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AGROBACTERIUM�ОПОСЕРЕДКОВАНА ТРАНЗІЄНТНА
ЕКСПРЕСІЯ: ПЕРСПЕКТИВНИЙ ПІДХІД 
ДЛЯ МАСШТАБНОЇ ПРОДУКЦІЇ РЕКОМБІНАНТНИХ
БІЛКІВ У РОСЛИНАХ

Анотація: Agrobacterium�опосередкована транзієнтна експресія чужорідних генів в рослинах дає мож�
ливість швидко отримувати препаративні кількості рекомбінантних білків. З використанням гена ре�
портерного білка GFP розроблено методику ефективної транзієнтної експресії генів in planta, прове�
дено відбір видів рослин, найбільш придатних для транзієнтної експресії рекомбінантних білків, та
отримано препаративні кількості репортерного білка. Проведено інфільтрацію рослин N. benthamiana
та N. excelsior лініями агробактерії, які містили векторні конструкції для транзієнтної експресії генів
інтерферону або соматотропіну людини. Доведено присутність рекомбінантних інтерферону та сома�
тотропіну в сумарних екстрактах білків та доведено ідентичність отриманого рекомбінантного сома�
тотропіну із стандартним соматотропіном методами імуноферментного та електрофоретичного аналі�
зів. Показано наявність біологічної активності інтерферону або соматотропного гормону людини у
зразках екстрактів рослин, в яких було експресовано конструкції, що містили відповідні гени.
Ключові слова: біотехнологія, транзієнтна експресія, рекомбінантні білки, Nicotiana benthamiana,
Nicotiana excelsior, Agrobacterium.

1. СУЧАСНЕ ПОЛОЖЕННЯ 
І ПЕРСПЕКТИВИ РИНКУ 
ФАРМАЦЕВТИЧНИХ БІЛКІВ

У сучасній медицині широко використовують
препарати, одержані з використанням сучас�
них методів біотехнології; попит на ряд фар�
мацевтично цінних речовин зростає разом із
поширенням сфери їхнього застосування. До
таких препаратів належать антибіотики, сте�
роїди, моноклональні антитіла різних типів,
деякі ферменти і гормони людини, інтерфе�
рон та багато інших. Вони застосовуються
для лікування або/та діагностики багатьох
бактеріальних та вірусних захворювань, онко�
логічних хвороб або хвороб, пов'язаних з по�
рушенням обміну речовин. Об'єм продажу
рекомбінантного альбуміну, який виробля�

ється компанією Enzon (США), у грошовому
вимірі складав приблизно 4,5 млрд дол. США
(далі – дол.), соматотропіну (компанії Gene�
netech (США) та Eli Lilly (США)) – 2,3 млрд
дол., інсуліну (компанія Eli Lilly) – 1,4 млрд
дол. на рік. Протягом останніх років ринок
моноклональних антитіл зріс з 3 млрд дол. в
2002 р. до сьогодні майже вдвічі; в 2008 р. очі�
кується 8 млрд дол. В цілому, експерти оціню�
ють кількість наявних та тих, що з'являться
найближчим часом, фармацевтичних продук�
тів білкової природи приблизно в 1 200 оди�
ниць. Об'єм продажу їх складав 42 млрд дол.
у 2005 р. і, за прогнозами експертів, зросте до
100 млрд дол. у 2010 р. [1]. 

Особливий інтерес для сучасної фарма�
кології представляє біотехнологічне вироб�
ництво терапевтично цінних білків людини,
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раїні в 2000 р. об'єм продажу інтерферону ста�
новив близько 200 000 дол. і продовжує збіль�
шуватися разом із збільшенням загального
фармацевтичного ринку [5].

2. ПОРІВНЯЛЬНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ
СИСТЕМ ДЛЯ ЕКСПРЕСІЇ 
РЕКОМБІНАНТНИХ БІЛКІВ

Незважаючи на приклади успішного викори�
стання мікроорганізмів для масштабної про�
дукції білків із застосуванням технологій ре�
комбінантних ДНК (компанії Eli Lilly та Ge�
nenetech вже давно розробили протоколи ви�
робництва рекомбінантного інсуліну та сома�
тотропіну за допомогою Escherichia coli [6, 7]),
такий метод має ряд недоліків. Так, кінцевий
продукт може значно відрізнятися від одер�
жаного з бактерії, що впливає на фармаколо�
гічну активність та якість препарату. Білки,
які звичайно синтезуються клітинами людини
у глікозильованій формі (напр., ерітропоетін
та ін.) не глікозилюються бактеріями; прокарі�
отичні системи біосинтезу не завжди здатні
синтезувати нативні форми білка; високий рі�
вень бактеріальної експресії часто супровод�
жується внутрішньоклітинним пакуванням
білків, що призводить до втрати їхньої актив�
ності. 

