
Од ним из ди на мич но раз ви ва ю щих ся нап рав -
ле ний прик лад ной мо ле ку ляр ной би о ло гии рас те -
ний яв ля ет ся раз ра бот ка съе доб ных вак цин как ме -
ди цин с ко го, так и ве те ри нар но го наз на че ния. Ис -
поль зо ва ние та ких вак цин поз во ля ет крат но сни -
зить зат ра ты на их про из вод с т во и на про ве де ние
вак ци на ции. Эф фек тив ность и бе зо пас ность вак -

цин, по лу чен ных на ос но ве рас ти тель ных эк с прес -
си он ных плат форм, под т вер ж де на мно го чис лен -
ны ми ис с ле до ва ни я ми [1—4]. 

Грипп птиц — вы со ко кон та ги оз ная ви рус -
ная ин фек ция, ко то рая при неб ла гоп ри ят ных ус ло -
ви ях мо жет при вес ти к пол ной ги бе ли по го ловья
до маш ней пти цы. Про ти вог рип поз ные вак ци ны,
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Эк  с  прес с ия в тран с  ген ных рас  те  ни я х та ба  ка гена 
пеп  ти да М2е ви ру с а гри п па п тиц H5N1 в  тран  с ля ци  он ном
сли  я  нии  с субъ е ди н и цей Б ри  ци на

Пеп тид М2е ви ру са грип па птиц H5N1 Curgan 2005 был ус пеш но эк с прес си ро ван в
тран с ген ных рас те ни ях та ба ка. Нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность, ко ди ру ю щая
ами но тер ми наль ный учас ток бел ка М2 дли ной 30 а.о., вклю ча ю щий пеп тид М2е
(М130), была тран с ля ци он но сли та в рам ке счи ты ва ния с 3-кон цом нук ле о тид ной
пос ле до ва тель нос ти субъ е ди ни цы В ри ци на в век то ре pBI121. По лу чен ной кон с т -
рук ци ей были ус пеш но тран с фор ми ро ва ны рас те ния та ба ка. С по мощью аси а ло фе -
ту ин -им мо би ли зо ван но го ИФА по ка за но при сут с т вие субъ е ди ни цы В ри ци на (RTB)
в че ты рех ли ни ях тран с ген ных рас те ний из вось ми изу чен ных. При сут с т вие пеп ти -
да М2е в сос та ве сли то го бел ка RTB-М130 было под т вер ж де но в двух ли ни ях тран с -
ген ных рас те ний, в двух дру гих ли ни ях нес мот ря на при сут с т вие RTB пеп тид М2е
не де тек ти ро вал ся. Ме то дом ко ли чес т вен но го ИФА с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе -
ту и ном по ка за но, что на коп ле ние сли то го бел ка RTB-M130 сос та ви ло в этих ли ни ях 
3,3 и 2,4 мкг/г сы рой мас сы лис ть ев (0,02% и 0,01%  от об ще го рас т во ри мо го бел ка,
со от вет с т вен но). В ли ни ях, где де тек ти ро ва лась эк с прес сия толь ко гена RTB, его на -
коп ле ние было рав но 2,1 и 2,4 мкг/г сы рой мас сы (0,01 и 0,02% от об ще го рас т во ри -
мо го бел ка, со от вет с т вен но). Ме то дом вес тер н - б лот -а на ли за по ка за но, что ген бел -
ка RTB-M130 эк с прес си ро вал ся в рас те ни ях та ба ка как ди мер без за мет ных приз на -
ков дег ра да ции. По лу чен ные ре зуль та ты бу дут в даль ней шем ис поль зо ва ны для раз -
ра бот ки на ос но ве тран с ген ных рас те ний съе доб ной вак ци ны про тив грип па птиц.

Клю че вые сло ва: би о фар минг, грипп птиц, пеп тид М2е, субъ е ди ни ца Б ри ци на, съе доб ные вак ци ны.

                                 
Фир сов Алек сей Пет ро вич, Та ра сен ко Ири на Вик то ров на, Пу шин Алек сандр Сер ге е вич, Ша лой ко Лю бовь Ана то ль ев на, Ви но -
ку ров Ле о нид Ми хай ло вич, Дол гов Сер гей Вла ди ми ро вич.

Спи сок со кра ще ний: а.о. — ами но кис лот ный оста ток; БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; ИФА — им му но-фер мен т ный
ана лиз; ОП — оп ти че ская плот ность; ОРБ — об щий рас тво ри мый бе лок; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; ПЦР — по ли ме -
раз ная цеп ная ре ак ция; сре да L B — сре да Лу риа—Бер та ни; CTB — бе лок хо лер но го ток си на; dNTP — дез ок си нук ле о зид т ри -
фос фат(ы); HBsAg — по вер х но ст ный ан ти ген ви ру са ге па ти та В; LTB — тер мо ла би ль ный ток син ки шеч ной па лоч ки; PBS —
фос фат но-со ле вой бу фер; PBST — бу фер PBS с тви ном-20; RTB — субъ е ди ни ца В ри ци на; SDS — до де цилсу ль фат на трия.

* Ав торы для пе ре пи с ки.



дей с т вие ко то рых ос но ва но на ин дук ции про тек -
тив ных ан ти тел про тив ге маг г лю ти ни на и ней ра -
ми ни да зы, быс т ро те ря ют свою ак ту аль ность в
силу пос то ян но дей с т ву ю ще го ан ти ген но го дрей -
фа. По э то му ин тен сив но изу ча ет ся воз мож ность
соз да ния про ти вог рип поз ной вак ци ны ши ро ко го
спек т ра дей с т вия на ос но ве кон сер ва тив ных ан ти -
ге нов дру гих ви рус ных бел ков. С точ ки зре ния раз -
ра бот ки та кой вак ци ны осо бый ин те рес пред с тав -
ля ет пеп тид М2е — ами но тер ми наль ный эк с тра -
мем б ран ный фраг мент бел ка М2 ви ру са грип па
дли ной 24 а.о.

Бе лок М2 ви ру са грип па — ин тег раль ный
мем б ран ный бе лок, ко то рый фор ми ру ет ион ный
ка нал; его ос нов ная роль сос то ит в про ве де нии
про то нов из кис лой сре ды эн до со мы внутрь ви ри -
о на, что при во дит к дис со ци а ции ри бо нук ле о тид -
но го ком п лек са ви ри о на и к его выс во бож де нию
из кап си да в ци топ лаз му клет ки- хо зя и на [5]. Пра -
виль ное фун к ци о ни ро ва ние бел ка М2 кри тич но
для реп ли ка ции ви ру са, так как бло ки ро ва ние ион -
но го ка на ла пре пят с т ву ет ин фи ци ро ва нию ви ру -
сом клет ки- хо зя и на.

