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В сорном растении звездчатка средняя (Stellaria media (L.) Vill.) была определена нуклеотидная по-
следовательность фрагмента промоторной области гена антигрибных пептидов pro-SmAMP1 дли-
ной 1257 п.н. Компьютерный анализ нуклеотидной последовательности выявил ряд цис-элементов,
характерных для сильных растительных промоторов. С учетом распределения цис-элементов было
создано пять 5'-делеционных вариантов -1235, -771, -714, -603 и -481 п.н. промотора гена рro-
SmAMP1, которые были слиты с кодирующей областью репортерного гена uidA в растительном экс-
прессионном векторе pCambia1381Z. Эффективность всех делеционных вариантов промотора pro-
SmAMP1 определяли методом транзиентной экспрессии в растениях Nicotiana benthamiana, а также
с использованием последовательных поколений трансгенных растений Nicotiana tabacum. Установ-
лено, что уровни активности репортерного белка GUS в экстрактах из трансгенных и агроинфиль-
трированных растений при использовании всех делеционных вариантов промотора гена рro-
SmAMP1 были в 3-5 раз выше, чем при применении вирусного промотора 35S CaMV. В трансгенных
растениях табака наибольшая активность белка GUS была отмечена в листьях и тесно коррелировала
с уровнем мРНК кодирующего его гена. В 11 независимых гомозиготных линиях растений N. tabacum
поколения Т2 с разными делеционными вариантами промотора рro-SmAMP1 уровни активности
GUS существенно не отличались между собой. Полученные результаты дают основание предпола-
гать, что все делеционные варианты промотора pro-SmAMP1 обеспечивают стабильный и высокий
уровень экспрессии контролируемых генов. Самый короткий делеционный вариант -481 п.н. про-
мотора рro-SmAMP1 целесообразно рассматривать как потенциально сильный растительный про-
мотор для генетической инженерии растений.

Ключевые слова: Stellaria media – Nicotiana benthamiana – Nicotiana tabacum – pro-SmAMP1 – промо-
тор – экспрессия GUS – транзиентная экспрессия – трансформация
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ВВЕДЕНИЕ

Прогресс, достигнутый в последние десятиле-
тия в области развития технологий рекомбинант-
ных ДНК, привел к разностороннему примене-
нию методов генетической инженерии во многих
отраслях науки и производства. Одной из основ-
ных проблем в биотехнологии растений является
регуляция транскрипции и точный контроль экс-
прессии рекомбинантных генов. Одним из наи-
более важных инструментов для решения этой за-
дачи являются промоторы. С функциональной

точки зрения промоторы подразделяются на кон-
ститутивные, тканеспецифичные и индуцибельные.

В генетической инженерии растений наиболее
широко применяется конститутивный промотор
35S CaMV, созданный на базе промоторной обла-
сти гена белка оболочки вируса мозаики цветной
капусты [1]. Благодаря широкому использованию
в растительных векторах промотора 35S CaMV,
исследователи, как правило, все новые промото-
ры по своей эффективности сопоставляют имен-
но с ним. Полноразмерный регуляторный уча-
сток для 35S CaMV по размеру приближается к
3 тыс. п.н. [2]. Однако, промоторной активно-
стью обладают и меньшие по размеру участки: ти-
пичным промотором 35S CaMV, используемым в
экспрессионных векторах для трансформации
растений, является фрагмент длиной в 352 п.н.
[3]. В большинстве случаев промотор 35S CaMV
обеспечивает высокий уровень экспрессии гете-
рологичных генов в растениях, тем не менее, он

Сокращения: 4-МУ – 4-метилумбеллиферон; 4-МУГ – 4-ме-
тилумбеллиферил-D-глюкуронид; НТО – нетранслируемая
область; CaMV – вирус мозаики цветной капусты; GUS – β-
глюкуронидаза; SmAMP – антимикробный пептид Stellaria
media.
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имеет ряд существенных недостатков. Из-за ви-
русного происхождения 35S CaMV инфицирова-
ние трансгенных растений вирусом CaMV может
приводить к сайленсингу гетерологичного гена
под контролем данного промотора [4]. Множе-
ство трансгенных растений проявляют феномен
замолкания генов, основанный на гомологии по-
следовательностей, который возникает при взаи-
модействии между собой тесно связанных повто-
ряющихся элементов на одной молекуле ДНК
или на гомологичных молекулах ДНК, в обеих ал-
лельных и не-аллельных позициях [5]. Кроме этого,
сайленсинг возникает, когда 35S CaMV использует-
ся в качестве одного и того же промотора двух и
более генов в векторах для трансформации расте-
ний [6]. При переносе целевого гена в трансгенное
растение, которое уже содержит ген с промотором
35S CaMV, введение добавочных копий этого про-
мотора может усиливать метилирование и сайлен-
синг несвязанных гомологичных копий [7, 8].

