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В настоящее время существует большой те-
оретический и практический интерес к получе-
нию в растительных системах низкомолекуляр-
ных веществ небелковой природы, в норме от-
сутствующих у растений, – различных гормонов, 
цитотоксических и антибактериальных агентов, 
анти-опу холевых и антивирусных субстанций и 
т.п. (так называемый «молекулярный фарминг»). 

К числу таких веществ относится артемизинин – 
терпеновый лактон, содержащийся в растении по-
лынь однолетняя (Artemisia annua) и обладающий 
высокой антималярийной активностью. В насто-
ящее время, комбинированные с артемезинином 
лекарственные средства, являются наиболее эф-
фективными препаратами для лечения малярии, 
использование таких препаратов рекомендовано 
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Препараты на основе артемизинина являются наиболее эффективными средствами для лечения 
малярии. В настоящее время основным источником артемизинина являются растения полыни Artemisia 
annua L. В связи с ограниченностью этого источника значительные усилия направлены на разработку 
способов получения артемизинина с использованием гетерологичных экспрессионных систем. 
Целью исследования являлось получение табака, трансформированного генами биосинтетического 
пути артемизинина, и анализ их транскрипции в гетерологичном растении-хозяине. Растения табака 
были трансформированы генами артемизининового пути, кодирующими: аморфа-4,11-диен-синтазу, 
артемизинин-альдегид Δ11(13) редуктазу, аморфа-4,11-диен монооксигеназу, цитохром P450 редуктазу 
из А. annua и дрожжевую 3-гидрокси-3-метилглютарил-коэнзим А редуктазу в составе вектора 
pArtemC; фарнезилдифосфатсинтазу и альдегид-дегидрогеназу 1 из А. annua в векторе р2356. 
В результате трансформации векторами pArtemC и р2356 было получено по две линии трансгенных 
растений со всеми целевыми генами. Методом ко-трансформации этими векторами были 
получены трансгенные линии, в геном которых были успешно перенесены пять генов биосинтеза 
артемизинина, а также два гена биосинтеза его предшественников. Впервые в гетерологичных 
растениях был полностью реконструирован биосинтетический путь артемизинина. В результате 
ОТ-ПЦР- анализа показана транскрипция генов артемизининового пути в трансгенных растениях. 
Полученные результаты будут использованы в исследованиях по разработке экспрессионных систем 
для производства артемизинина и других небелковых веществ.
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Список сокращений: 6BAP – 6-бензиламинопурин; ИУК – β-индолилуксусная кислота; т.п.н. – тысяч пар нуклеотидов; 
 ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; РБФК – рибулозобисфосфаткарбоксилаза; CaMV – вирус 
мозаики цветной капусты, ОП600 – оптическая плотность при 600 нм.
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резолюцией ВОЗ WHA60.18 (май 2007) и являет-
ся стандартом лечения во всем мире. Важно от-
метить, что помимо малярии, артемизинин и его 
производные также эффективны против некото-
рых паразитических гельминтов, включая шисто-
сом, а также многих линий человеческих опухо-
левых клеток [1].

Основным препятствием, сдерживающим ис-
пользование артемизинина в терапии малярии, 
является его высокая стоимость. Содержание это-
го вещества в A. annua обычно находится в диа-
пазоне 0,01–0,8% от сухого веса, что недостаточ-
но для обеспечения глобальной потребности в 
содержащих его лекарствах. Улучшение агротех-
ники и селекция A. annua пока не привели к су-
щественному улучшению выхода артемизини-
на, что вызвало значительный интерес к разра-
ботке методов его получения в гетерологичных 
растениях-продуцентах. 

Путь биосинтеза артемизинина в A. annua 
к настоящему времени подробно изучен [2–4] 
(рис. 1). Артемизинин, как и другие терпеноиды, 
синтезируется из двух предшественников, изопен-
тенилдифосфата (IPP) и диметилаллилдифосфата 
(DMAPP). IPP и DMAPP конденсируются фарне-
зилдифосфатсинтазой (FPPS/FPS) в фарнезилди-
фосфат (FPP, фарнезилпирофосфат), общий пред-
шественник C15-сесквитерпеноидов [2, 5] FPP 
превращается аморфа-4,11-диен-синтазой (ADS) 
в аморфа-4,11-диен (AD). Далее аморфа-4,11-диен 
гидроксилируется в артемизининовый спирт, ко-
торый окисляется до соответствующего альдеги-
да, эти этапы осуществляются посредством амор-
фадиен-монооксигеназы  (CYP71AV1).  Помимо 
CYP71AV1, окисление артемизининового спирта 
осуществляется также алкоголь-дегидрогеназой 
ADH1, На следующем этапе образовавшийся ар-
темизининовый альдегид с помощью Δ11(13)-ре-
дуктазы (DBR2) восстанавливается до дигидро-
артемизининового альдегида и, далее, окисляется 
альдегид-дегидрогеназой (ALDH1) до дигидроар-
темизининовой кислоты. Под действием этого же 
фермента происходит окисление артемизининово-
го альдегида до артемизининовой кислоты. Окис-
ление дигидроартемизининового альдегида до ди-
гидроартемизининовой кислоты в дрожжах может 
катализироваться CYP71AV1 [6, 7]. Финальным 
шагом является спонтанная фотоиндуцированная 
неферментативная конверсия дигидроартемизи-
ниновой кислоты в артемизинин и артемизинино-
вой кислоты в артеаннуин В.

