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Експресія гена інтерферону альфа людини під контролем тканиноспецифічного ...
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Трансгенні рослини Nicotiana tabacum L. сорту Winskonsin та Petite Havana отрима-
но шляхом агробактеріальної трансформації з використанням штаму А4 Agrobacteri-
um rhizogenes та штаму GV3101 Agrobacterium tumefaciens, що містили векторні кон-
струкції pCB124 та pCB161, де ген інтерферону альфа–2b, злитий з рослинним каль-
ретикуліновим апопластним сигналом, знаходився відповідно під контролем конститу-
тивного 35S промотору ВМЦК та коренеспецифічного Mll промотору цукрового буряка. 
Молекулярно-біологічний аналіз підтвердив присутність трансгенів для 92–95 % аналі-
зованих трансформованих рослин. Екстракти листя регенерованих рослин тютюну по-
коління Т0 та Т1 та культури «бородатих» коренів виявляли антивірусну активність,, що 
свідчить про можливість формування рекомбінантного біологічно активного білка. По-
казано тканиноспецифічну активність Mll промотору цукрового буряка у трансгенних 
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., агробактеріальна трансформація, інтерферон 
альфа–2b, антивірусна активність, тканиноспецифічний Mll промотор.

Вступ. Рослинні системи вважають економічно вигіднішими та безпечніши-
ми для експресії рекомбінантних фармацевтичних білків порівняно з систе-

мами на основі мікроорганізмів та культур тваринних клітин. Показано, що рос-
лини можна використовувати як біореактор для продукування рекомбінантних 
білків сироватки крові людини  [1], регуляторів росту  [2], моноклональних ан-
титіл [3, 4],  інтерферонів [5] та ін. Одним із важливих завдань генетичної інже-
нерії при проведенні генетичної трансформації рослин є вивчення особливос-
тей введення та подальшої експресії чужорідних генів у рослинних клітинах, що 
визначається методом генетичної трансформації, видом рослини, вимогами 
до експресії введеного гена і, відповідно, дизайном генетичної конструкції, 
способом селекції рослин тощо. Більшість дослідів описують отримання ре-
комбінантних білків рослинного походження у трансгенних рослинах тютюну 
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Рис. 1. Схеми векторних конструкцій pCВ161 та 124, що несуть ген інтерферону альфа-2b людини

[6–10], зважаючи на значний об’єм та 
швидкі темпи наростання біомаси, а також 
добре налагоджену систему трансформа-
ції та високий регенераційний потенціал 
цих рослин, що дозволяє застосувати їх як 
модельні об’єкти для генетичної інженерії 
рослин. Дана робота описує особливості 
експресії рекомбінантного гена інтерфе-
рону альфа у трансгенних рослинах тютю-
ну під контролем конститутивного 35S 
промотору ВМЦК та коренеспецифічного 
Mll промотору цукрового буряка.

Матеріали і методи
Рослинний матеріал. Для агробакте-

ріальної трансформації використовували 
асептичні рослини тютюну (Nicotiana 
tabacum L.) сорту Petite Havana та 
Wisconsin. Рослини культивували на жи-
вильному середовищі MS  [11]  за темпе-
ратури 28 °С, 16-годинного фотоперіоду. 

Векторні конструкції та бактеріальні 
штами. Т-ДНК ділянка плазміди pCB124 
[12]  містила рекомбінантний ген інтерфе-
рону альфа–2b людини, злитого з рослин-
ним (Nicotiana plumbagenifolia L.) кальре-
тикуліновим апопластним сигналом під 
контролем конститутивного 35S промото-
ру ВМЦК, та селективний ген неоміцин-
фосфотрансферази (nptІІ) під контролем 
nos промотору. Плазмідну векторну конс-
трукцію pCB161 (рис. 1) було створено в 
результаті вирізання 35S промотору ВМЦК 
(1338 п.н. – фрагмент EcoRI-NcoI) із Т-
ДНК ділянки плазміди pCB124 і заміщення 
його на Mll коренеспецифічний  промотор 
цукрового буряка (1745 п.н) [13]. Обидві 
векторні конструкції було перенесено до 
нопалінового штаму GV3101 A. tumefa-
ciens та агропінового A4 штаму 
A.  rhizogenes, які у подальшому застосо-
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вували для агробактеріальної трансфор-
мації. 

