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Увеличение степени ненасыщенности остатков жирных кислот в клеточных мембранах является 
одним из механизмов адаптации растений к понижению температуры. Гетерологическая экспрессия 
генов десатураз жирных кислот, которые определяют образование двойных связей в углеводород-
ных цепочках, позволяет изменить состав жирных кислот мембран и повысить холодоустойчивость 
растений. С целью изучения механизмов холодовой адаптации и получения растений с новыми 
признаками была проведена генетическая трансформация как модельных объектов (теплолюбивого 
Nicotiana tabacum и холодостойкого Arabidopsis thaliana), так и ценных сельскохозяйственных видов 
(Latuca sativa, Brassica napus) генами ацил-липидных десатураз desC (Δ9) Synechococcus vulcanus 
и desA (Δ12) Synechocystis sp. PCC 6803. Слияние генов десатураз в одной рамке считывания с ре-
портерным геном термостабильной лихеназы Clostridium thermocellum позволило отобрать линии 
табака и арабидопсиса, в которых происходит экспрессия целевых генов.
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Введение

Исследование механизмов устойчивости 
растений к неблагоприятным абиотическим 
факторам и создание новых устойчивых форм 
ценных сельскохозяйственных видов приобре-
тают особое значение в условиях глобальных 
климатических изменений и увеличивающегося 
загрязнения окружающей среды. Увеличение 
степени ненасыщенности остатков жирных 
кислот в клеточных мембранах является одним 
из механизмов адаптации растений к пониже-
нию температуры (Iba, 2002; Sakamoto, Murata, 
2002). Введение дополнительных двойных 
связей в углеводородные цепочки липидного 
бислоя приводит к уменьшению температуры 
фазового перехода из жидкокристаллического в 
твердое состояние и обеспечивает необходимую 
текучесть мембран при пониженных темпера-
турах (Los, Murata, 2004; Guschina, Harwood, 

2006). Образование двойных связей в остатках 
жирных кислот катализируют десатуразы жир-
ных кислот (Лось, 2001). Эти ферменты распро-
странены во всех группах живых организмов, 
они обнаружены у всех исследованных объек-
тов за исключением некоторых видов бактерий, 
например Escherichia coli (Лось, 2001). 

Хорошо изучены ацил-липидные десатуразы 
цианобактерий, которые используют в качестве 
субстрата жирные кислоты в составе липидов 
(Лось, 2001). В геноме Synechocystis sp. PCC 
6803 присутствуют четыре гена, кодирующие 
эти ферменты. Каждая десатураза специфи-
чески вводит двойную связь в определенное 
положение по отношению к карбоксильному (∆) 
или метильному концу (ω) углеводородной цепи 
жирной кислоты. Первую двойную связь в по-
ложении ∆9 вводит десатураза DesC, вторую – 
в положении ∆12 моноеновых жирных кислот – 
десатураза DesA. Известно, что основную роль 



128 Вестник ВОГиС,  2010,  Том 14,  № 1

в адаптации к холоду цианобактерий играет 
десатураза DesА (∆12), а нарушение генов desD 
и desB не влияет на устойчивость клеток к низ-
ким температурам (Лось, 2001). Доказательства 
ведущей роли моно- и диеновых жирных кислот 
в адаптации к холоду были получены и в опытах 
с растениями (Iba, 2002). 

Гетерологическая экспрессия генов ацил-ли-
пидных десатураз цианобактерий в растениях 
позволяет изменить состав жирных кислот 
мембран и повысить холодоустойчивость. 
Примеры создания трансгенных растений, экс-
прессирующих гены ацил-липидных десатураз 
∆9 и ∆12 цианобактерий, приведены в недавних 
публикациях (Ishizaki-Nishizawa et al.,1996; По-
пов и др., 2005, 2006; Maali et al., 2007, Демин 
и др., 2008). 