Пеп тид М2е яв ля ет ся вы со кокон сер ва тив -
ным, его ами но кис лот ная пос ле до ва тель ность
прак ти чес ки не из ме ни лась с 1918 г. [6]. Эта осо -
бен ность, а так же важ ная роль в жиз нен ном цик ле 
ви ру са де ла ют пеп тид М2е прив ле ка тель ным объ -
ек том для соз да ния уни вер саль ной про ти вог рип -
поз ной вак ци ны [7, 8]. К нас то я ще му вре ме ни по -
ка за но, что пеп тид М2е яв ля ет ся им мун но ген ным
и спо со бен вы зы вать как гу мо раль ный, так и кле -
точ ный им мун ный от вет [9]. Вак ци на ция ла бо ра -
тор ных жи вот ных пеп ти дом М2е, сли тым хи ми -
чес ким или ге не ти чес ким пу тем с раз лич ны ми но -
си те ля ми или адъ ю ван та ми, за щи ща ла их от ле -
таль ных доз ви ру са грип па [8, 10,11].

Од на ко пеп тид М2е яв ля ет ся сла бым им му -
но ге ном [8, 9] и, сле до ва тель но, для уси ле ния им -
мун но го от ве та не об хо ди мо ис поль зо ва ние адъ ю -
ван тов. Для соз да ния съе доб ных вак цин в нас то я -
щее вре мя чаще все го ис поль зу ют субъ е ди ни цы Б
бел ков хо лер но го ток си на (CTB) или тер мо ла биль -
но го ток си на ки шеч ной па лоч ки (LTB), реже — по -
вер х нос т ный ан ти ген ви ру са ге па ти та В (HBsAg)
[12]. Дру гим по тен ци аль но эф фек тив ным адъ ю -
ван том яв ля ет ся субъ е ди ни ца Б ри ци на — ток сич -
но го бел ка из се мян кле ще ви ны Ricinus communis.

Ри цин пред с тав ля ет со бой гли коп ро те ин,
пос т ро ен ный из двух субъ е ди ниц А и Б, со е ди нен -
ных од ной ди суль фид ной связью. Субъ е ди ни ца Б
ри ци на  не ток сич на; свя зы ва ясь с ре цеп то ра ми
кле точ ных мем б ран, она обес пе чи ва ет пос ле ду ю -
щий тран с порт ри ци на в клет ку [13]. Ве ро ят ный

ме ха низм адъ ю ван т но го дей с т вия RTB зак лю ча ет -
ся в кле точ ной ин тер на ли за ции сли то го бел ка
RTB—ан ти ген по ме ха низ му, ана ло гич но му ин -
тер на ли за ции ри ци на. За тем сли тый бе лок RTB—
ан ти ген вклю ча ет ся во внут рик ле точ ные пути дег -
ра да ции бел ков с выс во бож де ни ем ан ти ге на, ко то -
рый да лее по па да ет в ан ти ген - п ре зен ту ю щие клет -
ки [14, 15]. Кро ме того, адъ ю ван т ные свой с т ва
RTB мо гут быть час тич но обус лов ле ны па то ген -ас -
со ци и ро ван ны ми мо ти ва ми, пред с тав лен ны ми в
ее мо ле ку ле, ко то рые до пол ни тель но сти му ли ру ют
пог ло ще ние, про цес синг и пре зен та цию ан ти ге на
на по вер х нос ти Т-хел пер ных кле ток [16—18].

Адъ ю ван т ные свой с т ва ре ком би нан т ной
субъ е ди ни цы Б ри ци на, по лу чен ной в эк с прес си -
он ной сис те ме на ос но ве E. coli, были под т вер ж де -
ны, в час т нос ти, при ее сли я нии с ро та ви рус ным
бел ком NSP4 [19], бел ком обо лоч ки ви ру са им му -
но де фи ци та че ло ве ка p24 [20] и др. При эк с прес -
сии гена субъ е ди ни цы Б ри ци на в тран с ген ных
рас те ни ях та ба ка ее адъ ю ван т ные свой с т ва так же
пол нос тью сох ра ня лись [21]. Та ким об ра зом, субъ -
е ди ни ца Б ри ци на яв ля ет ся по тен ци аль но пер с пек -
тив ным адъ ю ван том для раз ра бот ки съе доб ных
вак цин на ос но ве тран с ген ных рас те ний.

Целью дан но го ис с ле до ва ния яв ля лось изу -
че ние осо бен нос тей эк с прес сии в тран с ген ных
рас те ни ях та ба ка пеп ти да М2е в тран с ля ци он ном
сли я нии с субъ е ди ни цей Б ри ци на, вклю чая кло ни -
ро ва ние нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти субъ е -
ди ни цы Б ри ци на, по лу че ние тран с ген ных рас те -
ний и ко ли чес т вен ную оцен ку на коп ле ния сли то -
го бел ка RTB—пеп тид М2е.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Вы де ле ние ДНК из рас ти тель ных тка -
ней. Вы де ле ние ге ном ной ДНК та ба ка Nicotiana
tabacum и кле ще ви ны R. communis про во ди ли по
ме то ду [22].

Мо ле ку ляр ное кло ни ро ва ние. Все эн зи ма -
ти чес кие ма ни пу ля ции с ДНК осу щес т в ля ли с ис -
поль зо ва ни ем фер мен тов и со от вет с т ву ю щих бу -
фе ров ком па нии Fermentas (Лит ва) по ре ко мен да -
ци ям про из во ди те ля.

ПЦР при кло ни ро ва нии нук ле о тид ной пос -
ле до ва тель нос ти RTB и кон с т ру и ро ва нии век то -
ров про во ди ли в бу фе ре сле ду ю ще го сос та ва: од -
нок рат ный бу фер для ДНК-по ли ме ра зы Pfu с
MgSO4 (Helicon, Рос сия), со дер жа щий каж дый
dNTP в кон цен т ра ции 0,2 мM. В про бы вно си ли
0,2 мкмоль каж до го прай ме ра, 0,5 еди ни цы
ДНК-по ли ме ра зы Pfu; объ ем ре ак ци он ной сме си
сос тав лял 50 мкл, ко ли чес т во цик лов ам п ли фи ка -
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ции — 30. По лу чен ные ре ком би нан т ные плаз ми -
ды пе ре но си ли тран с фор ма ци ей в E.coli DH5,
тран с фор ман ты куль ти ви ро ва ли на сре де LB (при -
го тов ле на из ком по нен тов от Helicon), со дер жа -
щей 50 мг/л ам пи цил ли на («Ниж фарм», Рос сия)
(век тор pUC18) или ка на ми ци на («Ниж фарм»)
(век тор pBI121).

