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Изучали линии трансгенных растений Nicotiana tabacum L., экспрессирующие искусственно синте-
зированный ген PPH6HIS, с целью оценить вклад продукта – металл связывающего пептида, коди-
руемого этим геном, в реализацию устойчивости трансформантов к воздействию кадмиевого стрес-
са. В ходе работы были получены восемь линий с экспрессией PPH6HIS, доказанной с помощью ве-
стерн-блот анализа с использованием анти-6His-антител. Анализ накопления кадмия в эксплантах
и оценка степени повреждения регенерантов при действии ацетата кадмия показали, что линии
трансгенных растений табака 13, 32 и 76 аккумулировали больше кадмия, чем другие трансформи-
рованные линии и контрольные растения. У этих трех линий наблюдались признаки устойчивости
к кадмиевому стрессу, выражающиеся в сохранении регенерационного потенциала и значительно
меньшем уровне хлороза листьев в сравнении с другими линиями и контролем. Эти данные позво-
ляют сделать заключение, что продукт экспрессии гена PPH6HIS − металл связывающий пептид,
может быть перспективным кандидатом для повышения аккумулятивных свойств потенциальных
растений-фиторемедиантов.
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ВВЕДЕНИЕ
Загрязнение почв тяжелыми металлами (ТМ)

представляет собой серьезную экологическую
проблему для многих стран мира, поскольку
уменьшение площадей плодородных земель для
выращивания сельскохозяйственных культур при-
водит к существенным экономическим издерж-
кам, а накопление ТМ в растениях и дальнейшее
их распространение по звеньям пищевой цепи
впоследствии может вызывать у людей ряд опас-
ных заболеваний [1]. Поэтому разработка новых
методов и технологии ремедиации почв, а также
поиск путей регуляции метаболизма растений,

позволяющих повысить устойчивость видов,
произрастающих на почвах, загрязненных ТМ,
является актуальным направлением биотехноло-
гии и современного растениеводства [2].

Фиторемедиация почв является безопасной
технологией восстановления экосистем, загряз-
ненных ТМ, и включает в себя комплекс методов
очистки почвы с использованием растений, кото-
рые способны концентрировать в своих тканях
различные ТМ, переводить их химические соеди-
нения в более стабильную и менее агрессивную
форму, что позволяет снизить содержание этих
опасных экополлютантов в окружающей среде [3].
На сегодняшний день известно более 700 видов
растений-гипераккумуляторов ТМ, большинство
из которых являются представителями семейств

Сокращения: ТМ – тяжелые металлы, ФХ – фитохелатин,
Сd – кадмий; GSH – глутатион, PCS – фитохелатинсинтаза.
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Brassicaceae и Phyllanthaceae [4]. Однако далеко не
все эти виды можно использовать в фиторемеди-
ации, так как растения-фиторемедианты должны
отличаться устойчивостью к вредителям и болез-
ням, иметь обширную корневую систему, спо-
собность быстро расти и производить большую
биомассу. Высокая чувствительность растений к
стрессовому воздействию, вызванному влиянием
ТМ, и низкий уровень накопления ТМ являются
значительным препятствием для реализации фи-
торемедиационных мероприятий, что делает не-
эффективным использование большинства ха-
рактерных для экосистемы видов растений при
загрязнении почв ТМ [5]. Исследования, посвя-
щенные трансформации растений разнообразными
генами, чьи продукты участвуют в аккумуляции ТМ
и устойчивости к стрессовым воздействиям, служат
теоретической базой для разработки новых мето-
дов фиторемедиации почв, что в перспективе поз-
волит преодолеть вышеописанные проблемы [6].
При этом генно-инженерная трансформация
быстрорастущих видов, накапливающих значитель-
ную биомассу, для придания способности аккуму-
лировать ТМ более простая задача, чем получение
растений-гипераккумуляторов с повышенными
ростовыми показателями. Поэтому большинство
исследований в данной области посвящено транс-
формации быстрорастущих видов растений гена-
ми, продукты которых принимают участие в по-
глощении, транспорте и секвестрации ТМ [7].