С целью изучения механизмов холодовой 
адаптации и получения растений с новыми 
признаками нами была проведена генетиче-
ская трансформация как модельных объектов 
(теплолюбивого Nicotiana tabacum и холодо-
стойкого Arabidopsis thaliana), так и ценных 
сельскохозяйственных видов (Lactuca sativa, 
Brassica napus) генами ацил-липидных деса-
тураз desC (Δ9) Synechococcus vulcanus и desA 
(Δ12) Synechocystis sp. PCC 6803. Для транс-
формации мы использовали как векторные 
конструкции с нативными генами десатураз, 
так и конструкции, в которых гены десатураз 
находились в одной рамке считывания с ре-
портерным геном термостабильной лихеназы 
Clostridium thermocellum (Голденкова и др., 
2002). Анализ полученных растений подтвер-
дил эффективность использования лихеназы в 
качестве репортера в составе гибридных генов 
для детекции экспрессии целевого трансгена в 
полученных линиях растений. 

Материалы и методы

Растительный материал

Для генетической трансформации были 
использованы асептические растения табака 
(Nicotiana tabacum) сорта Wisconsin и рапса 
(Brassica napus) сортов Магнат и Обрий, ко-
торые выращивали in vitro на агаризованной 
питательной среде MS (Murashige, Skoog, 1962). 
Семена салата (Lactuca sativa) сорта Одесский 

кучерявец проращивали в асептических ус-
ловиях in vitro на агаризованной питательной 
среде MS (Murashige, Skoog, 1962). Растения 
Arabidopsis thaliana (экотип Columbia) выра-
щивали в теплице.

Генетические конструкции

Нативные и гибридные гены ацил-липидных 
десатураз desC S. vulcanus и desA Synechocystis 
sp. PCC 6803, слитые в одной рамке считывания 
с геном термостабильной лихеназы Clostridium 
thermocellum, были помещены под контроль 
промотора 35S РНК CaMV в генетические кон-
струкции pBISN-desС, pBISN-desA, pBISN-
desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3, содержа-
щие ген nptII в качестве селективного. Полу-
чение и анализ вышеупомянутых генетических 
векторов описаны в недавних публикациях 
(Maali et al., 2007; Маали и др., 2007). Ген desC 
под контролем промотора 35S РНК CaMV и 
терминатора нопалинсинтазы был помещен 
в генетическую конструкцию pСВ141, содер-
жащую селективный ген bar под контролем 
промотора нопалинсинтазы и терминатора 
октопинсинтазы (на основе вектора pICH5290 
(Marillonnet et al., 2005).

Генетическая трансформация

Для проведения генетической трансформа-
ции был использован штамм GV3101 Agrobacte-
rium tumefaciens. Клетки наращивали в жидкой 
среде LB (Маниатис и др., 1984). Листовые экс-
планты растений табака, рапса и семидневных 
проростков салата культивировали совместно 
с суспензией агробактерий. Экспланты табака 
и салата помещали на среды для регенерации 
(табак – MS (Murashige, Skoog, 1962), содержа-
щая 1 мг/л бензиламинопурина (БАП) и 0,1 мг/л 
нафтилуксусной кислоты (НУК) (Horsch et al., 
1984)); салат – B5 (Gamborg et al., 1968), содер-
жащая 25 г/л сахарозы, 3 мг/л кинетина, 0,5 мг/л 
НУК). Экспланты рапса первоначально куль-
тивировали на среде для каллусогенеза (MS 
(Murashige, Skoog, 1962), содержащая 2 мг/л 
2,4-D, 1 мг/л НУК, 0,1 мг/л кинетина, 0,1 мг/л 
БАП), затем переносили на среду для регене-
рации (MS (Murashige, Skoog, 1962), содержа-
щую 2 мг/л БАП, 1 мг/л зеатина, 1 мг/л НУК, 
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1 мг/л гибберелловой кислоты, 1 мг/л абсцизо-
вой кислоты) (Сахно и др., 2008). Для отбора 
растений-трансформантов в питательные среды 
добавляли канамицин в концентрации 100 мг/мл 
(при трансформации с использованием генети-
ческих конструкций pBISN-desС, pBISN-desA, 
pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3) 
или фосфинотрицин в концентрации 5 мг/л 
(при трансформации с использованием гене-
тической конструкции pСВ141). Генетическую 
трансформацию арабидопсиса проводили 
методом погружения соцветий в суспензию 
агробактерий. Собранные семена проращивали 
на питательной среде MS (Murashige, Skoog, 
1962), содержащей канамицин в концентрации 
50 мг/л. Устойчивые проростки пересаживали 
в грунт и выращивали в теплице.