Нещодавно було показано можливість
отримання рекомбінантного соматотропіну
людини із молока мишей та кіз з використан�
ням вектора на основі аденовірусу [8]. Проте
слід зазначити, що використання клітин тва�
рин для отримання рекомбінантних білків є
звичайно дуже дорогим методом і часто не
виправдовує витрат. Крім того, собівартість
продукту підвищується через необхідність
очищувати білки від бактеріальних ендоток�
синів або вірусів тварин [9, 10]. Тому виключ�
но перспективним шляхом для отримання ко�
мерційних кількостей терапевтично цінних
білків стала розробка методів їх гетерологіч�
ної експресії у рослинах і рослинних клітин�

оскільки, з одного боку, такі препарати мають
винятково широку область застосування в ме�
дицині, з іншого – обмежене природне дже�
рело одержання робить їх цінними продукта�
ми на всесвітньому фармацевтичному ринку.
Виробництвом рекомбінантних білків, вклю�
чаючи інтерферон та соматотропін, займають�
ся такі компанії: Genenetech (США), Amgen
(США), Eli Lilly (США), Crucell (Нідерлан�
ди), Vivalis (Франція) та ін. 

Соматотропін або гормон росту людини
– це білок, який синтезується у гіпофізі та є
необхідним для нормального формування кіс�
ток. Структура білка є видоспецифічною, тому
для лікування хворих з недостатністю цього
гормону можна використовувати тільки гор�
мон росту людини. На сьогодні рекомбінант�
ний соматотропін в Україні не виробляється і
в клініках використовують дорогі імпортні
препарати. Необхідно зазначити, що деякі
фармакологічно цінні білки (включаючи со�
матотропін та інтерферон) втратять патент�
ний захист у найближчі роки або вже втрати�
ли його. Це ще раз підкреслює необхідність
налагодження їх промислового виробництва
в Україні. 

Інтерферони являють собою перспектив�
ний і надзвичайно цінний об'єкт для біотех�
нологічного виробництва. Це група білків, які
здатні індукувати як локальні, так і системні
антивірусні та антибактеріальні реакції в клі�
тинах людини. Лейкоцитарний інтерферон (ін�
терферон�α) пригнічує вірус герпесу, а також
використовується для терапії гепатиту В та С.
Крім того, інтерферони інгібують проліфера�
цію клітин, що робить їх, таким чином, потен�
ційно протипухлинним засобом, і модулюють
імунну систему [2–4]. Сучасний ринок прода�
жу рекомбінантного інтерферону досить ве�
ликий (близько 6 млрд дол. у 2004 р.), але ви�
трати на його процесінг in vitro в бактеріаль�
них системах і подальшу очистку роблять
цей білок досить дорогим товаром на світово�
му ринку фармацевтичних препаратів. В Ук�
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них системах, що має певні переваги у порів�
нянні з іншими технологіями, а саме:
– рослинні системи більш економічні, ніж

індустріальні комплекси, які використо�
вують біореактори; 

– технології вирощування рослин на полях
в індустріальних масштабах і їх збору роз�
роблені і доступні, що гарантує фактично
необмежене джерело рослинного матеріа�
лу;

– стадія очищення може бути вилучена, ко�
ли рослинні тканини, які містять реком�
бінантні білки, використовуються у їжу
(їстівні вакцини);

– рослини здатні направляти продукти ек�
спресії у внутрішньоклітинні компартмен�
ти, що забезпечує їх стабільність; 

– можлива експресія рекомбінантного білка
у хлоропластах, що дозволяє акумулюва�
ти надзвичайно високу кількість продукту,
порівнянну з бактеріальними системами;

– ризик забруднення бактеріальними ток�
синами чи потенційними патогенами лю�
дини мінімальний.

