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Екñпðеñ³я ãеíà ³íòеðфеðоíу àëüфà ëюдèíè п³д коíòðоëем òкàíèíоñпецèф³чíоãо ...
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Трансãенні рослини Nicotiana tabacum L. сорту Winskonsin та Petite Havana отрима-
но шляхом аãробактеріальної трансформації з використанням штаму А4 Agrobacteri-
um rhizogenes та штаму GV3101 Agrobacterium tumefaciens, що містили векторні кон-
струкції pCB124 та pCB161, де ãен інтерферону альфа–2b, злитий з рослинним каль-
ретикуліновим апопластним сиãналом, знаходився відповідно під контролем конститу-
тивноãо 35S промотору ВМЦК та коренеспецифічноãо Mll промотору цукровоãо буряка. 
Молекулярно-біолоãічний аналіз підтвердив присутність трансãенів для 92–95 % аналі-
зованих трансформованих рослин. Екстракти листя реãенерованих рослин тютюну по-
коління Т0 та Т1 та культури «бородатих» коренів виявляли антивірусну активність,, що 
свідчить про можливість формування рекомбінантноãо біолоãічно активноãо білка. По-
казано тканиноспецифічну активність Mll промотору цукровоãо буряка у трансãенних 
рослинах тютюну та коренеспецифічну активність в індукованій культурі «бородатих» ко-
ренів, проте відмічено зниження насіннєвої продуктивності  рослин, трансформованих 
із використанням pCB161 векторної конструкції (A. rhizogenes).

Ключові слова: Nicotiana tabacum L., аãробактеріальна трансформація, інтерферон 
альфа–2b, антивірусна активність, тканиноспецифічний Mll промотор.

вñòуп. ðослинн³ систеìи вважають еконоì³чно виг³дн³шиìи та безпечн³ши-
ìи для експрес³ї рекоìб³нантних фарìацевтичних б³лк³в пор³вняно з систе-

ìаìи на основ³ ì³кроорган³зì³в та культур тваринних кл³тин. Показано, що рос-
лини ìожна використовувати як б³ореактор для продукування рекоìб³нантних 
б³лк³в сироватки кров³ людини  [1], регулятор³в росту  [2], ìоноклональних ан-
тит³л [3, 4],  ³нтерферон³в [5] та ³н. îдниì ³з важливих завдань генетичної ³нже-
нер³ї при проведенн³ генетичної трансфорìац³ї рослин є вивчення особливос-
тей введення та подальшої експрес³ї чужор³дних ген³в у рослинних кл³тинах, що 
визначається ìетодоì генетичної трансфорìац³ї, видоì рослини, виìогаìи 
до експрес³ї введеного гена ³, в³дпов³дно, дизайноì генетичної конструкц³ї, 
способоì селекц³ї рослин тощо. Б³льш³сть досл³д³в описують отриìання ре-
коìб³нантних б³лк³в рослинного походження у трансгенних рослинах тютюну 
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рèñ. 1. ñхеìи векторних конструкц³й pCâ161 та 124, що несуть ген ³нтерферону альфа-2b людини

[6–10], зважаючи на значний об’єì та 
швидк³ теìпи наростання б³оìаси, а також 
добре налагоджену систеìу трансфорìа-
ц³ї та високий регенерац³йний потенц³ал 
цих рослин, що дозволяє застосувати їх як 
ìодельн³ об’єкти для генетичної ³нженер³ї 
рослин. äана робота описує особливост³ 
експрес³ї рекоìб³нантного гена ³нтерфе-
рону альфа у трансгенних рослинах тютю-
ну п³д контролеì конститутивного 35S 
проìотору âìöê та коренеспециф³чного 
Mll проìотору цукрового буряка.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
роñëèííèй мàòåð³àë. äля агробакте-

р³альної трансфорìац³ї використовували 
асептичн³ рослини тютюну (Nicotiana 
tabacum L.) сорту Petite Havana та 
Wisconsin. ðослини культивували на жи-
вильноìу середовищ³ MS  [11]  за теìпе-
ратури 28 °ñ, 16-годинного фотопер³оду. 

