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Основной проблемой производства трансгенных белков в растительных системах экспрессии остается
низкий уровень их накопления. Транспластомные растения со встройкой трансгена не в ядерный ге-
ном, а в геном пластид – пластом – позволяют в ряде случаев увеличить выход целевого белка в десятки
и более раз. Но здесь возникают две основные проблемы: низкая частота интеграции трансгенов в геном
пластид и сложности получения гомопластомных и гомопластидных растений. В последние годы наме-
тился ряд тенденций для преодоления этих трудностей. Первая проблема решается совершенствовани-
ем систем доставки экзогенной ДНК и тонким дизайном векторов, вторая – многоступенчатым отбо-
ром на нескольких антибиотиках и использованием для трансформации дедифференцированных тка-
ней. Подробному рассмотрению этих проблем и их решениям и посвящен настоящий обзор.
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ВВЕДЕНИЕ
Пластиды, самыми известными из которых

являются хлоропласты, представляют собой неза-
висимо делящиеся полуавтономные органеллы
растительной клетки. Помимо хлоропластов су-
ществуют различные формы пластид, такие как
пропластиды, этиопласты, амилопласты, хромо-
пласты и некоторые другие [1, 2]. Они выполняют
не только фотосинтетические, но и другие важней-
шие функции в растительной клетке, например,
синтез жирных кислот, аминокислот, витаминов и
пигментов, хотя этот список гораздо шире [3, 4].

Пластиды имеют собственный геном (пла-
стом), доступный для различных генетических
манипуляций. Пластом, представленный кольце-
вой ДНК, обычно имеет сравнительно небольшие
размеры (~150 т.п.н.) и содержит около 120 генов.
Каждая пластида содержит около 100 копий пла-
стома. Способность пластома автономно репли-
цироваться в клетке делает пластиды уникальной
и очень эффективной биологической “фабри-

кой”. Структура генома пластид, опероноподоб-
ная организация генов, наличие бактериоподоб-
ной РНК-полимеразы и 70S рибосомы отражают
происхождение пластид от древних свободноживу-
щих цианобактерий. Пластиды также способны к
постранскрипционному процессингу мРНК [5].
Регуляция экспрессии генов в пластидах осуществ-
ляется как на транскрипционном, так и посттран-
скрипционном уровнях, включая стабилизацию
мРНК и воздействие различными трансляционны-
ми факторами [6, 7].

В последние годы пластидная трансформация
становится крайне привлекательной для сферы
биотехнологии, так как обладает целым рядом
преимуществ по сравнению с ядерной трансформа-
цией. Во-первых, если при использовании обыч-
ных методов трансформации встраивание трансге-
на в ядерный геном происходит в случайный район
по механизму NHEJ, то в пластидах, как в прокари-
отических структурах, встраивание идет преиму-
щественно по механизму гомологической реком-
бинации (HR). Это дает возможность точного по-
мещения трансгена в заданный район пластома и
позволяет избежать эффекта положения и пере-
крывания с собственными генами пластома. Во-
вторых, так как в пластидах гены транскрибиру-
ются в составе оперонов, появляется возмож-

Сокращения: ОРБ – общий растворимый белок, CS-
SWNTs – однослойные углеродные нанотрубочки с хито-
заном, DSB – двухцепочечный разрыв, HR – гомологичная
рекомбинация, NEPs – nuclear-encoded RNA polymerases,
NHEJ – негомологичное сращивание концов, PEP – plas-
tid-encoded RNA polymerase, sgRNA – одноцепочечная на-
правляющая РНК, UTRs – нетранслируемые области.
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ность встраивать сразу несколько генов экзоген-
ных метаболических путей, создавая в пластидах
искусственные опероны. В-третьих, транспла-
стомные растения содержат трансгены не в одной
или двух копиях на клетку, как это обычно бывает
при ядерном трансгенезе, а по одной копии в
каждом из ~100 элементарных пластомов во всех
из ~100 хлоропластов клетки, т. е. до 10000 копий
[8]. В сочетании с еще двумя особенностями пла-
стид: природной способностью экспрессировать
большие количества генных продуктов и отсут-
ствием генного сайленсинга и эпигенетических
модификаций [9], количество аккумулированно-
го трансгенного белка, экспрессируемого в пла-
стидах может быть в 10–100 раз больше, чем при
ядерной экспрессии [10, 11], и может достигать
70% всего растворимого белка растения, без зна-
чительного ущерба для его жизнеспособности [12].
Еще одной важной особенностью пластид являет-
ся их наследование по материнской линии. Это
позволяет поддерживать стабильную экспрессию
трансгена даже в случае переопыления и исключа-
ет перенос рекомбинантных генов с пыльцой на
другие растения. Наконец, каждая пластида пред-
ставляет собой изолированный компартмент. Хотя
понятно, что многие метаболиты могут частично
выходить в цитозоль, все же большая их часть и ге-
нетический материал защищены двойной мембра-
ной пластиды и изолированы от катаболических
ферментов цитоплазмы. Для некоторых вакцин,
синтезированных в пластидах Chlamydomonas rein-
hardtii и хранящихся в виде лиофилизированных
клеток при комнатной температуре, показана их
стабильность и активность по крайней мере через
0.5 и 1.5 года [13, 14].

