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СоЗДанИЕ ТРанСгЕннЫх РаСТЕнИЙ NIcOTIaNa TaBacum 
С гЕноМ NDB2 araBIDOpsIs THaLIaNa ДлЯ ИЗУчЕнИЯ оТВЕТа на СТРЕСС

С целью изучения влияния измененного уровня экспрессии гена ndb2 (NAD(P)H-дегидрогеназа B2, КФ 1.6.5.2) 
на активность других белков митохондриальной локализации и устойчивость растений к различным стрессам соз-
даны трансгенные растения табака, экспрессирующие данный ген. Ген ndb2 длиной 1749 п.н. выделен из суммарной 
матричной РНК Arabidopsis thaliana с помощью ОТ-ПЦР. Данный ген клонирован в плазмиду pBI121. На основе 
плазмиды pBI121 создана векторная конструкция pBI121_NDB2, содержащая  ген ndb2 под контролем 35S CaMV 
промотора. Показана эффективность pBI121_NDB2 для трансформации. Экспериментально подтверждены факты инте-
грации гена ndb2 в геноме. 
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THE CREATION OF TRANSgENIC PLANTS NIcOTIaNa TaBacum
WITH gENE NDB2 araBIDOpsIs THaLIaNa TO STUDY RESPONSE TO STRESS

Transgenic tobacco plants that express the ndb2 gene were obtained to study the influence of changed level of the ndb2 
gene (NAD(P)H dehydrogenase B2, EC 1.6.5.2) expression on the activity of the proteins of mitochondrial localization and 
stress resistance of plants. The ndb2 gene of 1749 bp was isolated from Arabidopsis thaliana total messenger RNA using 
RT-PCR. This gene was cloned into the pBI121 plasmid. The pBI121 _ NDB2 vector construction containing the ndb2 gene 
under the control of the 35S CaMV promoter was created on the basis of the pBI121 plasmid. The pBI121_NDB2 efficiency 
for transformation was demonstrated. The ndb2 gene integration into the tobacco genome was confirmed experimentally. The 
tobacco lines expressing target  ndb2 gene were obtained.
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Введение. Реакция растений на стресс имеет адаптивное значение. Она может приводить  
к функциональной перестройке дыхательного метаболизма клетки, увеличению роли путей аль-
тернативного транспорта электронов, изменению работы систем несопряженного и разобщен- 
ного дыхания. Одной из главных мишеней окислительного повреждения при стрессе являются 
митохондрии. При энергозапасающем окислении NADH митохондриями функционирует ком-
плекс I дыхательной цепи, который является одной из точек генерации мембранного потенциала. 
В клетках растений, в отличие от клеток животных, функционируют альтернативные (второго 
типа, или NDII) внешние и внутренние NAD(P)H дегидрогеназы, которые поставляют восстано-
вительные эквиваленты в дыхательную цепь, минуя комплекс I. У растений арабидопсиса обна-
ружены три группы таких NAD(P)H-дегидрогеназ: NDA (два гена), NDB (четыре гена) и NDC 
(один ген) [1]. Белки NDB1-NDB4 являются внешними и обращены на внешнюю сторону внут- 
ренней митохондриальной мембраны. Белки NDA1, NDA2 и NDC1 обращены на внутреннюю 
сторону митохондриальной мембраны [2]. Точные физиологические функции конкретных белков 
семейства NDII не определены. Считается, что последние вместе с альтернативной оксидазой 
(АОХ) участвуют в формировании нефосфорилирующей дыхательной цепи при окислительном 
стрессе и метаболическом дисбалансе. Поскольку активация альтернативных NAD(P)H-дегидро- 
геназ на внутренней митохондриальной мембране не способствует образованию потенциала на 
участке до убихинона, а также снижает степень восстановления комплекса I, одного из предпо-
лагаемых источников генерации активных форм кислорода (АФК) у растений, предполагается, 
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что роль внешних и внутренних NAD(P)H-дегидрогеназ заключается в подавлении генерации 
АФК [3]. В то же время, несмотря на то что экспрессия альтернативных дегидрогеназ при дей-
ствии самых различных стрессовых воздействий повышается [4–6], экспериментальных под-
тверждений этого положения в случае с растениями недостаточно. Поскольку альтернативные 
NAD(P)H-дегидрогеназы растений содержат в качестве кофактора ФАД (флавинфдениндинукле-
отид), многие исследователи не исключают, что последние могут быть потенциальными сайта-
ми генерации АФК у растений [3, 7].