вåкòоðí³ коíñòðукц³¿ òà бàкòåð³àëüí³ 
шòàмè. ò-äÍê д³лянка плазì³ди pCB124 
[12]  ì³стила рекоìб³нантний ген ³нтерфе-
рону альфа–2b людини, злитого з рослин-
ниì (Nicotiana plumbagenifolia L.) кальре-
тикул³новиì апопластниì сигналоì п³д 
контролеì конститутивного 35S проìото-
ру âìöê, та селективний ген неоì³цин-
фосфотрансферази (nptІІ) п³д контролеì 
nos проìотору. Плазì³дну векторну конс-
трукц³ю pCB161 (рис. 1) було створено в 
результат³ вир³зання 35S проìотору âìöê 
(1338 п.н. – фрагìент EcoRI-NcoI) ³з ò-
äÍê д³лянки плазì³ди pCB124 ³ заì³щення 
його на Mll коренеспециф³чний  проìотор 
цукрового буряка (1745 п.н) [13]. îбидв³ 
векторн³ конструкц³ї було перенесено до 
нопал³нового штаìу GV3101 A. tumefa-
ciens та агроп³нового A4 штаìу 
A. rhizogenes, як³ у подальшоìу застосо-
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вували для агробактер³альної трансфор-
ìац³ї. 

Бактер³альн³ культури вирощували у 
р³дкоìу середовищ³ ëур³я-Бертан³ (пептон 
10г/л, др³жджовий екстракт 5г/л, NaCl 
10г/л, рÍ=7,2) з додаванняì 50 ìг/л кар-
бен³цил³ну (для обох бактер³альних куль-
тур) та 50 ìг/л р³фаìп³цину, 25 ìг/л гента-
ì³цину (для A. tumefaciens) на орб³тально-
ìу шейкер³ (200 об./хв) за теìператури 
28 °ñ протягоì 24 годин. 

гåíåòèчíà òðàíñфоðмàц³я òà ñåëåк-
ц³я. ñуспенз³йну бактер³альну культуру 
осаджували центрифугуванняì (5000 об./
хв, 4 °ñ). îтриìаний осад ресуспедували у 
розчин³ ìакросолей за MS, 100 ìг/л ì³о-
³нозитолу, 20 г/л сахарози з додаванняì 
200 ìкì ацетосирингону та надал³ культи-
вували на ротац³йноìу шейкер³  за теìпе-
ратури 28 °ñ та 200 об./хв протягоì годи-
ни. òрансфорìац³ю тютюну проводили ìе-
тодоì листових диск³в. Íар³зан³ листов³ 
пластинки ³нкубували у бактер³альн³й сус-
пенз³ї 10–15 хв та для трансфорìац³ї 
викладали на безгорìональне живильне 
середовище MS без додавання антиб³оти-
к³в на 24 год. 

Íадал³ експланти переносили на агари-
зироване живильне середовище MS ³з до-
даванняì 100 ìг/л канаì³цинсульфату як 
селективного агента, 500 ìг/л цефотакси-
ìу для ел³ì³нац³ї бактер³й та 1 ìг/л бензи-
лаì³нопурину ³ 0,1 ìг/л нафтилоцтової 
кислоти для ³н³ц³ац³ї пряìої регенерац³ї у 
випадку трансфорìац³ї з використанняì 
штаìу GV3101 A. tumefaciens. ×ерез 3–4 
тижн³ регенерован³ рослини тютюну для 
укор³нення переносили на безгорìональ-
не середовище MS ³з додаванняì антиб³о-
тик³в у вказаних концентрац³ях та культиву-
вали за теìператури 24 °ñ, 16-годинного 
фотопер³оду. Íадал³ отриìан³ рослини пе-
реносили в уìови ґрунту. 

П³сля генетичної трансфорìац³ї рослин 
тютюну з використанняì A4 штаìу 
A. rhizogenes експланти переносили на 

безгорìональне живильне середовище 
MS ³з додаванняì 100 ìг/л канаì³цин-
сульфату як селективного агента та 
500 ìг/л цефотаксиìу для ел³ì³нац³ї бак-
тер³й. П³сля утворення через 3–4 тижн³ ко-
рен³в, що характеризувалися Ri-феноти-
поì, культивування продовжували за теì-
ператури 24 °ñ, 16-годинного  фотопер³оду. 
Íадал³ рослини, отриìан³ шляхоì спон-
танної регенерац³ї, переносили в уìови 
ґрунту. 