Одним из самых токсичных ТМ, создающих
наибольший риск для здоровья человека, является
кадмий (Cd). Загрязнение сельскохозяйственных
почв Cd зачастую связано с чрезмерным использо-
ванием фосфатных удобрений, накоплением го-
родских отходов и добычей полезных ископаемых
[8]. Растения обладают значительным спектром
приспособительных механизмов, направленных на
снижение стрессового воздействия Cd на их рост и
развитие. Однако при высоких концентрациях
этого ТМ в окружающей среде значительное ко-
личество токсичных ионов все-таки проникает в
клетку. В этом случае начинают действовать внут-
риклеточные механизмы детоксикации ионов ТМ,
которые включают их связывание в цитоплазме
различными лигандами и транспорт таких ком-
плексов в вакуоль. Подобными лигандами служат
органические кислоты, аминокислоты, непроте-
иновые тиолы (глутатион и фитохелатины) и ме-
таллотионеины [9, 10].

Фитохелатины (ФХ) имеют общую структуру
[γ-Глу(Цис)]n-Ак, где n обычно равно 2–11, а Ак –
C-концевая аминокислота, представленная обычно
Гли, хотя для ряда семейств растений характерны
изофитохелатины с С-терминальным Ала, Глу и
Сер [10, 11]. ФХ содержат γ-связь между Глу и Цис
и синтезируются при участии фермента фитохе-
латинсинтазы (PCS), который может использо-
вать в качестве субстрата восстановленный глута-

тион (GSH) или родственные тиолы. Этот процесс
in vivo запускается различными металлами, одна-
ко, наиболее эффективен в этом плане Cd2+ [12].
ФХ и изофитохелатины не являются первичными
генными продуктами, синтезируемыми на рибо-
сомах, поскольку γ-связь, вероятно необходимая
для защиты данных тиолированных пептидов от
неспецифической протеазной активности, не об-
разуется во время трансляции. Нуклеофильные
тиоловые группы ФХ обеспечивают им способ-
ность реагировать с широким спектром веществ,
в том числе с большим количеством органиче-
ских ксенобиотиков и ТМ [13].

Ранее проводились исследования по измене-
нию экспрессии генов, чьи продукты участвуют в
синтезе глутатиона и ФХ, в том числе генов син-
теза γ-глутамилцистеинсинтетазы, глутатионсин-
тетазы, цистатионинсинтазы, АТФ-сульфилазы,
серин-ацетилтрансферазы, глутатионредуктазы,
PCS и различных глиоксалаз [7, 14]. Сверхэкс-
прессия этих генов способствовала как повыше-
нию устойчивости и накоплению ТМ в клетках,
так и наоборот − приводила к чувствительности
растений к металлическому стрессу. Дальнейшие
исследования показали, что такое противоречие
является результатом того, что не всегда у расте-
ний хватает ресурсов на синтез GSH [14]. Нару-
шение тиолового гомеостаза из-за повышенной
активности, например, гена PCS и отсутствие
синхронизации между образованием комплекса
ФХ-Cd и его транспортом в вакуоль могут увели-
чить уровень окислительного стресса и снизить
способность к детоксикации Cd, что приводит к
гиперчувствительности к Cd ряда трансгенных
растений со сверхэкспрессией гена PCS. Суще-
ствует предположение о том, что если скорость
образования комплексов ФХ-Cd в растениях пре-
вышает скорость их АТФ-зависимого транспорта
в вакуоль, то эти комплексы, вероятно, будут на-
капливаться в цитозоле растений и разрушаться,
однако, продукты такого разрушения до сих пор
не найдены [15]. Таким образом, вопрос, на-
сколько устойчивость растений к воздействию
ТМ коррелирует с синтезом ФХ имеет достаточно
сложный и неоднозначный характер, и далеко не
все гены, продукты которых участвуют в синтезе
ФХ и других родственных тиолов, подходят для
трансформации растений в целях фиторемедиации.
Оригинальным способом решения проблемы явля-
ется создание трансгенных растений, экспрессиру-
ющих искусственно синтезированные гены с об-
щей структурой продукта [α-Глу(Цис)]n-Ак. Эти
синтетические ФХ принципиально отличаются от
природных наличием α-пептидной связи в молеку-
ле и способностью нарабатываться на рибосомах.
В ряде работ было показано, что подобная замена
γ-связи не влияет на способность синтетических
ФХ связывать ТМ, так как это свойство прежде
всего связано с наличием остатков Цис в этих
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пептидах [16, 17]. При этом был сделан вывод, что
пяти остатков Цис недостаточно для связывания
высоких концентраций ТМ, в частности Cd [16].
Таким образом, перед нами стояла задача сконстру-
ировать более длинный искусственный фитохела-
тиновый ген, кодирующий эффективный для фи-
торемедиации пептид, который легко можно было
бы обнаружить в трансформированных тканях.
Данную задачу можно решить присоединением к
аминокислотной последовательности 6 молекул
гистидина (6His-tag), который широко использу-
ется в иммуноаналитических методах. Кроме то-
го, аминокислота Гис является хелатором ряда
двухвалентных катионов металлов и играет зна-
чительную роль в детоксикации и накоплении
ТМ в клетках растений [18, 19].