ПЦР-а на лиз пре па ра тов ге ном ной ДНК
тран с ген ных рас те ний про во ди ли в бу фе ре сле ду -
ю ще го сос та ва: од нок рат ный бу фер для Taq-по -
лимеразы с (NH4)2SO4, со дер жа щий 2 мМ MgCl2
(Helicon); и каж дый dNTP в кон цен т ра ции 0,2 мМ. 
Про бы со дер жа ли 0,5 мкмоль каж до го прай ме ра,
1 ед. Taq-ДНК-полимеразы, 3 мкл пре па ра та ге ном -
ной ДНК; объ ем ре ак ци он ной сме си сос тав лял
25 мкл, ко ли чес т во цик лов ам п ли фи ка ции — 25. 

Фраг мен ты ДНК ам п ли фи ци ро ва ли при сле -
ду ю щих ус ло ви ях: пред ва ри тель ная де на ту ра ция
— 95°, 5 мин; де на ту ра ция — 95°, 30 с; тем пе ра ту -
ра и дли тель ность от жи га прай ме ров, дли тель -
ность элон га ции цепи ДНК (72°) — в за ви си мос ти 
от ис поль зо ван ных прай ме ров (таб ли ца). 

Кло ни ро ва ние нук ле о тид ной пос ле до ва -
тель нос ти субъ е ди ни цы Б ри ци на. ПЦР-ам п ли -
фи ка ция нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти RTB бы -
ла про ве де на с ис поль зо ва ни ем прай ме ров RTB-F
и RTB-R, в пос ле до ва тель ность ко то рых для даль -
ней ше го кло ни ро ва ния были до бав ле ны сай ты
рес т рик ции XbaI и SacI, со от вет с т вен но. В ка чес т -

ве мат ри цы ис поль зо ва ли ге ном ную ДНК, вы де -
лен ную из лис ть ев кле ще ви ны. По лу чен ные ПЦР-
 ф раг мен ты об ра ба ты ва ли рес т рик та за ми XbaI и
SacI (Fermentas) и кло ни ро ва ли в век то ре pUC18
по этим сай там. Нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность
встав ки в по лу чен ных плаз ми дах была оп ре де ле -
на с ис поль зо ва ни ем прай ме ров для сек ве ни ро ва -
ния M13/pUC (Fermentas).

Кон с т ру и ро ва ние век то ра для тран с фор -
ма ции рас те ний pBIM130RTB. Для эк с прес сии
в тран с ген ных рас те ни ях та ба ка был выб ран ами -
но тер ми наль ный фраг мент бел ка М2 ви ру са грип -
па птиц А/chicken/Curgan/05/2005 Н5N1 (Gen Bank
DQ449633.1) дли ной 30 а.о. (да лее обоз на чен как
М130) с оп ти ми зи ро ван ным для эк с прес сии в рас -
те ни ях ко дон ным сос та вом [23]. Нук ле о тид ную
пос ле до ва тель ность, ко ди ру ю щую М130, ам п ли -
фи ци ро ва ли ме то дом ПЦР с при ме не ни ем прай ме -
ров М130-F и М130-R, ис поль зуя в ка чес т ве мат ри -
цы век тор рUС19/143 [23], об ра ба ты ва ли рес т рик -
та за ми ХbаI и SacI и кло ни ро ва ли по этим сай там
в век то ре рBI121 (ClonTech, США) вмес то гена
-глюкуронидазы.

Нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность RTB бы -
ла кло ни ро ва на в по лу чен ном век то ре в од ной рам -
ке счи ты ва ния с 5-кон цом нук ле о тид ной пос ле до -
ва тель нос ти М130. Для это го пос ле до ва тель ность 
RTB была ам п ли фи ци ро ва на с ис поль зо ва ни ем
прай ме ров RBin-F и RBin-R, а так же плаз ми ды
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ЭК С ПРЕС СИЯ В ТРАН С ГЕН НЫХ РАС ТЕ НИ ЯХ ТА БА КА ГЕНА ПЕП ТИ ДА М2е ВИ РУ СА ГРИП ПА ПТИЦ H5N1

Ре жим ПЦР и нук ле о тид ная по сле до ва те ль ность ис по ль зо ван ных прай ме ров

Прай мер Нук ле о тид ная по сле до ва те ль ность, 53
Тем пе ра ту ра и дли те ль ность

от жи га прай ме ров;
время элон га ции цепи

RTB-F cgtctagagctgatgtttgtatggatcctgag, пря мой 63°, 30 с;
2 минRTB-R cgtgagctcctgcaagagagtaatctgtctatca, об рат ный

М130-F catctagaatgtccctcctcactgaag, пря мой 62є, 30 с;
30 сМ130-R gggatcccgccgccaccaccaaggggt, об рат ный

RBin-F gtcgactctagaaccggtgctgatgtttgtatgga, пря мой 63°, 30 с;
2 минRBin-R ccgttaatctagaaaataatggtaaccatatttgg, об рат ный

RBsp-F agaaccggtatgggatttgttctcttttc, пря мой 57є, 30 с;
30 сRBsp-R agcaccggtagaattttgggcacgg, об рат ный

5727 aagggatgacgcacaatc, пря мой 56є, 30 с;
1 мин — прай ме ры RBin-R
и М130-R, 30 с — RBsp-R



pUC18RTB в ка чес т ве мат ри цы. В пос ле до ва тель -
ность прай ме ра RBin-F был вве ден уни каль ный
сайт рес т рик ции AsiAI, да лее ис поль зо ван ный
для кло ни ро ва ния нук ле о тид ной пос ле до ва тель -
нос ти N-концевого сиг наль но го пеп ти да PR1a.
Ам п ли фи ци ро ван ная нук ле о тид ная пос ле до ва тель -
ность RTB и век тор рBI121 с кло ни ро ван ной в нем 
пос ле до ва тель нос тью М130 были гид ро ли зо ва ны
рес т рик та зой XbaI, и фраг мен ты за тем ли ги ро ва -
ны друг с дру гом. 

Нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность, ко ди ру -
ю щая N-концевой сиг наль ный пеп тид бел ка PR1а
та ба ка (GenBank X12737), была ам п ли фи ци ро ва на
с по мощью прай ме ров RBsp-F и RBsp-R, со дер жа -
щих сайт рес т рик ции AsiAI; в ка чес т ве мат ри цы
была ис поль зо ва на ге ном ная ДНК та ба ка. Ам п ли -
фи ци ро ван ный фраг мент PR1а гид ро ли зо ва ли рес -
т рик та зой AsiAI и кло ни ро ва ли по это му сай ту в
од ной рам ке счи ты ва ния с 5-концом пос ле до ва -
тель нос ти RTB; в ре зуль та те был по лу чен век тор
для тран с фор ма ции рас те ний pBIM130RTB. Кор -
рек т ность кло ни ро ва ния нук ле о тид ной пос ле до ва -
тель нос ти PR1а-RTB-М130 в век то ре pBI121
была под т вер ж де на сек ве ни ро ва ни ем с ис поль зо -
ва ни ем прай ме ров 5727 и М130-R. По лу чен ный
век тор pBIM130RTB был пе ре не сен в Agro bacte -
rium tumefaciens CBE 21 и ис поль зо ван для тран с -
фор ма ции рас те ний та ба ка. 

Аг ро бак те ри аль ная тран с фор ма ция рас -
те ний та ба ка и ПЦР-а на лиз тран с фор ман тов.
Для ге не ти чес кой тран с фор ма ции были ис поль зо -
ва ны рас те ния та ба ка Nicotiana tabacum L. cv.
Petite Havana SR1; тран с фор ма цию рас те ний та ба -
ка осу щес т в ля ли по ме то ду [24]. ПЦР-а на лиз пре -
па ра тов ге ном ной ДНК про во ди ли с ис поль зо ва ни -
ем прай ме ров 5727 и М130-R.

ИФА с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и -
ном. Оп ре де ле ние со дер жа ния сли то го бел ка
RTB-М130 в тран с ген ных рас те ни ях про во ди ли
по про то ко лу [25]. В ка чес т ве твер до фаз ной мат -
ри цы был ис поль зо ван ад сор би ро ван ный в им му -
но ло ги чес ких план ше тах гли ко п ро те ин аси а ло -
фе ту ин.

Аси а ло фе ту ин (Sigma, США) в 0,1 М кар бо -
нат/би кар бо нат ном бу фе ре (рН 9,6; 4 мкг/мл аси а -
ло фе ту и на) на но си ли на им му но ло ги чес кий план -
шет (100 мкл/лун ку) и ин ку би ро ва ли при 4° в те че -
ние 18 ч. Да лее лун ки про мы ва ли бу фе ром PBST
(бу фер PBS — 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ
Na2HPO4, 1,8 мМ KH2PO4 (соли про из вод с т ва
Helicon), рН7,4, со дер жа щий 0,05% твина-20,
(BioRad)) триж ды по 5 мин при 37є. Бло ки ро ва ние 
с ис поль зо ва ни ем 1% БСА (Sigma) про во ди ли в те -
че ние 1 ч при 37° в бу фе ре PBSТ. Ана ли зи ру е мые

об раз цы на но си ли в объ е ме 100 мкл/лун ку в план -
ше ты с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и ном, ин -
ку би ро ва ли 1 ч при 37° и про мы ва ли. Да лее в лун -
ки до бав ля ли кро личьи по лик ло наль ные ан ти те ла 
к субъ е ди ни це Б ри ци на или к пеп ти ду М2е
(AbCam, Ве ли коб ри та ния), ин ку би ро ва ли, про мы -
ва ли и до бав ля ли ан тик ро личьи IgG, конъ ю ги ро -
ван ные со ще лоч ной фос фа та зой (Pierce, США).
Ан ти те ла раз во ди ли в бло ки ро воч ном бу фе ре в со -
от но ше нии 1:1000 для пер вич ных и 1:2000 для вто -
рич ных ан ти тел и на но си ли по 100 мкл/лун ку. Ин -
ку ба цию с ан ти те ла ми осу щес т в ля ли в те че ние 1 ч
при тем пе ра ту ре 37°. Пос ле от мыв ки от вто рич -
ных ан ти тел до бав ля ли суб с т рат для ще лоч ной
фос фа та зы (Phosphatase Substrate Kit, Pierce, США).
Ре ак цию про во ди ли при ком нат ной тем пе ра ту ре в 
те че ние 15 мин, ОП пре па ра тов из ме ря ли при дли -
не вол ны 405 нм.

Вы де ле ние бел ка из рас тер тых в жид ком
азо те рас ти тель ных тка ней про во ди ли не пос ред -
с т вен но пе ред на не се ни ем в лун ки им му но ло ги -
чес ко го план ше та. Бе лок эк с тра ги ро ва ли бу фе ром 
PBSТ (со от но ше ние мас са об раз ца/объ ем бу фе ра
рав но 1:1) при 4° в те че ние 40 мин. Об лом ки кле -
ток осаж да ли цен т ри фу пе ро ва ни ем при 16000 g и
4°, су пер на тант от би ра ли и на но си ли на план шет
по 100 мкл/лун ку. Оп ре де ле ние ко ли чес т ва об ще -
го рас т во ри мо го бел ка в пре па ра тах про во ди ли с
ис поль зо ва ни ем DC protein assay kit (BioRad, США). 

В ка чес т ве стан дар та для ко ли чес т вен ной
оцен ки син те за це ле во го бел ка в тран с ген ных рас -
те ни ях был ис поль зо ван ри цин, вы де лен ный из се -
мян кле ще ви ны [26]. Ко ли чес т во сли то го бел ка
RTB-М130 было вы чис ле но ис хо дя из гра фи ка
кон цен т ра ци он ной за ви си мос ти свя зы ва ния ри ци -
на с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и ном с уче -
том раз ни цы зна че ний мо ле ку ляр ной мас сы
RTB-М130 и ри ци на (32,6 кДа и 64,2 кДа, со от вет -
с т вен но).

Аф фин ная хро ма тог ра фия с им мо би ли зо -
ван ным аси а ло фе ту и ном. Вза и мо дей с т вие меж -
ду аси а ло фе ту и ном и сли тым бел ком RTB-М130
изуч али ме то дом [20]. Аси а ло фе ту ин (5 мг) был
им мо би ли зо ван на 1,5 г BrCN-сефарозы 4B (Sig -
ma) в со от вет с т вии с ин с трук ци ей про из во ди те ля
се фа ро зы. Пос ле от мыв ки (по пе ре мен но 0,1 М бу -
фер ны ми рас т во ра ми с рН 4,0 и 8,3) се фа ро за 4B с
им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и ном в объ е ме 5 мл
была по ме ще на в ко лон ку раз ме ром 1,5 Ч 7 см и пе -
ре ве де на в бу фер PBS. 

