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Подробно рассмотрены особенности создания генно-инженерного инструментария для геномного
редактирования в варианте knock-in на примере доставки гена gfp в два района-мишени (район
ядрышкового организатора и район одного из генов гистона H3) генома Arabidopsis thaliana с приме-
нением различных способов доставки экзогенных ДНК (агробактериальная трансформация, био-
баллистика с использованием различных векторов и РНП-комплексов). Рассмотрены различия в
подходах к созданию конструкций матрицы-донора и инструментария Cas9 в зависимости от вы-
бранного способа доставки. Выбранные районы-мишени представляют интерес для дальнейших
биотехнологических исследований по созданию линий-биопродуцентов рекомбинантных белков,
поскольку относятся к районам генов “домашнего хозяйства” и характеризуются высокой тран-
скрипционной активностью. Установлено, что выбранные районы не равнозначны между собой в
качестве мишеней для встраивания экзогенных ДНК. Сложная компартментализация ядрышка, а
также уникальный механизм “нейтрализации” двунитевых разрывов выступают в качестве барье-
ров, препятствующих доставке генно-инженерного инструментария в этот район. Второй район ге-
нов “домашнего хозяйства” (район гена гистона Н3.3) представляется доступным и может быть ис-
пользован для геномного редактирования по варианту knock-in.
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ВВЕДЕНИЕ

Открытие сайт-специфических эндонуклеаз
позволило исследователям вносить программи-
руемые изменения в геном, открыв широкие воз-
можности для целевого мутагенеза и геномного
редактирования. Такие эндонуклеазы, самой из-
вестной из которых является эндонуклеаза Cas9,
индуцируют двунитевые разрывы в целевом районе
генома, которые затем репарируются клеточными
системами по пути негомологичного сращивания
концов, что может привести к микромутациям и но-
каутированию гена, или по пути более точной гомо-
логичной репарации [1–3]. Если при осуществле-
нии гомологичной репарации будет предоставлена
матрица, несущая не только гомологичные месту
двунитевого разрыва последовательности, но и
какой-то дополнительный участок ДНК или це-
лый дополнительный ген, то результатом такой
репарации может быть целевое изменение гена

или целевое встраивание дополнительного гена в
заданный район генома – knock-in [4–6].

Несмотря на то, что к настоящему моменту
времени уже известно несколько десятков успеш-
ных примеров геномного редактирования в вари-
анте knock-out целевых генов в геноме высших
растений [7–9], для получения knock-ins эффектив-
ная технология все еще не разработана [5, 6]. Имен-
но эта часть технологии геномного редактирования
заслуживает самого пристального внимания со
стороны исследователей, поскольку успешность
проведения knock-in целевого гена в заранее вы-
бранный район генома определяется многими
факторами, среди которых оптимально подобран-
ный генно-инженерный инструментарий пред-
ставляется как один из наиболее важных [5].

Компоненты для knock-in, а именно Cas9, на-
правляющая РНК (sgРНК) и гомологичная матри-
ца, могут быть доставлены в растительную клетку в
виде векторов методом биобаллистики или агро-
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бактериальной трансформации, а также в виде го-
тового рибонуклеопротеинового комплекса (РНП)
Cas9–sgРНК в смеси с вектором-матрицей с помо-
щью генной пушки или электропорации [6, 10, 11].
Выбор способа доставки во многом диктуется раз-
работанностью для той или иной растительной си-
стемы протокола регенерации, т.е. отбора и восста-
новления полноценного растения из отдельной
клетки, в которой успешно произошло редактиро-
вание выбранного исследователем сайта генома [6,
12, 13]. Наиболее сложным knock-in-вариантом яв-
ляется встраивание в заданный район генома целе-
вого гена со всеми соответствующими управляю-
щими элементами [4]. В зависимости от того, ка-
кой из подходов выбран исследователем для
дальнейшего геномного редактирования расти-
тельного объекта, на этапе создания генно-инже-
нерного инструментария, а также выбора места
интеграции целевого гена в геном растения могут
возникать определенные сложности, связанные
именно с выбором места и способа доставки.

Цель работы – анализ особенностей создания
генно-инженерного инструментария для knock-
in-варианта геномного редактирования культуры
клеток Arabidopsis thaliana в зависимости от спо-
собов их доставки в целевой район-мишень и эф-
фективности выбора района-мишени. Для до-
ставки в заданный район генома в генно-инже-
нерных конструкциях в качестве репортерного
был использован ген gfp, кодирующий зеленый
флюоресцирующий белок. В качестве районов
мишеней были использованы районы располо-
жения генов “домашнего хозяйства”: ядрышко-
вого организатора и район расположения одного
из генов гистона H3.3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал

Исходным растительным материалом послу-
жилa быстрорастущая клеточная линия Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. (экотип Columbia, инбредная
линия Col-0), любезно предоставленная д.б.н.
Носовым А.В. (Институт физиологии растений
им. К.А. Тимирязева РАН, Москва), депонирован-
ная во Всероссийской коллекции культур клеток
высших растений (ВКККР, http://www.ippras.ru/cfc/
alccmp/) под № 85 и обозначенная как NFC-0 [14].

Плазмиды, несущие Cas9 и направляющую РНК
Плазмиды pBlu/gRNA (№59188) для промежу-

точного этапа клонирования и Cas9 MDC123
(№59184) с геном эндонуклеазы Cas9 под управле-
нием 2х35S CaMV-промотора, оптимизированным
для экспрессии в клетках Glycine max, были получе-
ны в дар от Р. Ступара [15] из репозитория Addgene.
Плазмида pBlu/gRNA несет кассету sgРНК под
управлением промотора U6 A. thaliana и использу-

ется как промежуточный вектор для встраивания
подобранных спейсерных участков в последова-
тельность sgРНК.