Помимо 35S CaMV известны и другие вирус-
ные промоторы, которые используются в биотех-
нологии растений [9]. Недавно удалось повысить
эффективность промотора путем искусственной
сборки из отдельных частей от разных вирусных
промоторов [10]. Широкое использование вирус-
ных промоторов обусловлено нехваткой хорошо
охарактеризованных сильных конститутивных
промоторов генов растений.

Для однодольных растений известны сильные
промоторы, например, Act1 и ZmUbi, которые в
однодольных трансгенных растениях по активно-
сти до 35 раз превосходили 35S CaMV [11, 12].

Для генетической инженерии двудольных рас-
тений также были найдены сильные и конститу-
тивные растительные промоторы, но превосход-
ство их над промотором 35S CaMV было не так су-
щественно, как у однодольных. Промотор MtHP
из растения Medicago truncatula в трансгенных
растениях арабидопсиса, клевера (Trifolium repens)
и люцерны (Medicago sativa) был примерно в пол-
тора раза более эффективен по сравнению с про-
мотором 35S CaMV [13]. По сравнению с 35S
CaMV промотор гена АЦЦ-синтазы VR-ACS1 из
золотистой фасоли (Vigna radiata) обеспечил в 6
раз более высокий уровень активности репортер-
ного белка GUS в трансгенных растениях табака
и арабидопсиса [14]. В тоже время явное превос-
ходство промотора VR-ACS1 над вирусным было
результатом не столько транскрипционной,
сколько трансляционной активации.

В настоящее время возможности мультиген-
ной трансформации делают доступными импорт
в растения нескольких “целевых” генов, и созда-
ние трансгенных растений, одновременно произ-
водящих целый спектр соединений [15]. Для
мультигенной трансформации необходимо ис-
пользовать в одной генетической конструкции

различные промоторы со схожим уровнем и про-
филем экспрессии, либо один и тот же промотор
несколько раз.

Таким образом, в настоящее время существует
дефицит сильных промоторов генов растений для
эффективной экспрессии рекомбинантных генов
в клетках двудольных растений.

Нас заинтересовали промоторы генов анти-
микробных пептидов pro-SmAMP1 и pro-SmAMP2
сорного растения мокрица (Stellaria media) в связи с
тем, что экспрессия этих генов в мокрице нахо-
дится на высоком уровне и усиливается при взаи-
модействии растения с фитопатогенными гриба-
ми и при обработке растений метилжасмонатом
[16]. Экспрессия гена proSmAMP1 увеличивалась
от 10 до 70 раз, при этом достигая уровня экспрес-
сии гена “домашнего хозяйства”» β-актина. Экс-
прессия гена pro-SmAMP2 более подходила под
определение конститутивной и также была на высо-
ком уровне. Ранее нами методом “Прогулка по ге-
ному” была определена нуклеотидная последова-
тельность промоторной области гена proSmAMP2
длиной 2160 п.н., включающая 40 п.н. 5'-НТО и
показано, что ее делеционный вариант длиной
862 п.н. обеспечивал активность репортерного
белка GUS, сравнимую с таковой под контролем
35S CaMV [17]. Целью настоящего исследования яв-
лялось установление нуклеотидной последователь-
ности промоторной области гена pro-SmAMP1 и ис-
следование возможностей использования ее в гене-
тической инженерии двудольных растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирование варианта промоторной области

гена pro-SmAMP1. Геномную ДНК выделяли из
тканей листьев Stellaria media (L.) Vill. с помощью
GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (“Sig-
ma”, США) согласно инструкции производителя.

Для клонирования промотора гена pro-
SmAMP1 использовали праймеры seq1-fw и seq1-rv
(табл. 1), при этом обратный праймер комплемен-
тарен уникальному участку гена pro-SmAMP1, а
прямой праймер был подобран исходя из предпо-
лагаемой гомологии промотора гена pro-SmAMP1
с охарактеризованным ранее промотором гена
pro-SmAMP2 [17]. Полученный фрагмент ДНК,
размером 1257 п.н., был клонирован в вектор
pAL2-T и секвенирован.

In silico анализ последовательности промоторной
области гена pro-SmAMP1. Биоинформатический
анализ нуклеотидной последовательности про-
мотора pro-SmAMP1 проводили в программах
PLACE (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.
cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace)
[18] PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/plantcare/html/) [19] в соответствии с ру-
ководством и рекомендациями разработчиков.
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Получение делеционных вариантов промотора и
генетических конструкций для трансформации рас-
тений. Для создания генетических конструкций
было подобрано 5 прямых праймеров и один об-
ратный, ограничивающие области промотора,
длиной 481, 603, 714, 771, 1235 п.н. до сайта ини-
циации трансляции. Обратный праймер был по-
добран “upstream” от сайта инициации трансля-
ции ATG в положении -1. Последовательности
праймеров приведены в табл. 1. Все прямые прай-
меры содержали рестрикционный сайт EcoRI, а
обратный праймер содержал сайт NcoI, необходи-
мые для клонирования в растительный экспрес-
сионный вектор pCAMBIA 1381Z.