В результате экспериментов по снижению уровня синтеза белка NDB4 с помощью RNAi 
выявлено значительное увеличение синтеза белков NDB2 и AOX1a, что привело к уменьшению 
образования АФК клетками, увеличению солеустойчивости, а также к некоторым изменениям  
в скорости развития и фенотипе растений [8]. Кроме того, показано участие «внешней» NADH-
дегидрогеназы и некоторых других белков в развитии морозоустойчивости проростков озимой 
пшеницы [9, 10].

Особый интерес представляет изучение влияния измененного уровня экспрессии гена ndb2 
(«внешней» нефосфорилирующей NADH-дегидрогеназы) на устойчивость клеток и растений к раз- 
личным стрессам, а также влияния уровня экспрессии ndb2 на экспрессию и активность работы 
других NDII, АОХ и белков митохондриальной локализации. Предполагается, что у растений  
с измененным уровнем экспрессии ndb2 изменен и уровень АФК, а соответственно, защитная 
система клетки работает в ином режиме.

Изменить экспрессию генов белков митохондриальной локализации, в частности ndb2, можно 
с помощью методов генетической инженерии. Создание трансгенных растений с гетерологичным 
геном ndb2 позволит изучить влияние данного гена и роль АФК в развитии устойчивости расте- 
ний к абиотическим и биотическим стрессам, а также механизмы адаптации растений. Предпо- 
лагается, что изменение количества АФК влияет на функционирование митохондрий, экспрессию 
стрессовых генов, реализацию программы стресс-сигналлинга и адаптации. Изучение данного 
процесса позволит предложить стратегию получения новых высокоустойчивых форм растений.

Цель данного исследования – создание векторной конструкции для трансформации, несущей ген 
«внешней» нефосфорилирующей NADH-дегидрогеназы (ndb2) из Arabidopsis thaliana, и получение 
генетически модифицированных растений Nicotiana tabacum, экспрессирующих указанный ген.

Материалы и методы исследования. В качестве источника для клонирования нативного 
гена ndb2 использованы растения Arabidopsis thaliana (экотип Columbia). В экспериментах по 
трансформации использована линия табака Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1.

Выделение мРНК и синтез кДНК выполняли с помощью наборов GeneJET Plant RNA Purifi- 
cation Mini Kit и RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, EU). 
Клонирование гена ndb2 проводили с помощью ПЦР, используя Pfu-полимеразы и синтетические 
олигонуклеотиды NDB2-F и NDB2-R, представленные в таблице.

При создании векторных конструкций использовали методики ПЦР, рестрикции и лигирова-
ния фрагментов ДНК, выполненные по стандартным протоколам [14, 15] или с применением ком- 
мерческих наборов реагентов (Thermo Fisher Scientific, Qiagen).

Векторная конструкция для трансформации растений получена на основе вектора pBI121 [16], 
который эффективно используется для этих целей [17, 18]. Предварительно в данный вектор были 
введены дополнительные сайты узнавания эндонуклеазами рестрикции BamHI и KpnI, что по- 
зволяло клонировать целевой ген между конститутивным промотором 35S РНК CaMV и терми- 
натором нопалин-синтазы nos.

Корректность сборки векторных конструкций подтверждали методом NGS секвенирования 
на приборе Illumina MiSeq, используя набор Nextera XT DNA. Анализ данных NGS выполняли  
с помощью программ FastQC, Trimmomatic, SPAdes, UGENE, Vector NTI.

Для стабильной интеграции гена ndb2 в геном растений Nicotiana tabacum cv. Petit Havana 
SR1 использовали агробактериальный штамм Agrobacterium tumefaciens AGL0. Трансформацию 
растений табака проводили методом сокультивации растительных эксплантов с агробактерией 
[19]. Для отбора первичных регенерантов использовали питательные среды CIM, SIM и T-med с 
селектирующим агентом канамицином в концентрации 50 мг/л.
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Последовательность и температура отжига синтетических олигонуклеотидов,  
использованых при создании векторной конструкции и анализе трансгенных растений

Sequence and temperature annealing of synthetic oligonucleotides  
using to create a vector design and analysis of transgenic plants