Анализ растительной ДНК

Растительную ДНК выделяли, используя це-
тилтриметиламмоний бромид (The analysis …, 
2006). Концентрацию выделенной ДНК опреде-
ляли, измеряя оптическую плотность раствора 
при длине волны 260 нм с помощью спектрофо-
тометра BioPhotometer (Eppendorf, Германия). 

Полимеразную цепную реакцию проводили 
в амплификаторе 2720 Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, США). Реакционная смесь общим 
объемом 10 мкл содержала 1 мкг растительной 
ДНК, 0,5 единиц активности ДНК-полимера-
зы Taq (Helicon, Россия) и соответствующий 
реакционный буфер, 0,5 мМ нуклеозидтрифос-
фатов и праймеры: licBM3-1 (gtcgtaaatacgcctttt
gttgca) и licBM3-2 (gttaggatagtattttacatattcg) для 
амплификации фрагмента гена licBM3 дли-
ной 642 п.о. в концентрации 0,5 мкМ каж-
дый; desA-1 (gttgacaccaacggtaacgcc) и desA-2 
(ccagttaaaggtgcgctcgtaa) для амплификации фраг-
мента гена desA длиной 949 п.о. в концентрации 
0,25 мкМ каждый; desC-1 (cctcaattggggctttgtcttc) 
и desC-2 (aactgtaccttggcggcaaga) для амплифика-
ции фрагмента гена desС длиной 777 п.о. в концен-
трации 0,25 мкМ каждый; virD1-1 (atgtcgcaaggcag 
taagccca) и virD1-2 (ggagtctttcagcatggagcaa) для 
амплификации фрагмента гена virD1 длиной 
432 п.о. в концентрации 0,25 мкМ каждый; act-1 
(tttgctggagatgatgc) и act-2 (cttgaatggcgacatac) для 
амплификации фрагмента гена актина табака 
длиной 351 п.о. в концентрации 0,5 мкМ каж-

дый. Амплификацию проводили в следующих 
условиях: 5 мин 94 °С; 30 циклов (30 сек 94 °С; 
45 сек 60 °С; 45 сек 72 °С); 5 мин 72 °С.

Продукты амплификации разделяли путем 
электрофореза в 1 %-м агарозном геле, исполь-
зуя 1x буфер TAE (Маниатис и др., 1984), и 
визуализировали с помощью бромистого эти-
дия. В качестве маркера размера ДНК исполь-
зовали O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus 
или O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas, 
Литва).

Экстракция суммарных растворимых 
белков и определение активности 

термостабильной лихеназы

Свежую или замороженную жидким азотом 
ткань растирали в ступке с 50 мМ Tris-HСl 
(pН = 8,0) буфером (для экстракции 1 г ткани 
использовали 2–4 мл буфера). Экстракт цент-
рифугировали при 10000 × g в течение 10 мин 
и отбирали надосадочную жидкость.

