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Глутатион�S�трансферазы (GST) – многофункциональные белки, широко распространенные у живот�
ных и растений. GST кодируются большими семействами генов, они участвуют в ответе на окислитель�
ный стресс, вызываемый засухой, действием тяжелых металлов, солей и т.п. В условиях окислительно�
го стресса избыток активных форм кислорода (АФК) индуцирует повышение уровня GST, которые ме�
таболизируют токсические продукты перекисного окисления липидов, повреждающие ДНК и другие
компоненты клеток. Ранее охарактеризовали полную кДНК нового гена GSTZ (PpGST) из плодов Pyrus
pyrifolia Nakai cv Huobali. В представленной работе сконструировали вектор для конститутивной экс�
прессии РрGST в растениях и перенесли его в растения табака (Nicotiana tabacum L. cv Xanthi) для изу�
чения функций PpGST. Показано, что ген PpGST успешно встраивается в геном растений табака. Экс�
прессия гена PpGST в трансгенных линиях табака подтверждена методами Саузерн�блотинга и количе�
ственной обратной транскрипции—полимеразной цепной реакции. Растения поколения Т1, полученные
как из трансгенных линий, так и из растений дикого типа, одинаково росли в нестрессовых условиях. Од�
нако при стрессе, вызванном недостатком влаги, действием NaCl и кадмия (Cd), трансгенные растения
росли почти нормально. Более того, в трансгенных линиях табака Т1 скорость продукции супероксидного
аниона в условиях абиотического стресса была значительно ниже, чем в растениях дикого типа. При этом
содержание малонового диальдегида в трансгенных растениях табака Т1 лишь слегка возрастало при
стрессе и было значительно ниже, чем в растениях дикого типа. Сверхэкспрессия PpGST повышала актив�
ность GST и одновременно с этим устойчивость трансгенных линий табака к окислительному стрессу.

Ключевые слова: глутатион�S�трансфераза, Pyrus pyrifolia Nakai, сверхэкспрессия, трансгенный табак,
засухоустойчивость, стрессоустойчивость, солеустойчивость, кадмий. 

OVEREXPRESSION OF THE GLUTATHIONE S�TRANSFERASE GENE FROM Pyrus pyrifolia FRUIT
IMPROVES TOLERANCE TO ABIOTIC STRESS IN TRANSGENIC TOBACCO PLANTS, by D. Liu,
Y. Liu, J. Rao, G. Wang, H. Li, F. Ge, C. Chen (Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of
Science and Technology, Kunming, 650500, China; *e�mail: diqiuliu@126.com). Glutathione S�transferases
(GSTs) are ubiquitous enzymes in animals and plants, and they are multifunctional proteins encoded by a large gene
family. GSTs are involved in response to the oxidative stress including drought, salt, heavy metals, and so on.
Under oxidative stress, the excessive reactive oxygen species (ROS) induce an increase in GST levels, and then
the GSTs metabolize the toxic products of lipid peroxidation, damaged DNA and other molecules. Previously,
a full�length cDNA of a novel zeta GST gene, PpGST, was characterized from fruit of Pyrus pyrifolia Nakai cv
Huobali. In the present study, a constitutive plant expression vector of PpGST was constructed and transferred
into tobacco (Nicotiana tabacum L. cv Xanthi) to verify the function of PpGST. As a result, the PpGST gene
was successfully integrated into the genome of the transgenic tobacco lines and expressed as expected in the
transformants through Southern blotting and quantitative reverse transcription�polymerase chain reaction
analysis. Growth of T1 generation plants of PpGST transgenic lines and WT under non�stressful conditions was
similar, however, the transgenic tobacco lines showed relatively normal growth under drought, NaCl, and cad�
mium (Cd) stresses. Furthermore, the T1 transgenic tobacco lines showed significantly slower superoxide anion
production rate than the WT under abiotic stress. Simultaneously, the MDA content of each T1 transgenic to�
bacco plant was only slightly increased and significantly lower than that of the WT under drought, salt and Cd
stress. Together with the GST activity of the transgenic tobacco lines, which was significantly increased under
stressful conditions, as compared with that in WT, overexpression of PpGST in tobacco enhanced the tolerance
of transgenic tobacco lines to oxidative damage caused by drought, NaCl, and Cd stresses. 
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При быстром росте населения дефицит про8
дуктов питания в некоторых странах и регионах
становится неизбежным. Для удовлетворения рас8
тущих потребностей в пищевых продуктах необхо8
димо обеспечить быстрое повышение урожайности
сельскохозяйственных культур. Однако проблемы
неблагоприятного воздействия окружающей среды
становятся все более серьезными. Дефицит влаги,
засоленность почв и их загрязнение Cd негативно
влияют на рост и урожайность растений. Воздей8
ствие абиотического стресса, вызванного этими
факторами, становится все более выраженным и
ограничивает рост урожайности сельскохозяй8
ственных культур. Абиотический стресс вызывает
молекулярные, биохимические, физиологические
и морфологические изменения, нарушающие рост
и развитие растений [1, 2]. Большая часть повре8
ждений в условиях разных стрессовых воздействий
чаще всего обусловлена усиленной продукцией ак8
тивных фирм кислорода (АФК) [3]. АФК образуют8
ся и в процессе нормального клеточного метабо8
лизма, но соотношение между продукцией АФК и
их элиминацией в стрессовых условиях наруша8
ется. Избыток АФК приводит к быстрой инакти8
вации ферментов в клетках растений, вызывает
перекисное окисление липидов, ингибирует син8
тез ДНК и белков, повреждает нуклеиновые кис8
лоты, разрушает мембраны и в конечном итоге
приводит к гибели клеток. 