Лис тья тран с ген но го та ба ка ли нии sp3 (25 г)
за мо ра жи ва ли в жид ком азо те и рас ти ра ли в ступ -
ке пес ти ком. Об щий бе лок из по лу чен но го ма те ри а -
ла эк с тра ги ро ва ли 25 мл бу фе ра PBS в те че ние

58 Биотехнология, 2015, № 2

 ФИР СОВ и др.



45 мин при тем пе ра ту ре 4°, за тем цен т ри фу ги ро ва -
ли 30 мин (16000 g, 4°) и от би ра ли су пер на тант
(30 мл), ко то рый на но си ли на по лу чен ную аф фин -
ную ко лон ку; про мыв ку пос лед ней и элю цию про -
те и нов про во ди ли в со от вет с т вии с [20]. 

Свя зав ши е ся с аси а ло фе ту и ном бел ки элю и -
ро ва ли с ко лон ки 100 мМ гли ци ном, pH 4,0. Фрак -
ции (по 1 мл) со би ра ли в про бир ки, со дер жа щие
ней т ра ли зу ю щий рН бу фер (100 мМ трис-HCl,
pH 9,0) и ана ли зи ро ва ли ме то дом вес тер н - б лот -а на -
ли за.

Вес тер н - б лот -а на лиз. Элек т ро фо рез бел -
ков про во ди ли в 12%-ном SDS-ПААГ. Бел ки пе ре -
но си ли на нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну (BioRad) 
и бло ки ро ва ли обез жи рен ным су хим мо ло ком
(4%) (BioRad) с 0,05% твина-20 в бу фе ре PBS в те -
че ние 1 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре. Для де тек -
ции пеп ти да М2е были ис поль зо ва ны кро личьи по -
лик ло наль ные ан ти те ла в раз ве де нии 1:500 (Ab cam, 
Ве ли коб ри та ния), а субъ е ди ни цы Б ри ци на — кро -
личьи по лик ло наль ные ан ти те ла в раз ве де нии
1:1000 (Abcam). В ка чес т ве вто рич ных ан ти тел ис -
поль зо ва ли ан тик ро личьи IgG, конъ ю ги ро ван ные
со ще лоч ной фос фа та зой (Pierce), раз ве ден ные в
бло ки ро воч ном бу фе ре (см. выше) в со от но ше нии 
1:3000. Гиб ри ди за цию с пер вич ны ми ан ти те ла ми
про во ди ли при 4° в те че ние ночи, а с вто рич ны ми
— в те че ние 1 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре. Изоб -
ра же ние на мем б ра нах по лу ча ли с по мощью хро -
мо ген но го суб с т ра та BCIP/NBT (Fer mentas).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кло ни ро ва ние нук ле о тид ной 
по сле до ва те ль но сти субъ е ди ни цы Б ри ци на

В ре зуль та те кло ни ро ва ния были по лу че ны
кло ны E.coli, со дер жа щие век тор pUC18 с пол но -

раз мер ной встав кой нук ле о тид ной пос ле до ва тель -
нос ти RTB, ко то рая была оп ре де ле на в че ты рех
кло нах с по мощью сик ве ни ро ва ния. 

Срав не ние кло ни ро ван ной нами пос ле до ва -
тель нос ти с пос ле до ва тель нос тя ми RTB из базы
дан ных GenBank по ка за ло, что в по лу чен ных кло -
нах нук ле о тид ные и ами но кис лот ные пос ле до ва -
тель нос ти RTB пол нос тью сов па да ли с боль шин с -
т вом пос ле до ва тель нос тей, пред с тав лен ных в
базе дан ных (ADG29117; CAA26939; CAA37095;
EEF27734; AFH96941 и др.). В то же вре мя, кло ни -
ро ван ная нами пос ле до ва тель ность RTB от ли ча -
лась на 15 нук ле о тид ных ос тат ков (10 ами но кис -
лот ных за мен) от пос ле до ва тель нос ти, пред с тав -
лен ной Mahrous с со авт. (GenBank ACY38598.1),
что мо жет быть свя за но с ге не ти чес ки ми раз ли чи -
я ми ис поль зо ван ных для ис с ле до ва ний сор тов кле -
ще ви ны. В ре зуль та те для даль ней шей ра бо ты
был отоб ран один из че ты рех кло нов, да лее обоз -
на чен ный как pUC18RTB. 

Кон ст ру и ро ва ние век то ра 
для транс фор ма ции рас те ний pBIM130RTB;
по лу че ние транс ген ных рас те ний та ба ка

Нами был скон с т ру и ро ван век тор pBIM130RTB, 
не су щий нук ле о тид ную пос ле до ва тель ность пеп -
ти да М2е ви ру са грип па птиц H5N1 в од ной рам ке 
счи ты ва ния с 3-кон цом субъ е ди ни цы Б ри ци на.
Для тран с пор та сли то го бел ка М130-RTB в эн до -
п лаз ма ти чес кий ре ти ку лум к 5-кон цу RTB была
до бав ле на нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность N-кон -
цевого сиг наль но го пеп ти да бел ка PR1a та ба ка.
Струк ту ра эк с прес си он ной кас се ты век то ра
pBIM130RTB пред с тав ле на на рис. 1.

В ре зуль та те аг ро бак те ри аль ной тран с фор -
ма ции бы ло по лу че но 15 не за ви си мых ка на ми -
цин -ус той чи вых ли ний та ба ка. ПЦР-а на лиз ге ном -
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ЭК С ПРЕС СИЯ В ТРАН С ГЕН НЫХ РАС ТЕ НИ ЯХ ТА БА КА ГЕНА ПЕП ТИ ДА М2е ВИ РУ СА ГРИП ПА ПТИЦ H5N1

Рис. 1. Струк ту ра гена, ко ди ру ю ще го сли тый бе лок RTB-M130: по ка за на ами но кис лот ная пос ле до ва тель ность фраг мен -
та М130; пос ле до ва тель ность пеп ти да М2е под чер к ну та; 35S prom — про мо тор 35S ви ру са мо за и ки цвет ной ка пус ты, nos ter —
тер ми на тор гена но па лин син та зы A. tumefaciens. Ука за ны сай ты рес т рик ции, ис поль зо ван ные для кло ни ро ва ния



ной ДНК по лу чен ных ли ний по ка зал от сут с т вие
аг ро бак те ри аль ной кон та ми на ции в 14  ли ни ях
(дан ные не пред с тав ле ны). Для под т вер ж де ния
тран с ген ной при ро ды этих ли ний был про ве ден
ПЦР-а на лиз ге ном ной ДНК с ис поль зо ва ни ем
прай ме ров 5727 и М130-R (при этом ам п ли фи ци -
ро вал ся фраг мент, со дер жа щий пол но раз мер ную
нук ле о тид ную пос ле до ва тель ность сли то го бел ка
PR1а-RTB-М130, рис. 2). В ре зуль та те бы ло отоб -
ра но во семь ли ний тран с ген ных рас те ний, со дер -
жа щих це ле вую пос ле до ва тель ность. Отоб ран -
ные ли нии та ба ка бы ли уко ре не ны и пе ре не се ны в 
теп ли цу для вы ра щи ва ния. 

