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Данная работа представляет экспериментальное исследование питания лабораторных животных –
крыс линии Спраг-Доули – генетически модифицированным рисом. Нами было оценено присут-
ствие последовательностей ДНК трансгенов CryIA(b), T35 и Р35 в печени этих крыс. 20 самцов и
20 самок крыс получали корм в виде гранул, приготовленных с помощью генетически модифици-
рованного риса, в 50% необходимого состава углеводов в течение 90 дней. Выделение ДНК выпол-
нялось по стандартному протоколу. Качество и количество экстрагированной ДНК определяли
электрофорезом в агарозном геле и спектрофотометрией соответственно. Поиск остатков генетиче-
ски модифицированных генов, включая CryIA(b), P35 и T35, был выполнен с помощью полимераз-
ной цепной реакции с использованием специфических пар праймеров. Результаты анализировали
с помощью электрофореза в агарозном геле с градацией ДНК в 50 пн в сравнении с контрольной
группой, которую кормили стандартными гранулами немодифицированного риса. Все тесты ам-
плификации были сделаны трижды. Анализ амплификации Р35, CryIA(b) и Т35 не выявил остатков
этих генов внутри ткани печени крыс. Результаты не показали существенного различия между кон-
трольной и экспериментальной группами. Таким образом, на рассмотренной модели лабораторных
животных настоящее исследование опровергает возможность попадания остаточных фрагментов
генов генетически модифицированного риса в ткани печени.
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ния, крысы Спраг-Доули, печень, CryIA(b), P35, T35.
DOI: 10.1134/S0016675819080137

УДК 575.224.46+57.084+57.088.6+57.047:612.351.11

ГЕНЕТИКА
РАСТЕНИЙ



ГЕНЕТИКА  том 55  № 8  2019

ТЕСТИРОВАНИЕ БЕЗОПАСНОСТИ ПРОДУКТОВ 913

Генная инженерия растений является основой
защиты злаков, в том числе риса, от насекомых-
вредителей посредством вставки новых генов в
зерно. В то же время встают вопросы безопасно-
сти продуктов питания из трансгенных растений,
связанные с возможным переносом генетическо-
го материала. Важно экспериментально прове-
рить наличие или отсутствие каких-либо допол-
нительных генов растений или их фрагментов в
тканях животных после употребления генетиче-
ски модифицированных (ГМ) продуктов.

Рис – один из основных продуктов питания
для большей части населения мира, более чем для
3.5 млрд [1]. Более того, согласно прогнозам уже к
2025 г. рис станет основным продуктом питания
для 4.3 млрд человек в мире. Для этого ежегодно
будет производиться более 880 млн тонн риса, что
намного выше нынешнего мирового производ-
ства. Более 53% населения мира, страдающего от
голода и бедности, проживает в странах, где пре-
обладает рисоводство, и, следовательно, повыше-
ние производства риса в этих районах актуально
как никогда [2–4].

Однако рис, как и другие злаки, подвержен
сильному повреждению насекомыми [5]. Около
200 видов насекомых повреждают растение риса
на протяжении всего его вегетационного перио-
да, к концу которого от 15 до 25% риса оказыва-
ются поврежденными [6]. Для сокращения потерь
используются различные методы. Одними из са-
мых инновационных являются методы генной ин-
женерии, которые модифицируют геном риса,
вводя гены устойчивости к насекомым путем пере-
носа генетического материала от других растений,
животных, микроорганизмов или синтетических
конструктов [5, 6]. После таких генетических из-
менений исходные растения проявляют новые
свойства, в том числе приобретают повышенную
устойчивость к насекомым, что помогает в значи-
тельной степени снижать наносимый последними
ущерб [7]. Полученные при помощи таких методов
растения становятся генетически модифициро-
ванными. Возникающие проблемы безопасности
генетически модифицированных продуктов вызва-
ли широкое обсуждение в мире [3, 7–9]. В настоя-
щей работе мы рассматриваем пример эксперимен-
тального тестирования безопасности питания с
точки зрения возможности переноса трансгенов в
организм для одного из сортов ГМ-риса.