Ìоëåкуëяðíо-б³оëоã³чíèй àíàë³з. 
ñуìарну рослинну äÍê екстрагували зг³д-
но Doyle J.L. та Doyle J.J. [14]. òотальну 
бактер³альну äÍê екстрагували зг³дно 
Draper et. al. [15]  Присутн³сть трансген³в 
п³дтверджували за допоìогою дуплексно-
го Пëð-анал³зу з  використанняì прайìе-
р³в 5’-ctcctgcttgaaggacag–3’, 5’-ggagtc-
ctccttcatcag–3’ для ³дентиф³кац³ї HuINFα–
2b гена (розì³р фрагìента 264 п.н.) та 
прайìер³в 5’-atgtcgcaaggcagtaagccca–3’, 
5’-ggagtctttcagcatggagcaa–3’ для вияв-
лення присутност³ virD1 гена (розì³р фраг-
ìента 432 п.н.). ìультиплексну аìпл³ф³ка-
ц³ю фрагìент³в ген³в ³нтерферону людини 
HuINFα–2b та virD1 для виявлення агро-
бактер³ального забруднення проводили за 
таких уìов: денатурац³я 94 °ñ/5 хв; 30 ци-
кл³в (денатурац³я 94 °ñ/30 с,  в³дпал 
60 °ñ/30 с, синтез72 °ñ/35 с); заключний 
синтез 72 °ñ/5 хв. Продукти реакц³ї фрак-
ц³онували в 1 % агарозноìу гел³ в трис-бо-
ратн³й буферн³й систеì³. 

вèм³ðювàííя àíòèв³ðуñíо¿ àкòèв-
íоñò³ ³íòåðфåðоíу. åкстракти рослин та 
кореневих культур тютюну готували шля-
хоì розтирання рослинних тканин у по-
дв³йноìу об’єì³ буферу, що ì³стить 100 
ìM òрис-HCl, pH 8,0, 5 ìM Na2EDTA,  100 
ìM NaCl, 10ìM ìеркаптоетанолу з дода-
ванняì 2,5 % пол³в³н³лп³рол³дону та на-
ступного центрифугування (10000 об./хв 
протягоì 5–7 хв, 4 °ñ; 15000 об./хв протя-
гоì 25 хв, 4 °ñ). äля виì³рювання вì³сту 
загального розчинного б³лка в отриìаних 
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 а б
рèñ. 2. ñпонтанна регенерац³я рослин на культур³ «бородатих» корен³в на середовищ³ без додавання ф³тогорìон³в 
(а) та електрофореграìа Пëð-анал³зу на присутн³сть HuINFα-2b гена трансфорìованих рослин та зразк³в культури 
«бородатих» корен³в тютюну Nicotiana tabacum L., (б)  M – ìаркер (1 Kb Plus DNA Ladder, Fermentas), 1 – негатив-
ний контроль (проба без äÍê), 2 – позитивний контроль (плазì³дна äÍê рñâ161),  3 – негативний контроль (äÍê 
нетрансфорìованої рослини), 4-7 – äÍê досл³джуваних рослин 

екстрактах використовували ìетод Бред-
форда [16]. àктивн³сть ³нтерферону виì³-
рювали ìетодоì ì³кротитрування [17] з 
незначниìи власниìи ìодиф³кац³яìи, що 
ґрунтується на здатност³ досл³джуваних 
екстракт³в захищати кл³тини кл³тинної 
культури  перевиваних тестикул поросят (з 
колекц³ї Інституту ì³кроб³олог³ї та в³русо-
лог³ї  ³ìен³ ä.ê.Заболотного ÍàÍ óкраїни) 
в³д цитопатичного ефекту в³русу везику-
лярного стоìатиту (штаì «Інд³ана» з ко-
лекц³ї Інституту ì³кроб³олог³ї та в³русолог³ї  
³ìен³ ä.ê.Заболотного ÍàÍ óкраїни). àк-
тивн³сть рекоìб³нантного ³нтерферону ви-
ражали у ì³жнародних одиницях на граì 
сирої ваги листя рослин або зразк³в культу-
ри «бородатих» корен³в (ìî/г ñâ) або на 
ì³л³граì суìарного розчинного б³лка 
(ìî/ìг ñðБ). 