Первые трансформации пластид были осуществ-
лены у одноклеточной водоросли Ch. reinhardtii и у
табака более 25 лет назад [15, 16]. За последующие
годы круг видов растений с трансформированными
пластидами расширялся медленно и с большими
трудностями. Тем не менее, были получены
транспластомные растения томатов (Solanum ly-
copersicum), картофеля (Solanum tuberosum), салата
(Lactuca sativa), сои (Glycine max), кочанной капусты
(Brassica oleracea var. capitata), цветной капусты
(Brassica oleracea var. botrytis), сахарной свеклы (Beta
vulgaris), баклажана (Solanum melongena), моркови
(Daucus carota), хлопчатника (Gossipium hirsutum) и
тополя (Populus alba) [17, 18]. Совсем недавно бы-
ли достигнуты значительные успехи в получении
фертильных транспластомных растений Arabidopsis
thaliana [19]. В транспластомных растениях сейчас
успешно синтезируется широкий спектр белков
различного назначения. В хлоропластах в тех или
иных масштабах уже синтезируется несколько де-
сятков различных белков: это антигены, реком-
бинантные вакцины, моноклональные антитела,
различные ферменты для медицинского и про-
мышленного применения [20–23].

Таким образом, транспластомные растения яв-
ляются крайне перспективными в плане промыш-
ленного получения широкого круга биопрепаратов.
Тем не менее, на сегодняшний день существует ряд
проблем, ограничивающих использование транс-
пластомных растений в качестве биореакторов.
Эти проблемы сводятся к двум основным – это (1)
низкая вероятность трансформации пластидного
генома и (2) сложность отбора для получения гомо-
пластомных и гомопластидных растений. Первая
связана с необходимостью конструирования осо-
бых видоспецифичных рекомбинационных кас-
сет. Кроме того, немалую роль в повышении эф-
фективности трансформации играют и способы
доставки этих кассет в растительную клетку. Вместе
с этим, очень важным моментом в повышении
интенсивности биосинтеза целевого белка является
многоступенчатый отбор на нескольких антибио-
тиках и разработка специальных схем селекции для
достижения гомопластомности и гомопластидности
растительных клеток. Подробному рассмотрению
этих вопросов и посвящен предлагаемый обзор.

СПОСОБЫ ПОВЫШЕНИЯ ЧАСТОТЫ 
ТРАНСФОРМАЦИИ ПЛАСТИДНОГО 

ГЕНОМА
Повышение частоты интеграции целевых ге-

нов в пластиды остается одной из основных про-
блем использования пластид в биотехнологии.
Эта проблема комплексная, и решается она на
разных уровнях. К ним относятся методы достав-
ки экзогенной ДНК в пластиды, дизайн видоспе-
цифических экспрессионных кассет (оптимально
подобранные промоторы, 5'- и 3'- регуляторные
UTRs), а также выбор места интеграции в пла-
стом и использование инструментария адресного
геномного редактирования.

Методы доставки экзогенной ДНК в геном пла-
стид. Наиболее часто используемыми методами
доставки чужеродной ДНК в пластиды являются
биобаллистика, то есть доставка с помощью золо-
тых или вольфрамовых микрочастиц [24], и транс-
фекция в присутствии полиэтиленгликоля (ПЭГ).
К сожалению, второй метод требует получения
протопластов, то есть удаления клеточной стенки
[25]. Метод биобаллистической доставки может
быть использован для клеток практически всех
видов растений, так как позволяет варьировать
множество параметров генной пушки: расстоя-
ние до мишени, давление в вакуумной и разрыв-
ной камерах, размер микрочастиц и концентра-
цию ДНК. Это позволяет приспособиться к той
или иной структуре оболочки растительных клеток.
Культивирование протопластов в присутствии ве-
зикул из ПЭГ, покрытых плазмидной ДНК, приво-
дит к поглощению этой ДНК протопластами с
последующей интеграцией ее в пластидный ге-
ном [25]. С одной стороны, метод с использова-
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нием ПЭГ более трудоемок, так как требует лизи-
са клеточных стенок и получения протопластов, с
другой – более экономичен, так как не требует
дорогого оборудования.

