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Пектиновые вещества включают пектиновые
полисахариды (гомогалактуронан, рамногалакту'
ронаны I и II, ксилогалактуронан и апиогалакту'
ронан) и сопутствующие арабинаны, галактаны и
арабиногалактаны [1]. Эти полисахариды входят
в состав клеточных стенок практически всех выс'
ших наземных и водных растений и выполняют
важные биологические функции [1, 2]. Интерес к
ним обусловлен также их высокой физиологиче'
ской активностью и ценными техническими
свойствами. Известно, что биологические функ'
ции и физиологическая активность растительных
полисахаридов определяется особенностями их
строения [3–5]. В связи с этим актуален поиск
эффективных источников сырья и методов моди'
фикации полисахаридов с целью получения по'
лимеров с заданными структурой и свойствами.

Разработка способов направленного измене'
ния активности ферментов клеточной стенки от'
кроет возможность получения полисахаридов с
конкретными ценными свойствами и определен'
ной структурой [6]. Модификация структуры
пектиновых веществ в культурах клеток растений
под действием агробактериальных генов может

служить одним из подходов для получения поли'
сахаридов с заданным строением и свойствами.

Различные методические приемы клеточной и
генетической инженерии стали составной частью
современной молекулярной и клеточной биоло'
гии, биохимии и биотехнологии, благодаря кото'
рым стало возможным получение модифициро'
ванных полисахаридов. Для изучения функции
пектинов в растениях и взаимосвязи структуры и
функции пектиновых веществ применяют два
подхода: 1) получение мутантных форм растений
с измененной морфологией и строением пектина;
2) экспрессия в растениях чужеродных генов, ко'
дирующих активность гликаназ (гликозидгидро'
лаз) [7–10].

Перспективным направлением является ис'
пользование для модификации пектиновых ве'
ществ регуляторных генов rol. Гены rolA, rolB и
rolC, выделенные из Т'ДНК Ri плазмид почвен'
ных бактерий Agrobacterium rhizogenes штамма А4,
участвуют в индукции образования “волосатых
корней” (hairy roots) в трансформированных рас'
тениях, оказывают влияние на рост и развитие
растений, а также являются активаторами вто'
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Эспрессия гена rolB приводила к увеличению содержания пектинов в клетках марены сердцелист'
ной (Rubia cordifolia L.), тогда как включение гена rolC вызывало снижение синтеза пектинов, кото'
рое зависело от уровня его экспрессии. В результате экспрессии генов rolA, rolB и rolC происходило
увеличение содержания арабиногалактана (АГ) в клетках. С увеличением уровня экспрессии генов
rolB и rolC происходило более существенное снижение содержания остатков арабинозы в пектине,
что сопровождалось ростом активности α'L'арабинофуранозидазы в клетках. Кроме того, с увели'
чением уровня экспрессии гена rolB увеличивалось количество остатков галактозы в пектине, кото'
рое было обусловлено снижением активности β'галактозидазы в клетках. Снижение содержания
остатков галактуроновой кислоты в пектине усиливалось в ряду от rolC к rolB и rolA трансгенов. Не'
зависимо от типа гена снижалось содержание остатков арабинозы в AГ. С увеличением уровня экс'
прессии гена rolB происходило более существенное снижение содержания остатков арабинозы в AГ.
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ричного метаболизма растений [11, 12]. Извест'
но, что трансформация генами rolB и rolC различ'
ных видов растений вызывала морфологические
аномалии, такие, как уменьшение веса растений
и длины междоузлий, увеличение разветвленно'
сти, уменьшение размера цветков и листьев. Кро'
ме того, трансформация индуцировала образова'
ние корней, указывая на ауксинподобный эф'
фект этих генов [13, 14].

Изменение продукции первичных метаболи'
тов растения, в частности полисахаридов и фер'
ментов, при трансформации генами rol не изуче'
но. Было только показано, что в культурах клеток
женьшеня Panax ginseng, трансформированных
агробактериальными генами rolC, происходило
увеличение активности карбогидраз, таких, как
α' и β'D'галактозидазы [15] и 1,3'β'D'глюкана'
зы [16]. Данные ферменты действуют на полиса'
хариды растительной клеточной стенки, в част'
ности на структуру боковых цепей пектинов и
арабиногалактанов. До настоящего времени не
проводились исследования по выяснению роли
генов rol в регуляции активности гликаназ, осо'
бенностей строения и биосинтеза растительных
полисахаридов.