Ñòàòèñòèчíà обðобкà. ñтатистичн³й 
обробц³ п³ддавали дан³ виì³рювань анти-
в³русної активност³ ³нтерферону. àнал³тич-
н³ ìодел³, що деìонстрували середнє зна-
чення з дов³рчиìи ³нтервалаìи за  p<0,05, 
вважали статистично значущиìи та в по-
дальшоìу використовували для пор³в-
няльного анал³зу. äля оц³нки достов³рност³ 
пор³вняння отриìаних результат³в вико-
ристовували  t-критерий ñтьюдента. 

рåзуëüòàòè òà ¿х обãовоðåííя
Форìування регенерованих рослин тю-

тюну спостер³гали через 3–4 тижн³ п³сля 
A. tumefaciens-опосередкованої транс-
форìац³ї на середовищ³ MS з додаванняì 
регулятор³в росту для ³н³ц³ац³ї регенерац³ї та 
антиб³отик³в у вказаних концентрац³ях, на-
дал³ рослини укор³нювали на безгорìональ-
ноìу живильноìу середовищ³ MS та культи-
вували за теìператури 24 °ñ, в 16-годинно-
ìу фотопер³од³. ×ерез 3–4 тижн³ п³сля 
A. rhi zogenes-опосередкованої трансфор-
ìац³ї рослин тютюну спостер³гали ³н³ц³ац³ю 
коренетворення, що характеризувалося Ri-
фенотипоì: горìононезалежниì ростоì та 
в³дсутн³стю геотроп³зìу. êонтрольн³ нетран-
сфорìован³ експланти не здатн³ були фор-
ìувати регенеранти або ³н³ц³ювати утворен-
ня «бородатих» корен³в на середовищ³ з до-
даванняì 100 ìг/л канаì³цинсульфату як 
селективного агента. ×ерез 5–7 тижн³в куль-
тивування спостер³гали явище спонтанної 
регенерац³ї в культур³ «бородатих» корен³в 
на середовищ³ без додавання ф³тогорìон³в 
(рис. 2), причоìу частота утворення Ri-ко-
рен³в  та форìування спонтанних регене-
рант³в (табл. 1) на культур³ «бородатих» ко-
рен³в у вар³ант³ трансфорìац³ї з використан-
няì векторної конструкц³ї pCB161, де ген 
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Òàбëèця 1. ×астота Ri-коренетворення та спонтанної регенерац³ї на культур³ «бородатих» корен³в

Векторна конструкція Кількість 
експлантів 

Кількість точок утворення 
Ri-коренів

Кількість точок спонтанної реге-
нерації на культурі Ri-коренів

pCB 124 (35S::HuINFα-2b) 16 37 13
pCB 161 (Mll::HuINFα-2b) 20 118 79

Òàбëèця 2. àктивн³сть б³лкових екстракт³в листя рослин, трансфорìованих з використанняì 
A. tumefaciens

Показник МО/г СВ МО/мкг СРБ

pCB 124 (35S::HuINFα-2b)
Середнє значення 480+32.3 0,7+0.02
Варіабельність показника 121 – 960 0,23 – 1,14

pCB161 (Mll::HuINFα-2b)
Середнє значення 45+0,7 0,043+0,0023
Варіабельність показника 0 – 150 0 – 0,19

Òàбëèця 3. àктивн³сть б³лкових екстракт³в зразк³в культури «бородатих» корен³в та листя регенерова-
них з культури рослин при  A. rhizogenes-опосередкован³й трансфорìац³ї

Показник Ri-корені Листя
МО/г СВ МО/мкг СРБ МО/г СВ МО/мкг СРБ
pCB 124 (35S::HuINFα-2b)

Середнє значення 267+13.2 0.46+0.012 690+47.41 0.81+0.07
Варіабельність показника 100 – 480 0.04 – 1.23 160 – 1000 0.17 - 1.23

pCB161 (Mll::HuINFα-2b)
Середнє значення 392+27,4 0,53+0,09 283+15,1 0,14+0,02
Варіабельність показника 150 – 800 0,08 – 1,95 100 – 400 0,03 – 0,43

³нтерферну знаходився п³д контролеì коре-
неспециф³ного Mll проìотору, була значно 
вищою за частоту у вар³ант³ з використан-
няì  конструкц³ї pCB124, де ген ³нтерферо-
ну знаходився п³д контролеì конститутив-
ного 35S проìотору. 