Название  
олигонуклеотида Последовательность 5′-3′ Температура

отжига, °С
Источник

литературы

NDB2-F ATGAGAAATTTCAGTGTCTTC 48 Данная 
статья

NDB2-R TCAGATGCTACTGGAATCTCT 48 Данная 
статья

NDB2-BamHI-F ATGAGCTCGGATCCAACAATGGTTAGAAATTTCAGTGTCTTCGAGAGATT 48 Данная 
статья

NDB2-KpnI-R GAGCTCGGTACCTTAGATGCTACTGGAATCTCTACCAAAGAT 48 Данная 
статья

35SEF CATCATTGCGATAAAGGAAAGGC 53 [11]
35SER TGCTTTGAAGACGTGGTTGGA 53 [11]
Tnos-F CATGTAATGCATGACGTTATTTATG 53 [12]
Tnos-R GCTATATTTTGTTTTCTATCGCGTAT 53 [12]
QtRNALeuF CGAAATCGGTAGACGCTACG 55 [13]
QtRNALeuR TTCCATTGAGTCTCTGCACCT 55 [13]

Выделение растительной ДНК выполняли с помощью набора Genomic DNA Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific). Анализ регенерантов осуществляли методами ПЦР и ОТ-ПЦР (ПЦР с обрат- 
ной транскрипцией), используя синтетические олигонуклеотиды, представленные в таблице.

Результаты и их обсуждение. Подбор специфичных олигонуклеотидов к 5′- и 3′-концевым 
участкам гена ndb2 проводили на основе нуклеотидной последовательности NM_116741.3, разме- 
щенной в базе данных NCBI [20]. Поскольку нативный ген ndb2 содержит интроны, для клониро- 
вания его кодирующей последовательности использовали ОТ-ПЦР суммарной матричной РНК. 
Источником РНК служили листья и цветы растений Arabidopsis thaliana. В результате амплифи- 
кации кДНК, синтезированной из мРНК листьев и цветов, с олигонуклеотидами NDB2-F и NDB2-R 
получен фрагмент ДНК размером 1749 п. н., что соответствует ожидаемому размеру целевой 
последовательности нативного гена ndb2.

Известно, что состав нуклеотидной последовательности гена влияет на эффективность его 
трансляции и количество синтезируемого белка [21]. Анализ нуклеотидной последовательности 
нативного гена ndb2 выявил наличие на N-концевом участке кодона AGA, кодирующего деста- 
билизирующую аминокислоту аргинин. Наличие данной аминокислоты на N-концевом участке 
приводит к быстрому разрушению транслируемого белкового продукта [22]. Определено неопти- 
мальное окружение стартового кодона, что также отрицательно влияет на эффективность экс- 
прессии гетерологичного гена. Для повышения эффективности экспрессии последнего важно на- 
личие нуклеотида A в положении –3 и нуклеотида G в положении +4 [23]. В связи с обозначенными 
фактами проведена модификация 5′-концевого участка последовательности нативного гена ndb2 – 
добавлена последовательность Козак AACA перед стартовым кодоном и кодон GGT, кодирующий 
стабилизирующую аминокислоту валин, после. Стоп-кодон TGA заменен на более предпочтитель- 
ный для растений TAA. С целью обеспечения возможности клонирования модифицированной 
последовательности гена ndb2 в вектор, с 5′- и 3′-концов введены дополнительные сайты узнавания 
эндонуклеазами рестрикции BamHI и KpnI. Подобранные олигонуклеотиды NDB2-BamHI-F  
и NDB2-KpnI-R (см. таблицу) использованы для проведения ПЦР с последовательностью клони- 
рованного ранее нативного гена ndb2 в качестве матрицы. Данный этап позволил провести моди- 
фикацию 5′- и 3′-концевых участков гена ndb2 и добавить сайты узнавания требуемых эндону- 
клеаз рестрикции. Полученная последовательность гена ndb2 перенесена в модифицированный 
вектор pBI121 по сайтам узнавания эндонуклеаз рестрикции BamHI и KpnI. Созданный вектор 
получил название pBI121_NDB2 (рис. 1). Оценка корректности сборки векторной конструкции 
проведена с помощью метода секвенирования. Сравнительный анализ целевой нуклеотидной 
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последовательности векторной конструкции и референсной последовательности показал их 
полное соответствие и отсутствие нуклеотидных замен.