В качестве модельной системы были выбраны
трансгенные каллусные культуры лекарственного
растения марены сердцелистной Rubia cordifolia L.,
экспрессия генов rol в которых активировала био'
синтез антрахинонов [17]. 

Цель работы – выяснение роли агробактери'
альных генов rol в регуляции биосинтеза полиса'
харидов и активности гликаназ растительных
клеток.

МЕТОДИКА

Контрольная и трансформированные культуры
Rubia cordifolia L. Каллусные культуры получены
из листьев трехнедельного стерильного микро'
растения Rubia cordifolia L. [17]. Нетрансформи'
рованную культуру, которую использовали в ка'
честве контроля, обозначали R. Все трансгенные
культуры марены сердцелистной были получены
из листьев того же растения путем агробактери'
альной трансформации с помощью штамма Agro%
bacterium tumefaciens GV3101, содержащего гены
rol в составе бинарного вектора pPCV002 [18], как
описано ранее [19]. Трансгенные культуры с низ'
ким, средним и высоким уровнем экспрессии ге'
нов rolB и rolC были обозначены RBL, RBM, RBH
и RCL, RCM, RCH соответственно. Корнеобразу'
ющие каллусная и суспензионная культуры с вы'
сокой экспрессией гена rolC обозначены RCH'RC
(RCH'roots callus) и RCH'RS (RCH'roots suspen'
sion) соответственно. RolA'трансгенная культура
обозначена RA. Трансгенная культура RA4 с сов'
местной экспрессией генов rol была получена пу'

тем трансформации диким штаммом Agrobacteri%
um rhizogenes A4 [20]. Как контрольная, так и
трансгенные культуры обладали стабильными ро'
стовыми характеристиками и были подробно
описаны ранее [21]. Условия культивирования и
составы сред были идентичны для контрольной и
трансгенных культур: каллусы выращивали в колбах
Эрленмейера объемом 100 мл при 25°С в темноте на
среде WB/A [17], содержащей 0.5 мг/л 6'бензиламино'
пурина и 2.0 мг/л α'нафтилуксусной кислоты. Кал'
лусы субкультивировали с интервалом 30 сут.

Выделение полисахаридов. Сухую биомассу ис'
черпывающе экстрагировали в аппарате Сокслета
органическими растворителями (метанолом и
хлороформом) для удаления низкомолекулярных
примесей. Полисахариды из воздушно'сухого
остатка биомассы выделяли как описано в работе
[22]. В результате получали две фракции полиса'
харидов: пектин и арабиногалактан (АГ). Содер'
жание полисахаридных фракций представляли в
процентах от сухой биомассы, предварительно
обработанной метанолом и хлороформом. Экспе'
рименты проводили 3 раза.

Общие аналитические методы. Во фракциях
полисахаридов определяли содержание гликуро'
новых кислот по реакции с 3,5'диметилфенолом
в присутствии концентрированной серной кис'
лоты [23], содержание белка определяли методом
Лоури. Общее содержание углеводов устанавли'
вали по реакции с фенолом в присутствии серной
кислоты [24]. Спектрофотометрические измере'
ния проводили на приборе Ultrospec 3000 (“Phar'
macia Biotech”, Великобритания). ГЖХ выпол'
няли на приборе Hewlett'Packard 4890А
(“Hewlett'Packard”, США) с пламенно'иониза'
ционным детектором и интегратором НР 3395А
на капиллярной колонке RTX'1 (0.25 мм × 30 м)
(“Restek”, США), газ'носитель – аргон. Сред'
невесовую (Mw) и среднечисловую (Mn) моле'
кулярную массу полисахаридов определяли с
помощью высокоэффективной жидкостной хро'
матографии, которую проводили, как описанно
ранее [25]. Образец (2–3 мг) растворяли в 1.0 мл
0.15 М раствора NaCl в бидистиллированной воде
и фильтровали. Для анализа использовали хрома'
тографическую систему: насос SD'200 (“Dy'
namax”, США), колонку Shodex Asahipak GS'
620HQ (7.6 мм × 30 см) (“Shimadzu”, Япония) и
предколонку Shodex GS'26 7B (7.6 мм × 5 см)
(“Shimadzu”, Япония), термостат СТО'10AS
(“Shimadzu”, Япония), детектор'рефрактометр
RID G136A (“Shimadzu”, Япония). Элюирование
проводили 0.15 М NaCl при 40°C со скоростью
потока 0.5 мл/мин. Для калибровки колонки ис'
пользовали декстрансульфаты с молекулярными
массами 36–50, 400–600 и 1400 кДа (“Sigma”,
США).
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Полный кислотный гидролиз. Полисахаридные
фракции (по 2.0–2.5 мг) гидролизовали 2.0 М три'
фторуксусной кислотой (1.0 мл) при 100°C в тече'
ние 3–4 ч. Затем гидролизаты упаривали в вакууме с
метиловым спиртом до полного удаления трифтор'
уксусной кислоты. В качестве внутреннего стандар'
та использовали миоинозит (0.5 мг/мл). Моносаха'
риды идентифицировали с помощью ГЖХ в виде
соответствующих ацетатов полиолов [26].

