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Получение трансгенных растений с интегрированными генами фитаз бактериального происхожде-
ния является одним из перспективных решений проблемы дефицита фосфора в питании растений,
а также животных с однокамерным желудком. Гистидиновая кислая фитаза PaPhyC бактерии Pan-
toea agglomerans обладает высокой активностью и представляет собой перспективную основу для
биотехнологии растений. Мы провели анализ морфологических характеристик, фитазной активно-
сти и содержания фосфора в тканях полученных нами ранее модифицированных растений Arabidop-
sis thaliana, синтезирующих внеклеточную фитазу PaPhyC. Показано, что модифицированные рас-
тения способны расти на среде с фитатом в качестве единственного источника фосфора. Внешние
характеристики (диаметр и площадь листьев розетки) модифицированных растений, экспрессиру-
ющих фитазу, не различались при росте на средах с фитатом и неорганическим фосфатом, что сви-
детельствовало об использовании фитата растениями в качестве источника фосфора. При росте на
среде с фитатом высокая фитазная активность присутствовала в клеточной стенке модифицирован-
ных растений. Содержание неорганического фосфата в тканях модифицированных растений не из-
менялось в случае их роста на среде с фитатом в качестве единственного источника фосфора.
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ВВЕДЕНИЕ

Фосфорный дефицит в питании растений и
животных, возникший в результате нерациональ-
ного использования ресурсов Земли, стал глобаль-
ной проблемой, требующей разработки новых
подходов к ее решению. Одной из причин, усугуб-
ляющих проблему недостатка фосфора, является
широкое распространение труднодоступных форм
фосфата в природе, в частности, фитата (мио-ино-
зитол гексакисфосфата). Фитат составляет до
60% органического фосфата в различных типах
почв, однако он не может быть использован в ка-
честве источника неорганического фосфата в си-
лу высокой стабильности в среде, а также неспо-
собности растений и большинства животных к
расщеплению его молекул [1, 2]. Фитат является
запасной формой фосфата в семенах растений, но
мобилизация фосфата из фитата семян возможна
только в период их прорастания, в то время как в
тканях вегетативных органов растений экспрес-
сия активных фитаз прекращается [3, 4]. Кроме
того, фитат способен связывать ионы металлов

(Ca2, Mg2, Zn2, Fe2), олигопептиды и сахара, делая
их недоступными для усвоения [5, 6].

Широкая распространенность фитата в окру-
жающей среде представляет интерес в качестве
альтернативного источника фосфора. Это связано
с уникальным действием специфических фосфо-
гидролаз – фитаз (мио-инозитолгексакисфосфат
фосфогидролаз), поэтапно дефосфорилирующих
молекулу фитата с высвобождением фосфата.
Фитазы синтезируются многими почвенными
микроорганизмами. Использование фитаз бакте-
рий и микромицетов является эффективным спо-
собом утилизации фитата и повышения доступ-
ности фосфата почв и кормов на основе семян
растений [7]. Перспективным направлением в
биотехнологии является получение растений,
продуцирующих микробные фитазы и способных
усваивать фитат-связанный фосфор почв [8].
Синтез рекомбинантных фитаз растениями име-
ет ряд преимуществ: например, это возможность
использования модифицированных растений и
их семян в качестве сырья для производства кор-
мов с низким содержанием фитата. К настоящему
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времени получены различные растения, синтези-
рующие бактериальные и грибные фитазы: табак
(Nicotiana tabacum) (листья и семена), люцерна
(Medicago sativa) (листья), резуховидка Таля (Ara-
bidopsis thaliana) (корни), рис (Oryza sativa) (семе-
на) и пшеница (Triticum vulgare) (семена) [9]. Так-
же производится модифицированная кукуруза, в
зернах которой синтезируется рекомбинантная
грибная фитаза с высокой активностью, причем
активность стабильно сохраняется на высоком
уровне в нескольких поколениях растений [9]. На
основе водорослей Chlamidomonas reinhardtii раз-
работана экспрессионная система, продуцирую-
щая бактериальную фитазу Escherichia coli AppA в
хлоропластах, что позволяет использовать моди-
фицированные водоросли в качестве кормовой
добавки, опуская этап очистки целевого белка [9,
10]. Другим направлением является обеспечение
растений необходимым фосфором из труднодо-
ступного фитата почв [9]. Описаны системы экс-
прессии фитаз в корнях растений, что позволяет
повысить эффективность биоутилизации внекле-
точного фитата [11, 12]. Преимуществом бактери-
альных фитаз для получения модифицированных
растений является их высокая специфическая ак-
тивность и термостабильность по сравнению с
грибными фитазами. В связи с различиями в усло-
виях роста растений и специфичностью свойств
рекомбинантных ферментов нет возможности
получить универсальную систему экспрессии,
которая могла бы подходить для всех растений во
всех условиях произрастания. Использование
разных микробных фитаз и создание новых си-
стем гетерологичной экспрессии позволяет рас-
ширить возможности этого направления биотех-
нологии растений.