Впервые артемизинин в гетерологичной си-
стеме был получен Farhi et al. [8]. Растения таба-
ка трансформировали агробактериальным ме-
тодом; накопление целевого вещества состави-

ло 0,0068 мг/г сухого веса листьев. В стабильно 
трансформированном мхе Physcomitrella patens 
содержание артемизинина достигало 0,2 мг/г су-
хого веса [9]. Максимальное количество рекомби-
нантного артемизинина было получено в двойных 
трансформантах табака – гены биосинтеза артеми-
зинина были перенесены в геном, а гены мевало-
натного пути (путь MVA) – в пластом. Накоп ление 
целевого продукта в этом исследовании составляло 
до 0,8 мг/г сухого веса листьев [10]. В эксперимен-
тах с использованием транзиентной экспрессии ге-
нов биосинтетического пути артемизинина его со-
держание в растениях было невысоким – 0,003 мг/г 
сухого веса в листьях N. benthamiana [11].

Хотя эти исследования подтвердили принци-
пиальную возможность продукции артемизини-
на в гетерологичных растениях, его содержание в 
тканях продуцента было низким. Это могло быть 
обусловлено как дефицитом предшественников, 
так и недостаточным уровнем экспрессии фер-
ментов артемизининового пути. Выявление эта-
пов, лимитирующих биосинтез артемизинина в 
гетерологичных растениях-продуцентах, может 
быть осуществлено с помощью методов комбина-
торной инженерии метаболических путей. 

Исходным субстратом для синтеза артемизи-
нина является фарнезилдифосфат (FPP). Повы-
шение уровня FPP путём сверхэкспрессии FPPS 
вело к существенному увеличению накопления 
артемизинина в трансгенных растениях A. an-
nua – в 1,3 раза в экспериментах Han et al. [12] и 
до 3,5 раз в исследовании Banyai et al. [13]. Дру-
гим лимитирующим этапом биосинтеза артеми-
зинина является, по-видимому, образование его 
непосредственного предшественника – дигидро-
артемизининовой кислоты окислением дигидро-
артемизининового альдегида альдегид-дегидро-
геназой ALDH1. Так, в исследовании Tang et al. 
[14] сверхэкспрессия гена ALDH1 вела к более, 
чем трёхкратному возрастанию накопления ар-
темизинина в трансгенных растениях A. annua – 
с 7,9 мг/г до 25,3 мг/г сухого веса растения. 

Основной трудностью, лимитирующей приме-
нение методов инженерии метаболических путей, 
является то, что синтез низкомолекулярных небел-
ковых веществ осуществляется в ходе длинных 
биохимических цепочек, часто включающих 5–7 
различных этапов и регулируемых соответствую-
щими генетическими модулями.  Таким образом, 
для получения веществ небелковой природы тре-
буется перенос в геномы растений-продуцентов 
нескольких гетерологичных генов. К настоящему 
времени методы мультигеннгой трансформации 
разработаны для ряда модельных и легко транс-
формируемых  сельскохозяйственных растений. 
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Так, в геном Arabidopsis thaliana удалось перене-
сти 10 различных генов в составе одной Т-ДНК 
размером 28,5 т.п.н. [15], а в вид люцерны Medi-
cago truncatula – 8 генов, важных для симбиоза с 
ризобиями (размер Т-ДНК 74 т.п.н.; [16]). В ис-
следовании Fujisawa et al. [17] растения Brassi-

ca napus были трансформированы семью генами 
биосинтеза каротиноидов. В этом исследовании 
гены биосинтеза каротиноидов были перенесены 
в геном рапса на одной Т-ДНК размером 17 т.п.н. 
Десять генов устойчивости к насекомым в сос-
таве Т-ДНК размером 32 т.п.н. были  успешно 

Рис. 1. Путь биосинтеза артемизинина в A. annua.:ADS - аморфа-4,11-диен-синтаза; CYP71AV1 – аморфа-4,11-ди-
ен монооксигеназа; ADH1 – алкоголь дегидрогеназа; DBR2 - альдегид Δ11 (13) редуктаза; ALDH1 – альдегид деги-
дрогеназа. Путь биосинтеза мевалоновой кислоты (MVA) показан в синей рамке: HMGS – 3-гидрокси-3-метилглу-
тарил-КоА-синтаза; HMGR – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-редуктаза; МК – мевалонат киназа; МПК – мевало-
нат-5-фосфаткиназа; MDC – мевалонат-5-дифосфат декарбоксилаза; IPPi – изопентенилдифосфат-изомераза; FPS, 
фарнезил дифосфат синтаза. Гены биосинтеза артемизинина, клонированные в векторе pArtemC, показаны красным 
цветом, в векторе p2356 – синим.
Fig. 1. Artemisinin biosynthesis pathway in A. annua: ADS – amorpha-4,11-diene synthase; CYP71AV1 – amorpha-4,11-di-
ene monooxygenase; ADH1 – alcohol dehydrogenase; DBR2 – aldehyde Δ11 (13) reductase; ALDH1 – aldehyde dehydroge-
nase. The mevalonic acid biosynthesis pathway (MVA) is shown in a blue box: HMGS – 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 
synthase; HMGR – 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; MK – mevalonate kinase; IPC – mevalonate-5-phosphate ki-
nase; MDC – mevalonate-5-diphosphate decarboxylase; IPPi – isopentenyl diphosphate isomerase; FPS, –farnesyl diphos-
phate synthase. Artemisinin biosynthesis genes cloned in pArtemC vectors are shown in red.
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 перенесены в геном кукурузы, экспрессия гете-
рологичных генов в полученных растениях была 
подтверждена [18]. 