Целью данной работы являлось проведение аг-
робактериальной трансформации растений табака
искусственно синтезированным геном PPH6HIS,
кодирующим ФХ со структурой продукта Мет-
Гис6[α-Глу(Цис)]6Гли, выявление вклада данного
продукта в накопление Cd и снижение его нега-
тивного действия на экспланты трансгенных рас-
тений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение генно-инженерной конструкции

для трансформации растений
Ген PPH6HIS был собран из искусственно син-

тезированных комплементарных блоков 5'-ATG-
CACCACCACCACCACCACGAATGCGAATGT-
GAGTGCGAGTGCGAGTGCGAATGT-GGCTAA-3'
и 5'-TTAGCCACATTCGCACTCGCACTCGCACT-

CACATTCGCATTCGTG-GTGGTGGTGGTGGT-
GCAT-3' с 6His-tag на N-конце. Метка 6-His была
добавлена в последовательность для обнаруже-
ния меченого белка. После сшивки данных бло-
ков, последовательность была клонирована в би-
нарный вектор для трансформации растений
pCambia1301 (Cambia, Австралия), содержащий в
области Т-ДНК репортерный ген GUS и ген
устойчивости к гигромицину. Для удобства кло-
нирования в pCambia1301 по сайту SmaI была
вставлена 35S кассета, состоящая из 35S промото-
ра вируса мозаики цветной капусты, полилинке-
ра и 35S polyA последовательности (рис. 1). Далее
полученный модифицированный вектор pCam-
bia1301 линеаризовали рестриктазой SmaI (NEB,
Великобритания) в полилинкере 35S кассеты и по
данному сайту клонировали последовательность
PP6HIS с использованием T4 ДНК-лигазы (NEB,
Великобритания) при температуре 14°C в течение
16 ч. Для поиска целевых клонов E. coli XL1-Blue
после трансформации лигазной смесью исполь-
зовали праймер 35SF3: 5'-TCCGGAAACCTCCTC-
GGATT-3' в паре с праймером P6R: 5'-TTAGCCA-
CATTCGCACTCGCACT-3' (ПЦР-продукт разме-
ром 405 п.н.). Вставки в клонах проверяли
секвенированием на автоматическом анализато-
ре нуклеиновых кислот ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, США).

В дальнейшем полученная генно-инженерная
конструкция pCambia1301PPH6HIS была исполь-
зована для трансформации растений табака с по-
мощью бактерий Agrobacterium tumefaciens AGL0.