ПЦР-амплификацию проводили смесью Pfu
(“СибЭнзим”, Россия) и Taq (“Синтол”, Россия)
ДНК полимераз в соотношении 1 : 10 в стандарт-
ном реакционном буфере для термостабильной
полимеразы (60 мМ Tris-HCl, pH 8.5 при 25°C;
1.5 мМ MgCl2; 25 мМ KCl; 10 мМ 2-меркаптоэта-
нол; 0.1% Тритон X-100) с дНТФ. В качестве
ДНК-матрицы использовали полученный фрагмент
промоторной области гена pro-SmAMP1 размером
1257 п.н. Параметры температурных циклов: дена-
турация – 94°С, 30 с; отжиг праймеров – 60°С,
40 с; элонгация – 72°С, 90 с; 30 циклов. С исполь-
зованием указанных праймеров были амплифи-
цированы и клонированы в экспрессионный век-
тор pCAMBIA 1381Z пять делеционных вариантов
промотора pro-SmAMP1, в котором они контро-
лировали экспрессию репортерного гена uidA, ко-
дирующего фермент GUS. Генетические кон-
струкции были обозначены как р1235, p771, р714,
p603 и р481 в соответствии с длиной клонирован-
ного делеционного варианта промотора.

Агроинфильтрация растений Nicotiana benthami-
ana. Для агроинфильтрации использовали клетки
Agrobacterium tumefaciens штамма GV3101, транс-
формированные плазмидами p1235, p771, p714,
p603, p481 и pMOG35SintGus. В качестве контро-
ля использовалась генетическая конструкция

pMOG35SintGUS, в которой репортерный ген uidA
находится под контролем промотора 35S CaMV.
Подготовку штаммов A. tumefaciens, их инфиль-
трацию в растения Nicotiana benthamiana, а также
экстракцию белков, проводимую на 7 день после
инокуляции, выполняли по описанной ранее ме-
тодике [17].

Трансформация растений. Для генетической
трансформации использовали растения табака
Nicotiana tabacum сорта Samsun-NN. Для транс-
формации использовали агробактериальные
культуры на основе штамма AGL0, содержащие
генетические конструкции p1235, p771, р714, p603
и р481. В качестве контрольной использовали
конструкцию pMOG35SintGus, в которой ген
uidA находится под контролем вирусного промо-
тора 35S CaMV. Получение трансформантов рас-
тений табака проводили по методике, описанной
ранее [16]. Первичные трансформанты выращи-
вали в теплице при 26°С, освещенности 15 кЛ и
16/8 ч фотопериоде.

Получение трансгенных растений поколений Т1–Т2.
Семена поколений Т1–Т2 были получены путем
самоопыления трансгенных растений табака
предыдущих поколений. Семена с каждого само-
опыленного растения были собраны отдельно,
стерилизованы и отобраны на среде Мурасиге-
Скуга с гигромицином (50 мг/л) в течение 4 не-
дель. Затем проводился анализ сегрегации расте-
ний на зеленые и белые с использованием крите-
рия χ2. Зеленые растения адаптировали к почве в
течении 3 дней и выращивали в теплице при 26°С,
освещенности 15 кЛ и 16/8 ч фотопериоде.

Количественное определение активности репор-
терного белка β-глюкуронидазы (GUS). Измерение
активности GUS в экстрактах растений табака
проводили в соответствии с методом Jefferson и
соавт. [20]. Для получения белковых экстрактов
образцы тканей растений (около 10 мг) гомогени-
зировали в 150 мкл экстракционного буфера (50 мМ

Таблица 1. Праймеры, использованные при клонировании промотора pro-SmAMP1 и при создании генетических
конструкций

Ген (делеционный 
вариант) Праймер Последовательность (5′–3′)

pro-SmAMP1
seq1-fw GTGTATATGAGGCTGATGATGG

Seq1-rv GAACTGGAACTGGAGATGACC

-1235 fw ACGGAATTCATATTTACATGAGCAAAGATGCTCAAG

-771 fw ACGGAATTCAATGTTATGGCGATATCAGGTGTC

-714 fw ACGGAATTCATTTCTCATTTGTATGGTCTACCAC

-603 fw ACAGAATTCTGCTTGGGGTTCACATTCCTAAC

-481 fw ACGGAATTCCAATAACTTGTTCTAGATTTTCAATAAG

-1 rv AGCCCATGGTTTCACTTGATTTTTTTGTGACTAGC
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NaH2PO4, pH 7.0, 10 мМ ЭДТА, 0.1% Triton X-100,
0.1% (w/v) натрий лауроилсаркозин, 10 мМ β-мер-
каптоэтанол) и центрифугировали 10 мин при
15000 об/мин и 4°С. Отбирали 100 мкл супернатанта
и его повторно центрифугировали при аналогичных
условиях, отбирали 70 мкл супернатанта для анализа.
Полученные образцы хранили при –70°С.