Источники элементов генетических
конструкций для проведения knock-in

Нуклеотидные последовательности для созда-
ния генетических конструкций получали мето-
дом ПЦР с использованием соответствующих
олигонуклеотидов и матриц. Для последователь-
ностей, фланкирующих сайт интеграции целевого
гена, матрицей служила геномная ДНК A. thaliana.
Последовательность сигнального пептида, на-
правляющего синтезированный белок в апопласт,
была синтезирована на матрице геномной ДНК
Daucus carota. Последовательность ITS, обеспечива-
ющая остановку сплайсинга, была получена на
матрице геномной ДНК A. thaliana. Для синтеза
последовательностей генов hptII и gfp в качестве
матрицы использовалась плазмида pCambia pGFP,
созданная в лаборатории ранее на основе плазми-
ды pCambia1300. Для синтеза последовательно-
стей гена nptII и промотора CaMV35S вируса мо-
заики цветной капусты матрицей служила плаз-
мида pBi121.

Подбор направляющей РНК
В качестве районов-мишеней для интеграции

целевого гена были выбраны два района: область
межгенного спейсера генов рРНК и область гена
гистона H3.3. Подбор направляющей РНК для
модификации области межгенного спейсера ге-
нов рРНК проводили с помощью программного
обеспечения Stupar Lab’s CRISPR Design (http://
cfans-pmorrell.oit.umn.edu/CRISPR). При подбо-
ре за основу была взята последовательность TAIR
(https://www.arabidopsis.org/, AT2G01010), длиной
1866 п.н. Для подбора направляющей РНК для
встраивания в район гена гистона H3.3 использо-
вали программное обеспечение CRISPOR (http://
crispor.tefor.net/crispor.py). За основу была взята
последовательность, расположенная между геном,
кодирующим гистон H3.3 (AТ4G40040), и сосед-
ним геном, кодирующим 12КДа субъединицу мик-
росомальной сигнальной пептидазы (AТ4G40042),
предшествующим кодирующей области гена ги-
стона H3.3. В таблице 1 представлены последова-
тельности олигонуклеотидов, использованных
для создания генно-инженерного инструмента-
рия и анализа событий геномного редактирова-
ния клеточных культур A. thaliana.

Создание генетических конструкций Cas9rRNA
и Cas9H33 для внесения двунитевых разрывов

в выбранные районы-мишени
Подобранные последовательности, определяю-

щие специфичность направляющей sgРНК, были
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные для создания генетических конструкций

Название олигонуклеотида Нуклеотидная последовательность

gRNA_rRNA Up GATTGGCATCGACACCTTGCGGCT

gRNA_rRNA Lo AAACAGCCGCAAGGTGTCGATGCC

1_gRNA_H Up GATTCGGCCTAAACTAAATCCGAA

2_gRNA_H Lo Lo AAACTTCGGATTTAGTTTAGGCCG

Up_LF(RI)(64) CAGTGAATTCGGCCGGATGTCCGAGAAAA;

LF_Lo(62C)(hptII-20b) AGAGTGTCGTGCTCCACCATTGTCGATGCCCATGGGCGA

Up_hptII(RI-Bso)(66) СССGAATTCGGTCTCACGACACTCTCGTCTACTCCA

Lo_hptII (PctI)HIII(64) CCCAAGCTTAGCATTCCTATTTCTTTGCCCTCGGACG

Up_ITS2(PctI)RI(64) CCCGAATTCGAATGCAATCGTCGTCCCTCACCATCC

ITS2_RF(20)(Low70) TCCAGTTCCTAGCCGCAAGGTATATGGACTTTGGGTCATCTACAG

RF_Up(64C) CCTTGCGGCTAGGAACTGGA

Lo_RF(HIII)(64) CCCAAGCTTGACCGTCATCTTTTGCCC

Up_35S(PctI)RI(60) CCCGAATTCGAATGCTAACCCACAGATGG

Lo_35S(PctI)HIII(60) CCCAAGCTTGCATTCGGTACCAAAGGGA

Up_sig.Bam(72) CCCGGATCCATGGGAAGAATTGCTAGAGGCTCAA

Lo_sig(72) AGCTGTGGTTTCGGAAGCCAAATTGA

Up(sig-64)GFP(64) ATTTGGCTTCCGAAACCACAGCT ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

Lo_GFP_Acc(64) CCCGGTACCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG

Up_LF_RF: 5' CGCCAACCTGCAGC

Lo_LF_RF: 5' AATTGCTGCAGGTTGG

Up_L_HIII CCCAAGCTTCGAGCGATTCCAGTAGTTTCACGA

Lo_L_Acc_Sfr GGTACCAGAGTAATCTCGAGTTTATTTCAGCGATCCGCGACG

Up_R_Sfr_Acc CTCGAGATTACTCTGGTACCTTCGGATTTAGTTTAGGCCGTCACA

Lo_R_Sal CCCGTCGACCATCATCATCCTAAACGACGCCG

Lo_A-B_pBi(58) CGAAGGTACCGGATGGATCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAAT

Up_Xho_pBi(60) AATCTCGAG GATCATGAGCGGAGAATTAAG

Lo_Acc_GFP(60) CGAAGGTACCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT

Up_Bam_sig(62) CCGGATCCATGGGAAGAATTGCTAGAGG

Up__gfp TTGTGCCCCAGGATGTTGCC

Lo__gfp GGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

Hpt test up CTATTTCTTTGCCCTCGGACGA

Hpt test lo CAAACTGTGATGGACGACACCGT

LF_Up GGACGATGAATGGGCGATGAA

LF_Lo TGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCT

RF_Up GAGTTCGTGACCGCCGCCG

RF_Lo CCGCCACATCCTCTCAAACGCA

Up_H3.3_1 AATCGCATAATCAAGAAAATCAAAACCC

Up_H3.3 TAGGCAACGATGGTAAAGCGGATT

Lo_plan3 AGCCGAATAGCCTCTCCACCCAA
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перенесены в плазмиду Cas9 MDC123 при помощи
промежуточной плазмиды pBlu/gRNA с исполь-
зованием соответствующих олигонуклеотидов
(табл. 1): для района ядрышкового организатора –
gRNA_rRNA Up и gRNA_rRNA Lo и для района
гена гистона H3.3 – 1_gRNA_H Up и 1_gRNA_H Lo.
Первый этап сборки конструкции состоял из ги-
бридизации подобранных фосфорилированных
олигонуклеотидов и последующей их интеграции
в плазмиду pBlu/gRNA, обработанную рестрикта-
зой BstV2I (“Сибэнзим”, Россия). Для подтвер-
ждения встраивания целевой последовательно-
сти, ДНК полученных клонов была секвенирова-
на с использованием стандартного праймера Т3
(табл. 1). Второй этап сборки состоял в переносе
полученной sgРНК, несущей направляющую по-
следовательность, в плазмиду Cas9 MDC123.
Встраивание производилось в сайт рестрикции
эндонуклеазы EcoRI.

