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В настоящее время производство различных 
рекомбинантных белков биофармацевтическо-
го назначения в трансгенных растениях (биофар-
минг) становится все более значимым направле-
нием современной биотехнологии. Однако, несмо-
тря на значительные шаги в этой области [1,  2], 
известно немного примеров успешной коммерци-
ализации рекомбинантных белков, полученных в 
растительных экспрессионных системах [3, 4].

Одним из важных факторов, ограничивающих 
использование экспрессионных систем на основе 
растений, являются опасения случайного попада-
ния генетически модифицированных растений в 
окружающую среду при культивировании проду-

центов в поле или теплице [5]. В связи с этим, в 
настоящее время значительные усилия направле-
ны на разработку экспрессионных платформ, ис-
пользующих замкнутые культивационные систе-
мы (в первую очередь биореакторы различных 
типов), которые надежно предотвращают утечку 
растительного материала и рекомбинантной ДНК 
в окружающую среду [6]. К числу таких платформ 
относятся суспензионные культуры клеток расте-
ний, в разработке которых достигнут значитель-
ный прогресс [7]. В частности, единственный на 
данный момент рекомбинантный белок медицин-
ского назначения – талиглюцераза-альфа (препа-
рат ELELYSO™, Pfizer Inc, США), одобренный 
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Проведена агробактериальная трансформация растений ряски малой (Lemna minor L.) с 
использованием органогенного каллуса и нуклеотидных последовательностей генов гирудина-1 
и β-глюкуронидазы, оптимизированной для экспрессии в растениях. Получено 8 трансгенных 
линий ряски, трансформированных геном гирудина, и 7 линий, трансформированных геном 
β-глюкуронидазы. Экспрессия β-глюкуронидазы подтверждена методами гистохимического 
окрашивания и Вестерн-блот-анализа. ИФА трансгеннных растений показал, что содержание 
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гирудина составило 0,02% от общего растворимого белка. Полученные результаты могут быть 
использованы в исследованиях по разработке экспрессионной системы на основе растений ряски 
для получения гирудина и других рекомбинантных белков фармацевтического назначения.
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для использования, получен в суспензионной 
культуре клеток моркови [4]. Кроме того, в насто-
ящее время активно изучается возможность ис-
пользования культуры «бородатых корней» для 
получения рекомбинантных белков, в этом на-
правлении получены обнадеживающие результа-
ты [8‒10]. Другим перспективным подходом явля-
ется разработка экспрессионных систем на основе 
водных растений семейства рясковые, в частности 
ряски малой (Lemna minor L.). Ряска малая пред-
ставляет собой маленькое (средний размер вегета-
тивных побегов, фрондов, ‒ длина 2‒4 мм, шири-
на 2‒3 мм) водное однодольное растение, харак-
теризующееся высокой скоростью роста (время 
удвоения биомассы в жидкой культуре ‒ 36‒48 ч), 
высоким содержанием белка (до 45% от сухо-
го веса) и преимущественно вегетативным раз-
множением [11]. Рясковые могут выращиваться 
в культиваторах различной конструкции [12, 13], 
т.е. в полностью изолированных условиях, что ис-
ключает попадание рекомбинантной ДНК в окру-
жающую среду. Уникальной особенностью ряско-
вых является их способность к секреции рекомби-
нантных протеинов в среду культивирования, что 
позволяет существенно упростить методику по-
следующего выделения и очистки целевых белков. 
Эти особенности делают ряску перспективным 
объектом для биофарминга. В результате произ-
водство рекомбинантных протеинов с использова-
нием экспрессионных платформ на основе ряски 
малой может быть более выгодным, чем производ-
ство на основе других растительных систем.

К настоящему времени, в растениях ряски 
были успешно получены несколько коммерче-
ски важных белков: моноклональные антитела 
(анти-CD30, анти-CD20 и анти-интерферон аль-
фа-2b [14]), защитный антиген вируса эпиде-
мической диареи свиней [15], рекомбинантный 
плазмин человека [12] и фермент индустриаль-
ного назначения эндоглюканаза E1 из Acidother­
mus cellulolyticus [16]. 

Вызывает интерес изучение возможности 
экспрессии в трансгенных растениях ряски ма-
лой рекомбинантного гирудина. Гирудин ‒ ан-
тикоагулянт, который, воздействуя на некоторые 
факторы свертывания крови, в том числе ингиби-
руя тромбин, предотвращает свертывание крови. 
В связи с этим препараты гирудина используют-
ся в качестве противотромботического средства 
для предупреждения и лечения внутрисосуди-
стого диссеминированного свертывания крови, 
возникающего в результате избытка тромбина 
в крови человека и способствующего развитию 

острой коронарной недостаточности, инфаркта 
миокарда, тромбоза глубоких вен нижних конеч-
ностей [17].

Рекомбинантный гирудин в настоящее вре-
мя производится с использованием экспрессион-
ных систем на основе клеток дрожжей Saccharo­
myces cerevisiae [18]. Определенные усилия были 
предприняты для разработки экспрессионных си-
стем на основе других продуцентов ‒ бактерий 
Bacillus subtilis [19] и E. coli [20], метилотроф-
ных дрожжей Pichia pastoris [21, 22] и Hansenu­
la polymorpha [23], нитчатого гриба Acremoni­
um  chrysogenum [24], трансгенных мышей [25]. 
Однако, эти исследования пока не получили даль-
нейшего развития, главным образом из-за низкого 
выхода рекомбинантного гирудина или его невы-
сокой активности.