Для целей метаболической инженерии может 
быть более удобным перенос в растения генети-
ческого модуля биосинтеза целевого продукта не 
в составе одной большой Т-ДНК, а в составе не-
скольких Т-ДНК меньшего размера. Такой перенос 
может быть осуществлён, в частности, методом 
ко-трансформации, когда экспланты трансформи-
руются одновременно несколькими векторами. 
Другими подходами являются трансформация ра-
нее полученных и охарактеризованных линий, не-
сущих гены биосинтетического модуля (или их 
часть), векторами с другими изучаемыми генами 
(двойная трансформация), либо получение набора 
трансгенных линий, каждая из которых несёт часть 
генетического модуля, с последующим получени-
ем гибридов между ними. Эти подходы позволяют 
обеспечить большую гибкость исследований, ком-
бинируя различные сочетания генов биосинтеза 
целевого продукта и его предшественников. Кроме 
того, два последних подхода позволяют использо-
вать в исследованиях линии с максимальной экс-
прессией гетерологичных генов, минимизируя, 
тем самым, эффект положения Т-ДНК.

Целью исследования являлось получение рас-
тений табака, трансформированных генами пути 
биосинтеза артемизинина, и анализ транскрипции 
перенесённых генов для последующего создания 
растений-продуцентов с использованием указан-
ных выше подходов. В связи с этим решались сле-
дующие задачи: (1) получение трансгенных расте-
ний табака, трансформированных генами пути био-
синтеза артемизинина (аморфа-4,11-диен-синтазы 
(ADS), аморфадиен-монооксигеназы (CYP71AV1), 
Δ11(13)-редуктазы (DBR2), цитохром Р450 ре-
дуктазы (CPR) и дрожжевой 3-гидрокси-3-метил-
глютарил-коэнзим А редуктазы (tHMGR)) в со-
ставе вектора pArtemC; (2) получение растений, 
трансформированных геном биосинтеза предше-
ственника артемизинина фарнезилдифосфатсин-
тазы (FDPS) и геном артемизининового пути аль-
дегид-дегидрогеназы (ALDH1), клонированными в 
векторе р2356; (3) получение ко-трансформантов- 
растений трансформированных одновременно век-
торами pArtemC и р2356, (4) оценка транскрипции 
гетерологичных генов в трансгенных линиях.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Векторы для трансформации растений
В экспериментах по трансформации табака 

были использованы векторы pArtemC и р2356. 
В векторе pArtemC под контролем сильных кон-

ституитивных промоторов были клонированы 
гены биосинтеза артемизинина ADS, CYP71AV1, 
DBR2, CPR из A. annua и дерегулированный ген 
tHMGR из дрожжей [8]. Ген tHMGR был исполь-
зован для увеличения накопления предшествен-
ников артемизинина из мевалонатного пути. Ген 
ADS был клонирован без сигнальной последова-
тельности, накопление аморфа-4,11-диена проис-
ходило в цитозоле клетки. В качестве селективно-
го маркера использовался ген устойчивости к ка-
намицину nptII.

Нуклеотидные последовательности кДНК ге-
нов FDPS и ALDH1 были клонированы с исполь-
зованием ОТ-ПЦР. Суммарная РНК была выде-
лена из листьев тепличных растений A. annua с 
помощью набора для выделения РНК Quantum-
Prep AquaPure RNA Isolation Kit (BioRad, США). 
Получен ную РНК дополнительно очищали от 
примесей ДНК путем обработки ДНКазой (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Обратную транскрип-
цию осуществляли с использованием фермента 
M-MuLV RT и праймера oligo d (T)18 в соответ-
ствии с указаниями производителя (Thermo Fi-
sher Scientific). Амплификация целевых последо-
вательностей осуществлялась методом ПЦР, для 
амплификации кДНК гена FDPS были использо-
ваны праймеры FDPS-F и FDPS-R, гена ALDH1 – 
праймеры ALDH1-F и ALDH1-R (табл. 1). Для ди-
зайна праймеров были использованы нуклеотид-
ные последовательности мРНК FDPS и ALDH1 
A. annua, представленные в базе данных Gen-
Bank (ID U36376.1 и FJ809784.1, соответствен-
но). В последовательности праймеров были до-
бавлены сайты рестрикции XhoI и ApaI (подчер-
кнуты, табл. 1).

Для амплификации целевых последователь-
ностей была использована Pfu-ДНК полимераза 
(Thermo Fisher Scientific). Реакционная смесь со-
держала кДНК (100 нг), прямой и обратный прай-
меры (по 0,5 мкМ каждого) и 1,0 ед. полимеразы; 
объем реакционной смеси 25 мкл. Реакцию ПЦР 
проводили в следующих условиях: начальная 
денатурация – 5 мин, 95 °С; денатурация – 30 с, 
94 °С; отжиг праймеров – 30 с, 55 °С; элонгация – 
120 с, 72 °C; циклов амплификации – 35.

Последовательности кДНК генов FDPS  и 
ALDH1 были клонированы в вектор для экспрес-
сии в растениях pRCS2-bar. Этот вектор содержит 
в последовательности Т-ДНК ген устойчивости 
к фосфинотрицину bar под контролем промото-
ра и терминатора гена октопин-синтазы A. tume-
faciens; и группу редко встречающихся сайтов 
рестрикции, что позволяет клонировать в вектор 
экспрессионные кассеты из промежуточных век-
торов серии pSAT [19]. 