Создание конструкций для интеграции
целевого гена gfp в район ядрышкового организатора 

и район гена гистона H 3.3
Схемы строения генетических конструкций,

предназначенных для доставки целевого гена в
выбранные районы-мишени, представлены на
рисунке 1. Для доставки гена gfp в район ядрыш-
кового организатора было создано две генетиче-
ских конструкции, одна из которых была предна-
значена для биобаллистической трансформации
(pInt-sGFP) и включала конструкцию, представ-
ленную на рисунке 1а, встроенную в плазмиду
pUC19. Вторая генетическая конструкция, предна-
значенная для агробактериальной трансформации
(pInt-sGFP-rRNA), включала эту же конструкцию
(рис. 1а), встроенную в плазмиду Cas9rRNA, несу-

щую ген эндонуклеазы Cas9 и последователь-
ность направляющей РНК. Для доставки gfp в
район гена гистона Н3.3 была создана генетиче-
ская конструкция (pInt-GFP-H3.3), включающая
конструкцию, представленную на рисунке 1б,
встроенную в плазмиду pUC19. Данная генетиче-
ская конструкция была предназначена только для
биобаллистической трансформации.

Создание генетических конструкций pInt-sGFP
и pInt-sGFP-rRNA для доставки гена gfp 

в район ядрышкового организатора

Схема сборки генетических конструкций pInt-
sGFP и pInt-sGFP-rRNA представлена на рисун-
ке 2. Для сборки промежуточной плазмиды
pUC19_LF_hptII_35S_ITS_RF предварительно
на основе вектора pUC19 были сконструированы
4 вспомогательные плазмиды и получены 4 фраг-
мента ДНК. С применением соответствующих оли-
гонуклеотидов в промежуточную конструкцию бы-
ли добавлены сайты рестрикции ферментов BglII
и Acc65I, необходимые для последующих этапов
клонирования.

LF-фрагмент получали при помощи ПЦР на
матрице геномной ДНК A. thaliana с праймерами
Up-LF(RI)(64) и LF-Lo(62C)(hptII-20b) (табл. 1).
Фрагмент hptII синтезировали при помощи ПЦР
на матрице плазмиды pCambiapGFP с праймерами
Up_hptII(RI-Bso)(66) и Lo_hptII(PctI)HIII(64)
(табл. 1). Фрагмент, содержащий правую фланки-
рующую последовательность (RF), объединен-
ную с регуляторным элементом ITS2, получали с
помощью ПЦР на матрице геномной ДНК
A. thaliana с использованием двух пар праймеров –
Up_ITS2(PctI)RI(64), ITS2_RF(20)(Low70) и

Рис. 1. Схемы строения генетических конструкций для создания векторов доставки гена gfp в район ядрышкового ор-
ганизатора (а) и область гена гистона Н3.3 (б).
Обозначения: LF и RF – левая и правая фланкирующие последовательности, гомологичные соответствующим участ-
кам в геноме A. thaliana (району ядрышкового организатора и межгенному участку перед геном гистона H3.3); Р1 –
двойной промотор CaMV35S вируса мозаики цветной капусты; Р2 – одинарный промотор CaMV35S вируса мозаики
цветной капусты; Р3 – P-NOS-промотор нопалин синтазы A. tumefaciens; hptII – ген гигромицин фосфотрансферазы II,
обеспечивающий устойчивость растительной клетки к гигромицину; nptII – ген неомицин фосфотрансферазы II,
обеспечивающий устойчивость растительной клетки к канамицину; S – последовательность ДНК, кодирующая ли-
дерный сигнал гена экстенсина моркови, обеспечивающий транспорт GFP-белка в апопласт; ITS – внутренний
транскрибируемый спейсер 2 гена 5.8S рРНК A. thaliana, обеспечивающий остановку сплайсинга; gfp – ген зеленого
флуоресцентного белка.

(a)

(б)

LF P1 hptII P2 S gfp ITS RF

LF P3 nptII P2 S gfp RF
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Рис. 2. Cхема сборки конструкций pInt-sGFP и pInt-sGFP-rRNA.
Обозначения: pCambiapGFP, pBi121, Cas9rRNA – плазмиды, элементы которых использовались для создания кон-
струкций (обозначены в прямоугольных рамках); LF и RF – левая и правая фланкирующие последовательности, го-
мологичные соответствующим участкам в геноме A. thaliana; hptII – ген гигромицин фосфотрансферазы II, обеспечи-
вающий устойчивость растительной клетки к гигромицину; ITS – внутренний транскрибируемый спейсер 2 гена
5.8S рРНК A. thaliana, обеспечивающий остановку сплайсинга; 35S – промотор CaMV35S вируса мозаики цветной ка-
пусты; S – последовательность ДНК, кодирующая лидерный сигнал гена экстенсина моркови, обеспечивающий
транспорт GFP-белка в апопласт; gfp – ген зеленого флуоресцентного белка. Плазмида pUC19 использовалась как
промежуточный вектор. Справа от стрелок указаны олигонуклеотиды, слева – использованные ферменты.
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RF_Up(64C), Lo_RF(HIII)(64). Нижний прай-
мер для ITS2 (ITS2-(RF(20))(Low70)) и верхний
для RF (RF-Up(64C)) присутствовали в реакции в
недостатке (концентрация в 100 раз меньше, чем у
“внешних” праймеров). Фрагмент ДНК с промо-
тором CaMV35S получали при помощи ПЦР на
матрице плазмиды pBI121 с использованием прай-
меров Up_35S(PctI)RI(60) и Lo_35S(PcI)HIII(60).
Нуклеотидные последовательности фрагментов
подтверждали при помощи секвенирования. Да-
лее все фрагменты, кроме целевого гена, были
последовательно объединены в конструкции
pUC19_LF_hptII_35S_ITS_RF методом Golden Gate.