Рис. 1. Схема клонирования гена PPH6HIS в плазмиду pCambia1301.
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Трансформация растений табака

Трансгенные растения табака (Nicotiana ta-
bacum L., сорт Petit Havana, линия SR1) создавали
путем агробактериальной трансформации листовых
пластинок модифицированным штаммом агробак-
терий A. tumefaciens AGL0, содержащим вектор
pCambia1301PPH6HIS [20]. Для получения кон-
трольных (не несущих целевой пептид) растений
использовали исходную конструкцию pCam-
bia1301. Отбор трансгенных растений проводили
по результатам гистохимического анализа актив-
ности репортерного гена GUS и ПЦР-анализа на
наличие целевого гена PPH6HIS с помощью
праймеров 35SF3 и P6R.

Первичные трансформанты выращивали в
теплице при 26°С, освещенности 15 клк и 16/8 ч
фотопериоде. Семена поколения Т1 были полу-
чены путем самоопыления трансгенных растений
табака поколения Т0. С каждого растения семена
были собраны отдельно, стерилизованы и ото-
браны на МС-среде с гигромицином (25 мг/л) в
течение 4 нед. [21]. Затем проводился анализ се-
грегации растений на зеленые и белые с исполь-
зованием критерия χ2 по стандартной методике, и
выделяли для дальнейшей работы линии с одной
интегрированной копией трансгенов. Зеленые
растения адаптировали к почве в течении 3 дней и
выращивали в теплице при 26°С, освещенности
15 клк и 16/8 ч фотопериоде. С целью отбора ли-
ний трансгенных растений с устойчивой экспрес-
сией синтетического ФХ проводили дальнейший
вестерн-блот анализ.

Выделение белков из растений 
и вестерн-блот анализ

Для вестерн-блот анализа получали белковый
экстракт листьев [22]. Электрофорез проводили в
трициновой системе ДДС-ПААГ, используя ак-
риламидный набор TGX Stain-Free FastCast (Bio-
Rad, США). Белки переносили на нейлоновую
мембрану PDVF (Bio-Rad, США) в приборе
Trans-BlotTurbo (Bio-Rad, США) при комнатной
температуре в течение 12 мин при напряжении 25 В
и силе тока 2.5 мА [23]. В качестве маркера ис-
пользовали набор предварительно окрашенных
белков 10−250 кД “Kaleidoscope” (BioRad, США).
Для обнаружения пептида были использованы
поликлональные антитела мыши к 6His (Abcam,
Великобритания). В качестве вторичных были
использованы антитела козы против мыши,
конъюгированные с пероксидазой хрена HRP
(Abcam, Великобритания). В качестве хромогена
для диагностики был использован набор DAB
(Cell Marque Corporation, США).

Определение выживаемости эксплантов 
трансгенных растений поколения Т1 на Cd

Для экспериментов использовали листья двух-
месячных растений поколения Т1, выросших в
теплице при 26°С, освещенности 15 клк и 16/8 ч
фотопериоде. Стерилизацию проводили следую-
щим образом: листья промывали стерильной ди-
стиллированной водой, затем добавляли 70% эта-
нол, чтобы полностью покрывал растительный
материал. Аккуратно перемешивали в течение 15 с,
после чего сливали спирт и в сосуд наливали 10%
раствор хлорного отбеливателя “Белизна” (ОАО
“БСК”, Россия) с добавлением 10 мкл Твин-20.
Следили, чтобы раствор также полностью покры-
вал кусочки листьев. Стерилизацию проводили в
течение 10 мин при осторожном периодическом
перемешивании и покачивании. Затем сливали
стерилизующий раствор и промывали кусочки
листьев 5 раз стерильной дистиллированной во-
дой. Далее переносили листья в стерильные чаш-
ки Петри, обрезали побелевшие края и скальпе-
лем нарезали на отдельные экспланты размером
приблизительно 1 × 1 см без крупных жилок. Го-
товые экспланты переносили на МС-среду ниж-
ней стороной листа вверх. Выживаемость транс-
генных эксплантов проверяли, выращивая листо-
вые пластинки в течение 1 мес. на МС-среде с
добавлением (на 100 мл среды) 40 мг СаСl2, 3 г са-
харозы, 3 мМ морфолинэтансульфоновой кисло-
ты (рН 5.7), 1 мг 6-БАП, 0.1 мг/л ИУК и Cd2+ (в
виде соли (CH3COO)2Cd) в концентрациях 50, 100
и 200 мкМ [16, 24]. Контрольные экспланты вы-
ращивали на той же среде, но без добавления аце-
тата Cd.