Анализ активности гликаназ. Биомассу гомогени'
зировали в 0.05 М натрий'ацетатном буфере, рН
5.0, соотношение биомасса–буфер 1 : 10, центрифу'
гировали при 10000 g 20 мин. Затем супернатант
диализовали 3 сут против 0.05 М натрий'ацетатного
буфера, рН 5.0, при 4°C и центрифугировали. В су'
пернатанте определяли активность внутриклеточ'
ных ферментов. Агаризованную культуральную
среду центрифугировали при 10000 g 20 мин, супер'
натант диализовали 3 сут против 0.05 М натрий'
ацетатного буфера, рН 5.0, при 4°C и снова центри'
фугировали. В супернатанте определяли активность
внеклеточных ферментов.

Активность полигалактуроназы определяли по
накоплению редуцирующих сахаров после 10 мин
инкубации раствора фермента при 50°C с 1%'ной
полигалактуроновой кислотой (“ICN”, США) в
0.05 М натрий'ацетатном буфере, рН 4.6. Образо'
вавшиеся восстанавливающие сахара определяли
методом Нельсона–Сомоджи [27]. Калибровоч'
ный график строили по D'галактуроновой кисло'
те. За единицу активности пектиназы принимали
такое количество фермента, которое при данных
условиях освобождает из полигалактуроновой
кислоты 1 мкмоль D'галактуроновой кислоты за
1 мин.

Активность пектинэстеразы (КФ 3.1.1.11)
устанавливали титрометрическим определением
освободившихся карбоксильных групп в резуль'
тате гидролиза яблочного пектина (“Sigma”). За
единицу активности пектинэстеразы принимали
такое количество фермента, которое катализиру'
ет гидролиз 1 мкэкв сложноэфирных связей в мо'
лекуле пектина за 1 мин при 30°С [28].

Активность α'L'арабинофуранозидазы (КФ
3.2.1.55) и β'галактозидазы (КФ 3.2.1.23) опре'
деляли спектрофотометрическим способом при
400 нм с использованием 4'нитрофенил'α'L'
арабинофуранозида и 2'нитрофенил'β'D'га'
лактопиранозида (“Sigma”) как субстратов со'
ответственно. Калибровочный график строили
по п'нитрофенолу. За единицу α'L'арабинофу'
ранозидазной и β'галактозидазной активности
принимали такое количество фермента, кото'
рое расщепляет 1 мкмоль субстрата за 1 мин при
рН 4.2 и 30°C [29].

Удельную активность ферментов выражали
как отношение единиц активности фермента к 1 мг
белка (ед./мг). Эксперименты проводили 3–5 раз.

Статистический анализ. При статистической
обработке данных вычисляли среднее арифмети'
ческое значение и среднеквадратичное отклоне'
ние. Достоверность оценивали по t'критерию
Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Содержание пектиновых веществ в трансгенных
культурах. Из каллусных культур марены сердце'
листной Rubia cordifolia, нетрансформированной
(контроль) и трансформированных генами rolA,
rolB и rolC, а также культуры, трансформирован'
ной диким штаммом A. rhizogenes A4, экстракцией
водой и раствором оксалата аммония были выде'
лены АГ и пектин соответственно. Выход пектина
в контрольной линии марены и линии, трансфор'
мированной геном rolA, составил 3.4 и 2.8% соот'
ветственно (табл. 1). Процентное содержание
пектина в линиях, трансформированных генами
rolB и rolC, варьировало от 2.4 до 4.9% и от 2.0 до
5.4% соответственно. Содержание пектина в ли'
нии, трансформированной диким штаммом
A. rhizogenes A4, составляло 4.7%. Выход AГ в кон'
трольной линии и линии, трансформированной
геном rolA, был одинаковым и составлял 1.1%.
Процентное содержание АГ в линиях, трансфор'
мированных генами rolB и rolC, варьировало от 1.5
до 2.2% и от 0.6 до 1.7% соответственно, в линии,

