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Одной из актуальных задач современной биотехнологии растений является получение стрессо-
устойчивых растительных культур волосовидных (бородатых) корней и разработка технологий их
долговременного хранения без частых пересадок и использования дорогостоящих и трудоемких ме-
тодов криоконсервации. В противодействии стрессовым факторам у растений важнейшую роль
выполняет антиоксидантная система, одним из компонентов которой являются глутатион-S-
трансферазы. В настоящей работе нами были созданы и исследованы волосовидные корни табака
с конститутивной экспрессией гена глутатион-S-трансферазы AtGSTF11 Arabidopsis thaliana. Воло-
совидные корни табака, содержащие данный трансген, характеризовались большим накоплением
массы, а также более высокой устойчивостью при действии засоления, тяжелых металлов и тепло-
вого стресса. Также трансгенные волосовидные корни обладали более длительной выживаемостью
при долговременном хранении без пересадок на свежую питательную среду. Конститутивная экс-
прессия гена AtGSTF11 в культурах волосовидных корней в стрессовых условиях сопровождалась
снижением содержания перекиси водорода, пролина и малонового диальдегида, а также повыше-
нием скорости продукции супероксид-аниона и общей антиоксидантной способности.
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ВВЕДЕНИЕ
Растения постоянно подвергаются воздействию

стрессовых факторов биотической и абиотической
природы. Универсальным процессом, который за-
пускается на фоне развития любого стресса, являет-
ся накопление активных форм кислорода (АФК)
Избыток АФК приводит к деградации липидных
мембран, ДНК, белков и блокирует работу мно-
гих ферментов. Защита от вредного воздействия и
контроль уровня АФК обеспечивается многоком-
понентной антиоксидантной системой. Одним из
составляющих этой системы является суперсе-

мейство ферментов глутатион-S-трансфераз (GST),
которые, используя трипептид глутатион (GSH) в
качестве косубстрата, осуществляют восстанав-
ливающие реакции [1]. Глутатион-S-трансферазы
обычно подразделяют на 14 классов, а ферменты,
относящиеся к этим классам, различаются как по
строению, так и по выполняемым функциям [2].
Большой интерес представляют GST класса phi
(GSTF), выполняющие множество функций: конъ-
югация глутатиона с ксенобиотиками [3], связыва-
ние тяжелых металлов [4], регуляция свет-опосредо-
ванного синтеза глутатиона [5], нейтрализация
продуктов перекисного окисления липидов [6]. В
последние годы накапливаются данные, свиде-
тельствующие о позитивном влиянии конститу-
тивной экспрессии глутатион-S-трансфераз не
только на стрессоустойчивость, но и на продук-
тивность трансгенных растений [1, 5]. Исходя из
этого, мы предположили, что волосовидные (бо-

1 К статье имеются дополнительные материалы, доступ-
ные для авторизированных пользователей по doi:
10.31857/S0015330321040102
Сокращения: ОАС – общая антиоксидантная способность,
СА – супероксид-анион, СОД – супероксиддисмутаза,
GST – глутатион-S-трансферазы, HRs – волосовидные
корни.
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родатые) корни, сверхэкспрессирующие гены GST,
тоже могут обладать повышенной продуктивно-
стью и стрессоустойчивостью.

Волосовидные корни (hairy roots; HRs) являют-
ся одними из перспективных биотехнологических
систем для продуцирования ценных вторичных
метаболитов. Кроме того, при помощи HRs можно
тестировать эффективность целевых генно-инже-
нерных конструкций и изучать некоторые функции
встроенных трансгенов без этапа получения пол-
ноценных трансгенных растений, что особенно
актуально в случае труднорегенерируемых видов
растений. При этом не требуется проведение тру-
доемких и многолетних работ по получению го-
мозиготных по трансгену поколений растений.
Поэтому HRs могут быть использованы как мо-
дельный объект при предварительном тестирова-
нии генно-инженерных конструкций, однако о
полноценной замене трансгенных растений речь
здесь не идет. При этом волосовидные корни, по
крайней мере, имеют преимущество перед други-
ми растительными культурами in vitro, которое за-
ключается в том, что HRs сохраняют многие мор-
фофизиологические параметры, характерные для
нативных корней [7]. Культуры HRs в крупном био-
технологическом производстве могут подвергаться
отрицательному влиянию изменений состава среды,
температуры, и т.д., поэтому создание не только вы-
сокопродуктивных, но и стрессоустойчивых воло-
совидных корней весьма актуально, что может
быть достигнуто также путем переноса генов GST.

Ранее нами был клонирован ген AtGSTF11 Ara-
bidopsis thaliana (неопубл.). Этот ген и его ортологи в
других растениях пока остаются неизученными,
но являются потенциальной мишенью в генной
инженерии растений для целенаправленного из-
менения продуктивности и стрессоустойчивости
как целых растений, так и культур волосовидных
корней. На сегодняшний день эффекты консти-
тутивной экспрессии генов семейства GST на рост и
стрессоустойчивость волосовидных корней не
изучались. Однако работы по повышению стрес-
соустойчивости HRs посредством генетической
модификации имеются. К примеру, трансгенные
по двум генам пероксидаз (tpx1 и tpx2) HRs Nicotiana
tabacum показали повышенную устойчивость к
фенолу [8], а внедрение гена протеинкиназы
GmBIN2 в HRs сои повышало их устойчивость к
соли и дефициту влаги [9].