Высшие растения контролируют уровень АФК
при помощи их детоксикации посредством фер8
ментативных и неферментативных реакций. Анти8
оксидантные низкомолекулярные тиолы, такие как
аскорбат (AsA) и глутатион (GSH), являются важ8
ными компонентами неферментативной системы
элиминации АФК. Клетки растений содержат так8
же набор таких антиоксидантных ферментов, как
супероксиддисмутаза (SOD), аскорбатпероксидаза
(АРХ), каталаза (САТ) и глутатионпероксидаза
(GPX). 

С антиоксидантной системой связаны глутати8
онредуктаза (GR), дегидроаскорбатредуктаза и мо8
нодегидроаскорбатредуктаза, которые участвуют в
репарации AsA и GSH [4]. Трипептид GSH –γ8глу8
тамил8цистеинил8глицин – важный тиоловый
антиоксидант, а также скавенджер реактивных
электрофильных соединений, вместе с глутати8
он8S8трансферазой (GST [КФ 2.5.1.18]) участву8
ет в детоксикации многих гербицидов и других
ксенобиотиков [5, 6]. 

GST –многофункциональные ферменты, рас8
пространенные у животных и растений, кодиру8
ются большим семейством генов. В геноме Arabi�

dopsis thaliana найдены 53 гена GST, а в геноме ри8
са – 59 [7, 8]. В геномной базе данных Populus
trichocarpa выявлен 81 ген GST, а семейство генов
GST сорго состоит из 99 членов [9, 10]. Гены се8
мейства GST обычно образуют кластеры и неслу8
чайным образом распределены в геноме [11].
Cемейство GST растений делится на семь классов –
GST8τ, ϕ, θ, ζ, λ, глутатион8зависимые дегидроас8
корбатредуктазы и тетрахлоргидрохинондегалоге8
наза. В ранее изученных семействах генов GST наи8
более представленными были гены ферментов
классов τ и ϕ. GST растений – это белки с мол.
массой 25–29 кДа, которые функционируют в ви8
де гомодимеров, гетеродимеров и мономеров. Со8
держание GST в проростках пшеницы составляет
2% растворимого белка [12], эти ферменты обна8
ружены во всех изученных тканях растений и на
многих стадиях развития, независимо от присут8
ствия ксенобиотиков. 

В последнее время все больше внимания уделя8
ется регуляции экспрессии и функциям генов GST
растений. Экспрессия генов GST может индуциро8
ваться разными видами абиотического и биотиче8
ского стресса, а также ксенобиотиками и фитогор8
монами, в частности, воздействием засухи, солей,
холода, тяжелых металлов, 18хлор82,48динитро8
бензола (CDNB), цихалотрина, джаглона, ауксина,
абсцизовой кислоты (АВА), салициловой кислоты
(SA), перекиси водорода, гербицидов, патогенов и
элиситора [13–21]. 

GST играют важную роль не только в нормаль8
ном развитии растений, но и в детоксикации эн8
догенных цитотоксических соединений и ксено8
биотиков, а также в ответе на различные стрессо8
вые воздействия. При ответе на окислительный
стресс избыток АФК индуцирует повышение уров8
ня GST, а затем GST метаболизируют продукты пе8
рекисного окисления липидов, продукты повре8
ждения ДНК и другие соединения [11]. 

Значимость GST подтверждается тем, что во
многих тканях и органах растений при окисли8
тельном стрессе возрастает активность GST, на8
блюдается также строгая корреляция между ак8
тивностью GST и устойчивостью к стрессу [22,
23]. С другой стороны, на тесную связь между
GST и предотвращением окислительных повре8
ждений указывают результаты изучения генети8
ческой трансформации генами GST растений. 

Гены GST экспрессировали в гомологичных и
гетерологичных системах и показали, что транс8
генные растения проявляют повышенную устой8
чивость к соли, засухе, холоду, повышенным
температурам, Cd и хлорацетанилиду [4, 24–27].