Недавно была разработана совершенно новая
стратегия трансформации пластид с помощью
наночастиц, не требующая ни получения прото-
пластов, ни использования генной пушки [26].
Этот метод позволяет доставлять ДНК в хлоро-
пласты клеток листьев с помощью однослойных
карбоновых нанотрубочек (SWNTs). Эти наноноси-
тели представляют собой ассоциированные с хито-
заном карбоновые нанотрубочки (CS-SWNTs). Они
несут положительный заряд и за счет электроста-
тических взаимодействий могут связывать отри-
цательно заряженную плазмидную ДНК. Такой
ДНК-SWNT конъюгат при инфильтрации в листья
растения может легко проникать через клеточную
стенку в клетки мезофилла, а затем по механизму
обменного липидного проникновения (LEEP) лег-
ко проходить через двойную липидную мембрану
хлоропласта [26]. Основа этой стратегии доставки
в хлоропласты состоит в том, что ДНК может се-
лективно высвобождаться внутри хлоропласта из
комплекса ДНК-SWNT за счет разницы pH цито-
золя и среды хлоропласта. Слабокислый цитозоль
клеток мезофилла удерживает ДНК в комплексе с
хитозаном, тогда как в слабощелочной среде хлоро-
пласта ДНК легко высвобождается. Это приводит к
значительному накоплению ДНК в хлоропластах.
Действительно, до 35% SWNT мигрирует в хлоро-
пласты, и до 88% хлоропластов содержат SWNT
[26]. Это несопоставимо больше, чем при биобал-
листической или ПЭГ-опосредованной трансфор-
мации хлоропластов. Более того, эффективность
доставки ДНК в хлоропласты в остовном зависит от
размеров и гидродинамических свойств SWNT, а не
от концентрации ДНК. Авторы использовали в
своих экспериментах количество ДНК в 1000 раз
меньше, чем при ПЭГ-опосредованной транс-
формации, и в 250 раз меньше, чем при биобалли-
стике, а также ген YFP (Yellow Fluorescence Pro-
tein) в качестве репортера. Интенсивная флюо-
ресценция, ассоциированная с хлоропластами,
наблюдалась при соотношении ДНК : SWNT рав-
ном 1 : 6, но исчезала при соотношении – 1 : 1. Из-
быток ДНК, связанной с SWNT, видимо, нейтрали-
зует их поверхностный заряд, что приводит к потере
их способности проникать через мембраны [26]. Ав-
торы продемонстрировали эффективность SWNT-
метода доставки ДНК в хлоропласты на 4 видах рас-
тений, принадлежащих разным семействам, что
говорит о большом потенциале этого метода в
плане его широкого применения [26]. К сожале-
нию, в этих экспериментах использовалась толь-
ко одна плазмида с фланкирующими последова-
тельностями из пластома Panicum virgatum, но
этот вид не был использован в исследовании. По-
этому об интеграции в пластом репортерного гена

говорить не приходится, и авторы изучали только
его транзиентную экспрессию. Так что встраива-
ние в пластом целевых генов методом SWNT еще
предстоит показать.

Недавно был разработан еще один эффектив-
ный метод доставки генетического материала в
пластиды с помощью простой инфильтрации ли-
стьев. Метод основан на формировании комплекса
ДНК плазмиды (pDNA) с двумя сигнальными пеп-
тидами размером 30–35 аминокислот [27]. Один
пептид, BP100, обеспечивает транспорт через кле-
точную стенку и цитоплазматическую мембрану
(CPP пептид), второй, CTPK9OEP34, осуществ-
ляет транспорт по внутриклеточным мембран-
ным и цитоскелетным сетям в хлоропласты (CTP
пептид). Эти два пептида электростатически взаи-
модействуют с ДНК плазмиды и образуют глобулу
размером в 170–200 нм. Через 2 ч после инфильтра-
ции pDNA/CPP/CTP-комплексы связываются с
мембранами хлоропластов, а затем проникают в
них и высвобождают pDNA. Через 24 ч в результа-
те транзиентной экспрессии репортерных генов в
хлоропластах обнаруживаются их продукты
(GFP, RedFP, люцифераза). Метод был успешно
применен к хлоропластам A. thaliana и Nicotiana
benthamiana, а также к хромопластам, лейкопла-
стам и амилопластам томатов и картофеля. Авто-
ры провели сравнительный анализ эффективно-
сти биобаллистической доставки генетического
материала в хлоропласты и доставки с помощью
pDNA/CPP/CTP-комплексов. Биобаллистика при-
водила к появлению единичных трансформирован-
ных хлоропластов на клетку, тогда как метод с ис-
пользованием pDNA/CPP/CTP-комплексов – к
трансформации 10–12 хлоропластов в клетке. Ак-
тивность люциферазы в трасформированных
хлоропластах, полученных последним методом,
была больше в 3–10 раз по сравнению с биобал-
листикой [27]. К сожалению, как и в описанном
ранее методе, авторы исследовали только транзи-
ентную экспрессию репортерных генов.

