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Разработан экспресс-метод первичного анализа трансформированных растений по 
интенсивности флуоресценции зеленого флуоресцентного белка (green fluorescent protein, 
GFP). По сравнению с распространенными методами скрининга трансгенных растений 
методами полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в реаль-
ном времени или Нозерн-гибридизации, оценка по интенсивности флуоресценции GFP 
предлагаемым методом не требует дорогостоящих реактивов и занимает меньше времени. 
Такой подход может позволить вести скрининг первичных трансгенных регенерантов, 
сохраняя их для дальнейшей работы. Для доказательства корректности разработанного 
метода соотносили экспрессию модифицированного гена GFP (hGFP) в листьях транс-
формированных растений картофеля сорта “Скороплодный”, определенную по накопле-
нию мРНК, с интенсивностью флуоресценции белка GFP в микропрепаратах листьев. 
Высокая степень корреляции данных, полученных этими двумя методами, свидетельствует 
о наличии зависимости интенсивности флуоресценции от количества целевой мРНК.
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Зеленый флуоресцентный белок (green fluores-
cent protein, GFP) из медузы Aequorea victoria ши-
роко используется в качестве репортера для изуче-
ния экспрессии генов и локализации целевых 
белков в клетках бактерий, человека и растений [1]. 
Ген GFP кодирует белок, который флуоресцирует 
зеленым светом с максимумом около 506 нм при воз-
буждении синим светом с длиной волны 488 нм [2].

Флуоресценция GFP не зависит от типа кле-
ток и их локализации и устойчива к фотообесцве-
чиванию. Белок GFP стабилен в довольно разно-
образных условиях [3] и может быть оптически 
детектирован и количественно определен в флуо-
ресцирующих тканях живых растений без исполь-
зования лизиса клеток или других биохимических 
предобработок. Этот белок делает возможным опти-
ческое изучение клеточных структур и динамики 
молекул, а также мониторинг патогенов в расти-
тельных препаратах минимального размера [4]. Из-
вестно, что по мере увеличения уровня экспрессии 
гена GFP увеличивается интенсивность флуорес-
ценции GFP как в интактных листьях, так и в экс-
трактах белков трансгенных растений [5].

Чаще всего факт встраивания гена GFP в геном 
определяют только по наличию свечения, тогда как 
для определенных целей важно получить количе-
ственную оценку экспрессии гена, для чего обычно 
используют методы Нозерн-гибридизации или поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией (ОТ-ПЦР) в реальном времени, которые тре-

буют дорогостоящих реактивов, оборудования и 
времени. Существующие в настоящее время методы 
измерения флуоресценции позволяют с высокой 
точностью определять накопление белка GFP в изо-
лированных клетках, но они плохо применимы для 
сложных объектов, которыми являются неповреж-
денные ткани листьев растений.

Принимая во внимание большое количество 
информации об исследованиях тканей трансген-
ных растений с использованием гена GFP в качестве 
репортера, мы поставили цель создать экспресс-
метод для первичного скрининга регенерантов и 
предварительной оценки уровня экспрессии гена 
GFP с использованием минимального количества 
оборудования и реактивов, а также в кратчайшие 
сроки.

Материалы и методы

1. Исходный материал

1.1. Генетическая конструкция. Для экспрес-
сии репортерного гена GFP в клетках растений нами 
создана генетическая конструкция pBI-RbcS-GFP. 
Промотор rbcS (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase small subunit promoter) гена малой субъеди-
ницы рибулозобисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы 
был амплифицирован из геномной ДНК табака 
сорта “Самсун” с помощью праймеров RB-F-Hind 
(5'-GCGCAAGCTTGTGGGAACGAGATAAGGGC
GAAGT-3') и Rb-R-Xba (5'-GCGTCTAGATGTTAA
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TTACACTTAGACAGAA-3'), встроен в вектор pTZ57R/T 
(Fermentas, Литва) и секвенирован. Последователь-
ность промотора полностью идентична опублико-
ванной [6]. Затем промотор был встроен в вектор 
pBI121 (Clontech, США) по сайтам рестрикции 
HindIII и XbaI. Полученная конструкция названа 
pBI-RbGUS. Модифицированный ген hGFP был 
вырезан из pTR-UF2 [7] рестриктазой NotI и 
встроен в вектор pBluescriptII KS(+) (Stratagene, 
США) по сайту рестрикции NotI, чтобы восполь-
зоваться сайтами XbaI и SacI, присутствующими 
как в pBluescriptII KS(+), так и в pBI121. Получен-
ная плазмида была названа KS(+)-hGFP. Затем 
фрагмент ДНК, содержащий hGFP, был вырезан 
из KS(+)-hGFP и встроен в описанную выше кон-
струкцию pBI-RbGUS, из которой с помощью 
XbaI и SacI был предварительно вырезан ген GUS, 
кодирующий глюкуронидазу. Полученная конструк-
ция названа pBI-RbcS-GFP.