Використання рослинних систем для ви�
робництва фармацевтично цінних білків є не
тільки новою, але й безумовно економічно
вигідною технологією у порівнянні з іншими
системами, в тому числі з трансгенними твари�
нами або культурою тваринних клітин. Вартість
рекомбінантних антитіл при рівні експресії по�
рядку 50 мг/кг рослинної біомаси складає
близько 100 дол. за 1 г, у порівнянні з 1 000 дол.
за 1 г білків, одержаних з трансгенних тварин,
або 5 000 дол. за 1 г білків, одержаних з культу�
ри клітин ссавців [10]. Подібні дані наводить та�
кож Дав [11], порівнюючи різні експресійні си�
стеми: оціночна вартість 1 г сирого продукту,
який містить рекомбінантні білки, складає
150 дол. при використанні культури клітин
ссавців, 1–2 дол. – молока або яєць трансгенних
тварин та 0,05 дол. – рослинних систем екс�
пресії. Щодо бактеріальних систем біосинтезу,

то їх основні економічні недоліки часто зво�
дяться до необхідності подальшого процесінгу
рекомбінантних еукаріотичних білків. Напри�
клад, 60 % від загальних витрат при ко�
мерційному виробництві інсуліну пов'язані з
подальшою in vitro модифікацією кінцевого
продукту – утворенням дисульфідних містків
та відщепленням метіоніну [12]. 

3. ТРАНЗІЄНТНА ЕКСПРЕСІЯ 
РЕКОМБІНАНТНИХ БІЛКІВ 
В РОСЛИНАХ 

Попередні дослідження [13–16] показали мо�
жливість експресії генів соматотропіну та ін�
терферону людини в тютюні та картоплі.
Проте рівень експресії рекомбінантних білків
у рослинах при конститутивній ядерній транс�
формації був досить низьким, менше 1 % су�
марного розчинного білка, що необхідно для
отримання комерційної кількості продукту.
Подолати цю проблему можна, використавши
експресію чужорідних генів у хлоропластах.
У цьому випадку рівень експресії може досяга�
ти бактеріального рівня і скласти до 47 % су�
марного розчинного білка [17]. Але цей метод
вимагає значних затрат часу на отримання транс�
генних рослин. До того ж, коло видів рослин,
для яких було отримано пластидні трансфор�
манти, залишається досить вузьким [18].

Інший підхід, який дає можливість швид�
ко отримати значні кількості рекомбінантних
білків, базується на транзієнтній експресії пе�
ренесених генів в рослинних клітинах без їх ста�
більної інтеграції в геном. Перспективи і пе�
реваги цього методу були описані в [19–21].
Як було показано, транзієнтна експресія здій�
снюється шляхом Agrobacterium�опосередко�
ваного введення плазмідних векторів в кліти�
ни без їх інтеграції у геном. Експресія введе�
ного трансгена відбувається протягом певно�
го часу, після чого чужорідна ДНК елімінуєть�
ся. Підсилення експресії можна досягти шля�
хом одночасного введення супресора сайлен�
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сінгу чужорідних генів [22]. Таким чином мож�
на швидко отримати значні кількості реком�
бінантного білка. Залежно від типу генетичної
конструкції, яку використовували для тран�
зієнтної експресії, максимальний рівень на�
копичення білка спостерігався через 4 дні –
1–2 тижні після введення чужорідних генів.

Це може бути надзвичайно важливим у випад�
ку отримання пухлино�специфічних антитіл
для лікування онкологічних захворювань,
оскільки у цьому випадку час є лімітуючим
фактором для отримання рекомбінантного біл�
ка. Ще однією безсумнівною перевагою тран�
зієнтної експресії є її безпечність з точки зо�

Рис. 1. Вміст репортерного білку GFP: а – у листках рослин N. benthamiana, які знаходяться на різних стадіях
розвитку; б – залежність рівня накопичення GFP в N. benthamiana від позиції листка рослини. СРБ – сумарний
розчинний білок

а

б
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ру небажаного розповсюдження трансгенних
організмів, оскільки в цьому випадку не від�
бувається встроювання чужорідних генів в
організм рослини�господаря, які можуть бу�
ти передані з пилком. Метод транзієнтної ек�
спресії дає також змогу швидко протестувати
різні об'єкти з метою створення високопро�
дуктивних рослинних ліній та оптимізувати
умови гетерологічної експресії. 

Шляхом транзієнтної експресії із рослин
було отримано великий набір рекомбінантних
білків, включаючи фармацевтично цінні біл�
ки: соматотропний гормон, апротінін, інтер�
ферон, рекомбінантний Yersinia pestis антиген
тощо [21, 23, 24].