Bacillus thuringiensis (Bt) – микроорганизм, ко-
торый естественным образом вырабатывает актив-
ный белок против определенных насекомых [10].
B. thuringiensis формирует кристаллы инсектицид-
ных δ-эндотоксинов (кристаллические белки, или
Cry-белки), которые кодируются cry-генами. По-
сле переноса его генетического материала в геном
риса он придает последнему устойчивость к насе-
комым, в том числе к видам моли Sesamia inferens,

Chilo suppressalis, Tryporyza incertulas и Cnaphalo-
crocis medinalis [11]. Последующие тестирования
безопасности ГМ-риса использовали крыс ли-
нии Спраг-Доули [11, 12], цыплят и других жи-
вотных [13].

В целом технология генетической модифика-
ции широко применялась с середины 1990-х гг. и
привела к повышению экономической эффектив-
ности производства риса [14–16], так, к примеру,
уже в 2012 г. объем торговли зерном увеличился на
3%. Доля производства ГМ зерновых очень вели-
ка. К настоящему времени Китай стал крупней-
шим производителем трансгенного риса. В дру-
гих странах, таких как США, Пакистан, Испания
и Индия, такая культура выращивается в тесто-
вых объемах на фермах [1]. В России трансгенные
растения используются только как модели для
биотехнологических исследований [17, 18], осо-
бенно на табаке [19, 20].

Гены Cry бактерии B. thuringiensis были успеш-
но введены в геном риса [21]. Первый устойчивый
к насекомым-вредителям рис из Ирана называет-
ся Таром Молайи (Tarom Molaii Cry1Ab), он был
создан в 1998 г. [22] Иранским институтом сель-
скохозяйственных исследований [23].

Тем не менее стали появляться исследования,
показывающие вероятность сохранения трансге-
нов в живом организме при потреблении, особен-
но у человека [3]. Кроме этого, не исключалась
возможность появления вероятных рисков при
потреблении трансгенных пищевых продуктов,
заключающихся в выработке трансгенами неиз-
вестных токсинов, приводящих к аллергии и канце-
рогенезу [24, 25]. Предполагалось, что такое может
произойти после введения этих генов в геном хозя-
ина путем активации молчащих генов, снижения
активности генов, при нарушении метаболизма или
при выработке новых белковых токсинов у потре-
бителя ГМ-продуктов. Опубликованные данные
показывают, что достаточно большие фрагменты
ДНК, способные нести целые гены из съеденных
продуктов, могут избегать деградации в пищева-
рительном пути и попадать в систему кровообра-
щения человека [26] через неизвестные механиз-
мы передачи. Такая проблема требует тестирова-
ния безопасности питания ГМ-продуктами на
лабораторных животных [27, 28], включая модели
cry-генов на крысах [29, 30] и обезьянах [31, 32].

Наше исследование базируется на предположе-
нии о том, что вредоносность любого съедобного
продукта обусловливается, во-первых, способно-
стью его всасывания через кишечник и, во-вторых,
наличием метаболитов, целых фрагментов ДНК и
белков в печени и других тканях потребителя. В
данном исследовании оценивалась возможность
сохранения остатков гена CryIA(b) наряду с Р35 и
Т35 в печени крыс, получавших иранский генно-
модифицированный рис. Как нам известно, это
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одно из первых исследований такого рода для
ГМ-риса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Настоящая работа представляет собой экспе-
риментальное исследование. Исследуемая попу-
ляция, включающая 20 самцов и 20 самок крыс
Спраг-Доули, получала при кормлении 50% гра-
нул риса ГМ в составе необходимых углеводов.
Контрольную группу из 20 самцов и 20 самок крыс
кормили стандартными гранулами того же риса
сорта Таром Молайи без модификации. Обе группы
животных были отобраны полностью случайно.
Возраст крыс был от четырех до пяти недель, вес –
около 200 г. Крысы были предоставлены Научно-
исследовательским институтом вакцины и сыво-
ротки Рази, Иран. Чтобы уменьшить стрессовое
влияние смены среды, всех крыс предварительно
держали в лаборатории в течение пяти дней перед
экспериментами. Кормление проводилось в тече-
ние 90 дней для обеих групп без ограничений
(ad libitum). На протяжении всего времени экспе-
римента влажность и температура поддержива-
лись на уровне 40–60% и 15–22°С. Световой цикл
был установлен на 12 ч света и 12 ч темноты.
Крыс ежедневно оценивали клинически (изме-
нения шкурки, меха, глаз, функции дыхатель-
ной, кровеносной и центральной нервной си-
стем, моторная активность и стандартные пат-
терны поведения).