Определение содержания Cd в эксплантах

Экспланты в течение 5 мин отмывали последо-
вательно в 0.1 мМ растворе CaCl2 и в дистиллиро-
ванной воде для удаления Cd, адсорбированного
на их поверхности. Далее растительный материал
фиксировали при 105°С в течение 1 ч, высушива-
ли при 70°С в течение 24 ч до абсолютно сухого
веса и взвешивали. Подготовку проб для анализа
проводили общепринятым методом сухого озоле-
ния. Для этого 200 мг сухого материала измельча-
ли в фарфоровой ступке и сжигали при 500°С в
муфельной печи в течение 4 ч. Полученный золь-
ный остаток растворяли в 1 мл 1 М раствора азот-
ной кислоты, переносили в мерные колбы объе-
мом 100 мл и доводили раствор до метки 0.01 М
раствором азотной кислоты. Определение содержа-
ния Cd проводили методом инверсионной поляро-
графии с использованием вольтамперометрическо-
го анализатора “Экотест-ВА” с программируемым
роботизированным автосамплером “АС-01/3Д” и
углеродным электродом “три в одном” (НПП



402

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 4  2022

ВЕРШИНИНА и др.

“Эконикс-Эксперт”, Россия), согласно инструк-
ции по использованию прибора.

Статистическая обработка результатов
Во всех случаях проводили не менее пяти незави-

симых экспериментов как минимум в пяти повтор-
ностях. Результаты обрабатывали с использованием
пакета Microsoft Office Excel 2010, доверительные
интервалы определяли для 95% уровня значимости.

На рисунке 5 приведены средние величины и
их стандартные ошибки. Величины, различия
между которыми значимы при P ≤ 0.05, обозначе-
ны разными латинскими буквами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Синтетический ген PPH6HIS, кодирующий

аналог ФХ с шестью повторяющимися единицами
Глу и Цис, а также с 6His-tag на N-конце был кло-
нирован в модифицированный вектор pCambia1301
(рис. 1). В дальнейшем путем агробактериальной
трансформации было получено 78 независимых
трансгенных линий растений N. tabacum L., ото-
бранных по результатам гистохимического анализа
активности репортерного гена GUS и ПЦР-анализа
на наличие целевого гена PPH6HIS (рис. 2).

От 24 линий растений не было получено се-
мян, поэтому эти линии в дальнейших экспери-
ментах не использовались. Из оставшихся 54 ли-
ний 32 линии несли в себе одну интегрированную
копию трансгена. Для экспериментов были ото-
браны 8 линий, вестерн-блот анализ которых вы-
явил наличие целевого пептида в тканях растений
(рис. 3). Эксперименты с листовыми экспланта-
ми трансгенных и контрольных растений табака
позволили оценить вклад продукта гена PPH6HIS
в преодоление стресса, вызванного Cd. Анализ

физиологического состояния эксплантов, выра-
щенных на регенерационной среде с добавлени-
ем разных концентраций Cd2+ в течение 1 месяца
показал, что в присутствии 50 мкМ ацетата Cd у
всех отобранных трансгенных линий и контроля
не обнаруживались признаки хлороза тканей, а
наблюдалась активная регенерация эксплантов
(рис. 4). При концентрации 100 мкМ Cd2+ в кон-
трольном варианте у эксплантов обнаруживались
большие некротировавшие участки ткани, в то
время как в трансгенных линиях наблюдался хло-
роз, уменьшение размеров листовой пластинки и
ее скручивание. Важно отметить, что в линиях 13,
32, 76 регенерационные процессы продолжались и
эти экспланты были меньше подвержены хлорозу и
скручиванию. При концентрации Cd2+ 200 мкМ в
регенерационной среде практически все экс-
планты остановились в росте без признаков реге-
нерации (рис. 4).