Дизайн экспрессионных кассет. В отличие от
ядерного генома, где гомологический обмен (HR,
homologous recombination) затруднен, встраива-
ние экспрессионных кассет в геном пластид идет
преимущественно по HR-механизму, что обеспе-
чивает ее точное размещение в заранее заданном
районе пластома [8, 28]. Частота гомологичной
рекомбинации максимальна, когда экспрессион-
ная кассета фланкирована с обеих сторон после-
довательностями не менее 121 п.о., гомологичных
последовательностям в сайте интеграции [29].
Также немаловажную роль для повышения часто-
ты интеграции и уровня экспрессии трансгена
имеют выбор места встраивания и правильный
подбор элементов экспрессионной кассеты: промо-
тора, 5'- и 3'-UTRs. Наиболее часто используемые
комбинации промоторов и этих регуляторных не-
транслируемых элементов, обеспечивающие наи-
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большую экспрессию трансгенов, представлены в
табл. 1.

Использование системы геномного редактирова-
ния CRISPR/Cas9. Для эффективного встраивания
экспрессионной кассеты в пластом по механизму
HR большое значение имеет наличие в этом районе
пластома двухцепочечного разрыва ДНК (DSB,
double-strand break) [31], который может быть инду-
цирован использованием системы редактирования
генома CRISPR/Cas9. Для точного позиционирова-
ния DSB используется sgRNA, несущая последова-
тельность, гомологичную участку-мишени, и на-
правляющая в него эндонуклеазу Cas9. Yoo с соав-
торами [32] использовали систему CRISPR/Cas9
для адресной интеграции репортерного гена GFP
в пластом Ch. reinhardtii. Авторы сконструировали
единую плазмиду, содержащую три экспрессион-
ные кассеты: одна – с геном Cas9, вторая – с sgRNA,
и третья – донорная кассета с репортерным геном
GFP и генами селективных маркеров. Донорная
кассета была фланкирована последовательностя-
ми, гомологичными участкам сайта интеграции,
нужными для ее встраивания по HR-механизму,
и сайтами узнавания Cas9/sgRNA, что обеспечи-
вало ее вырезание из плазмиды. Плазмида до-
ставлялась в хлоропласты методом биобаллисти-
ки. В результате этого эксперимента 2 из 20 полу-
ченных трансформантов содержали репортерный
ген в заданном участке пластома. Примечательно,
что при использовании плазмиды, не содержащей
ген Cas9, ни одной адресной трансформации полу-
чено не было, что говорит о необходимости получе-
ния DSB для встраивания по механизму HR [32].
Аналогичная генная конструкция с системой ге-
номного редактирования была также использована
для трансформации хлоропластов табака. Авторы
показали, что адресные DSB, вызываемые ком-
плексом Cas9/sgRNA, повышают частоту транс-
формации хлоропластов в 6–10 раз [33].

Влияние видоспецифичности последовательно-
стей и выбора сайта интеграции в пластом на ча-
стоту встраивания и экспрессию трансгена. В то
время как кодирующие области в геноме пластид
довольно консервативны, межгенные спейсеры,
в которые производится интеграция трансгенов,

могут значительно различаться у разных видов.
Так, из почти 150 межгенных спейсеров только
четыре консервативны у двудольных [34], а у од-
нодольных нет ни одного консервативного [35].
Даже одна нуклеотидная замена в экзогенной
фланкирующей последовательности экспресси-
онной кассеты может привести к драматическому
снижению частоты интеграции по механизму HR.
Внутри вида межгенные спейсеры, как правило,
идентичны [34]. Поэтому для каждого вида необхо-
димо создавать видоспецифичный вектор с флан-
кирующими последовательностями, имеющими
100% гомологии с межгенным спейсером.