38

ФИРСОВ и др.

Biotechnology  2020   V. 36   No. 3

Та бл и ц а  1

Режимы ПЦР и нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в исследовании
PCR regimes and primer nucleotide sequences used in the study

Праймер Нуклеотидная 
последовательность, 5’ → 3’

Целевая 
последовательность 

Длина ампли-
фицируемого 

фрагмента, п.н.
Температура 
отжига, °С

Время 
элонга-
ции, с

Праймеры для ПЦР – анализа трансгенных растений

ADS
F ctatccttcgcaagacccttcc 35S CaMV промотор

488 55 40R tgatcaatctcccgttcaaagtga ADS

tHMGR
F acacctaataagtccaacatgg

tHMGR 1011 56 60R tgatactacgagagcggttg

CYP71AV1
F atgaagagtatactaaaagcaatggcactc

CYP71AV1 1488 60 90R ctagaaacttggaacgagtaacaactca

CPR
F atgcaatcaacaacttccgttaagttat

CPR 2115 60 120R ttaccatacatcacggagatatcttcc

DBR2
F tgatgcagctcacaaagaaggggc

DBR2 732 62 60R tccccttgagccacagcttgtaacc

ALDH1
F ctcgagatgagctcaggagctaatggaa

ALDH1 1500 55 60R gggcccttaaagccacggggaatcata

FDPS
F ctcgagatgctttcactacgtcaatctataag

FDPS 1032 60 60R gggcccctacttctgcctcttgtagatcttag

NPTII
F tgctctgatgccgccgtgttcc

nptII 381 63 30R gcatgcgcgccttgagcctgg

BAR
F tgcaccatcgtcacccacta

bar 311 58 45R acagcgaccacgctcttgaa

virB
F ggctacatcgaagatcgtatgaatg

virB A. tumefaciens 670 60 45R gactatagcgatggttacgatgttgac
Праймеры для ОТ-ПЦР- анализа трансгенных растений*

ADS
F ggaagagctcagccatgtgt

ADS 496 60 40R caggttagcaccgccagtaa

tHMGR
F gcctataacaccaacgggca

tHMGR 229 60 60R cgctgccttggttattcacg

CYP71AV1
F accctccactacccttggtt

CYP71AV1 242 60 90R ggctccaggacacatccttc

CPR
F gtggagactggggctctttc

CPR 154 60 120R ctttggcatcaccgcaaaca

DBR2
F aaccacgttacacggctgat

DBR2 136 60 60R ctagtgtaaccaccgcagca

Actin 
F tggccgatggtgaggatattc

актин N. tabacum 617 60 60R tgcggtagtggtgaacatgtaac

*Для анализа транскрипции генов FDPS и ALDH1 использовали те же праймеры, что и для ПЦР- анализа. F – прямой прай- 
 мер, R – обратный праймер. Подчеркнуты сайты XhoI и ApaI, для клонирования последовательностей ALDH1 и FDPS в 
 вектор р2356

*For the analysis of FDPS and ALDH1 genes transcription, the same primers were used as for PCR. F – forward primer, R – reverse 
  primer. XhoI and ApaI sites used for cloning the ALDH1 and FDPS sequences into the p2356 vector are underlined.
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Полученные после ПЦР последовательности 
кДНК FDPS и ALDH1 обрабатывали рестриктаза-
ми XhoI и ApaI. кДНК FDPS была клонирована 
в промежуточный вектор pSAT7A под контроль 
промотора гена актина A. thaliana и терминато-
ра гена агропин-синтазы A. tumefaciens; кДНК 
гена ALDH1 – в промежуточный вектор pSAT6A 
под контроль промотора и терминатора гена ма-
лой субъединицы РБФК [19]. После секвенирова-
ния были отобраны клоны, содержащие вставки, 
последовательности которых полностью соответ-
ствовали ожидаемым. 

Кассета, содержащая последовательность 
ALDH1, была вырезана из вектора pSAT6A с по-
мощью рестриктазы PI-PspI и клонирована в век-
тор pRCS2-bar по этому же сайту. Экспрессион-
ная кассета, содержащая последовательность 
FDPS была вырезана с помощью рестриктаз AgeI 
и NotI из промежуточного вектора pSAT7A, лип-
кие концы были достроены с помощью фраг-
мента Кленова (Thermo Fisher Scientific). Вектор 
pRCS2-bar, уже содержащий экспрессионную кас-
сету ALDH1, обрабатывался рестриктазой I-Sce, 
полученные липкие концы были достроены, по-
сле чего вектор и кассета с последовательностью 
FDPS были лигированы друг с другом. В резуль-
тате был получен вектор p2356, который был ис-
пользован для трансформации растений. Экспрес-

сионные кассеты векторов pArtemC и р2356 пред-
ставлены на рис. 2. Векторы были перенесены в 
штамм A. tumefaciens EHA105.