Анализ содержания Cd в эксплантах показал,
что при концентрации Cd2+ 50 мкМ у всех ото-
бранных трансгенных линий и контроля не было
статистически достоверных различий в его на-
коплении (рис. 5). В присутствии 100 мкМ Cd2+ в
регенерационной среде накопление Cd в экс-
плантах трансгенных растений было выше на
15.7−109.1% по сравнению с контрольным вари-
антом опыта в тех же условиях. Линии 13, 32 и 76
накапливали Cd на 72.2, 52.7 и 109.1% больше по
сравнению с контролем соответственно.

Все экспланты, выращенные в присутствии
200 мкМ Cd2+ в среде, демонстрировали значитель-
ное увеличение содержания этого ТМ − выше на
95.9−243.3% по сравнению с контролем. Линии 13,
32 и 76, как и в экспериментах со 100 мкМ Cd2+ в
среде, так и в присутствии 200 мкМ Cd2+ показали
наилучшие результаты по накоплению Cd, кото-

Рис. 2. ПЦР-анализ на наличие целевого гена PPH6HIS в трансформированных растениях табака. 1–5 – растения,
трансформированные pCambia1301PPH6HIS; 6–9 – растения, трансформированные pCambia1301 (контроль); 10 –
ПЦР без ДНК; 11 – маркер длин ДНК, 3000 п.н.
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500
250
Маркер



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 4  2022

ВКЛАД ИСКУССТВЕННО СИНТЕЗИРОВАННОГО ФИТОХЕЛАТИНА 403

рое было больше относительно контрольного ва-
рианта на 196.3, 159.2 и 243.3% соответственно
(рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Культура тканей растений достаточно часто
используется в качестве инструмента для исследо-
ваний в области фиторемедиации почв, загрязнен-
ных ТМ. Эти модельные объекты можно использо-
вать для поэтапного улучшения генно-инженерных

конструкций в случае трансформации растений,
что позволяет снизить затраты на последующие ла-
бораторные и полевые эксперименты. Использо-
вание таких культур также устраняет негативное
влияние микроорганизмов (что неизбежно в слу-
чае выращивания растений в грунте) и корневых
барьеров транслокации, в результате чего можно
получить более четкое понимание способности
тканей растений к детоксикации ТМ [25, 26].

Один из основных вопросов, который задавал-
ся в рамках планирования данных исследований,

Рис. 3. Вестерн-блот анализ тотального белка из растений табака, трансформированных плазмидой pCambia1301PPH6HIS
(линии 1, 2, 13, 17, 30, 32, 53, 76). М − белковый маркер; К − растение, трансформированное pCambia1301 (контроль).
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Рис. 4. Визуальная оценка эксплантов листьев трансгенных растений табака Т1 поколения (линии 1, 2, 13, 17, 30, 32,
53, 76) после 30 дней экспозиции на регенерационных средах, содержащих 50, 100 и 200 мкМ ацетата Cd.
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был связан с тем, не помешает ли полигистиди-
новая последовательность 6His-tag на N-конце
искусственного ФХ его металлсвязывающей актив-
ности. Ранее практически аналогичный искус-
ственный пептид был использован в исследовании
Постригань с соавторами, но этот ФХ, названный
“псевдофитохелатином”, из-за особенностей
процедуры клонирования содержал 5 молекул
Цис, а для экспериментов была использована
всего 1 линия трансгенного табака [16]. В данном
исследовании мы выявили 8 линий табака с экс-
прессией PPH6HIS, доказанной с помощью ве-
стерн-блот анализа с использованием анти-6His-
антител (рис. 3).