Параллельно был получен фрагмент, несущий
последовательность целевого гена gfp, слитую с
последовательностью S. Последовательность S
была получена при помощи ПЦР с использова-
нием в виде матрицы геномной ДНК моркови
(праймеры Up_sig.Bam(72) Lo_sig(72) (табл. 1)).
Последовательность гена gfp была синтезирована
при помощи ПЦР на матрице ДНК плазмиды
pCambiapGFP (праймеры Up (sig-64)GFP(64)
Lo_GFP_Acc(64)) (табл. 1). Затем на матрице
фрагментов S и GFP, во втором раунде ПЦР,
(праймеры Up_sig.Bam(72) Lo_GFP_Acc(64))
был получен слитый фрагмент SGFP.

После обработки соответствующими эндонукле-
азами рестрикции фрагмент SGFP был перенесен в
конструкцию pUC19_LF_hptII_35S_ITS_RF. Полу-
ченная плазмида pInt-sGFP использовалась для
биобаллистической трансформации.

Для переноса генетической конструкции, со-
бранной в плазмиде pUC19_LF_hptII_35S_ITS_RF
в вектор для агробактериальной трансформации
(Cas9rRNA), ее было необходимо модифицировать
и изменить имеющийся сайт узнавания эндонукле-
азы рестрикции EcoRI (G^ATTC) на сайт узнавания
эндонуклеазы рестрикции PstI (CTGCA^G). Для
этого плазмида pUC19_LF_hptII_35S_ITS_RF
была обработана эндонуклеазами рестрикции
EcoRI и NarI и гибридизована с олигонуклеотида-
ми Up_LF_RF и Lo_LF_RF (табл. 1), после чего
обработана ДНК-лигазой и эндонуклеазой ре-
стрикции EcoRI. В результате была получена
плазмида pUC19_LF_hptII_RF_PstI. Далее в эту
конструкцию был перенесен фрагмент SGFP. На
завершающем этапе клонирования полученная
конструкция была перенесена в вектор Cas9rRNA
по сайтам рестрикции HindIII/PstI с созданием
конструкции pInt-sGFP-rRNA, предназначенной
для агробактериальной трансформации.

Создание генетической конструкции 
pInt-sGFP_H3.3 для доставки гена gfp

в район гена гистона Н3.3

Схема сборки конструкции pInt-sGFP-H3.3
для knock-in в район гена гистона H3.3 представ-

лена на рисунке 3. На основе вектора pUC19 была
собрана промежуточная плазмида pInt_plasmid,
для которой предварительно были получены три
фрагмента. Первые два – LF и RF, были синтези-
рованы при помощи двух последовательных ПЦР
на матрице геномной ДНК A. thaliana с праймера-
ми: Up_L_HIII и Lo_L_Acc_Sfr для левого фланка
и Up_R_Sfr_Acc и Lo_R_Sal для правого фланка в
первом раунде ПЦР и Up_L_HIII и Lo_R_Sal
(табл. 1) – во втором. Третий фрагмент (nptII 35S),
был получен при помощи ПЦР на матрице плаз-
миды pBi121 с праймерами Lo_A-B_pBI(58) и
Up_Xho-pBI(60) (табл. 1). При добавлении фраг-
мента nptII 35S в pUC19_LF_RF была образована
конструкция pInt_plasmid. Фрагмент ДНК SGFP
был получен при помощи ПЦР на матрице кон-
струкции pInt-sGFP по методике, описанной выше,
с применением праймеров Up_Bam_his6_GFP(62) и
Lo_Acc_gfp(60).

На завершающем этапе клонирования фраг-
мент ДНК, несущий ген gfp, был обработан ре-
стриктазами BamHI/Acc65I и клонирован по этим
сайтам в составе плазмиды pInt_plasmid с образо-
ванием конструкции pInt-GFP_H3.3, предназна-
ченной для биобаллистической трансформации.

Доставка созданных генетических
конструкций в клетки растений

Агробактериальную трансформацию (штамм
GV3101 A. tumefaciens) проводили по стандартной
методике [16] с последующим отбором клеток на
селективной среде SH [17], содержащей фосфи-
нотрицин (50 мг/л).

Биобаллистическую трансформацию проводили
при помощи генной пушки PDS1000/He (“BioRad”,
США) по методике производителя (размер ча-
стиц – 0.6 мкм, давление разрыва мембраны
1100 pci; давление вакуума в камере 27 мм ртут-
ного столба) с применением двух плазмид, одна
из которых включала целевой ген, а вторая – ген
эндонуклеазы Cas9 и последовательность направ-
ляющей РНК. Обе плазмиды добавляли к смеси
золотых частиц в эквимолярных количествах.

Анализ трансформантов 
на наличие встроек gfp гена

Выявление встроек гена gfp проводили в два
этапа. Начальный этап включал микроскопиче-
ский анализ устойчивых к селективным агентам
каллусов по их способности к флюоресценции
GFP белка. На втором этапе из отобранных по
способности к свечению каллусов выделяли ДНК
и с применением соответствующих праймеров
(табл. 1) проводили ПЦР-анализ и секвенирова-
ние. Геномную ДНК выделяли с помощью ЦТАБ-
буфера по протоколу Аллена [18]. Секвенирование
проводили в ЗАО “Евроген” (Москва).
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Выбор сайта для осуществления knock-in

Основной принцип при выборе сайта интегра-
ции целевого гена в геном A. thaliana был основан
на поиске районов с генами, характеризующимися
высокой транскрипционной активностью. Таки-
ми генами послужили гены домашнего хозяйства с
заведомо высокой транскрипционной активно-
стью, для которых адресное встраивание целевых
генов может сопровождаться стабильным и высо-
ким уровнем экспрессии последних [19]. В каче-
стве мишеней для интеграции gfp гена в геном
A. thaliana выбраны два района генов домашнего
хозяйства, представленные в геноме множествен-
ными копиями (от нескольких копий до несколь-
ких тысяч), активно экспрессируемых в течение
всей интерфазы клеточного цикла: район ядрыш-
кового организатора и район расположения од-
ного из генов гистона H3.3.