Качественное определение активности тер-
мостабильной лихеназы проводили методом 
чашечноuо теста. В чашки Петри заливали 
2 %-ю агарозу, содержащую 50 мМ Tris/HCl 
(pH 8,0) и 0,05 % лихенана (Megazyme, Ирлан-
дия). В подготовленные лунки помещали по 
20 мкл растительных экстрактов. Чашки ин-
кубировали при температуре 65 °С в течение 
1 часа, окрашивали в 0,5 %-м растворе Конго 
красного (Sigma, США) в течение 15 минут и 
отмывали в 1 М растворе NaCl до появления 
светлых пятен в области гидролиза лихенана.

Результаты

Генетическая трансформация 
растений табака

Генетическая трансформация растений 
табака была проведена с помощью векторных 
конструкций pBISN-desС, pBISN-desA, pBISN-
desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3, которые не-
сут нативные и гибридные гены ацил-липидных 
десатураз desC S. vulcanus и desA Synechocystis 
sp. PCC 6803, слитые в одной рамке считывания 
с геном термостабильной лихеназы Clostridium 
thermocellum, под контролем промотора 35S 
РНК CaMV. После регенерации устойчивых 
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растений на питательной среде, содержащей 
канамицин, присутствие в них перенесенных ге-
нов было доказано методом ПЦР (рис. 1, а). Для 
того чтобы исключить ложноположительные 
сигналы, обусловленные агробактериальным 
загрязнением, была проведена ПЦР с прайме-
рами для амплификации фрагмента гена virD1 
штамма GV3101 Agrobacterium tumefaciens. В 
результате было отобрано 5 растений, несущих 
нативный ген desС–∆9-десатураза; 5 растений 
с нативным геном desА–∆12-десатураза; 19 
растений с гибридным геном desС-licВМ3–∆9-
десатураза, слитая с лихеназой, и 5 растений, 
содержащих гибридный ген desА-licВМ3–∆12-
десатураза, слитая с лихеназой. Семена, полу-
ченные путем самоопыления растений, несущих 
гибридный ген desС-licВМ3, были пророщены, 
и присутствие в полученных растениях целевых 
генов было доказано методом ПЦР (рис. 1, б).

В растениях, трансформированных гибрид-
ными генами десатураз, слитыми с термоста-
бильной лихеназой, была проверена активность 
репортерного белка. В 11 из 19 растений с геном 
desС-licВМ3 и в 3 из 5 растений с геном desА-
licВМ3 термостабильная лихеназа была активна 
(рис. 2). Повторная проверка активности репор-
терного белка, проведенная через 6 месяцев, 
показала, что в одной из трех линий, несущих 

гибридный ген desА-licВМ3, экспрессия транс-
гена отсутствовала.

Растения табака двух линий, экспресси-
рующие гибридный ген desА-licВМ3, были 
использованы для повторной генетической 
трансформации с помощью векторной кон-
струкции рСВ141, несущей нативный ген desС 
под контролем 35S промотора вируса мозаики 
цветной капусты. Устойчивые растения, регене-
рировавшие на среде с фосфинотрицином, были 
проверены методом ПЦР. Наличие двух целевых 
генов было показано для всех 20 отобранных 
растений (рис. 1, в). Шесть из них были ис-
пользованы для проверки активности в составе 
гибридного белка термостабильной лихеназы, 
которая была показана во всех случаях.

Генетическая трансформация 
растений арабидопсиса

После генетической трансформации араби-
допсиса с помощью векторных конструкций 
pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3 было 
отобрано 4 растения, несущих гибридный ген desС-
licВМ3–Δ9-десатураза, слитая с лихеназой, и 16 
растений, несущих гибридный ген desА-licВМ3–
Δ12-десатураза, слитая с лихеназой (рис. 3, а, б). 
Активность термостабильной лихеназы в соста-

Рис. 1. Детекция гибридных генов десатураз в растениях табака методом ПЦР. 