Более перспективным представляется про-
изводство рекомбинантного гирудина с исполь-
зованием растительных экспрессионных плат-
форм. В исследованиях Parmenter et al. [26] была 
разработана экспрессионная система на осно-
ве растений рапса масличного (Brassica napus), 
где гирудин экспрессировался в слиянии с олео-
зином, накопление слитого белка гирудин-олео-
зин достигало 1% от общего белка семян (около 
0,3%  гирудина). Слитый белок гирудин-олеозин 
с высокой эффективностью транспортировался в 
масляные тельца, где и происходило его накопле-
ние. Выделение рекомбинантного белка осущест-
влялось с помощью простой процедуры флотации 
и центрифугирования. Аналогичные результаты 
были получены при использовании эфиопской 
горчицы Brassica carinata [27]. Экспрессионная 
система для получения гирудина, базирующая-
ся на экспрессии слитого белка гирудин-олеозин 
в растениях сафлора (Carthamus tinctorius) была 
разработана компанией Sembiosys Genetics (Кана-
да), однако о практическом ее применении сведе-
ния отсутствуют. 

Основным недостатком данной системы явля-
ется необходимость ферментативного расщепле-
ния слитого белка гирудин-олеозин с последую-
щей очисткой гирудина, что ведет к значительным 
дополнительным затратам. Поэтому изучение 
возможности экспрессии в растениях гирудина 
без белка-партнера является весьма актуальным. 
Гирудин накапливается в клетках слюнных желез 
пиявки и является секретируемым белком [28]. 
Гирудин экспрессируется в форме белка-предше-
ственника размером 85 а.о., включающего отще-
пляемый N- концевой сигнальный пептид дли-
ной 20 а.о. [29, 30]. Молекула зрелого гирудина 



25Биотехнология, 2018, Т. 34, № 5

АГРОБАКТЕРИАЛЬНАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ РЯСКИ МАЛОЙ

стабилизирована тремя дисульфидными связями, 
тирозин в положении 63 сульфатирован. Гирудин 
характеризуется высокой устойчивостью к повы-
шенным значениям температуры, к воздействию 
денатурантов, стабильностью в широком диапа-
зоне рН 1,47‒12,9 [31]. Кроме того, гирудин об-
ладает свойствами ингибитора сериновых про-
теиназ [32]. Такая повышенная устойчивость 
гирудина к различным повреждающим факто-
рам позволила нам предположить возможность 
экспрессии гирудина без слияния с каким-либо 
белком-носителем.

Для оценки потенциально возможного уров-
ня экспрессии рекомбинантных белков в расте-
ниях ряски, нами была осуществлена ее транс-
формация геном β-глюкуронидазы. Характерной 
особенностью β-глюкуронидазы является спо-
собность к высокому уровню накопления в расти-
тельной клетке ‒ до 10% от ОРБ [33]. Кроме того, 
трансформация ряски геном β-глюкуронидазы од-
новременно с трансформацией целевым геном ги-
рудина, в двух экспериментах, позволяет отсле-
живать ход трансформационного процесса, что 
существенно облегчает получение трансгенов.

Цель данного исследования ‒ экспрессия ре-
комбинантного гирудина в растениях ряски ма-
лой, включая получение вектора для трансформа-
ции растений с оптимизированной для экспрес-
сии в ряске нуклеотидной последовательностью 
гирудина, получение трансгенных растений и 
анализ накопления в них рекомбинантных гиру-
дина и β-глюкуронидазы.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Векторы для трансформации ряски малой 
Для экспрессии в растениях ряски была вы-

брана аминокислотная последовательность гиру-
дина из пиявки медицинской Hirudo medicinalis, 
вариант 1 (DrugBank DB00001). N-концевой сиг-
нальный пептид гирудина был заменен на соот-
ветствующий сигнальный пептид α-амилазы риса 
(GenBank AAA33897.1) для транспорта рекомби-
нантного гирудина в ЭПР и далее в апопласт.

Обратная трансляция и оптимизация кодон-
ного состава нуклеотидной последовательно-
сти гирудина были выполнены с помощью про-
граммы Gene Composer [34]. Для оптимизации 
кодонного состава была использована таблица 
частоты встречаемости кодонов у Lemna gibba  
(http://www.kazusa.or.jp/codon). Дизайн набора пе-
рекрывающихся олигонуклеотидов был выполнен 
с помощью программы Gene2Oligo [35]. 

Нуклеотидная последовательность рекомби-
нантного гирудина была синтезирована методом 
ПЦР. Полученную в результате ПЦР последова-
тельность амплифицировали с использованием 
праймеров Hirfor и Hirrev, в последовательности 
которых были добавлены сайты для клонирования 
XbaI и SacI, соответственно (табл. 1). Далее по-
лученный фрагмент клонировали по этим сайтам 
в вектор pBI121 взамен гена β-глюкуронидазы. 
По результатам секвенирования (с использовани-
ем праймера 5727) были отобраны клоны, содер-
жащие вставку нуклеотидной последовательности 

Та бл и ц а  1 
Нуклеотидные последовательности использованных праймеров и режимы ПЦР

The PCR regimens and nucleotide sequences of used primers

Амплифицируемая 
нуклеотидная 

последовательность
Праймер Нуклеотидная последовательность 

праймера, 5′→3′ Режим ПЦР

Рекомбинантный 
гирудин 

Hirfor agctctagaatggccaagaggattgc 1 мин, 94 °C; 1 мин, 63 °С;  
30 с, 72 °C; 30 цикловHirrev ttcgagctctcattggaggtactcttcagg

Секвенирование 
последовательности 
гирудина

5727 aagggatgacgcacaatc 1 мин, 94 °C; 30 с, 56 °C;  
1 мин, 72 °C; 25 циклов

Ген virC A. tumefaciens
virC1for gcactatctacctaccgctacgtcatc 1 мин, 94 °C; 30 с, 59 °C;  

1 мин, 72 °C; 30 цикловvirC2rev gttgtcgatcgggactgtaaatgtg

β-глюкуронидаза
gusF caaaaaactcgacggcctgtgg 1 мин, 94 °C; 30 с, 60 °C;  

1 мин, 72 °C; 30 цикловgusR atagccgccctgatgctccatc

Примечание: жирным шрифтом показаны сайты клонирования XbaI и SacI.
Note: the XbaI and SacI cloning sites are shown in bold.
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гирудина, полностью соответствующую ожида-
емой. Полученная плазмида pBI121-hir была ис-
пользована в дальнейших экспериментах.