Бактеріальні культури вирощували у 
рідкому середовищі Лурія-Бертані (пептон 
10г/л, дріжджовий екстракт 5г/л, NaCl 
10г/л, рН=7,2) з додаванням 50 мг/л кар-
беніциліну (для обох бактеріальних куль-
тур) та 50 мг/л ріфампіцину, 25 мг/л гента-
міцину (для A. tumefaciens) на орбітально-
му шейкері (200 об./хв) за температури 
28 °С протягом 24 годин. 

Генетична трансформація та селек-
ція. Суспензійну бактеріальну культуру 
осаджували центрифугуванням (5000 об./
хв, 4 °С). Отриманий осад ресуспедували у 
розчині макросолей за MS, 100 мг/л міо
інозитолу, 20 г/л сахарози з додаванням 
200 мкМ ацетосирингону та надалі культи-
вували на ротаційному шейкері  за темпе-
ратури 28 °С та 200 об./хв протягом годи-
ни. Трансформацію тютюну проводили ме-
тодом листових дисків. Нарізані листові 
пластинки інкубували у бактеріальній сус-
пензії 10–15 хв та для трансформації 
викладали на безгормональне живильне 
середовище MS без додавання антибіоти-
ків на 24 год. 

Надалі експланти переносили на агари-
зироване живильне середовище MS із до-
даванням 100 мг/л канаміцинсульфату як 
селективного агента, 500 мг/л цефотакси-
му для елімінації бактерій та 1 мг/л бензи-
ламінопурину і 0,1 мг/л нафтилоцтової 
кислоти для ініціації прямої регенерації у 
випадку трансформації з використанням 
штаму GV3101 A. tumefaciens. Через 3–4 
тижні регенеровані рослини тютюну для 
укорінення переносили на безгормональ-
не середовище MS із додаванням антибіо-
тиків у вказаних концентраціях та культиву-
вали за температури 24 °С, 16-годинного 
фотоперіоду. Надалі отримані рослини пе-
реносили в умови ґрунту. 

Після генетичної трансформації рослин 
тютюну з використанням A4 штаму 
A.  rhizogenes експланти переносили на 

безгормональне живильне середовище 
MS із додаванням 100 мг/л канаміцин-
сульфату як селективного агента та 
500 м г/л цефотаксиму для елімінації бак-
терій. Після утворення через 3–4 тижні ко-
ренів, що характеризувалися Ri-феноти-
пом, культивування продовжували за тем-
ператури 24 °С, 16-годинного  фотоперіоду. 
Надалі рослини, отримані шляхом спон-
танної регенерації, переносили в умови 
ґрунту. 

Молекулярно-біологічний аналіз. 
Сумарну рослинну ДНК екстрагували згід-
но Doyle J.L. та Doyle J.J. [14]. Тотальну 
бактеріальну ДНК екстрагували згідно 
Draper et. al. [15]  Присутність трансгенів 
підтверджували за допомогою дуплексно-
го ПЛР-аналізу з використанням прайме-
рів 5’-ctcctgcttgaaggacag–3’, 5’-ggagtc
ctccttcatcag–3’ для ідентифікації HuINFα–
2b гена (розмір фрагмента 264 п.н.) та 
праймерів 5’-atgtcgcaaggcagtaagccca–3’, 
5’-ggagtctttcagcatggagcaa–3’ для вияв-
лення присутності virD1 гена (розмір фраг-
мента 432 п.н.). Мультиплексну ампліфіка-
цію фрагментів генів інтерферону людини 
HuINFα–2b та virD1 для виявлення агро-
бактеріального забруднення проводили за 
таких умов: денатурація 94 °С/5 хв; 30 ци-
клів (денатурація 94  °С/30 с,  відпал 
60 °С/30 с, синтез72 °С/35 с); заключний 
синтез 72 °С/5 хв. Продукти реакції фрак-
ціонували в 1 % агарозному гелі в трис-бо-
ратній буферній системі. 