Ранее нами были получены растения A. thali-
ana с интегрированной в геном конструкцией, со-
стоящей из модифицированного кодон-оптими-
зированного гена бактериальной фитазы paPhyC
Pantoea agglomerans под контролем конститутив-
ного промотора вируса мозаики цветной капусты
CaMV35S и установлена экспрессия рекомби-
нантной фитазы в тканях растений на уровне
транскрипции гена и трансляция белка [13]. Цель
настоящей работы – оценить способность роста

модифицированных растений в условиях дефи-
цита неорганического фосфора в среде с добавле-
нием фитата в качестве единственного источника
фосфата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плазмиды и конструкции экспрессионных си-

стем. Ранее нами были получены модифициро-
ванные растения A. thaliana с интегрированной
генетической конструкцией, включающей ко-
дон-оптимизированный ген бактериальной фи-
тазы paPhyC, находящейся под контролем кон-
ститутивного вирусного промотора CaMV35S
совместно с растительным сигнальным пептидом
(AtEx) (модифицированные растения линий
E168, E27142, E382) (табл. 1) [13]. В качестве век-
торов для модификации растений использовали
плазмиды pCBK05 и pCEV04, полученные на ос-
нове вектора pCBK05 [13]. pCBK05 – бинарный
вектор для экспрессии в клетках агробактерий и
E. coli, содержащий в области Т-ДНК промотор ви-
руса мозаики цветной капусты CaMV35S (343 п.о.)
и ген bar устойчивости к селективному гербициду
BASTA (глюфосинат аммония), регулируемые
промотором гена нопалинсинтазы A. tumefaciens
(Pnos) (рис. 1а). Вектор pCBK05 использовали в
качестве контрольной конструкции для транс-
формации растений A. thaliana (модифицирован-
ные растения линии О115) (табл. 1). Вектор
pСEV04 получен на основе вектора pCBK05 и со-
держал модифицированный ген фитазы AtEx::pa-
PhyC::His-Strep-Tag (1326 п.о.) под управлением
CaMV35S промотора (рис. 1б). Последователь-
ность бактериального гена фитазы paPhyC
(ABD85282.1), полученную из базы данных Gen-
Bank (https://ncbi.nih.gov/genbank), оптимизиро-
вали в программе Codon Adaptation Tool (http://
www.JCat.com) для эффективной экспрессии в
клетках растений A. thaliana. Ген модифицировали
с 5'- и 3'-концов присоединением последователь-
ностей сигнального пептида экстенсина араби-
допсиса (AtEx) и His-Strep-Tag, соответственно.
Модифицированную последовательность гена
фитазы AtEx::paPhyC::His-Strep-Tag синтезировали
химически (“GenScript”, США, http://www.gen-

Таблица 1. Линии растений Arabidopsis thaliana, использованные в работе

Линия растений
A. thaliana

Описание Назначение

WT Экотип Columbia, дикий тип Контроль

O115 Модифицированные растения гомозиготные 
по вставке, не содержащей гена фитазы

Отрицательный контроль 
на влияние модификации на растения

Е168, Е27142, Е382 Модифицированные растения гомозиготные 
по вставке AtEx::paPhyC::His-Strep-Tag под 
контролем промотора CaMV35S

Экспрессия бактериальной фитазы 
PaPhyC
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script.com). Модифицированный ген интегрирова-
ли в бинарный вектор pCBK05 с использованием
сайтов рестрикции BamHI и SpeI под контроль
конститутивного промотора вируса мозаики
цветной капусты CaMV35S [13].

Полученный бинарный вектор, содержащий
конструкцию AtEx::paPhyC::His-Strep-Tag транс-
формировали в клетки агробактерий A. tumefaciens
GV3101 методом электропорации. Рекомбинант-
ные штаммы агробактерий использовали для по-
лучения трансгенных линий растений.

Растения Arabidopsis thaliana. В работе исполь-
зовали растения A. thaliana дикого типа (экотип
Columbia, далее WT) и полученные нами ранее
модифицированные растения контрольной линии
с интегрированной вставкой без гена фитазы (ли-
ния О115) и экспрессирующие бактериальную фи-
тазу PaPhyC (линии E168, E27142, E382) (табл. 1).