Продукты питания изготавливались Научно-ис-
следовательским институтом вакцины и сыворот-
ки Рази. Гранулы готовили двух видов – стандарт-
ные и с ГМ-рисом. Последние были изготовлены
так, чтобы 50% необходимого углевода составлял
ГМ-рис Таром Молайи. Рис сорта Таром Молайи
был безвозмездно предоставлен Научно-исследо-
вательским институтом биотехнологии сельского
хозяйства Ирана. ГМ-рис Таром Молайи приоб-

рел устойчивость к стеблевому червю при перено-
се CryIA(b) из B. thuringiensis.

Отбор проб. После 90 дней экспериментально-
го кормления крысам была проведена анестезия
кетамин гидрохлоридом. Пробы отбирали из пе-
чени. Образцы хранили при –20°С.

Выделение ДНК. Выделение ДНК проводили с
использованием набора Exgene Cell SV kit (GeneAll
Biotech Korea, # 101-106) по протоколу произво-
дителя. Качество и количество экстрагированной
ДНК определяли с использованием электрофоре-
за в агарозном геле и спектрофотометрии соот-
ветственно.

Обнаружение трансгенных мишеней. Присут-
ствие или отсутствие P35, T35 и CryIA(b) определя-
ли амплификациями с использованием ПЦР с по-
мощью пары специфических праймеров (табл. 1).

Программы амплификации выполнены на ос-
нове табл. 2. Электрофорез в агарозном геле (1–
2%) использовали для анализа амплификации с
шагом ДНК 50 пн. Отрицательным контролем
служили образцы с бидистиллированной водой
вместо ДНК. Положительным контролем был об-
разец с интересующими мишенями. Все тесты
амплификации были повторены трижды.

Табл. 2 показывает время и температуру поли-
меразной цепной реакции для применяемых спе-
цифичных праймеров. Время первого плавления
для всех праймеров – 5 мин при 94°C, финальная
элонгация – 5 мин при 72°C.

Статистический анализ. Обработку данных
проводили с использованием программного
обеспечения SPSS (версия 16). Поскольку фраг-
ментов ДНК не было найдено ни в одной из
групп, результаты статистических тестов не при-
ведены.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Клиническое обследование. На всем протяжении

90-дневного периода исследования не наблюда-

Таблица 1. Пары праймеров, использованные в данной работе [22, 33–36]

Праймер Последовательность праймера (5' → 3') Ген-мишень Длина
ПЦР-продукта, пн Ссылка

аCryIA(b)-FI CGGCCCCGAGTTCACCTT CryIA(b) 189  [33]
CryIA(b)-RI CAACAACATCATCCCAGCAG
CryIA(b)-FII CCGCACCCTGAGCAGCAC CryIA(b) 420  [34]
CryIA(b)-RII CCCCTCAGAACAACAACGTGCCACC
T35-F CGGGGGATCTGGATTTTAGTA 35S терминатор 137  [35]
T35-R AGGGTTCCTATAGGGTTTCGCTC
T35S-F AGGGTTTCTTATATGCTCAACACATG 35S терминатор 118  [35]
T35S-R CACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCAC
P35-F GCTCCTACAAATGCCATCA 35S промотор 194  [36]
P35-R GATAGTGGGATTGTGCGTCA
CryIA(b)-FIII ACCGGTTACACTCCCATCGA CryIA(b) 1400  [22]
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лось никаких клинических симптомов в группах
животных.