Наиболее привлекательным с точки зрения
повышения уровня экспрессии целевых генов

представлялся район расположения генов, коди-
рующих 18S, 5.8S и 25S рРНК, у высших растений
организованный в единую транскрипционную
единицу длиной ~5 т.п.н. и разделенный между со-
бой внутренними транскрибируемыми спейсера-
ми (ITS). Такой район получил название ядрыш-
кового организатора. Общее число копий 18S, 5.8S
и 25S рРНК на гаплоидный геном A. thaliana – бо-
лее 700, которые расположены двумя кластерами
в околоцентромерных регионах 2 и 4 хромосом.
Межгенный спейсер содержит два спейсерных и
один генный промотор, а также несколько энхан-
серных повторов, что фактически превращает его
в мощный суперпромотор. Транскрибируемый
участок межгенного спейсера 5' ETS, в дальней-
шем вырезаемый при процессинге 35S транскрип-
та и отмеченный нами как IR (Insertion Region;
рис. 5в), является наиболее привлекательным для
встраивания целевых генов, требующих высокого
уровня транскрипции и именно этот район был
выбран в качестве первой мишени для встраива-
ния целевого гена.

Рис. 3. Cхема сборки конструкци pInt-GFP_H3.3.
Обозначения: LF и RF – левая и правая фланкирующие последовательности, гомологичные соответствующим участ-
кам в геноме A. thaliana; nptII – ген неомицин фосфотрансферазы II, обеспечивающий устойчивость растительной
клетки к канамицину; 35S – промотор CaMV35S вируса мозаики цветной капусты; S – последовательность ДНК, ко-
дирующая лидерный сигнал гена экстенсина моркови, обеспечивающий транспорт GFP-белка в апопласт; gfp – ген
зеленого флуоресцентного белка. pUC19 – плазмида, используемая в качестве промежуточного вектора; Cas9H33 –
плазмида, несущая ген эндонуклеазы Cas9 и направляющую РНК, нацеленную на район генома A. thaliana, прилежа-
щий к гену гистона H3.3; РНП – рибонуклеопротеиновый комплекс.
Справа от стрелок указаны использованные на данном шаге олигонуклеотиды, слева – использованные ферменты.
В прямоугольных рамках указаны названия плазмид, полученных в ходе конструирования. Название элементов кон-
струкций расположено рядом с использованным для их получения материалом, которыми служили другие плазмиды
(pBi121 и pInt-sGFP), или геномная ДНК A. thaliana.
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При поиске второй мишени весьма перспек-
тивным представлялся район встраивания целе-
вых генов в участки генома, фланкирующие гены
гистонов. Гены гистонов являются важнейшими
генами домашнего хозяйства, так как обеспечи-
вают необходимую для всех эукариот компакти-
зацию хроматина, принимают участие в эпигене-
тической регуляции экспрессии генов и распола-
гаются в областях активно транскрибируемого
хроматина. У растений наиболее хорошо изуче-
ны гены гистона H3 [19]. Гаплоидный геном
A. thaliana содержит 15 копий генов гистона H3,
представленных как генами гистона H3.1, кото-
рые экспрессируются только в S-фазе клеточно-
го цикла, так и генами гистона H3.3, которые
конститутивно экспрессируются в течение всей
интерфазы [20]. Для адресного встраивания ре-
портерного гена был выбран район гена H3.3
(At4G40040), конститутивный уровень экспрес-
сии которого очень высок именно в клеточных
культурах A. thaliana [20]. Данный район транс-
крибируется РНК-полимеразой II и его доступ-
ность для ферментов и векторов не ограничена
никакими физическими барьерами.

Доставка созданных генетических конструкций
в выбранные районы-мишени генома A. thaliana

Доставку gfp гена в район ядрышкового орга-
низатора проводили с использованием двух под-
ходов – агробактериального переноса и биобал-
листики. Вектор pInt-sGFP-rRNA использовался
для агробактериальной трансформации, тогда как
при биобаллистике использовали оба вектора:
pInt-sGFP и pInt-sGFP-rRNA. В случае использова-
ния вектора pInt-sGFP дополнительно на золотые
частицы наносили вектор Cas9rRNA. Объемы вы-
полненных работ по доставке gfp гена в район яд-
рышкового организатора представлены в таблице 2.

По результатам отбора клеточных культур на
среде с гигромицином после проведения агробак-
териальной и биобаллистической трансформа-
ций было получено 9 исходных линий, устойчи-
вых к селективному агенту. Для каждой исходной
клеточной линии было отобрано по 10–20 моно-
клональных каллусов, и 1–4 наиболее перспек-
тивных каллусов, проявляющих максимальное
свечение GFP белка по результатам цитологиче-

ского анализа, были введены в суспензионную
культуру для дальнейших исследований.