Вимірювання антивірусної актив-
ності інтерферону. Екстракти рослин та 
кореневих культур тютюну готували шля-
хом розтирання рослинних тканин у по-
двійному об’ємі буферу, що містить 100 
мM Трис-HCl, pH 8,0, 5 мM Na2EDTA,  100 
мM NaCl, 10мM меркаптоетанолу з дода-
ванням 2,5 % полівінілпіролідону та на-
ступного центрифугування (10000 об./хв 
протягом 5–7 хв, 4 °С; 15000 об./хв протя-
гом 25 хв, 4 °С). Для вимірювання вмісту 
загального розчинного білка в отриманих 
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Рис. 2. Спонтанна регенерація рослин на культурі «бородатих» коренів на середовищі без додавання фітогормонів 
(а) та електрофореграма ПЛР-аналізу на присутність HuINFα-2b гена трансформованих рослин та зразків культури 
«бородатих» коренів тютюну Nicotiana tabacum L., (б)  M – маркер (1 Kb Plus DNA Ladder, Fermentas), 1 – негатив-
ний контроль (проба без ДНК), 2 – позитивний контроль (плазмідна ДНК рСВ161),  3 – негативний контроль (ДНК 
нетрансформованої рослини), 4-7 – ДНК досліджуваних рослин 

екстрактах використовували метод Бред-
форда [16]. Активність інтерферону вимі-
рювали методом мікротитрування [17] з 
незначними власними модифікаціями, що 
ґрунтується на здатності досліджуваних 
екстрактів захищати клітини клітинної 
культури  перевиваних тестикул поросят (з 
колекції Інституту мікробіології та вірусо-
логії  імені Д.К.Заболотного НАН України) 
від цитопатичного ефекту вірусу везику-
лярного стоматиту (штам «Індіана» з ко-
лекції Інституту мікробіології та вірусології  
імені Д.К.Заболотного НАН України). Ак-
тивність рекомбінантного інтерферону ви-
ражали у міжнародних одиницях на грам 
сирої ваги листя рослин або зразків культу-
ри «бородатих» коренів (МО/г СВ) або на 
міліграм сумарного розчинного білка 
(МО/мг СРБ). 

Статистична обробка. Статистичній 
обробці піддавали дані вимірювань анти-
вірусної активності інтерферону. Аналітич-
ні моделі, що демонстрували середнє зна-
чення з довірчими інтервалами за  p<0,05, 
вважали статистично значущими та в по-
дальшому використовували для порів-
няльного аналізу. Для оцінки достовірності 
порівняння отриманих результатів вико-
ристовували  t-критерий Стьюдента. 

Результати та їх обговорення
Формування регенерованих рослин тю-

тюну спостерігали через 3–4 тижні після 
A.  tumefaciens-опосередкованої транс-
формації на середовищі MS з додаванням 
регуляторів росту для ініціації регенерації та 
антибіотиків у вказаних концентраціях, на-
далі рослини укорінювали на безгормональ-
ному живильному середовищі MS та культи-
вували за температури 24 °С, в 16-годинно-
му фотоперіоді. Через 3–4 тижні після 
A.  rhizogenes-опосередкованої трансфор-
мації рослин тютюну спостерігали ініціацію 
коренетворення, що характеризувалося Ri-
фенотипом: гормононезалежним ростом та 
відсутністю геотропізму. Контрольні нетран-
сформовані експланти не здатні були фор-
мувати регенеранти або ініціювати утворен-
ня «бородатих» коренів на середовищі з до-
даванням 100 мг/л канаміцинсульфату як 
селективного агента. Через 5–7 тижнів куль-
тивування спостерігали явище спонтанної 
регенерації в культурі «бородатих» коренів 
на середовищі без додавання фітогормонів 
(рис. 2), причому частота утворення Ri-ко-
ренів  та формування спонтанних регене-
рантів (табл. 1) на культурі «бородатих» ко-
ренів у варіанті трансформації з використан-
ням векторної конструкції pCB161, де ген 
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Таблиця 1. Частота Ri-коренетворення та спонтанної регенерації на культурі «бородатих» коренів

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

Таблиця 2. Активність білкових екстрактів листя рослин, трансформованих з використанням 
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

Таблиця 3. Активність білкових екстрактів зразків культури «бородатих» коренів та листя регенерова-
них з культури рослин при  A. rhizogenes-опосередкованій трансформації

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

інтерферну знаходився під контролем коре-
неспецифіного Mll промотору, була значно 
вищою за частоту у варіанті з використан-
ням  конструкції pCB124, де ген інтерферо-
ну знаходився під контролем конститутив-
ного 35S промотору. 