Для трансформации ряски был также исполь-
зован вектор pBI121, несущий ген β-глюкуро-
нидазы [36]. В экспериментах был использован 
штамм A. tumefaciens CBE21, в который были пе-
ренесены плазмиды pBI121-hir и pBI121.

Агробактериальная трансформация  
растений ряски

В экспериментах был использован местный 
изолят ряски малой L. minor из реки Оки (Серпу-
ховский р-он Московской обл.). Стерильные рас-
тения ряски культивировали в жидкой среде МС 
[37] без добавления регуляторов роста, содержа-
щей 2% сахарозы [38].

Для проведения агробактериальной транс-
формации были использованы каллусы ряски. 
Для индукции каллусогенеза растения ряски по-
мещали на чашки Петри на поверхность агари-
зованной среды NPM (макро-, микросоли и ви-
тамины по Мурасиге-Скугу, 3% сахарозы, 0,4% 
агара и 0,15% Gelrite (Duchefa Biochemie, Ни-
дерланды) [38]), содержащей 1,0 мг/л тидиазу-
рона. Каллусы, развивающиеся на фрондах, сре-
зали, когда они достигали размера 2‒3 мм, и да-
лее культивировали на среде NPM, содержащей 
2,0 мг/л 2,4-Д. Для трансформации использовали 
каллусы диаметром 4‒5 мм, образовавшиеся в те-
чение 45‒60 дней.

Агробактерии A. tumefaciens CBE21, транс-
формированные векторами pBI121-hir или 
pBI121, выращивали в течение 16 ч на среде LB, 
содержащей 50 мг/л Км, в шейкере-инкубаторе 
(140  об/мин) при 28 °С. Бактериальные клетки 
осаждали и промывали 2 раза при помощи цен-
трифугирования (5 мин, 4000 g) жидкой средой 
МС без гормонов. После промывок бактериаль-
ный осадок ресуспендировали в этой же среде, 
ОП600 бактериальной суспензии составляла 2,0. 

Для трансформации каллусы (общая масса 
2  г) были перенесены со среды NPM в стеклян-
ный стакан емкостью 100 мл, содержащий 20 мл 
суспензии агробактерий. Каллусы инкубирова-
ли с A. tumefaciens в течение 30 мин. Процедура 
трансформации каллуса ряски включала шесть 
этапов: 1-й этап ‒ каллусы переносили в чаш-
ки с агаризованной средой NPM, содержащей 
2,0  мг/л 2,4-Д, и культивировали в течение двух 
дней; 2-й  этап  ‒ каллусы переносили на сре-
ду того же состава, дополнительно содержащую 
500 мг/л Цф и культивировали в течение 30 дней;  

3-й  этап  ‒ каллусы пассировали на среду NPM, 
содержащую, мг/л: 2,4-Д ‒ 2,0; Цф ‒ 500; селек-
тивный антибиотик Км ‒ 35. По мере появления и 
роста (2‒3 мм) устойчивых к канамицину каллу-
сов, их отделяли от отмирающего нетрансгенно-
го каллуса и продолжали культивировать на среде 
того же состава до достижения ими размера по-
рядка 5‒6  мм; 4-й этап  ‒ устойчивые к канами-
цину каллусы для регенерации и селекции транс-
формантов переносили на среду NPM следующего 
состава, мг/л: 6-БАП ‒ 2,0; ИУК ‒ 0,1 мг/л; Цф ‒ 
500 мг/л и Км ‒ 35 мг/л. Каллусы культивирова-
ли на данной среде в течение 2‒3 мес, до появле-
ния канамициноустойчивых фрондов. 5-й этап ‒ 
устойчивые к канамицину фронды переносили 
на агаризованную среду МС, содержащую 2,0 мг 
6-БАП; 0,1 мг/л ИУК; 500 мг/л Цф и 10 мг/л Км, 
для дальнейшего роста и селекции трансформан-
тов. На этом этапе фронды культивировали в тече-
ние 3 мес. 6-й этап ‒ активно пролиферирующие 
фронды, без признаков токсического действия се-
лективного агента, переносили на жидкую среду 
SH [39], содержащую 200 мг/л Цф и 10 мг/л Км и 
без регуляторов роста, для дальнейшего развития 
и селекции трансформантов (рис. 1).

На всех этапах трансформации каллусы пас-
сировали каждые две недели; растения-регене-
ранты переносили на свежие среды с интервалом 
в три недели. Культивирование ряски, индукцию 
каллуса и регенерацию трансгенных растений 
проводили при следующих условиях: температу-
ра 24±2°С, фотопериод 16/8 ч, интенсивность ос-
вещения 5500 лк.

ПЦР- и ОТ-ПЦР- анализ трансгенных растений
Геномная ДНК ряски была выделена из кана-

мициноустойчивых и нетрансформированных рас-
тений по методу Dellaporta и др. [40]. ПЦР-анализ 
на присутствие нуклеотидной последователь-
ности гирудина проводили, используя прайме-
ры Hirfor и Hirrev, а β-глюкуронидазы ‒ прайме-
ры gusF и gusR (см. табл. 1). Предварительно ка-
намициноустойчивые растения были проверены 
методом ПЦР на отсутствие агробактериальной 
контаминации. Для этого использовали праймеры 
virC1for и virC2rev, которые амплифицируют уча-
сток гена virC A. tumefaciens (см. табл. 1).