4. РОЗРОБКА ПРОТОКОЛУ 
ДЛЯ ЕФЕКТИВНОЇ ТРАНЗІЄНТНОЇ 
ЕКСПРЕСІЇ ЧУЖОРІДНИХ ГЕНІВ 
В РОСЛИНАХ

У дослідах по розробці робочої методики
ефективної транзієнтної експресії чужорідних
генів в рослинах як модель ми використову�
вали зелений флуоресцентний білок (Green
Fluorescent Protein, GFP) [25]. Цей білок тва�
ринного походження здатний до флуоресцен�
ції в зеленій області (з максимумом емісії при
довжині хвилі 509 нм) при опромінюванні
ультрафіолетовим або синім світлом. Відпо�
відну експресійну систему вводили в рослин�
ні клітини шляхом інфільтрації листків сус�
пензією агробактерій (Agrobacterium tumefa(
ciens), які містили ген GFP під контролем 35S
промотору вірусу мозаїки цвітної капусти
(ВМЦК) [26] у складі T�ДНК бінарного векто�
ра. Для підвищення рівня гетерологічної екс�
пресії в листки одночасно вводили ген вірус�
ного супресора сайленсінгу р19, що, як було
показано, дає можливість збільшити інтен�
сивність та час транзієнтної експресії [22].

Останнім часом кілька видів культурних
рослин було перевірено як об'єкти для гете�
рологічної експресії різних типів білків. Серед

них найчастіше використовується тютюн, потім
люцерна, картопля, рис (насіння), пшениця (на�
сіння) та ін. [10, 27]. Потенційний щорічний уро�
жай біомаси тютюну може досягати 100 т/га,
що дає можливість отримати комерційні кіль�
кості продукту навіть при низькому рівні ек�
спресії, тоді як зернові культури дають 3–6 т
зерна з 1 га щорічно. Інші переваги використан�
ня тютюну полягають у легкості генетичного
маніпулювання з цією рослиною. Тому як ос�
новний об'єкт дослідження ми використовува�
ли представників роду Nicotiana. Оптимізацію
методів введення векторної ДНК у рослинні
клітини проводили, використовуючи рослини
N. benthamiana – модельний вид для дослідів
транзієнтної експресії генів у рослинах [22, 28].

Було визначено стадію розвитку рослин
N. benthamiana, на якій спостерігається най�
вищий рівень накопичення репортерного біл�
ка GFP. При дослідженнях були перевірені
рослини, які знаходилися на трьох різних ста�
діях розвитку – молоді рослини з 6–8�ма пов�
ністю розкритими листками, рослини перед
цвітінням та рослини, які інтенсивно цвіли.
Встановлено, що найбільший рівень GFP
(3,8 % ± 1,1 % від сумарного розчинного білка)
спостерігався у рослин N. benthamiana перед
цвітінням (рис. 1, а). Було також встановлено
залежність рівня накопичення GFP внаслі�
док транзієнтної експресії відповідного гена
під контролем 35S промотору ВМЦК від по�
ложення листка рослини N. benthamiana. Ек�
спериментально було перевірено вміст GFP у
1�му – 8�му листках від апексу і визначено,
що найвищий рівень накопичення репортер�
ного білка спостерігається у 2�му – 4�му ли�
стках (рис. 1, б) [29].

Була визначена динаміка транзієнтної
експресії гена репортерного білка GFP під
контролем 35S промотору ВМЦК у рослинах
N. benthamiana. Після введення векторної
ДНК у листки рослин N. benthamiana нако�
пичення GFP спостерігається з другої доби і
досягає максимального рівня на 4–5�у добу,
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залишаючись стабільним до 8�ї доби, після
чого вміст GFP поступово знижується, що
добре збігається з літературними даними [22].