Біологічну антивірусну активність виз-
начали для білкових екстрактів листя реге-
нерованих рослин тютюну (по 6–8 зразків 
для кожної досліджуваної групи) та зразків 
культури «бородатих» коренів (по 5–6 
зразків для кожної групи), отриманих в ре-
зультаті генетичної трансформації з вико-
ристанням штамів А4 A. rhizogenes та 
GV3101 A. tumefaciens та застосуванням 
векторних конструкцій  pCB124 и pCB161, 
де ген інтерферону альфа–2b знаходився 
під контролем конститутивного 35S про-

мотору ВМЦК та коренеспецифічного Mll 
промотору цукрового буряка відповідно 
(табл. 2, 3).

Екстракти нетрансгенних (контроль-
них) рослин та зразків культури «борода-
тих» коренів, що не містили ген інтерферо-
ну людини, антивірусної активності не ви-
являли. Крім того, екстракти листя рослин, 
трансформованих із використанням конс-
трукції pCB161 (Mll::HuINFα–2b) (GV3101 
штам A. tumefaciens), активності  практич-
но не виявляли, що може бути непрямим 
доказом низької активності роботи коре-
неспецифічного промотору у надземних 
органах рослини. Антивірусна активність 
екстрактів листя була очікувано вищою для 
рослин тютюну, трансформованих із вико-
ристанням обох агробактеріальних шта-
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мів, де ген інтерферону знаходився під 
контролем конститутивного 35S промото-
ру ВМЦК, ніж у варіанті з використанням 
коренеспецифічного Mll промотору цукро-
вого буряка. Біологічна противірусна ак-
тивність екстрактів «бородатих» коренів 
була достовірно вищою для рослин, транс-
формованих із використанням векторних 
конструкції, де ген інтерферону знаходив-
ся під контролем коренеспецифічного Mll 
промотору цукрового буряка, і достовірно 
вищою за активність екстрактів листя ре-
генерованих рослин із досліджуваної куль-
тури Ri-коренів, можливо, через збере-
ження коренеспецифічної активності Mll 
промотору в культурі «бородатих» коренів. 
Показано підвищення показників анти-
вірусної активності на сиру масу екстрактів 
листя трансформованих рослин при 
A.  rhizogenes-опосередкованій транс-
формації з використанням обох векторних 
конструкцій, можливо, через вищий вміст 
білка у рослинах, регенерованих з культу-
ри Ri-коренів [18]. 

Отримані результати свідчать про ус-
пішне введення рекомбінантних генів до 
геному рослин тютюну та можливість утво-
рення біологічно активного білка, а також 
про те, що Mll промотор цукрового буряка, 
ізольований та функціонально охарактери-
зований як коренеспецифічний промотор 
для цукрового буряка [19], виявляв коре-
неспецифічну активність при перенесенні 
до рослин тютюну та зберігав коренеспе-
цифічість в індукованій культурі «борода-
тих» коренів. 

Вкорінені рослини отримані при реге-
нерації з культури «бородатих» коренів, та 
переносені в умови ґрунту, характеризува-
лися нормальним фенотипом (рис.3). Для 
квітучих рослин, трансформованих з вико-
ристанням pCB161 векторної конструкції 
(A. rhizogenes), спостерігали зниження 
насіннєвої продуктивності, пов’язане зі 
стерильністю квіток внаслідок відсутності 
пилкових зерен у пиляках (у 5 з 17 перене-

сених в умови ґрунту рослин), а також з 
явищем гетеростилії у всіх культивованих 
рослин варіанта. Не спостерігали стериль-
ності квіток рослин, отриманих в результаті 
будь-якого іншого варіанта трансформа-
ції.

Рис. 3. Рослини, отримані при регенерації з культури 
бородатих коренів та перенесені в умови ґрунту

В результаті штучного самозапилення 
було отримано життєздатне насіння. Про-
ростки аналізували in vitro на стійкість до 
селективного антибіотика канаміцинсуль-
фату. Розщеплення отриманих ліній по-
коління Т1 складало 3:1 за домінантною оз-
накою рекомбінантних генів. У відібраних 
ліній Т1, що росли в присутності 100 мг/л 
канаміцинсульфату, ПЛР-аналіз показав 
присутність введених генів nptII та 
HuINFα‑2b. 