В геноме хлоропластов не наблюдается эффект
положения в привычном его понимании, но тем
не менее, есть генные спейсеры с высокой и низ-
кой транскрипционной активностью. Поэтому
выбор удачного сайта интеграции остается очень
важной задачей для получения высокого уровня
экспрессии трансгена. Наилучшими сайтами, ис-
пользованными для трансформации пластид, ока-
зались rps14/trnfM и trnfM/trnG (томаты); rbcl/accD
(цветная капуста, картофель, салат); trnv/rps7/12
(баклажан); 16srrra/23srrna (капуста); trnI/trnA
(морковь, салат); trnv/rps12/7 (соя). Тем не менее,
самый высокий уровень экспрессии трансгенов
был достигнут при интеграции в транскрипцион-
но активный спейсер trnI/trnA. Подавляющее
большинство всех полученных транспластомных
растений было получено интеграцией именно в
спейсер trnI/trnA, что говорит о его перспектив-
ности для получения высоких уровней экспрес-
сии трансгенов [36].

Промоторы. Пластиды высших растений со-
держат РНК-полимеразу двух типов. Одна (PEP,
plastid-encoded RNA polymerase) кодируется в
пластоме и досталась растениям от цианобакте-
риального эндосимбионта. Полимеразы второго
типа (NEPs, nuclear-encoded RNA polymerases)
кодируются в ядерном геноме, имеют большое
сходство с полимеразами бактериофагов и, види-
мо, попали к растениям в результате горизонталь-
ного переноса [37, 38]. Эти полимеразы опознают
разные промоторы: PEP-промоторы напоминают
бактериальные, а NEP-промоторы похожи на

Таблица 1. Промоторы, регуляторные нетранслируемые районы (UTRs) и сайты встраивания, обычно использу-
емые для трансформации пластид (цитировано по [30])

Промоторы 5'-UTR 3'-UTR Сайты встраивания

psbA ggagg psbA trnl/trnA
rrn T7g10 rps16 rbcL/accD
rbcL rbcL rbcL trnfM-trnG

psbA petD trnV/rps12
atpB trnN-trnR

ycf3-trnS
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промоторы в митохондриальном геноме растений.
В целом PEP-промоторы значительно сильнее, чем
NEP-промоторы, и большинство наиболее интен-
сивно транскрибируемых генов пластид находятся
под управлением PEP-промоторов [39]. Поэтому
для биосинтеза трансгенов предпочтительнее ис-
пользование PEP-промоторов. Наиболее сильный
промотор в пластидах высших растений, Prrn,
управляет опероном рибосомных РНК, и именно
Prrn использовался при создании многих наибо-
лее интенсивно экспрессирующихся кассет. Так
как рРНК не транслируется, Prrn для высокой
экспрессии трансгена должен быть дополнен со-
ответствующим сигналом о начале трансляции
[40]. Также весьма перспективным для трансгене-
за является psbA оперон (кодирующий белок D1
фотосистемы II), который не только интенсивно
транскрибируется, но еще и его транскрипты ак-
тивно транслируются, что в ряде случаев приво-
дит к более высоким уровням экспрессии, чем
при использовании Prrn [41]. Кроме пластидных
промоторов для управления экспрессией транс-
генов в пластидах иногда используют сильные
бактериальные или митохондриальные промото-
ры. Хотя они и опознаются пластидным тран-
скрипционным аппаратом, но они значительно
слабее пластидных PEP-промоторов [42, 43].

Регуляторные элементы – 5'- и 3'-UTRs. Так как
экспрессия генов в пластидах регулируется в основ-
ном на уровне трансляции [44, 45], неудивительно,
что правильный выбор 5'- и 3'-UTRs очень важен
для высокого уровня экспрессии трансгена в пла-
стидах. По уровню экспрессии репортерных ге-
нов были протестированы в большом количестве
не только пластидные, но и некоторые экзогенные
5'-UTRs, в основном бактериальные и даже синте-
тические [46]. Одним из сильнейших факторов,
инициирующих трансляцию, оказался 5'-UTR
gene10 бактериофага T7 [47]. В сочетании с пла-
стидным промотором Prrn он обеспечивает один
из наиболее высоких уровней аккумуляции транс-
генных белков [47, 48]. Очень высокий уровень экс-
прессии трансгенов обеспечивают промотор/5'-
UTR пластидного гена psbA, кодирующего самый
интенсивно транслируемый белок пластид [49].
Другие эндогенные регуляторные последовательно-
сти, например, генов rbcL и atpA, приводят к более
низкому уровню экспрессии трансгенов, чем psbA.
Экспрессионная активность резко падает при ис-
пользовании экзогенных psbA, например, psbA са-
лата в хлоропластах табака и наоборот. Различия
в последовательностях 5'-UTR табака и салата
приводят к сильному снижению сродства 5'-UTR
с РНК-связывающими белками [41]. Это еще раз
доказывает, что для получения высоких уровней
экспресии трансгена в пластидах необходимо
конструировать видоспецифичные векторы.