5. ВІДБІР НАЙБІЛЬШ ПРИДАТНИХ 
ДО ТРАНЗІЄНТНОЇ ЕКСПРЕСІЇ 
РЕКОМБІНАНТНИХ БІЛКІВ 
ВИДІВ РОСЛИН РОДУ NICOTIANA

Оскільки N. benthamiana має невелику біомасу
в порівнянні з деякими іншими видами тютю�
нів, то ми провели пошук серед видів цього ро�
ду іншої рослини�хазяїна, яка б суміщала знач�
ну біомасу з високим рівнем транзієнтної екс�
пресії (Sindarovska et al., 2004). Було перевіре�
но 6 видів цього роду і визначено 3 з них
(N. benthamiana, N. excelsior, N. exigua), які де�
монстрували найвищий рівень накопичення
репортерного білка GFP внаслідок тран�
зієнтної експресії відповідного гена під контро�
лем 35S промотору ВМЦК (3,8 ± 1,1 %,
2,0 ± 0,5 % та 3,7 ± 1,4 % від сумарного розчин�
ного білка відповідно). Інші види (N. debneyi,
N. maritima, N. simulans) також були здатні до
транзієнтної експресії GFP, але на нижчому
рівні (0,4 ± 0,2 %, 0,3 ± 0,03 %, 0,6 ± 0,2 % від су�
марного розчинного білка відповідно) (рис. 2).

У наступній серії дослідів ген репортерно�
го білка вводили в рослинні клітини в складі
генетичних конструкцій, які містили крім ге�
на GFP також гени двох вірусних білків: по�
лімерази, здатної синтезувати копії транскрип�
ту гена GFP, та білка, що забезпечує розпов�
сюдження цих копій по сусідніх рослинних
клітинах. Для інфільтрації застосовували си�
стему з трьох векторів, які сумісно вводяться
в рослинну клітину; PhiC31 рекомбіназа об'єд�
нувала перенесені частини векторів в один блок.
Таку систему для транзієнтної експресії було
розроблено і доведено її високу ефективність
компанією Icon Genetics GmbH (ФРН) [19].
Вищезгадані векторні конструкції було отри�
мано в рамках наукового співробітництва
Міжнародного інституту клітинної біології
НАН України з компанією Icon Genetics
GmbH (ФРН). 

Використання системи векторів з елемен�
тами вірусного геному дало можливість значно
збільшити вміст GFP внаслідок транзієнтної
експресії відповідного гена у рослинах видів
N. benthamiana та N. excelsior (до 16,2 ± 11,2 %
та 63,5 ± 26,8 % від сумарного розчинного біл�
ка відповідно). Ці показники перевищують рі�
вень транзієнтної експресії гена GFP під кон�

Рис. 2. Вміст репортерного білка GFP у листках рослин роду Nicotiana після транзієнтної експресії відповідного
гена під контролем 35S промотору ВМЦК. СРБ – сумарний розчинний білок
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тролем 35S промотору ВМЦК у наведених
видах рослин приблизно у 4 та 32 рази відпо�
відно. Значно нижчий вміст репортерного біл�
ка при використанні конструкцій з елемента�
ми вірусного геному спостерігався у росли�
нах виду N. simulans (5,0 ± 2,3 % від сумарного
білка, що у 8 разів більше, ніж при транзієн�

тній експресії гена GFP під контролем 35S про�
мотору). У рослинах видів N. debneyi, N. exigua
та N. maritima при використанні конструкцій з
елементами вірусного геному не було вияв�
лено утворення репортерного білка (рис. 3).

Оскільки біомаса листків N. excelsior та
N. exigua значно перевищує таку у N. bentha(

Рис. 3. Вміст репортерного білка GFP у листках рослин роду Nicotiana після транзієнтної експресії відповідного
гена з використанням генетичних конструкцій з елементами вірусного геному. СРБ – сумарний розчинний білок

Рис. 4. Порівняння корисної біомаси листків N. excelsior, N. exigua та N. benthamianа



Інноваційні проекти Національної академії наук України

НАУКА ТА ІННОВАЦІЇ. № 6, 200672

miana (рис. 4), то ці два види можуть бути ви�
користані як альтернативні об'єкти для отри�
мання рекомбінантних білків шляхом тран�
зієнтної експресії. Більше того, високий рівень
накопичення репортерного білка спостері�
гався у N. excelsior при використанні обох ти�
пів експресійних систем.

6. ІДЕНТИФІКАЦІЯ 
РЕПОРТЕРНОГО БІЛКА

Для ідентифікації репортерного білка прово�
дили розділення білків методом електрофо�
резу в поліакріламідному гелі в присутності
додецилсульфату натрію. Розчини білків змі�
шували з буфером для зразків і наносили у
лунки гелю без попередньої денатурації кип'я�
тінням. Репортерний білок GFP спостерігали
безпосередньо після закінчення електрофоре�
зу, освітлюючи гель ультрафіолетовим та си�
нім світлом за допомогою ручної лампи. Для
візуалізації інших білків гель забарвлювали
реактивом Кумасі [30].