Ана лиз эк с п рес сии сли то го бел ка RTB-М130
в транс ген ных рас те ни ях

Ана лиз об ще го бел ка пре па ра тов тран с ген -
ных рас те ний та ба ка с по мощью ИФА с им мо би ли -
зо ван ным аси а ло фе ту и ном по ка зал при сут с т вие
RTB в че ты рех ли ни ях тран с ген ных рас те ний
(sp1, sp3, sp4 и sp14) из 8 про а на ли зи ро ван ных
(рис. 3, А; ис поль зо ва ны ан ти те ла к субъ е ди ни це
Б ри ци на). В дру гих 4 тран с ген ных ли ни ях (sp2,
sp7, sp10 и sp15) при сут с т вие RTB не де тек ти ро ва -
лось (см. рис. 3, А).

При ис поль зо ва нии ан ти тел к пеп ти ду М2е
при сут с т вие пос ле до ва тель нос ти М130 в сос та ве
сли то го бел ка было под т вер ж де но толь ко в двух
ли ни ях тран с ген ных рас те ний — sp3 и sp14 (см.
рис. 3, Б). В ли ни ях sp1 и sp4 нес мот ря на при сут -
с т вие RTB пеп тид М2е не де тек ти ро вал ся. В не -
т ран с фор ми ро ван ных кон т роль ных рас те ни ях
пеп тид М2е, так же как и субъ е ди ни ца Б ри ци на,
вы яв лен не был (см. рис. 3, А, Б). 

Ко ли чес т во сли то го бел ка RTB-M130 в тран -
с ген ных рас те ни ях та ба ка было оп ре де ле но ме то -
дом ко ли чес т вен но го ИФА с им мо би ли зо ван ным
аси а ло фе ту и ном с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к RTB 
(см. рис. 3, В). У ли нии sp3 ко ли чес т во бел ка
RTB-M130 сос та ви ло 3,3 мкг на 1 г сы рой мас сы
лис ть ев, у ли нии sp14 — 2,4 мкг/г сы рой мас сы
(0,02% и 0,01% об ще го рас т во ри мо го бел ка
(ОРБ), со от вет с т вен но). У ли ний sp1 и sp4 со дер -
жа ние фун к ци о наль но го эк ви ва лен та RTB сос та -
ви ло 2,1 и 2,8 мкг/г сы рой мас сы (0,01 и 0,02%
ОРБ, со от вет с т вен но).

Для даль ней ше го изу че ния эк с прес сии гена
сли то го бел ка RTB-M130 в тран с ген ных рас те ни -
ях была про ве де на час тич ная очис т ка гру бо го пре -
па ра та об ще го бел ка та ба ка ли нии sp3 ме то дом
афин ной хро ма тог ра фии с ис поль зо ва ни ем аси а -
ло фе ту и на, им мо би ли зо ван но го на BrCN-сефа -
розе 4B. Вес тер н - б лот -а на лиз по лу чен ных фрак -

ций с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к пеп ти ду М2е или
к RTB по ка зал при сут с т вие во фрак ции 3 им му но -
ре ак тив ной по ло сы мас сой 60—65 кДа (рас чет ная 
мас са бел ка RTB-M130 без N-концевого сиг на ла
— 32,6 кДа), в ос таль ных 9 фрак ци ях це ле вой бе -
лок не де тек ти ро вал ся (см. рис. 3, Г). Сли тый бе -
лок выявлялся как еди нич ная по ло са без приз на -
ков дег ра да ции бел ка.

Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ных
ис с ле до ва ний нами были по лу че ны 8 тран с ген -
ных ли ний та ба ка, тран с фор ми ро ван ных нук ле о -
тид ной пос ле до ва тель нос тью, ко ди ру ю щей сли -
тый бе лок PR1а-RTB-М130. Субъ е ди ни ца Б ри ци -
на де тек ти ро ва лась в че ты рех тран с ген ных ли ни -
ях (sp1, sp3, sp4 и sp14), в че ты рех дру гих ли ни ях
эк с прес сия RTB не про ис хо ди ла или на хо ди лась
на не де тек ти ру е мом уров не. При сут с т вие це ле во -
го пеп ти да М2е было по ка за но в двух ли ни ях тран -
с ген но го та ба ка — sp3 и sp14, а в двух дру гих ли -
ни ях нес мот ря на эк с прес сию RTB пеп тид М2е не
де тек ти ро вал ся. На и бо лее ве ро ят но, что от сут с т -
вие пеп ти да М2е в этих ли ни ях свя за но с не пол -
ным пе ре но сом 3-кон це вой час ти нук ле о тид ной
пос ле до ва тель нос ти сли то го бел ка PR1а- RTB- М130 
в про цес се аг ро бак те ри аль ной тран с фор ма ции.
Эта часть гена на хо дит ся на и бо лее близ ко к ле во -
му гра нич но му пов то ру Т-ДНК, т.е. в той ее час ти
Т-ДНК, где на и бо лее ве ро я тен об рыв Т-ДНК в
про цес се ее пе ре но са из аг ро бак те ри аль ной клет -
ки в рас ти тель ную. Не об хо ди мо от ме тить, что
тран с ген ные рас те ния всех ли ний нор маль но рос -
ли и раз ви ва лись, не от ли чаясь по сво им мор фо ло -
ги чес ким приз на кам от кон т роль ных нет ран с фор -
ми ро ван ных рас те ний. Та ким об ра зом, ре ком би -
нан т ная субъ е ди ни ца Б ри ци на не ока зы ва ла на
тран с ген ные рас те ния от ри ца тель но го эф фек та. 