Измерения активности GUS проводили в те-
чение 30 мин при 37°С в 100 мкл экстракционного
буфера с добавлением 4-метилумбеллиферил-D-
глюкуронида (4-МУГ) (“PhytoTechnology Labora-
tories”, США) до конечной концентрации 1 ммоль.
Реакцию останавливали добавлением 900 мкл 0.2 М
Na2CO3. Флуоресценцию измеряли на флуори-
метре LS55 (“Perkin Elmer”, США) при 455 нм и
длине волны возбуждения 365 нм. Калибровку
флуоресценции проводили с помощью раствора
4-метилумбеллиферона (4-МУ) в 0.2 моль Na2CO3.
Активность GUS рассчитывали после определе-
ния концентрации белка в белковых экстрактах
по методу Bradford [21] с использованием раство-
ра BSA в качестве стандарта. Для каждого образца
(трансгенного растения) измерения проводили в
трехкратной повторности.

Выделение РНК и синтез первой цепи кДНК. Из
листьев растений выделяли суммарную РНК с ис-
пользованием реагента Trizol (“Invitrogen”, США) в
соответствие с рекомендациями фирмы-изготови-
теля. Для устранения примесей геномной ДНК
РНК обрабатывали ДНКазой RQ1 RNase-Free
(“Promega”, США) и хранили при –70°С.

Первую цепь кДНК получали методом обрат-
ной транскрипции с использованием олигонук-
леотида oligodT (“Синтол”) в качестве затравки и
РНК-зависимой ДНК-полимеразы вируса лейко-
за мышей Молони (M-MLV). Конечная инкуба-
ционная смесь содержала 50 мМ Tris/НСl
(рН 8.2), 8 мМ MgSO4, 10 мМ ДTT, 50 мМ KСl,
10 мМ каждого из дHTФ, 100 пмоль праймера oli-
godT, 5 ед. ингибитора РНКаз, 25 ед. обратной
транскриптазы и 1 мкг тотальной РНК. Реакцию
проводили 1 ч при 37°С.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Оценку экспрес-
сии гена uidA относительно величины экспрессии
гена Actin проводили с использованием специ-
фичных праймеров (табл. 2).

Праймеры подбирали таким образом, чтобы
длина ПЦР-продукта составляла не более 150 п.н.
Специфичность амплификации проверяли элек-
трофорезом в 1.5% агарозном геле, принимая об-
разование 1 ампликона в качестве критерия спе-
цифичности. Дополнительно, для подтвержде-
ния специфичности используемых праймеров,
продукты амплификации были клонированы в
векторе pAL2-T и секвенированы на автоматиче-
ском секвенаторе AhFexpress II (“Amersham Phar-
macia Biotech”, США). ПЦР в реальном времени
проводили на приборе CFX96™ (“BioRad”,
США) в присутствии интеркалирующего краси-
теля SYBR Green I в 25 мкл реакционной смеси,
содержащей 50 мМ KCl, 10 мМ трис-НCl (pH 8.3),
1.5 мМ MgCl2, по 5 ммоль каждого из дНТФ, 1 е. а.
Taq ДНК-полимеразы, 5 ммоль специфичных
праймеров, 0.01 мкл продукта обратной тран-
скрипции.

ПЦР в режиме реального времени проводили
при следующих условиях: 1 цикл – 94°С 3 мин;
далее 40 циклов 94°С – 15 сек, 60°С – 15 сек и
72°С – 30 сек. Специфичность амплификации
после последнего цикла реакции проверяли ана-
лизом кривой плавления (от 55 до 95°С). Эффек-
тивность реакции определяли путем проведения
ПЦР в реальном времени при разном разведении
кДНК. Статистическую обработку данных ПЦР
проводили с использованием программы qgene-96
[22]. Для расчета результатов использовали ΔΔCt
метод [23].

Для расчета изменения экспрессии генов в
опытных образцах по сравнению с контролем ис-
пользовали формулу

С = (1 + E) – ΔΔCt,
где ΔΔCt = ΔCt,uidA – ΔCt,Actin; ΔCt,uidA – зна-
чения пороговых циклов для гена uidA; ΔCt,Actin –
значения пороговых циклов для гена Actin.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Семейство генов pro-SmAMP проявляет высо-

кую степень сходства, поэтому с целью амплифи-
кации промоторной области гена pro-SmAMP1
предварительно проводили выравнивание нук-
леотидных последовательностей генов pro-SmAMP
для выявления участка, уникального для гена
pro-SmAMP1. К уникальному участку гена

Таблица 2. Праймеры для измерения экспрессии генов uidA и Actin в трансгенных растениях табака

Ген Праймер Последовательность (5′–3′) Ампликон, п.н.

uidA
fw GTGTATATGAGGCTGATGATGG

90
rv GAACTGGAACTGGAGATGACC

Actin
fw CTGGAATTGCTGATAGGATGAG

111
rv AACCTCCAATCCAAACACTATAC
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pro-SmAMP1 был подобран обратный праймер
seq1-rv. Прямой же праймер подбирали исходя из
возможной гомологии промоторных областей ге-
нов pro-SmAMP1 и pro-SmAMP2, идентифициро-
ванного ранее [17]. Использование одного из пря-
мых праймеров seq1-fw в сочетании с праймером
seq1-rv (табл. 1) позволило амплифицировать
фрагмент ДНК длиной 1498 п.н., включающий
часть кодирующей последовательности гена
pro-SmAMP1 и фрагмент его промоторной области.