Keywords: glutathione S�transferase, Pyrus pyrifolia Nakai, overexpression, transgenic tobacco, drought,
NaCl, and Cd tolerance.
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Очевидно, что GST растений – это важные ком8
поненты системы антиоксидантной защиты, не8
обходимой для поддержания клеточного гомео8
стаза в условиях стресса.

Ранее мы клонировали полноразмерную кДНК
нового гена GST из Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali из
провинции Юнань, используя метод быстрой ам8
плификации концов кДНК (RACE) [28]. кДНК но8
вого гена, названного РрGST (GenBank Acc.
Nо. HQ889136), состоит из 1117 п.н. и содержит от8
крытую рамку считывания (ORF) длиной 696 п.н.,
5'8нетранслируемую область (UTR, 130 п.н.) и
3'8UTR длиной 351 п.н. ORF кодирует предска8
занный полипептид из 231 аминокислотного
остатка. По данным филогенетического анализа
PpGST относится к ферментам класса ζ наряду с
некоторыми известными GST растений. Более
важно то, что PpGST активно экспрессируется в
перикарпе плодов P. pyrifolia cv Huobali, но не в
молодых листьях, что указывает на ее возможное
участие в поддержании окислительно8восстано8
вительного баланса и стрессового ответа в ходе
развития плодов груши.

В представленной работе сконструировали рас8
тительный вектор экспрессии, несущий ген PpGST.
Этот вектор ввели в растения табака (Nicotiana
tabacum L. cv Xanthi) путем трансформации, опо8
средованной Agrobacterium. После отбора трансген8
ных линий табака определили условия роста не8
трансгенных и трансгенных растений первого по8
коления (Т1), их устойчивость к окислительным
повреждениям, вызванным воздействием засухи,
NaCl и Cd. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал. Стерильные пророст8
ки N. tabacum L. cv Xanthi выращивали в лабора8
тории и использовали для генетической транс8
формации.

Конструирование бинарного вектора с геном
PpGST для трансформации табака. Для сверхэкс8
прессии трансгена в растениях использовали мо8
дифицированный вектор рСАМВIA2300s [29].
Сайты узнавания BamHI и EcoRI вводили, соот8
ветственно, в 5'8области прямого и обратного
праймеров для амплификации полиморфной ORF
PpGST (прямой праймер – 5'8GGAATTC…..3'; об8
ратный праймер – 5'8GAATTC….3'). Амплифици8
рованный продукт сначала клонировали в векторе

рМ9818Т (“Takara”, Япония). Полноразмерные
ORF PpGST получали путем двойного расщепле8
ния рМ9818Т8PpGST рестриктазами BamHI и
EcoRI, а затем встраивали в вектор для экспрес8
сии в растениях – рСАМВIA2300s, расщеплен8
ный теми же двумя рестриктазами. Продукты ли8
гирования вводили в компетентные клетки штам8
ма DH5α Escherichia coli. Рекомбинантные
плазмиды рСАМВIA2300s8PpGST (рис. 1) отби8
рали с помощью ПЦР. 

Трансформация табака и ПЦР�скрининг транс�
генных линий. Плазмиды рСАМВIA2300s–PpGST
переносили в клетки A. tumefaciens LBA4404, ис8
пользуя метод замораживания–оттаивания [30].
Колонии, содержащие встроенную плазмиду, от8
бирали на чашках со средой LB с канамицином
(0.1 мг/мл) и проверяли с помощью ПЦР. Поло8
жительные клоны A. tumefaciens использовали для
трансформации листовых дисков табака [31]. Ре8
генеранты табака отбирали на 0.5×кратной среде
MS, содержащей 0.05 мг/мл канамицина. Геном8
ную ДНК выделяли, используя цетавлоновый ме8
тод (СТАВ, цетилтриметиламмонийбромид). При8
сутствие полноразмерной ORF PpGST в положи8
тельных трансгенных растениях табака определяли
с использованием растений табака дикого типа
(WT) в качестве контроля. 

Саузерн�блотинг. Геномную ДНК (10 мкг) трех
положительных трансгенных растений и WT8
растений полностью расщепляли EcoRI, про8
дукты разделяли в 1%8ном агарозном геле и пе8
реносили на нейлоновую мембрану (Hybond NT,
“Amersham”, Великобритания) посредством вос8
ходящего капиллярного транспорта. Меченный
32Р (Prime8a8Gene Labeling System Kit, “Prome8
ga”) фрагмент (400 п.н.) гена NPTII плазмиды
рСАМВIA2300s использовали в качестве специ8
фической пробы. Методика гибридизации и ра8
диоавтографии соответствовала процедуре об8
ратного нозерн8блотинга, описанной ранее [32].