1.2. Растительный материал. С использованием 
модифицированного метода трансформации [8] 
были получены трансгенные растения с геном hGFP 
сорта картофеля “Скороплодный”. Трансгенные 
растения с геном hGFP, нетрансформированные 
растения исходного сорта, а также NPTII-линии 
(линии с селективным геном, кодирующим неоми-
цинфосфотрансферазу-II) выращивали в течение 
3 недель в пробирках на среде с минеральными 
компонентами по Мурасиге и Скугу [9] с 2%-ной 
сахарозой и 7%-ным агаром, без гормонов и анти-
биотиков, при +22–24°C и освещенности 6000 люкс, 
16-часовом фотопериоде и влажности воздуха 75%.

2. Генетический анализ 

2.1. Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Геномную ДНК растений картофеля выделяли ме-
тодом с использованием цетилтриэтиламмония [10]. 
Для обнаружения гена hGFP использовали метод 
ПЦР со следующими праймерами: прямой – 
GFPhNdeI (5'-CCCCATATGAGCAAGGGCGAGG
AA-3') и обратный – 3'myGFP (5'-CCGGTCACCA
CCTAGGAGGGCCCTTGTACAGCTCGTCC
AT-3'). Длина амплифицированного фрагмента 
составляла 742 п.н. Амплификацию проводили 
в объеме 25 мкл в программируемом термоциклере 
Терцик (ЗАО “ДНК-Технология”, Россия) при сле-
дующих условиях: первичная денатурация 2 мин 
при 94°С; 5 циклов: денатурация 20 с при 94°С, 
отжиг 10 с при 60°С, элонгация 10 с при 72°С; 
35 циклов: денатурация 5 с при 94°C, отжиг 5 
с при 60°С, элонгация 5 с при 72°С; заключитель-
ная элонгация 2 мин при 72°С. Продукты реакции 
разделяли электрофорезом в 1,5%-ном агарозном 
геле с 0,01%-ным бромистым этидием в однократ-
ном Трис-боратном буфере. Для верификации длины 
фрагментов использовали маркер молекулярной 
массы M11 (ДНК маркер 1 Kb, “СибЭнзим”, Россия).

2.2. Анализ экспрессии GFP с помощью Нозерн-
гибридизации. Тотальную РНК выделяли по мето-