Выделение РНК из растений проводили с ис-
пользованием набора реактивов QuantumPrep 
AquaPure RNA Isolation Kit (BioRad, США) со-
гласно рекомендациям фирмы-изготовителя. 
Полученную РНК дополнительно очищали от 
примесей ДНК с помощью обработки ДНКазой 
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(Fermentas, Литва). Обратную транскрипцию вы-
полняли с использованием обратной транскрип-
тазы M-MuLV RT (Fermentas) и праймеров Hirfor 
и Hirrev в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Полученные препараты кДНК были про
анализированы методом ОТ-ПЦР на наличие це-
левых последовательностей с использованием 
праймеров Hirfor и Hirrev (см. табл. 1).

Гистохимический анализ активности 
β-глюкуронидазы

Гистохимическое определение активности 
β-глюкуронидазы проводили согласно протоколу 
Jefferson [36].

Иммуноферментный анализ  
трансгенных растений

Общий белок был экстрагирован из расте-
ний ряски, культивировавшихся на жидкой сре-
де SH без регуляторов роста, содержащей 10 мг/л 

канамицина. Образцы сырой массой 1 г расти-
рали в жидком азоте и ресуспендировали в 3 мл 
экстракционного буфера следующего состава: 
50 мM трис-HCl, pH 8,0; 10 мM ЭДТА, pH 8,0; 
30 мM 2-меркаптоэтанола; 4 мкг/мл апротинина; 
4  мкг/мл лейпептина. Экстракцию проводили в 
течение 20 мин при температуре +4 °С, затем цен-
трифугировали в течение 20 мин при 12000 g и 
отбирали супернатант, который использовали для 
дальнейших анализов. Препараты хранили при 
температуре ‒70 ºС, концентрацию белка опреде-
ляли по методу Bredford.

Препараты белка ряски серийно разводили 
в натрий-фосфатном буфере PBS (137 мМ NaCl, 
2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1,8 мМ KH2PO4; 
рН  7,4) и 100 мкл образца наносили на плаш-
ку для ИФА (по 0,5, 1,0 и 2,0 мкг белка на лун-
ку). Сорбцию белков проводили в течение 2 ч 
при комнатной температуре на орбитальном шей-
кере; после промывки (4 раза по 3 мин в PBS, 

1

5 6 7

2 3 4

Рис. 1. Этапы агробактериальной трансформации ряски малой вектором pBI121-hir. 1 ‒ индукция органогенного 
каллуса (показан стрелкой); 2 ‒ рост органогенного каллуса на среде NPM с 2,0 мг/л 2,4-Д (этап 1); 3 ‒ начало ро-
ста трансгенного каллуса. Участки трансгенного каллуса (более светлые) показаны стрелками (этап 2); 4 ‒ пролифе-
рация канамициноустойчивых каллусов на среде с канамицином (этап 3); 5 ‒ регенерация фрондов из канамицино
устойчивого каллуса (этап 4); 6 ‒ селекция канамициноустойчивых фрондов на агаризованной среде (этап 5); 7 ‒ ка-
намициноустойчивые растения ряски в жидкой среде (этап 6)

Fig. 1. Stages of agrobacterium ‒ mediated transformation of duckweed with a vector pBI121-hir. 1, induction of organogenic 
callus (indicated by an arrow); 2, growth of organogenic callus on NPM medium with 2.0 mg/l 2,4-D (stage 1); 3, beginning of 
transgenic callus growth. Areas of transgenic callus (lighter) are indicated by arrows (stage 3); 4, proliferation of kanamycin-
resistant calli on the medium with kanamycin (stage 3); 5, fronds regeneration from kanamycin-resistant callus (stage 4); 6, 
selection of kanamycin-resistant fronds on an agarized medium (stage 5); 7, kanamycin-resistant duckweed plants in a liquid 
medium (step 6).
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содержащем 0,05% твин-20) плашку блокировали 
в PBS, содержащем 0,05% твин-20 и 2% бычье-
го сывороточного альбумина (1 ч при комнатной 
температуре). В качестве первичных антител ис-
пользовали мышиные моноклональные антите-
ла к гирудину в разведении 1:500 (AbCam, Вели-
кобритания), в качестве вторичных ˗ антимыши-
ные IgG, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(BioRad), в разведении 1:2000. Для анализа рас-
тений, трансформированных вектором pBI121, 
были использованы кроличьи поликлональные 
антитела к β-глюкуронидазе в разведении 1:1000 
(Sigma, США), а в качестве вторичных антител 
‒ антикроличьи IgG, коньюгированные со ще-
лочной фосфатазой (Pierce, США) в разведении 
1:3000. В качестве стандартов были использова-
ны рекомбинантный гирудин (AbCam) и β-глюку-
ронидаза из E. coli (Sigma). 

Гибридизацию с первичными антителами 
проводили в течение 16 ч при температуре +4 ºС. 
После промывки, как описано выше, добавляли 
вторичные антитела; гибридизацию со вторичны-
ми антителами проводили в течение 1 ч при ком-
натной температуре, далее проводили промывку и 
детекцию связавшихся антител. 