Абиотическая стрессовая обработка. Пророст8
ки Т1 трансгенных линий и одной WT8линии
помещали в сосуды, заполненные смесью гуму8
са, песка и почвы, и культивировали в фитотро8
не в течение 2 нед с фотопериодом 16 ч/8 ч
(свет/темнота при температуре 25°С и относи8
тельной влажности 50%). Затем растения пере8
носили в оранжерею на 2 нед и сбрызгивали пи8
тательным раствором Хогланда каждые 3 дня.
После снижения содержания воды в почве до

NOS Ter NPTII CaMV 35S Pro PpGST

EcoRI BamHI

CaMV 35S ProNOS Ter

Рис. 1. Схема гибридной конструкции для экспрессии гена PpGST. Ген PpGST находится под контролем промотора 35S
CaMV и соединен с геном устойчивости к канамицину NPTII. 

LB RB
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9% растения не поливали в течение 7 дней, что8
бы оценить устойчивость к стрессу, вызванному
засухой. Для оценки устойчивости к соли растения
поливали в течение 10 дней 500 мМ раствором
NaCl, а для оценки устойчивости к Cd – в течение
5 дней 50 мМ раствором CdCl2. Контрольные груп8
пы трансгенных растений и WT8растений при
оценке стрессоустойчивости поливали раствором
Хогланда.

Количественный метод обратной транскрип�
ции–ПЦР (кОТ–ПЦР). кОТ–ПЦР проводили,
используя специфические праймеры к PpGST:
прямой – 5'8TGCTGACTC….3' и обратный –
5'8TTCCAATAT…3'. Систему АВI 7500 Real8Time
PCR System (“Applied Biosystems”, США) приме8
няли в соответствии с инструкцией производите8
ля. Уровень экспрессии гена актина табака
(АВ158612.1) использовали в качестве внутренне8
го контроля для нормирования (стандартизации)
образцов РНК в каждом определении методом
кОТ–ПЦР. кОТ–ПЦР проводили в 20 мкл смеси,
содержащей продукт обратной транскрипции,
5 нг суммарной РНК, 10 мкл SYBR Green PCR
Master Mix (“Toyobo”, Япония) и 0.1 мкл 10 мкМ
раствора каждого праймера. Получение суммар8
ной РНК из трансгенных и WT8растений, синтез
первой цепи кДНК проводили согласно [29]. ПЦР
в реальном времени проводили в следующем тем8
пературном режиме: 2 мин, 50°С; 10 мин, 95°С для
активации ДНК8полимеразы. Далее проводили де8
натурацию при 95°С, 15 с; отжиг, удлинение прай8
мера и измерение флуоресценции – 60°С, 1 мин
(40 циклов). Затем строили кривую плавления.
Каждое определение методом кОТ–ПЦР проводи8
ли в трех повторностях. 

Определение скорости продукции супероксид�
ного аниона и содержания малонового диальдегида
(МДА). Использовали модифицированный метод
определения скорости образования супероксид8
ного аниона [33]. Приблизительно 0.5 г свежих
листьев измельчали в жидком азоте и добавляли
1.5 мл 50 мМ калий8фосфатного буфера (рН 7.0).
После центрифугирования при 12000 g (20 мин,
4°С) отбирали супернатант. Инкубационную
смесь, содержащую 0.5 мл супернатанта, 0.5 мл
50 мМ фосфатного буфера (рН 7.0), 1 мл 1 мМ
сульфаниловой кислоты и 1 мл 7 мМ альфанафтил8
амина, инкубировали при 25°С в течение 20 мин,
затем измеряли поглощение при 530 нм. Стан8
дартную кривую строили согласно [33]. 

Содержание МДА измеряли согласно [4]. Ли8
стья контрольных и подвергнутых абиотическому
стрессу растений растирали в жидком азоте до со8
стояния пудры и суспендировали в 0.2 мл дистил8
лированной воды, затем гомогенизировали с рав8
ным объемом 0.5%8ной (в/об) тиобарбитуровой
кислоты в 20%8ной (об/об) трихлоруксусной кис8
лоте (ТХУ). Смесь инкубировали при 95°С в тече8

ние 30 мин, а затем охлаждали во льду в течение
15 мин для остановки реакции. После центрифу8
гирования при 13000 g (30 мин, 4°С) измеряли по8
глощение супернатанта при 532 и 600 нм. Значе8
ние неспецифического поглощения при 600 нм
вычитали из значения поглощения при 532 нм.
Коэффициент поглощения МДА – 155 нмоль/см. 

Определение активности GST. Ферментатив8
ную активность GST определяли согласно [34].
Примерно 0.2 г листьев контрольных или под8
вергнутых абиотическому стрессу растений таба8
ка растирали в жидком азоте до состояния пудры
и гомогенизировали в 0.2 мл буфера для экстрак8
ции белков – 50 мМ фосфатный буфер, рН 7.0,
1 мМ EDTA, 0.05% (об/об) тритона Х8100, 2.0%
поливинилпирролидона (PVP), 0.5 мМ фенилме8
тилсульфонилфторида (PMSF). После центрифу8
гирования при 18000 g (20 мин, 4°С) в суперна8
танте определяли активность GST. Инкубацион8
ная смесь объемом 1 мл содержала 50 мМ
фосфатного буфера, рН 7.0, 1 мМ CDNB, 1 мМ
восстановленного GSH и 50 мкл супернатанта.
Смесь инкубировали при 25°С и через определен8
ные промежутки времени измеряли поглощение
при 340 нм.

