inter623 показано отсутствие экспрессии гена 
sIFNG более, чем для половины растений, а семья InterA, 
характеризовалась отсутствием экспрессии гетерологич-
ного гена (табл. 3).

Как правило, инактивация трансгена характерна 
для растений с множественными инсерциями Т-ДНК. 
Так, явление инактивации экспрессии тесно сцеплен-
ных копий трансгенов было впервые описано в 1991 году 
(Mittelsten et al.,1991). Авторы продемонстрировали 
корреляцию потери устойчивости к антибиотику гигро-
мицину со встраиванием множественных копий транс-

Семья
Колич. 

проанализ. 
раст. Т1

Колич. 
растений, 

содержащих 
ген sIFNG

Колич. 
растений, 

экспрессир. 
ген sIFNG

InterB 25 21 11

Inter311 25 17 16

Inter605 25 20 9

Inter623 25 21 7

InterA 25 17 –

Таблица 3
анализ экспрессии гена sIFNG у растений поколения т1

рис. 1. Подтверждение экспрессии гена sIFNG в трансформированных растениях семьи InterB (T1). Электрофорез продуктов 
ОТ-ПЦР кДНК растениий семьи InterB с праймерами к гену sIFNG. М — маркер молекулярного веса (100 – 1000 н.п.); 
К– — ПЦР-реакция, проведенная с водой; К- — кДНК нетрансгенного растения; К+ — ПЦР-реакция, проведенная 
с ДНК Agrobacterium tumefacience; 1-25 — кДНК анализируемых растений
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гена в один локус растительного генома у трансгенных 
растений. В другой работе целенаправленно была по-
лучена серия аллелей с различным числом копий гена 
устойчивости к антибиотику. У растений с дупликаци-
ями перенесенных генов наблюдали их инактивирова-
ние. Это явление получило специальное название: RIGS 
(repeat-induced gene silencing) — замолкание гена, ин-
дуцируемое наличием тандемно повторенных фрагментов 
ДНК в районе расположения анализируемого гена. Дан-
ное явление было обнаружено у петунии, у которой были 
продемонстрированы инвертированные повторы Т-ДНК, 
содержащей ген халконсинтетазы, что приводило к пост-
транскрипционной инактивации гомологичного гена пе-
тунии (Stam et al., 1998). К настоящему времени известно 
большое количество работ, в которых проводили иссле-
дования влияния различных дуплицированных Т-ДНК 
фрагментов на проявление и стабильность экспрессии 
перенесенных генов. Однако анализ наследования гена 
sIFNG в семье InterA показал наличие одной копии транс-
гена в геноме исходного трансформанта (табл. 1). Так, 
феноменологические случаи «замолкания» чужеродных 
генов среди потомков первого поколения трансгенных 
растений, описаны для разных видов растений: табака, 
петунии, резуховидки и др. (Mittelsten et al.,1991; Meyer 
et al., 1992). Подобные результаты могут быть объясне-
ны химерностью растительных тканей у исходных транс-
формантов, возникновением микроделеций и мутаций 
по районам Т-ДНК, встраиванием инсерций в гиперме-
тилированные участки генома и др. Так, у растений та-
бака возможно образование химер — растений с двумя 
типами клеток: с интеграцией трансгена в ядерную ДНК 
и без неё (Schmulling, Shell, 1993). С другой стороны, 
известно, что встраивание чужеродных генов в слабо или 
сильно метилированные районы также приводит к инак-
тивированию трансгенов (Furner et al., 1998). Подобное 
объяснение возможно и в нашем случае: либо инсерция 
Т-ДНК в исходном трансформанте InterA (Т0) произошла 
в гиперметелированный участок растительного генома, 
либо растение InterA (Т0) являлось химерным. Оба воз-
можных события могли привести к полной инактивации 
гена sIFNG у растений поколения Т1, которое мы и на-
блюдали при анализе его экспрессии в семье InterA.

