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Растения как система экспрессии сложных гли-
козилированных гетерологичных белков, в частно-
сти терапевтических, представляют потенциаль-
ную альтернативу линиям клеток млекопитающих 
за счет ряда преимуществ, в числе которых от-
сутствие патогенных для человека микроорганиз-
мов, вирусов, онкогенов и прионов, относительно 
низкая стоимость и простота масштабирования. 
Получение в растениях таких сложных белков, 
как полноразмерные антитела, возможно при ста-
бильной экспрессии в целых растениях, культурах 
корней и суспензионных культурах клеток, а также 
при транзиторной экспрессии в целых растениях с 
помощью вирусных и бактериальных векторов [1–
3]. В последние годы большую популярность при-
обрела транзиторная трансформация методом аг-
роинъекции с помощью Agrobacterium tumefaciens 
целых растений табака Nicotiana benthamiana, по-
зволяющая в достаточно короткие сроки получить 
целевой белок в значительном количестве.

В общем случае эффективность Agrobacterium-
опосредованной транзиторной экспрессии реком-
бинантного белка складывается из следующих со-
ставляющих: 

эффективность трансформации (определяется 
видом растения-хозяина, его физиологическим со-
стоянием на момент инфильтрации [4, 5]); 

вирулентность используемого штамма Agro-
bacterium [5, 6]; 

совместимость между видом растения и штам-
мом бактерии [5]; 

физические факторы окружающей среды (тем-
пература, освещение);

химические добавки к среде для агроинфиль-
трации [5, 6];  

накопления целевого белка в растительной 
клетке (за счет типа экспрессионного вектора, 
его регуляторных последовательностей, влияю-
щих на уровень экспрессии трансгена [2, 5]); 

ингибирование посттранскрипционного сай-
ленсинга гена, например, с помощью коэкспрес-
сии белка р19 [7];

нейтрализация с помощью антиоксидантов 
активных форм кислорода, образующихся в рас-
тительной клетке при агроинфильтрации  [8]; 

сигнальная последовательность, задающая ло-
кализацию рекомбинантного белка в растительной 
клетке; 
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белковая инженерия – оптимизация химиче-
ских и биофизических свойств целевого белка, 
направленная на снижение гидрофобности его 
доменов, а также удаление сайтов расщепления 
растительными протеазами [9]. 

В настоящее время большое внимание уде-
ляется разработке векторных конструкций на 
основе вирусных геномов. Однако можно суще-
ственно увеличить уровень экспрессии также за 
счет улучшения эффективности агротрансфор-
мации, в частности введения химических доба-
вок в среду для инфильтрации.

Так, для повышения частоты трансформации 
в состав базового раствора для инфильтрации 
включают ацетосирингон – фенольное соедине-
ние, секретируемое растениями в ответ на по-
вреждение растительной клетки, в концентра-
ции, как правило, 100–200 мкМ. Значимость аце-
тосирингона как компонента среды обусловлена 
тем, что он индуцирует гены вирулентности в 
Agrobacterium, а также экспрессию малых бел-
ков теплового шока HspL, необходимых для на-
копления белка VirB и VirB/D4-опосредованного 
переноса Т-ДНК Agrobacterium [10, 11]. 

Нейтральные поверхностно-активные веще-
ства (например, Pluronic F-68, Tween-20, Triton 
X-100, Silvet L-77) снижают поверхностное на-
тяжение и, предположительно, способствуют 
проникновению бактерий через устьица в ткани 
растения, а также могут устранять некоторые 
вещества, мешающие прикреплению бактерий к 
растительной клетке [12–14]. 

Часто причиной снижения экспрессии транс-
гена становятся либо его метилирование в клет-
ке-хозяине, либо деградация в результате пост-
транскрипционного сайленсинга. Для решения 
этих проблем в первом случае можно использо-
вать деметилирующий агент – азацитидин [14], 
во втором – коэкспрессию подавляющих пост-
транскрипционный сайленсинг белков, напри-
мер белка p19 вируса кустистости томатов или 
белка 2b вируса огуречной мозаики [6, 7].