Качественный и количественный анализ извле-
ченной ДНК. В качественно выделенной ДНК на-
блюдался большой фрагмент ДНК без каких-либо
примесей. Количественный анализ соответство-
вал стандартным значениям.

Обнаружение трансгенных мишеней. Оценка
амплификаций всеми парами праймеров, ис-
пользованными в этом исследовании, не выявила
ампликонов по сравнению с положительным
контролем (рис. 1). Количественный анализ по-
казал стандартные значения (35 ± 5.6 нг/мкл при
очистке 1.7 ± 0.16).

Рис. 1 показывает результаты электрофореза.
Использовался метод пулирования образцов
(пять животных на одну микротубу, всего четыре
микротубы для группы из 20 животных).

ОБСУЖДЕНИЕ

Наше исследование не выявило какого-либо
существенного подтверждения сохранности и
присутствия трансгенов cryIA(b), P35 и T35 в пе-

чени крыс как в контрольной, так и в экспери-
ментальной группе.

В 2003 г. было проведено исследование по изу-
чению возможного присутствия ДНК трансген-
ных растений в рубце, двенадцатиперстной киш-
ке, молоке, кале и крови дающих молоко коров,
вскармливаемых соевой мукой и семенами транс-
генной кукурузы [37]. Результаты показали, что
трансгены (cp4epsp и cry1a(b)) обнаружены только
в рубце и двенадцатиперстной кишке, но не обна-
ружены ни в одном из образцов крови, что под-
твердило результаты исследований, проведенных
Einspanier et al. [38]. По мнению Phipps et al. [37]
причиной отсутствия компонентов ДНК в образ-
цах кала может стать разрушение ДНК в желудоч-
но-кишечном тракте до очень маленьких фраг-
ментов, что не согласуется с исследованиями Ein-
spanier et al. [38]. На самом деле на обнаружение
любой растительной ДНК в кале животных может
влиять целый набор факторов, включая форму
приема пищи (цельное зерно или переработан-
ный корм), количество реплицированной ДНК,
полученной из небольшого числа необнаружен-
ных участков репликации [37].

Таблица 2. Программа амплификации для специфичных праймеров, используемых в исследовании

Примечание. Число циклов для каждого праймера – 32.

Праймер Денатурация Отжиг Элонгация

CryIA(b)I 30 с при 94°C 30 c при 62.5°C 30 с при 72°C
CryIA(b)II » 30 с при 60°C »
T35 » 30 с при 58°C »
T35S » 30 с при 59.3°C »
P35 » 30 с при 55°C »
CryIA(b)III » 30 с при 60.5°C »

Рис. 1. Электрофорез в агарозном геле для оценки амплификации CryIA(b)III пар праймеров. 1 – маркер длин 50 bp
DNA ladder; 2 – положительный контроль; 3–6 – экспериментальные образцы (пулирование для пяти животных); 7 –
отрицательный контроль.

1 2 3 4 5 6 7

1500
1200

500
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Nemeth et al. [39] провели ряд исследований на
цыплятах-бройлерах, племенном скоте, дойных
коровах и свиньях, которых кормили трансген-
ной кукурузой (MON810). Авторы показали, что
ген Rubisco (rbcl) присутствует в мышечных об-
разцах крупного рогатого скота, цыплят-бройле-
ров и свиней, а также в молоке крупного рогатого
скота, но он не был обнаружен в печени экспери-
ментальных животных. Кроме того, они показа-
ли, что P35 не был найден ни в одной ткани всех
исследованных животных. В нашем исследова-
нии мы подтвердили такие выводы, так как также
не нашли никаких остатков P35 в печени крыс.