Б³олог³чну антив³русну активн³сть виз-
начали для б³лкових екстракт³в листя реге-
нерованих рослин тютюну (по 6–8 зразк³в 
для кожної досл³джуваної групи) та зразк³в 
культури «бородатих» корен³в (по 5–6 
зразк³в для кожної групи), отриìаних в ре-
зультат³ генетичної трансфорìац³ї з вико-
ристанняì штаì³в à4 A. rhizogenes та 
GV3101 A. tumefaciens та застосуванняì 
векторних конструкц³й  pCB124 и pCB161, 
де ген ³нтерферону альфа–2b знаходився 
п³д контролеì конститутивного 35S про-

ìотору âìöê та коренеспециф³чного Mll 
проìотору цукрового буряка в³дпов³дно 
(табл. 2, 3).

åкстракти нетрансгенних (контроль-
них) рослин та зразк³в культури «борода-
тих» корен³в, що не ì³стили ген ³нтерферо-
ну людини, антив³русної активност³ не ви-
являли. êр³ì того, екстракти листя рослин, 
трансфорìованих ³з використанняì конс-
трукц³ї pCB161 (Mll::HuINFα–2b) (GV3101 
штаì A. tumefaciens), активност³  практич-
но не виявляли, що ìоже бути непряìиì 
доказоì низької активност³ роботи коре-
неспециф³чного проìотору у надзеìних 
органах рослини. àнтив³русна активн³сть 
екстракт³в листя була оч³кувано вищою для 
рослин тютюну, трансфорìованих ³з вико-
ристанняì обох агробактер³альних шта-
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ì³в, де ген ³нтерферону знаходився п³д 
контролеì конститутивного 35S проìото-
ру âìöê, н³ж у вар³ант³ з використанняì 
коренеспециф³чного Mll проìотору цукро-
вого буряка. Б³олог³чна против³русна ак-
тивн³сть екстракт³в «бородатих» корен³в 
була достов³рно вищою для рослин, транс-
форìованих ³з використанняì векторних 
конструкц³ї, де ген ³нтерферону знаходив-
ся п³д контролеì коренеспециф³чного Mll 
проìотору цукрового буряка, ³ достов³рно 
вищою за активн³сть екстракт³в листя ре-
генерованих рослин ³з досл³джуваної куль-
тури Ri-корен³в, ìожливо, через збере-
ження коренеспециф³чної активност³ Mll 
проìотору в культур³ «бородатих» корен³в. 
Показано п³двищення показник³в анти-
в³русної активност³ на сиру ìасу екстракт³в 
листя трансфорìованих рослин при 
A. rhizogenes-опосередкован³й транс-
форìац³ї з використанняì обох векторних 
конструкц³й, ìожливо, через вищий вì³ст 
б³лка у рослинах, регенерованих з культу-
ри Ri-корен³в [18]. 

îтриìан³ результати св³дчать про ус-
п³шне введення рекоìб³нантних ген³в до 
геноìу рослин тютюну та ìожлив³сть утво-
рення б³олог³чно активного б³лка, а також 
про те, що Mll проìотор цукрового буряка, 
³зольований та функц³онально охарактери-
зований як коренеспециф³чний проìотор 
для цукрового буряка [19], виявляв коре-
неспециф³чну активн³сть при перенесенн³ 
до рослин тютюну та збер³гав коренеспе-
циф³ч³сть в ³ндукован³й культур³ «борода-
тих» корен³в. 