а – с использованием 4 пар праймеров для амплификации фрагментов генов licВМ3, desС, desА и virD1; б) с исполь-
зованием 2 пар праймеров для амплификации фрагментов генов licВМ3 и desС; в – с использованием 4 пар праймеров 
для амплификации фрагментов перенесенных генов licВМ3, desС, desА и гена актина табака. М1 – маркер размера 
ДНК (1 kb); М100 – маркер размера ДНК (100 bp); 1, 6, 8, 10 – ДНК нетрансформированных растений; 2–4 – ДНК 
растений, трансформированных геном desС-licВМ3 (2 – нетрансгенное растение; 3 – растение, несущее целевой 
ген; 4 – растительный материал, содержащий агробактерии); 5 – ДНК Agrobacterium tumefaciens; 7 – ДНК растения, 
трансформированного геном desА-licВМ3; 9 – ДНК растения, полученного в результате самоопыления первичного 
трансформанта, несущего ген desС-licВМ3; 11 – ДНК растения, трансформированного геном desА-licВМ3; 12 – ДНК 
растения трансформированного генами desА-licВМ3 и desС. 
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ве гибридного белка была продемонстрирована 
для всех проверенных растений (4 с геном desС-
licВМ3 и 10 с геном desА-licВМ3).

Генетическая трансформация 
растений салата

Генетическая трансформация растений 
салата была проведена с помощью векторных 
конструкций pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-
desA-licВМ3, которые несут гибридные гены 
ацил-липидных десатураз desC и desA, слитые 
с геном термостабильной лихеназы. После ре-
генерации устойчивых растений на питательной 
среде, содержащей канамицин, присутствие 
в них перенесенных генов и отсутствие агро-
бактериального загрязнения было доказано 

Рис. 2. Определение активности термостабильной 
лихеназы в растениях табака и салата. 

1 – нетрансформированное растение табака; 2 – растение 
табака, несущее неактивный ген desС-licВМ3; 3 – рас-
тение табака, несущее активный ген desС-licВМ3; 4–6 – 
растения табака, несущие активный ген desС-licВМ3; 
7 – нетрансформированное растение салата; 8 – растение 
салата, несущее неактивный ген desА-licВМ3.

методом ПЦР (рис. 3, в). Ни в одном из получен-
ных 5 растений не удалось выявить активность 
репортерного белка (рис. 2).

Генетическая трансформация 
растений рапса

Генетическая трансформация растений 
рапса была проведена с помощью векторных 
конструкций pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-
desA-licВМ3. После регенерации устойчивых 
растений на питательной среде, содержащей 
канамицин, присутствие в них перенесен-
ных генов и отсутствие агробактериального 
загрязнения были доказаны методом ПЦР. В 
результате было отобрано 1 растение сорта 
Обрий, несущее ген desС-licВМ3, и 9 растений 
сорта Магнат с геном desA-licВМ3 (рис. 3, г, д). 
Тест на активность лихеназы был проведен с 
4 растениями. Ни в одном из них не удалось 
обнаружить активность репортерного белка.

Обсуждение

Одной из основных проблем генетической 
инженерии растений является невысокий уро-
вень экспрессии (Streatfi eld, 2007) или замол-
кание перенесенных генов (Дорохов, 2007). 
Использование трансляционного слияния 
целевого и репортерного белков значительно 
облегчает процедуру отбора наиболее продук-
тивных трансформантов, а также позволяет 
контролировать экспрессию трансгенов в ходе 
дальнейших экспериментов. Это особенно важ-
но, если непосредственное тестирование актив-
ности целевых белков затруднено присутствием 
аналогичных ферментативных активностей 

Рис. 3. Детекция гибридных генов десатураз методом ПЦР в растениях. 

а, б – арабидопсиса; в – салата; г, д – рапса. М1 – маркер размера ДНК (1 kb); М100 – маркер размера ДНК (100 bp); 1, 
3, 5, 8, 10 – ДНК нетрансформированных растений; 2, 6, 9 – ДНК растений, трансформированных геном desС-licВМ3; 
4, 7, 11 – ДНК растений, трансформированных геном desА-licВМ3.



