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При получении трансгенных растений, обла-
дающих повышенной толерантностью к биотиче-
ским и абиотическим стрессам и продуцирующих 
терапевтические и диагностические антитела или 
съедобные вакцины, возникает необходимость 
повышения уровня экспрессии трансгена. Для ре-

шения этой задачи часто используют рекомби-
нантные ДНК-конструкции с конститутивными 
промоторами вирусного, растительного или син-
тетического происхождения. Наиболее известны-
ми являются промоторы вируса цветной капусты 
(35S CaMV), вируса мозаики норичника (FMV), 

Список сокращений: вгРНК ‒ вирусная геномная РНК; ГМ ‒ генно-модифицированный; гРНК ‒ геномная РНК; 
НТП – нетранслируемая последовательность; пн − пар нуклеотидов; ПЦР − полимеразная цепная реакция; ТФ – 
транскрипционный фактор; AMV (Alfalfa Mosaic Virus) ‒ вирус мозаики люцерны; 3xARC1 (Active Ribosomal 
RNA Complementary) – лидерная последовательность, содержащая 10 нуклеотидов, которые комплементарны 
18S рРНК в положении 1115‒1124; CITE (Cap-Independent Translational Element) – кэп-независимый трансляци-
онный элемент; DIG – дигоксигенин; dNTP ‒ дезоксирибонуклеозидтрифосфат(ы); DRE (Dehydration-Responsive 
Element) – элемент, чувствительный к дегидратации; DREB1A (DRE-Binding factor) ‒ DRE-связывающий фактор; 
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) – анализ изменения электрофоретической подвижности; GUS – β-глю-
куронидаза; IPTG ‒ изопропил-β-D-1-тиогалактозид; IRES (Internal Ribosome Entry Site) – участок внутренней 
посадки рибосом; PVY (Potato Virus Y) – вирус Y картофеля; TEV (Tobacco Etch potyVirus) ‒ вирус гравировки 
табака; TMV (Tobacco Mosaic Virus) – вирус табачной мозаики.
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Транскрипционный фактор AtDREB1A контролирует экспрессию многих индуцибельных генов 
только в условиях низких температур. В результате экспрессии гена AtDREB1A в клетках E. coli был 
получен рекомбинантный белок, способный связываться с синтетической последовательностью 
индуцибельного промотора гена rd29A из Arabidopsis thaliana. Проведена транзиентная экспрессия 
гена AtDREB1A, стоящего под контролем промотора 35S CaMV, и одного из пяти различных 
вариантов 5ꞌ-НТП (5ꞌ-TMV, 5ꞌ-PVY, 5ꞌAMV, 5ꞌ-3xARC1 или 5ꞌ-pl) в листьях табака одновременно 
с репортерным геном β-глюкуронидазы (uidA), находящимся под контролем синтетического 
индуцибельного промотора rd29A. В результате доказана способность рекомбинантного белка 
AtDREB1A вызывать индукцию временной экспрессии репортерного гена uidA. После проведения 
сравнительного анализа впервые для белка AtDREB1A показано, что свойства различных 5ꞌ-НТП 
как энхансеров трансляции сильно варьируют.

Ключевые слова: AtDREB1A, индуцибельный промотор, 5ꞌ-нетраслируемая последовательность, 
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вируса мозаики мирабилиса (MMV), а также про-
моторы генов убиквинтина и малой субъединицы 
рибулозобифосфат-карбоксилазы (rbcS).

Кроме того, для обеспечения максимально-
го уровня синтеза белка кодирующие последова-
тельности трансгенов ставят под контроль 5ꞌ- и 
3ꞌ-нетранслируемых последовательностей геном-
ных РНК. Известно, что НТП вгРНК играют ре-
шающую роль в регуляции экспрессии генов на 
посттранскрипционном уровне, так как они уча-
ствуют в транспорте мРНК из ядра в цитоплазму, 
влияют на эффективность трансляции, внутри-
клеточную локализацию и стабильность мРНК 
[1, 2]. вгРНК способны конкурировать с хозяйс
кими мРНК за аппарат трансляции и направлять 
белковый синтез растительной клетки в сторону 
продукции вирусных белков. У многих вгРНК от-
сутствуют кэп-структура (m7GpppN) на 5ꞌ-конце 
и поли(А)-хвост на 3ꞌ-конце гРНК, которые при-
нимают активное участие в процессе инициации 
трансляции [3‒5]. Однако вместо этого внутри 
5ꞌ- или 3ꞌ-НТП расположены сайты внутренней 
посадки рибосом или кэп-независимые трансля
ционные элементы [2].

В большинстве случаев IRES-элементы нахо-
дятся внутри 5ꞌ-НТП и содержат последователь-
ности, комплементарные нуклеотидным после-
довательностям 18S рРНК, тем самым позволяя 
рибосомам садиться на 5ꞌ-конец гРНК в непосред-
ственной близости от инициаторного кодона без 
сканирования всей молекулы мРНК. Так, гРНК ви-
русов р. Potyvirus семейства Potyviridae (TEV; PVY; 
PPV (Plum Pox virus); TuMV (Turnip Mosaic Virus)) 
несут 5ꞌ-НТП и поли(А)-хвост, обеспечивающие 
кэп-независимую инициацию трансляции [6‒8].

Многие 3ꞌ-CITE-элементы, обнаруженные у 
вирусов семейства Tombusviridae, таких, как STNV 
(Satellite Tobacco Necrosis Virus), TCV (Turnip Crin-
kle Virus) и TBSV (Tomato Bushy Stunt Tombusvi-
rus), выполняют функции поли(А)-хвоста [9−11]. 
3ꞌ-НТП гРНК этих вирусов содержат последова-
тельности, способные сворачиваться в длинные 
вторичные структуры типа «стебель‒петля», бла-
годаря которым происходит связывание факторов 
инициации трансляции и доставка их на 5ꞌ-конец 
мРНК. гРНК вирусов BYDV (Barley Yellow Dwarf 
Virus) семейства Luteoviridae и TNV (Tobacco Ne-
crosis Virus) семейства Tombusviridae несут транс-
ляционные энхансерные домены внутри как 5ꞌ-, 
так и 3ꞌ-НТП [12, 13]. 3ꞌ-CITE этих вгРНК содер-
жат последовательности, способные формиро-
вать вторичные структуры типа «кленового ли-
ста», так называемые BYDV-подобные элементы. 

РНК‒РНК-взаимодействия распространяются 
на большие расстояния между такими 3ꞌ-НТП и 
5ꞌ-НТП внутри одного и того же вируса, что приво-
дит к связыванию факторов инициации на 5ꞌ-конце 
и также облегчает процесс трансляции [13].

Энхансерными свойствами обладают и многие 
5ꞌ-НТП кэпированных вгРНК. Так, гРНК вируса 
табачной мозаики (TMV, р. Tobamovirus, семей-
ство Virgaviridae) имеет 5ꞌ-кэп и транслируется с 
высокой эффективностью благодаря присутствию 
5ꞌ-лидерной последовательности (5ꞌ-Ώ), которая 
содержит несколько консервативных сегментов 
UUAС и (CAA)n [14].

Многие исследования направлены на созда-
ние искусственных трансляционных энхансеров, 
которые по своей активности значительно превос-
ходили бы вирусные аналоги и могли бы функци-
онировать как in vitro, так и in vivo [15, 16].