Модификацию растений A. thaliana (экотип
Col-0) проводили методом агробактериальной
трансформации in planta (f loral-dip метод) [14].
Далее трансформированные растения (Т0 поко-
ление) выращивали на почве и получали от них
семена (Т1 поколение). Селекцию растений Т1
поколения проводили путем их выращивания на
стерильных чашках Петри на среде с добавлением
гербицида BASTA (глюфосинат-аммония). Ото-
бранные растения генотипировали и выращива-
ли каждое индивидуально для получения семян

(Т2 поколения). Повторяли селекцию и геноти-
пирование растений Т2, Т3, Т4, Т5 поколений для
выявления гомозиготных по гетерологичной
вставке растений (100% выживаемость пророст-
ков на среде с гербицидом). В результате нами
были получены три независимые линии растений
Е1, Е2 и Е3, в каждой из которых были отобраны
гомозиготные по трансгенной вставке линии (3, 2
и 3, соответственно). Также были получены три
независимые линии растений с “нулевым” векто-
ром (О1, О5 и О11) и гомозиготные растения дан-
ных линий. В работе мы использовали растения
линий Е168, Е27412 и Е382, поскольку в них была
подтверждена экспрессия гена на уровне тран-
скрипции и синтез рекомбинантной фитазы.
Стоит отметить, что линии Е168 и Е382 несли од-
ну вставку конструкции AtEx::paPhyC::His-Strep-
Tag в геноме, тогда как линия Е27142 имела мно-
жественную вставку в геноме. Также были ис-
пользованы растения линии О115 в качестве от-
рицательного контроля.

Растения выращивали в климатической каме-
ре (MLR-352 H, “Sanyo”, Япония). Перед посад-
кой семена предварительно подвергали вернали-
зации, выдерживая 2–3 суток при 4°С для син-
хронизации всхожести. Стандартные условия
роста A. thaliana: фотопериод 16/8 ч день/ночь,
800 люкс, 20°С, влажность воздуха 65%.

Рис. 1. Карта Т-ДНК области бинарных векторов для трансформации растений: (а) – pCBK05 (6100 п.о.) – вектор, со-
держащий вирусный промотор CaMV35S, без интегрированного гена фитазы; (б) – pCEV04 (7426 п.о.) – вектор с ин-
тегрированным модифицированным геном фитазы AtEx::paPhyC::His-Strep-Tag. PCaMV35S – конститутивный промо-
тор вируса мозаики цветной капусты; bar – ген устойчивости к гербициду BASTA; Pnos, Tnos – промоторная и термина-
торная последовательности гена нопалинсинтазы; П, Л – правая и левая фланкирующие последовательности Т-ДНК;
paPhyC – модифицированный ген фитазы P. agglomerans. Линиями обозначены сайты рестрикции EcoRI, BamHI, SmaI,
SpeI, SacI, KpnI, HindIII, XbaI, PstI, ClaI. Сайты рестрикции для клонирования гена фитазы выделены прямоугольной
рамкой (BamHI, SpeI).
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Выращивание растений в гидропонной системе.
Эксперименты по росту растений на различных
источниках фосфора проводили в гидропонных
установках. Гидропонная установка состояла из
светонепроницаемого контейнера объемом 600 мл
с 12 индивидуальными лунками для растений с
установленными в них пластиковыми пробирка-
ми объемом 200 мкл (типа “Эппендорф”), запол-
ненными 0.7% агаром, со срезанным дном для
выхода корней в жидкую среду. Контейнеры и
пробирки предварительно стерилизовали авто-
клавированием. Растения выращивали на мине-
ральной среде с рН 5.5 [15]. В качестве источника
фосфора добавляли 0.8 мМ Na2HPO4 или 0.133 мМ
фитат натрия (myo-inositol hexaphosphoric acid do-
decasodium salt, “Sigma-Aldrich”, США). Среду
стерилизовали автоклавированием и остужали до
комнатной температуры. Фитат натрия стерили-
зовали фильтрованием и вносили в минеральную
среду. Растения предварительно выращивали на
среде Мурасиге-Скуга (МС) (“Sigma-Aldrich,
США) в чашках Петри в течение 10 суток. Для
проращивания растений семена высевали сте-
рильно на чашки Петри с использованием среды
МС: 50% МС, 2% сахароза, 0.7% агар, в случае мо-
дифицированных линий – с добавлением герби-
цида BASTA в концентрации 25 мкг/мл. Перед
посевом семена стерилизовали по следующей ме-
тодике: промывание 70% этанолом при перемеши-
вании – 1 мин, промывание 50% раствором ком-
мерческого отбеливателя “Белизна” (ООО “Быто-
вая химия”, Россия) с добавлением 0.5% Тритон-
Х100 при перемешивании – 7 мин, промывание
стерильной дистиллированной водой 5 раз до
полного удаления раствора для стерилизации.
Стерильные семена растений высевали на среду
МС на чашки Петри и выращивали 7–10 дней. Да-
лее в каждую ячейку контейнера пересаживали по
одному растению и покрывали контейнер целло-
фановой пленкой, которую снимали через 4–5 су-
ток. Растения выращивали в течение 35 суток в
климатической камере при стандартных условиях
и далее проводили анализ внешнего вида, измере-
ние фитазной активности и содержания фосфора в
тканях. Для анализа фитазной активности расте-
ния отбирали и замораживали в жидком азоте. Об-
разцы тканей хранили при температуре –80°С.