Статистический анализ. Все данные представ8
лены в виде средних значений ± стандартные от8
клонения. Статистический анализ проводили,
используя SPSS. Статистическую значимость раз8
личий между трансгенными линиями Т1 и WT8
растениями анализировали с использованием
критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Селекция трансгенных растений табака

Около 200 листовых дисков N. tabacum L. cv
Xanthi трансформировали в 12 отдельных опытах,
используя A. tumefaciens LBA4404 c экспрессиру8
ющей РpGST кассетой, и получили 45 независи8
мых трансгенных линий Т0, устойчивых к кана8
мицину. С помощью ПЦР8анализа геномной
ДНК отобрали 34 положительные трансгенные
линии, содержащие ген PpGST. Анализ морфоло8
гии и роста трансформантов не выявил различий
между трансгенными и нетрансформированны8
ми растениями. 

Анализ трансгенных растений табака, несущих 
ген PpGST, методом Саузерн�блотинга 

и получение поколения Т1 трансгенных растений

Саузерн8блот8анализ с использованием в каче8
стве специфического зонда гена NPTII выявил не8
сколько вставок в четырех случайно отобранных
линиях табака (рис. 2). Число копий в этих линиях
варьировало от одной до трех, а три линии содер8
жали одну или две копии трансгенной конструк8
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ции PpGST. В линии G10 была однокопийная
вставка, в двух линиях – G06 и G23 – двойные ко8
пии. Линия G19 содержала три копии Т8ДНК. На
рис. 2 представлены различные профили экспрес8
сии трансгена в четырех случайно взятых растени8
ях Т0. Представленные трансгенные линии вне
всякого сомнения содержали ген PpGST, в разных
линиях интегрированный в разные участки гено8
ма. Анализ косегрегации проводили с помощью
селекции на устойчивость к канамицину и ПЦР8
анализа инбредности. Получили поколение Т1

трансгенных линий G06, G10 и G23, содержащих
одну или две копии Т8ДНК. Растения поколения
Т1 этих трех линий использовали в дальнейшей
работе. 

РрGST экспрессируется в трансгенных 
линиях табака Т1

Экспрессируется ли ген PpGST при разных ви8
дах стресса? Чтобы ответить на этот вопрос из мо8
лодых листьев растений табака Т1 (линии G06,
G10, G23) выделяли суммарную РНК и определяли
уровень экспрессии PpGST методом кОТ–ПЦР
(рис. 3). PpGST экспрессируется на уровне тран8
скрипции во всех трех трансгенных линиях табака.

WT G06 G10 G19 G23

Рис. 2. Анализ копийности гена PpGST в трансгенных растениях табака. Для анализа методом Саузерн8блотинга ДНК выде8
ляли из WT8растений и из четырех трансформантов – G06, G10, G19, G23, расщепляли EcoRI и гибридизовали с NPII8зон8
дом размером 460 п.н.
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Рис. 3. Анализ экспрессии гена PpGST в растениях Т1
трансгенных линий табака методом кОТ–ПЦР. По8
казаны относительные значения уровней экспрессии
PpGST в молодых листьях табака в нормальных усло8
виях и при стрессе. PpGST экспрессируется на уровне
транскрипции во всех трех трансгенных линиях табака
и активируется в разной степени под действием стрес8
са, вызванного засухой, NaCl и Cd. Здесь, а также на
рис. 5 и рис. 6 представлены средние значения ± квад8
ратичные отклонения результатов трех независимых
опытов. * и ** – доверительные интервалы, р < 0.05 и
p < 0.01, соответственно, по сравнению с WT8расте8
ниями согласно критерию Стьюдента. 

5*
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Хорошо видно, что экспрессия гена PpGST повы8
шается в разной степени при воздействии засухи,
NaCl и Cd по сравнению с уровнем экспрессии в
нормальных условиях. Из рис. 3 видно, что в
трансгенной линии G10 экспрессия гена PpGST
заметно индуцировалась при обработке 500 мМ
NaCl и 50 мМ CdCl2, однако в линиях G06 и G23,
подвергнутых абиотическому стрессу, не наблю8
далось существенных различий в экспрессии ге8
на. Кроме того, в трансгенной линии G10 с одно8
копийной вставкой уровень экспрессии гена
PpGST на уровне транскрипции был выше, чем в
двух других линиях с двумя копиями вставки, не8
зависимо от условий выращивания.