Анализ нуклеотидной последовательности полу-
ченного фрагмента методом секвенирования пока-
зал, что он содержит 5'-НТО размером 39 п.н. и
часть, кодирующую область гена pro-SmAMP1
размером 241 п.н. Также этот фрагмент ДНК со-
держит участок промоторной области гена
pro-SmAMP1 длиной 1218 п.н. относительно сайта
инициации транскрипции. Нуклеотидная после-
довательность секвенированного фрагмента про-
мотора показана на рис. 1.

Сравнительный анализ нуклеотидной после-
довательности промоторной области гена pro-
SmAMP1 длиной 1257 п.н. с известной нуклеотид-
ной последовательностью промоторной области
гена pro-SmAMP2 [17] выявил между ними суще-
ственные отличия. В частности, идентифицирован-
ный фрагмент промотора pro-SmAMP1 содержит в
положениях -503 и -742 п.н. две уникальные вставки
длиной 73 п.н. и 17 п.н., соответственно, а также ряд
однонуклеотидных замен. Биоинформатический
анализ нуклеотидной последовательности промото-
ра pro-SmAMP1 позволил выявить ряд регулятор-

ных мотивов, в том числе консервативную последо-
вательность TATA-бокса, CAAT-мотив и последова-
тельность CAN(A/C)(A/C)(C/A)C(C/A)N2A(C/A)
сайта инициации транскрипции (рис. 1, табл. 3).
Сочетание обнаруженных TATA-бокса и сайта
инициации транскрипции характерно для промо-
торов генов растений с высоким уровнем экс-
прессии [24]. Кроме того, выявлен целый ряд
цис-элементов и регуляторных мотивов, которые
могут обуславливать зависимый от внешних
условий характер экспрессии генов (табл. 3). Так,
были обнаружены регуляторные элементы, отве-
чающие за реакцию на свет: GT1-мотив, I-бокс,
G-бокс и LAMP-элемент [25, 26]. Обнаружены
мотивы, ответственные за реакцию на действие
фитопатогенов (S-бокс, W-бокс, TGACG-мотив
и др.), абиотические воздействия (ARE, ABRE), а
также определяющие локальный характер экс-
прессии (GCN4, Skn-I). Необходимо отметить,
что положение, а также количество обнаружен-
ных регуляторных элементов отличает промотор
pro-SmAMP1 от изученного ранее промотора pro-
SmAMP2. К примеру, TGA-элемент, ответствен-
ный за реакцию на свет, у промотора pro-SmAMP1
находится в другой позиции, чем у pro-SmAMP2.
LAMP-элемент есть только в промоторе pro-
SmAMP1. Исходя из данных компьютерного ана-
лиза, промотор pro-SmAMP1 содержит большее
количество G-боксов, один из которых находится
внутри более короткого уникального фрагмента
последовательности.

Таблица 3. Мотивы в последовательности промотора гена pro-SmAMP1 (по данным программ PLACE и Plant-
CARE)

Мотивы Описание

ABRE Цис-элемент, участвует в ответе на действие АБК
ARE Индукция при анаэробных условиях
Box 4 Часть консервативного участка ДНК, вовлеченного в ответ на свет
CAAT-box Элемент корового промотора, характерный для генов с высокой экспрессией
GARE-motif Регуляторный элемент, отвечающий за реакцию на гиббереллин
G-box Регуляторный элемент, отвечающий за индукцию на свет
GCN4_motif Элемент, ответственный за экспрессию в эндосперме
GT1-motif Цис-элемент, участвующий в ответных реакциях на свет
I box Часть элемента, ответственного за экспрессию в ответ на свет
LAMP-element Часть элемента, ответственного за экспрессию в ответ на свет
MBS Сайт связывания с ТФ MYB, индукция засухой
S box Ответ на поранение и элиситоры фитопатогенных грибов
Skn-1_motif Элемент, необходимый для экспрессии в эндосперме
TATA-box Элемент корового промотора
TGACG-motif, CGTCA-motif Регуляторный элемент, вовлеченный в метилжасмонатный путь передачи сигнала
TGA-element Регуляторный элемент, отвечающий на действие ауксина
W-box Ответ на поранение и элиситоры фитопатогенных грибов
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Рис. 1. Нуклеотидная последовательность 5′-фланкирующей промоторной области гена pro-SmAMP1. Распределение
цис-элементов отображено цветом и обозначено подписями. Сайт начала трансляции (+1) выделен курсивом. Уни-
кальные нуклеотидные вставки выделены рамкой. Вертикальными стрелками отмечены начальные точки нуклеотид-
ных последовательностей 5'-делеционных вариантов. Первый нуклеотид кодона ATG, выделенного курсивом, обо-
значен как +1.
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На основе проведенного анализа нуклеотид-
ной последовательности промотора pro-SmAMP1
были подобраны праймеры (табл. 1) для ампли-
фикации ее делеционных вариантов с целью по-
следующей оценки их промоторной активности.
При этом нами учитывалось, чтобы разные соче-
тания праймеров последовательно ограничивали
уникальные вставки, отличающие данный про-
мотор, и не нарушали цис-элементы. Каждый из
полученных вариантов был слит с репортерным
геном uidA в плазмиде pCAMBIA 1381Z. Получен-
ные генетические конструкции для трансформа-
ции растений были обозначены соответственно
как p1235, p771, p714, p603 и p481. Схема получен-
ных конструкций показана на рис. 2.