дике, любезно предоставленной Иль-Хо Кангом 
(Университет Флориды, США). Растительную ткань 
(0,2 г) измельчали с жидким азотом пестиком 
в ступке, затем заливали 400 мкл смеси (1:1) кис-
лого фенола (Sigma, США) и буфера для экстрак-
ции РНК (0,1 М LiCl, 0,1 M Трис-HCl pH 7,5, 1% 
додецилсульфата натрия и 10 мM динатриевой 
соли ЭДТА). После оттаивания содержимое ступ-
ки переносили в микроцентрифужные пробирки, 
встряхивали 5 мин, добавляли 200 мкл хлорофор-
ма, встряхивали 15–30 мин, центрифугировали 
при 20000 g 30 мин и переносили верхнюю фазу в 
новую пробирку. Затем экстракцию хлороформом 
повторяли. К водной фазе добавляли 1/3 объема 
8 М LiCl и инкубировали 16 ч при 4°C, затем РНК 
осаждали 30 мин в центрифуге при 12000 g, осадок 
промывали 96%-ным этанолом и растворяли в 15–
30 мкл воды. Концентрацию РНК определяли из-
мерением оптической плотности её раствора на 
спектрофотометре при длине волны 260 нм. Элек-
трофорез 30 мкг РНК в 2%-ной агарозе с фор-
мальдегидом, а также перенос РНК на мембрану 
Hybond-N+ (GE Healthcare, США) проводили, 
как описано в сборнике “Mетоды генетической 
инженерии” [11]. Фрагмент hGFP вырезали из 
pTR-UF2 рестриктазой NotI, выделяли из агароз-
ного геля с помощью Silica Bead DNA Gel Extrac-
tion Kit (Fermentas, Литва) и затем из него готовили 
меченный 32P ДНК-зонд с использованием NEBlot 
Kit (New England Biolabs, США). Предгибридиза-
цию и гибридизацию проводили в буфере, содержа-
щем 7% SDS, 0,25 M фосфат натрия, 1 мМ ЭДТА, 
10 г/л бычьего сывороточного альбумина и 50 мг/л 
низкомолекулярной ДНК спермы сельди в гибри-
дизационном инкубаторе Robbins (США) при 65°С. 
В гибридизационный буфер добавляли ранее при-
готовленный ДНК-зонд. После отмывок в после-
довательно x1, x0,1 и x0,1 цитратном буфере c до-
бавлением 0,1% додецилсульфата натрия при 65°С 
мембрана была экспонирована в течение 20 сут 
в кассете PhosphoImager (GE Healthcare, США), 
и интенсивности сигналов были измерены с по-
мощью программного обеспечения ImageQuant 
TLверсии 7.0 (GE Healthcare, США).

3. Измерение флуоресценции

3.1. Приготовление микропрепаратов. От рас-
тения первичного регенеранта, выращенного в про-
бирке, в стерильных условиях ламинар-бокса пинце-
том отделяли второй полностью развернувшийся 
верхний лист длиной 4–6 мм. Скальпелем удаляли 
черешок и 1 мм основания листа. Подготовлен-
ный эксплантат помещали в каплю дистиллиро-
ванной воды на предметном стекле и накрывали 
покровным стеклом, немного надавливая на него, 
чтобы удалить пузырьки воздуха. Подготавливали 
по 3 препарата на 1 генотип.

3.2. Микроскопирование. Исследовали под мик-
роскопом и фотографировали по 5 полей зрения 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 2



 87ЭКСПРЕСС-МЕТОД СКРИНИНГА ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ

на препарат. Анализировали участки листа: между 
жилками, жилки и в некоторых случаях трихомы. 
Для анализа флуоресценции использовали флуо-
ресцентный микроскоп AxioImager Z2 (Carl Zeiss, 
Германия). Зеленый флуоресцентный белок иссле-
довали в свете ртутной лампы HBO 100 с набором 
фильтров №38 (Кат № 000000-1031-346; Carl Zeiss, 
Германия) возбуждение 440–470 нм, эмиссия 525–
550 нм. Все изучаемые линии растений были ис-
следованы при одинаковой экспозиции и одинако-
вом значении пропускающей диафрагмы ртутной 
лампы. Фотографии получали с помощью высоко-
чувствительной монохромной камеры AxioCam MRm 
(Carl Zeiss, Германия). 

3.3. Анализ изображений. Полученные снимки 
обрабатывали с помощью программ AxioVision 
или ZEN Blue (Carl Zeiss, Германия).

Стандартное отклонение в опытах и коэффи-

циент корреляции (r) для массивов данных вычис-

ляли с помощью программы Microsoft Excel.

Результаты

Исходный материал для разработки метода был 

получен посредством агробактериальной трансфор-

мации с использованием созданной нами конструк-

ции и модифицированной методики [8]. Получено 

15 первичных регенерантов картофеля сорта “Ско-

роплодный”. В 9 линиях с помощью ПЦР было 

подтверждено наличие целевого гена и определен 

уровень накопления мРНК методом Нозерн-гибри-

дизации (рис. 1А).