Електрофоретичний аналіз сумарних ек�
страктів білків контрольних (інфільтрованих
агробактеріями, які не містили вектора з геном
GFP) та дослідних рослин видів роду Nicotiana
довів, що у контрольних рослинах не містить�
ся GFP, тоді як репортерний білок, отриманий
внаслідок транзієнтної експресії, має таку ж мо�
лекулярну масу, як і стандартний GFP (рис. 5).

7. ПРЕПАРАТИВНА ЕКСПРЕСІЯ 
РЕПОРТЕРНОГО БІЛКА У РОСЛИНАХ

З метою отримання максимально можливої
кількості виходу репортерного білка GFP з
однієї рослини за розробленим протоколом
було проведено інфільтрацію цілих рослин
N. benthamiana і N. excelsior генетичними кон�
струкціями з елементами вірусного геному
([19], див. також розділ 5). Суспензію агро�
бактерій (максимальну кількість) вводили у
1�й–5�й листки від апексу. Рослинний мате�
ріал збирали на 18�у добу після інфільтрації.

Запропонована нами схема очищення ре�
портерного білка з рослин включає такі стадії:

Рис. 5. Розділення екстрактів рослин роду Nicotiana
методом електрофорезу (електрофорез проводився
без теплової денатурації зразків): 1 – стандартний GFP;
2 – екстракт контрольної рослини N. benthamiana;
3 – екстракт рослини N. benthamiana, в якій тран�
зієнтно експресували ген GFP під контролем 35S про�
мотору ВМЦК; 4 – екстракт рослини N. benthamiana,
в яку було введено генетичні конструкції з елементами
вірусного геному; 5 – екстракт контрольної рослини
N. excelsior; 6 – екстракт рослини N. excelsior, в якій
транзієнтно експресували ген GFP під контролем 35S
промотору ВМЦК; 7 – екстракт рослини N. excelsior,
в яку було введено генетичні конструкції з елемента�
ми вірусного геному

Рис. 6. Електрофоретичне розділення білків фракцій
із найбільшим вмістом GFP після аніонообмінної хро�
матографії: 1 – стандартні маркерні білки; 2 – білко�
вий екстракт до нанесення на колонку; 3 – фракція
110–115 мл; 4 – фракція 120–125 мл; 5 – фракція
130–135 мл. GFP позначено стрілкою
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– екстракція білків з тканини листків 0,1 М
калій�фосфатним буфером (рН = 7,8);

– фракціонування за допомогою сульфату
амонію;

– аніонообмінна хроматографія.

На стадії висолювання білка сульфатом
амонію (50–70 % насичення) коефіцієнт очи�
щення складав приблизно 2. Подальше хро�
матографічне очищення з використанням
аніонообмінної хроматографії на колонці Q�
Sepharose FF (Amersham) дало можливість
отримати майже чистий білок GFP (більше
95 %), що було доведено методом електрофо�
резу у поліакріламідному гелі в присутності
додецилсульфату натрію (рис. 6). Таким чином,
нами було отримано близько 15 мг репортер�
ного білка GFP.

8. ПРОВЕДЕННЯ ТРАНЗІЄНТНОЇ 
ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ СОМАТОТРОПІНУ
ТА ІНТЕРФЕРОНУ 
В ОРАНЖЕРЕЙНИХ РОСЛИНАХ

Для транзієнтної експресії гена соматотроп�
ного гормону людини та інтерферону ми ви�
користовували протокол, який було розроб�
лено для репортерного білка GFP [29, 31].
Оскільки два види тютюнів (N. benthamiana
та N. excelsior) показали високий рівень нако�
пичення репортерного білка у випадку, коли
експресію проводили з використанням кон�
струкцій, які містили елементи вірусного ге�
ному, то оранжерейні рослини цих двох видів
було використано як основні рослини�госпо�
дарі для транзієнтної експресії гена соматот�
ропного гормону людини та інтерферону.