Ко ли чес т во ре ком би нан т но го RTB в тран с -
ген ных рас те ни ях сос тав ля ло 2—3 мкг на 1 г сы -
рой мас сы лис ть ев (0,01—0,02% от ОРБ). Та кой
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Рис. 2 ПЦР-а на лиз ге ном ной ДНК не ко то рых ли ний
та ба ка, тран с фор ми ро ван ных век то ром pBIM130RTB: К- —
ге ном ная ДНК нет ран с ген но го та ба ка; К+ — плаз ми да
pBIM130RTB; sp1 — sp4, sp7, sp10, sp12, sp14 и sp15 — ли -
нии тран с ген ных рас те ний та ба ка; М — ДНК-мар ке ры мо ле -
ку ляр ной мас сы (Fermentas); стрел кой ука зан мар кер 1000 п.н.
Ожи да е мая дли на фраг мен та — 1091 н.п.



от но си тель но не вы со кий уро вень, по- ви ди мо му,
яв ля ет ся ха рак тер ным для эк с прес сии гена RTB в
ядер но- т ран с фор ми ро ван ных ге те ро ло гич ных сис -
те мах. 

Нап ри мер, по дан ным Reed с со авт. [27], на -
коп ле ние RTB в тран с ген ных рас те ни ях та ба ка
сос та ви ло в сред нем 0,007% от ОРБ (око ло 0,4 мкг 
фун к ци о наль но го эк ви ва лен та RTB на 1 г сы рой
мас сы лис ть ев). В ра бо те Woffenden с со авт. [28]
рас те ния та ба ка были тран с фор ми ро ва ны нук ле о -
тид ной пос ле до ва тель нос тью RTB в тран с ля ци он -
ном сли я нии с син те ти чес ки ми ге на ми F1 и V Yer -
sinia pestis. По лу чен ный сли тый бе лок RTB:F1:V
на кап ли вал ся в лис ть ях тран с ген ных рас те ний на
уров не 45 нг фун к ци о наль но го эк ви ва лен та RTB

на 1 г сы рой мас сы лис ть ев (что со от вет с т во ва ло
0,0015—0,0025% от ОРБ). Нес коль ко бо лее вы со -
кий уро вень эк с прес сии RTB наб лю дал ся в ис с ле -
до ва нии Choi с со авт. [29] — до 0,03% фун к ци о -
наль но го эк ви ва лен та RTB от ОРБ. В этой ра бо те
субъ е ди ни ца Б ри ци на была сли та с С-кон цом кап -
сид но го гли коп ро те и на VP7 ро та ви ру са обезь ян
SA11; сли тый бе лок VP7::RTB был эк с прес си ро -
ван в клуб нях кар то фе ля. Во всех этих ис с ле до ва -
ни ях субъ е ди ни ца Б ри ци на, как сле ду ет из ре зуль -
та тов ИФА с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и ном,
была фун к ци о наль но ак тив на, что ука зы ва ет на ее 
пра виль ные про цес синг и гли ко зи ли ро ва ние в ге -
те ро ло гич ных рас ти тель ных сис те мах. В то же
вре мя, при тран с фор ма ции та ба ка кДНК, ко ди -
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Рис.  3. Ана лиз эк с прес сии ге на сли то го бел ка RTB-M130 в тран с ген ных рас те ни ях та ба ка с по мощью ИФА с им мо би ли -
зо ван ным аси а ло фе ту и ном и вес тер н - б лот -а на ли за: А — де тек ция сли то го бел ка RTB-M130 с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к субъ е -
ди ни це Б ри ци на; Б — де тек ция сли то го бел ка RTB-M130 с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к пеп ти ду М2е; В — на коп ле ние сли то го
бел ка RTB-M130, оп ре де лен ное ме то дом ко ли чес т вен но го ИФА с им мо би ли зо ван ным аси а ло фе ту и ном (ис поль зо ва ны ан ти те -
ла к RTB); Г — вес тер н - б ло тинг фрак ций 3 и 4, по лу чен ных пос ле час тич ной очис т ки пре па ра та об ще го бел ка та ба ка ли нии sp3
ме то дом аф фин ной хро ма тог ра фии с ис поль зо ва ни ем ан ти тел к пеп ти ду М2е и к RTB; sp1—sp15 — ли нии тран с ген ных рас те -
ний та ба ка; К- — нет ран с ген ное рас те ние та ба ка; М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Fermentas). Стрел кой по ка зан сли тый бе -
лок RTB-M130



ру ю щей пол но раз мер ный преп ро ри цин, на коп ле -
ние ри ци на в лис то вых тка нях та ба ка сос та ви ло
до 0,25% от ОРБ [30]. Ак ку му ля ция ри ци на в этом 
слу чае про ис хо ди ла в ва ку о лях. В эк с пе ри мен тах 
Reed [27] и Woffenden [28] ре ком би нантная RTB
тран с пор ти ро валась в апоп лас т ное прос т ран с т -
во, а в ра бо те Choi [29] — удер жи вал ся в эн доп -
лаз ма ти чес ком ре ти ку лу ме. Воз мож но, что эти
ком пар т мен ты не яв ля ют ся оп ти маль ны ми для
на коп ле ния ре ком би нан т ной RTB. Учи ты вая, что 
на коп ле ние ри ци на в кле ще ви не про ис хо дит в за -
па са ю щих ва ку о лях эн дос пер ма се мян, тран с -
порт ре ком би нан т ной RTB в ва ку о ли, ве ро ят но,
мо жет по вы сить уро вень его на коп ле ния при эк с -
прес сии со от вет с т ву ю ще го ге на в ге те ро ло гич -
ных сис те мах.

