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ВВЕДЕНИЕ

Резвератрол (3,5,4�тригидростилбен) – это
фитоалексин, который синтезируется в некото�
рых растениях (например, в растениях сосны, ви�
нограда, арахиса). Виноград, в том числе дикий
виноград Vitis amurensis Rupr., является основным
источником этого вещества. Одно из самых цен�
ных фармакологических свойств резвератрола –
разностороннее противоопухолевое действие [1];
кроме того, этот известный антиоксидант облада�
ет антибактериальным и противовирусным дей�
ствием [2, 3]. Многочисленные исследования
свидетельствуют о способности резвератрола по�
ложительно влиять на сердечно�сосудистую,
нервную систему человека, а также о гепатопро�
текторных свойствах этого вещества [4].

Биосинтез стильбенов, в том числе и резвера�
трола, идет по фенилпропаноидному пути [5].
Фенилаланинаммиак�лиаза (PAL) – первый фер�
мент на этом пути, катализирует дезаминирова�

ние фенилаланина, превращая его в коричную
кислоту. Стильбенсинтаза (STS) конденсирует
три молекулы малонил�КоА с одной молекулой
кумарил�КоА, конечным продуктом этой реак�
ции является резвератрол [6]. Известно, что гены,
кодирующие ферменты PAL и STS, представлены
мультигенными семействами. Так, у близкого к
V. amurensis вида V. vinifera насчитывается около
13 генов PAL и 21�43 гена STS [7, 8]. Большое чис�
ло генов биосинтеза стильбенов вызывает инте�
рес исследователей. Полиморфизм генов вторич�
ного метаболизма связывают с особенностями
функционирования белковых продуктов этих ге�
нов и разнообразием стимулов, в ответ на кото�
рые эти гены экспрессируются [9–13]. Так, из�
вестно, что кроме участия в биосинтезе вторичных
метаболитов, белки PAL могут участвовать в процес�
сах одревеснения [10, 12], в биосинтезе стрессовых
гормонов [11]. Также установлено, что скорость дез�
аминирования фенилаланина белком Arabidopsis
thaliana AtPAL3 более, чем в 10 раз уступает активно�
сти AtPAL1, AtPAL2, AtPAL4 [13].

Ранее была изучена экспрессия генов PAL и
STS в rolB трансгенных культурах клеток V. amu�
rensis [14]. Трансгенные клеточные культуры rolB
V. amurensis различаются уровнем экспрессии
трансгена, а также содержанием резвератрола
[15]. Установлено, что трансформация геном rolB
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Agrobacterium rhizogenes, при условии достаточной
экспрессии трансгена, приводит к значительному
повышению содержания резвератрола в транс�
формированных клеточных культурах [15]. При
этом суммарная экспрессия генов семейств VaPAL и
VaSTS возрастала в rolB трансгенных культурах
клеток по сравнению с контролем, однако не бо�
лее, чем в 3.8 раза [14]. Суммарная экспрессия ге�
нов VaPAL возрастала за счет увеличения экспрес�
сии двух из трех экспрессирующихся генов PAL, в
то время как суммарная экспрессия генов VaSTS
нарастала за счет увеличения экспрессии шести
из семи экспрессирующихся генов VaSTS [14]. На
основе полученных данных, а также анализа ли�
тературы было высказано предположение о том,
что rolB значительно увеличивает содержание
резвератрола в культуре клеток V. amurensis за счет
увеличения экспрессии тех генов PAL и STS, что
необходимы для активной продукции этого веще�
ства исследуемыми культурами.

Несмотря на интенсивные исследования, не
раскрыт механизм работы онкогенов rol, иниции�
рующих процесс неопластической трансформа�
ции клеток растений и активирующих биосинтез
вторичных метаболитов. Ранее предполагали, что
гены rol влияют на протекание физиологических
процессов в растительных клетках, изменяя их
гормональный баланс. Считалось, что ген rolB ко�
дирует фермент, расщепляющий гликозиды ИУК
[16]. Однако позже выяснилось, что уровни сво�
бодной и связанной ИУК не изменялись в расте�
ниях, экспрессирующих ген rolB [17]. Позднее
было показано, что белок RolB обладает тирозин�
фосфатазной активностью [18]. Важным откры�
тием последних лет явилось то, что RolB способен
взаимодействовать с белком 14�3�3 и модулиро�
вать его активность [19].