Проанализировав пять семей трансгенных растений 
поколения Т1, мы показали наличие экспрессии гете-
рологичного гена sIFNG у половины растении в семь-
ях InterB, Inter311, Inter605 и Inter623. Кроме того, среди 
растений была выявлена изменчивость уровня экспрес-
сии гетерологичного гена. Дальнейшая работа по анали-
зу экспрессии гена sIFNG была проведена для потомков 
двух трансгенных растений InterB и Inter311 (Т2-Т3) с це-
лью создания линий трансгенных растений-продуцентов 
γ-интерферона со стабильным наследованием и экс-
прессией гена sIFNG. По мнению ряда исследователей, 
однокопийные трансформанты предпочтительны с точки 
зрения поддержания стабильной экспрессии перене-
сенных генов у потомков в течение многих поколений. 
По результатам анализа растения InterB и Inter311 (Т1) 
характеризовались наличием одной копии Т-ДНК. Таким 
образом, основываясь на выше изложенном, мы ожидали 
выявить стабильное наследование экспрессии у потом-
ков растений InterB и Inter311 (Т0) в поколениях Т2 и Т3.

Методом ОТ-ПЦР-анализа мы проанализирова-
ли растения поколения Т2, полученные в результате 
самоопыления растений InterB.5, InterB.6, InterB.13, 
Inter311.1, Inter311.2 и Inter311.15 (T1), для кото-
рых ранее был показан высокий уровень экспрессии 
гена sIFNG. У всех растений поколения Т2 была выяв-
лена его экспрессия (табл. 4). Более того, у растений 
внутри семьи уровень экспрессии гетерологичного гена 
был примерно на одном и том же уровне. Аналогичные 
результаты были получены и для других пяти семей. 
Эти результаты согласуются с литературными данными, 
описанными в работах по изучению экспрессии трансге-
нов. Например, было показано, что трансгены, встроив-
шиеся в районы, богатые АТ-парами нуклеотидов, ста-
бильно экспрессируются в ряду поколений (Furner et al., 
1998). Продемонстрирована зависимость стабильности 
экспрессии трансгенов от генотипов родителей (Iglesias 
et al.,1997). Авторы наблюдали стабильный уровень 
экспрессии гена nptII у потомков поколения Т2, полу-
ченных при скрещивании трансгенных растений табака 
Н9 и Н83. В то же время, у гибридов (Т2), полученных 
в результате скрещивания трансгенных растений табака 
Н59 и Н11, были выявлены отклонения от ожидаемых 

Таблица 4
анализ экспрессии гена sIFNG у растений семей InterB и Inter311 (т2)

Родительское  
растение (Т0)

Семья (Т2)
Колич. проанализ.  

раст. Т2

Колич. растений,  
содерж. ген sIFNG

Колич. растений,  
экспрессир. ген sIFNG

InterB

InterB.5 25 20 20

InterB.6 25 19 19

InterB.13 25 21 21

Inter311

Inter311.1 25 21 21

Inter311.2 25 25 25

Inter311.15 25 21 21
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менделевских соотношений. Исследования растений ме-
тодом гибридизации in situ продемонстрировали, что ста-
бильность экспрессии маркерного гена nptII у анализиру-
емых растений табака коррелирует с местоположением 
вставок на хромосомах. Так, у растений Н9 и Н83 инсер-
ции Т-ДНК были локализованы в теломерных районах, 
а у растений Н59 и H11 — в интеркалярном и парацент-
рическом районах хромосом. Эти данные указывали, что 
стабильность экспрессии перенесенных генов у транс-
генных растений определялась местом встраивания ин-
серции Т-ДНК в растительный геном.

Таким образом, сохранение экспрессии гетерологич-
ного гена sIFNG у растений поколения Т2, полученных 
в результате последовательных самоопылений растений 
Т0 и растений Т1, позволило предположить, что у исход-
ных трансгенных растений InterB и Inter311 (Т0) интег-
рация Т-ДНК произошла в транскрипционно активные 
участки растительного генома. Анализ экспрессии гете-
рологичного гена sIFNG у этих растений также показал 
отсутствие вариабельности уровня экспрессии внутри 
проанализированных семей.