Аналіз на антивірусну активність екс-
трактів листя отриманих рослин покоління 
Т1 показав збереження тенденції до вищо-
го рівня активності екстрактів листя рос-
лин, трансформованих із використанням 
векторної конструкції, що містила цільовий 
ген під контролем 35S промотору ВМЦК 
(71–640 MО/мг СРБ), стосовно варіанта з 
використанням коренеспецифічного Mll 
промотору (26–594 MО/мг СРБ). Варто 
зазначити, що антивірусну активність 
спостерігали для всіх рослин покоління Т1, 
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що свідчить про збереження здатності 
формування рекомбінантного білка конфі-
гурації та активності, характерних для рос-
лин Т0 покоління. 

Висновки
Отримано трансгенні рослини Nicotiana 

tabacum L. сорту Winskonsin та Petite 
Havana шляхом ядерної агробактеріальної 
трансформації з використанням штаму А4 
A. rhizogenes та штаму GV3101 A. tumefa-
ciens, що містили векторні конструкції 
pCB124 та pCB161, де ген інтерферону 
альфа–2b, злитий з рослинним кальретику-
ліновим апопластним сигналом, знаходив-
ся відповідно під контролем конститутивно-
го 35S промотору ВМЦК та коренеспе-
цифічного Mll промотору цукрового буряка. 
Екстракти рослин покоління Т0 та Т1 виявля-
ли антивірусну активність, що свідчить про 
можливість формування рекомбінантного 
біологічного активного білка. Показано ко-
ренеспецифічну активність Mll промотору 
цукрового буряка при перенесенні до рос-
лин тютюну та збереження коренеспецифіч-
ності в індукованій культурі «бородатих» 
коренів, проте спостерігали зниження на-
сіннєвої продуктивності рослин, що транс-
формовані з використанням pCB161 век-
торної конструкції (A. rhizogenes).
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ИНТЕРФЕРОНА 
АЛЬФА ЧЕЛОВЕКА ПОД КОНТРОЛЕМ 
ТКАНеОСПЕЦИФИЧЕСКОГО  
И КОНСТИТУТИВНОГО ПРОМОТОРОВ  
В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА  
(NICOTAINA TABACUM L.) 

Ю.С. Лучакивская 1, А.Н. Майстренко 1, 
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Трансгенные растения табака Nicotiana 
tabacum L. сортов Winskonsin и Petite Havana 
получены в результате агробактериальной 
трансформации с использованием штам-
ма А4 Agrobacterium rhizogenes и штам-
ма  GV3101 Agrobacterium tumefaciens, 
которые несли векторные конструкции pCB124 
и pCB161, где ген интерферона альфа–2b, 
слитый с растительным кальретикулиновым 
апопластным сигналом, находился соот
ветственно под контролем конститутивно-
го 35S промотора ВМЦК и корнеспецифи-
ческого Mll промотора сахарной свеклы. 
Молекулярно-биологический анализ под-
твердил присутствие трансгенов для 92–95  % 
анализированных трансформированных рас-
тений. Белковые экстракты листьев регене-
рировавших растений табака поколений Т0 и 
Т1 и культуры «бородатых» корней проявля-
ли антивирусную активность, что свидетель-
ствует о возможности формирования реком-
бинантного биологически активного белка. 
Показано тканеоспецифическую активность 
Mll промотора сахарной свеклы в растени-
ях и корнеспецифическую активность в ин-
дуцированной культуре «бородатых» корней, 
отмечено снижение семенной продуктивнос-
ти растений, трансформированных с исполь-
зованием pCB161 векторной конструкции 
(A. rhizogenes). 

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

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

EXPRESSION OF HUMAN INTERFERON  
ALPHA GENE DRIVEN BY CONSTITUTIVE  
AND TISSUES SPECIFIC PROMOTERS  
IN TRANSGENIC TOBACCO PLANTS  
(NICOTAINA TABACUM L.) 
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2 Danslo Zabolotny Institute of microbiology and 
virology NAS of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kyiv, Zabolotnogo str., 156 
e-mail: yu.luchakivskaya@gmail.com

Transgenic tobacco plants of Winskonsin and 
Petite Havana varieties were obtained via 
Agrobacterium tumefaciens- (GV3101) and 
Agrobacterium rhizogenes (А4)-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 Т0 and Т1 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.