Целью настоящей работы является анализ экс�
прессии генов VaPAL и VaSTS при культивирова�
нии каллусной культуры V. amurensis на питатель�
ных средах с добавлением стрессового фитогор�
мона салициловой кислоты (СК) и сравнение
полученных результатов с ранее опубликованны�
ми данными об экспрессии VaPAL и VaSTS в rolB
трансгенных культурах клеток V. amurensis [14].
Известно, что СК является одним из наиболее
сильных индукторов продукции резвератрола в
этой клеточной культуре [15]. Сравнивая влияние
СК и трансформации геном rolB на экспрессию
ключевых генов биосинтеза резвератрола в клет�
ках V. amurensis, мы хотим показать, действует ли
RolB на биосинтез резвератрола аналогично СК,
стрессовому фитогормону растений, или же
иным образом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Каллусная культура клеток V. amurensis. Для ис�
следования влияния СК на экспрессию генов PAL

и STS использовали культуру клеток VV, которая
была получена в результате заражения культуры
клеток V2 V. amurensis штаммом A. tumefaciens
GV3101/pPCV002 [15]. Каллусная культура V2 бы�
ла получена сотрудниками лаборатории биотех�
нологии Биолого�почвенного института ДВО
РАН в 2004 г. из молодых стеблей лианы
V. amurensis [15]. В составе Т�ДНК вышеназван�
ного бинарного вектора локализован только се�
лективный маркер (ген устойчивости к канами�
цину). В настоящей работе культивация культуры
клеток VV осуществлялась в стандартных химиче�
ских пробирках объемом 15 мл на твердой среде
WБ/А [14], содержавшей 2 мг/л БАП и 0.5 мг/л
АНУ, в темноте при 24°С с периодом субкультива�
ции 35 дней, как было описано ранее [14, 15].

Компоненты питательных сред. Компоненты пи�
тательных сред и салициловая кислота получены из
“ICN Biomedicals” (США). Водные растворы СК
добавляли в питательные среды в необходимых
концентрациях, как было описано ранее [15].

Выделение РНК и проведение ОТ–ПЦР. То�
тальную РНК экстрагировали из клеточных куль�
тур при помощи методики [20]. Получение кДНК
проводили по описанной ранее методике [15].
Для изучения суммарной экспрессии генов VaPAL
и VaSTS использовали описанные ранее вырож�
денные праймеры [14]: 5′�GARGCYGCYG�
CYATYATGGA и 5′�GGRGTGCCYTGRAARTT
для VaPAL и 5′�GARATYATYACHGCHGA и 5′�
TTDGGRATRAADGTYTG для VaSTS. Условия
проведения ПЦР реакций подробно описаны ра�
нее [14]. Экспрессию генов VaPAL и VaSTS норма�
лизовали относительно экспрессии гена актина
V. amurensis [15]. Для амплификации гена актина
(VaActin1, номер доступа в Генбанке AY680701)
использовали праймеры 5′�TTGCCATTCAG�
GCTGTTCTTTCT и 5′�AGGAGCTGCTCTTTG�
CAGTTTCC. При проведении ОТ–ПЦР реакций
ПЦР продукты были отобраны после 25, 30, 35, 40
и 45 циклов, и линейность реакций ПЦР была
определена с помощью Agilent 2100 Bioanalyzer
(“Agilent Technologies”, Германия). Для генов VaPAL
линейный участок был найден между 30 и
35 циклами, для генов VaSTS – между 40 и 45 цик�
лами. Количественный анализ суммарной экс�
прессии генов PAL и STS был выполнен с помо�
щью технологии микрочипов с использованием
DNA 1000 LabChip® kit и Agilent 2100 Bioanalyzer
по методике, описанной производителем. Дан�
ные представлены, как относительные единицы
флуоресценции, нормализованные к экспрессии
VaActin1. Полученные ампликоны были выделены
из геля при помощи набора Glass Milk (“Силекс”,
Россия) и клонированы в вектор pTZ57R/T, соглас�
но протоколу фирмы�производителя (“Fermen�
tas”, Литва).