Другой актуальной проблемой в биотехноло-
гии HRs является долговременное сохранение
полученных культур волосовидных корней без
частых пересадок на свежую питательную среду.
Из-за того, что HRs являются гетеротрофной си-
стемой, их необходимо постоянно восполнять
органическими и минеральными веществами, а
быстрый рост вызывает необходимость частых
пересадок, что весьма трудоемко и затратно. Тра-

диционно культуры волосовидных корней сохраня-
ют в жидком азоте, что требует специального обору-
дования и соответствующих высококачественных
реактивов, к тому же выживаемость после таких
процедур сильно зависит от вида и очень часто
снижается до 10% [10]. Однако долговременное
хранение волосовидных корней возможно также
без использования жидкого азота, к примеру, со-
общается о сохранении способности к росту у
HRs табака в течение 600 дней хранения при низком
содержании сахарозы в питательной среде [11]. При
низких положительных температурах (+4°С) уда-
лось сохранить живыми HRs женьшеня обыкно-
венного Panax ginseng C.A. Mey в течение четырех
месяцев без пересадок [12]. Мы предположили,
что сверхэкспрессия гена AtGSTF11 может увели-
чить процент выживаемости HRs при их долговре-
менном культивировании в стрессовых условиях.
Целью наших исследований стало получение воло-
совидных корней табака сверхэкспрессирующих
ген AtGSTF11, их морфометрический анализ, био-
химический анализ антиоксидантной системы и
оценка возможности их долговременного хране-
ния в стрессовых условиях без использования ме-
тодов криоконсервации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание культур волосовидных корней
с конститутивной экспрессией гена AtGSTF11

Ген AtGSTF11 (at3g03190; NM_111189.3) был
амплифицирован и клонирован из кДНК A. thaliana,
используя праймеры: 5'-AGAAAATGGTGGTCAA-
AGTATATGG-3', 5'-CGGAGGACTACAAGAAC-
TACTAGACA-3'. Трансгенные растения табака
Nicotiana tabacum L. сорта Petit Havana линии SR1
с конститутивной экспрессией гена AtGSTF11 бы-
ли получены методом агробактериальной транс-
формации листовых дисков. Семена трансгенных
растений табака 35S::AtGSTF11 поколения T2 с
единичной копией трансгена стерилизовали в 75%
этиловом спирте (~30 с) и в 2.5% гипохлорите на-
трия (~5 мин), после чего промывали стерильной
дистиллированной водой 5 раз и высаживали в
чашки Петри с селективной (200 мг/л антибиотика
гигромицина), твердой (7 г/л агара) питательной
средой МС (0.5 соли МС, 14 г/л сахарозы, 60 мг/л
инозитола, 2 мг/глицина, 1 мг/л тиамина и 1 мг/л
никотиновой кислоты). Спустя 20 дней пророст-
ки одинаковых размеров, не имеющих морфоло-
гических аномалий, высаживали в смесь почвы и
вермикулита (3 : 1 соответственно). Растения вы-
ращивали в вегетационных сосудах объемом 500 мл
при температуре воздуха 24 ± 1°С, освещенности
120 мкмоль × м–2 с–1 и фотопериоде 16 часов.

Культуры HRs были созданы из листовых экс-
плантов двухмесячных растений при помощи
Agrobacterium rhizogenes штамма А4. Агробактерии
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предварительно выращивали на жидкой селек-
тивной среде LB (100 мг/л рифампицина). Экс-
планты листьев табака стерилизовали с использо-
ванием 75% раствора этилового спирта (~1 мин) и
2% раствора гипохлорита натрия (~8 мин). Сов-
местное культивирование листовых эксплантов и
агробактерий проводили на твердой (7 г/л агара)
среде МС (1 соли МС, 28 г/л сахароза, 120 мг/л
инозитола, 2 мг/л глицина, 1 мг/л тиамина и 1 мг/л
никотиновой кислоты) в течение трех суток при
температуре +26°С, после чего листовые экс-
планты были перенесены на твердую среду МС,
содержащую антибиотик цефотаксим (100 мг/л).
Все образованные на эксплантах волосовидные
корни фрагментами длиной по 1.5–2 см помеща-
лись в отдельные чашки Петри со средой МС и
содержались при температуре воздуха +24 ± 1°С,
в темноте. Был проведен предварительный селек-
тивный отбор наиболее активно и стабильно рас-
тущих корней. После двух месяцев культивации
на селективной среде МС фрагменты HRs вместе
с апикальной меристемой (~1.2 см длиной) были
пересажены на свежую среду МС.

В качестве контроля, относительно которого
делали выводы об эффектах трансгена, выступала
линия HRs, созданная из нетрансгенных расте-
ний N. tabacum сорта Petit Havana линии SR1.

ПЦР и ОТ-ПЦР анализ волосовидных корней
ДНК из волосовидных корней выделяли стан-

дартным CTAB-методом. Для подтверждения
трансгенности созданных HRs использовали клас-
сический метод ПЦР с праймерами, представлен-
ными в Дополнительных материалах 1, в табл. 1.