Для ускорения выявления целевых фрагментов,
интегрированных в район ядрышкового организа-
тора, ДНК выделяли одновременно из 5–10 образ-
цов, объединенных в одной пробирке. Всего ДНК
выделена из 495 каллусов. Все полученные образ-
цы ДНК тестировали методом ПЦР в нескольких
повторностях на наличие участков конструкции –
гена gfp (праймеры Up_gfp, Lo_gfp, табл. 1), гена
устойчивости к гигромицину (Hpt test up, Hpt test
lo) и на событие сайт-специфического встраивания.
Для выявления последнего один праймер распола-
гался внутри переносимой конструкции, а второй
на участке межгенного спейсера за пределами име-
ющейся у нас в конструкции фланкирующей после-
довательности (праймеры LF_Up, LF_Lo, RF_Up,
RF_Lo). По результатам проведенного анализа
были выделены образцы ДНК с положительными
сигналами на ген устойчивости к гигромицину,
однако ни в одном из них не было выявлено поло-
жительного сигнала с праймерами, ориентиро-
ванными на участки, фланкирующие целевой рай-
он межгенного спейсера ядрышкового организато-
ра, кроме одного образца, полученного после
биобаллистической трансформации. Анализ ре-
зультатов секвенирования этого образца не подтвер-
дил событие встраивания gfp гена в целевой район.
Наличие положительных сигналов в ПЦР с прайме-
рами на участок гена устойчивости к гигромицину
объясняется вероятнее всего случайным, не целе-
вым встраиванием переносимой конструкции. Ана-
логичный результат – отсутствие специфичных
фрагментов соответствующей длины, наблюдался и
в ПЦР с праймерами на правый участок исследуе-
мой последовательности. Полученные результа-
ты свидетельствуют о том, что ни в одном из про-
анализированных 495 каллусов после агробакте-
риальной и биобаллистической трансформации
не произошло сайт-специфического встраивания
целевой конструкции в район ядрышкового орга-
низатора.

Доставку гена gfp в район гистонового гена
H3.3 A. thaliana проводили с помощью биобалли-
стической трансформации с нанесением на золо-
тые частицы плазмиды pInt-GFP_H3.3 совместно
с РНП Cas9-sgRNA, либо совместно с плазмидой
Cas9H33. Всего было проведено 9 биобаллистиче-

Таблица 2. Способы доставки gfp гена в район ядрышкового организатора

Способ доставки Название генетической 
конструкции Количество

Агробактериальная трансформация pInt-sGFP-rRNA
19 трансформаций
(126 колб по 15 мл клеточной суспензии)

Биобаллистика
pInt-sGFP+ Cas9rRNA 12 трансформаций

(132 выстрела; 78 каллусов)pInt-sGFP-rRNA



520

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 67  № 5  2020

БЕЛАВИН и др.

Рис. 4. Молекулярный анализ для подтверждения сайт-специфического встраивания гена gfp в район гена гистона Н3.3
A. thaliana.
а) схематическое расположение праймеров, использованных для анализа. Праймеры Up_H3.3 и UpH3.3_1 локализу-
ются в геномной ДНК A. thaliana во фланкирующей последовательности, окружающей генетическую конструкцию и
за ее пределами. Праймер Lo_plan3 расположен внутри генетической конструкции, в промоторной области гена nptII.
Праймеры на ген gfp (up_gfp; lo_gfp) использовались в качестве контроля. Размеры ПЦР-фрагментов указаны рядом
со стрелками.
Обозначения: LF и RF – левая и правая фланкирующие последовательности, гомологичные участку перед геном гисто-
на H3.3 в геноме A. thaliana; Р1 – P-NOS-промотор нопалин синтазы A. tumefaciens; Р2 – одинарный промотор
CaMV35S вируса мозаики цветной капусты; nptII – ген неомицин фосфотрансферазы II, обеспечивающий устойчи-
вость растительной клетки к канамицину; S – последовательность ДНК, кодирующая лидерный сигнал, обеспечива-
ющий транспорт GFP-белка в апопласт; gfp – ген зеленого флуоресцентного белка.
б) электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами на внутренние фрагменты вектора и с праймерами на событие
сайт-специфического встраивания.
Обозначения: 1 – праймеры up_gfp; lo_gfp на ген gfp (420 bp), положительный контроль; 2 – праймеры Up_H3.3_1;
Lo_plan3 на растительную ДНК в области гистона H3.3 (1048 bp); 3 – с праймерами Up_H3.3; Lo_plan3 на левый фланк
FL (630 bp), положительный контроль; М – маркер ДНК 100 п.н. + 1.5 т.п.н. +3 т.п.н. , справа обозначена длина фраг-
ментов в п.н.
в) Выравнивание нуклеотидной последовательности полученного с праймерами UpH3.3_1 и Lo_plan3 ПЦР-фрагмен-
та с геномной ДНК A. thaliana (AT4G40040) и с последовательностью ДНК генетической конструкции (nptII).

LF P1 nptII P2 S gfp RF
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1000

600
500
400
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ских трансформаций и отобрано более 10 клеточ-
ных линий, устойчивых к селективному агенту.
Для выявления событий knock-in методом ПЦР
использовалась пара праймеров, один из которых
располагался внутри переносимой конструкции,
а второй на участке растительной ДНК за преде-
лами имеющейся в конструкции фланкирующей
последовательности (Lo_plan3 и Up_H3.3_1). До-
полнительно для контроля проводились ПЦР с
праймерами, расположенными внутри конструк-
ции (Lo_plan3 и Up_H3.3 и up_gfp, lo_gfp) (табл. 1,
рис. 4а). На рисунке 4б представлены результаты
ПЦР, проведенной с геномной ДНК линии G8.
Выравнивание прочитанной при секвенирова-
нии нуклеотидной последовательности ПЦР
фрагмента, полученного с праймерами Lo_plan3
и Up_H3.3_1, показало наличие идентичности
95% с A. thaliana Histone superfamily protein
(AT4G40040) при секвенировании с одной сторо-
ны и 99% идентичности с векторной ДНК (а
именно с промотором гена nptII) при прочтении с
другой стороны (рис. 4в). Таким образом, резуль-
таты секвенирования специфического ПЦР-
фрагмента подтверждают адресную встройку ге-
нетической конструкции в район-мишень гисто-
нового гена H3.3.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что данный район может быть использован в
качестве мишени для доставки целевых генов с
применением геномного редактирования. Рабо-
ты в данном направлении исследований продол-
жаются, результаты будут предметом будущих
публикаций.