âкор³нен³ рослини отриìан³ при реге-
нерац³ї з культури «бородатих» корен³в, та 
переносен³ в уìови ґрунту, характеризува-
лися норìальниì фенотипоì (рис.3). äля 
кв³тучих рослин, трансфорìованих з вико-
ристанняì pCB161 векторної конструкц³ї 
(A. rhizogenes), спостер³гали зниження 
нас³ннєвої продуктивност³, по в’язане з³ 
стерильн³стю кв³ток внасл³док в³дсутност³ 
пилкових зерен у пиляках (у 5 з 17 перене-

сених в уìови ґрунту рослин), а також з 
явищеì гетеростил³ї у вс³х культивованих 
рослин вар³анта. Íе спостер³гали стериль-
ност³ кв³ток рослин, отриìаних в результат³ 
будь-якого ³ншого вар³анта трансфорìа-
ц³ї.

рèñ. 3. ðослини, отриìан³ при регенерац³ї з культури 
бородатих корен³в та перенесен³ в уìови ґрунту

â результат³ штучного саìозапилення 
було отриìано життєздатне нас³ння. Про-
ростки анал³зували in vitro на ст³йк³сть до 
селективного антиб³отика канаì³цинсуль-
фату. ðозщеплення отриìаних л³н³й по-
кол³ння ò1 складало 3:1 за доì³нантною оз-
накою рекоìб³нантних ген³в. ó в³д³браних 
л³н³й ò1, що росли в присутност³ 100 ìг/л 
канаì³цинсульфату, Пëð-анал³з показав 
присутн³сть введених ген³в nptII та 
HuINFα-2b. 

àнал³з на антив³русну активн³сть екс-
тракт³в листя отриìаних рослин покол³ння 
ò1 показав збереження тенденц³ї до вищо-
го р³вня активност³ екстракт³в листя рос-
лин, трансфорìованих ³з використанняì 
векторної конструкц³ї, що ì³стила ц³льовий 
ген п³д контролеì 35S проìотору âìöê 
(71–640 Mî/ìг ñðБ), стосовно вар³анта з 
використанняì коренеспециф³чного Mll 
проìотору (26–594 Mî/ìг ñðБ). âарто 
зазначити, що антив³русну активн³сть 
спостер³гали для вс³х рослин покол³ння ò1, 
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що св³дчить про збереження здатност³ 
форìування рекоìб³нантного б³лка конф³-
гурац³ї та активност³, характерних для рос-
лин ò0 покол³ння. 

вèñíовкè
îтриìано трансгенн³ рослини Nicotiana 

tabacum L. сорту Winskonsin та Petite 
Havana шляхоì ядерної агробактер³альної 
трансфорìац³ї з використанняì штаìу à4 
A. rhizogenes та штаìу GV3101 A. tumefa-
ciens, що ì³стили векторн³ конструкц³ї 
pCB124 та pCB161, де ген ³нтерферону 
альфа–2b, злитий з рослинниì кальретику-
л³новиì апопластниì сигналоì, знаходив-
ся в³дпов³дно п³д контролеì конститутивно-
го 35S проìотору âìöê та коренеспе-
циф³чного Mll проìотору цукрового буряка. 
åкстракти рослин покол³ння ò0 та ò1 виявля-
ли антив³русну активн³сть, що св³дчить про 
ìожлив³сть форìування рекоìб³нантного 
б³олог³чного активного б³лка. Показано ко-
ренеспециф³чну активн³сть Mll проìотору 
цукрового буряка при перенесенн³ до рос-
лин тютюну та збереження коренеспециф³ч-
ност³ в ³ндукован³й культур³ «бородатих» 
 корен³в, проте спостер³гали зниження на-
с³ннєвої продуктивност³ рослин, що транс-
форìован³ з використанняì pCB161 век-
торної конструкц³ї (A. rhizogenes).

пåðåë³к ë³òåðàòуðè
1. Aliahmadi A., Rahmani N., Abdollahi M. Plant-

derived human vaccines: an overview // Intl. J. 
Pharmacol. – 2006. – Vol.2, №3. – ð.268–279.

2. Leite A.., Kemper E. Expression of correctly pro-
cessed human growth hormone in seeds of trans-
genic tobacco plants // Mol. Breeding –2000.– 
№6.– ñ.47–53.