Для подтверждения наследования экспрессии гена 
sIFNG мы также осуществили аналогичный ОТ-ПЦР-
анализ для растений поколения Т3. Результаты показали, 
что растения поколения Т3 сохраняли экспрессию гена 
sIFNG (данные не приводятся). Изменчивость уровня 
экспрессии гена sIFNG среди растений (Т3) в пределах 
одной семьи не обнаружена. Аналогичные данные были 
получены и для остальных проанализированных семей.

аНаЛиЗ БеЛКОВЫХ ПрОБ траНСГеННЫХ  
раСтеНиЙ таБаКа

Для доказательства присутствия синтезируемого бычь-
его γ-интерферона в трансгенных растениях табака была 
проведена Вестерн-блот гибридизация с пробами белка, по-
лученными из трансгенных растений InterA.5 и Inter311.2 
(Т1) (рис. 2). В результате эксперимента выявлено нали-
чие белка массой 15 kDa, соответствующему бычьему 
γ-интерферону, в растении Inter311.2 и его отсутствие 
в растении InterA.5 (Савельева, Лутова, 2010). Эти дан-
ные совпадают с ранее полученными данными об экс-
прессии гена sIFNG в растениях семей Inter311 и InterA 
(Т1). Вестерн-гибридизация белковых проб, выделенных 
из растений семей Inter311.2 и InterB.6 поколения Т2 вы-
явила наличие белка ИФН-γ у всех проанализирован-
ных растений (Савельева, Лутова, 2010). Для массового 
скри нинга растений поколения Т3 мы провели дот-блот 
гибридизацию. Пробы белка были получены из 21 расте-
ния семьи InterB.6.13 и из 25 растений семьи Inter311.2.7, 
для которых ранее было показано наличие экспрессии 
гена sIFNG. В результате дот-блот гибридизации было 
продемонстрировано присутствие гетерологичного бел-
ка γ-интерферона во всех трансгенных растениях се-
мей InterB.6.13 и Inter311.2.7 поколения Т3 (Савельева, 

Лутова, 2010). Таким образом, трансгенные растения, 
принадлежащие к семьям Inter311.2 и InterB.6 и экс-
прессирующие ген sIFNG, синтезируют бычий ИФН-γ. 
Причём в семье Inter311.2 уже в Т2 поколении произошла 
гомозиготизация трансгена sIFNG, на основе этой семьи 
мы получили инбредную линию растений-продуцентов 
бычьего ИФН-γ.

Для полуколичественной оценки концентрации бы-
чьего γ-интерферона синтезируемого в трансгенных 
растениях табака, с использованием методов денатури-
рующего ПААГ-электрофореза и Вестерн-блот гибри-
дизации построена калибровочная кривая со следующи-
ми концентрациями коммерческого препарата бычьего 
γ-интерферона: 0,5 мг, 1 мг, 1,5 мг и 2 мг. Интенсивность 
окраски полос, полученных в результате этого экспери-
мента, оценивали с помощью программы ImageJ 1.41. 
На рисунке 3 приведен график зависимости интенсивнос-
ти окраски полос от концентрации. Полуколичественная 
оценка показала, что в одном 1 грамме листьев трансген-
ных растений табака семьи Inter311.2 (сырой вес) содер-
жалось в среднем от 1 до 1,5 мкг γ-интерферона.

ЗаКЛЮЧеНие 

Работы по биотехнологии и генной инженерии нача-
лись около 30 лет тому назад. Этому предшествовала ог-
ромная исследовательская работа, в результате которой 

рис. 2. Вестерн-блот гибридизация проб белка, полученных 
из листьев трансгенных растений Inter311.2 и InterA.5 
(Т1) с диагностическими антителами против бычьего 
ИФН-γ. М — маркер молекулярного веса, 15 кДа

рис. 3. Зависимость интенсивности окраски полос γ-интер-
ферона от его концентрации на нитроцеллюлозной 
мембране после окрашивания диаминобензидином
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были отработаны методы культивирования клеток, тка-
ней и органов, созданы новые генетические конструкции, 
методы их переноса в геном и т. д.