Присутствие 5ꞌ-НТП многих вирусных гРНК 
перед стартовым кодоном приводит к кратному по-
вышению эффективности трансляции чужеродных 
кодирующих последовательностей также и в систе-
ме in planta. Так, Ώ-последовательность TMV по-
вышает экспрессию репортерного гена в 2‒10 раз 
в отсутствие поли(А)-хвоста в клетках двудольных 
и однодольных растений [17, 18]. 5ꞌ-НТП AMV (се-
мейство Bromoviridae), использованная в качестве 
лидера в сочетании с промотором 35S CaMV, по-
вышает активность репортерного гена β-глюкуро-
нидазы в 8 раз по сравнению с бинарным векто-
ром pBI121 [19]. А синтетический энхансер synJ 
усиливает экспрессию репортерного гена от 10 до 
50 раз, как в двудольных, так и в однодольных рас-
тениях в зависимости от того, в каких тканях кор-
ней, стеблей, листьев и т.д. происходит экспрессия 
[16]. Присутствие 5ꞌ-НТП PVY увеличивает уро-
вень трансляции синтетических мРНК в расти-
тельных протопластах в 2‒10 раз [6, 15].

Сложности при исследовании механизма сиг-
нальной трансдукции и экспрессии генов транс-
крипционных факторов, которые запускаются в 
условиях абиотического стресса, возникают в свя-
зи с тем, что, во-первых, синтез многих ТФ, как 
уже сказано, индуцируется только после стрес-
са, происходит в определенных временных рам-
ках и строго регулируется другими участниками 
сигнальных каскадов, роль большинства из кото-
рых до сих пор полностью не изучена, а во-вто-
рых, даже небольшие количества белка могут ока-
заться достаточными для дальнейшей индукции 
экспрессии его генов-мишеней; поэтому продук-
ты экспрессии генов ТФ присутствуют в край-
не низких концентрациях и диагностировать их 
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представляется возможным только с помощью вы-
сокочувствительных методов. Преодолеть возни-
кающие проблемы при изучении воздействия ТФ 
на их гены-мишени помогает использование си-
стемы «эффектор–репортер». Это один из широко 
распространенных методов исследования функ-
ции как ТФ, так и индуцибельных промоторов, а 
также поиска белок-связывающих доменов вну-
три промоторных последовательностей [20‒22].

Объектом нашего исследования был ТФ 
DREB1A (связывающий фактор элемента, чувстви-
тельного к дегидратации) из Arabidopsis  thaliana. 
Этот белок имеет сигнальную последователь-
ность ядерной локализации, принадлежит к се-
мейству белков ERF/АР2 (Ethylene-Responsive 
element-binding Factor/АPETALA2) и активирует 
экспрессию многих других индуцибельных генов 
COR/RD/LTI (COld Responsive/Responsive to Dehy-
dration/Low-Temperature-Induced), используя сиг-
нальный путь, независимый от абсцизовой кисло-
ты [20, 23, 24]. Экспрессия гена AtDREB1А, стоя-
щего под контролем конститутивного промотора, 
в трансгенных растениях приводит к повышению 
толерантности ГМ растений к заморозкам и за-
сухе [20, 21, 23]. Показано, что на холоде в тече-
ние нескольких минут происходит экспрессия гена 
AtDREB1А, после чего белковый продукт действу-
ет как транс-активатор. Благодаря присутствию 
ДНК-связывающего мотива (АР2-домена), харак-
терного для всех представителей семейства, ТФ 
AtDREB1А способен связываться с последователь-
ностью TA/GCCGACNT, названной DRE-элемен-
том и обнаруженной в промоторных областях мно-
гих генов-мишеней [23‒27]. Примером промото-
ра, в нуклеотидной последовательности которого 
были идентифицированы cis-действующие регуля-
торные DRE-элементы, является индуцибельный 
промотор гена rd29A [23, 24, 27, 28]. Нуклеотид-
ная последовательность этого промотора содержит 
помимо ТАТА-бокса и двух DRE-элементов такие 
белок-связывающие мотивы, как ABRE (ABscisic 
acid-Responsive Element) и MYC (MYeloCytomato-
sis-related element). Это значит, что ген rd29A, сто-
ящий под контролем указанного промотора, при-
нимает участие в акклиматизации растений в ответ 
на различные виды абиотического стресса.

Цель данного исследования состояла в срав-
нении усиливающего действия различных 5ꞌ-НТП 
(5ꞌpl, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV, 5ꞌPVY и 5ꞌ3хARC1) в сочета-
нии с конститутивным промотором 35S CaMV на 

эффективность трансляции гена ТФ  AtDREB1A 
in vivo. Впервые изучена динамика и продолжи-
тельность действия всех пяти указанных 5ꞌ-НТП 
на экспрессию гена ТФ AtDREB1A, а также про-
веден анализ усиливающего эффекта вирусно-
го лидера 5ꞌPVY и синтетической последователь-
ности 5ꞌ3хARC1 по сравнению с хорошо изучен-
ными энхансерами 5ꞌTMV и 5ꞌAMV в системе 
«эффектор–репортер».

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Получение рекомбинантных ДНК
Клонирование ДНК-последовательностей 

проводили согласно [29]. Для клонирования ре-
комбинантных ДНК были использованы буферы 
и ферменты фирмы Thermo Scientific (США). Для 
выделения плазмидной ДНК и очистки ДНК-фраг-
ментов использовали наборы фирмы Roshe (Гер-
мания). Для проведения трансформации1 служили 
компетентные клетки штамма E. coli DH5α (New 
England Biolabs, Великобритания).

Клонирование кодирующей 
последовательности гена AtDREB1A

Данную последовательность сначала уста-
новили с помощью базы данных NCBI GenBank 
(no. NM118680). Затем препараты тотальных 
РНК были выделены из листьев Arabidopsis thali-
ana v. Colombia с использованием TRIzol реаген-
та (Sigma, США) согласно инструкции произ-
водителя. Полная кодирующая последователь-
ность гена AtDREB1A была амплифицирована 
путем обратной транскрипции (с участием пре-
парата тотальных РНК, обратной транскриптазы 
Maxima (Thermo Scientific) и олигонуклеотидов 
oligo(dT)18) и последующей ПЦР. Последнюю про-
водили с участием праймеров #18-S+NcoI (5ꞌ-СТ-
СТТСТGATCСATGGACTCATTTTCTGCT-3ꞌ 
(здесь и далее подчеркнуты сайты рестрикции) и 
#19-AS+HpaI (5ꞌ-GAGTTTTGTTAACTCCATA AC-
GATAC-3ꞌ). После очистки и гидролиза рестрикта-
зами NcoI и HpaI фрагмент, содержащий последо-
вательность целевого гена, клонировали в соста-
ве плазмидного вектора pET23d (Novagen, США) 
между сайтами рестрикции NcoI и XhoI. Данный 
вектор содержит Т7-промотор, полилинкерную 
область для действия рестриктаз и последователь-
ность, кодирующую шесть гистидиновых остатков 
(6хHis-Tag), расположенную в 3ꞌ-концевой области 

1Promega. The source for discovery. Protocols and application guide. USA: Promega Corporation. 1996.
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после рестрикционного сайта XhoI, но до стоп-ко-
дона. Вектор pET23d обрабатывали рестриктазой 
XhoI, затем фрагментом Кленова ДНК-полимера-
зы I в присутствии dNTP и использовали в реак-
ции лигирования. В результате клонирования в со-
зданной конструкции сохранялся только NcoI-сайт 
в районе AUG-кодона. В  кодирующей последо-
вательности гена AtDREB1A перед стоп-кодоном 
присутствуют нуклеотиды AGT-TAT, соответству-
ющие аминокислотам Ser-Tyr. После клонирова-
ния по указанным сайтам рестрикции стоп-кодон 
оказался расположен после последовательности 
AGT-TTC-GAG-CAC-CAC-CAC-CAC-CAC-
CAC, соответствующей аминокислотам Ser-Phe-
Glu-His-His-His-His-His-His. Полученная ДНК 
была названа рЕТ23DR1AHis.