Таблица 1. Содержание полисахаридов в клеточных
культурах R. cordifolia, трансформированных генами rol

Линия Выход
пектина, %

Выход
арабиногалактана, %

R (контроль) 3.4 ± 0.3 1.1 ± 0.1

RA 2.8 ± 0.3 1.1 ± 0.1

RBL 4.3 ± 0.3* a 2.2 ± 0.2* а

RBM 4.9 ± 0.8* a 1.9 ± 0.1*

RBH 2.4 ± 0.7 1.5 ± 0.2*

RCL 3.5 ± 0.1 1.6 ± 0.1*

RCM 2.8 ± 0.3 1.7 ± 0.7

RCH 2.0 ± 0.2* 1.3 ± 0.1

RCH'RS 4.3 ± 0.3* 0.9 ± 0.2

RCH'RC 5.4 ± 0.4* 0.6 ± 0.03*

RA4 4.7 ± 0.8 1.8 ± 0.3*

Примечание. В табл. 1–3 R – нетрансформированная куль'
тура – контроль; RA – культура, трансформированная геном
rolA; RBL, RBM и RBH – культуры трансформированные ге'
ном rolB с низким, средним и высоким уровнем экспрессии
трансгена соответственно; RCL, RCM и RCH – культуры,
трансформированные геном rolC с низким, средним и высоким
уровнем экспрессии трансгена соответственно; RA4 – культу'
ра, трансформированная диким штаммом A. rhizogenes A4.
* Различия достоверны при сравнении контроля со всеми ли'
ниями (р < 0.05). a Различия достоверны при сравнении rolB и
rolC трансгенов (р < 0.05). 
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трансформированной диким штаммом A. rhizo%
genes A4, составило 1.8%.

Установлено, что выход пектина в трансген'
ных культурах изменялся в зависимости от типа
гена следующим образом: выход был выше в rolB,
по сравнению с rolC трансгенами для линий с низ'
кой (RBL и RCL) и средней (RBM и RCM) экс'
прессией в 1.2 и 1.7 раза соответственно, в линиях
с высокой экспрессией (RBH и RCH) выход не
изменялся, в rolA трансгене и в культуре RA4, с
совместной экспрессией генов rol, выход также не
изменялся по сравнению с контролем (табл. 1).

Показано, что выход пектина в трансгенных
каллусах по сравнению с контролем изменялся в
зависимости от уровня экспрессии гена (низкий,
средний или высокий) следующим образом: уве'
личивался в 1.4 раза в rolB трансгенах с низкой и
средней экспрессией (линии RBL и RBM), снижал'
ся в 1.7 раза в rolC трансгенах с высокой экспрессией
(линия RCH). В корнеобразующих линиях, экс'
прессирующих ген rolC (RCH'RC и RCH'RS), вы'
ход пектина увеличивался в 1.3–1.6 раза.

Данные свидетельствуют о том, что эспрессия
гена rolB приводила к увеличению содержания
пектинов в клетках марены сердцелистной (Rubia
cordifolia L.), тогда как экспрессия rolC ингибиро'
вала синтез пектинов. Ингибирующий эффект
гена rolC зависел от уровня его экспрессии: сни'
жение биосинтеза пектина было характерно толь'
ко для трансгенов марены с высокой степенью
экспрессии гена. При появлении признаков диф'
ференциации клеток (образование корней) в
трансгенах rolC ингибирующий эффект не на'
блюдался.

Выход AГ изменялся в зависимости от типа ге'
на следующим образом: был в 1.4 раза выше в
rolB, по сравнению с rolC трансгенами для линий
с низким уровнем экспрессии, и не изменялся в ли'
ниях со средней и высокой экспрессией. Ген rolA не
оказывал влияние на содержание AГ в трансгенных
клетках. Совместная экспрессия генов rol в культуре
RA4 приводила к увеличению продукции AГ в
1.7 раза по сравнению с контролем.

При изменении уровня экспрессии генов про'
центное содержание AГ также менялось. Выход
увеличивался в 1.4 раза в rolC трансгенах с низкой
экспрессией (линия RCL) и в 2.0, 1.7 и 1.4 раза в
rolB трансгенах с низкой, средней и высокой экс'
прессией соответственно. В корнеобразующей с
высокой экспрессией гена rolC каллусной культу'
ре (RCH'RC) выход AГ снижался в 1.8 раза. Дан'
ные свидетельствуют о том, что экспрессия гена
rolB оказывала больший стимулирующий эффект
на биосинтез AГ в клетках, чем гены rolA, rolC и
трансформация диким штаммом A. rhizogenes.