Интенсивность флуоресценции GFP оценивали 

по ее среднему значению для:

Рис. 1. Нозерн-гибридизация мРНК с GFP-зондом (А), а также взаимосвязь между накоплением мРНК hGFP и его относитель-
ной флуоресценцией в тканях листьев, вычисленной с помощью инструментов “профиль” (Б) и “прямоугольник” (В). 29 – ис-
ходный сорт “Скороплодный”; М – маркер (High Range RNA Ladder, Fermentas, Литва) молекулярной массы РНК (на рисунке 

виден фрагмент длиной 1000 н.); NPT – трансгенная линия с NPTII; 400–408 – трансгенные линии с hGFP
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1) профиля, проведенного в программе Axio-
Vision 4.8 (Carl Zeiss, Германия) по диагонали фо-
тографии (инструмент “Profile”) (рис. 2А);

2) всего поля зрения в программе ZEN Blue 
с использованием инструмента “Rectangle (aligned)” 
(прямоугольник) (рис. 2Б).

Рис. 2. Микрофотографии участка листа трансгенного картофеля: А – “профиль” флуоресценции; Б – “прямоугольник”. В – 
микрофотографии с различной экспозицией съемки. Масштабная линейка – 100 мкм. Г – зависимость интенсивности флуорес-

ценции GFP от экспозиции
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Для подбора условий получения репрезента-
тивных снимков исследуемых препаратов, когда 
величина интенсивности флуоресценции уклады-
валась в границы значений чувствительности ка-
меры от 0 (черный цвет) до 4095 (белый цвет), был 
использован косвенный подход. Мы оценили за-
висимость интенсивности флуоресценции GFP от 
изменения времени экспозиции съемки камерой 
 AxioCam MRm в границах от 1 до 10000 мс. Для 
этого была сделана серия снимков одного и того 
же образца с разным временем экспозиции без из-
менения расстояния до объекта (рис. 2В). Из этой 
серии снимков видно, что как при малых (от 1 до 
100 мс), так и при больших (от 3000 до 10 000 мс) 
экспозициях нет заметных “на глаз” изменений 
интенсивности флуоресценции образца.

В программе ZEN с помощью инструмента 
“прямоугольник” мы оценили интенсивность флуо-
ресценции не менее десяти снимков для каждой 
из выбранных экспозиций и представили средние 
значения измерений, а также их стандартное от-
клонение в виде графика (рис. 2Г).

Из графика (рис. 2Г) следует, что в границах 
экспозиций от 10 мс до 1500 мс зависимость носит 
линейный характер, поэтому используемый нами 

подход можно считать вполне обоснованным. При 

более высоких значениях появляются “пересве-

ченные” пиксели, их интенсивность ≥4095 отн. ед., 

что выходит за границы чувствительности камеры, 

и в них невозможно оценить интенсивность флуо-

ресценции, а начиная с 3000–4000 мс, уже весь 

образец получается “пересвеченным”, и график 

выходит на плато.

Перед съемкой всех исследуемых линий было 

подобрано такое время экспозиции, которое обес-

печивало получение “непересвеченных” фотогра-

фий образцов. Первые пробные фотографии были 

сделаны с экспозицией в границах линейной за-

висимости чувствительности камеры. С помощью 

функции OverExposition программы AxioVision 4.8 

была выбрана оптимальная экспозиция (500 мс), 

которая позволила получить репрезентативные 

снимки, с видимыми клетками. Все фотографии 

исследуемых образцов были сделаны с одинаковым 

временем экспозиции. На фотографиях тканей 

листьев растений исходного сорта (29), NPTII и 

GFP-трансгенов 400–408 (рис. 3) отчетливо видны 

различия по интенсивности флуоресценции между 

образцами с геном GFP и без него. 