Характеристика внешнего вида растений. Спо-
собность растений расти на средах с разными ис-
точниками фосфора анализировали путем изме-
рения их морфологических параметров: диаметра
и общей площади листьев розетки. Собранные
растения фотографировали с помощью гель-до-
кументирующей системы “Vilber Lourmat E-box
VX2” (Франция) со встроенной цифровой камерой
“Sony” 1.4 Мп (Япония). Полученные фотографии
растений обрабатывали в программе ImageJ. За
масштабную шкалу при расчете диаметра и общей
площади розетки брали 1 мм. Диаметр розетки ли-

стьев измеряли от внешних концов наибольших
противоположно (супротивно) расположенных
листьев и рассчитывали как среднее значение. Об-
щую площадь листьев определяли как сумму пло-
щадей всех листьев в розетке растения. Размерная
шкала для каждого изображения устанавливалась
автоматически в программе. Измерение проводи-
ли для 4–6 индивидуальных растений для каждой
линии растений в 3–5 биологических повторно-
стях.

Измерение сухой массы растений. Для измере-
ния сухой массы каждое индивидуальное расте-
ние собирали и разделяли на побеги и корни. Да-
лее образцы высушивали в фольге при 70°С в те-
чение 48 ч в сухожаровом шкафу. Высушенные
образцы взвешивали на аналитических весах с
точностью до 0.0001 знака.

Определение содержания фосфора в тканях рас-
тений. Содержание фосфора в тканях растений
определяли в озоленных образцах колориметри-
ческим методом по протоколу ГОСТ 26657-97 с
изменениями. Побеги и корни раздельно высу-
шивали до постоянной массы в сухожаровом
шкафу при 70°С в течение 48 ч. Высушенные об-
разцы побегов и корней растений сжигали в му-
фельной печи (модель ЭКПС-10, ОАО “Смолен-
ское СКТБ СПУ”, Россия) при 400°С в течение
4 ч. Полученную золу помещали в пробирку и
растворяли в 0.9М H2SO4 в соотношении 1 мл
кислоты на 10 мг озоленного образца и инкубиро-
вали в течение 24 ч при комнатной температуре
для осаждения нерастворившихся частиц. Далее
отбирали надосадочную жидкость и определяли
содержание фосфора в полученном растворе ме-
тодом образования молибденовой сини. В лунку
96-луночного планшета помещали 90 мкл реак-
ционной смеси и добавляли 210 мкл раствора, со-
держащего молибдат аммония (NH4)2MoO4 и ас-
корбиновую кислоту (в соотношении 1 часть 10%
аскорбиновой кислоты к 6 частям 0.42% молибда-
та аммония, растворенного в 0.5 М серной кисло-
те). Пробы инкубировали в течение 1 ч при 37°С.
Далее измеряли оптическую плотность реакци-
онной смеси при длине волны 820 нм (ОD820).
Концентрацию неорганического фосфата в про-
бах определяли по калибровочной кривой.

Выделение белкового экстракта из тканей расте-
ний. Для получения белкового экстракта ткань
растений, ранее замороженную в жидком азоте и
хранящуюся при –80°С, растирали в жидком азоте
в ступке до порошкообразного состояния. Полу-
ченный материал переносили в буфер для выделе-
ния растворимой фракции белка (рН 5.5) (15 мМ
MES, 0.5 мМ CaCl2, 1 мМ цистеин, 1 мМ PMSF).
Раствор центрифугировали при 12 тыс. об/мин в
течение 10 мин при 4ºС. Супернатант отбирали и
переносили в чистые пробирки. К полученному
осадку добавляли буфер для выделения фракции
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белка клеточной стенки клеток растений (рН 8.5)
(15 мМ МЕS, 1 мМ ЭДТА, 100 мМ NaCl, 1% Три-
тонХ-100, 5 мМ цистеин) [16]. Осадок ресуспен-
дировали и центрифугировали при 15 тыс.
об/мин в течение 15 мин при 4°С. Надосадочную
жидкость отбирали и переносили в чистые про-
бирки. Концентрацию белка в пробах измеряли с
помощью набора реактивов DC Protein Assay
(“Bio-Rad”, США). Измерение проводили на
спектрофотометре при длине волны 750 нм. Для
хранения пробы замораживали в жидком азоте и
хранили при –80°С.