Таким образом, трансформация генами rol
позволяла увеличить биосинтетическую актив'
ность культивируемых клеток растений.

Общая химическая характеристика пектиновых
веществ трансгенных культур. Определен моносаха'
ридный состав пектинов трансгенных культур ма'
рены сердцелистной, трансформированных генами
rol, и проведено сравнение с немодифицированной
культурой (табл. 2). Показано, что пектины из
трансгенных и контрольных каллусов (линия R)
марены содержали большое количество остатков
D'галактуроновой кислоты (44–75%), основными
нейтральными компонентами были остатки галак'
тозы (5.3–12.2%), арабинозы (2.7–8.2%) и рамнозы
(0.8–1.6%) (табл. 2). Соотношение арабиноза/га'
лактоза составляло 1 : (0.9–2.6). В составе полисаха'
рида также были обнаружены в небольшом коли'
честве остатки глюкозы, ксилозы и маннозы.

При трансформации клеток генами rolB и rolC в
линиях со средней (RBM и RCM) и высокой (RBH
и RCH) экспрессией в составе пектина по сравне'
нию с контролем (R) наблюдали снижение содер'
жания остатков арабинозы в 1.3 и 1.4–2.4 раза соот'
ветственно. В линиях RBH и RCL отмечали уве'
личение содержания остатков галактозы в 1.6 и
1.3 раза соответственно. У корнеобразующей ли'
нии с высоким уровнем экспрессии RCH'RS про'
исходило снижение содержания остатков араби'
нозы и галактозы в 1.2 и 1.5 раза соответственно
по сравнению с контролем. В корнеобразующей
линии RCH'RC наблюдали снижение содержа'
ния остатков галактозы в 1.4 раза. При сравнении
каллусной линии RCH с корнеобразующими ли'
ниями RCH'RC и RCH'RS было установлено, что
появление признаков дифференциации клеток
приводило к увеличению содержания остатков
арабинозы в пектине в 2.2 раза. В культурах,
трансформированных геном rolA и диким штам'
мом A. rhizogenes, количество нейтральных моно'
сахаридных остатков существенно не изменя'
лось. Содержание остатков галактуроновой кис'
лоты уменьшалось в rolA, rolB, и rolC трансгенах в
1.7, 1.5 и 1.2 раза соответственно, в корнеобразу'
ющих rolC трансгенах в 1.4–1.7 раза, в культуре,
трансформированной диким штаммом A. rhizo%
genes, в 1.7 раза. Практически для всех линий от'
мечено снижение содержания белка и остатков
глюкозы.

При трансформации клеток геном rolA и ди'
ким штаммом A. rhizogenes средневесовая молеку'
лярная масса (Mw) пектина была близка к значению
в контроле (табл. 2). В rolB трансгенах с низкой и
средней экспрессией Mw пектина увеличивалась в
1.1 раза, а в трансгенах с высокой экспрессией
снижалась в 1.1 раза. В rolC трансгенах с низкой,
средней и высокой экспрессией Mw пектина воз'
растала в 1.1–1.3 раза. В корнеобразующих лини'
ях RCH'RS наблюдали снижение Mw в 1.5 раза,
тогда как в RCH'RC отмечалось увеличение Mw в
1.2 раза. Среднечисловая молекулярная масса
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(Mn) всех пектинов уменьшалась по сравнению с
контролем.

Таким образом, содержание остатков арабино'
зы и галактозы изменялось под действием генов
rolB и rolC, тогда как в rolA трансгене и линии,
трансформированной диким штаммом A. rhizo%
genes, таких изменений не было обнаружено. С
увеличением уровня экспрессии генов rolB и rolC
происходило более существенное снижение со'
держания остатков арабинозы в пектине. Кроме
того, с увеличением уровня экспрессии гена rolB
наблюдалось увеличение количества остатков га'
лактозы в пектине марены. Содержание остатков
галактуроновой кислоты изменялось в зависимо'
сти от типа гена следующим образом: снижение
количества остатков увеличивалось в ряду от rolC
к rolB и rolA трансгенов. Совместная экспрессия
генов rol в культуре RA4 приводила к снижению
количества остатков галактуроновой кислоты до
уровня rolA'трансгенной культуры. Данные сви'

детельствуют о том, что под действием генов rol
происходило снижение содержания 1,4'α'D'га'
лактуронана в пектиновой макромолекуле. Сни'
жение Mw пектина при высоком уровне экспрес'
сии гена rolB указывало на деполимеризацию
пектина.

