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Резюме 

Экспансины – это белки, обеспечивающие рост растений за счет индукции расхождения 

микрофибрилл целлюлозы при росте клеток растяжением. Нами было получено и проанализировано 

6 линий волосовидных корней (hairy roots) Nicotiana tabacum с конститутивной экспрессией гена 

экспансина табака NtEXPA5, которые характеризовались более высокими темпами роста и 

повышенной продуктивностью при нормальных условиях культивирования, по сравнению с 

контролем. Волосовидные корни табака сверхэкспрессирующие ген NtEXPA5 отличались 

повышенной устойчивостью к действию NaCl, маннитола, ацетата кадмия и CuSO4. Исходя из 

полученных данных испытанная нами генно-инженерная конструкция с геном NtEXPA5 может быть 

предложена для получения волосовидных корней с улучшенными параметрами роста и повышенной 

продуктивностью как при нормальных, так и при стрессовых условиях культивирования. 

Обсуждается перспективность использования волосовидных корней табака как модельного объекта 

для быстрого тестирования целевых генно-инженерных конструкций, предназначенных для 

создания трансгенных растений. 
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Expansins are proteins that provide plant growth by stimulating the divergence of cellulose microfibrils 

during cell expansion. We obtained and analyzed 6 lines of hairy roots of Nicotiana tabacum with 

constitutive expression of the NtEXPA5 tobacco expansin gene, which were characterized by higher growth 

rates and increased productivity under normal conditions, compared with the control. Hairy roots of 

tobacco overexpressing the NtEXPA5 gene were characterized by increased tolerance to NaCl, mannitol, 

cadmium acetate, and CuSO4. Based on the obtained data, the binary vector pCambia 1301 with the 

NtEXPA5 gene can be proposed for creating hairy roots with increased growth parameters and productivity 
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under both normal and stress conditions. The prospect of using of hairy roots as a model object for rapid 

testing of targeted binary vectors is discussed. 
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Введение 

 Экспансины – это неферментативные белки 

участвующие в размягчении клеточных стенок, 

механизм действия которых связан с ослаблением и 

разрывом водородных связей между ксилоглюканами 

и микрофибриллами целлюлозы. Активность 

экспансинов наиболее важна в регуляции и 

обеспечении роста клеток растяжением [Cosgrove, 

2015]. Эта группа белков ассоциирована с ростом как 

органов побега [Кулуев и др. (Kuluev et al.) 2013, 

2013a, 2017], так и корней [Lin et al., 2011, Кулуев и 

др. (Kuluev et al.), 2018]. Имеются также 

многочисленные данные о вкладе экспансинов в 

обеспечение устойчивости к абиотическим факторам 

среды за счет поддержания роста клеток в условиях 

дефицита влаги. К примеру, показана защитная роль 

экспансинов при действии таких стрессовых факторов 

как засуха, жара и засоление [Zhao et al., 2011, Xu et 

al., 2014, Kuluev et al., 2016].  

Ранее нами были созданы трансгенные 

растения табака Nicotiana tabacum с конститутивной 

экспрессией генов экспансинов NtEXPA1 [Кулуев и 

др. (Kuluev et al.), 2014] и NtEXPA5 [Кулуев и др., 

2013], а также с пониженной экспрессией гена 

NtEXPA4 [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2014a]. Было 

показано, что конститутивная экспрессия генов 

экспансинов NtEXPA1 и NtEXPA5 способствует 

увеличению конечных размеров листьев и стебля при 

нормальных условиях произрастания [Кулуев и др. 

(Kuluev et al.), 2013, 2014]. В наших дальнейших 

исследованиях выяснилось, что повышенная 

экспрессия генов экспансинов способствует 

улучшению роста корней не только при нормальных 

условиях, но и при действии гипотермии и засолении 

[Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2018]. Исходя из 

полученных нами данных было сделано 

предположение, что экспансины могут 

способствовать улучшению параметров роста также у 

культур волосовидных корней (hairy roots), 

являющихся перспективной биотехнологической 

системой для продуцирования ценных вторичных 

метаболитов [Михайлова и др. (Mikhaylova et al.), 

2017, Мусин и др. (Musin et al.), 2017]. Использование 

нами термина «волосовидные корни» для 

обозначения известного в биотехнологии растений 

феномена «hairy roots» или «бородатые корни» 

объясняется тем, что он был предложен еще в начале 

прошлого века специалистом в области 

бактериального патогенеза растений И.Л. 