Активные формы кислорода (АФК), образу-
ющиеся во время окислительного стресса, вы-
званного инвазией патогенов (в лабораторных 
условиях – инфильтрацией Agrobacterium) или 
каким-либо абиотическим стрессом, могут по-
вреждать растительные клетки и приводить к 
некрозу. Нейтрализовать АФК и продолжить 
накопление белка в клетках растений можно 
с помощью антиокислителей в составе среды 
для инфильтрации (например, α-липоевой кис-
лоты, аскорбиновой кислоты и повидона); не-

которые антиокислители, такие как глютатион, 
селенит, α-токоферол и α-липоевая кислота так-
же способствуют повышению частоты транс-
формации [8].

Биотехнологические процессы характери-
зуются множеством факторов, влияющих на 
выходной параметр, например продукцию це-
левого белка. При наличии нескольких неза-
висимых факторов можно изучать их действие 
на исследуемый объект (параметр) либо по от-
дельности (однофакторный эксперимент), либо 
при одновременном варьировании значений 
этих факторов по заданному плану (многофак-
торный эксперимент). Первый метод (как более 
простой) чаще применяется в исследованиях, 
однако он требует значительных затрат време-
ни и ресурсов, не позволяя получить оптималь-
ного решения. 

Второй метод (метод статистического плани-
рования эксперимента) дает возможность полу-
чения максимального количества информации 
при проведении небольшого числа эксперимен-
тов. Он позволяет определить влияние отдель-
ных факторов, установить наличие в системе 
межфакторных взаимодействий и оценить роль 
последних, а также определить значение факто-
ров при оптимальной эффективности процессов 
[15]. 

Цель данной работы – оценка влияния ацето-
сирингона, Pluronic F-68, повидона, липоевой и 
аскорбиновой кислот в выбранных диапазонах 
концентраций на продукцию иммуноцитокина в 
Nicotiana benthamiana.

Материалы и методы

Растения, бактериальный штамм. В ра-
боте использовали агробактерии Agrobacterium 
tumefaciens (штамм GV3101), трансформиро-
ванные плазмидами тяжелой и легкой цепей 
иммуноцитокина на основе интерферона-α-2b 
человека и гуманизированного антитела против 
опухолевого антигена HER2 [16], а также плаз-
мидой с геном белка p19 из вируса карликовой 
кустистости томатов для подавления посттран-
скрипционного сайленсинга трансгена [7]. Рас-
тения Nicotiana benthamiana культивировали в 
теплице под биолампами с продолжительно-
стью дня 16 ч при 22 °С и влажности 60%; для 
инфильтрации использовали 6–8-недельные 
растения.

Агроинфильтрация. Агробактерии культи-
вировали в течение ночи в 3 мл LB при 28 °С 
и 180 об/мин с соответствующими антибиоти-
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ками  (агробактерии с плазмидой либо тяжелой, 
либо легкой цепи иммуноцитокина: рифампицин 
(50 мкг/мл), гентамицин (25 мкг/мл), канамицин 
(50 мкг/мл); агробактерии с плазмидой белка p19: 
рифампицин (50 мкг/мл), гентамицин (25 мкг/мл), 
карбенициллин (50 мкг/мл). 

В ночной культуре оценивали плотность кле-
ток и рассчитывали количество каждой бакте-
риальной суспензии, необходимое для получе-
ния в смеси конечного объема OD600 = 0,1 е.о.п. 
Отобранную бактериальную смесь центрифу-
гировали при 12 000 g в течение 5 мин, супер-
натант отбрасывали, осадок ресуспендировали в 
смеси буфера для агроинъекции (10 мM MgSO4 
(«Helicon», Россия), 10 мM MES («Helicon», Рос-
сия), pH 5,5) и химических добавок: ацетоси-
рингона (200–600 мкМ; «Sigma-Aldrich», США), 
липоевой кислоты (0–5 мкМ; «Sigma-Aldrich», 
США), аскорбиновой кислоты (0–50 мМ; «Sigma-
Aldrich», США; рН 5,6), Pluronic F-68 (0–0,2%, 
«Sigma-Aldrich», США), повидона (0–0,5 г/л; 
«Sigma-Aldrich», США).