Рис. 3. Фотографии тканей участков листьев растений 
картофеля с различной интенсивностью флуоресцен-
ции GFP. 29 – исходный сорт “Скороплодный”, NPTII – 
трансгенная линия с NPTII, 400–408 – трансгенные 

линии с hGFP. Масштабная линейка – 100 мкм
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Анализ относительной интенсивности флуо-

ресценции в листьях асептических растений ис-

ходного сорта “Скороплодный” и его трансгенных 

линий с подтвержденной вставкой GFP, а также 

с вставкой NPTII по отношению к максимальному 

уровню флуоресценции выявил достоверные раз-

личия (p≤0,05) между относительными интенсив-

ностями флуоресценции GFP-трансгенов и расте-

ний, не несущих ген hGFP (исходного сорта и 

NPTII), измеренными как методом “профиль” с по-

мощью компьютерной программы AxioVision 4.8 

(рис. 1Б), так и методом “прямоугольник” с по-

мощью программы ZEN Blue (рис. 1В). 

На рис. 1 видны корреляции уровня накопле-

ния мРНК со значениями относительной флуо-

ресценции, определенными методами “профиль” 

(рис. 1Б) и “прямоугольник” (рис. 1В). Коэффи-

циенты корреляции между значениями относи-

тельной флуоресценции и накоплением мРНК 

в популяции GFP-трансгенов при использовании 

методов измерения интенсивности флуоресцен-

ции “профиль” и “прямоугольник” составили 

+0,832 и +0,852, соответственно.

Кроме того, из рис. 1 видно, что значения от-

носительной флуоресценции каждой из исследуе-

мых линий GFP-трансгенов картофеля, измеренные 

методом “профиль”, достоверно не отличаются от 

значений относительной флуоресценции, измерен-

ной методом “прямоугольник” (p≤0,05). Стати-

стический анализ выявил высокий уровень корре-

ляции значений относительной флуоресценции, 

полученных методами анализа “профиль” и “пря-

моугольник” (r = +0,962).

Обсуждение результатов

Экспресс-метод был разработан с использованием 

трансгенных растений картофеля, экспрессирующих 

модифицированный ген hGFP, оптимизированный 

для экспрессии в клетках млекопитающих [7]. Од-

нако анализ частоты использования кодонов в этом 

гене близким к картофелю видом Nicotiana tabacum 

не выявил редко используемых этим растением 

кодонов (http://gcua.schoedl.de/sequential_v2.html), 

поэтому кодоновый состав этого гена не должен 

представлять проблемы для его экспрессии в кар-

тофеле. Ген находится под контролем сильного и 

специфичного для зеленых частей растения про-

мотора малой субъединицы рибулозобисфосфат-

карбоксилазы/оксигеназы табака, использованного 

ранее для экспрессии репортерных генов в расте-

ниях [12]. 

На рис. 3 приведены микрофотографии флуо-

ресценции GFP в трансгенных растениях. Видны 

клеточные ядра, в которых GFP локализуется чаще, 

чем в цитоплазме, что было также замечено другими 

исследователями [13]. Несмотря на схожесть ре-

зультатов измерений флуоресценции методами “про-

филь” и “прямоугольник”, последний дает более 

точные значения сигнала флуоресценции, так как 

сигнал “профиль” зависит от того, как проводится 

линия профиля. На рис. 2Г показано, что данные 

измерения интенсивности флуоресценции линейны 

в широком (по крайней мере, 10-кратном) диапа-

зоне. Это позволяет изучать регулируемую экспрес-

сию GFP и детектировать наличие GFP в растениях, 

в которых по каким-то причинам экспрессия GFP 

понижена (например, из-за неоптимального места 

встройки переносимого фрагмента ДНК агро-

бактерии). 

В последние годы все чаще используется авто-

матизированный анализ тканей трансгенных рас-

тений, в которых используется ген GFP в качестве 

репортера. Для того чтобы избежать субъективного 

влияния оператора на результаты, получение и сбор 

изображений исследуемых тканей и клеточных струк-

тур, а также количественный анализ флуоресценции 

GFP производятся с помощью автоматизирован-

ных систем, включающих в себя флуоресцентный 

микроскоп, “роботизированную платформу” и спе-

циализированную компьютерную программу [14]. 

Несомненно, такой подход может обеспечивать 

высокую точность данных из-за бóльшего количе-

ства автоматизированно исследуемых образцов, 

однако эти методы являются узкоспециализиро-

ванными, поэтому использование их для широкого 

спектра объектов ограничено. Кроме того, эти ме-

тоды не применимы для анализов сложнооргани-

зованных эксплантатов и целых органов растений. 