ОБСУЖДЕНИЕ
Оценивая число описанных в литературе со-

бытий редактирования растительных геномов
следует отметить, что подавляющее большинство
из них составляют примеры нокаутов генов, тогда
как число осуществленных knock-in весьма незна-
чительно [3, 5]. Целевые двуцепочечные разрывы
ДНК, создаваемые эндонуклеазой Cas9, активи-
руют клеточные системы репарации, обеспечива-
ющие сращивание концов. Растительные клетки,
как и большинство эукариот, для восстановления
двуцепочечных разрывов ДНК используют в ос-
новном механизм негомологичного сращивания
концов, который функционирует в течение всего
клеточного цикла (кроме митоза). Репарация по
гомологичному механизму, обеспечивающему
точное восстановление последовательности, воз-
можна только при наличии сестринской хрома-
тиды (гомологичной матрицы) и может произой-
ти только в конце S и в G2 фазах [5]. Таким обра-
зом, преобладание у растений первого механизма
над вторым ставит перед исследователями весьма
непростые задачи в случае попыток проведения
геномного редактирования в варианте knock-in.

Действительно, у растений частота knock-out, по-
лученных при восстановлении двуцепочечных
разрывов ДНК по механизму негомологичного
сращивания концов, составляет 30–70%, а в ряде
случаев до 100%, тогда как частота knock-in обыч-
но не превышает долей процента или нескольких
процентов [5].

Создание генетических конструкций для пере-
носа целевых генов в определенный район генома,
осуществляемого при помощи эндонуклеазы Cas9,
существенно сложнее, чем создание конструкций
для knock-out. Для осуществления knock-in по меха-
низму гомологичного обмена встраиваемая после-
довательность нуклеотидов должна быть окружена
фланкирующими последовательностями, соответ-
ствующими выбранному участку генома. Размер
гомологичных фланкирующих участков обычно
составляет от 400 п.н. до 2 т.п.н. [6]. Таким обра-
зом, для каждого нового района генома требуется
новое конструирование. Сложность создания ге-
нетических конструкций для осуществления
knock-in в значительной степени зависит от того,
какой способ доставки в клетку матрицы-донора
и генно-инженерного инструментария выбирает
исследователь, и на встраивание по какому меха-
низму репарации он рассчитывает. Так, напри-
мер, при биобаллистической трансформации
возможна доставка донорной нуклеотидной по-
следовательности и генно-инженерного инстру-
ментария (нуклеазы Cas9 и направляющей РНК) на
разных плазмидах, тогда как при агробактериаль-
ной трансформации они должны быть объединены
в одной генетической конструкции. Конструирова-
ние таких протяженных рекомбинантных последо-
вательностей связано не только с некоторыми ме-
тодическими сложностями, но и с ограниченны-
ми возможностями самих векторов. Если ставка
делается на встраивание целевого гена по меха-
низмам негомологичного сращивания концов, то
в донорную нуклеотидную последовательность не
нужно вводить протяженные гомологичные флан-
кирующие последовательности, но следует учесть
возможный сдвиг рамки считывания, внося по
краям кассеты, до промоторной области, нетранс-
крибируемые нейтральные последовательности,
или встроить в генетическую конструкцию специ-
фические последовательности, например, IRES
(Internal Ribosome Entry Site). Кроме того, для по-
вышения эффективности knock-in по негомоло-
гичному пути по краям кассеты можно вводить
сайты узнавания для Cas9, обеспечивающие ее
вырезание в клетке в виде линейной молекулы
ДНК [5, 21, 22].

В данной работе для создания сложных много-
компонентных генетических конструкций ис-
пользовалась поэтапная сборка с созданием про-
межуточных конструкций, несущих блоки генов
и управляющих элементов, а также применялось
сочетание методов традиционного молекулярно-
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го клонирования (сборки по сайтам рестрикции
II типа) и современных методов Golden Gate
Cloning, использующих рестриктазы IIS, которые
формируют уникальные липкие концы. Все в
сумме позволило ускорить процесс сборки новых
генетических конструкций для knock-in в новые
районы генома и существенно упростило варьи-
рование компонентов конструкций в зависимо-
сти от поставленной цели.

Для интеграции гена gfp в качестве районов-ми-
шеней были использованы районы расположения
генов “домашнего хозяйства”: ядрышкового орга-
низатора и район расположения одного из генов
гистона H3. Привлекательность этих районов для
доставки целевых генов диктовалась тем, что
именно эти районы в растительной клетке харак-
теризуются высокой транскрипционной актив-
ностью. Следовательно, при доставке в такие рай-
оны целевых генов с высокой долей вероятности
можно ожидать и высокий выход рекомбинант-
ных белков. Особенности районов расположения
генов домашнего хозяйства, характеризующихся
высокой транскрипционной активностью в связи
с их использованием в качестве мишеней для ин-
теграции целевых генов при создании клеточных
линий-биопродуцентов рекомбинантных белков,
рассмотрены нами в обзоре [5].

При выборе района межгенного спейсера яд-
рышкового организатора в качестве мишени для
knock-in при планировании эксперимента, мы ис-
ходили из модели “Christmas tree” строения и
транскрипции генов 35S пре-рРНК, считая, что
они образуют свободные петли деконденсирован-
ного хроматина, доступные для эндонуклеазы
Cas9 и генетических конструкций с гомологичны-
ми фланками для осуществления knock-in, а также
РНК-полимеразы II, которая должна транскриби-
ровать встроенные в область генов 35S пре-рРНК
репортерные и селективные гены с промоторами
для нее. Однако, как показали эксперименты по до-
ставке созданных генетических конструкций как
при биобаллистике, так и при агробактериальной
трансформации, ни в одном случае не было полу-
чено ни одного события доставки gfp гена в район
ядрышкового организатора.