Сербиновым [Serbinov, 1912] и видимо стоит к нему 

вернуться, поскольку похоже это был самый 

правильный перевод с научной точки зрения. 

Культуры волосовидных корней в 

биотехнологическом производстве могут 

подвергаться отрицательному влиянию изменений 

состава среды, температуры, и т.д., поэтому создание 

не только высокопродуктивных, но и 

стрессоустойчивых волосовидных корней весьма 

актуально. Ранее нами был показан повышенный 

уровень экспрессии хозяйского гена NtEXPA5 в 

волосовидных корнях табака, по сравнению с 

обычными корнями [Гумерова и др. (Gumerova et al.), 

2018], что говорит о важности его белкового продукта 

для роста hairy roots. Исходя из этого, целью 

настоящей работы стало получение волосовидных 

корней табака N. tabacum из трансгенных растений c 

конститутивной экспрессией гена NtEXPA5 и оценка 

их параметров роста при нормальных условиях 

культивирования и при действии стрессовых 

факторов. Предполагалось, что волосовидные корни 

табака, сверхэкспрессирующие ген экспансина 

NtEXPA5, будут характеризоваться повышенной 

продуктивностью и стрессоустойчивостью по 

сравнению с обычными hairy roots.  

 

Материалы и методы исследования 

Для получения волосовидных корней 

использовали трансгенные растения табака Nicotiana 

tabacum L. сорта Petit Havana линии SR1 с 

конститутивной экспрессией гена NtEXPA5 поколения 

T3, полученные нами ранее [Кулуев и др. (Kuluev et 

al.), 2013]. Данные табаки содержат в своем геноме Т-

ДНК бинарного вектора pCambia 1301 с целевым 

геном NtEXPA5 под контролем 35S промотора вируса 

мозаики цветной капусты [Кулуев (Kuluev), 2012]. 

Эти трансгенные растения табака 35S::NtEXPA5 
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линий 1, 2, 3, 4, 5 и 6 выращивали на почве в течение 

двух месяцев без использования стадии 

проращивания в условиях in vitro. Для работы 

использовали трансгенные растения табака, несущие 

две копии трансгена NtEXPA5 в гомологичных 

хромосомах (гомозиготные линии). Для получения 

стерильных листовых эксплантов свежесобранные 

листья табака выдерживали в растворе 70% этанола в 

течение 1 мин и в 10% растворе белизны с 

добавлением 5 мкл Tween 20 (на 100 мл общего 

объема) в течение 10 мин. Затем листья промывали 5 

раз стерильной дистиллированной водой и нарезали 

их на отдельные экспланты размером 0.5 х 0.5 см. Для 

трансформации стерильных листовых эксплантов 

табака использовали штамм А4 Agrobacterium 

rhizogenes, который предварительно культивировали в 

жидкой среде LB с добавлением 100 мг/л 

рифампицина в течение суток. Затем культуры 

агробактерий центрифугировали при 4 тыс. об./мин в 

течение 10 минут при температуре 18°С, и осадок 

растворяли в 20 мл жидкой среды МС с добавлением 

100 мкМ ацетосирингона. Суспензию агробактерий 

культивировали на орбитальном шейкере при 

комнатной температуре в течение получаса, после 

чего проводили инокуляцию листовых эксплантов 

совместно с A. rhizogenes по стандартной методике 

[Дрейпер и др. (Draper et al.), 1991]. Затем экспланты 

подсушивали на стерильной фильтровальной бумаге и 

в течение двух суток сокультивировали с 

агробактериями (при 23°С) на агаризованной среде 

МС без добавления антибиотиков; после этого 

экспланты пересаживали на среду, содержащую 

дополнительно 300 мг/л цефотаксима для избавления 

от агробактерий. Культуры корней выращивали на 

безгормональной твердой среде МС при температуре 

25°С на свету. 