З метою отримання максимальної кількості
білка з однієї рослини було проведено
інфільтрацію цілих рослин N. benthamiana і
N. excelsior генетичними конструкціями з еле�
ментами вірусного геному ([19]; див. також
розділ 5), що містили замість гена GFP гени со�
матотропіну або інтерферону. Суспензію агро�

бактерій (максимально можливу кількість) вво�
дили у 1�й–5�й листки від апексу. Для контролю
ефективності транзієнтної експресії в один із
листків було інфільтровано конструкцію з геном
репортерного білка GFP. Рослинний матеріал
збирали на 18�у добу після інфільтрації. Свіжу або
заморожену рідким азотом тканину листків ек�
страгували і отриманий екстракт використовува�
ли для електрофоретичного визначення білків,
хроматографічного розділення, імуноферментно�
го аналізу або визначення біологічної активності.

Електрофоретичний аналіз сумарних ек�
страктів білків контрольних та дослідних
рослин N. benthamiana показав, що, як і у ви�
падку із експресією репортерного білка, після
інфільтрації спостерігається зміна спектра біл�
ків, які синтезуються в рослині, зменшується
концентрація основного рослинного білка –
рібулозобісфосфаткарбоксилази�оксигенази.
Було також відмічено наявність на доріжках
з білковими екстрактами з інфільтрованих ро�
слин білків, які мають таку ж молекулярну
масу, як і стандартний соматотропін та інтер�
ферон. У контрольних екстрактах такі білки
не спостерігалися. Аналогічні дані було отри�
мано при інфільтрації рослин іншого, пер�
спективного з точки зору проведення транзі�
єнтної експресії, виду Nicotiana – N. excelsior,
який також показував високий рівень нако�
пичення маркерного білка. 

Слід зазначити, що накопичення реком�
бінантного соматотропіну та інтерферону, от�
риманого шляхом транзієнтної експресії, в
тканині листків виявилось нижчим від нако�
пичення репортерного білка GFP. Такий факт
можна пояснити більшою токсичністю даних
білків для рослинної клітини у порівнянні із
GFP, який було спеціально адаптовано для
успішної експресії в рослинах [25]. Це підтвер�
джується й тим фактом, що у рослин, ін�
фільтрованих Agrobacterium з генетичними
конструкціями, які містили ген соматропіну
людини, було відзначено значний рівень не�
кротизації інфільтрованих ділянок. 
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Наявність рекомбінантного соматотропі�
ну в екстрактах рослинної тканини було також
підтверджено імуноферментним аналізом. В
результаті на електрофореграмі на доріжках з
попередньо нанесеними екстрактами білків
інфільтрованих рослин було виявлено гібри�
дизацію білку з антитілами до людського со�
матотропіну. У контрольних же екстрактах
гібридизація не спостерігалася. 

Були проведені оцінки біологічної актив�
ності рекомбінантних соматотропіну та інтер�
ферону [32], отриманих шляхом транзієнтної
експресії, і показана наявність біологічної ак�
тивності у зразках екстрактів рослин, інфільт�
рованих як конструкціями з геном інтерфе�
рону, так і конструкціями для експресії сома�
тотропного гормону людини. Отримані ре�
зультати показують, що рекомбінантні сома�
тотропін і інтерферон, отримані шляхом тран�
зієнтної експресії відповідних генів у росли�
нах, можуть бути використані для потреб
фармакологічної промисловості разом з ана�
логами, які мають інше джерело походження. 

9. ВИСНОВКИ 

Agrobacterium�опосередкована транзієнтна
експресія чужорідних генів у рослинах дає
змогу швидко отримувати препаративні кіль�
кості рекомбінантних білків. Використовую�
чи репортерний білок GFP, ми розробили ме�
тодику ефективної транзієнтної експресії генів
in planta, провели відбір видів рослин, найбільш
придатних для транзієнтної експресії реком�
бінантних білків. Було протестовано 6 видів
роду Nicotiana і визначено 3 з них (N. bentha(
miana, N. excelsior, N. exigua), які демонстру�
вали найвищій рівень накопичення репор�
терного білка GFP внаслідок транзієнтної ек�
спресії відповідного гена під контролем 35S
промотору ВМЦК та/або внаслідок транзієнт�
ної експресії векторних конструкцій з елемен�
тами вірусного геному. Нами було доведено
ідентичність отриманого рекомбінантного біл�

ка зі стандартним GFP методами флюороме�
тричного та електрофоретичного аналізів.
Запропоновано схему очищення репортерного
білка GFP з рослин методами рідинної хро�
матографії, включаючи преципітацію сульфа�
том амонію й іонообмінну хроматографію та
отримано препаративні кількості репортер�
ного білка.