Выбор вектора pBI121 для переноса гетерологичного гена ndb2 в растительный геном обу-
словлен рядом факторов. Данный вектор содержит LB и RB концевые повторы области Т-ДНК, 
по которым происходит интеграция области Т-ДНК в геном растений. Это делает его наиболее 
подходящим для проведения агробактериальной трансформации широкого ряда модельных  
и культурных растений с высокой эффективностью. Промотор 35S РНК CaMV обеспечивает кон- 
ститутивную экспрессию гетерологичного гена во всех тканях растения, что должно привести  
к повышению общего содержания целевого фермента – «внешней» нефосфорилирующей NADH 
дегидрогеназы. Наличие гена nptII под контролем NOS-промотора обеспечивает устойчивость  
к антибиотику канамицину, что позволит проводить первичный отбор регенерантов на селек-
тивной питательной среде.

Создание и отбор трансгенных растений табака с геном ndb2. Для трансформации растений 
табака Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1 использована целевая векторная конструкция 
pBI121_NDB2, несущая ген ndb2, и исходный вектор pBI121 в качестве контроля. Рекомбинантные 
штаммы с векторными конструкциями pBI121_NDB2 и pBI121 получены на основе агробактери- 
ального штамма A. tumefaciens AGL0 методом трехродительского скрещивания. Отбор агробак- 
териального клона с целевой векторной конструкцией проводили на питательной среде LB  
с добавлением селектирующих агентов канамицина и рифампицина. Наличие целевой векторной 
конструкции в агробактериальном штамме подтверждено методом ПЦР со специфичными прай- 
мерами. Полученные штаммы использованы затем в экспериментах по агробактериальной транс-
формации растений.

В результате эксперимента по агробактериальной трансформации растений табака вектором 
pBI121_NDB2 из каллусной культуры получено 57 регенерантов. При достижении размера 2–3 см 
регенеранты срезали с каллуса и переносили на среды с селектирующим агентом для укоренения. 
В процессе культивирования 28 регенерантов (49,1 % от общего количества полученных) обра- 
зовывали корни и развивались на средах с селективным агентом канамицином. Отобранные 
регенеранты использовали для дальнейшего молекулярно-генетического анализа.

В результате контрольной трансформации с исходным вектором pBI121 из каллусной культу-
ры получено 32 регенеранта, 18 (56,3 %) из которых укоренились на селективной среде с канами-
цином. Кроме того, в качестве контрольных получены регенеранты растений исходного сорта, 
которые прошли все этапы трансформации, исключая сокультивирование с агробактериями. 

Рис. 1. Схема векторной конструкции pBI121_NDB2: R-border, L-border – правый и левый концевые повторы  
области Т-ДНК; NOS-pro – промотор нопалин-синтазы; nptII – ген неомицинфосфотрансферазы II типа;  
NOS-ter – терминатор нопалин-синтазы; 35S CaMV – 35S РНК CaMV промотор; NDBII – ген «внешней»  

нефосфорилирующей НАДФ-Н дегидрогеназы; BamHI, KpnI – сайты узнавания эндонуклеазами рестрикции

Fig. 1. Scheme pBI121_NDB2 vector construct: R-border, L-border – left and right terminal repeats of T-DNA region;  
NOS-pro – nopaline synthase promoter; nptII – neomycin phosphotransferase gene II type; NOS-ter – the terminator  
of the nopaline synthase; 35S CaMV –35S RNA promoter of CaMV; NDBII – gene “external” non-phosphorylating  

NADP-H dehydrogenase; BamHI, KpnI – recognition sites for restriction endonucleases
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Регенеранты нетрансформированных контрольных растений и растения исходного сорта не об-
разовывали корни на селективной среде и погибали.

Образование у регенерантов корней на средах с канамицином может свидетельствовать об 
интеграции в их геном целевой гетерологичной последовательности и экспрессии гена nptII. 
Однако это не позволяет считать их истинными трансгенными растениями, поскольку устойчи-
вость к антибиотику может развиться в результате сомаклональной изменчивости или по иным 
причинам [24]. Для подтверждения интеграции гетерологичной вставки необходимо проведение 
молекулярно-генетического анализа.

Молекулярно-генетический анализ трансгенных растений с геном ndb2. Для молекулярно-ге-
нетического анализа использована ДНК отобранных первичных регенерантов. Наличие гетеро-
логичной инсерции определяли методом ПЦР.