Получение и многопрофильное использование транс-
генных растений стало важным в современной биотех-
нологии. К настоящему времени в геном растения можно 
встраивать гены из различных гетерологичных систем для 
синтеза необходимых соединений. Перспективными на-
правлениями стали работы по созданию трансгенных расте-
ний-продуцентов фармакологически значимых соединений: 
белков, антител, вакцин и других уникальных компонен-
тов животного происхождения. Использование растений 
в качестве «фабрик» по производству подобных веществ 
имеет ряд несомненных преимуществ перед использова-
нием культур микроорганизмов и животных клеток. На-
пример, для растений характерна правильная укладка 
и созревание гетерологичных белков, обеспечивающих их 
функциональную активность и, в дальнейшем, экономи-
ческую выгоду, т. к. культивирование растений не требует 
дорогостоящего оборудования и реактивов, биологическую 
безопасность, т. к. данный способ синтеза гетерологичных 
белков исключает возможность контаминации микробны-
ми антигенами и токсинами, и, наконец, возможности со-
здания растительных вакцин, которые можно будет упот-
реблять как пищевые добавки, не прибегая к трудоемкой 
и дорогостоящей стадии очистки целевого продукта.

В настоящее время исследователь обладает широ-
ким спектром современных методов трансформации для 
получения трансгенных растений. Однако для создания 
определенного растения-продуцента необходимо учиты-
вать большое количество факторов, определяющих успех 
работы. Так, важнейшими из них являются генотип рас-
тения, от которого зависит использование того или иного 
метода трансформации, структура вектора, содержащая 
целевой ген, степень токсичности гетерологичного бел-
ка для растения и т. д. Таким образом, создание первич-
ного трансгенного растения (То) является необходимым 
и трудоемким процессом, требующим кропотливой рабо-
ты. Однако получение первичных трансгенных растений, 
содержащих целевой ген, это только первый этап в со-
здании растений — продуцентов фармакологических со-
единений. Важной составляющей таких экспериментов 
является отбор и последующий анализ Т1, Т2, Т3 и т. д. 
растений со встроенным целевым геном в геномную 
ДНК растения, на стабильность наследования и эксп-
рессии целевого гена. Важным этапом эксперимента 
является создание стабильной генетической линии, как 
продуцента фармакологического белка, обладающего 
биологической активностью. Последний раздел статьи 
посвящен экспериментам авторов по созданию транс-
генных растений, синтезирующихгамма-интерферона 
быка. В результате агробактериальной трансформации 
и последующей селекции была получена линия расте-
ний-продуцентов гамма-интерферона быка, стабильно 
наследующая и экспрессирующая ген sIFNG.

Исследования выполнены при финансовой подде-
ржке программы развития Санкт-Петербургского госу-
дарственного университета (проект 1.38.229.2014).
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traNsGeNIc PlaNts as BIoreactors for the 
ProductIoN of suBstaNces of MedIcINal aNd 
VeterINarY IMPortaNce

Saveleva N. V., Burlakovskiy M. S., Yemelyanov V. V., 
Lutova L.A.

suMMar C Y: The use of plants as bioreactors has become of a great 

importance in the modern biotechnology. The transgenic plants are 

capable of synthesizing of many substances, including valuable phar-

maceuticals. Plants possess a number of advantages compared to 

conventional bioreactors — microorganisms and animal cell cultures. 

The product safety and lower production costs are among them. One of 

the promising directions in plant biotechnology is the creation of “edible 

vaccines, plantibodies and adjuvants” based on recombinant antigens, 

immunoglobulins and immunoregulatory cytokines. Edible bioreactor 

plants can be administered as food and feed additives in medicine and 

veterinary avoiding expensive purification procedures. Interferons have 

antiviral, antibacterial, antitumor and immunomodulatory activity, and 

are implicated in the prophylaxis and therapy of diseases of different 

etio logies. Investigations concerning with obtaining of bioreactor plants 

synthesi zing γ-interferons of mammals and birds are carried out in the 

laboratory of genetic and cellular engineering of plants St. Petersburg 

State University. Our recent achievements in the creation of inbreed to-

bacco line producing bovine γ-interferon are described.

KeY words C : expression of heterologous genes; bioreactor plants; 
Nicotiana tabacum; immunomodulators; genetic transformation; food 
and feed additives.
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