Вестерн-блот анализ трансгенных растений
Общий белок из растений, трансформирован-

ных вектором pBI121, экстрагировали как опи-
сано выше, в состав буфера для экстракции до-
полнительно был добавлен 1%-ный SDS. Кон-
центрацию белка определяли по методу Bredford, 
препараты хранили при температуре ‒70 ºС. 
Электрофорез белков проводили в 10%-ном 
SDS-ПААГ по методу Laemmli; на каждую до-
рожку наносили по 70 мкг белка. В качестве 
положительного контроля была использована 
β-глюкуронидаза из E. coli (Sigma). После элек-
трофореза протеины переносили на нитроцел-
люлозную мембрану (BioRad). Мембраны блоки-
ровали в 4%-ном обезжиренном молоке (BioRad) 
в РВS в течение 1 ч при комнатной температуре; 
гибридизацию с первичными антителами про-
водили в течение 16 ч при 4 °С. Для детекции 
β-глюкуронидазы были использованы кроличьи 
поликлональные антитела в разведении 1:2000 
(Sigma), в качестве вторичных антител ‒ анти-
кроличьи IgG, коньюгированные со щелочной 
фосфатазой (Рierce, США), в разведении 1:4000. 
Гибридизацию со вторичными антителами про-
водили в течение 1 ч. Изображение на мембра-
нах получали с помощью хромогенного субстра-
та ВСIР/NВТ (Fermentas).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конструирование вектора  
для трансформации ряски

Для оптимизации кодонного состава нуклео-
тидной последовательности, кодирующей гиру-
дин, нами были использованы данные о частоте 
использования кодонов у ряски горбатой (L. gibba), 
родственной ряске малой. Предполагалось, что ча-
стоты использования кодонов у этих родственных 
видов существенно не различаются. Нуклеотид-
ная последовательность, кодирующая гирудин, с 
оптимизированным для экспрессии в ряске кодон-
ным составом была синтезирована и клонирована 
в вектор pBI121 вместо гена β-глюкуронидазы, под 
контролем 35S промотора вируса мозаики цветной 
капусты. Структура экспрессионной кассеты век-
тора pBI121-hir, аминокислотная и нуклеотидная 
последовательности гирудина с оптимизирован-
ным для экспрессии в растениях L. minor кодон-
ным составом представлены на рис. 2.

Индукция органогенного каллуса ряски
Индукция каллуса растений ряски малой на-

чиналась на 5‒6-й неделе культивирования фрон-
дов на среде NPM, содержащей 1,0 мг/л тидиазу-
рона. Каллусы появлялись в виде маленьких бе-
лых или зеленоватых точек, в среднем на одном 
фронде индуцировалось по 2‒3 каллуса. Иници-
ация каллусов происходила, главным образом, 
на участках фрондов, соседствующих с корневой 
или меристиматической зонами. (рис. 1, 1). Через 
две недели, когда каллусы достигали размера 
2‒3 мм, их отделяли от фрондов и переносили для 
дальнейшего культивирования в чашки Петри на 
поверхность агаризованной среды NPM с 2,0 мг/л 
2,4-Д (рис. 1, 2). Для трансформации использова-
ли каллусы диаметром 4‒5мм. 

Агробактериальная трансформация ряски
После трансформации каллусы культивиро-

вали на среде NPM, содержащей 2,0 мг/л 2,4-Д 
и 500 мг/л Цф (рис. 1, 3). На этом этапе (этап 2) 
происходила пролиферация каллусной ткани и 
частичная очистка трансформированных тканей 
от агробактерий. В наших предварительных экс-
периментах (данные не представлены) было по-
казано, что в случае отсутствия этого этапа, эли-
минация агробактерий в ходе последующего по-
лучения трансгенных растений была затруднена. 
В частности, наблюдалось зарастание каллусов 
агробактериями, что вело к их отмиранию и не-
возможности регенерации адвентивных фрондов. 
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Канамициноустойчивые участки на трансфор-
мированном каллусе появлялись после 4‒5 не-
дель культивирования на среде NPM, содержа-
щей 2,4-Д, цефотаксим и канамицин. Они дости-
гали размера 3‒4 мм в течение 10‒12 дней (этап 3, 
см. рис. 1, 4). На этом этапе канамициноустойчи-
вые каллусы отделяли от исходного каллуса и пе-
реносили на свежую среду того же состава для 
дальнейшего роста (этап 3, см. рис. 1, 4). Устой-
чивые к канамицину каллусы размером 5‒6 мм 
переносили на среду для регенерации и селекции 
трансформантов. Первые адвентивные фронды 
появлялись спустя 8‒10 нед. культивирования на 
среде для регенерации и селекции трансформан-
тов (этап 4, см. рис. 1, 5).

По мере их появления, когда размер фрон-
дов достигал 3‒4 мм, регенерировавшие фрон-
ды отделяли от каллуса и переносили на чашки 
Петри со средой МС, содержащей 500 мг/л Цф и 
10 мг/л Км для дальнейшего роста, пролиферации 
и селекции трансформантов (этап 5, см. рис. 1, 6). 
На этом этапе регенеранты культивировали в те-
чение 2‒3 мес. В ходе культивирования фрондов 
наблюдалось их массовое отмирание, когда по-

гибало около 60% регенерантов. Активно про-
лиферирующие фронды без признаков токсиче-
ского действия канамицина переносили на жид-
кую среду SH без регуляторов роста, каждый 
фронд в отдельный культуральный сосуд (этап 6, 
см. рис. 1, 7). На этой среде фронды культивирова-
ли 2 мес, в течение которых продолжалось отми-
рание регенерантов. Оставшиеся фронды, актив-
но растущие и без признаков действия канамици-
на, рассматривали как потенциально трансгенные 
линии и культивировали на среде того же состава 
до проведения молекулярно-биологических ана-
лизов. Результаты экспериментов по трансформа-
ции ряски векторами pBI121-hir и pBI121 пред-
ставлены в табл. 2.

ПЦР-анализ трансгенных растений ряски
ПЦР-анализ с использованием праймеров 

virC1for и virC2rev подтвердил отсутствие агро-
бактериальной контаминации в потенциально 
трансгенных линиях ряски. Фрагмент ожидаемой 
длины, соответствующий нуклеотидной последо-
вательности гирудина, амплифицировался в об-
разцах ДНК всех 8 изученных линий (рис. 3, a).