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 57  № 3  2010

ВЛИЯНИЕ САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 443

Секвенирование. Секвенирование продуктов ОТ–
ПЦР проводили с использованием набора реактивов
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (“Applied
Biosystems”, США) по методике производителя с не�
большими изменениями [21], используя секвенатор
ABI 310 Genetic Analyser (“Applied Biosystems”) на базе

БПИ ДВО РАН. Секвенирование каждого тран�
скрипта было проведено не менее трех раз. Секвени�
рованные фрагменты генов VaPAL и VaSTS депониро�
ваны в Генбанк: VaPAL1 (EU659859), VaPAL2
(EU659860), VaPAL3 (EU659861), VaPAL4 (GQ443744),
VaPAL5 (GQ443745), VaSTS1 (EU659862), VaSTS2
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Рис. 1. Суммарная экспрессия генов PAL и STS в культуре клеток VV V. amurensis при добавлении в питательные среды 50 и
300 мкМ СК.
а – электрофоретическое разделение ОТ–ПЦР продуктов генов VaPAL, VaSTS и VaActin1. Линии 1, 2 и 3: образцы из контроля
и при добавлении СК 50 и 300 мкМ соответственно, разбавленные водой 1 : 4. Рс – положительный контроль (плазмидные
ДНК, содержащие кДНК генов VaPAL, VaSTS и VaActin1); Nc – отрицательный контроль (ПЦР смесь без кДНК); M – син�
тетический маркер; б и в – количественный анализ, соответственно, суммарной экспрессии генов VaPAL и VaSTS с помощью
технологии микрочипов. Данные получены в двух независимых экспериментах и представлены как среднее значение ± стан�
дартная ошибка.
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(EU659863), VaSTS3 (EU659864), VaSTS4 (EU659865),
VaSTS5 (EU659866), VaSTS6 (EU659867), VaSTS8
(GQ443746).

Производные аминокислотные последователь�
ности фрагментов VaPAL и VaSTS для участка ге�
на, ограниченного вырожденными праймерами,
определяли с помощью программы Gene runner
3.05 и сравнивали c известными последователь�
ностями PAL и STS других растений в программе
BioEdit 7.0.8 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
bioedit.html) и NCBI BLAST.

Скрининг кДНК клонов генов VaPAL и VaSTS.
Для кДНК проб каждого варианта опыта (кон�
троль, 50 и 300 мкМ СК) было секвенировано, со�
ответственно, 43, 38 и 39 клонов VaPAL и 28, 38 и
41 клонов VaSTS. Основываясь на анализе числа
секвенированных клонов для каждого тран�
скрипта и данных о суммарной экспрессии VaPAL
и VaSTS (рис. 1), рассчитывали относительную
экспрессию каждого гена VaPAL и VaSTS (рис. 2 и 3),
используя формулу: суммарная экспрессия генов
VaPAL и VaSTS, нормализованная относительно
экспрессии гена VaActin1 V. amurensis, умножен�
ная на % клонов каждого транскрипта и деленная
на 100 [14, 22–24].

Количественная ПЦР в реальном времени
(ПЦР–РВ). ПЦР–РВ проводили в соответствии с
ранее описанными условиями, включая нуклео�
тидные последовательности праймеров и Taq�
Man�зондов [14]. Данные об экспрессии генов VaPAL
и VaSTS были получены в трех независимых экс�
периментах.

Статистический анализ. Статистическую обра�
ботку результатов проводили при помощи про�
граммы Statistica, версия 8.0. Все данные пред�

ставлены как среднее значение ± стандартная
ошибка. Полученные данные проверены по пар�
ному критерию Стьюдента. Уровень значимости в
0.05 был выбран как минимальное значение ста�
тистически значимой разницы во всех экспери�
ментах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культура клеток VV не отличается от V2, как по
морфологическим, так и по биосинтетическим
признакам, и содержала 0.017% резвератрола от
сухой биомассы клеток [15]. СК в концентрации
50 мкМ увеличивала содержание резвератрола в
клетках V. amurensis в 2.6 раза (до 0.045% от сухой
массы клеток) [15]. Культура клеток VV являлась
контрольной при изучении экспрессии VaPAL и
VaSTS в rolB трансгенных клеточных культурах
VB1 и VB2 [14] и поэтому использовалась для изу�
чения влияния СК на экспрессию этих генов в
клетках V. amurensis.