Клонирование последовательности  
промотора rd29A

Фрагмент, несущий полную последователь-
ность промотора гена rd29A (NCBI GenBank, 
no. AY973635.1), синтезировали с помощью ПЦР 
с участием препарата тотальных ДНК, выделен-
ных из листьев Arabidopsis  thaliana с помощью 
СТАВ [30], а также праймеров #rd29A-S+HindIII 
(5ꞌ–СGTAAAGCTTCG ACTCAAAACAAACTTA- 
CG–3ꞌ) и #rd29A-AS+BamHI (5ꞌ–CGTAGGATCC- 
TTTCCAAA GATTTTTTCTTT-3ꞌ). Далее ампли-
фицированный ДНК-фрагмент клонировали в со-
ставе агробактериального плазмидного вектора 
pCAMBIA2300 по сайтам рестрикции HindIII и 
BamHI. Эта ДНК была названа pCAMrd29A.

Клонирование генов uidA и AtDREB1A  
в составе агробактериального  
плазмидного вектора

Клонирование фрагмента, содержащего нукле-
отидную последовательность промотора rd29A, 
проводили по сайтам рестрикции HindIII и BamHI 
в составе исходной рекомбинантной ДНК, содер-
жащей кассету [HindIII–35S CaMV–BamHI–5ꞌ-
3хARC1–uidA–SmaI–3ꞌ-TMV–nos] и сконструи-
рованной нами ранее на основе бинарного агро-
бактериального вектора pCAMBIA2300 (NCBI 
GenBank, no.AF234315.1). В результате была полу-
чена векторная ДНК pCAMrd29A-uidA, несущая 
репортерный ген под контролем промотора rd29A.

При клонировании гена AtDREB1A c помощью 
праймеров #18-S+Nco и #8xHis-AS+BglII (5ꞌ-TAC
CCGGGAGATCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTG-
GTGGTG-3ꞌ), а также матрицы pET23-DR1AHis 
был получен ПЦР-продукт, который нес полную 
кодирующую последовательность гена AtDREB1A 

плюс последовательность, кодирующую восемь 
остатков гистидина (8xHis) в 3ꞌ-области гена. Да-
лее ПЦР-продукт был клонирован по сайтам ре-
стрикции NcoI и BamHI в составе вспомогательных 
ДНК, которые содержали ДНК-кассеты [HindIII–
5ꞌ-НТП–NcoI–uidA–BamHI, SmaI–3ꞌTMV–EcoRI] 
под контролем промотора Т7 и одного из пяти ва-
риантов 5ꞌ-НТП (5ꞌpl, 5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV или 
5ꞌ3хARC1). Вспомогательные ДНК были созданы 
нами ранее на основе плазмидного вектора pBlue-
script KS+ (данные не опубликованы).

В следующем раунде ПЦР, проведенной с уча-
стием матриц, полученных на первой стадии кло-
нирования и содержащих кодирующую последова-
тельность гена AtDREB1A, соединенную с после-
довательностью 8хHis, под контролем промотора 
Т7, были синтезированы ДНК-фрагменты пяти ва-
риантов, содержащие кассеты [BamHI–5ꞌ-НТП–
NcoI−AtDREB1A–SmaI]. В качестве смыслово-
го праймера в каждом случае использовали оли-
гонуклеотиды, подобранные к 5ꞌ-области каждого 
из пяти вариантов 5ꞌ-НТП и содержащие сайт ре-
стрикции BamHI в 5ꞌ-области для удобства клони-
рования. В качестве антисмыслового праймера ис-
пользовали олигонуклеотид #8xHis-AS+BglII, ко-
торый нес в своем составе сайты рестрикции BglII 
и SmaI. Клонирование полученных в этом случае 
ПЦР-продуктов проводили по сайтам рестрикции 
BamHI и SmaI в исходной рекомбинантной ДНК, 
которая содержала кассету [HindIII–35S CaMV−
BamHI−5ꞌ-3хARC1−uidA–SmaI–3ꞌ-TMV–nos] в со-
ставе вектора pCAMBIA2300. Таким образом, 
были получены ДНК-конструкции, содержащие  
полную кодирующую последовательность гена 
AtDREB1A плюс 8xHis под контролем промото-
ра 35S CaMV и одного из пяти видов 5ꞌ-НТП (5ꞌpl, 
5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV или 5ꞌ3хARC1).

Синтез и очистка белка AtDREB1A
Индукцию синтеза белка AtDREB1A прово-

дили в клетках штамма E. coli BL21(DE3), лизо-
генного по λ-профагу и содержащего T7 РНК-по-
лимеразу, согласно руководству фирмы Novagen 
(30 оС, 1 мМ IPTG). При очистке белка в натив-
ных условиях (из 100 мл культуры) использова-
ли Ni-NTA-агарозу (5PRIME, Германия) соглас-
но рекомендациям фирмы QIAGEN (Германия). 
Анализ синтезированных белковых продуктов 
проводили с помощью электрофореза в 12%-ном 
ПААГ в присутствии додецилсульфата натрия 
(Sigma, США) и последующей иммунодетек-
ции (Invitrogen, Великобритания). Иммунодетек-
цию белков осуществляли после переноса смеси 
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на  нитроцеллюлозную мембрану (Roshe) с ис-
пользованием коммерческих антител (anti-His 
HPR Conjugate) согласно рекомендациям фирмы 
5PRIME. Концентрацию белка после разделения 
фракций измеряли по методу Брэдфорд [31] и до-
водили до нужного значения, используя колонки 
Amicon Ultra-2 (Millipore, США).

EMSА
Реакцию образования комплекса ДНК–бе-

лок проводили при температуре 26 °С или 37 °С, 
как указано в руководстве1, с небольшими моди-
фикациями согласно инструкциям при работе с 
DIG-мечеными зондами (Roshe). Двухцепочечный 
фрагмент ДНК размером 632 пн, меченный дигок-
сигенином (далее обозначен как rd29ADIG+ полу-
чали после проведения раунда ПЦР с использо-
ванием праймеров #rd29A-S+HindIII и #DRE-AS 
(5ꞌ-GCTTTTTGGAACTCATGTCGGTA-3ꞌ) и ДНК 
pCAMrd29A в качестве матрицы. Коммерческий 
концентрат из набора PCR DIG Probe Synthesis Kit 
(Roshe) использовали в качестве источника мече-
ных dNTP. Для синтеза немеченого ДНК-фрагмен-
та, обозначенного нами как rd29ADIG– помимо 
тех же праймеров и матрицы использовали смесь 
dNTP фирмы Termo Scientific. После проведения 
электрофореза в 5%-ном ПААГ (в 0,5-кратном 
трис-боратном буфере в течение 1  ч при 100  В) 
ДНК-белковые комплексы переносили на нейло-
новую положительно заряженную мембрану (Ny-
lon Membrane, positively charged, Roshe, Германия). 
Для иммунодетекции образования DIG-меченых 
комплексов использовали коммерческий набор 
DIG Luminescent Detection Kit (Roshe) согласно 
инструкции производителя. При этом для имму-
нодетекции применяли антитела anti-DIG-AP, а в 
качестве субстрата использовали CSDP.