Все образованные на эксплантах 

волосовидные корни фрагментами длиной по 1.5-2 см 

помещались в отдельные чашки Петри и содержались 

при температуре воздуха 24°С в темноте. Была 

проведена предварительная селекция, для отбора 

наиболее активно растущих корней. После двух 

месяцев культивации на селективной среде МС 

фрагменты волосовидных корней (~1.2 см) вместе с 

апикальной меристемой, были пересажены на свежую 

среду МС. Все полученные в ходе эксперимента 

линии волосовидных корней были подвергнуты ПЦР-

анализу на наличие генов rolA и rolB при помощи 

праймеров AATTGCTACGAGGGGACGCTTTGT и 

ACGCTCCGCCGGTGGTCATACTTA, которые были 

подобраны нами ранее для амплификации фрагментов 

ДНК содержащих одновременно участки обоих rol-

генов. Наличие целевой генно-инженерной 

конструкции проверяли ПЦР-анализом при помощи 

праймеров к гену гигромицинфосфотрансферазы: 

CTACACAGCCATCGGTCCAGA и 

AAGCCGACAGCAGCAGTTTCATC. 

Интенсивность стрессовых факторов по 

отношению к волосовидным корням табака дикого 

типа была подобрана нами ранее таким образом, что 

они значительно (до 20 раз) замедляли рост, но 

вызывали гибель не более 10% корней. Для анализа 

стрессоустойчивости были использованы фрагменты 

волосовидных корней длиной ~1 см. Измерение 

параметров роста проводили на 30-й день 

изолированной культивации. Для каждой линии 

выборка составила 48 кончиков корней (n = 48). Все 

опыты проводили в комнатных условиях (24-26°С, 

отн. влажность 40-60%) без освещения. Во всех 

экспериментах использовали стандартную среду МС, 

для опытов с засолением в среду добавляли NaCl до 

150 мМ. Также использовали среды МС с 

добавлением 100 мкM ацетата кадмия, 100 мкM 

CuSO4 и 75 мM маннитола. В качестве контрольной 

линии, относительно которой делались выводы о роли 

трансгена, выступали линии волосовидных корней, 

созданные из нетрансгенных растений N. tabacum 

сорта Petit Havana линии SR1 (контроль, дикий тип). 

Результаты исследований представляли в 

виде гистограмм со средними значениями выборки. 

Барами обозначали стандартную ошибку среднего. 

Достоверность различий во всех экспериментах 

оценивали при помощи U-критерия Манна-Уитни. 

 

Результаты исследования 

В ходе работы были получены и размножены 

6 линий волосовидных корней, соответствующих 

линиям 1 - 6 трансгенных растений табака 

35S::NtEXPA5, созданных и исследованных нами 

ранее [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2013]. Таким 

образом, в работе были использованы волосовидные 

корни от шести независимых трансформационных 

событий. Также были получены волосовидные корни 

из растений табака дикого типа, которые 

использовались в качестве контроля. По каждой из 

семи исследуемых линий корней были пересажены по 

48 кончиков для экспериментов по 

морфометрическому анализу. Через 30 дней был 

измерен прирост корней по сравнению с изначальной 

длиной. Было показано, что в нормальных условиях 

все анализируемые линии волосовидных корней 

трансгенных растений росли быстрее, чем дикий тип 

(рис. 1А). В условиях засоления волосовидные корни 

трансгенных растений также росли лучше, чем в 

контроле (рис. 1Б). Лишь прирост линии 1 достоверно 

не превышал изменение длины корня дикого типа. 

При действии 75 мМ маннитола все линии 

волосовидных корней трансгенных растений 

достоверно превышали параметры роста контроля 

(рис. 1В).  
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Рис. 1. Прирост волосовидных корней за 30 дней культивирования 

на среде МС при нормальных условиях (А), при действии 150 

мМ NaCl (Б), при действии 75 мМ маннитола (В), при 

действии 100 мкM CuSO4 (Г) и при действии 100 мкM ацетата 

кадмия (Д). n = 48. * - p<0.01. 