Рис. 2. Структура экспрессионной кассеты («гирудин» ‒ нуклеотидная последовательность синтетического гируди-
на; RB и LB ‒ правый и левый граничные повторы Т-ДНК; pNOS и nos-ter ‒ промотор и терминатор гена нопалин-
синтазы, соответственно; nptII ‒ ген неомицинфосфотрансферазы II; 35S CaMV‒35S промотор вируса мозаики цвет-
ной капусты); 1 ‒ аминокислотная последовательность гирудина (подчеркнута последовательность N-концевого сиг-
нального пептида α-амилазы риса); 2 ‒ нуклеотидная последовательность гирудина после оптимизации кодонного 
состава (жирным шрифтом показаны сайты клонирования XbaI и SacI, подчеркнут стоп-кодон tga)

Fig. 2. The expression cassette structure. (“гирудин “ ‒ the optimized nucleotide sequence of hirudin; RB and LB - right and 
left borders of T-DNA; pNOS and nos-ter - promoter and terminator of the nopaline synthase gene, respectively; nptII - a 
gene of neomycin phosphotransferase II; 35S CaMV- 35S promoter of cauliflower mosaic virus); 1 ‒ amino acid sequence of 
hirudin (the sequence of α-amylase rice N-terminal signal peptide is underlined); 2, nucleotide sequence of hirudin after co-
don usage optimization (the cloning sites XbaI and SacI are shown in bold; the stop codon tga is underlined.)

1.

2.
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Таким образом, присутствие целевой нуклео-
тидной последовательности было подтверждено 
во всех изученных линиях. Присутствие нуклео-
тидной последовательности β-глюкуронидазы в 
геномной ДНК также было подтверждено во всех 
линиях ряски, полученных после трансформации 
вектором pBI121 (рис. 3,b).

Анализ экспрессии β-глюкуронидазы  
в растениях ряски, трансформированных 
вектором pBI121

После двух месяцев роста на жидкой безгор-
мональной среде SH, содержащей 200 мг/л Цф и 
10 мг/л Км, трансгенные растения были проанали-
зированы методом гистохимического окрашивания 
на наличие активности β-глюкуронидазы. Все семь 
полученных линий продемонстрировали окраши-
вание, в то время как нетрансформированные кон-
трольные растения не окрашивались (рис. 4a).

Интенсивность окрашивания варьировала от 
слабой, почти неразличимой бледно-голубой (ли-
нии g1 и g5), до темно-синей, почти черной (ли-
нии g2, g3 и g4). Трансгенные фронды были окра-
шены по всей поверхности, причем наиболее 
интенсивно окрашивались жилки и кармашек, 
что согласуется с тем фактом, что 35S промотор 
CaMV работает наиболее интенсивно в метаболи-
чески активных частях растения [41, 42]. Исходя 
из полученных результатов, линии ряски со сла-
бой экспрессией β-глюкуронидазы (g1 и g5) были 
исключены из дальнейших исследований. 

Та бл и ц а  2

Агробактериальная трансформация ряски малой векторами pBI121-hir (вариант А) и pBI121 (вариант Б)

Agrobacterium - mediated transformation of duckweed with vectors pBI121-hir (variant A) and pBI121 (variant B)

Эксперимент Каллусы, шт (этап 3)* Адвентивные фронды, шт  
(этап 4)

Линии, устойчивые к 
канамицину, шт (этап 6 )*

Вариант А
А1 63 35 2
А2 75 41 4
А3 70 38 2
Всего 205 114 8

Вариант Б
Б1 50 23 3
Б2 50 18 4
Всего 100 41 7

*Количество каллусов, достигших размера 5‒6 мм на среде для регенерации и селекции трансформантов (этап 3) и перенесен- 
  ных на среду NPM для образования канамициноустойчивых фрондов (этап 4)

*The number of calli that reached a size of 5-6mm on the medium for transformants regeneration and selection (stage 3) and transferred  
  on NPM medium to form kanamycin-resistant fronds (stage 4)
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Рис. 3. ПЦР-анализ геномной ДНК трансгенных ли-
ний ряски на присутствие нуклеотидной последо-
вательности гирудина (a) и β-глюкуронидазы (b). 
h1‒h8 ‒ различные трансгенные линии, полученные 
после трансформации вектором pBI121-hir, g2‒g8 ‒ 
вектором pBI121. М ‒ маркер молекулярной массы 
ДНК; К1+ ‒ ДНК вектора pBI121-hir; К2+  ‒ ДНК 
вектора pBI121. Стрелками показаны амплифици-
руемые фрагменты: 294 пн (вектор pBI121-hir) и 
298 пн (вектор pBI121)

Fig. 3. PCR analysis of genomic DNA of transgen-
ic duckweed lines on hirudin (a) and β-glucuronidase 
(b) genes. h1‒h8 ‒ the transgenic lines obtained after 
transformation with vector pBI121-hir; g2‒g8 ‒ ob-
tained after transformation with vector pBI121. M – 
the DNA molecular size marker; K1+ ‒ DNA of plas-
mid pBI121-hir; K2+ ‒ DNA of plasmid pBI121. The 
arrows indicates of the amplified fragments the frag-
ments length are 294 bp (vector pBI121-hir) and 298 bp 
(vector pBI121)
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Методом Вестерн-блот в препаратах белка из-
ученных линий было показано присутствие двух 
иммунореактивных белковых полос с молекуляр-
ной массой около 70 кДа. Масса этих полос соот-
ветствовала β-глюкуронидазе E. coli, которая так-
же детектировалась в виде двух полос близкой 
молекулярной массы (рис. 4b). В контрольных не-
трансгенных растениях иммунореактивные поло-

сы, соответствующие β-глюкуронидазе, не детек-
тировались. Таким образом, Вестерн-блот-анализ 
подтведил экспрессию β-глюкуронидазы во всех 
изученных линиях. 