На основании последних литературных дан-
ных стало известно, что ядрышко представляет из
себя далеко не однородную аморфную структуру, а
разбито на четкие компартменты – нуклеолонемы с
центрами транскрипции, содержащими деконден-
сированный хроматин [23–25]. На рисунке 5 пред-
ставлена упрощённая схема строения ядрышка в
ядрах клеток растений и процессов, происходя-
щих в нём. Наиболее детально строение ядрышка
рассмотрено в обзорах [23, 24, 26]. Основными
структурными компонентами ядрышка, выявляе-
мыми при ультраструктурном анализе, являются
фибриллярные центры (ФЦ), плотный фибрилляр-

ный компонент (ПФК), гранулярный компонент
(ГК), ядрышковая вакуоль (ЯВ), а также ассоцииро-
ванный с ядрышком гетерохроматин (ЯГ) (рис. 5а).
Все эти компоненты связаны с определенными
функциями. Например, транскрипция рДНК идет
на границе фибриллярных центров и плотного
фибриллярного компонента, который занимает
большую часть объема ядрышка растений. Тран-
скрипция пре-рРНК может происходить одновре-
менно на нескольких участках рДНК (рис. 5б).
Процессинг пре-рРНК осуществляется в плотном
фибриллярном компоненте, а затем в гранулярном
компоненте ядрышка происходят, как предпола-
гается, последние этапы сборки малых и больших
рибосомных субъединиц из зрелых рРНК и рибо-
сомных белков (рис. 5а). На рисунке 5в представ-
лена схема строения межгенного спейсера (IGS)
генов рРНК.

Последние данные об организации ядрышка и
процессах, происходящих в нем, позволяют гово-
рить о крайне плохой доступности этого района
для встройки экзогенной ДНК при любых спосо-
бах ее доставки в клетку. В первую очередь это свя-
зано именно с особенностями организации яд-
рышка, его компартментализацей, а также с крайне
высоким уровнем транскрипционной и постран-
скрипционной активности, в результате которой
постоянно образующиеся продукты, такие как
преРНК, рибонуклеопротеиновые комплексы, ри-
босомные субъединицы наряду с рибосомными
белками создают практически непреодолимый ме-
ханический барьер для доставки экзогенной ДНК.
Кроме того, присутствие в ядрышке РНК полиме-
разы II, необходимой для транскрипции генетиче-
ских конструкций, до сих пор является спорным во-
просом [23, 24, 27]. Помимо структурно-функцио-
нальных особенностей ядрышка, не меньшим
препятствием для осуществления knock-in в этот
район могут служить системы репарации, обеспечи-
вающие стабильность и сохранность генов рРНК.
Высокий уровень транскрипции, наряду с большим
числом повторов генов рРНК, делают ее склонной к
возникновению двунитевых разрывов [28]. Дву-
нитевые разрывы являются серьезными повре-
ждениями, которые нарушают репликацию ДНК
и транскрипцию и могут приводить к значитель-
ным хромосомным перестройкам, угрожающим
жизнеспособности клетки. Кроме того, необходи-
мость обеспечить защиту генов рРНК от послед-
ствий двунитевых разрывов привела к возникнове-
нию так называемых ядрышковых колпачков (яд-
рышковый гетерохроматин) – уникальных структур
на периферии ядрышка, в которые перемещаются
поврежденные (несущие двунитевые разрывы)
участки генов рРНК. Приблизительно половина
копий генов рРНК находится в молчащем состо-
янии в перинуклеолярном гетерохроматине [28].
Следовательно, даже при наличии достаточного
количества двунитевых разрывов в районе яд-
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рышкового организатора возможность использо-
вания этого района в качестве мишени для целе-
вых генов исключается не только по причине
сложности их доставки в целевой район-мишень,
но и в связи с тем, что, если даже это событие про-
изойдет, то оно с высокой долей вероятности ока-
жется в молчащем перинуклеолярном гетерохро-
матине.

Таким образом, несмотря на всю привлекатель-
ность района рибосомных генов для направленной
встройки целевых генетических конструкций, тре-
бующих высокого уровня транскрипции, этот рай-
он в связи со своей сложной компартментализа-
цией, выявленной буквально в последние годы,
не представляется доступным для Cas9, векторов-
доноров и РНК-полимеразы II, и непригоден для
геномного редактирования, что подтверждается
нашими неудавшимися попытками доставки ген-
но-инженерного инструментария в этот район.

Использование второго района – района рас-
положения гена гистона H3.3 в качестве мишени
для встраивания гена gfp, оказалось более обнаде-

живающим. Среди десяти канамицин-устойчи-
вых клеточных линий, полученных к настоящему
моменту времени, выявлены события интеграции
гена gfp в заданный район-мишень. Полученные
результаты свидетельствуют о том, что данный
район может быть использован в качестве мише-
ни для доставки целевых генов с применением ге-
номного редактирования по варианту knock-in.
Работы в данном направлении исследований про-
должаются и их результаты будут предметом даль-
нейших публикаций. В дополнение к созданным
конструкциям, нацеленным на репарацию двуцепо-
чечных разрывов по механизму гомологичной ре-
комбинации, планируется создание конструкций, у
которых вместо гомологичных фланков будут по-
следовательности ДНК, на которые нацеливается
направляющая sgРНК. Введение таких элементов
по фланкам обеспечит линеаризацию экспресси-
онной кассеты одновременно с двунитевым раз-
рывом в ДНК-мишени, что может значительно
повысить вероятность осуществления knock-in по
механизму негомологичного сращивания концов.

Рис. 5. Общая схема строения ядрышка, локальных районов транскрипции рРНК и межгенного спейсера генов рРНК
растений. а – схема строения ядрышка.
Обозначения: ГК – гранулярный компонент; ФЦ – фибриллярный центр; ПФК – плотный фибриллярный компо-
нент; ЯВ – ядрышковая псевдовакуоль; ЯГ – ассоциированный с ядрышком гетерохроматин.
б – рибосомная ДНК с множественными сайтами транскрипции и межгенным спейсером (выделено серым цветом);
в – схема строения межгенного спейсера (IGS) генов рРНК A. thaliana.
Обозначения: 3' ETS и 5' ETS — транскрибируемые участки межгенного спейсера (External transcribed spacer); NTS —
нетранскрибируемый участок межгенного спейсера (Non transcribed spacer); SalI box — энхансерные тандемные повто-
ры; IR — район инсерции целевых генов (Insertion Region); стрелками обозначены спейсерные (SP1, SP2) и генный (GP)
промоторы.

(б)

(а)

(в)
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