В на ших эк с пе ри мен тах сли тый бе лок
RTB-M130 де тек ти ро вал ся в виде по ло сы мас сой
око ло 65 кДа (см. рис. 3, Г) (рас чет ная мас са бел ка
без N- кон це во го сиг наль но го пеп ти да сос тав ля ет
32,6 кДа), т.е. пред по ло жи тель но в виде ди ме ра.
По хо жий ха рак тер эк с прес сии гена RTB в сос та ве
сли то го бел ка наб лю дал ся в ис с ле до ва нии Carter с 
со авт. [31]. В этой ра бо те нук ле о тид ная пос ле до ва -
тель ность субъ е ди ни цы Б ри ци на была эк с прес си -
ро ва на в сли я нии с С-кон цом про ин су ли на (Ins) в
тран с ген ных клуб нях кар то фе ля. Ме то дом вес тер н -
 б лот -а на ли за с ис поль зо ва ни ем спе ци фи чес ких ан -
ти тел было по ка за но, что сли тый бе лок Ins-RTB,
по- ви ди мо му, аг ре ги ру ет в боль шие мо ле ку ляр -
ные ком п лек сы и де тек ти ру ет ся в виде по лос мас -
сой бо лее 200 кДа (рас чет ная мас са Ins-RTB с
N-концевым сиг наль ным пеп ти дом -фа зеолина —
40,8 кДа). По пыт ки дис со ци и ро вать эти аг ре га ты
с об ра зо ва ни ем бел ка рас чет ной мас сы были не у -
дач ны. По мне нию ав то ров, аг ре га ция сли то го бел -
ка Ins-RTB про ис хо дит за счет об ра зо ва ния боль -
шо го ко ли чес т ва ха о тич ных меж мо ле ку ляр ных
ди суль фид ных свя зей. Тем не ме нее, Ins- RTB
сох ра нял спо соб ность свя зы вать ся с аси а ло фе ту и -
ном, т.е. свою фун к ци о наль ную ак тив ность [31].
В на ших эк с пе ри мен тах сли тый бе лок RTB- M130, 
по ре зуль та там ИФА с им мо би ли зо ван ным аси а ло -
фе ту и ном, так же сох ра нял свою фун к ци о наль ную 
ак тив ность. Та ким об ра зом, ди ме ри за ция (аг ре ги -
ро ва ние) RTB не вли я ла на ее спо соб ность свя зы -
вать ся с га лак то зой в сос та ве аси а ло фе ту и на, т.е.
на спо соб ность ас со ци и ро вать с со от вет с т ву ю щи -
ми кле точ ны ми ре цеп то ра ми.

Не об хо ди мо от ме тить, что аг ре га ция наб лю -
да лась толь ко в слу ча ях, ког да RTB сли ва ли с не -
боль ши ми бел ка ми — пеп ти дом М130 (3,3 кДа)
или про ин су ли ном (9,4 кДа; [31]). В слу ча ях, ког -
да пар т не ром RTB в сли том бел ке выс ту пал от но -

си тель но круп ный бе лок — VP7 (мо ле ку ляр ная
мас са 34 кДа [29]), бел ки F1 и V (15 и 37 кДа, со от -
вет с т вен но [28]) и GFP (26 кДа [21]) или эк с прес -
си ро вал ся толь ко ген RTB [27], аг ре га ции сли то го
бел ка не наб лю да ли; он де тек ти ро вал ся в виде од -
ной по ло сы ожи да е мой мо ле ку ляр ной мас сы. Воз -
мож но, что оп ти ми за ция раз ме ра и пос ле до ва тель -
нос ти пар т не ра RTB в сли том бел ке поз во лит из бе -
жать или су щес т вен но умень шить сте пень его аг -
ре га ции при эк с прес сии со от вет с т ву ю ще го гена в
ге те ро ло гич ных сис те мах. 

Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ных
ис с ле до ва ний по ка за на воз мож ность эк с прес сии
в тран с ген ных рас те ни ях та ба ка нук ле о тид ной
пос ле до ва тель нос ти пеп ти да М2е ви ру са грип па
птиц H5N1в сли я нии с субъ е ди ни цей Б ри ци на и
под т вер ж де на фун к ци о наль ная ак тив ность по лу -
чен но го сли то го бел ка. Трансгенные рас те ния бу -
дут ис поль зо ва ны для оцен ки спо соб нос ти бел ка
RTB-M130 ин ду ци ро вать им мун ный от вет у ла бо -
ра тор ных жи вот ных и в даль ней шем — для раз ра -
бот ки съе доб ной вак ци ны про тив грип па птиц.

Ав то ры вы ра жа ют бла го дар ность акад.
РАМН О.И. Ки се ле ву и к.м.н. М.П. Гру ди ни ну
(НИИ грип па Ми нис тер с т ва здра во ох ра не ния РФ, 
Сан к т - Пе тер бург) за цен ную ме то ди чес кую и
прак ти чес кую по мощь в про ве де нии ра бо ты.

Ра бо та была вы пол не на при под дер ж ке гран -
та Ми нис тер с т ва об ра зо ва ния и на у ки Рос сий с кой 
Фе де ра ции № 14.B25.31.0027 с ис поль зо ва ни ем
уни каль ной на уч ной ус та нов ки «ФИ ТОТ РОН».

По лу че но 10.03.15
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Ex p  res si on in To bac co Tran s ge nic
Plants of  a  Gene for  M2e Pep t i de  of  H5NI
Avi an In f  lu en  za  Vi rus in Tran s la t i o  nal  Fu si  -
on with Ri c in B Su bu nit

The M2e pep ti de of avi an in f lu en za vi rus H5N1 Cur gan
2005 has suc ces sful ly been ex p res sed in tran s ge nic to bac co
plants. The nuc le o ti de se qu en ce en co ding the ami no-ter mi nal
frag ment of the pro te in M2, 30 a.a. in size that in c lu ded the M2e
pep ti de (M130) was tran s la ti o nal ly fu sed wit hin the re a ding fra -

me with the 3-ter mi nus of the ri cin B su bu nit (RTB) se qu en ce in
vec tor pBI121. To bac co plants were suc ces sful ly tran s for med
with the ob ta i ned con s t ruct. The RTB was de tec ted in 4 li nes of
the tran s ge nic plants from the 8 stu di ed using asi a lo fe tu in-im mo -
bi li zed ELISA. The pre sen ce of the M2e pep ti de in the fu sed pro -
te in RTB-M130 was con fir med in two li nes of the tran s ge nic
plants; in 2 ot her li nes M2e was not de tec ted re gar d less of the pre -
sen ce of RTB. The qu an ti ta ti ve asi a lo fe tu in-im mo bi li zed ELISA
per mit ted to show that the ac cu mu la ti on of the fu sed pro te in
RTB-M130 in tho se li nes was equ al to 3.3 and 2.4 µg per 1 g of
leaf fresh we ight (0.02% and 0.01% of to tal so lub le pro te in, res -
pec ti ve ly). The li nes in which the ex p res si on of the RTB gene was 
only de tec ted were cha ra cte ri zed by the RTB ac cu mu la ti on of 2.1
and 2.4 µg per 1 g of fresh we ight (0.01 and 0.02% of the to tal so -
lub le pro te in, res pec ti ve ly). Wes tern blot ana ly sis sho wed that the 
RTB-M130 pro te in was detected in the tran s ge nic to bac co li nes
as a di mer wit ho ut sig ni fi cant signs of de gra da ti on. The ob ta i ned
re sults will be fur t her used for the de sign of a plant-ba sed edib le
vac ci ne aga inst avi an in f lu en za.

Key words: avi an in f lu en za, edib le vac ci nes, mo le cu lar
far ming, pep ti de M2e, ri cin B su bu nit.
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