Полигистидиновая последовательность 6His-tag
известна широким применением в методе металл-
аффинной хроматографии белковых веществ [27].
Эта технология основывается на взаимодействии
некоторых аминокислот (преимущественно Гис) с
катионами таких металлов, как Cu, Ni, Zn и Co.
Эти ионы проявляют разное сродство и специ-
фичность к Гис. Так Ni2+ проявляют высокое
сродство, но низкую специфичность, а Co2+ более
специфичны, но не так эффективно связываются
с Гис [28]. В течение многих лет использование
полигистидиновых меток было основным мето-
дом выделения рекомбинантных белков. Однако

Рис. 5. Содержание Cd в листовых эксплантах табака после 30 дней экспозиции на средах, содержащих 50 мкМ (а),
100 мкМ (б) и 200 мкМ (в) ацетата Cd. Разными латинскими буквами обозначены величины, различия между которы-
ми значимы при P ≤ 0.05.
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ряд исследований показал, что добавление His-
метки может повлиять на функцию и стабиль-
ность белка, и данный факт, вероятно, вызван из-
менениями в трехмерной структуре [29]. В живых
организмах из миллионов потенциально возмож-
ных пространственных комбинаций протеин
принимает одну-единственную заранее известную
форму (фолдинг белков). Добавление 6His-tag на N-
конце может непреднамеренно изменить функцио-
нальность и биотехнологические характеристики
искусственного ФХ. В нашей работе визуализация в
программе ChemCraft пептидов, соответствующих
PPH6 (Мет[α-Глу(Цис)]6Гли) и PPH6HIS (Мет-
Гис6[α-Глу(Цис)]6Гли), выявила различия в их
структуре (рис. 6).

Полученные на листовых эксплантах результа-
ты доказали, что продукт гена PPH6HIS способен
повышать устойчивость растительных тканей к
стрессовому воздействию Cd и увеличивать на-
копление этого ТМ, вероятно благодаря транс-
порту комплексов “искусственный ФХ-Cd” в ва-
куоли клеток. На сегодняшний день практически
нет работ, в которых доказан процесс этого транс-
порта, но результаты, полученные в настоящей
статье и в работах Постриганя с соавторами [16], а
также Shukla с соавторами [17] говорят о такой
возможности, иначе чрезмерное накопление и
последующее разрушение комплексов “искус-
ственный ФХ-Cd” в цитозоле приводило бы к
отравлению и последующей гибели растительных
клеток. Однако в вышеописанных работах были
получены результаты, показывающие преодоле-
ние токсического воздействия Cd трансформиро-
ванными видами растений, а также накопление
этого ТМ в тканях трансформантов, вырабатыва-
ющих искусственные ФХ, что свидетельствует,
вероятно, о транспорте искусственных ФХ в ва-
куоли клеток.

В настоящей работе в присутствии 100 мкМ
ацетата Cd экспланты трансгенных растений,

особенно линии 13, 32 и 76, могли значительно
аккумулировать Cd (рис. 5б), а также хорошо пе-
реносили стрессовое воздействие и почти не
останавливались в своем росте, о чем свидетель-
ствует визуальная оценка эффективности регене-
рации проростков (рис. 4). Данный результат, ве-
роятно, обусловлен положением гена PPH6HIS в
геноме отдельных трансформированных линий и
напрямую связан с уровнем его экспрессии. На-
работка продукта МетГис6[α-Глу(Цис)]6Гли может
быть как недостаточной для проявления устойчи-
вости к Cd, так и избыточной, что может, вероятно,
привести к проблемам с транспортом комплексов
“искусственный ФХ-Cd” в вакуоли.