Оценка промоторной активности делеционных 
вариантов pro-SmAMP1 при транзиентной 

экспрессии репортерного гена uidA в растениях 
Nicotiana benthamiana

Эффективность каждого делеционного вари-
анта промотора pro-SmAMP1 была изучена в
25 независимых растениях N. benthamiana. На
каждом растении для анализа использовалось 2–
3 листа, в одну половину листа инфильтрировали
штамм, несущий конструкцию с одним из деле-
ционных вариантов промотора pro-SmAMP1, в
другую половину - штамм с контрольной плаз-
мидой pMOG35SintGus, в которой репортерный
ген uidA находится под контролем промотора
35S CaMV. На рис. 3 представлены средние значе-
ния активности GUS, которые были достигнуты
при использовании каждого отдельного варианта
генетической конструкции.

Как следует из рис. 3, средний уровень актив-
ности GUS в растениях, агроинфильтрированных
генетическими конструкциями с различными де-

леционными вариантами промотора pro-
SmAMP1, составлял от 151 до 237 е. а. Сравни-
тельный анализ делеционных вариантов промо-
тора pro-SmAMP1 между собой показал, что наи-
менее активным является делеционный вариант
714 п.н., в то время как остальные делеционные
варианты между собой практически не различа-
лись. Как следует из приведенных результатов,
значения уровней активности GUS в N. bentami-
ana при использовании всех делеционных вари-
антов промотора pro-SmAMP1 более чем в три ра-

Рис. 2. Схема конструкций на основе растительного экспрессионного вектора pCAMBIA 1381Z для анализа экспрес-
сии репортерного гена uidA. Растительный экспрессионный вектор pMOG35SintGUS, содержащий вирусный промо-
тор 35S CaMV, использован в качестве контроля. Черным показана транслируемая область гена uidA; Int – модифици-
рованный интрон каталазы клещевины; PIV2 – модифицированный интрон гена ST-LS1 картофеля. Промоторы
изображены в виде стрелок с соответствующими подписями.
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Рис. 3. Активность GUS в листьях растений Nicotiana
benthamiana при транзиентной экспрессии с исполь-
зованием различных делеционных вариантов промо-
тора pro-SmAMP1 и вирусного промотора 35S CaMV.
Горизонтальной линией отмечены делеционные ва-
рианты промотора pro-SmAMP1. Вертикальными ли-
ниями обозначен доверительный интервал на 5% уров-
не значимости. Цифрами показаны индивидуальные
делеционные фрагменты промоторов. Активность
β-глюкуронидазы измерена флуориметрическим спо-
собом, используя 4-метилумбеллиферил-D-глюкуро-
нид (4-МУ) в качестве субстрата.
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за превышали уровни активности GUS с приме-
нением промотора 35S CaMV. Следует отметить,
что известно не много растительных промоторов,
главным образом генов актинов, способных кон-
курировать по активности с вирусным промото-
ром 35S CaMV при транзиентной экспрессии ре-
комбинантных генов в растениях N. bentamiana
[27, 28].

Оценка промоторной активности делеционных 
вариантов pro-SmAMP1 в трансгенных растениях 

Nicotiana tabacum

В результате агробактериальной трансформа-
ции растений табака для каждого делеционного
варианта промотора pro-smAMP1 были получены
20 независимых трансформантов Т0, устойчивых
к селективному агенту и обозначенных нами в со-
ответствии с названием использованных генети-
ческих конструкций. Активность репортерного
фермента GUS определяли в экстрактах из ли-
стьев трансгенных растений табака. Результаты из-
мерения активности GUS в трансгенных растениях
табака поколения Т0, представлены на рис. 4.