В моносахаридном составе AГ из трансгенных
и нетрансгенных каллусов марены доминировали
остатки галактозы (14.5–36.5%), арабинозы (3.2–
14.4%) и галактуроновой кислоты (7–9%) (табл. 2).
Соотношение арабиноза/галактоза варьировало от
1 : 1 до 1.0 : 10.9. Остатки ксилозы, глюкозы, рам'
нозы и маннозы присутствовали в меньшем коли'
честве. В AГ в результате трансформации клеток
генами rolA, rolB и rolC наблюдали снижение со'
держания остатков арабинозы в 1.6, 1.6–3.8 и 2.2–
2.5 раза соответственно. В культуре, трансформи'
рованной диким штаммом A. rhizogenes, отмечено
снижение содержания остатков арабинозы в
3.1 раза. С увеличением уровня экспрессии гена rolB

Таблица 2. Характеристика полисахаридов, выделенных из каллусных культур R. cordifolia, трансформирован'
ных генами rol

Фракция
Нейтральные моносахариды, %

GalA, % Белок, % Mw, кДа Mn, кДа
Gal Ara Rha Glc Xyl Man

Пектин

R'II (контроль) 7.8 6.5 1.5 4.6 0.4 0.1 74.9 3.5 242 43.8

RA'II 8.5 6.5 1.4 1.7* 0.7 0.1 43.6* 0.5* 243 30.4

RBL'II 7.0 7.0 0.8* 1.3* 0.7 0.3 55.0* 3.7 268 22.8

RBM'II 9.0 5.4* 1.2 1.9* 0.6 0.2 49.1* 1.5* 273 30.8

RBH'II 12.2* 4.5* 1.6 2.3* 0.7 0.2 49.8* 3.5 224 28.0

RCL'II 10.4* 7.4 1.3 2.9* 0.5 0.1 68.7* 1.5* 317 30.0

RCM'II 8.3 4.9* 1.2 9.7* 0.7 0.1 61.9* 2.2* 265 27.0

RCH'II 6.8 2.7* 0.9 2.6* 0.6 0.2 67.5* 2.6* 263 26.3

RCH'RS'II 5.3* 5.6* 1.0 5.3* 0.8 0.2 52.2* 2.0* 163 23.5

RCH'RC'II 5.6* 6.3 1.3 0.9* 0.7 0.2 43.0* 2.8* 300 26.7

RA4'II 8.5 8.2 1.0 0.9* 0.6 0.3 44.5* 2.4* 249 28.6

Арабиногалактан

R'I (контроль) 32.9 11.5 1.4 3.4 4.4 1.0 9.2 10.1 99 12.7

RA'I 36.5 7.2* 0.9 1.9* 2.8 0.5 8.7 7.2* н.о. н.о.

RBL'I 30.9 7.1* 0.4* 1.2* 2.8 0.3* 9.3 5.9* 106 22.7

RBM'I 33.5 4.6* 0.5* 4.8 3.7 0.3* 8.1* 3.2* 96 19.1

RBH'I 35.1 3.2* 0.4* 1.3* 2.1* 0.2* 8.5 5.1* 135 16.6

RCL'I 35.3 5.2* 0.3* 1.4* 1.7* 0.2* 9.5 8.2 н.о. н.о.

RCM'I 36.3 4.7* 0.4* 2.0* 2.3* 0.5* 9.1 8.9 98 17.8

RCH'I 35.3 5.0* 0.5* 1.2* 2.3* 0.2* 7.0* 5.2* 91 16.6

RCH'RS'I 14.5* 14.4* 1.9 2.9 1.1* 0.5 8.6 28.9* н.о. н.о.

RCH'RC'I 35.9 6.8* 1.2 2.4 1.9* 0.6 8.1* 3.2* н.о. н.о.

RA4'I 32.1 3.7* 0.2* 2.6* 1.7* 0.5 7.3* 6.1* 120 20.0

* Различия достоверны при р < 0.05. I – фракции АГ, II – фракции пектина, н.о. – не определено.
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наблюдали более существенное снижение содержа'
ния остатков арабинозы в AГ. В корнеобразующей
линии RCH'RS происходило увеличение содержа'
ния остатков арабинозы в 1.3 раза и снижение
остатков галактозы в 2.3 раза. В корнеобразующей
линии RCH'RC наблюдали снижение содержания
остатков арабинозы в 1.7 раза. Количество остат'
ков галактуроновой кислоты уменьшалось в лини'
ях RA4, RBM, RCH и RCH'RC. Почти для всех ли'
ний отмечено снижение содержания белка, а так'
же остатков глюкозы, ксилозы и маннозы.