Предлагаемый нами экспресс-метод анализа 

флуоресценции листьев не требует каких-либо спе-

циализированных систем и дорогостоящего про-

граммного обеспечения. Он может быть применим 

для широкого спектра растительных объектов, его 

использование возможно практически в любой 

лаборатории и ограничено лишь наличием флуо-

ресцентного микроскопа хотя бы начального уров-

ня. Кроме того, предлагаемый нами метод может 

получить применение для использования флуо-

ресцирующего белка в качестве количественного 

репортера, что особенно актуально при использо-

вании генетических конструкций, в которых целе-

вой ген слит с репортерным геном GFP. Так, ис-

пользование GFP позволяет дать оценку новых 

векторов, предназначенных для гетерологичной экс-

прессии других белков или для изучения активно-

сти промоторов [15, 16].

В практике экспресс-методов наиболее ценным 

является быстрое получение искомых данных. Пред-

лагаемый нами подход не требует последующей 
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обработки и графического редактирования микро-

фотографий, но при этом позволяет с высокой сте-

пенью достоверности получить информацию об 

экспрессии репортерного гена.

Для первичного скрининга растений-регене-

рантов картофеля после трансформации с исполь-

зованием маркерных генов – например, NPTII – 

традиционно используется отбор форм, укоренив-

шихся на селективных средах, с последующим 

применением ПЦР-анализа, Нозерн-гибридизации 

или ОТ-ПЦР. Процесс размножения и подращи-

вания регенерантов с целью получить вегетатив-

ную массу, достаточную для проведения биохими-

ческого анализа, занимает 2–3 месяца, трудоемок 

и требует материальных затрат на реактивы и обес-

печение условий культивирования. Кроме того, 

после двухмесячного доращивания регенерантов 

для получения необходимой биомассы последую-

щая процедура выделения и анализа целевой ДНК 

и РНК также требует больших затрат труда, време-

ни и реактивов. Таким образом, время, затрачива-

емое на скрининг растений-трансформантов, при 

традиционном методическом подходе может со-

ставлять до полугода. Использование предложен-

ного нами экспресс-метода позволяет проводить 

скрининг линий по флуоресценции белка на ста-

дии первичного регенеранта в пробирочной куль-

туре, не прибегая к сложным молекулярно-биоло-

гическим методам, тем самым ускоряя и облегчая 

создание новых форм (хозяйственно-ценных рас-

тений) картофеля с заданными полезными при-

знаками.
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METHODS

AN ASSAY FOR EXPRESS SCREENING OF POTATO TRANSFORMANTS 
BY GFP FLUORESCENCE

N.O. Yuorieva1,*, A.S. Voronkov1,2, D.V. Tereshonok1, 
E.S. Osipova1, E.V. Platonova1, D.V. Belyaev1

1K.A. Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, 
Botanicheskaya ul. 35, Moscow, 127276, Russia;

2State Humanitarian-Technological University, Zelenaya ul. 22, Orekhovo-Zuyevo, 142611, Russia
*e-mail: yuorieva@mail.ru

An express assay for primary screening of potato transformants by their GFP fluorescence 
intensities is developed. In comparison to the widely used methods of transgenic plant screening 
by real-time reverse transcription polymerase chain reaction (Real-Time RT-PCR) or North-
ern-blotting, the GFP fluorescence assay needs n o expensive reagents and takes less time. This 
approach may allow to carry out nondestructive screening of the primary transgenic regenerants 
which can be further grown and used. To prove this assay reliability, the expression of the modi-
fied GFP (hGFP) gene in the leaves of transgenic potato (cv. “Skoroplodny”) plants, determined 
by its mRNA accumulation, was compared to GFP fluorescence intensity in the micro-samples  
of aseptic plant leaves. The strong correlation between the results of these two methods is the evi-
dence of positive dependence of GFP fluorescence intensity on the target mRNA content.

Keywords: GFP, genetic engineering, fluorescence intensity, potato, screening, primary 
regenerants
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