Как видно из рис. 4, средние значения уровней
активности GUS в трансгенных растениях поко-
ления Т0 p1235, Т0 p771, Т0 p714, Т0 p603 и Т0 p481
были в 4 и более раз выше, чем в растениях с про-
мотором 35S CaMV Т0 p35S. Следует отметить,
что между группами трансгенных растений с раз-
ными делеционными вариантами промотора рro-
SmAMP1 наблюдались некоторые различия в
уровнях активности GUS, но они были не такими
контрастными, как в сравнении с промотором
35S CaMV. В частности, наименьшая активность
репортерного белка наблюдалась в группе Т0 p771,

в то время как остальные группы между собой не
различались.

Необходимо отметить, что сравнивать между
собой по промоторной активности отдельные де-
леционные варианты рro-SmAMP1 на основании
проведения измерений растений поколения Т0 не
совсем корректно. Прежде всего, первичные
трансформанты гетерогенны, т.е. могут содер-
жать различное количество инсерций Т-ДНК,
расположенных в разных участках генома, и об-
ладать определенным уровнем сомаклональной
изменчивости, что существенно влияет на уро-
вень активности GUS в индивидуальных образ-
цах. Кроме того, соотношение трансгенных рас-
тений с высокой и низкой активностью в популя-
циях может быть разным и, соответственно, в
различной степени влиять на средние значения
активности в группах. Поэтому заключение об эф-
фективности отдельных делеционных вариантов
промотора рro-SmAMP1 целесообразно делать по-
сле анализа гомозиготных трансгенных растений
поколения Т2 с одной инсерцией Т-ДНК в геноме.

С целью изучения свойств делеционных вари-
антов промотора pro-SmAMP1 в поколениях был
изучен уровень активности GUS в потомстве
трансгенных растений Т0. Для этого от трансген-
ных растений табака каждого варианта Т0 p1235,
Т0 p771, Т0 p714, Т0 p603 и Т0 p481 в результате са-
моопыления были получены семена T1. Не менее
200 семян от каждого растения Т0, представляющих
одну популяцию, были асептически высажены на се-
лективную среду с антибиотиком гигромицином.
Через четыре недели после начала селекции была
проанализирована сегрегация растений T1 на транс-
генные (зеленые) и нетрансгенные (побелевшие).
Среди всех вариантов, обозначенных нами соот-
ветственно T1 p1235, T1 p771, T1 p714, T1 p603 и T1
p481, с использованием метода χ2 были обнаруже-
ны популяции с расщеплением в соотношении
3 части зеленых и 1 часть белых растений. В част-
ности, с моногенным наследованием были 4 по-
пуляции из группы T1 p1235, 2 из T1 p771, 1 из T1
p714, 2 из T1 p603, 2 из T1 p481 и 2 из T1 p35S. Такая
сегрегация предполагает наличие Т-ДНК в одном
локусе генома у исходных трансформантов Т0.
Однако эти результаты не позволяют выяснить
количество повторов Т-ДНК в одном локусе, в
который произошла инсерция.

Для определения уровня экспрессии репор-
терного гена uidA по ферментативной активности
его белкового продукта были изучены растения
всех вариантов T1 p1235, T1 p771, T1 p714, T1 p603,
T1 p481 и T1 p35S с моногенным наследованием
Т-ДНК (рис. 5).

Из рис. 5 видно, что высокий уровень активно-
сти GUS сохранился у всех трансгенных растений
поколения Т1 с делеционными вариантами про-

Рис. 4. Среднее значение активности β-глюкуронида-
зы в группах трансгенных растений табака поколения
Т0, экспрессирующих ген uidA под контролем различ-
ных 5′-делеционных вариантов промотора рro-
SmAMP1 и промотора 35S CaMV.
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мотора рro-SmAMP1 и с вероятностью 95% был
выше, чем в растениях T1 p35S. Одновременно
растения всех групп с промотором рro-SmAMP1
между собой существенно не отличались.

Для трансгенных растений вариантов Т1 р1235,
Т1 р714 и Т1 р481, проявивших наибольшую фер-
ментативную активность GUS, был также изме-
рен уровень накопления мРНК кодирующего его
гена. Всего было проанализировано по пять рас-
тений в каждой группе. Уровень экспрессии ре-
портерного гена uidA выражали как отношение
его значения к уровню экспрессии референсного
гена Actin. В ходе измерений экспрессии гена uidA
были получены следующие результаты (рис. 6).

В трансгенных растениях табака уровень
мРНК репортерного гена uidA был от 3.5 до
22.7 раз выше, чем уровень мРНК гена актина та-
бака. Самый стабильный уровень накопления
мРНК гена uidA был в растениях Т1 р481 и хорошо
соотносился с уровнем активности GUS у этих же
растений. Корреляция между активностью GUS и
уровнем накопления мРНК также наблюдалась и
для растений варианта Т1 р1235. Однако для рас-
тений Т1 р714 наблюдались противоречия между
транскрипционной и трансляционной активно-
стью GUS. Такие отличия могут быть обусловле-
ны различием стабильности мРНК и белка. На-
пример, при адаптивных реакциях растительной
клетки нередко наблюдается быстрый скачок
экспрессии индуцибельных генов с последую-
щим возвратом значений к уровню, наблюдаемо-
му до стрессовых воздействий. Кроме того, в рас-
тениях активная форма белка GUS характеризу-
ется значительным периодом полужизни, поэтому
быстрые уменьшения транскрипции репортерного
гена uidA не приводят к быстрым изменениям ак-
тивности репортерного белка GUS [29].