Количественная оценка накопления β-глю-
куронидазы была выполнена с использованием 
иммуноферментного анализа (рис. 4c). Накопле-
ние β-глюкуронидазы варьировало в диапазоне 

Рис. 4. Анализ экспрессии β-глюкуронидазы в различных линиях ряски, полученных после трансформации векто-
ром pBI121: a ‒ гистохимическое окрашивание растений; b ‒ Вестерн-блот-анализ экспрессии β-глюкуронидазы; c ‒ 
количественная оценка накопления β-глюкуронидазы. g2‒g8 ‒ различные трансгенные линии ряски; (К‒) ‒ нетранс-
формированные растения ряски; (К+) ‒ β-глюкуронидаза, 40 нг; М ‒ маркер молекулярной массы белка

Fig. 4. Analysis of β-glucuronidase expression in specified duckweed lines obtained after transformation with vector pBI121: 
a, histochemical staining of plants; b, Western blot analysis of β-glucuronidase expression; c, quantification of β-glucuronidase 
accumulation. g2‒g8 ‒ transgenic duckweed lines; (K-), non-transformed duckweed plants; (K +), β-glucuronidase protein, 
40 ng; M, the protein molecular size marker
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Рис. 6. Результаты иммуноферментного анализа 
экспрессии рекомбинантного гирудина в растениях 
ряски, трансформированных вектором pBI121-hir. 
h1‒h8 ‒ различные трансгенные линии; (К‒) ‒ не-
трансформированные растения ряски

Fig. 6. Results of ELISA on the recombinant hirudin 
expression in duckweed plants transformed with vector 
pBI121-hir. h1‒h8 ‒ different transgenic lines; (K–) ‒ 
non-transformed duckweed plants

от 0,28% до 1,43% ОРБ. Максимальное накопле-
ние рекомбинантной β-глюкуронидазы наблюда-
лось в линиях g3 и g4 (1,43±0,23% и 1,27±0,11% 
ОРБ, соответственно), минимальное ‒ в линии g8 
(0,28±0,07% ОРБ). Линии g2, g6 и g7 по уровню 
накопления β-глюкуронидазы занимали проме-
жуточное положение (0,42±0,14%; 1,07±0,27% и 
0,76±0,13% ОРБ, соответственно). 

Анализ экспрессии гирудина  
в растениях ряски, трансформированных 
вектором pBI121-hir

ОТ-ПЦР-анализ трансгенных растений ряски 
продемонстрировал амплификацию фрагментов 
кДНК гирудина ожидаемой длины (рис. 5). По-
лученные данные подтверждают транскрипцию 
гена гирудина в трансгенных растениях всех по-
лученных линий.

Количественная оценка накопления рекомби-
нантного гирудина в трансгенных линиях была 
выполнена с использованием иммуноферментно-
го анализа (рис. 6). Присутствие гирудина было 
детектировано в трех линиях (h3, h4 и h5) из вось-
ми изученных. В остальных пяти линиях реком-
бинантный гирудин не детектировался. 

Максимальное накопление гирудина наблюда-
лось в линиях h3 и h5 (0,02± 0,003 и 0,01±0,002% 
ОРБ, соответственно). В линии h4 накопление ги-
рудина было ниже ‒ 0,005±0,001% ОРБ. Исхо-
дя из содержания общего растворимого белка в 

трансгенных линиях ряски (в среднем 12,4 мг/г 
сырой массы), в линии h3 накопление рекомби-
нантного гирудина составило 2,1 мкг/г сырой 
массы, линии h5 ‒ 1,3 мкг/г. 

Протокол агробактериальной трансформа-
ции ряски малой был впервые разработан Yama-
moto et al. [43] и затем адаптирован к физиологи-
ческим особенностям различных географических 
изолятов этого вида растений [44‒46]. Эти прото-
колы включают индукцию органогенного каллу-
са, его трансформацию агробактериями и после-
дующую регенерацию трансформантов на сре-
дах в присутствии селективных антибиотиков. 
Эта схема была эффективной и в наших иссле-
дованиях. Всего было получено 15 независимых 
трансгенных линий ряски. Трансгенные расте-
ния не отличались по своей морфологии от не-
трансгенных, экспрессия гетерологичных белков 
не оказала влияния ни на скорость роста расте-
ний в жидкой культуре, ни на содержание общего 
растворимого белка в них.

В последнее время значительные усилия ис-
следователей были направлены на разработ-
ку методов экспрессии в трансгенных растениях 
пептидов различного назначения. В первую оче-
редь внимание было уделено антибактериаль-
ным пептидам с целью защиты растений от бак-
териальных патогенов и получения новых анти-
микробных агентов для биофармацевтического 
применения. К числу таких пептидов относятся 

K+K–М h2h1 h3 h4 h5 h6 h7 h8

Рис. 5. РТ-ПЦР-анализ транскрипции гена гирудина 
в трансгенных растениях ряски. h1‒h8 ‒ различные 
трансгенные линии, полученные после трансформа-
ци вектором pBI121-hir. М ‒ маркер молекулярной 
массы ДНК; (К‒) ‒ РНК нетрансформированного 
растения; (К+) ‒ ДНК вектора pBI121-hir. Стрелкой 
показан амплифицируемый фрагмент нуклеотидной 
последовательности гирудина (294 пн)

Fig. 5. RT-PCR analysis of hirudin gene transcrip-
tion in transgenic duckweed plants. h1‒h8 ‒ the dif-
ferent transgenic lines obtained after transformation 
with vector pBI121-hir. M – the DNA molecular size 
marker; (K-), RNA of the non-transformed plants; 
(K +), DNA of plasmid pBI121-hir. The arrow indi-
cates the amplified fragment of hirudin nucleotide se-
quence (294 bp)

300
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кателицидин [47], лактостатин [48], дермасептин 
[49] и др. Определенное внимание уделялось так-
же разработке методов экспрессии других пепти-
дов, в первую очередь, проинсулина человека [50, 
51] и глюкагоноподобного пептида-I [52]. 