Трансформация клеток агробактерий
Для проведения электропорации по стандарт-

ной методике использовали компетентные клет-
ки штамма Agrobacterium tumefaciens pGV2260S. 
Процедуру осуществляли на приборе Gene Pulser 
(BioRad, США) в режиме 25 мФ, 1,8 кВ, 200 Ом. 
Отбор трансформированных клеток проводили на 
селективной среде с канамицином (100 мкг/л) и 
рифампицином (50 мкг/л) (Sigma, США).

Индукция экспрессии гена uidA c помощью 
белка AtDREB1A

При выполнении эксперимента был использо-
ван метод, предложенный Kapila et al. [32], с не-
которыми модификациями. Инокуляцию листьев 

табака осуществляли суспензией, состоящей из 
смеси разбавленных ночных культур агробакте-
рий двух штаммов. Суспензию первого штамма, 
несущего один из вариантов ДНК-эффектора, в 
котором присутствует ген AtDREB1A, разбавляли 
до ОП600 = 0,7‒0,85, второго штамма, содержащего 
ДНК-репортер pCAMrd29A-uidA – до ОП600 = 0,2. 
Затем 3-4 листа табака Nicotiana tabacum v. Sam-
sun, выращенного в стерильных условиях на сре-
де Мурасиге–Скуга с добавлением 3%-ной саха-
розы (ChemCruz, США) и 0,8%-ного агара (Apli-
Chem, Германия), погружали в суспензию смеси 
агробактерий; все варианты помещали в один и 
тот же эксикатор, создавая равные условия ваку
ума для всех образцов. Глубина вакуума, создава-
емого водоструйным насосом, колебалось от 18ꞌꞌ 
до 25ꞌꞌ Hg Vac (от 0,6 до 0,8 атм.), а время нахож-
дения листьев под вакуумом составляло 5–7 мин. 
Качество прошедшей инфильтрации контролиро-
вали по визуальным изменениям листьев: после 
вакуумной обработки листовые пластинки в отли-
чие от интактных становились темно-зелеными и 
прозрачными (как бутылочное стекло). Экспери-
мент выполняли в трех повторностях.

Далее листья помещали на фильтры, смочен-
ные ММА-буфером (1-кратный набор солей сре-
ды Мурасиге–Скуга, 10 мМ 2-(N-морфолино)-
этансульфоновая кислота, 20 г/л сахарозы, рН 5,6, 
и 200  мкМ ацетосирингон (Sigma, США)). Через 
2 сут инкубации листья перекладывали на фильтры, 
смоченные ММА-буфером, содержащим 500 мкг/л 
цефотаксима («Красфарма», Россия). Образцы для 
анализа (по 3 диска диаметром 7 мм из каждо-
го листа) собирали с 3-го по 7-й день с тех участ-
ков листьев, где сохранялось тургорное давление.  
Образцы замораживали и хранили при ‒70 оС.

Определение активности репортерного белка 
β-глюкуронидазы (GUS)

Замороженную ткань размалывали стеклян-
ной палочкой до состояния порошка и гомогени-
зировали в 100 мкл экстракционного буфера со-
гласно Jefferson [33]. Пробы центрифугировали 
15 мин при 16000 g, и супернатант переносили 
в новые пробирки. Количество белка измеряли 
по методу Брэдфорд [31]. Для определения уров-
ня GUS-активности объем пробы, содержащей 
20 мг белка, доводили до 20 мкл, добавляли к ней 
10 мкл субстратного буфера (1 мг/мл 4-метилум-
белиферил-β-глюкуронида (MU, Sigma) в экстрак-
ционном буфере) и инкубировали смесь в течение 
30 мин при 37 ºС. Реакцию останавливали, добав-
ляя 20 мкл пробы к 2 мл 0,2 М Na2CO3 и измеряли 
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флюоресценцию при 455 нм, используя возбужда-
ющий свет с длиной волны 365 нм, на флюориме-
тре TKO100 (Hoefer Scientific Instruments, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Рекомбинантный белок AtDREB1A 
способен связываться с синтетической 
последовательностью индуцибельного 
промотора rd29A

Полная кодирующая последовательность 
гена AtDREB1A из Arabidopsis thaliana размером 
651  пн была клонирована в составе бактериаль-
ного плазмидного вектора рЕТ23d под контролем 
промотора бактериофага Т7. В ходе клонирования 
в 3ꞌ-концевую область кодирующей последова-
тельности гена AtDREB1A была введена His-Tag-
последовательность (6хHis) для последующего 
обнаружения и очистки рекомбинантного белка в 
клетках E. coli.

Далее осуществляли экспрессию рекомби-
нантной ДНК рЕТ23DR1AHis в клетках E. coli. 
В  результате электрофореза продуктов экспрес-
сии в тотальной клеточной фракции анализи-
руемых образцов в отличие от отрицательно-
го контроля (плазмида pET23d) были обнаруже-
ны белковые продукты с ММ около 32–33 кДа, 
соответствующие ожидаемому размеру белка 
AtDREB1A. Иммунодиагностика показала нали-
чие иммуноферментного комплекса на мембране 
в том же месте, где в ПААГ детектировались ожи-
даемые белковые продукты (рис. 1a). После син-
теза белка AtDREB1A в системе E.  coli в доста-
точном количестве была проведена его очистка с 
помощью Ni-NTA-агарозы. В результате было по-
лучено 5 фракций, содержащих различные про-
фили белков (см. рис. 1b). Белковый продукт ожи-
даемого размера был получен во фракции Е2.

Так как ТФ AtDREB1A содержит ДНК-свя-
зывающий мотив, необходимо было проверить 
функциональную способность рекомбинантно-
го белка связываться с промотором, содержащим 
DRE-элемент. Для этого, прежде всего, были син-
тезированы DIG-меченый (rd29ADIG+) и неме-
ченый (rd29ADIG‒) ДНК-фрагменты, содержа-
щие последовательность индуцибельного про-
мотора гена rd29A с 1 по 632  пн. В промоторе 
rd29A DRE-элемент расположен с 548 по 566 пн; 
ABRE-последовательность – с 713 по 720 пн; 
ТАТА-бокс – с 743 по 748 пн; MYC-элемент – с 764 
по 768 пн; транскрипционный старт находится в 
положении 777. Таким образом, ДНК-фрагменты 
DIG+ или DIG– содержали только DRE-элемент.