Листовые экспланты, полученные от транс-
генных растений, характеризовались более высо-
ким уровнем накопления Сd при 200 мкМ Cd2+ в
регенерационной среде по сравнению с кон-
трольной группой, однако как и в экспериментах
со 100 мкМ Cd2+ 3 линии − 13, 32 и 76 − отлича-
лись наибольшими показателями. Несмотря на
то, что экспланты, полученные из листьев этих
трансгенных линий, как и остальные (в том числе
и контрольные) замедляли свой рост при 200 мкМ
Cd2+ в среде, однако они выглядели физиологиче-
ски более благополучными по сравнению с кон-
трольными, имеющими большие очаги некроти-
ческой ткани (рис. 4).

Результаты анализа устойчивости трансфор-
мированных PPH6HIS растений табака к кадмие-
вому стрессу отличались от тех, которые ранее
были получены на растениях табака, трансформи-
рованных “псевдофитохелатином” [16]. Авторами
рассматривалась одна линия растений табака, кото-
рая по сравнению с контролем активно росла и ре-
генерировала при 200 мкМ Cd2+ в среде. Наши ис-
следования показали, что экспланты растений та-
бака, трансформированных геном PPH6HIS, не
выдерживали присутствия такой высокой кон-
центрации Cd2+, демонстрируя сильное торможе-

Рис. 6. Визуализация в программе ChemCraft трехмерных структур PPH6HIS (а) и PPH6 (б).

(б)(а)
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ние в росте и развитии, а также значительный
хлороз листьев. Известно, что хлороз является ос-
новным визуальным неспецифическим признаком
действия ТМ на растения, свидетельствуя об умень-
шении уровня зеленых пигментов в них [10]. Воз-
можно, меньшая устойчивость эксплантов, несу-
щих ген PPH6HIS, при действии 200 мкМ ацетата
Сd связана с изменением пространственной
структуры молекулы и вероятными проблемами с
транспортировкой комплексов ФХ-ТМ в вакуоли
клеток, что мешало детоксикации.

Эксперименты с искусственными фитохела-
тиновыми генами последних лет показали, что
увеличение количества повторяющихся единиц
Глу и Цис может как положительно, так и нега-
тивно влиять на свойства пептида связывать ТМ.
Так в работе Chaturvedi и Archana было показано,
что пептид со структурой [α-Глу(Цис)]20 способ-
ствовал как повышению устойчивости бактерий
Deinococcus radiodurans к воздействию Сd, так и
большему накоплению этого ТМ в клетках [30].
При этом трансгенные растения Arabidopsis thali-
ana (L.) Heynh, содержащие пептиды со структу-
рой [α-Глу(Цис)]16 и [α-Глу(Цис)]20, становились
чувствительными к воздействию Сd и мышьяка.
Однако преодолевать стресс и накапливать зна-
чительные концентрации ТМ удавалось только
A. thaliana, нарабатывающим пептид со структу-
рой [α-Глу(Цис)]14. Одним из возможных объяс-
нений полученных результатов является тот
факт, что более длинные комплексы металлов с
ФХ не могут легко транспортироваться через то-
нопласт [16].

В данной работе ген PPH6HIS со структурой
продукта МетГис6[α-Глу(Цис)]6Гли был показан
как эффективный инструмент для повышения
устойчивости растений табака к воздействию Сd.
Несмотря на то, что добавление 6His-tag на N-кон-
це несколько снизило способность пептида свя-
зывать данный ТМ, очень интересным является
дополнительная аффинность молекулы к таким
металлам, как Cu, Ni, Zn и Co, что открывает но-
вые перспективы для использования продукта ге-
на PPH6HIS для фиторемедиации.

Работа была выполнена с привлечением при-
борного парка регионального Центра коллектив-
ного пользования уникального оборудования
“Агидель” Уфимского федерального исследова-
тельского центра РАН в рамках госзадания (тема
№AAAA-A21-121011990120-7) и при частичном
финансировании Программы создания и функ-
ционирования карбонового полигона на террито-
рии Республики Башкортостан “Евразийский
карбоновый полигон” на 2021−2022 годы.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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