Тотальную РНК из волосовидных корней вы-
деляли при помощи тризола, первую цепь кДНК
синтезировали с использованием олиго(dT) прай-
мера и M-MuLV обратной транскриптазы (NEB,
USA). В качестве референсного гена был исполь-
зован ген фактора элонгации EF-1α (AF120093.1).
Полуколичественную ОТ-ПЦР проводили при
следующих условиях: 94°C – 1 мин, затем 30 цик-
лов: 94°C 30 с, 53°C 30 с, 72°C 1 мин, финальная
элонгация 72°С – 5 мин. Для каждого экспери-
мента использовали по три контрольных и опыт-
ных растения (n = 3).

Морфометрический анализ волосовидных корней 
при действии стрессовых факторов

Общая схема испытаний на устойчивость куль-
тур HRs к стрессовым факторам представлена в таб-
лице 1 и включала 7 различных вариантов обработ-
ки. Контрольным вариантом выступали линии во-
лосовидных корней, выращенные в стандартных
условиях (табл. 1, схема 7). Все опыты проводи-
лись в чашках Петри с агаризованной средой МС.
Интенсивность стрессовых факторов была подо-
брана в ходе предварительных исследований по
отношению к волосовидным корням табака без
трансгена AtGSTF11, таким образом, чтобы она
значительно (до 20 раз) замедляла рост, но вызы-
вала гибель не более 10% образцов корней. Мор-
фометрический анализ заключался в измерении
среднего прироста длины волосовидных корней на
30 день культивации. Средний прирост рассчиты-
вался как отношение суммы удлинения всех кор-
ней к числу корней. Для оценки продуктивности
также анализировали прирост сырой и сухой мас-
сы корней. Поскольку начальная масса фрагмен-
тов корней очень мала (не более 1 мг) им было
решено пренебречь. Корни высушивали в сухо-
жаровом шкафу при 105°С в течение 16 ч. Все ис-
пытания велись в 64 биологических повторно-
стях (n = 64). Достоверность различий проверяли
относительно контрольного варианта волосовид-
ных корней без трансгена AtGSTF11 по методу
Duncan.

Анализ антиоксидантной системы культур HRs
Для проведения биохимического анализа опо-

средованных стрессом изменений антиоксидантной
системы культуры волосовидных корней выращи-
вали в течение 30 ± 1 дней в условиях действия
стресс-факторов. Активность всех ферментатив-
ных систем приводили в общепринятых единицах
на мг общего растворимого белка. Остальные по-
казатели пересчитывали на г сырой массы HRs.
Все биохимические исследования по определе-
нию активности антиоксидантной системы про-
водили в 15 биологических повторностях (n = 15).
Достоверность различий рассчитывали относи-
тельно HRs без трансгена AtGSTF11 (контроль-
ный вариант) по методу Duncan.

Таблица 1. Схемы стресс-обработки волосовидных корней

Схема № 1 2 3 4 5 6 7

Стрессовый 
фактор

Засоление Засоление Гипертермия Гипертермия Действие 
тяжелых 
металлов

Действие
тяжелых
металлов

Нормальные 
условия

Состав среды МС, 150 мМ 
NaCl

МС, 200 мM 
NaCl

МС МС МС, 100 мM 
CuSO4

МС, 100 мМ 
Cd(CH3COO)2

МС

Температура +24°С +24°С +32°С +35°С +24°С +24°С +24°С
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Для определения активности СОД применяли
метод, основанный на способности СОД конкури-
ровать с нитросиним тетразолием за супероксид-
анионы [13]. Пероксидазную активность определя-
ли по способности полимеризации гваякола до
тетрагваякола [13]. Каталазную активность про-
веряли по скорости деградации молекул перекиси
водорода [13]. Количество МДА в навеске опреде-
ляли с помощью тиобарбитуровой кислоты [13].
Метод определения пролина был основан на ра-
боте Khedr с соавт. [14]. Скорость образования су-
пероксид-аниона (СА) определяли акцепторным
методом, основанным на определении окрашенно-
го продукта окисления адреналина – аденохрома
[15]. Экстракцию перекиси водорода проводили
по Chaouch et al. [16], измерение его содержания
по Bindschedler с соавт. [17]. Общая антиокси-
дантная способность (ОAC) оценивалась на мета-
нольных (80%) экстрактах по восстановлению
Mo(VI) до Mo(V) при кислом pH [18]. Содержа-
ние общего растворимого белка определяли по
методу Бредфорда [13].

Долговременное хранение волосовидных корней

Для проведения испытаний по долговремен-
ному хранению культур HRs табака использовали
кончики корней, отсеченные от молодой культу-
ры HRs (не более 14 дней роста на свежей среде).
Отрезанные кончики корней подвергали воздей-
ствию в условиях, описанных в табл. 2. Все опыты
проводили в чашках Петри с агаризованной сре-
дой МС. Выбор таких параметров долговремен-
ного хранения HRs объясняется тем, что при дей-
ствии данных стрессоров рост корней заметно за-
медлялся (до 90%), но количество погибших
корней на 30 день испытаний не превышало 10%.
Выживаемость HRs проверяли пересадкой фраг-
ментов корней вместе с апикальной меристемой на
свежую стандартную среду МС (табл. 1, схема 7).
Перенесшими неблагоприятные условия считали
те корни, которые сохраняли способность к росту
как минимум в течение первых 15 дней роста на
стандартной среде. После 60, 90, 120, 150, 180, 210
и 240 дней культивирования в указанных в табл. 2
условиях корни пересаживали на стандартную
среду. Через 15 дней после переноса измеряли
удельный прирост и рассчитывали выживаемость
культур HRs. В качестве контроля выступали HRs,