Агробактериальная трансформация табака
В экспериментах по генетической трансфор-

мации был использован табак сорта Petite Hava-
na SR1, трансформацию растений проводили по 
модифицированному методу Horsch [20]. Агро-
бактерии культивировали в течение 16 ч в жид-
кой среде LB, содержащей 20 мг/л спектиномици-
на и 50 мг/л стрептомицина. Листовые экспланты 
размером 1,5х1,5 см инкубировали в суспензии 
агробактерий в безгормональной среде Мураси-
ге-Скуга (MС) (ОП600 суспензии равна 1,0) в тече-
ние 20 минут, подсушивали 5–7 мин на фильтро-
вальной бумаге в токе воздуха ламинара и пере-
носили на чашки Петри с агаризованной средой 
МС с 1 мг/л BAP и 0,1 мг/л ИУК. После ко-куль-
тивации с агробактериями в течение 2 сут, экс-
планты переносили на среду этого же состава, со-
держащую дополнительно 500 мг/л цефатакси-
ма, 50 мг/л канамицина (трансформация вектором 
pArtemC) или 2 мг/л фосфинотрицина (трансфор-
мация вектором р2356). Культивацию на этих сре-
дах проводили до появления адвентивных побе-
гов. Устойчивые к селективному антибиотику по-
беги размером 1–1,5 см отделяли от эксплантов и 

Рис. 2. Схема экспрессионных кассет векторов pArtemC (а) и р2356 (b) использованных для трансформации табака. 
tHMGR-дрожжевая 3-гидрокси-3-метилглютарил-коэнзим А редуктаза, CPR – цитохром Р450 редуктаза, ADS – амор-
фа-4,11-диен-синтаза, CYP71AV1 – аморфа-4,11-диен монооксигеназа, DBR2 – альдегид Δ11(13)-редуктаза, FDPS – 
фарнезилдифосфатсинтаза, ALDH1 – альдегид-дегидрогеназа. Пурпурным цветом показаны промоторы, светло-зелё-
ным – терминаторные последовательности: ocs (ocs-t) – октопин-синтазный промотор (терминатор); nos (nos-t) – но-
палин-синтазный промотор (терминатор); rbc (rbc-t) – промотор гена малой субъединицы РБФК (терминатор); 35S 
(35S-t) – 35S промотор CaMV (терминатор); HS – промотор белка теплового шока 18.1; sup – суперпромотор Sup (тер-
минатор); 2x35S – двойной 35S промотор вируса мозаики цветной капусты; act – актиновый промотор A. thaliana; 
ags-t – терминатор агропин-синтазы. LB и RB – левый и правый граничные повторы T-DNA.

Fig. 2. The expression cassettes of pArtemC (a) and p2356 (b) vectors used for tobacco transformation. tHMGR – yeast 3-hy-
droxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase, CPR – cytochrome P450 reductase, ADS – amorpha-4,11-diene synthase, 
 CYP71AV1 – amorpha-4,11-diene monooxygenase, DBR2 – aldehyde Δ11 (13)-reductase, FDPS – farnesyl diphosphate syn-
thase, ALDH1 – aldehyde dehydrogenase. The promoters are shown in purple, terminator sequences are shown in light green: 
ocs (ocs-t) – octopine synthase promoter (terminator); nos (nos-t) – nopaline synthase promoter (terminator); rbc (rbc-t) – 
Rubisco small subunit gene promoter (terminator); 35S (35S-t) – 35S promoter CaMV (terminator); HS – promoter of heat 
shock protein 18.1; sup – super promoter Sup (terminator); 2x35S – double 35S promoter of cauliflower mosaic virus; act – 
actin promoter of A. thaliana; ags-t – agropin synthase terminator. LB and RB – left and right T-DNA boundary repeats.

a

b
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культивировали на среде МС, содержащей 1 мг/л 
BAP и 50 мг/л канамицина (вектор pArtemC) или 
2 мг/л фосфинотрицина (вектор р2356).  Когда 
пролиферирующие побеги достигали размера 
3–4 см, их укореняли на безгормональной среде 
МС, содержащей соответствующий селективный 
агент. Двойные трансформанты были получены 
методом ко-трансформации. Для этого суспензии 
агробактериальных штаммов с векторами р2356 и 
pArtemC (ОП600 каждой суспензии равна 2,0) сме-
шивали вместе в соотношении 1:1. Полученной 
смесью агробактерий трансформировали листо-
вые экспланты табака, как описано выше. Регене-
рацию, селекцию и укоренение трансформантов 
вели в присутствии двух селективных агентов- 
50 мг/л канамицина и 2 мг/л фосфинотрицина. 

Укоренившиеся растения без признаков токси-
ческого действия канамицина и/или фосфинотри-
цина анализировали методом ПЦР на присутствие 
генов nptII и bar. Предварительно изучаемые ли-
нии проверялись на отсутствие агробактериаль-
ной контаминации. Далее трансгенные растения 
адаптировали к условиям роста in vivo и культи-
вировали в теплице до проведения дальнейших 
исследований.

Анализ интеграции и транскрипции целевых 
генов в трансгенных растениях

Интеграция целевых генов в геном растений 
изучалась методом ПЦР-анализа. Геномную ДНК 
табака выделяли из листьев устойчивых к селек-
тивным антибиотикам и нетрансформированных 
растений в соответствии с методом Dellaporta et 
al. [21]. До проведения экспериментов растения 
культивировались в теплице в течение 2 мес. Рас-
тения предварительно тестировали на отсутствие 
агробактериальной контаминации с использова-
нием праймеров virBF и virBR (табл. 1), которые 
специфичны к области virB A. tumefaciens.