Очищенный белок AtDREB1A и ДНК-фраг-
мент rd29ADIG+ использовали в реакции свя-
зывания друг с другом. После электрофореза и 
последующего иммуноблотинга было показа-
но образование хемилюминисцентно меченого 
DIG-комплекса белок–ДНК (см. рис. 1с). Количе-
ство DIG-меченого комплекса резко увеличива-
лось при повышении температуры реакции с 26 оС 
до 37 оС (сравни дорожки 2–6 и 8–12) в отличие 
от отрицательного контроля (бычий сывороточ-
ный альбумин, данные не приведены). Помимо 
этого, использование ДНК-фрагмента rd29ADIG‒ 
в реакции в качестве молекулы-конкурента при-
водило к снижению образования DIG-меченого 
комплекса (сравни дорожки 8 и 9–12). При даль-
нейшей оптимизации реакции обнаружено, что 
соотношение 3,0 мкг очищенного белка и 0,2 мкг 
ДНК-фрагмента rd29ADIG+ позволяет диагно-
стировать образование комплекса ДНК–белок 
также и при 26 оС (данные не приведены).

Таким образом, было доказано, что получен-
ный нами рекомбинантный транскрипционный 
фактор AtDREB1A и синтетическая последователь-
ность индуцибельного rd29A-промотора обладают 
способностью связываться друг с другом in vitro.

Различные 5ꞌ-НТП являются энхансерами 
трансляции рекомбинантного белка 
AtDREB1A in vivo

Далее было проведено исследование действия 
пяти различных 5ꞌ-НТП (табл. 1) на уровень экс-
прессии гена ТФ AtDREB1А в растительной систе-
ме (табл. 2). Для этого получали рекомбинантные 
ДНК двух видов. Один вариант ДНК нес репор-
терный ген β-глюкуронидазы (uidA) под контро-
лем индуцибельного промотора rd29A и синтети-
ческого энхансера трансляции 5ꞌ3хARC1; другой 
вариант – эффекторный ген транскрипционно-
го фактора AtDREB1А плюс 8xHis под контролем 
промотора 35S CaMV и одного из пяти вариантов 
5ꞌ-НТП (5ꞌpl, 5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV или 5ꞌ3хARC1) 
(рис. 2a, 2b). После трансформации клеток агро-
бактерий были получены штаммы, несущие ДНК 
pCAMrd29A-uidA или ДНК-кассеты [35S CaMV–
5ꞌ-НТП–AtDREB1A–3ꞌ-TMV–T-nos] (см. рис. 2a, 
2b) в составе pCAMBIA2300 (приведены в колон-
ке «AtDREB1A-содержащие (эффектор)» в табл. 2).

Используя вакуумную агроинфильтрацию ли-
стьев табака с участием полученных агробак-
териальных штаммов, была проведена транзи-
ентная экспрессия целевых генов. Дальнейший 
сравнительный анализ влияния различных вари-
антов энхансеров на трансляцию ТФ AtDREB1A, 



15Биотехнология, 2017, Т. 33, № 5

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА AtDREB1A

Рис. 1. Результаты анализа продуктов, полученных в результате реакции связывания ДНК-фрагментов rd29ADIG+ и 
rd29ADIG‒ с рекомбинантным белком AtDREB1A: a – электрофорез в SDS-ПААГ и последующий вестерн-блот-а-
нализ продуктов экспрессии гена AtDREB1A в клетках E. coli (1, 2 – вектор pET23d, 3–5 – рекомбинантная ДНК 
рЕТ23DR1AHis, М – маркеры ММ #SM0441 (Fermentas)); b – электрофорез различных фракций белка (Е1, Е2, Е3, Е4 
и Е5) для разделения фракций использовали буфер для элюции, содержащий 50 мМ, 100 мМ, 150 мМ, 200 мМ или 
250 мМ имидазол, соответственно (белковый продукт ожидаемого размера во фракции Е2 указан белой стрелкой), 
CL – клеточный лизат до очистки, М – маркеры ММ #SM0671 (Fermentas); c – продукты реакции связывания реком-
бинантного белка AtDREB1A с ДНК-фрагментами rd29ADIG+ и rd29ADIG‒ при температуре 26 оС (дорожки 1–6) и 
37 оС (дорожки 7–12); справа стрелками обозначено положение в геле комплекса белок–ДНК и DIG-меченой ДНК. 
Над пунктирной линией указаны компоненты и их количество в реакционных смесях, соответствующие дорожкам: 
«Белок» – рекомбинантный AtDREB1A, «DRE+» ‒ ДНК-фрагмент, несущий последовательность промотора rd29A и 
меченный дигоксигенином (DIG), «DRE–» ‒ немеченый ДНК-фрагмент, несущий ту же последовательность, что и 
фрагмент DRE+

Fig. 1. Analysis of products of rd29ADIG+ and rd29ADIG‒ DNA fragments binding with AtDREB1A recombinant protein: 
(a), electrophoresis in SDS-PAG and further Western-blotting of AtDREB1A gene expression products in E. coli cells (1, 2 – 
vector pET23d, 3–5 – рЕТ23DR1AHis recombinant DNA, М – ММ markers #SM0441 (Fermentas)). (b), electrophoresis of 
various protein fractions (Е1, Е2, Е3, Е4 and Е5) elution buffer for the fraction separation contained 50 mM, 100 mM, 150 
mM, 200 mM or 250 мМ imidazole, respectively. Protein of expected size in E2 fraction is shown by white arrow. CL, cell ly-
sate before purification; M, MM markers #SM0671 (Fermentas). (c), products of AtDREB1A protein binding to rd29ADIG+ 
and rd29ADIG‒ DNA fragments at temperature of 26 оС (lanes 1–6) and 37 оС (lanes 7–12); on the right, positions in gel of 
DIG-labeled DNA (rd29A) and [protein+DNA] (DR1A+rd29A) complex are indicated by arrows. Compositions of reaction 
mixtures: Белок is AtDREB1A recombinant protein, DRE+ is DIG-labeled DNA fragment with the sequence of rd29A pro-
moter, DRE− is unlabeled DNA fragment with the same sequence as DRE+ fragment) and component amounts in reaction 
are listed above broken line
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сопряженную с последующей индукцией репор-
терного гена uidA, выполняли на основании оцен-
ки активности белка GUS в образцах, взятых с 
3-го по 7-й день инкубации (см. рис. 2с). В каче-
стве отрицательных вариантов использовали ва-

рианты АБ– (инфильтрация в буфере без агро-
бактерий) и «без и/ф» (листья просто инкубиро-
вали в  смеси клеток агробактерий, аналогичной 
использованной для варианта 5ꞌPVY, без ва-
куумирования). В этих вариантах обнаружен 
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Та бл и ц а  1
Полные нуклеотидные последовательности различных 5ꞌ-НТП, использованных в работе

Full nucleotide sequences of various 5ꞌ-UTR used

5ꞌ-НТП Нуклеотидная последовательность 5ꞌ– 3ꞌ Число 
нуклеотидов

5ꞌpl gcctaagctt gtcgaccatg g 17

5ꞌ3хARC1 ccagcttaca atactccccc acaacagctt acaatactcc cccac
aacagcttac aatactcccc cacaacagct tgtcgaccat gg 83

5ꞌTMV ggatccccag ctttattttt acaacaatta ccaacaacaa caaac
aacaaacaac attacaatta ctatttacaa ttacagtcga ccatgg 87

5ꞌAMV ggatccaagc ttgtttttat ttttaatttt ctttcaaata cttcc accatgg 48

5ꞌPVY aaattaaaac aactcaatac aacataagaa aaacaacgca aaaac
actcataaac gcttattctc actcaagcaa cttgctaagt ttcag
tttaaatcat ttccttgcaa ttctcttaaa cgatattgga aacca
tttcaactca acaagtaatt tcatcacttc caaccaattt tagat ccatgg 183

Примечание: жирным шрифтом отмечен инициаторный кодон; подчеркнут NcoI-сайт.
Footnote: initiatory codon is typed bold; NcoI-site is underlined.