которые не участвовали в испытаниях, росли в
стандартной среде с ежемесячной пересадкой.
Достоверность различий определяли относитель-
но HRs без трансгена AtGSTF11. Все испытания
по долговременному хранению велись в 40 биоло-
гических повторностях (n = 40).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение трансгенных растений и волосовидных 

корней табака, несущих ген AtGSTF11
Было получено 14 линий трансгенных растений

табака 35S::AtGSTF11. Наиболее высокий уровень
транскрипционной активности целевого гена был
обнаружен в линиях 1, 4, 5, 6 и 8: 169, 97, 124, 143,
108% относительно уровня экспрессии рефе-
ренсного гена EF-1α, соответственно. Для генети-
ческой трансформации при помощи A. rhizogenes
была отобрана линия 1, характеризующаяся самой
высокой транскрипционной активностью гена
AtGSTF11. После агробактериальной трансформа-
ции листовых дисков трансгенных растений табака
было получено 76 линий корней 35S::AtGSTF11.
Полученные корни прошли селективный отбор
на среде с гигромицином в течение 60 дней. Нами
были отобраны культуры, которые не имели обнару-
живаемых визуально морфологических патологий
(рис. 1). По результатам ПЦР-анализа все отобран-
ные культуры корней имели генетическую кон-
струкцию, содержащую 35S::AtGSTF11, а также
включали гены rolA и rolB. По результатам полу-
количественной ОТ-ПЦР было отобрано 4 линии
HRs (получившие нумерацию L1, L2, L3, L4) с
наиболее высоким уровнем транскрипционной
активности гена AtGSTF11: 108, 116, 127 и 119%,
соответственно, относительно уровня экспрес-
сии референсного гена EF-1α.

Конститутивная экспрессия
гена AtGSTF11 повышает продуктивность

и стрессоустойчивость HRs
Морфометрический анализ является наиболее

простым и доступным методом оценки продуктив-
ности и стрессоустойчивости культур HRs. Транс-
генные HRs табака 35S::AtGSTF11 при стандарт-
ных условиях (табл. 1, схема 7) достоверно росли
лучше контроля в 2.1 раза (рис. 2а). При действии
теплового стресса (32°С) трансгенные линии кор-

Таблица 2. Схемы долговременного хранения волосовидных корней

Опыт № Концентрация сахарозы Температура хранения Концентрация NaCl

1 1.8 г/л 24°C –

2 7.5 г/л 3°С –

3 7.5 г/л 24°C 250 мМ
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ней росли достоверно хуже в среднем в 2.5 раза,
чем при стандартных условиях, но превышали по
этому параметру контрольные варианты (в 2 раза).
На среде с 150 мМ NaCl (табл. 1, схема 1) скорость
роста трансгенных HRs также была больше, чем в

контроле. При действии 100 мкМ CuSO4 все че-
тыре линии трансгенных HRs табака росли лучше
в среднем в 2.3 раза, чем контрольные варианты.
После анализа полученных результатов трансген-
ные линии HRs подвергли воздействию стресса

Рис. 1. Внешний вид испытанных HRs на 30 день культивации в чашках Петри со стандартной MС: (а), (б) – контроль;
(в), (г) – линия L1; (д), (е) – линия L2; (ж), (з) – линия L3; (и), (к) – линия L4. Масштаб 10 мм.

(a)

(б) (г) (е) (з) (к)

(в) (д) (и)(ж)

Рис. 2. Удельный прирост (а, б), а также сырая (в) и сухая (г) масса волосовидных корней табака в условиях теплового
стресса (+32°С; +35°С), засоления (150 мМ NaCl; 200 мМ NaCl) и действия 100 мкM CuSO4 и 100 мкМ Cd(CH3COO)2.
1 – дикий тип, 2 – линия L1, 3 – линия L2, 4 – линия L3, 5 – линия L4. Звездочками (*) обозначены достоверные раз-
личия от контроля согласно тесту Duncan (P < 0.05).
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большей интенсивности (табл. 1, схемы 2, 4, 6).
Достоверное уменьшение скорости роста в длину
всех исследованных HRs происходило при дей-
ствии +35°С (рис. 2б). Однако трансгенные ли-
нии HRs при таком температурном стрессе росли
в длину лучше, чем контроль в среднем в 18 раз.
На среде с 200 мМ NaCl мы наблюдали резкое
снижение роста как контрольных, так и трансген-
ных корней (рис. 2б). Тем не менее скорость роста
трансгенных линий L3 и L4 достоверно была вы-
ше контроля в среднем в 2.8 раза. При действии
100 мкМ Cd (CH3COO)2 (CdAc) выявлено значи-

