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Анализ уровня экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных растениях N. ta­
bacum. Установлено, что на эффективность экспрессии гетерологичного гена может оказывать влияние 
место его интеграции в  геном растений, в  частности, интеграция в  область гетерохроматина может 
привести к замолканию трансгена. Также в процессе развития растений возможно изменение уровня 
экспрессии трансгена или полная инактивация гетерологичного гена [17; 18].

Для подтверждения экспрессии гетерологичного гена в растениях табака проведена ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР), где в качестве матрицы использована тотальная РНК, выделенная из рас-
тений-регенерантов. Полученную кДНК далее применяли для постановки ПЦР с праймерами к acdS-
гену P. putida B-37. 

Данные, представленные на рис. 4, показывают, что во всех анализируемых трансгенных растениях 
обнаруживается ПЦР-продукт размером 1000 п. н., соответствующий acdS-гену P. putida B-37. 

В результате ОТ-ПЦР мРНК контрольных нетрансформированных растений продуктов амплифика-
ции целевого гена acdS не выявлено. Для контроля качества синтеза кДНК, как и ранее, использовался 
ген альфа-субъединицы фактора элонгации транскрипции Ef-1α. Таким образом, не только доказана 
успешная интеграция целевого гена АЦК-дезаминазы в растительный геном, но и подтвержден факт 
экспрессии гетерологичного гена в растениях N. tabacum. Однако на основании проведенных экспери-
ментов нельзя судить об уровне экспрессии трансгена в растении. 

Для определения уровня экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных растениях 
N. tabacum применяли метод ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ).

Для определения уровня экспрессии гетерологичного гена в трансгенных растениях N. tabacum 
применяли протокол ПЦР-РВ с использованием интеркалирующих флуоресцентных агентов (SYBR 
Green). Общепринятым стандартом значений порогового цикла флуоресценции (Сq) при количествен-
ной оценке ПЦР является диапазон 15–30, рекомендованный для использования в большинстве серти-
фицированных протоколов и представленных на рынке коммерческих тест-систем [19]. Абсолютные 
значения Сq изучаемого гена acdS для использованных образцов находились в пределах 23–28 циклов.

Расчет данных ПЦР-РВ производили методом прямого сравнения по формуле 2– Сq (acdS) – Cq (Ef-1α). Уста-
новлено, что уровень экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в одном из трансгенных растений 
N. tabacum был в 1,27 раза выше, чем у референс-гена (рис. 5). 

Для подтверждения экспрессии чужеродного гена в растениях N.  tabacum определена удельная 
активность АЦК-дезаминазы. Установлено, что в трансгенных растениях, не испытывающих стрес-
совых воздействий, активность АЦК-дезаминазы составляла (4,32 ± 0,18) нмоль/(ч  ⋅ мг белка), что 
согласуется с литературными данными об удельной активности фермента в других трансгенных рас-
тениях [20].

Таким образом, были получены трансгенные растения N. tabacum, несущие acdS-ген бактерий P. puti-
da B-37, и подтвержден факт его эффективной экспрессии в данных растениях.

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР: 1 – положительный контроль на acdS-ген;  
2, 3 – фрагменты ДНК размером ∼1000 п. н.; 4 – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 3. Electrophoretic analysis of PCR products: 1 – positive control for acdS-gene; 
2, 3 – DNA fragments ∼1000 bp in size; 4 – Gene Ruler 1 kb DNA Ladder