132 Вестник ВОГиС,  2010,  Том 14,  № 1

растения-хозяина, как в случае с десатуразами 
жирных кислот, которые встречаются практи-
чески во всех живых организмах (Лось, 2001). 
Использованная нами в качестве репортера 
лихеназа Clostridium thermocellum обеспечивает 
высокую специфичность анализа благодаря сво-
ей термостабильности (Голденкова и др., 2002), 
а также, как было показано ранее, не препят-
ствует проявлению ферментативной активности 
ацил-липидных десатураз Synechocystis (Маали 
и др., 2007; Maali et al., 2007). В результате 
нами были отобраны растения модельных ви-
дов Nicotiana tabacum и Arabidopsis thaliana, 
которые экспрессируют гибридные гены ацил-
липидных десатураз desC (Δ9) S. vulcanus и desA 
(Δ12) Synechocystis. Впервые были получены 
растения табака, несущие два гена ацил-липид-
ных десатураз цианобактерий.

Была успешно проведена генетическая 
трансформация гибридными генами десатураз 
сельскохозяйственно ценных видов Latuca 
sativa и Brassica napus. Для выяснения причины 
отсутствия активности репортерного белка в по-
лученных растениях требуются дополнительные 
исследования. Наиболее вероятными объясне-
ниями представляются посттранскрипционное 
замолкание перенесенных генов (Дорохов, 2007) 
и/или низкий уровень трансляции транскрипта, 
обусловленный наличием редких для растения-
хозяина кодонов (Streatfi eld, 2007).

Новизна и актуальность выполненной работы 
заключаются в создании модельной базы для 
исследования физиологических, генетических 
и молекулярно-биологических характеристик 
высших растений, которые экспрессируют 
гены ацил-липидных десатураз цианобактерий 
с различной субстратной специфичностью, яв-
ляющиеся функционально гомологичными рас-
тительным генам. Полученные растения табака 
и арабидопсиса являются удобными моделями 
для изучения механизмов адаптации растений 
к абиотическим стрессам. Важным аспектом 
работы является доказательство эффективности 
использования конструкций с гибридным геном, 
включающим в качестве репортера термоста-
бильную лихеназу, для детекции трансгенных 
растений с высоким уровнем экспрессии функ-
ционального целевого трансгена. На сегод-
няшний момент существуют только отдельные 
публикации, показывающие перспективность 

применения такого подхода для изучения фи-
зиологических характеристик трансгенных 
растений и/или селекции высокопродуктивных 
линий (см., например, Голденкова-Павлова и др., 
2007; Abdeev et al., 2009). В ближайшее время 
будут проведены дальнейшие исследования 
для оценки физиологических характеристик 
полученных трансгенных растений в условиях 
холодового стресса.
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Summary

The elevated level of membrane fatty acid desaturation is one of the chilling adaptation mechanisms in plants. 
Fatty acid desaturases are enzymes that introduce double bonds into fatty acyl chains. Heterologous expression 
of desaturase genes alters membrane fatty acid composition and enhances chilling tolerance of plants. In order 
to study chilling tolerance mechanisms and to obtain plants with novel features, we have carried out genetic 
transformation of model objects (chilling-sensitive Nicotiana tabacum and chilling-resistant Arabidopsis thaliana) 
and agricultural species (Latuca sativa and Brassica napus) with acyl-lipid desaturase genes desC (Δ9) и desA 
(Δ12) of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. Translational fusion of the desaturase genes with a 
reporter gene coding for thermostable lichenase from Clostridium thermocellum allowed selection of tobacco and 
Arabidopsis plants that expressed the target genes. 

Key words: fatty acid desaturases, Synechocystis, thermostable lichenase from Clostridium thermocellum, genetic 
transformation, Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, Latuca sativa, Brassica napus, chilling tolerance.