тельное угнетение роста в длину HRs всех линий.
При этом трансгенные линии HRs росли лучше,
чем контроль в среднем в 30 раз (рис. 2б). В стан-
дартных условиях (табл. 1, схема 7) сырая масса
трансгенных HRs линий L1, L2, L3 была в сред-
нем на 28% больше контроля (рис. 2в). При дей-
ствии 150 мМ NaCl сырая масса корней линий L2,
L3, L4 была значительно больше контроля, одна-
ко при действии более высокой концентрации
соли 200 мМ NaCl эта разница нивелировалась
(рис. 2в). При помещении HRs в условия высоко-
температурного стресса сырая масса корней кон-
трольного варианта снизилась в 5, а трансгенных
от 2.1 до 3.2 раза относительно стандартного. Сы-
рая масса трансгенных линий при этом была
больше контроля в среднем в 2.8 раза. В более
жестких условиях гипертермии (35°С) сырая мас-
са корней контроля достоверно уменьшилась в
45.5 раза, а трансгенных в 5.8–12.5 раза. Сырая
масса трансгенных линий превышала контроль в
среднем в 5.5 раза. На среде со 100 мкМ CuSO4 сы-

рая масса HRs так же достоверно уменьшалась, но
у трансгенных линий все же была больше в среднем
в 1.6 раза, чем у контроля. На среде со 100 мкМ
CdAc также наблюдали значительное сокраще-
ние сырой массы контроля. При этом трансген-
ные линии по сырой массе превышали контроль в
среднем в 3.7 раза.

Измерение сухой массы корней в стандарт-
ных условиях выявило менее значительные раз-
личия между трансгенными и контрольными
HRs (рис. 2г). После культивирования в 150 мM
NaCl сухая масса была достоверно больше у ли-
ний L2–L4. При действии 200 мM NaCl сухая
масса некоторых трансгенных линий корней бы-
ла даже меньше контроля. При гипертермии в
32°С сухая масса трансгенных линий была боль-
ше контроля в среднем в 2 раза, при 35°С – в
3.2 раза. Сухая масса корней в 100 мкМ CuSO4 до-

стоверно различалась от контроля в сторону по-
вышения только в линиях L3 и L4. На среде со
100 мкМ CdAc сухая масса трансгенных корней
была больше контроля в среднем в 2 раза (рис. 2г).
Достоверность различий от контроля во всех слу-
чаях была доказана методом Duncan, все соответ-
ствующие числовые данные приведены в Допол-
нительных материалах (табл. 2–4).

Конститутивная экспрессия гена AtGSTF11 
позитивно влияет на состояние антиоксидантной 

системы при действии стрессовых факторов

Так как трансгенные HRs обладали повышен-
ной устойчивостью к действию стрессовых факто-
ров, что может быть связано с обезвреживанием
АФК и продуктов окисления, было решено изме-
рить ряд параметров антиоксидантной системы.

При стандартных условиях активность СОД
была достоверно выше у трансгенных линий. При
засолении активность СОД в контроле возросла в
2.3 раза, тогда как у трансгенных линий осталась
на том же уровне (рис. 3а). Активность перокси-
даз в HRs (рис. 3б) резко возросла в условиях по-
вышения температуры, причем в трансгенных кор-
нях она была почти в 2 раза больше, чем в контроле.
При действии остальных стрессовых факторов
трансгенные и контрольные HRs существенно не
отличались по активности пероксидаз. В стандарт-
ных условиях у трансгенных и контрольных HRs
активность каталаз была на одном уровне (рис. 3в).
При действии всех стрессовых факторов каталаз-
ная активность повышалась. К примеру, при за-
солении этот показатель во всех линиях достовер-
но повысился примерно в 2.8 раз, при гипертер-
мии – в 1.7 раз и при действии кадмия – более чем
в 3 раза. Достоверные отличия трансгенных ли-
ний в сторону уменьшения каталазной активно-
сти относительно контроля обнаруживались при
засолении (рис. 3в). Интенсивность перекисного
окисления липидов (рис. 3г) в культурах также
увеличивалась при действии стрессоров. Причем
в стандартных условиях содержание МДА у
трансгенных линий было выше в среднем на 30%,
чем в контроле. При засолении и тепловом стрес-
се HRs с трансгеном AtGSTF11 отличались от кон-
троля меньшим содержанием МДА. Содержание
МДА в волосовидных корнях контрольных вари-
антов было максимально при гипертермии, пре-
вышая значения трансгенных культур примерно
в 3 раза (рис. 3г). Скорость образования су-
пероксид-аниона (рис. 3д) в HRs с трансгеном
AtGSTF11 по сравнению с контролем была выше
почти в 4 раза при гипертермии и в 5 раз при дей-
ствии CdAc. Содержание перекиси водорода
(рис. 3е) было повышено во всех линиях волосо-
видных корней, которые подверглись действию
стрессовых факторов. Стоит отметить, что в усло-
виях гипертермии и повышенного содержания
тяжелых металлов содержание перекиси в транс-
генных корнях было достоверно меньше контроля.
В стандартных условиях подобная закономер-
ность не наблюдалась. В условиях гипертермии в
контрольных вариантах содержание перекиси во-
дорода увеличилось на 117% относительно стан-
дарта, тогда как в линиях трансгенных корней
только на 64% (рис. 3е). При действии стрессовых
факторов накопление белка (рис. 3ж) уменьша-
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лось во всех исследованных линиях HRs. Наи-

меньшее количество растворимого белка было за-
фиксировано в культурах HRs, которые росли на

среде с высоким содержанием ионов кадмия. Бо-
лее высокое содержание белка у трансгенных ли-
ний HRs по сравнению с контролем было выявле-

но при засолении (рис. 3ж). ОAС всех линий HRs
возрастала на питательных средах с повышенным