Агроинъекцию проводили однократно в три 
верхних листа двух растений с помощью шпри-
ца без иглы. Для минимизации вариабельности, 
обусловленной физиологией растений, на одном 
листе инфильтровали контрольную смесь и три 
экспериментальные [5, 17]. В качестве контроля 
использовали бактериальную смесь после отмыв-
ки центрифугированием, ресуспендированную в 
буфере для агроинъекции с 200 мкМ ацетосирин-
гона. Нормированное значение выхода определяли 
как отношение этого показателя, полученного в 
экспериментальных условиях, к полученному при 
контрольных условиях.

Экстракция целевого белка из листьев N. 
benthamiana и определение его концентрации. 
Пробы инфильтрованных участков листьев со-
бирали на третьи сутки после агроинъекции, за-
мораживали в жидком азоте и гомогенизировали 

в шести объемах экстракционного буфера – 0,2 М 
цитрат натрия («Helicon», Россия), 0,005 М ЭДТА 
(«Helicon», Россия), рН 6,0. Полученную смесь 
инкубировали в течение 30 мин на шейкере при 
комнатной температуре и далее центрифугирова-
ли 15 мин при 14 000 g, супернатант использова-
ли для определения концентрации целевого слит-
ного белка методом иммуноферментного анализа 
(ИФА). Для проведения ИФА использовали набор 
«IgG общий – ИФА» («Вектор Бест», Россия).

Планирование эксперимента и статистиче-
скую обработку полученных результатов прово-
дили с помощью программы Design-Expert 10.0.3 
(«Stat-Ease», США). Различия считали статистиче-
ски значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

В общем случае условия агроинфильтрации 
дают значимый вклад в итоговую продуктивность 
по целевому белку. В настоящей работе исследова-
ли влияние некоторых химических добавок на про-
дукцию иммуноцитокина в Nicotiana benthamiana 
методом статистического планирования экспери-
мента (табл. 1). Для выявления химических доба-
вок, значимо повышающих выход целевого белка, 
проводили двухуровненвый дробный факторный 
эксперимент по плану Плакетта–Бермана. Сгене-
рированный программой Design-Expert 10.0.3 на-
бор экспериментов, а также нормированные значе-
ния выходов см. в табл. 2.

Полученная при статистической обработке дан-
ных линейная регрессионная модель (в кодирован-
ных величинах; табл. 3):

Y = 0,91 + 0,14 A – 0,007 B – 

– 0,30ˑC + 0,079 D – 0,009 E,

где A – ацетосирингон, B – липоевая кислота, C – 
аскорбиновая кислота, D – Pluronic F-68 (Plu), 
E – повидон, адекватно описывает данные (р ˂ 
0,0001); потеря согласия предсказанных моделью 

Т а б л и ц а  1
Количественные уровни варьируемых факторов

Фактор X min X max

Ацетосирингон, мкМ 200 600

Липоевая кислота, мкМ 0 5

Аскорбиновая кислота, мМ 0 50

Pluronic F-68, % 0 0,2

Повидон, г/л 0 0,5
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значений с экспериментальными незначительная 
(р = 0,2668). В результате использования этой ста-
тистически значимой линейной модели не выявле-
но значимых взаимодействий факторов, при этом 
показано, что на выход иммуноцитокина значи-
мое положительное влияние оказывает повыше-
ние концентраций ацетосирингона (до 600 мкМ) 
и Pluronic F-68 (до 0,2%), отрицательно влияет 
аскорбиновая кислота в концентрации 25–50 мМ 
(p < 0,05), тогда как липоевая кислота (0–5 мкМ) 
и повидон (0–0,5 г/л) в исследуемом диапазоне 
концентраций не влияют на выход целевого белка 
(табл. 3, рисунок).

Вышеприведенные диапазоны концентраций 
ацетосирингона, Pluronic F-68, повидона, липое-
вой и аскорбиновой кислот мы выбрали на основа-
нии результатов работы [6] при введении перечис-
ленных добавок в среду для агроинфильтрации N. 
benthamiana. Полученные нами результаты расхо-
дятся с референсными. Так, мы не наблюдали мак-
симальной эффективности ацетосирингона в кон-
центрации 500 мкМ; 5 мкМ липоевой кислоты не 
оказывали значимого эффекта на выход целевого 

белка, как и 5 мМ аскорбиновой кислоты. Авторы 
работы [6] полагают, что сурфактант Pluronic F-68 
дает значимый вклад в повышение продуктивно-
сти при концентрации 0,002%, тогда как мы на-
блюдали максимум эффективности данного ПАВ 
при концентрации 0,2% – достаточно высокой и, 
вероятно, токсичной, поскольку при использо-
вании 0,2% Pluronic F-68 в растворе для агроин-
фильтрации наблюдалось значительное снижение 
активности репортерного белка β-глюкуронидазы.