Определение фитазной активности. Активность
фитазы определяли по расщеплению фитата под
действием белковых экстрактов корней растений.
Фитазную активность рассчитывали по количе-
ству высвобожденного неорганического фосфата
при расщеплении молекул фитата под действием
фитазы. Реакционная смесь состояла из 200 мкл
15 мМ MES буфера, рН 5.5, 1.25 мМ фитата на-
трия и 50 мкл белкового экстракта тканей расте-
ний. Реакционную смесь инкубировали в течение
1 ч при 37°С. Останавливали реакцию добавлени-
ем 50 мкл 50% ТХУ. Образцы центрифугировали
при 13 тыс. об/мин в течение 3 мин для осаждения
образовавшейся взвеси. Измерение высвободив-
шегося неорганического фосфата проводили с
помощью колориметрической реакции с образо-
ванием молибденовой сини. За единицу актив-
ности принимали количество фермента, гидро-
лизующего в условиях эксперимента 1 мM суб-
страта за 1 мин.

Статистическая и компьютерная обработка дан-
ных. Статистический анализ данных проводили с
использованием программного обеспечения Mi-
crosoft Exel 2008 и программного приложения
GraphPad Software (www.graphpad.com). Стати-
стическую значимость рассчитывали с исполь-
зованием коэффициента Стьюдента и 95% стан-
дартных отклонений.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние рекомбинантной фитазы
на жизнеспособность семян

Нами показано, что у семян растений с инте-
грированным геном бактериальной фитазы не
снижалась способность к прорастанию. Семена
растений дикого типа и растений, экспрессирую-
щих рекомбинантную фитазу, а также семена
контрольной модифицированной линии имели
одинаково высокий уровень прорастания: 97.6%
(WT), 94.6% (линия О115), 98.4% (линия E168),
98.9% (линия Е27142) и 97.3% (линия Е382) про-
росших и не имеющих дефектов в развитии расте-
ний из общего количества посеянных семян.
Проростки растений модифицированных линий

и растений дикого типа не имели визуальных раз-
личий.

Влияние рекомбинантной фитазы
на рост и внешние характерисктики 

модифицированных растений

Характеристику растений A. thaliana, экспрес-
сирующих модифицированный ген бактериаль-
ной фитазы paPhyC, проводили по внешним па-
раметрам побегов (надземной части растений).
На 30–35 сутки роста на среде с фитатом в качестве
единственного источника фосфора растения, син-
тезирующие бактериальную фитазу, визуально
имели большие размеры, чем растения дикого ти-
па и контрольной группы модифицированных
растений. Изменения размеров, формы и окрас-
ки листьев у модифицированных растений не на-
блюдали (рис. 2).

При анализе внешних параметров побегов рас-
тений нами показано, что растения, продуцирую-
щие бактериальную фитазу PaPhyC, в отличие от
растений дикого типа и контрольной модифици-
рованной линии, способны расти на среде с фита-
том. Значительного изменения сухой массы побе-
гов, диаметра и площади листьев розетки по срав-
нению со значениями исследуемых параметров
растений при их росте на среде с неорганическим
фосфатом не установлено (рис. 3а–в). Рост побе-
гов растений дикого типа и контрольной линии
О115, в свою очередь, угнетался на среде с фита-
том: их сухая масса снижалась, соответственно, в
2.24 и 2.05 раз по сравнению с сухой массой рас-
тений, росших на среде с неорганическим фосфа-
том (рис. 3а). На среде с фитатом сухая масса мо-
дифицированных растений превышала показате-
ли растений дикого типа в 3.27, 4.10 и 4.81 раз для
линий Е168, Е27142 и Е382, соответственно (рис. 3а).
Диаметр листьев розетки модифицированных
растений был больше, чем у контрольных расте-
ний дикого типа и растений модифицированной
линии в среднем в 1.7, 1.9 и 2.39 раз при росте на
среде с фитатом (соответственно, для линий
Е168, Е27142 и Е382) (рис. 3б). Общая площадь
листьев розетки модифицированных растений
была больше, чем у растений контрольных линий
и превышала значения линии дикого типа в сред-
нем в 3.02, 3.81 и 3.51 раз (рис. 3в).