Та бл и ц а  2
Бактериальные штаммы и ДНК-конструкции, использованные для проведения агроинфильтрации

Bacteria strains and DNA constructs used for agroinfiltration

Штамм
Рекомбинантные ДНК

AtDREB1A-содержащие (эффектор) uidA-содержащие (репортер)

АБ– Не использовали Не использовали

без и/ф [35S–5ꞌPVY–AtDREB1A–3ꞌ-TMV–T-nos] [rd29А−5ꞌ3хARC1− uidA−3ꞌTMV−T-nos]

pCAMBIA Использовали вектор pCAMBIA2300 То же

k+(rd+5ꞌ3xARC1) Не использовали » »

5ꞌPVY [35S–5ꞌPVY–AtDREB1A–3ꞌTMV–T-nos] » »

5ꞌTMV [35S–5ꞌTMV–AtDREB1A–3ꞌTMV–T-nos] » »

5ꞌpl [35S–5ꞌpl–AtDREB1A–3ꞌTMV–T-nos] » »

5ꞌ3xARC1 [35S–5ꞌ3хARC1–AtDREB1A–3ꞌTMV–T-nos] » »

5ꞌAMV [35S–5ꞌAMV–AtDREB1A–3ꞌTMV–T-nos] » »

Примечание: «АБ–» – в ходе вакуумной инфильтрации листья погружали в ММА-буфер без агробактерий; «без и/ф» – инкуба-
цию листьев проводили в смеси агробактерий, аналогичной использованной для варианта 5ꞌPVY, без проведения вакуумной 
инфильтрации; pCAMBIA − вектор pCAMBIA2300 использовали в качестве эффектора в паре с вектором, несущим репортер-
ный ген; k+(rd+3xARC1) – листья погружали в суспензию агробактерий с рекомбинантной ДНК только одного вида, несущей 
репортерный ген uidA под контролем промотора rd29А и 5ꞌ3хARC1

Footnote: АБ–, leaves were plunged during vacuum infiltration in MMA buffer without agrobacteria; без и/ф, leaves were incubated 
in the mixture of agrobacteria that is similar with that used for variant 5ꞌPVY without vacuum infiltration; pCAMBIA, vector pCAM-
BIA2300 was used as effecter in pair with vector that bore reporter gene; k+(rd+3xARC1), leaves were plunged in agrobacterial sus-
pension with recombinant DNA of a single type containing reporter gene of uidA under the control of promoter rd29А and 5ꞌ3хARC1
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минимальный уровень GUS-активности 
(≤ 500 нмоль/(мин∙мг общего белка), как и в вари-
анте pCAMBIA2300, который использовали для 
того, чтобы определить, оказывает ли какое-либо 
влияние нуклеотидная последовательность этого 
вектора на экспрессию репортерного гена.

Сравнение экспрессии целевых генов для 
остальных вариантов векторов проводили по от-
ношению к k+(rd+3xARC1) (или k+), для иноку-
ляции которого брали только один штамм агро-
бактерий, содержащий репортерный ген.

В ходе сравнительного анализа было отмечено, 
что различные 5ꞌ-НТП усиливают экспрессию гена 
AtDREB1A в разной степени. В целом за все время 

(с 3-го по 7-й день) для варианта 5ꞌ3xARC1 отме-
чено наименьшее увеличения уровня экспрессии 
среди всех 5ꞌНТП. Хотя на 4-й день наблюдалось 
резкое усиление экспрессии гена uidA (в 4,2 раза 
по отношению k+), но этот эффект был нестаби-
лен и резко снижался уже на следующий день.

Наилучший результат показали два варианта − 
5ꞌPVY и 5ꞌTMV. У второго усиление экспрес-
сии достигало максимального эффекта на 4-й и 
7-й день не только по сравнению с контрольным 
вариантом k+ (в 4,1 и 3,9 раза, соответственно), 
но и по сравнению с вариантами других ДНК-эф-
фекторов (см. рис. 2с). У варианта 5ꞌPVY наблю-
дали стабильный энхансерный эффект в течение 

Рис. 2. Схематическое изображение рекомбинантных ДНК-кассет эффектора (a) и репортера (b), клонированных в 
составе бинарного агробактериального вектора pCAMBIA2300 по сайтам рестрикции HindIII и BamHI и использо-
ванных для изучения экспрессии генов AtDREB1A и uidA, находящихся под контролем различных 5ꞌ-НТП, в системе 
in vivo (5ꞌUTR означает 5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV, 5ꞌ3хARC1 или 5ꞌpl (обозначения см. в примечании к табл.2)), и GUS-
активность в системе эффектор–репортер (c). Статистическую обработку данных по GUS-активности вели попарно 
относительно варианта АБ–. Достоверные результаты (Р ≤ 0,05) получены для конструкции с НТП 5ꞌPVY на 4-й, для 
конструкций с 5ꞌpl и 5ꞌAMV − на 5-й день инкубации

Fig. 2. Schematic depiction of recombinant DNA cassettes of effecter (a) and reporter (b) that are cloned in binary agrobacte-
rial vector at restriction sites for HindIII and BamHI and used to study in vivo expression of AtDREB1A and uidA genes under 
the control of various 5ꞌ-UTRs: 5ꞌUTR means 5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 5ꞌAMV, 5ꞌ3хARC1 or 5ꞌpl. (c), GUS activity in effecter–report-
er system. «без и/ф» means that leaves were incubated in the agrobacterial mixture similar with that used for 5ꞌPVY variant 
without vacuum infiltration; АБ- means that leaves were plunged in MMA buffer without agrobacteria during vacuum infil-
tration; pCAMBIA means that vector pCAMBIA2300 was used as effecter paired with reported gene-bearing vector. Statis-
tical processing of data on GUS activity was performed in pairs relative to АБ- variant. Reliable results (Р ≤ 0,05) were ob-
tained for 5ꞌPVY UTR construct on the 4th, and for 5ꞌpl and 5ꞌAMV constructs on the 5th day of incubation
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продолжительного времени (с 3-го по 5-й и на 
7-й день показания для этого варианта в 3,2–3,4 и 
3,0 раза, соответственно, превышали k+).

Таким образом, показано, что экспрессия ре-
комбинантного гена AtDREB1A, стоящего под кон-
тролем конститутивного промотора 35S  CaMV, 
приводит к эффективной индукции временной 
экспрессии репортерного гена uidA в системе 
in vivo. Эффективность трансляции рекомбинант-
ного белка AtDREB1A варьировала в значитель-
ной степени в зависимости от того, под контро-
лем какой 5ꞌ-НТП находился ген этого ТФ.