Первоначально для оценки качества выделенной ДНК регенерантов проводили ПЦР с олиго-
нуклеотидами QtRNALeuF и QtRNALeuR (см. таблицу), специфичными к растительному гену, 
кодирующему лейциновую тРНК. Амплификация целевого фрагмента размером 192 п. н. свиде-
тельствует о наличии необходимого количества и качества растительной ДНК для проведения 
ПЦР с олигонуклеотидами, специфичными к последовательности гетерологичной инсерции.

Для детекции последовательности промотора 35S РНК CaMV проведена ПЦР с олигонуклео-
тидами 35SEF и 35SER (см. таблицу). Амплификация фрагмента размером 125 п. н. свидетель-
ствует о присутствии данной последовательности в исследуемой ДНК.

Для определения целостности перенесенной кассеты, несущей промотор 35S РНК CaMV, 
целевой ген ndb2 и NOS-терминатор, проведена ПЦР с олигонуклеотидами 35SEF и Tnos-R (см. 
таблицу). Амплификация фрагмента размером 2234 п. н. подтверждает интеграцию гетероло- 
гичной ДНК в геном растений табака.

Таким образом, в результате проведенного молекулярно-генетического анализа установлено, 
что агробактериальная трансформация листовых эксплантов векторной конструкцией pBI121_
NDB2 приводит к переносу целевой последовательности, несущей ген ndb2 под контролем 
промотора 35S РНК CaMV, в геном растений табака.

Следует отметить, что наличие чужеродного гена в растительном геноме не означает, что 
гетерологичный ген будет функционировать или обеспечивать синтез белка в необходимом 
количестве. На эффективность экспрессии гена, кроме его нуклеотидного состава и регуляторных 
элементов, значительное влияние оказывает место интеграции Т-ДНК области в геном растений. 
В частности, интеграция гетерологичного гена в область гетерохроматина может привести  
к замолканию трансгена. Кроме того, в процессе развития растений возможно изменение уровня 
экспрессии трансгена или полная инактивация гетерологичного гена [25, 26].

С целью подтверждения экспрессии гетерологичного гена в растениях проведена ОТ-ПЦР 
суммарной мРНК трансформантов. Полученную кДНК использовали при постановке ПЦР со 
специфичными олигонуклеотидами к гену ndb2. Присутствие целевого амплифицированного 
фрагмента подтверждает факт экспрессии гетерологичного гена в растительной ткани (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов (2234 п. н.), выявленных при амплификации кДНК  
регенерантов табака. M – маркер молекулярного веса GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); 

1–4 и 6–9 – анализируемые линии; 5 и 10 – исходные растения табака; 11 – плазмида pBI121_NDB2

Fig. 2. Electrophoregram PCR product (2234 bp) was identified by the amplification of cDNA of tobacco regenerants.  
M – molecular weight marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); 1–4 and 6–9 – line analyzed; 

5 and 10 – basic tobacco plants; 11 – plasmid pBI121_NDB2

Заключение. Проведено клонирование и анализ нуклеотидной последовательности натив- 
ного гена ndb2 Arabidopsis thaliana, выполнена модификация его 5′- и 3′-концов с целью повыше
ния уровня синтеза целевого белкового продукта. Создана векторная конструкция pBI121_ NDB2, 
несущая ген ndb2 под контролем промотора 35S РНК CaMV.
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Показано, что перенос Т-ДНК векторных конструкций pBI121_NDB2 и pBI121 приводит к фор- 
мированию устойчивости к антибиотику канамицину и позволяет проводить селективный отбор 
первичных трансформантов растений. Установлено, что созданная векторная конструкция pBI121_
NDB2 осуществляет перенос гетерологичной вставки в растительный геном и приводит к экс- 
прессии целевого гена.

Дальнейший анализ созданных трансгенных растений позволит выявить влияние экспрессии 
гена ndb2 на внутриклеточное содержание АФК, а также возможные изменения активности путей 
электронного транспорта митохондрий, генерацию ими мембранного потенциала, активность дру-
гих альтернативных ферментов дыхательной цепи и цитохромного пути электронного транс- 
порта. Не исключено влияние измененной экспрессии ndb2 на экспрессию стрессовых генов  
и реализацию программы стресс-сигналлинга и адаптации, а также на возможность повышения 
устойчивости растений к биотическим и абиотическим стрессам.
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