Нами також проведено масштабну інфільт�
рацію рослин N. benthamiana та N. excelsior лі�
ніями агробактерії, які містили конструкції з
елементами вірусного геному для транзієнт�
ної експресії генів інтерферону та соматотро�
піну людини. Показано присутність рекомбі�
нантних інтерферону та соматотропіну в су�
марних екстрактах білків та доведено ідентич�
ність отриманого рекомбінантного соматот�
ропіну зі стандартним соматотропіном мето�
дами імуноферментного та електрофоретич�
ного аналізів. В екстрактах білків рослин, ін�
фільтрованих як конструкціями, які містили
ген інтерферону, так і конструкціями для ек�
спресії соматотропного гормону людини, бу�
ла виявлена наявність відповідної біологіч�
ної активності. Таким чином, розроблена ме�
тодика дає можливість швидко отримувати
препаративні кількості рекомбінантних білків
(включаючи фармакологічно цінні білки) з ро�
слин.

Робота була проведена в рамках проек�
тів: "Розробка методів та одержання препара�
тивних кількостей фармакологічно цінних біл�
ків людини шляхом їх гетерологічної експре�
сії в рослинних системах" (договір з МОН
України ДП/148�2003 від 26.06.2003 р.);
"Одержання препаративних кількостей фар�
макологічно цінних білків людини шляхом їх
транзієнтної експресії в рослинних системах"
(договір з НАН України № 15к від 25.03.2004 р.);
"Розробка технології препаративного одержан�
ня фармацевтичних рекомбінантних білків в
рослинах на прикладі соматотропіну люди�
ни"(договір з НАН України № 26 від
01.08.2005 р.).
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Н. Я. Спивак, Н. В. Кучук. AGROBACTERIUM�ОПОСРЕДОВАННАЯ ТРАНЗИЕНТНАЯ
ЭКСПРЕССИЯ: ПЕРСПЕКТИВНЫЙ ПОДХОД ДЛЯ МАСШТАБНОЙ ПРОДУКЦИИ РЕКОМ�
БИНАНТНЫХ БЕЛКОВ В РАСТЕНИЯХ.
Аннотация: Agrobacterium�опосредованная транзиентная экспрессия чужеродных генов в растениях
позволяет быстро получать препаративные количества рекомбинантных белков. С использованием
гена репортерного белка GFP нами была разработана методика эффективной транзиентной экспрес�
сии генов in planta, проведена селекция видов растений, наиболее пригодных для транзиентной экс�
прессии, и получены препаративные количества репортерного белка. Нами была также проведена ин�
фильтрация растений N. benthamiana и N. excelsior агробактериями, содержащими векторные конст�
рукции для транзиентной экспрессии генов интерферона или соматотропина человека. Показано
присутствие рекомбинантного интерферона и соматотропина в суммарных экстрактах белков и дока�
зана идентичность полученного рекомбинантного соматотропина со стандартным соматотропином
методами иммуноферментного и електрофоретического анализов. Продемонстрировано также нали�
чие биологической активности в образцах экстрактов растений, в которых были экспрессированы
конструкции, содержащие ген интерферона или соматотропного гормона человека.
Ключевые слова: биотехнология, транзиентная экспрессия, рекомбинантные белки, Nicotiana ben(
thamiana, Nicotiana excelsior, Agrobacterium.
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vak, N. V. Kuchuk. AGROBACTERIUM�MEDIATED TRANSIENT EXPRESSION: A PERSPECTIVE
APPROACH FOR HIGH�SCALE PRODUCTION OF RECOMBINANT PROTEINS IN PLANTS.
Abstract: Agrobacterium�mediated transient expression of foreign genes in plants allows fast obtaining of
preparative amounts of recombinant proteins. The manuscript describes optimization of transient expres�
sion protocol in planta using a green fluorescent protein (GFP) as a reporter protein, selection of the opti�
mal host species and purification of the preparative amount of the reporter protein. Using the developed
protocol we have expressed in N.benthamiana and N.excelsior vector systems harboring interferon or human
somototropin genes. The identity of recombinant interferon and somatotropin with the standards has been
proved with electrophoretic and immunoblotting analyses. The corresponding biological activities have
been found in the crude protein extracts of plants infiltrated with constructions containing interferon or
somatotropin gene.
Keywords: biotechnology, transient expression, recombinant proteins, Nicotiana benthamiana, Nicotiana
excelsior, Agrobacterium.