Содержание фосфора в тканях растений
при росте на среде с фитатом

Способность растений, продуцирующих бак-
териальную фитазу, усваивать фитат-связанный
фосфор оценивали по содержанию общего фос-
фора в тканях растений. Показано, что модифи-
цированные растения содержат столько же фос-
фора в тканях, как и при росте на среде с неорга-
ническим фосфатом, тогда как в тканях растений
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дикого типа содержание фосфора понижалось
при росте на среде с фитатом (рис. 4а, б). Таким
образом, экспрессия бактериальной фитазы поз-
волила растениям поддерживать необходимое ко-
личество фосфора в тканях и не оказывала нега-
тивного влияния, например, посредством повы-
шенного усвоения фосфора.

Активность бактериальной фитазы, 

продуцируемой растениями

Фитазная активность присутствовала в корнях
модифицированных растений в отличие от расте-
ний контрольных групп (статистическая значи-
мость различия P < 0.05) как при росте на среде с
фитатом, так и на среде с неорганическим фосфа-
том (рис. 5). Установлено, что фитазная актив-
ность присутствует как во фракции белка, связан-
ного с клеточной стенкой клеток корней расте-
ний, так и в растворимой белковой фракции
корней модифицированных растений (рис. 5а, б).
В белковой фракции клеточной стенки клеток
растений фитазная активность для трех линий
A. thaliana определялась на одинаковом уровне,
независимо от источника фосфата в питательной
среде, что подтверждало конститутивную экс-
прессию фитазы (рис. 5б). В растворимой белко-
вой фракции фитазная активность растений была
выше при росте на среде с неорганическим фос-
фатом, чем с фитатом.

ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка гетерологичных систем экспрессии
фитаз микроорганизмов является широко исполь-
зуемым в мире направлением в решении пробле-
мы фосфорного недостатка. Получение растений,
способных расти в условиях дефицита фосфора и
использовать внеклеточный фитат в качестве
единственного источника фосфора в лаборатор-
ных условиях показывает, что этот подход может
быть эффективно использован для решения
проблемы дефицита фосфора в питании расте-
ний. Также растения, экспрессирующие мик-
робные фитазы, создают с целью получения сы-
рья с низким содержанием фитата для приготов-
ления кормов сельскохозяйственным животным
и птицам [17].

Для создания модифицированных растений,
способных усваивать фитат-связанный фосфат,
нами была использована последовательность ге-
на paPhyC гистидиновой кислой фитазы Pantoea
agglomerans, обладающей высокой активностью и
специфичностью в отношении фитата [18]. Бак-
терии рода Pantoea sp. с фитазной активностью
обнаружены и выделены в том числе из почв Та-
тарстана [19]. Эти бактерии относятся к семей-
ству энтеробактерий Enterobacteriacea – так же,
как и E. coli, фитаза которых хорошо исследована
и используется для разработки систем экспрес-
сии и их модификаций [20, 21]. Тем самым, ген
фитазы PaPhyC был выбран нами в качестве осно-
вы для создания рекомбинантой системы экс-

Рис. 2. Рост модифицированных растений и растений дикого типа на среде с фитатом в качестве единственного ис-
точника фосфора. WT – дикий тип A. thaliana; O115 – контрольная линия модифицированных растений; Е2741,
Е382 – линии модифицированных растений, продуцирующих бактериальную фитазу PaPhyC. Pi – неорганический
фосфат; IHP – фитат.
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WT O115 E2741 E328
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прессии в растениях. Также важным этапом в со-
здании экспрессионного вектора для растений
является оптимизация кодонов в последователь-
ности бактериального гена [22]. Метод оптими-
зации кодонов для гетерологичной экспрессии
позволяет избежать абортивных считываний и
отсутствия трансляции вследствие неспецифиче-
ского и несовпадающего набора тРНК в клетках

организма-реципиента [23]. Мы оптимизировали
последовательности кодонов в гене фитазы pa-
PhyC P. agglomerans для эффективной экспрессии
рекомбинантной фитазы в растениях A. thaliana.
Дальнейший анализ экспрессии показал, что в ре-
зультате оптимизации происходила полноценная
трансляция рекомбинантного белка, идентичного
нативному. Кроме того, включение последова-
тельности растительного сигнального пептида в
состав генетической конструкции позволило до-
стичь внеклеточной продукции рекомбинантной
фитазы.

Для установления способности модифициро-
ванных растений использовать фитат как источ-
ник фосфора проводили измерение внешних па-
раметров побегов и корней полученных растений
при росте на среде с фитатом, их фитазную актив-
ность и содержание фосфора в тканях, а также ис-
следовали жизнеспособность семян и проростков
растений.