В большинстве исследований выход целево-
го продукта был невысоким и, как правило, на-
ходился в диапазоне 0,5‒10 мкг/г сырой массы 
растения-продуцента, что соответствовало ты-
сячным долям процента от общего растворимого 
белка [53]. Кроме того, экспрессия рекомбинант-
ных пептидов в растениях характеризовалась не-
стабильностью [54]. С другой стороны, реком-
бинантный апротинин (полипептид, размером 
58  а.о.) как классический примером ингибитора 
сериновых протеиназ накапливался в растениях 
на высоком уровне ‒ до 9% ОРБ в семенах куку-
рузы [55, 56].

В настоящем исследовании накопление ре-
комбинантного гирудина в трансгенных растени-
ях ряски линии h3 составило 2 мкг/г сырой мас-
сы (соответствует 0,02% ОРБ). Такой уровень на-
копления является обычным при экспрессии в 
трансгенных растениях различных рекомбинант-
ных белков и пептидов [53]. По-видимому, низкий 
уровень накопления гирудина является следстви-
ем его нестабильности в растениях ряски, в част-
ности из-за деградации под воздействием расти-
тельных протеолитических ферментов.

Как отмечалось выше, апротинин может на-
капливался в растениях на очень высоком уров-
не. В  исследовании Rival et al. [57] уровень ак-
кумуляции апротинина в растениях другого 
представителя семейства рясковых, спиродел-
лы (Spirodela  oligorrhiza), достигал 3,7% ОРБ. 
В  этих исследованиях апротинин экспрессиро-
вался без слияния с каким-либо белком-партне-
ром. Предполагается, что основным фактором, 
определяющим уровень аккумуляции рекомби-
нантного белка, является его устойчивость к дей-
ствию растительных протеиназ, а не размер бел-
ка как таковой. Возможно, условия апопластного 
пространства ряски, включая его протеолитиче-
ский фон, не являются оптимальными для нако-
пления рекомбинантного гирудина. 

В растениях, трансформированных вектором 
pBI121, наблюдался высокий уровень накопления 
рекомбинантной β-глюкуронидазы ‒ 1,4% ОРБ в 
линии g3 (соответствует 120 мкг рекомбинантно-
го белка в 1 г сырой массы ряски). Такое высо-
кое накопление β-глюкуронидазы в трансгенных 
растениях является обычным и в случае ее нако-
пления в цитоплазме клетки. Например, при экс-

прессии пептида 2L21 парвовируса собак в сли-
янии с β-глюкуронидазой накопление слитого 
белка 2L21-β-глюкуронидаза в трансгенных рас-
тениях арабидопсиса превышало 3% ОРБ [58]. 
В случае экспрессии высокоиммуногенного эпи-
топа структурного протеина VP1 вируса ящура 
накопление слитого белка VP1-β-глюкуронидаза 
в растениях люцерны достигало 1,0 мг/г сы-
рой массы [59]. Экспрессия пептида М2е виру-
са гриппа птиц H5N1 в составе слитого белка 
М2е-β-глюкуронидаза в трансгенных растениях 
ряски обеспечивала накопление этого белка на 
уровне до 1,0 мг/г сырой массы (соответствует 
2,0% ОРБ) [38], а в растениях табака – до 0,2 мг/г 
(около 0,3% ОРБ) [60]. В исследованиях Dugda-
le et al. накопление β-глюкуронидазы в стабильно 
трансформированных растениях табака доходило 
до 10% ОРБ [61]. 

Во всех этих исследованиях β-глюкурони-
даза находилась в составе слитого белка или от-
дельно накапливалась в цитоплазме. По-види-
мому, способность β-глюкуронидазы накапли-
ваться в таких больших количествах связана с 
ее высокой стабильностью (период полужиз-
ни в цитоплазме живых протопластов мезофил-
ла листа около 50 ч [36]). Таким образом, потен-
циальный уровень накопления рекомбинантных 
белков в растениях ряски является весьма высо-
ким. При условии устойчивости целевого белка 
к различным клеточным факторам он может до-
стигать величин, существенно превышающих 
100 мг рекомбинантного белка на 1кг сырой мас-
сы растения-продуцента.

В результате проведенных исследований нами 
были получены растения ряски малой, трансфор-
мированные генами гирудина и β-глюкуронидазы, 
и показана возможность экспрессии рекомбинант-
ного гирудина в трансгенных растениях. Предпо-
лагается, что уровень накопления рекомбинант-
ного гирудина в трансгенных растениях ряски мо-
жет быть повышен или путем его локализации в 
других, более подходящих, компартментах клет-
ки, например в эндоплазматическом ретикулуме, 
или путем экспрессии в составе более стабильно-
го слитого белка. Полученные результаты могут 
быть использованы в последующих исследовани-
ях по разработке экспрессионной системы на ос-
нове растений ряски для получения рекомбинант-
ного гирудина.

Работа была выполнена с использованием 
УНУ «ФИТОТРОН» (рег. № 2-2.9) в соответствии 
с Государственным заданием №0101-2014-0069.
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Abstract–The agrobacterium transformation of a plant of duckweed (Lemna minor L.) using the 
organogenic callus and nucleotide sequence of a gene for hirudin-1 or β-glucuronidase optimized for the 
expression in plants has been performed. Nine transgenic lines of hirudin-transformed duckweed and 7 lines 
transformed by the gene for β-glucuronidase were obtained. The expression of the glucuronidase gene was 
proved by the histochemical staining and Western-blotting. The ELISA of the transgenic plants showed 
that the content of β-glucuronidase in the plants varied from 0.28% to 1.43% of total soluble protein. 
The expression of the gene for hirudin-1 was confirmed by RT-PCR, the maximum hirudin accumulation 
being equal to 0.02% of total soluble protein. The obtained results can be used in the development of 
an expression system using the duckweed plant for obtaining hirudin and other recombinant proteins for 
pharmaceutical application.
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