Fig. 1. The growth of hairy roots for 30 days of cultivation on MS 

medium under normal conditions (A), under the influence of 150 mM 

NaCl (Б), under the influence of 75 mM mannitol (В), under the action 

of 100 μM CuSO4 (Г) and under the action of 100 μM cadmium 

acetate (Д). n = 48. * - p <0.01. 

 

 

 

Конститутивная экспрессия гена NtEXPA5 

также способствовала повышению устойчивости к 

тяжелым металлам. На среде с медью, а также на среде 

с кадмием трансгенные волосовидные корни росли 

лучше контроля (рис. 1Г, Д). В целом наиболее 

стабильно высокие для всех трансгенных линий 

результаты прироста волосовидных корней по 

сравнению с контролем были характерны для среды с 

75 мМ маннитолом. Наиболее высокие темпы роста во 

всех опытах было характерно для линии 3 

волосовидных корней. К примеру, на среде с кадмием 

волосовидные корни табака линии 3 удлинялись 

быстрее контроля на 77% (рис. 1Д). 

Для биотехнологического производства 

волосовидных корней больший интерес представляет 

не скорость удлинения, а возможность увеличения 

продуктивности, поэтому все анализируемые 

культуры волосовидных корней высушивали и 

определяли их сухой вес. При нормальных условиях 

сухой вес был достоверно больше контроля в линиях 

1, 4 и 5 (рис. 2А). При действии NaCl все линии 

корней трансгенных растений были больше по сухой 

массе, чем у контроля (рис. 2Б). На среде с 

маннитолом экспрессия гена NtEXPA5 также 

способствовала увеличению сухой массы, причем это 

было характерно для всех шести линий волосовидных 

корней (рис. 2В). Волосовидные корни 35::NtEXPA5 

также характеризовались повышенной устойчивостью 

к ионам меди, что выражалось в их более высоком 

сухом весе, чем у контроля при выращивании на среде 

с солью этого металла (рис. 3Г). Только линия 5 при 

этом достоверно не отличалась от контроля.  

Что касается кадмия, то в данном случае 

сухой вес от контроля достоверно не отличался у 

линий 2 и 3. В то же время линии 1, 4, 5 и 6 набирали 

больше сухого веса чем контрольные корни на среде 

со 100 мкM ацетата кадмия (рис. 2Д). В целом по 

результатам измерения сухого веса наибольшую 

стрессоустойчивость ко всем использованным в работе 

абиотическим факторам продемонстрировали линии 1 

и 4. Наиболее стабильную устойчивость волосовидные 

корни 35::NtEXPA5 демонстрировали к засолению и 

дефициту влаги, вызванному маннитолом. Тогда как в 

нормальных условиях и действии тяжелых металлов 

более высокий по сравнению с контролем сухой вес 

набирали лишь часть линий анализируемых 

волосовидных корней. 
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Рис. 2. Сухой вес волосовидных корней за 30 дней 

культивирования на среде МС при нормальных условиях 

(А), при действии 150 мМ NaCl (Б), при действии 75 мМ 

маннитола (В), при действии 100 мкM CuSO4 (Г) и при 

действии 100 мкM ацетата кадмия (Д). n = 48. * - p<0.01. 

Fig. 2. The dry weight of hairy roots for 30 days of cultivation 

on MS medium under normal conditions (A), with 150 mM 

NaCl (Б), with 75 mM mannitol (В), with 100 μM CuSO4 (Г) 

and with 100 μM cadmium acetate (Д). n = 48. * - p <0.01. 

Обсуждение 

Ген NtEXPA5 проявляет свою наибольшую 

активность в листьях, однако нами ранее был 

обнаружен высокий уровень экспрессии этого гена 

также в обычных корнях (Kuluev et al., 2016) и 

культурах волосовидных корней [Гумерова и др. 

(Gumerova et al.), 2018]. Конститутивная экспрессия 

гена NtEXPA5 способствовала улучшению роста 

обычных корней, как при нормальных условиях, так и 

при действии +12ºС и 50 мМ NaCl [Кулуев и др. 