Результаты кОТ–ПЦР указывают, что ген
PpGST экспрессируется в трансгенных линиях та8
бака под контролем промотора 35S CaMV (вирус
мозаики цветной капусты) и экспрессия гена
PpGST активируется в использованных условиях
стресса.

Фенотип и физиология трансгенных растений 
табака Т1 в условиях стресса, 
вызванного засухой, NaCl и Cd

Растения, трансгенные по PpGST, и WT8расте8
ния в нормальных (нестрессовых) условиях росли
одинаково. Для проверки устойчивости к засухе,
действию солей или Cd растения Т1 (линии G01,
G10, G23) и WT8растения прекращали поливать,
поливали 500 мМ NaCl или 50 мМ CdCl2, соответ8
ственно, и оценивали изменение фенотипа. В
условиях засухи WT8растения сильно обезвожи8
вались и увядали, тогда как растения трех транс8
генных линий не проявляли видимых признаков
увядания (рис. 4а). При солевом стрессе (500 мМ
NaCl, 10 дней) рост WT8растений сильно подав8
лялся, наблюдалось увядание и этиолирование
листьев, тогда как трансгенные по PpGST линии
табака имели нормальный вид при незначитель8
ном подавлении роста и этиолировании листьев
(рис. 4б). При стрессе, вызванном солями Cd, у
WT8растений был выражен токсикоз с сильным

WT G06 G10 G23

WT G06 G10 G23

а

б

в

WT G06 G10 G23

Рис. 4. Рост трансгенных растений табака с геном PpGST и WT8растений в условиях стресса, вызванного засухой (а),
действием NaCl (б) и Cd (в). Растения, сверхэкспрессирующие PpGST, растут в условиях стресса относительно нор8
мально.
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увяданием листьев и подавлением роста (рис. 4в).
Напротив, стресс, вызванный Cd, приводил к не8
значительному этиолированию трансгенных рас8
тений и не влиял на их рост. Другими словами,
трансгенные растения относительно нормально
росли в условиях стресса, что свидетельствует о
повышении устойчивости к действию засухи, со8
лей Cd и NaCl при сверхэкспрессии PpGST.

Для оценки стрессовой устойчивости транс8
генных линий табака сравнили WT8растения и
растения трех трансгенных линий (G06, G10 и
G23). Стресс, вызванный использованными нами
воздействиями, приводит к образованию избы8
точного количества АФК и к окислительному по8
вреждению растений. Один из наиболее активных
видов АФК – супероксидный анион – может инду8
цировать образование дополнительных АФК, по8
добных ОН•. Перекисное окисление липидов –
цепная реакция окисления полиненасыщенных
жирных кислот в мембранах под действием АФК и
др. свободных радикалов. Конечным продуктом и
индикатором этого процесса является МДА. Ско8
рость образования супероксидного радикала и со8
держание МДА считают маркерами окислитель8
ного повреждения клеток и перекисного окисле8

ния липидов. GST растений участвуют в ответе на
окислительный стресс, в метаболизации токсиче8
ских продуктов перекисного окисления липидов,
повреждения ДНК и других соединений. В насто8
ящей работе ген GST�PpGST был перенесен в рас8
тения табака, поэтому активность GST определя8
ли в трансгенных растениях Т1 и в WT8растениях
(контроль) в нормальных и стрессовых условиях. 

При нормальном росте и развитии скорость
продукции супероксидного радикала была ста8
бильной и поддерживалась на низком уровне; от8
сутствовали существенные различия между WT8
растениями и трансгенными линиями (рис. 5).
Скорость продукции супероксидного радикала,
однако, резко увеличивалась в WT8растениях и во
всех трех трансгенных линиях под действием за8
сухи, NaCl и Cd. Несмотря на это, в растениях
трансгенных линий табака с геном PpGST ско8
рость образования супероксидного аниона при
всех видах абиотического стресса была значи8
тельно ниже, чем в WT8растениях (рис. 5). Таким
образом, cтресс вызывает меньше окислительных
повреждений в растениях табака, сверхэкспрес8
сирующих PpGST. 
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Рис. 5. Действие засухи, NaCl и Cd на скорость продукции супероксидного аниона и содержание MДA в листьях транс8
генных растений табака с геном PpGST и WT8растений. 
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Не выявлено существенных различий в содер8
жании МДА в трансгенных растениях и в WT8рас8
тениях, растущих в нормальных условиях (рис. 5).
После прекращения полива или при обработке
растворами NaCl или CdCl2 содержание МДА в
растениях дикого типа резко возрастало, а в
трансгенных растениях увеличивалось незначи8
тельно (рис. 5). Таким образом, снижение содер8
жания МДА в трансгенных линиях табака, несу8
щих ген PpGST, указывает на защиту мембран от
абиотического стресса.