Кроме того, важной характеристикой любого
промотора является распределение его тран-
скрипционной активности по разным органам
трансгенных растений. Такие измерения были
проведены на трансгенных растениях N. tabacum
поколения Т1 (данные не приводятся). Наиболее
высокая активность репортерного белка наблю-
далась в листьях, стеблях и пыльниках трансген-
ных растений табака. При этом активность GUS в
корнях, бутонах, пыльце и семенах была суще-
ственно ниже (не более 45% от уровня активности
в листьях).

Для получения гомозиготных растений поко-
ления Т2 использовали растения Т1 из популя-
ций с моногенным наследованием трансгенов,
чтобы избежать влияния количества независи-
мых инсерций Т-ДНК на уровень активности
GUS. В качестве родительских растений Т1 от-
бирали образцы с уровнем активности пример-
но в два раза выше, чем у остальных растений

этой же популяции, что предполагало их гомо-
зиготность по локусам Т-ДНК. Все трансгенные
растения Т2 были устойчивы к гигромицину.
Для анализа активности GUS использовалось
4 растения из каждой популяции с моногенным
наследование Т-ДНК в группах T1 p1235, T1 p771,
T1 p603, T1 p481, и 8 растений из группы T1 p714.

Высокая активность GUS сохранилась у
трансгенных растений табака поколения Т2 со
всеми делеционными вариантами промотора pro-
SmAMP1 (рис. 7). При этом средние значения
уровней активности GUS в 9 независимых попу-

Рис. 5. Среднее значение активности β-глюкуронида-
зы в группах трансгенных растений табака поколения
Т1, экспрессирующих ген uidA под контролем различ-
ных 5′-делеционных вариантов промотора рro-
SmAMP1 и промотора 35S CaMV.
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Рис. 6. Экспрессия гена uidA, нормализованная от-
носительно уровня экспрессии референсного гена
Actin, в трансгенных растениях табака Т1 р1235,
Т1 р714 и Т1 р481. Цифры по оси абсцисс указывают
номера линий и группу индивидуального растения,
по оси ординат - значение экспрессии относительно
экспрессии гена Actin.
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ляциях из 11 вне зависимости от группы были со-
поставимы 18-23 нмоль 4-МУ/(мг мин) и не раз-
личались.

Это свидетельствует о том, что все делецион-
ные варианты промотора pro-SmAMP1 обеспечи-
вают стабильный уровень экспрессии контроли-
руемого ими гена в определенной степени неза-
висимо от места интеграции в геном растения.

Две остальные популяции № 5 T2 p1235 и № 19
T2 p771 демонстрировали уровень активности
GUS около 31–37 нмоль 4MU/(мг мин), что при-
мерно в 2 раза выше, чем в остальных популяциях.
Возможно, что в этих двух популяциях имелось две
тесно сцепленных копии Т-ДНК, которые при се-
грегации наследовались совместно и обеспечивали
более высокий уровень активности GUS.

В данных исследованиях в качестве сравни-
тельного контроля был использован сильный и
конститутивный вирусный промотор 35S CaMV,
при использовании которого уровень активности
GUS в отдельных трансформантах табака сорта
Samsun-NN был не более 1.8 нмоль 4-МУ/(мг мин)
(рис. 5). В целом этот уровень активности сопо-
ставим с результатами других исследований, в ко-
торых сообщается о 0.9–3.3 нмоль 4-МУ/(мг мин)
[10, 30]. В тоже время есть исследования, в кото-
рых приводятся экспериментальные данные о
достижении 10 нмоль 4-МУ/(мг мин) у отдель-
ных линий табака при использовании промото-
ра 35S CaMV [14]. С учетом этих данных необхо-
димо отметить, что в ряду последовательных по-
колений Т1–Т2 уровень активности GUS у
трансгенных растений табака со всеми делецион-
ными вариантами промотора pro-SmAMP1 не ме-

нее двух раз выше, чем у растений с вирусным
промотором 35S CaMV.

В этой связи, использование самого коротко-
го делеционного варианта промотора длиной
‒481 п.н. целесообразно с точки зрения генети-
ческой инженерии растений.

Данная работа поддержана Министерством
образования и науки Российской Федерации, со-
глашение № RFMEFI60414X0028. Работа была
выполнена с использованием научного оборудо-
вания Центра коллективного пользования “Био-
технология” ФГБНУ ВНИИСБ, Москва.
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