При трансформации клеток диким штаммом
A. rhizogenes Mw AГ увеличивалась в 1.2 раза
(табл. 2). В rolB трансгенах с высокой экспресси'
ей Mw увеличивалась в 1.4 раза, в rolC трансгенах
также с высокой экспрессией этот показатель
уменьшался в 1.1 раза. Mn всех AГ увеличивалась
по сравнению с контролем, при этом полисахари'
ды характеризовались высокой полидисперсно'
стью.

Таким образом, независимо от типа гена со'
держание остатков арабинозы в AГ снижалось и
кроме того изменялось в зависимости от уровня
экспрессии гена rolB.

Активность гликаназ в клетках, трансформиро@
ванных генами rol. Показано, что активность β'га'
лактозидазы в каллусных культурах RBH и RCL
снижалась по сравнению с контролем (линия R) в
1.6 и 1.7 раза соответственно, тогда как в линии
RA увеличивалась в 1.5 раза (табл. 3). Активность
α'L'арабинофуранозидазы в трансгенах возрас'
тала, достигая наибольших значений в линиях со
средней экспрессией (RBM и RCM) и в линии
RA. Активность полигалактуроназы в трансген'
ных каллусах снижалась в 1.4–7.2 раза. В резуль'
тате трансформации клеток марены генами rolA,
rolB и rolC наблюдали увеличение активности
пектинэстеразы в 2.1–4.3 раза в линиях RA, RBL,
RBM, RCM, RCH и RCH'RS. При этом наиболь'

шее увеличение активности наблюдали у линий
со средней экспрессией (RBM и RCM).

Ранее было показано, что трансформация ге'
ном rolC значительно увеличивала активность неко'
торых карбогидраз и продуцирование их молеку'
лярных форм [14]. В частности, было установлено,
что в культурах клеток женьшеня Panax ginseng,
трансформированных геном rolC, происходило уве'
личение активности α', β'D'галактозидазы [14] и
1,3'β'D'глюканазы [15]. Однако в трансгенном
каллусе марены активность β'галактозидазы уве'
личивалась только при трансформации геном rolA,
и снижалась при трансформации генами rolB и
rolC, что, вероятно, связано с использованием в
качестве модели каллусных клеток другого вида
растения. Кроме того, для трансгенных культур
марены выявлено увеличение активности α'L'
арабинофуранозидазы и пектинэстеразы.

Данные свидетельствуют о том, что гены rol
участвуют в регуляции активности гликаназ и эс'
тераз, которые оказывают гидролитическое дей'
ствие на полисахариды растительных клеток, тем
самым, модифицируя их структуру, в частности,
строение боковых цепей пектина и AГ. Снижение
содержания остатков арабинозы в пектине и AГ,
вероятно, связано с ростом активности α'L'ара'
бинофуранозидазы в трансгенных каллусах маре'
ны. Увеличение содержания остатков галактозы в
пектинах ряда трансгенных линий марены (RBH
и RCL) обусловлено снижением активности β'га'
лактозидазы в них. Уменьшение содержания га'
лактуроновой кислоты в пектинах и ряда образ'
цов AГ, скорее всего, не связаны со снижающейся
активностью полигалактуроназы в клетках. При
трансформации генами rol в ряде случаях не на'
блюдалось зависимости содержания остатков
арабинозы, галактозы и галактуроновой кислоты
в полисахаридах от активности гликаназ в клет'
ках, что может быть связано с несовпадением на'
блюдаемого in vivo эффекта и выявляемой in vitro

Таблица 3. Активность ферментов (ед./мг белка) в клеточных культурах R. cordifolia, трансформированных генами rol