Интегрирование чужеродных генов в геном
растений методом агробактериальной трансфор-
мации носит случайный и ненаправленный ха-
рактер, что может привести к вставкам в функци-

Рис. 3. Характеристика побегов растений, экспресси-
рующих бактериальную фитазу: (а) – сухая масса по-
бегов; (б) – диаметр листьев розетки; (в) – общая
площадь листьев розетки. Na2HPO4 – неорганиче-
ский фосфат. WT – дикий тип растений, О – кон-
трольная линия, E – линии модифицированных рас-
тений. *P < 0.05, **P < 0.01 (статистическая значи-
мость).
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Рис. 4. Содержание общего фосфора в тканях расте-
ний, экспрессирующих бактериальную фитазу при
росте на средах с фитатом натрия или неорганиче-
ским фосфатом в качестве единственного источника
фосфора: (а) – в побегах; (б) – в корнях растений.
Na2HPO4 – неорганический фосфат. WT – дикий тип
растений, О – контрольная линия, E – линии моди-
фицированных растений. *P < 0.05, **P < 0.01 (стати-
стическая значимость).
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онально значимые участки ДНК и тем самым по-
влиять на жизнедеятельность растения в целом.
Таким образом, помимо анализа экспрессии чу-
жеродного гена и синтеза белка в трансформан-
тах, необходимо изучить основные параметры их
развития, такие как всхожесть семян и жизнеспо-
собность проростков. Мы показали, что семена
трансгенных растений контрольной линии и ли-
ний, продуцирующих фитазу PaPhyC, не теряют
всхожести по сравнению с семенами дикого типа.
Отметим, что генетическая конструкция содер-
жала сигнальный пептид, позволявший секрети-
ровать рекомбинантную фитазу во внеклеточную
среду, что обусловливало отсутствие чужеродного
фермента в клетках и возможного негативного
влияния на растение. В работе по получению рас-
тений табака (Nicotiana tabacum) с интегрирован-
ным в геном β-пропеллерной фитазы Bacillus sub-
tilis 168 PhyA было показано, что растения, синте-
зирующие внутриклеточную бациллярную фитазу,
характеризуются более мелкими семенами, чем
растения дикого типа [24]. Так, 18.6% семян
трансгенного табака имели меньшую массу, а
также деформированную поверхность по сравне-
нию с нормой, причем мелкие семена модифици-
рованных растений были нежизнеспособны. Та-
ким образом, конструирование с использованием
сигнального пептида является оптимальным для
создания гетерологичной системы экспрессии
фитазы для растений.

Эффективность гетерологичной экспрессии
фитазы в растениях в первую очередь проявляет-
ся в приобретении способности расти на средах с
труднодоступным фитатом в качестве единствен-
ного источника фосфора. Основными признака-
ми фосфорного дефицита растений является тор-
можение синтеза белка и накопление антоциа-
нов, уменьшение листьев, угнетение роста и
перехода к репродуктивному развитию растений
[25]. Для оценки эффективности действия экс-
прессируемой модифицированными растениями
рекомбинантной фитазы PaPhyC нами изучены
морфологические и биохимические параметры
полученных растений A. thaliana.

При росте на среде с фитатом у полученных
нами растений, продуцирующих рекомбинант-
ную фитазу, не наблюдали отличительных при-
знаков фосфорного голодания, таких как мелкие
листья, появление темно-красной, пурпурной
окраски побега (что может свидетельствовать о на-
коплении антоцианов) и нарушений в репродук-
тивном цикле. Сухая масса побегов в случае роста
на среде с фитатом не изменялась по сравнению с
растениями, росшими на среде с добавлением не-
органического фосфата (рис. 2–5). Таким обра-
зом, растения, конститутивно продуцирующие
внеклеточную фитазу, способны обеспечить себя
необходимым количеством фосфата путем моби-
лизации его из молекул фитата. Ранее положи-

тельные результаты по получению растений, про-
дуцирующих микробные фитазы, были показаны
в работах с трансформированными растениями
A. thaiana, табака (N. tabacum), рапса (Brassica napus),
сои (Glycine max), кукурузы (Zea mays), люцерны
(M. sativa) [21, 24, 26, 27]. Причем для трансфор-
мации растений часто использовались гены фи-
таз двух классов – гистидиновых кислых фитаз
HAPs и β-пропеллерных фитаз BPPs [21, 26–28].
Так, растения рапса (B. napus), экспрессировав-
шие рекомбинантную гистидиновую кислую фи-
тазу E. coli AppA, имели значительно большую
биомассу, чем растения дикого типа при росте на
песке и на почве с добавлением фитата в качестве
единственного источника фосфора [21]. Растения
A. thaliana, модифицированные геном фитазы, не
только росли в условиях с фитатом в качестве ис-
точника фосфора, но и способствовали в этих
условиях лучшему росту немодифицированных
растений другого вида – табака (N. tabacum), при
их совместном культивировании [28].