При добавлении 50 и 300 мкМ СК в питатель�
ные среды суммарная экспрессия генов VaPAL
значительно не изменялась (рис. 1). Экспрессию
отдельных генов VaPAL исследовали с помощью
частотного анализа ОТ–ПЦР продуктов (рис. 2).
В культуре клеток VV наблюдали экспрессию пяти
генов VaPAL, как в контроле, так и в образцах, под�
вергавшихся воздействию СК. Доля транскриптов
VaPAL1 была наибольшей во всех исследованных
образцах ткани. Экспрессия VaPAL3 достоверно
возрастала под воздействием СК, в то время как
экспрессия VaPAL1, VaPAL2, VaPAL4 и VaPAL5 значи�
тельно не изменялась. Анализ с помощью ПЦР–РВ
подтвердил эти данные (таблица).
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Рис. 3. Количественный анализ экспрессии отдель�
ных генов STS в культуре клеток VV V. amurensis при
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1 – VaSTS1, 2 – VaSTS2, 3 – VaSTS3, 4 – VaSTS4,
5 –VaSTS5, 6 – VaSTS6, 7 – VaSTS8.
Данные получены в двух независимых экспериментах
и представлены как среднее значение ± стандартная
ошибка. * P < 0.05; ** P < 0.01.
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Рис. 2. Количественный анализ экспрессии отдель�
ных генов PAL в культуре клеток VV V. amurensis при
добавлении 50 и 300 мкM СК.
1 – VaPAL1, 2 – VaPAL2, 3 – VaPAL3, 4 – VaPAL4,
5 – VaPAL5.
Данные получены в двух независимых экспериментах
и представлены как среднее значение ± стандартная
ошибка. * P < 0.05.
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Экспрессия генов VaPAL и VaSTS в культуре клеток VV V. amurensis, полученных с помощью ПЦ–РВ и ОТ–ПЦР
с вырожденными праймерами

Гены

Экспрессия генов VaPAL или 
VaSTS при добавлении CK 

(50 или 300 мкМ) в питательные 
среды, ПЦР–РВ

Сравнение двух методов анализа экспрессии 
генов  VaPAL или VaSTS при добавлении CK 

(50/300 мкМ)  в питательные среды, % от контроляа

ПЦР–РВ ОТ–ПЦР

VaPAL1 102/169 76/82

VaPAL2 115/95 133/127

VaPAL3 326/822 125/230

VaSTS1 144/124 98/84

VaSTS2 330/293 857/1221

VaSTS3 197/173 440/520
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При добавлении 50 и 300 мкМ СК в питатель�
ные среды суммарная экспрессия генов VaSTS
значимо не увеличивалась. Экспрессию отдель�
ных генов VaSTS исследовали с помощью частот�
ного анализа ОТ–ПЦР продуктов (рис. 3). При
добавлении СК в питательные среды экспрессия
генов VaSTS2, VaSTS3 и VaSTS6 значительно уве�
личивалась; кроме того, мы наблюдали экспрес�
сию трех генов VaSTS (VaSTS4, VaSTS5 и VaSTS8),
транскрипты которых не были обнаружены в
контроле. Анализ с помощью ПЦР–РВ подтвер�
дил полученные данные (таблица).

Ни воздействие СК, ни трансформация геном
rolB не привели к многократному возрастанию
суммарной экспрессии генов VaPAL, соизмери�
мому с увеличением общего содержания резвера�
трола в клетках V. amurensis. Однако достоверное
возрастание суммарной экспрессии генов VaPAL
наблюдалось в культуре клеток VB2, обладающей
самым высоким уровнем экспрессии трансгена
[14]. В этом случае суммарная экспрессия VaPAL
возрастала за счет значительного повышения
уровня экспрессии генов VaPAL1 и VaPAL2 [14].
Доля этих транскриптов была наибольшей. Экс�
прессия VaPAL3 значительно не изменялась. Од�
нако при воздействии СК на клетки культуры VV
значимо увеличивалась только экспрессия
VaPAL3, доля транскриптов которого невелика.
Таким образом, влияние СК и трансформации ге�
ном rolB на экспрессию генов PAL прямо проти�

воположны. Мы предполагаем, что для значи�
тельного повышения продукции резвератрола
клетками V. amurensis необходимо увеличение
экспрессии генов VaPAL1 и VaPAL2.