содержанием NaCl и на среде с ацетатом кадмия
(рис. 3з). В условиях высоких температур мы на-

блюдали за снижением ОАС. Как при стандарт-
ных, так и при стрессовых условиях ОАС была до-
стоверно выше в трансгенных HRs, по сравнению

с контролем. Наибольшая разница между транс-
генными и контрольными HRs по данному пара-

метру была обнаружена при гипертермии (рис. 3з).
Содержание пролина (рис. 3и) при стандартных
условиях существенно не различалось между кон-

тролем и трансгенными линиями. Однако при
действии стрессоров накопление пролина в кон-

трольных HRs было выше. Так, при засолении в
трансгенных HRs содержание пролина было ни-
же на 32–67%, чем в контроле (рис. 3и). Досто-

верность различий от контроля во всех случаях
была доказана методом Duncan, все соответству-

ющие числовые данные приведены в Дополни-
тельных материалах (табл. 5–12). 

Конститутивная экспрессия гена AtGSTF11 
повышает выживаемость культур HRs

при их долговременном хранении

Для опытов по долговременному хранению

HRs использовали четыре схемы эксперимента,

представленные в таблице 2. После долговремен-

ного хранения при низких положительных тем-

пературах все испытанные культуры HRs возоб-

новляли рост даже после 240 дней хранения (рис. 4).

При этом не наблюдалось заметных изменений в

удельном приросте (рис. 5а) и выживаемость кор-

ней (рис. 5б) сохранялась на относительно высо-

ком уровне (≥ 80%). Различие между трансгенными

и контрольной линиями наблюдалось только при

измерении удельного прироста, однако подобное

же различие наблюдалось при стандартных усло-

виях роста (рис. 1). Пережившие долговременное

хранение HRs внешне ничем не отличались от

обычных волосовидных корней. В условиях де-

фицита сахарозы нам удалось сохранить высокий

уровень выживаемости контрольных HRs до 150

дней, после чего выживаемость резко падала. При

этом некоторые линии трансгенных корней вы-

живали даже после 210 дней хранения (рис. 5г), но

пережившие более длительное хранение корни

росли намного хуже, чем обычные HRs (рис. 5д).

Рис. 3. Анализ антиоксидантной системы культур HRs: (а) – СОД; (б) – пероксидазная активность; (в) – каталазная
активность; (г) – МДА; (д) – скорость продукции супероксид-аниона; (е) – содержание H2O2; (ж) – содержание
общего белка; (з) – общая антиоксидантная способность; (и) – содержание пролина. 1 – дикий тип, 2 – линия L1,
3 – линия L3. Звездочками (*) обозначены достоверные различия от контроля согласно тесту Duncan (P < 0.05).
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Большинство испытанных трансгенных линий
дольше сохраняли способность к росту в сравнении
с контролем. Удельный прирост корней при хра-
нении их в 50 мМ маннитоле снижался (рис. 5е) уже
на 60 день испытаний. Наиболее сильное сниже-
ние прироста наблюдалось в трансгенных линиях.
Так в контроле прирост корней на 60 день сокра-
тился на 15%, тогда как в линиях L1 и L3 на 23 и
31% соответственно. Однако контрольные HRs уда-
лось сохранить живыми только в течение 120 дней,
тогда как отдельные линии трансгенных HRs вы-
живали после 180 дней хранения на среде с манни-
толом (рис. 5ж). Также были проведены экспери-
менты по хранению HRs при высоких концентра-
циях NaCl. После первых измерений (60–90 дней)
мы зафиксировали небольшое увеличение удель-
ного прироста корней (рис. 5з). При этом выжи-
ваемость корней (рис. 5и) постепенно падала, и в
L2 уже на 90 день упала на 58%. Контрольные HRs
прекратили рост после 150 дней хранения. В то же
время трансгенные корни L3 выживали даже по-
сле 240 дней, при этом удельный прирост практи-
чески не отличался от изначального. Достовер-
ность различий от контроля во всех случаях была
доказана методом Duncan, все соответствующие
числовые данные приведены в Дополнительных
материалах (табл. 13–21).

ОБСУЖДЕНИЕ

HRs являются одной из перспективных систем
в биотехнологии растений для наработки различных
метаболитов и рекомбинантных белков, поэтому за-
дача повышения их продуктивности весьма актуаль-
на. Более того, при выращивании в промышленных
масштабах HRs могут испытывать негативное воз-
действие из-за изменений условий, прежде всего
состава среды и температуры культивирования.
Поэтому создание стрессоустойчивых трансген-
ных HRs также является весьма актуальным. Мы
выявили более высокие темпы роста трансгенных
HRs 35S::AtGSTF11 по сравнению с контролем
при нормальных условиях, действии NaCl, тяже-
лых металлов и теплового стресса (рис. 2). Веро-
ятнее всего, такой позитивный эффект трансгена

AtGSTF11 на рост HRs достигался за счет сниже-
ния негативного влияния оксидативного стресса.