3. Jain E., Kumar A. Upstream processes in antibody 
production: Evaluation of critical parameters // 
Biotechnology Advances. – 2008. – № 26. – ð.46–
72.

4. Daniell H., Streatfield S., Wycoff K. Medical mo-
lecular farming: production of antibodies, bio-
pharmaceuticals and edible vaccines in plants // 
Trends in plant science. – 2001. – Vol.6, №5. – 
ð. 219–226.

5. Edelbaum O., Stein D., Holland N. et al. Expression 
of active human interferon-beta in transgenic 

plants // J. Interferon Res. – 1992. – №12. – 
P. 449–453.

6. Karasev A. Plant-produced Microbial Vaccines // 
Current Topics in Microbiology and Immunology.– 
Berlin Heidelberg: Springer-Verlag – 2009. – 
Vol.332 – 739 p.

7. Barta A., Sommergruber K., Thompson D. et al.  
The expression of a nopaline synthase human 
growth hormones chimeric gene in transformed 
tobacco and sunflower callus tissue // Plant. Mol. 
Biol. – 1986. – №6. – P. 347–357.

8. Hiatt A., Cafferkey R., Bowdish K. Production of 
antibodies in transgenic plants // Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. – 1992. – № 89. – P.11745–11749.

9. Mason H.S., Lam D.M.K., Arntzen C.J. Expression 
of hepatitis B surface antigen in transgenic plants 
// Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 1992. – №89. – 
P. 11745–11749.

10. Fischer R., Stoger E., Schillberg S. et al. Plant-
based production of biopharmaceuticals // Curr. 
Opin. Plant. Biol. – 2004. – №7. – P. 152–158.

11. Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid 
growth and bioassays tissue cultures  // Physiol. 
Pl. – 1962. – №15. – P. 473–497.

12. Luchakivskaya Yu., Kishchenko O., Gerasimen-
ko I., Olevinskaya Z., Simonenko Yu., Spivak 
M., Kuchuk M. High-level expression of human 
interferon alpha–2b in transgenic carrot (Daucus 
carota L.) plants // Plant Cell Reports – 2010 – 
Vol.30, № 3 – P. 407–415.

13. Кищенко Е.М. îсобенности экспрессии репор-
терного генa β-глюкуронидазы под контролеì 
35S и Mll проìоторов в трансгенных растениях // 
Фактори експериìентальної еволюц³ї орган³зì³в: 
Зб. наук. пр. – 2010. – ò. 9. – C. 261–266.

14. Doyle J.J., Doyle J.L. Isolation of plant DNA from 
fresh tissue // Focus. – 1990. – №12. – P.13–15.

15. Draper J., Scott R., Armitage Ph. Plant genetic 
transformation and gene expression // A 
laboratory manual. Moscow: Mir, – 1991. – 780 p.

16. Bradford M.M. A rapid and sensitive method for 
the quantification of microgram quantities of pro-
tein utilizing the principle of protein-dye binding // 
Anal. Biochem. – 1976. – № 72. – P. 248–254.

17. Rubinstein S., Familletti Ph., Petska S.  Convenient 
assay for interferons // J. Virol. – 1981. – Vol. 37. – 
№5. – P. 755–758.

18. Sindarovska Y. R. Gerasymenko I. M., Shelud-
ko Y. V. et al. Transgenic plants regenerated from 
hairy roots of Nicotiana benthamiana: a promising 
host for transient expression of foreign proteins // 
Cytol. Genetics. – 2005. – Vol.39. – № 6. – P. 9–14.

19. Oltmanns H., Kloos D.U., Briess W. et al. Taproot 
promoters cause tissue specific gene expression 
within the storage root of sugar beet // Planta. – 
2006. – № 224. – P. 485–495.

Представлено В.А. Кунахом 
Надійшла 10.11.2011



ISSN 1810-7834. Вісн. Óкр. тов-ва ãенетиків і селекціонерів. 2011, том 9, № 2 239

Екñпðеñ³я ãеíà ³íòеðфеðоíу àëüфà ëюдèíè п³д коíòðоëем òкàíèíоñпецèф³чíоãо ...