В нормальных условиях суммарная активность
GST в каждой из трансгенных линий более чем на
19% превышала активность в WT8растениях
(рис. 6). Это говорит о том, что сверхэкспрессия
PpGST из P. pyrifolia повышает активность GST в
трансгенных линиях табака (рис. 6), а в сочетании
с результатами кОТ–ПЦР указывает на экспрес8
сию гена PpGST не только на уровне мРНК, но и
на уровне белка. Ген PpGST может регулироваться
на трансляционном или посттранскрипционном
уровне, поскольку не выявлено положительной
корреляции между уровнем транскрипции гена
PpGST и активностью GST в трансгенных линиях.
При воздействии засухи, NaCl или Cd активность
GST резко возрастает. В WT8растениях актив8
ность GST в условиях стресса также повышается,
однако амплитуда увеличения в WT8растениях
была меньше, чем в трансгенных линиях (рис. 6).
Таким образом, значительное возрастание актив8
ности GST вследствие сверхэкспрессии PpGST
приводило к повышению устойчивости к стрессу.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

GST входит в суперсемейство многофункцио8
нальных ферментов. Хорошо известно, что GST
могут конъюгировать GSH с разными ксенобио8
тиками и секвестрировать многие эндогенные

или экзогенные токсичные соединения. Кроме
того, в течение длительного времени GST связы8
вают с устойчивостью к стрессу, поскольку многие
растительные GST индуцируются при воздействии
различных видов биотического и абиотического
стресса, таких как заболевания, воздействие фак8
торов окружающей среды и токсичных химических
соединений [9, 10, 18, 35]. Доказано, что GST
участвуют в защите клеток от окислительного по8
вреждения [11]. Ранее мы выделили ген ζ8GST
PpGST из P. pyrifolia Nakai cv Huobali и показали,
что PpGST экспрессируется, в основном, в пери8
карпе плодов “Huobali”. Возможную ассоциацию
PpGST с устойчивостью к окислительному стрес8
су, вызванному засухой, NaCl или Cd, изучали с
использованием сконструированного нами век8
тора для сверхэкспрессии PpGST, который пере8
несли в растения табака. Методом кОТ–ПЦР
(рис. 3) показали, что в нормальных условиях
транскрипты PpGST в избытке накапливаются в
растениях Т1 табака. Экспрессия гена PpGST
лишь слегка индуцировалась под действием трех
использованных видов стресса, но в трансгенной
линии G10 уровень экспрессии значительно из8
менялся в присутствии NaCl или Cd. Следует от8
метить, что промотор 35S CaMV, который на8
правляет экспрессию гена PpGST, является кон8
ститутивным, но иногда ген, контролируемый
этим промотором, индуцируется некоторыми ви8
дами стресса [36]. 

Была определена скорость роста трансгенных
растений табака и WT8растений при стрессе, а
также изучены их морфологические особенности.
Оказалось, что трансгенные растения росли луч8
ше, чем WT8растения, хотя рост трансгенных рас8
тений также подавлялся в разной степени под
действием стресса (рис. 4). 

Лучшее состояние растений табака, сверхэкс8
прессирующих PpGST, при абиотическом стрессе
можно обьяснить накоплением в них GST, эф8
фективно защищающей трансгенные растения от
окислительного стресса. В трансгенных растени8
ях Т1, сверхэкспрессирующих PpGST, суммарная
активность GST была значительно выше, чем в
WT8растениях, причем не только в нормальных
условиях, но и при стрессе (рис. 6). Более того,
виды абиотического стресса, использованные на8
ми, заметно индуцировали активность GST в
трансгенных линиях. Более высокая активность
GST наблюдалась и в трансгенных растениях Di�
anthus superbus, сверхэкспрессирующих ген GST
табака, и в растениях табака, сверхэкспрессирую8
щих гены GST из Prosopis juliflora, Salcornia brachi�
ata, Trichoderma virens и Escherichia coli соответ8
ственно [4, 17, 27, 37, 38]. Определение активно8
сти GST подтвердило, что перенесенный ген
PpGST кодирует фермент, активный в трансген8
ных растениях табака. Результаты нашей работы,
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Рис. 6. Определение активности GST в трансгенных
растениях табака с геном PpGST и в WT8растениях в
нормальных и стрессовых условиях. 
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а также полученные ранее данные указывают на
то, что активность GST, кодируемых генами рас8
тений, полностью проявляется в гетерологичных
системах экспрессии.