В нормальных условиях трансгенные корни
отличались от контроля повышением активности
СОД и пероксидаз (рис. 3а, б), более высоким со-
держанием МДА (рис. 3г), высокой скоростью
образования СА (рис. 3д) и более высокой общей
антиоксидантной способностью (рис. 3з). Веро-
ятно, трансгенные корни характеризовались бо-
лее высокими темпами всех жизненных процес-
сов, что сопровождалось более высоким уровнем
окислительного стресса. Однако это не несло с
собой существенных отрицательных эффектов,
поскольку по показателям роста в длину и массе
трансгенные линии превосходили контроль. Мы
полагаем, что это обуславливалось как раз более вы-
сокими антиокислительными свойствами трансген-
ных волосовидных корней, что, в свою очередь,
обеспечивалось как прямым действием экспрессии
трансгена AtGSTF11, так, возможно, и опосредо-
ванным повышением активности пероксидаз за
счет защитного действия глутатион-S-трансфе-
разы. В целом, при действии стрессовых факто-
ров в трансгенных HRs было зафиксировано более
низкое содержание перекиси водорода и МДА,
чем в контрольных HRs, что свидетельствует о бо-
лее высоком антиоксидантном статусе трансген-
ных по гену AtGSTF11 волосовидных корней, что
приводило к уменьшению уровня перекисного
окисления липидов.

При засолении было зафиксировано увеличение
активности всех трех изученных нами ферментов
антиоксидантной системы. Причем в трансгенных
HRs определяющим оказалась каталаза, поскольку
именно ее активность увеличилась в линиях L1 и
L3 в 2.9 и 2.8 раза, соответственно. В контрольных
HRs, в отличие от трансгенных форм, мы наблю-
дали повышение содержания пролина в ответ на
действующие стрессоры. Повышенное содержа-
ние пролина при высоких концентрациях NaCl
способствует стабилизации пероксидаз и каталаз
[14], благодаря чему стрессоустойчивость тканей
повышается. Также известно, что экзогенное вне-
сение пролина способно усиливать активность пе-

Рис. 4. Возобновление роста HRs на стандартной среде МС через 14 дней после долговременного хранения в течение
240 дней при температуре +3°С. (а) – дикий тип, (б) – линия L1, (в) – линия L2, (г) – линия L3. Масштаб 10 мм.

(a) (б) (в) (г)
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Рис. 5. Изменения в длине корней и процент выживаемости HRs через 15 дней выращивания на среде МС после долго-

временного хранения при температуре +3°C (а, б), дефиците сахарозы (в, г), 50 мМ маннитоле (д, е), 250 мМ NaCl (ж, з).

 – дикий тип,  – линия L1,  – линия L2,  – линия L3,  – линия L4. 1 – 60 дней, 2 – 90 дней, 3 –

120 дней, 4 – 150 дней, 5 – 180 дней, 6 – 210 дней, 7 – 240 дней. Звездочками (*) обозначены достоверные различия от

контроля согласно тесту Duncan (P < 0.05).
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роксидаз и каталаз табака при засолении [19].
В трансгенных корнях при засолении мы наблю-
дали более низкие концентрации пролина, чем у
контроля (рис. 4е). Вероятно, это связано с кон-
ститутивной экспрессией трансгена AtGSTF11,
что говорит о возможном замещении одних ком-
понентов антиоксидантной системы другими. То
есть трансгенные волосовидные корни, вероятно,
могут поддерживать высокий уровень стрессо-
устойчивости и без существенного повышения
содержания пролина в условиях конститутивной
экспрессии гена AtGSTF11. На это же указывает
более высокий уровень ОАС у трансгенных HRs
(рис. 4ж).

Выраженный эффект трансгена AtGSTF11 был
обнаружен в условиях гипертермии, где удельный
прирост корней был достоверно выше контроля в
среднем в 18 раз. Вероятно, такой эффект наблю-
дался из-за более быстрой активации ферментов
антиоксидантной системы в ответ на повышение
количества перекиси водорода (рис. 3е). Подоб-
ные же результаты были продемонстрированы на
растениях табака в работе [20]. Положительный
эффект AtGSTF11 можно объяснить более быст-
рым восстановлением (а также устранением)
окисленных фенольных соединений, на что ука-
зывает характер изменения ОАС (рис. 3з). Действи-
тельно, основной вклад в формирование общей ан-
тиоксидантной способности вносят витамины E и
С, каротиноиды, флавоноиды и производные ко-
ричной кислоты [21], а ОAC трансгенных HRs
культур (рис. 3з) всегда была выше, чем в контро-
ле. Стоит заметить, что при действии стрессоров
активность каталаз так же возрастала (рис. 3в), но
в условиях гипертермии она была значительно
меньше. Вероятно, это связано с тем, что при вы-
соких температурах окружающей среды перекись
водорода, в основном, нейтрализуется с помо-
щью пероксидаз [20]. В условиях гипертермии
интенсивность перекисного окисления липидов
в трансгенных культурах HRs возросла, однако не
превосходила значения культур контрольных ва-
риантов. Как уже было сказано, AtGST класса phi
способны нейтрализовать продукты перекисного
окисления липидов [22]. Характер образования
СА, как и содержание перекиси водорода в тка-
нях, указывает на то, что перекисное окисление
липидов происходит благодаря перекиси водоро-
да (рис. 3е) и других АФК, но только не СА [23],
поскольку продукция СА в HRs, где зарегистри-
ровано повышенное содержание МДА, была зна-
чительно ниже стандартного и ниже, чем у транс-
генных HRs, культивируемых в тех же условиях. С
одной стороны, скорость образования СА в клет-
ках часто коррелирует с интенсивностью внут-
ренних биохимических процессов [24] и можно
говорить о том, что в более продуктивных тканях
СА образуется с большей интенсивностью [15]. С
другой стороны, скорость образования СА может

указывать на степень повреждения энергетических
систем и степень ингибирования электрон-транс-
портной цепи продуктами кислородного окисления
[15, 24]. Несмотря на то, что супероксид-анион
может напрямую ингибировать или модифици-
ровать некоторые белки, его токсичность связана,
главным образом, с образованием высокореактив-
ного гидроксильного радикала [15]. А поскольку ак-
тивность СОД (рис. 4а) не сильно менялась в при-
сутствии CdAc, то можно предположить, что СА
своевременно дисмутировал в перекись водорода
[24, 25].