Амплификацию целевых последовательно-
стей проводили с использованием полимеразы 
DreamTaq (Thermo Fisher Scientific) в рекомен-
дованном производителем буфере. Реакционная 
смесь содержала геномную ДНК (200 нг), пря-
мой и обратный праймеры (по 0,5 мкМ каждого) и 
1,0 ед. полимеразы DreamTaq; объем реакционной 
смеси 25 мкл. Реакцию проводили в следующих 
условиях: начальная денатурация – 5 мин, 95 °С; 
денатурация – 30 с, 94 °С; отжиг праймеров – 30 с, 
температура – как указано в табл. 1; время элон-
гации – как указано в табл. 1, 72 °C; циклов ам-
плификации – 30. Последовательности прайме-
ров, использованных для детекции целевых генов 
в трансгенных растениях, и режимы ПЦР пред-
ставлены в табл. 1.

Транскрипция гетерологичных генов в 
трансгенных растениях изучалась методом 
ОТ-ПЦР-анализа. Суммарная РНК была выделена 
из листьев растений с помощью набора для выде-
ления РНК QuantumPrep AquaPure RNA Isolation 
Kit (BioRad, США) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя. Полученную РНК дополни-
тельно очищали от примесей ДНК путем обработ-
ки ДНКазой (Thermo Fisher Scientific). Обратную 
транскрипцию осуществляли с использованием 
фермента M-MuLV RT (Thermo Fisher Scientific) и 
праймера oligo d (T)16 в соответствии с указаниями 
производителя. Полученные препараты кДНК ана-
лизировали с помощью ПЦР на наличие целевых 
последовательностей. Амплификация целевых 
последовательностей проводилась с использова-
нием полимеразы DreamTaq (Thermo Fisher Scien-
tific) в рекомендованном производителем буфере. 
Реакционная смесь содержала кДНК (200 нг), пря-
мой и обратный праймеры (по 0,5 мкМ каждого, 
табл. 1) и 1,0 ед. полимеразы; объем реакционной 
смеси 25 мкл. Реак цию ПЦР проводили в следу-
ющих условиях: начальная денатурация – 5 мин, 
95 °С; денатурация – 30 с, 94 °С; отжиг прайме-
ров – 30 с, 60 °С (55 °С для кДНК FDPS и ALDH1); 
элонгация – 30 с (90 с для FDPS и ALDH1), 72 °C; 
циклов амплификации – 35. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Агробактериальная трансформация табака
Растения табака были трансформированы век-

торами pArtemC и р2356, и ко-трансформированы 
этими же векторами. Регенерация побегов, устой-
чивых к селективным агентам, начиналась спу-
стя 20–25 дней после трансформации. В среднем, 
на одном регенерирующем экспланте возникало 
1,6 адвентивных побега, часть из них погибала в 
течение культивирования на среде пролиферации. 
Побеги, достигшие размера 3,0–4,0 см, укореня-
ли на безгормональной среде МС, содержащей 
соответствующий селективный агент. Укоренив-
шиеся растения анализировали методом ПЦР на 
присутствие селективных генов. Амплификация 
фрагментов генов nptII или bar ожидаемой длины 
наблюдалась во всех линиях, демонстрирующих 
нормальный рост и укоренение в присутствие со-
ответствующих селективных агентов (табл. 2). 
Трансгенные растения, которые культивирова-
лись в теплице до проведения дальнейших ис-
следований, не отличались по своим морфологи-
ческим показателям и характеристикам роста от 
контрольных нетрансформированных растений. 
В результате трансформации вектором pArtemC 
было получено 7 линий канамицин-устойчивых 
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растений, вектором р2356 – 2 линии, устойчивые 
к фосфинотрицину. Двойная трансформация век-
торами pArtemC и р2356 привела к получению 
6 линий, устойчивых одновременно и к канами-
цину, и к фосфинотрицину (табл. 2). 

Анализ интеграции и транскрипции целевых 
генов в трансгенных растениях

Анализ интеграции целевых генов в геном 
трансгенных растений был выполнен с помощью 
ПЦР. В линиях, трансформированных вектором 
pArtemC, амплификация фрагментов, соответ-
ствующих всем целевым генам – ADS, CYP71AV1, 
DBR2, CPR и tHMGR – наблюдалась только в двух 
линиях – pArtemC-1 и pArtemC-2. В остальных 
изученных линиях происходил неполный перенос 
Т-ДНК вектора, количество перенесённых в геном 
табака генов было равно двум – линия  pArtemC-4 
или четырём – линии pArtemC-3, -5, -6, -7 (табл. 2). 
Частота переноса генов, расположенных ближе к 
селективному гену nptII была выше. Так, перенос 
гена tHMGR наблюдался во всех полученных ли-
ниях, соседний ген CPR детектировался в 6 лини-
ях из семи полученных, ADS и CYP71AV1 – в че-
тырёх. Ген DBR2, расположенный рядом с правым 
граничным повтором Т-ДНК, переносился с вы-
сокой частотой и детектировался во всех линиях. 
Таким образом, в результате трансформации таба-
ка вектором pArtemC было получено две линии – 

pArtemC-1 и pArtemC-2 – трансформированные 
всеми пятью целевыми генами.