3'-UTRs пластидных мРНК формируют ста-
бильные петли во вторичной структуре, которые

защищают мРНК от быстрой деградации, что
приводит к ее накоплению [50]. Многочисленные
исследования роли пластидных 3'-UTRs говорят
о том, что выбор 3'-UTR влияет на уровень акку-
муляции мРНК, но их вклад в экспрессию транс-
гена сильно ограничен [51, 52]. Это согласуется с
тем, что регуляция генной экспрессии в пласти-
дах происходит преимущественно на трансляци-
онном уровне, и механизмы регуляции трансля-
ции могут противостоять даже высоким уровням
накопления мРНК [52, 53].

Таким образом, уровень экспрессии целевого ге-
на в транспластомных растениях очень сильно за-
висит от множества факторов, основными из кото-
рых выступают правильный подбор места встраива-
ния, промотора и регуляторных нетранслируемых
5'- и 3'-UTRs. В табл. 2 в качестве примера показана
вариабельность уровня накопления рекомбинат-
ных белков, причем первые 6 позиций таблицы со-
ответствуют оптимальному сочетанию регулятор-
ных элементов и сайта интеграции (trnI/trnA).

Из представленных данных очевидно, что даже
при встройке в один и тот же сайт уровень накопле-
ния рекомбинантного белка варьирует от 0.85% до
45.0% от общего растворимого белка (ОРБ). На са-
мом деле этот разброс может быть еще больше.
Также уровень экспрессии может в значительной
степени зависеть от совсем других факторов, на-
пример, от качества отбора гомопластомных и го-
мопластидных форм трансгенных растений.

МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
ГОМОПЛАСТОМНЫХ И 

ГОМОПЛАСТИДНЫХ РАСТЕНИЙ

Одной из основных проблем при создании
транспластомных растений с высоким уровнем
экспрессии трансгенов остается сложность получе-
ния клеток, в которых все пластомы всех пластид
имеют трансген, из которых в дальнейшем можно
регенерировать гомопластомные и гомопластид-
ные растения. За последние два десятилетия методы
получения гомопластомных и гомопластидных рас-
тений мало изменились, и их основой остается
многоступенчатый отбор с использованием двух
или более селективных факторов. Общая схема
преобразования генома пластид в результате мно-
гоступенчатого отбора на селективных средах
представлена на рис. 1. Идеалом, обеспечиваю-
щим наиболее высокие уровни экспрессии целе-
вых генов, является получение гомопластомных и
гомопластидных клеток (рис. 1, д).

В последнее время к этой селективной схеме
добавилась тенденция трансформировать не зре-
лые хлоропласты, а пропластиды меристематиче-
ских и этиолированных каллусных тканей, изна-
чально содержащие малое число пластид с малым
количеством пластомов.
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Использование меристематических и этиолиро-
ванных каллусных тканей. Пластомы хлоропластов
организованы в нуклеоиды – довольно компактные
нуклепротеиновые комплексы, расположенные на
тилакоидных мембранах хлоропластов. Число
пластомов в каждом нуклеоиде может варьиро-
вать от одного до 20 и более в зависимости от типа
ткани. Меристематические апикальные ткани со-
держат небольшое число пропластид и незрелых
хлоропластов, несущих около 10 пластомов, тогда
как зрелые хлоропласты мезофилла листьев содер-
жат 70–130 копий пластома, до 2600–3300 копий на
клетку [54, 55]. В этиолированных клеточных и кал-
лусных культурах хлоропласты дедифференциру-
ются, превращаясь в пропластиды; число пласто-
мов в них резко уменьшается, как и число пластид
на клетку [55–57]. При трансформации хлоропла-
стов чужеродная ДНК с целевыми и селективными
генами встраивается только в небольшое число пла-
стомов клетки. Использование для трансформации
меристематических тканей и этиолированных кле-
точных культур значительно снижает число пласто-
мов, оставшихся интактными, что в дальнейшем
значительно облегчает проведение отбора на гомо-
пластомность и гомопластидность. С помощью
трансформации клеток каллусов были получены
транспластомные растения A. thaliana и сахарного
тростника, хотя в ряде случаев гомоплазмия этих
растений остается под вопросом [58–60].