Итак, в настоящей работе изучали временную 
экспрессию гена ТФ AtDREB1A, а также влияние 
различных 5ꞌ-НТП на уровень трансляции реком-
бинантного белка AtDREB1A in vivo. В ходе подго-
товительной работы нами были синтезированы по-
следовательности гена AtDREB1A и индуцибель-
ного промотора гена rd29A; проведена экспрессия 
гена AtDREB1A в системе E. coli, а также доказано, 
что полученный рекомбинантный белок и после-
довательность синтетического промотора rd29A, 
несущего DRE-элемент (TACCGACAT, согласно 
результатам секвенирования), являются функцио-
нально активными (см. рис. 1с). Эти эксперимен-
ты согласуются с результатами других групп ис-
следователей, которые обнаружили, что именно 
благодаря присутствию DRE-мотива внутри про-
мотора rd29A продукты экспрессии укороченного 
варианта кодирующей последовательности реком-
бинантного белка AtDREB1A могут формировать 
в системе in vitro комплексы с коротким фрагмен-
том  размером в 71 нуклеотид, который соответ-
ствует 3ꞌ-области промотора rd29A [28, 34].

Для доказательства образования комплекса 
ДНК−белок использовали метод EMSA, который 
широко применяется для изучения взаимодей-
ствия отдельных транскрипционных факторов с 
их ДНК-мишенями [33, 34]. С помощью этого ме-
тода уже была установлена точная нуклеотидная 
последовательность внутри DRE-мотива, с ко-
торой в отличие от другого фактора того же се-
мейства − AtDREB2A − предпочитает связывать-
ся ТФ AtDREB1A [34]. Белок AtDREB1A имеет 
высокую степень сродства к последовательно-
сти A/GCCGACNT, а белок AtDREB2A узнает не 
только этот набор нуклеотидов, но и A/GCCGAC-
NA/G/C. Мы показали, что белковый продукт, 
ТФ AtDREB1A, полученный нами в ходе экспрес-
сии гена в клетках E. coli, можно синтезировать в 
количестве, достаточном для исследования ДНК−
белковых взаимодействий. Кроме того, было уста-
новлено, что оптимальной температурой для об-

разования комплекса ДНК−белок in vitro является 
температура теплового шока 37 °С. Использован-
ный метод может быть предложен для получения 
рекомбинантного белка AtDREB1A с целью изу-
чения механизма его взаимодействия с ТФ HOS1, 
ICE1 и MYB15, которые непосредственно влияют 
на экспрессию гена AtDREB1A в условиях абио-
тического стресса [35−37].

У арабидопсиса накопление РНК-транс-
криптов гена AtDREB1A начинается уже через 
15−40 мин после начала воздействия низких тем-
ператур [20, 28]. Кроме того, экспрессия трансге-
на AtDREB1A, находящегося под контролем кон-
ститутивного промотора 35S CaMV, приводит к 
запуску экспрессии многих других генов даже без 
воздействия какого-либо температурного стиму-
ла, а также повышает толерантность трансгенных 
растений к заморозкам [20, 21]. Исходя из этого 
и используя метод транс-активации экспрессии 
репортерного гена β-глюкуронидазы (uidA), сто-
ящего под контролем промотора rd29A, с помо-
щью белка AtDREB1A, предложенного в качестве 
индуктора, был проведен сравнительный анализ 
воздействия различных 5ꞌ-НТП на эффективность 
трансляции белка AtDREB1A; при этом особое 
внимание обращали на продолжительность дей-
ствия каждой лидерной последовательности.

Анализ проводили относительно варианта 
k+(rd+3xARC1) (или k+) (см. рис. 2с). Уровень 
GUS-активности для этого варианта был довольно 
высок, хотя экспланты и не были помещены в ус-
ловия низких температур. Вакуумная агроинфиль-
трация как физическая манипуляция является по 
сути стрессовым воздействием на клетки (поране-
ние плюс дисбаланс, вносимый в клеточные про-
цессы). Она могла привести к запуску экспрес-
сии многих генов ТФ не только семейства DREB1, 
но и таких семейств, как DREB2A, AREB/ABF, 
MYC/MYB, STZ/ZAT, RAP и др. [38, 39], которые ре-
агируют на поранение и являются, в свою очередь, 
индукторами других генов-мишеней. Последова-
тельность промотора rd29A, вводимая in trans, по-
мимо фактора AtDREB1A может также связывать-
ся со многими ТФ перечисленных семейств, при-
водя к увеличению экспрессии репортерного гена. 
Поэтому значение GUS-активности для варианта 
k+ является, скорее всего, совокупным показате-
лем как транзиентной экспрессии репортерного 
гена, так и дополнительной индукции гена со сто-
роны нативных транскрипционных факторов.

GUS-активность для варианта pCAMBIA 
была значительно ниже, чем для k+, хотя, сог
ласно ожиданиям, эти значения должны были 
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быть приблизительно одинаковыми. Возмож-
ное объяснение эффекта состоит в соотношении 
РНК-транскриптов, которые образуются в резуль-
тате агроинфильтрации. В клетках, в которые по-
пала пара pCAMBIA и k+, предпочтительнее син-
тезируются РНК-транскрипты, соответствующие 
гену устойчивости к канамицину (этот ген нахо-
дится под контролем более сильного промото-
ра 35S  CaMV внутри Т-ДНК в pCAMBIA2300), 
отвлекая на себя основные клеточные ресурсы. 
В  случае варианта k+(rd+3xARC1) соотношение 
синтезируемых РНК-транскриптов может изме-
ниться в пользу последовательностей, стоящих 
под контролем промотора rd29A.

Анализ активности белка GUS у исследован-
ных штаммов по сравнению с вариантом k+ поз
волил установить, что каждая из пяти использо-
ванных нами 5ꞌ-НТП (5ꞌTMV, 5ꞌ3xARC1, 5ꞌPVY, 
5ꞌpl или 5ꞌAMV) в сочетании с конститутивным 
промотором 35S CaMV повышает эффективность 
трансляции белка ТФ ADREB1A (см. рис. 2с).

Лидерные последовательности 5ꞌTMV, 
5ꞌ3xARC1, 5ꞌPVY и 5ꞌAMV обладают способ-
ностью в разной степени увеличивать уро-
вень трансляции мРНК in vitro и in vivo благода-
ря содержащимся в них внутренним кэп-неза-
висимым трансляционным элементам [6, 14, 15, 
17−19]. В  наших экспериментах наиболее высо-
кая GUS-экспрессия была отмечена у вариантов 
5ꞌPVY и 5ꞌTMV (соответственно в 3,1 и в 2,9 раза 
выше по сравнению с k+), а также у 5ꞌ3xARC1 
(на 4-й день в 4,2 раза выше по отношению к k+).

В случае 5ꞌPVY наблюдали не только макси-
мальные значения эффективной трансляции белка, 
но и наиболее продолжительный энхансерный эф-
фект. Вероятнее всего, это происходило благодаря 
присутствию у этого варианта сайта внутренней 
посадки рибосом [6, 15]. Кроме того, предполага-
ется, что 5ꞌPVY содержит дополнительный сайт 
non-AUG-инициации трансляции (неопубликован-
ные данные), который опознается трансляцион-
ным аппаратом как растений, так и животных [40].