Суммарная экспрессия генов VaSTS значимо
не увеличивалась ни при добавлении CK в пита�
тельные среды, ни в rolB трансформированных
клетках V. amurensis. Однако СК и трансформа�
ция геном rolB действовали на экспрессию генов
VaSTS по�разному. Повышение экспрессии
VaSTS1 наблюдали при трансформации геном
rolB, в то время как при воздействии СК экспрес�
сия этого гена не изменялась. При добавлении
СК в питательные среды значительно увеличива�
лась экспрессия VaSTS2, VaSTS3 и VaSTS6. При
этом доля транскриптов VaSTS2 и VaSTS6 была
высокой и сравнимой с долей транскриптов
VaSTS1, в то время как в rolB трансформирован�
ных клетках экспрессия VaSTS6 не изменялась, а
экспрессия VaSTS2 значительно увеличивалась
только в VB2 культуре клеток [14]. Необходимо
отметить, что увеличение экспрессии VaSTS3 бы�
ло более резким в образцах из rolB трансформиро�
ванных культур по сравнению с СК.

В контексте полученных результатов интересна
работа [25], посвященная ферментам биосинтеза ан�
тоцианов, дигидрофлаванол�4�редуктазам (DFR).
Оказалось, что дупликация бифункционального ге�
на приводит к разделению труда между возникши�
ми копиями. Так, белок DFR�B из Ipomoea purpurea

Таблица.  Окончание

Гены

Экспрессия генов VaPAL или 
VaSTS при добавлении CK 

(50 или 300 мкМ) в питательные 
среды, ПЦР–РВ

Сравнение двух методов анализа экспрессии 
генов  VaPAL или VaSTS при добавлении CK 

(50/300 мкМ)  в питательные среды, % от контроляа

ПЦР–РВ ОТ–ПЦР

VaSTS5 185/175  ∼/↑

VaSTS6 237/280 166/1166

Примечание. Экспрессия генов VaPAL или VaSTS в культуре клеток VV при добавлении CK в питательные среды была выше
(↑) или на том же уровне ( ∼) по сравнению с контролем. отн. ед. – относительные единицы; а – процент от экспрессии в кон�
трольной культуре клеток VV. Данные получены в трех независимых экспериментах и представлены как среднее значение  ±
± стандартная ошибка. * P < 0.05; ** P < 0.01.
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работал эффективно с пятью проанализированны�
ми субстратами из группы флавоноидов. Белок
DFR вьюнковых и родственных видов растений, у
которых ген DFR не дуплицирован, справлялся с
этой работой хуже. Наконец, белки DFR�A и DFR�
C не проявляли каталитической активности по от�
ношению к анализируемым субстратам [25]. Авто�
ры предполагают неофункционализацию генов
DFR�A и DFR�C, хотя новую функцию этих генов
пока установить не удалось. Появление в геноме
“лишней” копии гена, по�видимому, открывает
свободу для эволюционного экспериментирования.
Поскольку большое число генов PAL и STS у расте�
ний сем. Vitaceae возникает в результате генных ду�
пликаций [9], в нашем случае некоторые белки
VaPAL и VaSTS могут выполнять некие новые функ�
ции, не связанные с биосинтезом резвератрола. Так,
интересен белок VaSTS1, ген которого активно экс�
прессируется в культуре клеток VV V. amurensis, со�
держащей небольшие количества резвератрола.

Впервые показано, что СК активирует экс�
прессию определенных генов мультигенных се�
мейств VaPAL и VaSTS: VaPAL3, VaSTS2, VaSTS3,
VaSTS4, VaSTS5, VaSTS6 и VaSTS8. При этом вли�
яние СК на экспрессию ключевых генов биосин�
теза резвератрола (PAL и STS) значительно отли�
чается от эффекта трансформации геном rolB. На
этом основании мы предполагаем, что СК и бел�
ковый продукт гена rolB индуцируют биосинтез и
накопление резвератрола, действуя через различ�
ные регуляторные пути.

Работа выполнена при поддержке грантов Даль�
невосточного отделения Российской академии наук,
гранта Президента России (МК�714.2008.4) и гранта
Фонда содействия отечественной науке и ДВО
РАН (№ 09�III�B�06�234).
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