Отбор и селективные маркеры. Так как в ре-
зультате трансформации основная масса пластомов
клетки остается интактными, то для достижения го-
мопластомности и гомопластидности всегда необ-
ходимо проведение многоступенчатого отбора по
одному или двум селективным маркерам. Для полу-
чения транспластомных растений используются
различные гены, обеспечивающие устойчивость к
разным антибиотикам. Большинство используе-
мых антибиотиков являются селективными инги-

биторами синтеза белков на рибосомах прокари-
отического типа (70S) и не влияют на белковый
синтез на 80S рибосомах в цитоплазме. Это такие
антибиотики, как спектиномицин, стрептоми-
цин, канамицин и хлорамфеникол. Эти антибио-
тики чаще используются для первичных ступеней
отбора, когда только малое число пластомов не-
сет селективный маркер [61]. Экспрессия генов
неомицинфосфотрансферазы (nptII) или амино-
гликозид-3'-фосфотрансферазы (aphA6) обеспе-
чивает устойчивость к канамицину [62, 63]. Наи-
более часто используемым селективным марке-
ром при трансформации пластид является ген
стрептомицин-3'-аденилилтрансферазы (aadA),
который обеспечивает пластидам устойчивость к
двум антибиотикам: стрептомицину и спектиноми-
цину [64, 65]. Спектиномицин связывается с рибо-
сомами пластид и препятствует трансляции белков
[66]. Селекция на средах с двумя этими антибиоти-
ками (стрептомицин + спектиномицин) проводит-
ся для отделения транспластомных клонов от до-
вольно часто возникающих спонтанных мутантов,
устойчивых к спектиномицину [61]. Устойчивость к
хлорамфениколу, обеспечиваемая геном бактери-
альной хлорамфеникол-ацетилтрансферазы (CAT)
менее выраженная, чем устойчивость к канамицину
или спектиномицину, но ее преимущество заклю-
чается в отсутствии спонтанных устойчивых му-
тантов [67]. Также была показана эффективность
отбора транспластомных клонов по устойчивости к
4-метилиндолу и 7-метил-DL-триптофану (ген ан-
транилатсинтазы, ASA2) [68] и к бетаин-альдегиду
(ген бетаин-альдегид дегидрогеназы, badh) [69].

На ранних этапах отбора, когда еще число транс-
формированных пластомов мало, необходимо при-
нимать во внимание такое распространенное в пла-
стидах явление, как генную конверсию. Если целе-
вой ген нетесно сцеплен с селективным маркером,
то в результате генной конверсии может произойти

Таблица 2. Изменчивость экспрессии ряда трансгенов в зависимости от сайта встраивания, используемых про-
моторов и регуляторных областей (цитировано по [30], с изменениями)

Сайты встраивания Промотор/5'-UTR/Терминатор(3'-UTR) Эффективность экспрессии,
% от ОРБ

trnI/trnA PpsbA/TpsbA 32–38; 17–26
trnI/trnA Prrn/TpsbA 45.3
trnI/trnA TrbcL 10.0
trnI/trnA Prrn/TpsbA 0.85–1.0
trnI/trnA PpsbA/TpsbA 5.16–9.27
trnI/trnA PpsbA/TpsbA 0.2–6.0
trnV/rps12,7 Prrn/TrbcL >7.0
rbcL/accD PpsbA/rbcL|3' 5.0
rps7,12/trnV Prrn/T7g10/Trps16 >10.0
rbcL/accD Prrn/TpsbA 2.0–3.0
trnfM/trnG Prrn/T7g10/rbc3' 0.8–1.6
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его потеря с сохранением устойчивости к селектив-
ному агенту, так как большинство пластомов-мат-
риц целевого гена не имеют [70]. Поэтому очень
важно как можно быстрее вводить транспластом-
ные растения в дополнительные циклы селекции,
чтобы обеспечить им стабильное гомопластомное
состояние и анализировать большое число (де-
сятки) регенерантов в каждом регенерационном
цикле методами Дот-блоттинга или ПЦР, чтобы
не потерять целевой ген [9].

На последних этапах отбора, когда число
трансформированных копий пластома становится
большим, целесообразно использовать такие вто-
ричные селективные маркеры, как bar, обеспечива-
ющий устойчивость к гербицидам фосфинотрици-
ну и глифосату [71], а также гены устойчивости к
сульфонилмочевине, пиримидилкарбоксилату [72]
и дикетонитрилу [73].