К настоящему времени уже есть несколько ра-
бот, которые показывают быструю деградацию
генов и их взаимодействие в пищеварительном
тракте животных [37, 39, 40]. В 2014 г. были прове-
дены исследования на трансгенных крысах, кото-
рых кормили ген-модифицированной капустой
(caMVP35S) [41]. Результаты эксперимента пока-
зали наличие фрагментов трансгенов в крови, пе-
чени и тканях мозга.

В противоположность вышеупомянутым ис-
следованиям некоторые авторы сообщают, что
фрагменты ДНК с генами кукурузы могут быть
устойчивыми к полной деградации в пищевари-
тельной системе при употреблении в пищу [40].
Согласно этим исследованиям такой результат
указывает на кумулятивный эффект в крови, тка-
нях печени и головного мозга и противоречит ре-
зультатам Mazza et al. [42].

Результаты нашего исследования показали от-
сутствие существенных различий в сохранности
трансгенов cryIA(b), T35 и P35 в тканях печени
контрольной и экспериментальной групп живот-
ных. Таким образом, наши результаты опроверга-
ют возможность переноса трансгенов в органы
потребителя продуктов из ГМ-риса. Авторам из-
вестно, что крысы Спраг-Доули возможно не яв-
ляются лучшей моделью для оценки токсичности
продуктов, так как эта линия исходно использо-
валась для онкологических исследований [9, 43].
Детальный анализ должен опираться на совре-
менные технологии – высокопроизводительное
секвенирование и биоинформационные подходы
для оценки потенциальной опасности трансгенов
[44, 45], включая изучение миРНК в трансгенных
растениях [46].

Хотя результаты настоящего исследования пока-
зали, что трансгены из ГМ-риса Таром Молайи не
переносятся в печень потребителя, мы не можем
экстраполировать полученные данные на другие
пары трансгенных организмов и их потребителей –
необходимо проводить дальнейшие эксперименты.
Последние работы по естественной генетической
гетерогенности [47] показывают, что ряд факторов
ведет к неправильной оценке вариабельности,
включая определение природного генотипа в от-

ношении трансгенных эффектов. Предложено
использовать вариабельность среди существую-
щих сортов риса как критерий для оценки без-
опасности ГМ-риса [48].

Настоящий эксперимент был проведен в На-
учно-исследовательском центре безопасности
продуктов питания и гигиены, Школа здраво-
охранения, Университет медицинских наук
им. Шахида Садуги, Йезд, Иран. Авторы выра-
жают благодарность этому Университету за под-
держку исследования.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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This work presents an experimental study with the intervention of GM Tarom Molaii Cry1Ab rice feeding by
Sprague Dawley rats. Therefore, in this study, the remaining of CryIA(b) gene and P35 were assessed in the
liver of rats fed with GM rice. Overall, 20 male and 20 female SD rats were fed by pellets made by GM rice in
50% of needed carbohydrate for 90 days. Then, sampling was done from rats liver. DNA extraction was done
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based on the protocol. The quality and quantity of the extracted DNA was done by agarose gel electrophoresis
and spectrophotometery, respectively. Detection of GM genes residues, including CryIA(b), P35, and T35
was done by Polymerase Chain Reaction using specific primer pairs. The results were analyzed by agarose gel
electrophoresis alongside with 50 bp DNA ladder. The results were compared with the ones in control groups
with feeding by standard pellet of non-modified rice. All amplification tests were done in triplicates. Analysis
of the amplification of P35, CryIA(b) and T35 showed no residues inside the liver tissue. The results showed
no significant difference in the presence of transgenic gene of cryIA(b), T35, and P35 in the liver tissue be-
tween the control and experiment groups. Therefore, this study rejects the possibility of gene settle of GM rice
gene residues in liver tissue of the animal model studied.

Keywords: genetically modified rice, transgene, food safety, Sprague Dawley rat, liver, CryIA(b), P35, T35.
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