Линия β'галактозидаза α'L'aрабинофуранозидаза Полигалактуроназа Пектинэстераза 

R (контроль) 37.8 ± 6.6 0 6.6 ± 0.2 0.8 ± 0.3

RA 55.7 ± 7.8* 57.3 ± 4.9 1.0 ± 0.2* 2.2 ± 0.6*

RBL 26.4 ± 5.6 0 3.4 ± 0.6* 1.6 ± 0.3*

RBM 46.1 ± 8.6 45.8 ± 1.0 0.9 ± 0.2* 2.9 ± 0.7*

RBH 23.8 ± 0.9* 23.6 ± 1.2 4.4 ± 1.1* 1.4 ± 0.4

RCL 21.9 ± 2.7* 24.0 ± 1.0 2.9 ± 0.4* 1.1 ± 0.3

RCM 51.3 ±14.0 65.6 ± 21.9 4.9 ± 0.4* 3.3 ± 0.8*

RCH 37.9 ±7.6 43.7 ± 16.2 1.4 ± 0.1* 1.8 ± 0.3*

RCH'RS 40.0 ± 1.6 36.0 ± 7.1 3.2 ± 0.6* 1.9 ± 0.2*

RA4 32.6 ± 7.5 44.2 ± 11.2 0* 0.8 ± 0.2

* Различия достоверны при р < 0.05. 
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активности. Возможно, в условиях in vitro отсут'
ствуют некие существенные кофакторы или суще'
ствуют “запасные формы” ферментов [30]. Кроме
того, ранее было показано, что изменение актив'
ности карбогидраз в клетках, трансформирован'
ных генами rolC, является, скорее всего, результа'
том экспрессии новых изоформ ферментов, а не
индукцией существующих ферментов [14].

С появлением дифференциации клеток (кор'
необразование) содержание остатков галактозы в
пектине и AГ снижалось без изменения активно'
сти β'галактозидазы в клетках. Данные свиде'
тельствуют о том, что степень дифференциации
клеток имеет значение для уровня галактозы в по'
лисахаридах, но при этом изменение активности
β'галактозидазы не может быть объяснено изме'
нением степени дифференциации клеток.

Хотя механизм действия генов rol в трансген'
ных растениях еще не ясен, но некоторые фено'
типические изменения могут указывать на биохи'
мический эффект генов на эндогенные гормоны
через изменение размера пула ростовых промото'
ров или ингибиторов (гормональный баланс),
или чувствительности к свободным активным
гормонам [13]. Данные современных исследова'
ний свидетельствуют, что гены rolC снижают уро'
вень индолилуксусной кислоты в клетках и инги'
бируют рост растений [13].

Изменение содержания остатков арабинозы и
галактозы в пектине и AГ трансгенов марены,
возможно, связано с увеличением чувствительно'
сти к ауксину, который, как известно, содейству'
ет переносу арабинозы из УДФ'арабинозы в AГ и
пектин [31] и участвует в контроле потока УДФ'
галактозы в полимеры клеточной стенки [32].

Таким образом, показано, что содержание и
моносахаридный состав полисахаридов в культу'
рах клеток, трансформированных агробактери'
альными генами rol, изменялись в зависимости от
типа гена и уровня экспрессии трансгена. Впер'
вые показана связь между изменением активно'
сти гликаназ в клетках, трансформированных ге'
нами rol, и моносахаридным составом синтезиру'
емых полисахаридов. Механизм действия генов
rol может заключаться как в регуляции активно'
сти гликаназ и эстераз, которые модифицируют
структуру полисахаридов, так и в регуляторном
эффекте генов на эндогенные гормоны, которые
стимулируют перенос УДФ'сахаров в полимеры
клеточной стенки. Трансформация генами rol
оказывает неоднозначное влияние на активность
гликаназ и на структуру пектиновых веществ и
требуется дальнейшее исследование механизма
их действия. 

Применение агробактериальной трансформа'
ции генами rol, по'видимому, позволит изменять
структуру полисахаридов, что открывает возмож'

ности получения полисахаридов с измененным
строением и свойствами.
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Effect of the rol Genes from Agrobacterium rhizogenes 
on the Content and Structure of Pectic Substances and Glycanase 
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Abstract—The expression of the rolB gene was found to increase the pectic yield in Rubia cordifolia cells,
while the rolC gene inhibited the pectin production, which correlated with its expression level. The expression
of the rolA, rolB, and rolC genes led to an increase in the content of arabinogalactan (AG) in cells. The
increase in the expression of the rolB and rolC genes resulted in a more significant reduction in the content of
arabinose residues in pectin, which was accompanied by an increased activity of α�L�arabinofuranosidase in
cells. Moreover, the amount of galactose residues in pectin increased with the enhancement of the rolB
expression due to a decrease in the activity of β�galactosidase in cells. The content of galacturonic acid resi�
dues in pectin from transgenic cultures increased in the following order: rolC < rolB < rolA. The amount of
arabinose residues in AG decreased independently of the gene type. The amount of arabinose residues in AG
was found to be considerably reduced when the rolB expression level was increased.
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