Полученные различия можно объяснить тем, 
что мы использовали другой штамм A. tumefacience 
и экспрессионный вектор. Ранее разными исследо-
вателями было отмечено, что влияние на уровень 
экспрессии химических добавок к агроинфиль-
трационному раствору не универсально [5, 6, 
18]. В общем случае разница в результатах при 
использовании одних и тех же веществ в оди-
наковой концентрации может быть обусловлена 
выбранным видом растения-хозяина, штаммом 
Agrobacterium и совместимостью этих живых 
организмов. На результаты влияют также  ус-
ловия культивирования растений, их возраст и 

Т а б л и ц а  2
Определенный с помощью программы Design-Expert 10.0.3 набор экспериментов и полученные 

нормированные выходы

Ацетосирингон, 
мкМ

Липоевая 
кислота, 
мкМ

Аскорбиновая 
кислота, мМ

Pluronic 
F-68, % Повидон, г/л Нормированное значение 

выхода

500 3,375 0 0 0,5 1,26

600 5 0 0,2 0,125 1,51

200 5 0 0,2 0,5 1,04

200 5 0 0,2 0,5 1,08

200 0 50 0,2 0 0,52

200 0 0 0 0 0,79

200 0 50 0 0,5 0,42

200 0 50 0 0,5 0,37

600 4 50 0,2 0,5 0,66

600 0 25 0,1 0 1,06

600 5 50 0 0 0,60

600 5 50 0 0 0,69

200 0 50 0,2 0 0,67

200 0 0 0 0 1,06

600 0 0 0,2 0,5 1,50

220 5 40 0,06 0,275 0,72
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физиологическое состояние на момент инфиль-
трации, методика агроинфильтрации, экспресси-
онный вектор и стабильность используемого ре-
портерного белка (считается, что β-глюкуронидаза 
более стабильна, чем зеленый флуоресцентный 
белок GFP). Так, ацетосирингон вне зависимо-
сти от свойств используемого растения-хозяина и 
штамма Agrobacterium либо не оказывает значимо-
го влияния на экспрессию репортерного белка [5], 
либо дает дозозависимый эффект с максимумом 
при ~450 мкМ [18] и даже 1000 мкМ [19].

В работе [20] использовали липоевую кислоту 
в целях снижения некроза и повышения частоты 
агробактериальной стабильной трансформации 
для сои, пшеницы, хлопка и томата MicroTom. Ко-
личество липоевой кислоты в составе среды для 
трансформации различалось в зависимости от 
вида растения и стадии трансформации. В наи-
большей степени трансформация осуществлялась 
при содержании липоевой кислоты (мкМ): 250 для 
сои, 50 для пшеницы, 50 и 100 для хлопка, 5 и 10 
для томата.

Аскорбиновая кислота (АК) как антиоксидант 
повышает выживаемость трансформированных 
эксплантов риса, сахарного тростника и арахиса 
в концентрации 20–300 мг/л (0,11–1,70 мМ) при 
совместном использовании с лимонной кисло-
той [8]. В работе [14] АК проявила дозозависи-
мый эффект на экспрессию репортерного белка 
в N. benthamiana при диапазоне концентраций 
0,28–1,68 мМ, максимум экспрессии наблюдался 
при 0,56 мМ (100 мг/л). В работе [6] использовали 
более высокие концентрации АК, было показано 

дозозависимое снижение экспрессии репортерно-
го белка при добавлении АК в среду для инфиль-
трации в количестве 10–100 мМ; при 5 мМ АК 
наблюдали незначимое повышение экспрессии ре-
портерного белка. 

Используемые при трансформации различных 
растений нейтральные поверхностно-активные 
вещества, такие как Tween-20, Triton X-100, Silwet 
L-77, Pluronic F-68, применяют в концентрации 
не более 0,1% [6, 12–14], однако в нашей работе 
значимый положительный эффект Pluronic F-68 
наблюдался при достаточно высокой концентра-
ции (0,2%).