Более важно то, что в физиологических иссле8
дованиях получены прямые доказательства значи8
тельного снижения скорости синтеза супероксид8
ного аниона и перекисного окисления липидов
при сверхэкспрессии PpGST (рис. 5). Устойчивость
растений Т1 трансгенных линий табака к действию
стресса была выше, чем у растений дикого типа.
Не вызывает сомнений, что PpGST из P. pyrifolia
играет важную роль в устойчивости к абиотиче8
скому стрессу. Ранее показали, что GST участву8
ют в антиоксидантном ответе и повышают устой8
чивость к абиотическому стрессу растений, сверх8
экспрессирующих GST. В растениях D. superbus,
экспрессирующих GST табака, (NT107), отмечены
улучшение фотосинтетических функций в услови8
ях засухи и при высокой интенсивности освеще8
ния, а также накопление и транслокация меди
[37]. Ген gstI кукурузы сверхэкспрессировали в
растениях табака. Оказалось, что у трансгенных
растений повышалась устойчивость к гербициду
алахлору [24]. PjGST41 из P. juliflora придавала
растениям табака устойчивость к засухе [27].
Cверхэкспрессия AtGSTF10 Arabidopsis и SbGSTU
S. rachiata, соответственно, обеспечивала высо8
кую устойчивость трансгенных растений к соли
[17, 25]. Ген GST из E. coli был перенесен в хлоро8
пласты табака, и трансгенные линии проявляли
повышенную устойчивость к соли и холоду, а
сверхэкспрессия гена GST T. virens в растениях та8
бака повышала устойчивость трансформантов к
кадмию. 

Механизмы, с помощью которых GST защи8
щают растения от окислительного стресса, далеко
не ясны. Абиотический стресс, вызванный в том
числе засухой, солью, кадмием, подавляет рост
растений, изменяет их морфологию, нарушает
физиологические и биохимические процессы, ге8
нерирует АФК и ведет к окислительным повре8
ждениям. GST участвуют в формировании устой8
чивости к абиотическому стрессу, а повышение
устойчивости растений, сверхэкспрессирующих
GST, может быть обусловлено повышением уров8
ня ферментов, нейтрализующих АФК, которые
удаляют избыток Н2О2, супероксидного аниона и
других АФК. Явно пониженный уровень Н2О2 и
супероксидного аниона в трансгенных растениях,
сверхэкспрессирующих GST, в условиях стресса
подтвержден в нашей работе и в других сообще8
ниях [4]. GSH8конъюгирующая активность GST
важна для детоксикации клеточных продуктов
деградации, которые образуются в ходе ответа
растений на окислительный стресс. Кроме того,
GST обладают GSH8зависимой пероксидазной
активностью (GPOX), вовлеченной в восстанов8

ление гидропероксидов жирных и нуклеиновых
кислот в соответствующие моногидроксиспирты
с использованием GSH в качестве донора элек8
тронов. Таким образом, установлено, что GST, об8
ладающие пероксидазной активностью, играют
критическую роль в противодействии окисли8
тельным повреждениям, вызванным стрессом
[27, 39, 40]. Более того, сверхэкспрессия специ8
фических генов GST влияет на экспрессию генов
других антиоксидантов. В проростках растений
табака, несущих трансген GST, активность GST,
APX и монодегидроаскорбатредуктазы выше, чем
в нетрансгенных проростках [41]. Сходные дан8
ные приведены и в других работах [4, 38]. 

Следовательно, одновременное повышение
активности GST, APX и других антиоксидантных
ферментов обеспечивает более высокую степень
устойчивости к окислительным повреждениям
при стрессе. Кроме того, методами РНК8интер8
ференции показано, что GST phi Arabidopsis
участвует в ограничении метаболических измене8
ний, которые возникают при окислительном
стрессе [18]. Главный локус количественных при8
знаков (QTL), определяющий холодоустойчи8
вость проростков риса, картирован в области, со8
держащей гены OsGSTZ1 и OsGSTZ2, а однонук8
леотидные полиморфизмы из этой области
статистически значимо ассоциированы с холодо8
вой чувствительностью и активностью малеил8
ацетоацетат8изомеразы в проростках риса [42].
OsGSTZ2, продукт которого обладает активно8
стью этой изомеразы, может участвовать в фор8
мировании устойчивости к холодовому повре8
ждению.

Итак, сверхэкспрессия PpGST из плодов P. py�
rifolia повышает устойчивость трансгенных расте8
ний Т1 табака к действию изученных нами видов
стресса. Однако необходимо дальнейшее изуче8
ние механизмов, при помощи которых PpGST
обеспечивает повышение устойчивости к абиоти8
ческому стрессу. Проводятся опыты по получе8
нию очищенного PpGST, экспрессируемого в си8
стеме из клеток E. сoli, чтобы определить его
удельную активность. Изучается активность дру8
гих ферментов, вовлеченных в обезвреживание
АФК, в растених табака, несущих трансген
PpGST. Понимание механизмов действия PpGST
может помочь в создании генетически модифи8
цированных сортов растений с высокой устойчи8
востью к абиотическому стрессу. 

Авторы признательны Yunnan Provincia Natural
Science Foundation за финансовую поддержку
этой работы (грант 2008ZCO36M).
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