ЭêñПðåññèЯ ãåÍà èÍòåðФåðîÍà 
àëüФà ×åëîâåêà Пîä êîÍòðîëåì 
òêàÍåîñПåöèФè×åñêîãî  
è êîÍñòèòóòèâÍîãî Пðîìîòîðîâ  
â òðàÍñãåÍÍЫõ ðàñòåÍèЯõ òàБàêà  
(NICOTAINA TABACUM L.) 

Ю.С. Лучакивская 1, А.Н. Майстренко 1, 
З.М. Олевинская 2, Е.М. Кищенко 1, 
Н.Я. Спивак 2, Н.В. Кучук 1

1èнститут клеточной биологии и генетической 
инженерии ÍàÍ óкраины
óкраина, 03680, êиев, ул. Заболотного, 148 
2èнститут ìикробиологии и вирусологии иìени 
ä.ê.Заболотного ÍàÍ óкраины 
óкраина, 03680, êиев, ул. Заболотного, 156 
e-mail: yu.luchakivskaya@gmail.com

òрансгенные растения табака Nicotiana 
tabacum L. сортов Winskonsin и Petite Havana 
получены в результате агробактериальной 
трансфорìации с использованиеì штаì-
ìа à4 Agrobacterium rhizogenes и штаì-
ìа  GV3101 Agrobacterium tumefaciens, 
которые несли векторные конструкции pCB124 
и pCB161, где ген интерферона альфа–2b, 
слитый с растительныì кальретикулиновыì 
апопластныì сигналоì, находился соот-
ветственно под контролеì конститутивно-
го 35S проìотора âìöê и корнеспецифи-
ческого Mll проìотора сахарной свеклы. 
ìолекулярно-биологический анализ под-
твердил присутствие трансгенов для 92–95 % 
анализированных трансфорìированных рас-
тений. Белковые экстракты листьев регене-
рировавших растений табака поколений ò0 и 
ò1 и культуры «бородатых» корней проявля-
ли антивирусную активность, что свидетель-
ствует о возìожности форìирования рекоì-
бинантного биологически активного белка. 
Показано тканеоспецифическую активность 
Mll проìотора сахарной свеклы в растени-
ях и корнеспецифическую активность в ин-
дуцированной культуре «бородатых» корней, 
отìечено снижение сеìенной продуктивнос-
ти растений, трансфорìированных с исполь-
зованиеì pCB161 векторной конструкции 
(A. rhizogenes). 

Ключевые слова: Nicotiana tabacum L., агро-
бактериальная трансфорìация, интерферон 

альфа–2b, антивирусная активность, тканес-
пецифический Mll проìотор.

EXPRESSION OF HUMAN INTERFERON  
ALPHA GENE DRIVEN BY CONSTITUTIVE  
AND TISSUES SPECIFIC PROMOTERS  
IN TRANSGENIC TOBACCO PLANTS  
(NICOTAINA TABACUM L.) 
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Transgenic tobacco plants of Winskonsin and 
Petite Havana varieties were obtained via 
Agrobacterium tumefaciens- (GV3101) and 
Agrobacterium rhizogenes (à4)-mediated 
transformation using pCB124 and pCB161 
vector constructs, where interferon alpha–2b 
gene fused with calreticulin apoplast targeting 
signal was driven by constitutive 35S CaMV 
promoter and Mll root-specific one of sugar 
beet respectively. PCR-analysis proved the 
presence of transgenes for 92–95 % analyzed 
plants. The protein leaf extracts of regenerated 
tobacco plants of ò0 and ò1 generation and 
those of hairy root culture demonstrated the 
antiviral activity that suggests the forming 
of recombinant biologically active protein. 
Tissue-specific activity of Mll sugar beet root-
specific promoter was shown for transgenic 
tobacco plants as well as for induced hairy root 
culture though decreased seed productivity for 
plants generated via Agrobacterium-mediated 
transformation with pCB161 vector construction 
(A. rhizogenes) was registered.

Key words: Nicotiana tabacum L., 
Agrobacterium-mediated transformation, 
interferon alpha–2b, antiviral activity, tissue-
specific Mll promoter.