Рис. 5. Фитазная активность растений дикого типа и
растений, модифицированных геном бактериальной
фитазы paPhyC: (а) – растворимая белковая фракция
клеток корней; (б) – белковая фракция, ассоцииро-
ванная с клеточной стенкой клеток корней растений.
Na2HPO4 – неорганический фосфат. WT – дикий тип
растений, О – контрольная линия, E – линии моди-
фицированных растений. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
< 0.001 (статистическая значимость).
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По нашим данным у растений A. thaliana, экс-
прессирующих бактериальную фитазу, происхо-
дит повышение фитазной активности в лизатах
по сравнению с растениями дикого типа. Причем
в условиях с добавлением неорганического фос-
фата фитазная активность в растворимой фрак-
ции и фракции клеточной стенки клеток не раз-
личается (рис. 1а, б). При росте на фитате фитаз-
ная активность ассоциирована с фракцией белка
клеточной стенки растений, тогда как в раствори-
мой фракции активность снижена, хотя и превос-
ходила значения активности у контрольных ли-
ний растений. Полученные данные коррелируют
с результатами конститутивной экспрессии ба-
циллярной фитазы в растениях A. thaliana [27].
Однако в отличие от данных, полученных нами, в
этой работе рекомбинантная фитаза имеет внут-
риклеточную локализацию, что не эффективно
для усвоения фитата из среды и неблагоприятно
для метаболического статуса клеток. Описаны
трансгенные растения B. napus с генами фитаз
phyA и appA из A. niger и E. coli под контролем про-
мотора CaMV35S [21]. Фитазная активность в
корнях модифицированных растений была выше
по сравнению с диким типом растений вне зави-
симости от источника фосфора, на котором рос-
ли растения [21].

На активность рекомбинантной фитазы может
влиять количество вставок гена в геноме растения.
В большинстве случаев множественные вставки
гетерологичной последовательности приводят к
снижению уровня его экспрессии вследствие ме-
ханизмов гомологозависимого умолкания генов,
в том числе РНК-интерференции [29]. Однако в
ряде работ по получению модифицированных
растений, продуцирующих рекомбинантные фи-
тазы, наблюдалось повышение активности фер-
мента у растений с несколькими вставками чуже-
родного гена [21, 30]. Полученная нами линия
растений Е27142 со множественной вставкой гена
фитазы paPhyC в геноме не обладала повышенной
фитазной активностью по сравнению с растения-
ми с единичной вставкой гена.

Синтез рекомбинантных фитаз в растениях
направлен на приобретение растениями способ-
ности усваивать фосфат из молекул фитата и под-
держивать фосфорный метаболизм и необходимое
содержание фосфата в тканях на физиологическом
уровне. При измерении содержания фосфора в
тканях растений, росших на среде с фитатом, на-
ми показано его увеличение у растений, продуци-
рующих фитазу (рис. 4). Содержание фосфора в
тканях растений линии Е27142 ниже по сравне-
нию с двумя другими линиями, что коррелирует с
уровнем фитазной активности. По данным лите-
ратуры в побегах растений, внеклеточно проду-
цирующих бациллярную фитазу, содержание
фосфора при росте на среде с фитатом не изменя-
лось по сравнению с показателями при росте на

среде с неорганическим фосфатом [28]. Таким
образом, продукция фитазы способствовала под-
держанию необходимого уровня фосфата в тка-
нях и не приводила к нарушениям в фосфорном
метаболизме.

Основываясь на полученных нами данных,
можно заключить, что внеклеточная продукция
бактериальной фитазы растениями A. thaliana
способствовала использованию в качестве источ-
ника фосфора молекул фитата и обусловливала
физиологически нормальный рост модифициро-
ванных растений. Таким образом, нами разрабо-
тана и успешно интегрирована в геном растений
A. thaliana конструкция, содержащая модифици-
рованный ген бактериальной фитазы paPhyC под
контролем промотора CaMV35S. Экспрессия
бактериальной фитазы позволила растениям рас-
ти и развиваться в условиях дефицита неоргани-
ческого фосфата. Дальнейшие разработки в дан-
ном направлении могут быть использованы в
биотехнологии кормов при создании биодобавок
для животных в качестве альтернативы внесения
дорогостоящих минеральных фосфатов.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
16-08-00583.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследований. Авторы заявляют,
что у них нет конфликта интересов.
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