Повидон как антиоксидант, подавляющий не-
кроз в тканях растений и повышающий их жиз-
неспособность, в концентрации 1% совместно с 
2 мг/л дитиотреитола в среде для сокультивирова-
ния повышает выживаемость эксплантов лонгана 
и орхидеи [8]. В работе Norkunas [6] повидон в 
концентрации 0,1–1,0 г/л (0,01–0,1%) не оказыва-
ет положительного эффекта и даже снижает экс-
прессию репортерного белка при концентрациях 
0,5 и 1,0 г/л.

Таким образом, с учетом полученных и лите-
ратурных данных можно заключить, что дальней-
шая оптимизация состава раствора для агроин-
фильтрации методом статистического планиро-
вания эксперимента в целях повышения экспрес-
сии иммуноцитокина возможна при изменении 
диапазонов концентрации химических добавок. 
При использовании в составе раствора для агро-
инфильтрации 600 мкМ ацетосирингона и 0,2% 
Pluronic F-68 выход целевого белка составляет 

Т а б л и ц а  3
Дисперсионный анализ полученной регрессионной модели

Параметры
Сумма 

квадратов

Число 
степеней 
свободы

Средний 
квадрат

Критерий 
Фишера F

p-значение 
Prob > F

Модель 1,75 5 0,35 24,77 < 0,0001

A – ацетосирингон 0,27 1 0,27 19,11 0,0014

B – липоевая кислота 0,001 1 0,00 0,048 0,8311

C – аскорбиновая 
кислота

1,21 1 1,21 85,29 < 0,0001

D – Pluronic F-68 0,082 1 0,082 5,82 0,0365

E – повидон 0,001 1 0,00 0,067 0,8012

Остатки 0,14 10 0,014

Потеря согласия 0,091 5 0,018 1,80 0,2668
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Влияние отдельных факторов на нормированное значение выхода целевого белка (при нулевом значении 
остальных): а – ацетосирингона, б – липоевой кислоты, в – аскорбиновой кислоты, г – Pluronic F-68, д – по-
видона. По оси абсцисс – концентрации химических добавок; по оси ординат – значения нормированного 

выхода
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более 500 мкг/г, что значительно превышает ис-
ходный уровень продукции (55–76 мкг/г), полу-
ченного с использованием прежней методики аг-
роинфильтрации [16].

Работа выполнена в рамках программы ис-
следований, запланированных в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(тема НИР: «Разработка технологий дизайна, 
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OPTIMIZATION OF AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSIENT 
EXPRESSION OF IMMUNOCYTOKINE BASED ON HUMAN 
INTERFERON-α-2b AND ANTI-HER2 ANTIBODY IN NICOTIANA 
BENTHAM

K.M. Konoplina1*, E.N. Kosobokova1, E.V. Sheshukova2, M.V. Pinyugina1,                             
A.A. Malchenkova1, V.S. Kosorukov1

( 1 FSBI «N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center» of the Ministry of Health of the 
Russian Federation; 2 FSSI «N. I. Vavilov Institute of General Genetics» of Russian Acad-
emy of Sciences; *e-mail: konoplinakm@gmail.com)

Optimization of the agroinfi ltration media composition is one of the options to increase the 
effi ciency of the Agrobacterium tumefaciens-mediated transient expression of the target 
protein in plants. In the study, we have demonstrated effects of some chemical additives 
in the agroinfi ltration media on the target immunocytokine yield by statistical design of 
the experiment. It was shown that acetosyringone (600 μM) and pluronic F-68 (0.2%) 
increased the target protein yield signifi cantly, while lipoic acid (0–5 μM) and povidone (0–
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0.5 g/L) did not have a signifi cant impact on the protein yield and ascorbic acid (25–50 mM) 
decreased the product yield signifi cantly. As a result of the study, the created composition 
of the agroinfi ltration media made it possible to produce 500 μg/g of the target protein 
yield, which is a suffi cient technological level for large-scale production of recombinant 
proteins in plants.  

Key words: agroinfi ltration, protein expression optimization, statistical design of the 
experiment, transient expression, Nicotiana benthamiana.
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