При трансформации растений вектором р2356 
было получено две трансгенные линии. В обеих 
линиях детектировались целевые гены – ALDH1 и 
FDPS, так же, как и селективный ген bar (табл. 2). 
Ко-трансформация эксплантов табака векторами 
pArtemC и р2356 привела к получению 6 линий 
трансгенных растений (табл. 2). Во всех получен-
ных линиях детектировались селективные гены 
nptII и bar (рис. 3). Амплификация целевых генов 
DBR2, ADS, CYP71AV1, CPR и tHMGR также на-
блюдалась во всех изученных линиях. Необходи-
мо отметить, что в образцах ДНК как из трансген-
ных, так и нетрансформированных контрольных 
растений, отмечена амплификация фрагмента, со-
ответствующего ADS. Однако, размер этого фраг-
мента был больше ожидаемого. Мы предполага-
ем, что это является результатом амплификации 
последовательности ДНК табака, гомологичной 
гену ADS A. annua. Последовательности генов 
ALDH1 и FDPS также детектировались во всех 
полученных линиях. Таким образом двойная 
трансформация привела к получению шести ли-
ний растений, трансформированных генами пути 
биосинтеза артемизинина и его предшественни-
ка фарнезилдифосфата. Результаты эксперимен-
тов по трансформации растений табака представ-
лены в табл. 3. 

Та бл и ц а  2
ПЦР-анализ интеграции целевых генов в геном трансгенных растений
PCR analysis of the target genes integration into the genome of transgenic plants

Вектор/Линия
Ген

nptII bar ADS tHMGR CYP71AV1 CPR DBR2 ALDH1 FDPS
pArtemC-1 + нт + + + + + нт нт
pArtemC-2 + нт + + + + + нт нт
pArtemC-3 + нт + + - + + нт нт
pArtemC-4 + нт - + - - + нт нт
pArtemC-5 + нт - + + + + нт нт
pArtemC-6 + нт + + - + + нт нт
pArtemC-7 + нт - + + + + нт нт

2356-1 нт + нт нт нт нт нт + +
2356-2 нт + нт нт нт нт нт + +

(pArtemC+2356)-1 + + + + + + + + +
(pArtemC+2356)-2 + + + + + + + + +
(pArtemC+2356)-3 + + + + + + + + +
(pArtemC+2356)-4 + + + + + + + + +
(pArtemC+2356)-5 + + + + + + + + +
(pArtemC+2356)-6 + + + + + + + + +

Примечание: нт – не тестировали
Note: нт – not tested
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Рис. 3. ПЦР- анализ трансгенных растений табака, полученных в результате ко-трансформации векторами pArtemC и 
р2356. DBR2 – альдегид Δ11(13)-редуктаза; ADS – аморфа-4,11-диен-синтаза; CYP71AV1 – аморфа-4,11- диен моноок-
сигеназа; CPR – цитохром Р450 редуктаза; tHMGR – дрожжевая 3-гидрокси-3-метилглютарил-коэнзим А редуктаза; 
FDPS – фарнезилдифосфатсинтаза; ALDH1 – альдегид-дегидрогеназа. Пл – ДНК плазмид pArtemC или р2356, поло-
жительный контроль; К – нетрасформированное растение, отрицательный контроль. Цифрами обозначены трансген-
ные линии. М – маркер молекулярной массы, п.н. Указан ожидаемый размер амплифицируемых фрагментов, п.н.
Fig. 3. PCR analysis of transgenic tobacco plants obtained after co-transformation with pArtemC and p2356 vectors. DBR2 – 
aldehyde Δ11 (13) reductase; ADS – amorpha-4,11-diene synthase; CYP71AV1 – amorpha-4,11-diene monooxygenase; 
CPR – cytochrome P450 reductase; tHMGR – yeast 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase; FDPS – farnesyl 
diphosphate synthase; ALDH1 – aldehyde dehydrogenase. P – DNA plasmids pArtemC or p2356, positive control; K- – 
non-transformed plant, negative control. The numbers indicate transgenic lines. M – marker of molecular weight, bp. The ex-
pected size of the amplified fragments is indicated, bp.

Транскрипция генов биосинтеза артемизини-
на изучалась в линиях двойных трансформантов 
табака. В результате ОТ-ПЦР-анализа была пока-
зана амплификация фрагментов ожидаемой дли-
ны во всех шести трансгенных линиях, в нетранс-
формированных растениях амплификации фраг-
ментов соответствующей кДНК не обнаружено 
(рис. 4). В изученных линиях наблюдалась транс-
крипция всех целевых генов.

Частота трансформации в нашем исследова-
нии, рассчитанная как отношение числа устойчи-
вых к селективным антибиотикам линий к коли-
честву трансформированных эксплантов (табл. 3), 
составила 28%, 8% и 24%, соответственно. Часто-

та переноса всех целевых генов составляла 8% от 
числа трансформированных эксплантов при транс-
формации векторами pArtemC и р2356, и 24% при 
ко-трансформации pArtemC и р2356. Необходимо 
отметить, что в части трансформационных собы-
тий наблюдался неполный перенос Т-ДНК вектора 
pArtemC (размером около 14 т.п.н.). Чаще всего на-
блюдались делеции генов ADS и CYP71AV1, лока-
лизованных в средней части Т-ДНК. В тоже время, 
перенос селективного гена nptII, примыкающих к 
нему генов tHMGR и CPR, и локализованного не-
посредственно у правого граничного повтора гена 
DBR2, детектировался во всех полученных линиях 
(табл. 2). Это может быть связано с  повышенной 
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Та бл и ц а  3
Результаты экспериментов по трансформации табака генами биосинтеза артемизинина 
The results of experiments on the transformation of tobacco with artemisinin biosynthesis genes