При действии ацетата кадмия активность СОД
понижалась (рис. 3а), а показатели активности ката-
лаз повышались (рис. 3в), тогда как активность пе-
роксидаз (рис. 3б) практически не изменилась. Ра-
нее другими авторами были получены как схожие с
нашими данные [25], так и немного отличающиеся
[26]. Вероятнее всего, это связано с использованной
в работах концентрацией ионов тяжелого металла.
При низких концентрациях активность ферментов
повышается, компенсируя токсическое действие
ацетата кадмия, при более высоких – ферменты по-
вреждаются и их активность падает. Накопление
МДА в трансгенных HRs при действии CdAc уве-
личилось в 2.1 раза (рис. 3г), содержание переки-
си водорода в среднем возросло в 1.4 раза (рис. 3е)
относительно значений стандарта. В то же время
в контрольных HRs содержание МДА выросло в
4.6 раза, а перекиси водорода – в 2 раза. Несмотря
на более высокое, чем в стандартных условиях,
содержание перекиси водорода и МДА в культу-
рах контрольных HRs, скорость выработки СА
была ниже относительно стандартного на 78%.
Эти данные согласуются с тем, что кадмий оказы-
вает общее токсическое действие, нарушает про-
цессы экспрессии генов, снижает скорость транс-
порта веществ через мембрану [27]. При действии
кадмия скорость образования СА в трансгенных
корнях падала на 14–28%. Возможно, в трансген-
ных растениях продукт гена AtGSTF11 ускорял
процесс связывания кадмия с глутатионом [28],
вследствие чего степень негативного действия
кадмия уменьшалась.

Таким образом, конститутивная экспрессия
гена AtGSTF11 уменьшала содержание H2O2, по-

вышала активность ферментов антиоксидантной
системы и, как итог, существенно уменьшала ин-
тенсивность перекисного окисления липидов
при действии стрессоров.

Нам удалось сохранить живыми культуры HRs
табака в течение 240 дней (8 месяцев) при низких
положительных температурах (рис. 5а, б). Ранее
сообщалось об успешном сохранении культуры
HRs P. ginseng в течение четырех месяцев при 4°С
[12]. При этом выживаемость составляла 100%, в
то время как при криогенном хранении выживае-
мость составляла менее 14% [29]. Уменьшение
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количества сахарозы в среде показывала хорошие
результаты в работах Nagatome с соавт. [11]. Им
удалось сохранить культуры корней N. tabacum в
течение 600 дней при концентрации сахарозы в
2 г/л. Однако нам не удалось повторить эти резуль-
таты, испытанные HRs погибали после 200 дней
хранения. А вот возможность долговременного
хранения культур HRs на среде с маннитолом и
при высокой концентрации NaCl, по-видимому,
не изучалась ранее. Под действием этих стрессо-
ров исследованные нами HRs табака оставались
живыми, однако их не следует хранить в таких
условиях дольше 90 дней (рис. 5).

Внедрение гена AtGSTF11 в культуру HRs дей-
ствительно помогло повысить выживаемость
культур после долговременного хранения без
криогенной заморозки. К примеру, при дефиците
сахарозы в питательной среде трансгенные линии
HRs сохраняли способность к росту на 90 дней
дольше, в маннитоле на 60 дней дольше, чем
контрольные волосовидные корни без трансгена
AtGSTF11. При условиях засоления одна линия
трансгенных HRs выживала даже после 240 дней
долговременного хранения, что говорит о суще-
ственном положительном эффекте трансгена.

Итак, ген AtGSTF11 и его ортологи являются
потенциальной мишенью в генной инженерии и
геномном редактировании растений для целена-
правленного изменения продуктивности и стрес-
соустойчивости не только трансгенных растений,
но и культур волосовидных корней. В нашей ра-
боте трансген AtGSTF11 повышал устойчивость
HRs в условиях засоления, гипертермии и загряз-
нения тяжелыми металлами. Эти положительные
эффекты объясняются комплексным действием
продукта гена AtGSTF11 на антиоксидантную си-
стему, в результате которой повышалась скорость
восстановления клеточных антиоксидантов, сни-
жалась интенсивность перекисного окисления
мембранных липидов. Повышенная экспрессия
гена AtGSTF11 также может быть полезна при
долговременном хранении HRs, сохраняя их жиз-
неспособность на более длительный срок.

Работа выполнена в рамках госзадания AAAA-
A19-119021190011-0 при поддержке гранта Прези-
дента Российской Федерации МД-2304.2020.4.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием животных и людей в каче-
стве объектов исследований. Авторы заявляют об
отсутствии конфликта интересов.
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