5ꞌTMV несет внутренние консервативные по-
следовательности [14], благодаря которым прояв-
ляются его энхансерные свойства. Считается, что 
в отличие от кэп-зависимого [4] и кэп-независимо-
го сканирования с участием IRES-элементов [2, 8], 
инициация трансляции на 5ꞌ-Ώ TMV происхо-
дит по альтернативному пути за счет того, что вся 
структура этой лидерной последовательности уча-
ствует в пространственной укладке на основе не-
канонических взаимодействий нуклеотидов [41]. 
Положительную динамику в течение относитель-

но длительного времени показала также оценка 
GUS-активности у этого варианта: помимо макси-
мума, который наблюдали на 4-й день, происходи-
ло постепенное нарастание экспрессии гена uidA 
с  5-го по 7-й день (см.  рис.  2с). Fan и сотр. [18] 
установили, что Ώ-последовательность демон-
стрирует наиболее активное воздействие на экс-
прессию генов в клетках не однодольных, а дву-
дольных растений. А присутствие этого лидерного 
олигонуклеотида в дополнение к  кэпу усиливает 
трансляцию мРНК в протопластах табака эффек-
тивнее, чем 5ꞌ-НТП гРНК вирусов TNV, STNV, 
BYMV и TBSV, несущих 3ꞌ-CITE. Этот эффект 
объясняется сохранением стабильности молекул 
мРНК в течение более длительного времени.

У варианта 5ꞌ3xARC1 хороший энхансерный 
эффект был получен только на 4-й день и не был 
таким продолжительным, как в других вариантах, 
хотя эта лидерная конструкция и несет последова-
тельность, которая комплементарна 18S рРНК и 
является IRES-элементом [15]. По-видимому, од-
ного этого свойства недостаточно для проявления 
продолжительного усиления трансляции ТФ.

Варианты ДНК-эффекторов с 5ꞌpl и 5ꞌAMV в 
ходе экспрессии гена uidA также показали пре-
имущество перед вариантом k+, но динамика 
GUS-активности у них была различной. Вари-
ант 5ꞌAMV демонстрировал эффект плавного на-
растания экспрессии, которое достигает макси-
мума на 5-й день, и такого же плавного снижения 
экспрессии с 5-го по 7-й день. 

Согласно нашим результатам, вариант 5ꞌ-pl 
показал достаточно эффективную временную 
экспрессию репортерного гена в листьях табака: 
максимум GUS-активности был зарегистриро-
ван уже на 3-й и 4-й день (соответственно в 2,0 
и 3,1 раза превышающий уровень k+). Затем на-
блюдалось падение экспрессии, и на 7-й день ее 
уровень приближался к значениям, полученным 
для  k+. Это подтверждает тот факт, что для эф-
фективной индукции экспрессии генов-мишеней 
с помощью ТФ AtDREB1A достаточны даже не-
большие количества этого транскрипционного 
фактора. Интересно, что ранее 5ꞌpl использовали 
в качестве отрицательного контроля: в экспери-
ментах по трансляции различных мРНК в бескле-
точной системе синтеза белка из зародышей пше-
ницы эта последовательность не проявляла спо-
собности усиливать трансляцию белка [15, 40].

Сравнительный анализ энхансерных свойств 
некэпированных вариантов 5ꞌPVY, 5ꞌTMV, 
5ꞌ3xARC1 и 5ꞌpl в бесклеточной системе пшеницы 
in vitro проводили и ранее [15, 40]. Эффективность 
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трансляции синтетических мРНК, у которых ре-
портерный ген находится под контролем НТП 
5ꞌPVY, 5ꞌTMV или 5ꞌ3xARC1, превышает эф-
фективность трансляции мРНК с лидерной по-
следовательностью 5ꞌpl соответственно в 10, 14 
и 14,7  раза [15]. А эффективность трансляции 
мРНК, содержащих репортерный ген под контро-
лем 5ꞌPVY и 5ꞌTMV, в 2,3 раза выше по сравнению 
с мРНК, несущими последовательности 5ꞌAMV 
и 5ꞌpl [40]. Согласно нашим результатам, сред-
ние значения GUS-активности исследованных 
вариантов не так сильно отличались от средних 
данных для 5ꞌpl: для вариантов 5ꞌPVY и 5ꞌTMV 
они были выше соответственно в 1,5 и 1,4 раза, 
а для лидерных последовательностей 5ꞌ3xARC1 
и 5ꞌAMV оставались приблизительно на уров-
не варианта 5ꞌpl. Однако в разные дни макси-
мумом активности характеризовались вариан-
ты с различными лидерными олигонуклеотида-
ми: на 4-й день − 5ꞌ3xARC1 (в 1,4 раза выше) и 
5ꞌTMV (в 1,34 раза выше), на 5-й день − 5ꞌPVY и 
5ꞌAMV (оба варианта в 1,8 раза выше), на 7-й − 
5ꞌPVY и 5ꞌTMV (в 2,3 и в 2,6 раз выше, чем 5ꞌpl). 
Хотя окружение инициаторного кодона (последо-
вательность Козак) во всех случаях было одина-
ковым (см. табл. 1), все использованные в экспе-
риментах 5ꞌ-НТП имели различную длину, нукле-
отидный состав, а, следовательно, и вторичную 
структуру, и ряд особых свойств, которые облег-
чают инициацию трансляции.

Таким образом, полученные результаты по-
зволяют сделать вывод, что выбранные нами 
5ꞌ-НТП являются энхансерами процесса трансля-
ции ТФ AtDREB1A и имеют различный времен-
ной оптимум действия в системе in vivo. Вирус-
ные лидерные последовательности 5ꞌPVY, 5ꞌTMV 
и 5ꞌAMV проявляют более длительный эффект на 
уровень трансляции белка, чем искусственный 
энхансер 5ꞌ3xARC1 и нативная последователь-
ность 5ꞌpl. Дальнейшее использование сочетания 
различных промоторов и 5ꞌ-НТП наряду с выбо-
ром трансгена может позволить направленно ре-
гулировать уровень экспрессии генов ТФ при соз-
дании трансгенных растений, устойчивых к био-
тическим и абиотическим стрессам.

Работа выполнена в рамках грантового фи-
нансирования научных исследований (4538/ГФ4) 
и НТП «Разработка биотехнологических основ 
создания и мониторинга генетически модифици-
рованных растений с улучшенными хозяйствен-
но-ценными признаками» (О.0677) Министерства 
науки и образования Республики Казахстан.
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Abstract‒The transcription factor AtDREB1A only controls the expression of many inducible genes 
under low temperature conditions. The recombinant protein capable of binding with a synthetic sequence 
of rd29A inducible promoter from Arabidopsis thaliana has been obtained as a result of the expression 
of the gene AtDREB1A in E. coli. The transient expression of the gene AtDREB1A under the control of 
the constitutive promoter 35S CaMV and one of five different 5ꞌ-UTR (5ꞌ-TMV, -PVY, -AMV, 3xARC1 
or 5ꞌpl) was carried out in tobacco leaves simultaneously with the gene of β-glucuronidase (uidA) under 
the control of synthetic inducible promoter rd29A. As a result, the capacity of AtDREB1A recombinant 
protein to induce the in vivo transient expression of the reporter gene uidA was established. After the 
comparative analysis, it was shown for the first time for the AtDREB1A protein that the properties of 
various 5ꞌ-UTRs as translational enhancers vary greatly.

Key words: AtDREB1A, expression, inducible promoter, transgene, translational enhancer, 5ꞌ-untranslated 
region.
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