Недавно был предложен новый и оригинальный
метод эффективного получения гомопластомности
при трансформации пластид [74]. Метод основан на
паре генов barnase-barstar из Bacillus amyloliquefa-
ciences [75]. Ген barnase кодирует рибонуклеазу,
обладающую цитотоксическим действием, а
продукт гена barstar специфически ее ингибиру-
ет [76]. Авторы объединили ген barnase с сигна-
лом транспорта в пластиды и поставили его под
управление основанной на β-эстрадиол-индуци-
бельной системы [77]. Эта конструкция была
встроена в ядерный геном табака, а пластиды
трансформировали вектором с геном barstar и ре-
портерным геном GFP. При индукции эстрадиолом
выживали только трансформированные barstar
пластиды, что дало авторам возможность быстро
получить гомопластомные и гомопластидные
растения табака [74].

Рис. 1. Реорганизация генома пластид в результате отбора на селективных средах для достижения гомопластомности
и гомопластидности. (а) – введение генетической конструкции (трансгена) в пластиды (хлоропласты) любым доступ-
ным способом, например, с помощью биобаллистики; (б) – встраивание одной или нескольких копий трансгена в на-
тивный геном (пластом) хлоропластов посредством гомологичной рекомбинации; (в–е) – отбор клеток на среде с се-
лективным агентом (как правило – антибиотик спектиномицин или смесь спектиномицина и стрептомицина). Обо-
значения: зеленые овалы в границах клетки – нативные хлоропласты с нетрансформированным геномом;
двухцветные овалы в границах клетки – хлоропласты, содержащие трансгенные и нетрансгенные копии генома (гете-
ропластомные хлоропласты); красные овалы в границах клетки – хлоропласты, содержащие только трансформиро-
ванные копии генома (гомопластомные хлоропласты); вверху в выносках показаны отдельные нуклеоиды хлоропла-
стов, содержащие только нетрансгенные копии генома (окружности зеленого цвета); нуклеоиды, содержащие смесь
трансгенных и нетрансегенных копий генома (сочетание окружностей зеленого и красного цвета); и нуклеоиды, со-
держащие только трансгенные копии генома (окружности красного цвета); стрелки с подписью “отбор” означают
культивирование тканей, каллусов или клеток на культуральных средах с добавлением селективных агентов.

(а) (б) (в)

(г)(д) (е)

Биобаллистика

Отбор

Отбор

Отбор

Отбор

Гомопластидная,
гомопластомная клетка

Гетеропластидная,
гетеропластомная клетка

Гомопластидная,
гетеропластомная клетка
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Не вызывает сомнений, что трансформация пла-
стид открывает новое направление в биотехнологии
и биоинженерии растений. Транспластомные рас-
тения по сравнению с ядерными трансформантами
обладают множеством преимуществ. Это и потен-
циально высокий выход целевого белка, и воз-
можность адресного встраивания целевого гена в
заранее выбранный участок пластома по меха-
низму гомологичной рекомбинации, и возмож-
ность переносить блоки генов целых метаболиче-
ских путей с помощью создания искусственных
оперонов. Размещение целевых генов в пластидах
практически исключает их сайленсинг и сводит к
минимуму эффект положения. Кроме того, транс-
пластомные растения более надежны в плане био-
безопасности, так как пластиды не переносятся с
пыльцой на другие растения. Таким образом, транс-
пластомные растения могут способствовать значи-
тельному прорыву в биотехнологии: от создания
медицинских препаратов до крупномасштабного
синтеза промышленных ферментов и биотопли-
ва. Но пока на этом пути возникают значитель-
ные проблемы, большинство которых сводится к
двум: низкая частота трансформации пластид и
сложности отбора гомопластомных и гомопластид-
ных растений. Сейчас уже видны пути решения
этих проблем. Первая решается в направлениях
разработки новых систем доставки чужеродных ге-
нов в пластиды и тонким дизайном трансформи-
рующих векторов. Система доставки генов с по-
мощью нанотрубочек позволяет более чем деся-
тикратно увеличить частоту доставки в пластиды
и, возможно, интеграции в пластом. Так как инте-
грация происходит по механизму HR, очень важ-
но, чтобы фланкирующие последовательности
имели 100%-ную гомологию с последовательно-
стями сайта встраивания. Таким образом, для каж-
дого вида растения необходимо создавать свою,
видоспецифичную конструкцию. Это также каса-
ется промоторных и регуляторных 3'- и 5'-UTRs,
которые тоже должны быть видоспецифичными,
что повышает выход целевого белка. Сложности
достижения гомопластомности могут быть реше-
ны созданием принципиально новых систем от-
бора (например, barnase/barstar) и использовани-
ем для трансформации меристематических и де-
дифференцированных клеток с малым числом
пластомов.

Работа поддержана бюджетным проектом
0259-2021-0010 “Изучение систем контроля мета-
болизма живых систем в условиях взаимодей-
ствия с окружающей средой, в том числе после ге-
нетической модификации”.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
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в качестве объектов исследования.
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