(Kuluev et al.), 2018]. Исходя из этих данных, мы 

предположили, что сверхэкспрессия гена NtEXPA5 в 

волосовидных корнях также будет способствовать 

улучшению параметров их роста и 

стрессоустойчивости. В литературе отсутствовала 

информация о влиянии экспрессии экспансинов на 

рост волосовидных корней, поэтому планируемые 

нами исследования представлялись актуальными. В 

ходе проведенного исследования нами было доказано, 

что повышенная экспрессия гена NtEXPA5 приводит 

не только к улучшению роста, но и содействует 

большей продуктивности волосовидных корней, 

особенно при действии засоления и дефицита влаги. 

Полученные нами данные вероятнее всего связаны с 

прямыми функциями экспансинов в растительном 

организме, которые заключаются в обеспечении роста 

клеток растяжением. Клеточное растяжение 

реализуется за счет двух основных механизмов, а 

именно осмотического давления на клеточную стенку, 

развиваемого протопластом и контролируемого 

расхождения микрофибрилл целлюлозы [Кулуев, 

Сафиуллина (Kuluev, Safiullina), 2015]. Последний 

процесс регулируется ксилоглюканэндотрансгликозилазами, 

эндоглюконазами, экспансинами и др., причем именно 

экспансины вероятнее всего инициируют расхождение 

микрофибрилл целлюлозы за счет ослабления 

водородных связей между ними и ксилоглюканами, 

которые, наряду с пектиновыми веществами, являются 

основными компонентами первичных клеточных 

стенок двудольных растений [Горшкова (Gorshkova), 

2007]. При дефиците влаги растительным тканям 

весьма затруднительно индуцировать высокое 

осмотическое давление на компоненты клеточной 

стенки для поддержания роста клеток растяжением. 

Возможно при более высоком уровне экспрессии 

экспансинов, эти белки накапливаются в клеточной 

стенке в большем количестве и способствуют 

расхождению микрофибрилл целлюлозы даже при 

относительно низком уровне осмотического давления 

[Wu, Cosgrove, 2000; Sabirzhanova et al., 2005]. Нельзя 

исключать того, что экспансины могут на некоторое 

время поддержать рост клеток растяжением даже у 

нетургесцентных клеток, однако эти предположения 

нуждаются в дальнейшей проверке. С другой стороны 

при действии стрессовых факторов в клетке 
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увеличивается содержание активных форм кислорода 

[Wise et al., 1987], которые могут окислять или 

разрушать молекулы экспансинов, а конститутивная 

экспрессия этих белков, возможно, частично 

компенсирует эти потери. Однако точный механизм 

антистрессового эффекта экспансинов пока 

неизвестен, поэтому представляется актуальным 

продолжение исследований молекулярных основ 

индукции улучшения роста и увеличения 

стрессоустойчивости при повышенной экспрессии 

генов этого семейства белков. 

Волосовидные корни растений в современной 

биотехнологии используются для продуцирования 

ценных вторичных метаболитов [Кулуев и др. (Kuluev 

et al.), 2015], поэтому представляет большой интерес 

разработка подходов для повышения их 

продуктивности. Наши результаты показывают, что 

для этих целей могут быть использованы гены 

экспансинов. Волосовидные корни нами были 

получены из трансгенных растений табака, созданных 

ранее. Однако если главной целью планируемой 

исследовательской работы является создание 

волосовидных корней, то целесообразнее для этого 

проводить прямую одноступенчатую 

агробактериальную трансформацию, а именно 

использовать штаммы A. rhizogenes с внедренными в 

них целевыми генно-инженерными конструкциями и 

обрабатывать ими растения дикого типа. В таком 

случае можно получать волосовидные корни за один 

месяц, тогда как в случае получения полноценных 

трансгенных растений эта процедура может затянуться 

на многие месяцы экспериментальной работы. Причем 

при необходимости из волосовидных корней можно 

без труда регенерировать целые трансгенные растения 

[Knyazev et al., 2017, 2017a]. Исходя из 

вышесказанного, мы предлагаем использовать 

волосовидные корни табака в качестве модельного 

объекта для проверки функциональной полноценности 

и эффективности генно-инженерных конструкций, 

предназначенных для улучшения параметров роста и 

стрессоустойчивости растений. 
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