Вектор
pArtemC 2356 pArtemC+2356

Трансформировано эксплантов 25 25 25
Эксплантов с регенерантами 11 10 12
Адвентивных побегов на одном регенерирующем экспланте 1,7 1,5 1,6
Высажено линий регенерантов на среду пролиферации с 
селективными антибиотиками

17 15 15

Высажено линий регенерантов на среду укоренения с селективными 
антибиотиками

12 10 11

Укоренилось на среде с селективными антибиотиками, линий 7 3 6
Линий регенерантов без признаков токсического действия 
селективных антибиотиков

7 2 6

Линий с генами устойчивости к селективным антибиотикам 7 (nptII) 2 (bar) 6(nptII+bar)
Линий со всеми целевыми генами 2 2 6
Линий с транскрипцией всех целевых генов нт нт 6

Примечание: нт – не тестировали
Note: нт – not tested

Рис. 4. Анализ транскрипции генов артемизининового пути в растениях табака, ко-трансформированных векторами 
pArtemC и р2356. DBR2 – альдегид Δ11(13)-редуктаза; ADS – аморфа-4,11-диен-синтаза; CYP71AV1 – аморфа-4,11- 
диен монооксигеназа; CPR – цитохром Р450 редуктаза; tHMGR – дрожжевая 3-гидрокси-3-метилглютарил-коэнзим 
А редуктаза; FDPS – фарнезилдифосфатсинтаза; ALDH1 – альдегид-дегидрогеназа. Пл – ДНК плазмид pArtemC или 
р2356, положительный контроль; К – нетрасформированное растение, отрицательный контроль; актин – ген актина 
табака, контроль обратной транскрипции. Цифрами обозначены трансгенные линии. М – маркер молекулярной мас-
сы, п.н. Указан ожидаемый размер амплифицируемых фрагментов, п.н.

Fig. 4. Transcription analysis of artemisinin pathway genes in tobacco plants co-transformed with pArtemC and p2356 vec-
tors. DBR2 – aldehyde Δ11 (13) reductase; ADS –amorpha-4,11-diene synthase; CYP71AV1 – amorpha-4,11-diene monoo-
xygenase; CPR – cytochrome P450 reductase; tHMGR – yeast 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase; FDPS – 
farnesyl diphosphate synthase; ALDH1 – aldehyde dehydrogenase. Pl – DNA plasmids pArtemC or p2356, positive control; 
K- – non-transformed plant, negative control; actin – tobacco actin gene, reverse transcription control. The numbers indicate 
transgenic lines. M – molecular weight marker, bp. The expected size of the amplified fragments is indicated, bp. 
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вероятностью образования петлеобразных струк-
тур в длинной Т-ДНК вектора pArtemC и, соответ-
ственно, с делецией этого участка в процессе пе-
реноса Т-ДНК в растительную клетку или её инте-
грации в геном [22, 23]. 

В результате исследования нами были получе-
ны линии трансгенных растений со всеми целе-
выми генами. Методом ко-трансформации были 
получены линии, в геном которых были пере-
несены все пять генов пути биосинтеза артеми-
зинина (ADS, CYP71AV1, CPR, DBR2 и ALDH1), 
что позволило впервые осуществить полную ре-
конструкцию этого пути в гетерологичных рас-
тениях. Кроме того, для повышения уровня на-
копления артемизинина в эти же линии были пе-
ренесены гены биосинтеза его предшественника 
фарнезилдифосфата – tHMGR и FDPS. 

Методом ОТ-ПЦР-анализа подтверждена  
транс крипция генов артемизининового пути во 
всех полученных линиях ко-трансформантов. 
На следующем этапе исследований будет проведен 
анализ накопления рекомбинантного артемизини-
на в трансгенных растениях. Полученные нами ре-
зультаты открывают дальнейшие перспективы для 
исследований в области получения артемизинина 
в гетерологичных системах с использованием под-
ходов метаболической инженерии растений.
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Abstract–Artemisinin-based medicines are the most effective treatment for malaria. To date, the 
wormwood plants (Artemisia annua L.) are the main source of artemisinin. Due to the limited nature of this 
source, considerable efforts are directed towards the development of methods for artemisinin production 
via heterologous expression systems. We used in this study agrobacterial transformation to transfer the 
genetic module of the artemisinin biosynthesis pathway into plants and then analyzed its transcription in 
a heterologous host. Tobacco plants were transformed with the artemisinin biosynthesis genes encoding 
amorpha-4,11-diene synthase, artemisin-aldehyde Δ11(13) reductase, amorpha-4,11-diene monooxygenase, 
cytochrome P450 reductase from A. annua and yeast 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 
cloned in the pArtemC vector; farnesyl diphosphate synthase and aldehyde dehydrogenase were used to 
transform the plants as parts of vector p2356. As a result of transformation with the pArtemC and p2356 
vectors, in twos transgenic lines with all target genes were obtained. Five genes of artemisinin biosynthesis 
and two genes of biosynthesis of its precursors were successfully transferred into the genome of transgenic 
tobacco lines as a result of the co-transformation with abovementioned vectors. Thus, the entire artemisinin 
biosynthesis pathway was first reconstructed in heterologous plants: the transcription of the artemisinin 
biosynthesis genes in the tobacco plants was shown via RT-PCR. The obtained results will be used in 
further research on expression systems for the production of artemisinin and other non-protein substances 
in heterologous host plants.
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