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Застосування методів генетичної транс-
формації, зокрема з використанням бакте-
рій роду Agrobacterium, уможливлює одер-
жання рослин, які синтезують невластиві
для них протеїни. Такі рослини викликають
досить великий інтерес з огляду на те, що їх
можна використовувати як біофабрики для
продукування цінних лікарських сполук
завдяки включенню до їхнього геному пере-
несених генів.

Особливий інтерес як об’єкти генетичної
трансформації та потенційні продуценти
сполук медичного призначення становлять
лікарські рослини, адже вони природно син-
тезують сполуки, які використовують для
лікування та профілактики низки захворю-
вань [1].

Відомо, що генетична трансформація із
застосуванням агробактерій може сприяти

підвищенню рівня синтезу цінних природ-
них сполук у рослинах. Перенесення до
геному рослин цільових генів, що кодують
синтез протеїнів з лікувальними властивос-
тями, дає змогу отримувати рослини, які
продукують як природні, так і невластиві
для даного виду сполуки медичного призна-
чення. Із застосуванням A. rhizogenes для
генетичної трансформації рослин одержу-
ють культуру так званих «бородатих» коре-
нів, які ростуть на живильному середовищі
за відсутності регуляторів росту і мають
характерний фенотип [2]. Такі корені, так
само як і вихідні рослини, є продуцентами
природних сполук [3] або сполук, що синте-
зуються завдяки перенесенню чужорідних
генів [4, 5]. Культура коренів є більш гене-
тично стабільною порівняно з культурами
клітин [6]. «Бородаті» корені використовують
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Метою роботи було одержання культури «бородатих» коренів Althaea officinalis L. з геном інтерферо-
ну α2b людини (ifn-α2b), визначення вмісту фруктанів та противірусної активності екстрактів із транс-
генних коренів. Трансформування листових та кореневих експлантів здійснювали методом Agrobacterium
rhizogenes-опосередкованої трансформації. Противірусну активність визначали за зниженням цитопа-
тичної дії вірусу везикулярного стоматиту (штам Індіана) у клітинах нирки бика лінії MDBK.

З обох типів експлантів з частотою 100% отримано трансгенні корені алтею. Методом ЗТ-ПЛР під-
тверджено транскрипцію гена ifn-α2b. Різні клони одержаних «бородатих» коренів відрізнялися за
швидкістю росту — приріст маси за 30 діб коливався від 0, 036± 0,008 до 0,371±0,019 г з однієї точки
росту, а також за синтезом фруктанів, вміст яких максимально дорівнював 154,6 ± 6,62 мг/г сухої маси
коренів. Показано, що генетична трансформація у деяких випадках сприяла підвищенню швидкості
росту та збільшенню накопичення фруктанів у трансгенних коренях A. officinalis. 

Екстракти з культивованих in vitro коренів виявили високу (до 26 000 МО/г маси) активність
проти вірусу везикулярного стоматиту. 

Таким чином, було отримано трансгенні корені алтею, які відзначалися високими швидкістю
росту, рівнем накопиченням фруктанів та противірусною активністю.
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у біореакторах для продукування цінних
сполук [7, 8]. 

Рослини Althaea officinalis (Malvaceae)
є лікарськими і набули застосування
у народній та традиційній медицині. У коре-
нях і листях алтею синтезуються такі сполу-
ки, як флавоноїди, глікозиди, кумарини та
ін. Ці рослини використовують для лікуван-
ня кашлю, запалення шлунку, як протипух-
линний, противірусний, антибактеріаль ний
та імуностимулювальний засіб [9−12]. 

Незважаючи на давнє та широке застосу-
вання рослин алтею у медичній практиці,
досі ці рослини практично не використову-
вали як об’єкти біотехнологічних дослід-
жень. Є лише обмежене коло публікацій
щодо культивування in vitro, зокрема іні-
ціювання росту адвентивних пагонів [13].
У наших дослідженнях рослини алтею було
використано для генетичної трансформації
з метою одержання культури «бородатих»
коренів та вивчення накопичення фрукта-
нів, а також противірусної активності екс-
трактів із трансгенних коренів.

Матеріали і методи 

Вихідним матеріалом слугувало насіння
рослин Althaea officinalis L. (виробництва
фірми «Насіння України»). Для введення
рослин in vitro насіння стерилізували
у 25%-му розчині комерційного препарату
«Бі лизна» протягом 10 хв, промивали тричі
по 5 хв стерильною дистильованою водою
і культивували на поверхні агаризованого
середовища 1/2МС (середовище Мурасіге−
Скуга [14] зі зменшеним удвічі вмістом макро-
солей) при температурі 24 °С та 16-годинному
освітленні. Як експланти використовували
листки 10−14-денних проростків, на яких
робили поперечні надрізи, а також корені
цих проростків. 

Для трансформації застосовували A. rhi-
zogenes (штам GV3101) з векторною кон-
струкцією pCB161 [15]. Бактерії вирощува-
ли на середовищі LB [16] з антибіотиками
(100 мг/л карбеніциліну, 50 мг/л рифампі-
цину) на ротаційному шейкері (200 об/хв)
при температурі 28 °C упродовж 48 год.
Трансформацію проводили згідно з раніше
описаною методикою [15]. Після кокульти-
вування з агробактеріями експланти виро-
щували в чашках Петрі на агаризованому
середовищі 1/2 MС протягом двох діб, потім
переносили на середовище 1/2МС із 600 мг/л
цефатоксиму. Оскільки використаний век-
тор мав ген nptII, селекцію трансгенних
коренів здійснювали в присутності 25 мг/л

канаміцину, який додавали до живильного
середовища через 9 діб після трансформації.

Транскрипцію перенесених генів дослі -
джували, використовуючи полімеразну лан-
цюгову реакцію (ПЛР), поєднану зі зворот-
ною транскрипцією (ЗТ-ПЛР). Сумарну
РНК виділяли за методикою [17].
Використовували набір реактивів Fermen tas
і праймери, специфічні до генів ifn-α2b (5′-
ttgatgctcctggcacag-3′, 5′-ttctgctctgacaacctc-3′,
396 п.н.) та nptII (5′-cctgaatgaactccaggacgaggca-
3′ і 5′-gctctagatccagagtcccgctcagaag-3′,
622 п.н.). Вміст поліфруктанів визначали за
методикою [18] і перераховували на суху
масу коренів. 

Для приготування протеїнових екстрак-
тів рослинний матеріал зважували, розтира-
ли з фосфатним буфером (рН 7,0), переносили
у центрифужну пробірку та цетрифугували
15 хв при 15 000g (+4 °С). Надосад відбира-
ли, переносили в чисту пробірку. До осаду
додавали 0,3 мл буфера, 1% додецилсульфа-
ту натрію, 1мМ інгібітора протеаз (PMSF),
витримували на льоду 10 хв, центрифугува-
ли при 3 000 g. Обидва екстракти поєднува-
ли. Вміст протеїну визначали за методом
Бредфорда [19].

Противірусну активність встановлювали
мікрометодом за зниженням цитопатичної
дії вірусу везикулярного стоматиту (штам
Індіана) у клітинах нирки бика лінії MDBK,
які є високочутливими до антивірусної дії
інтерферону-альфа людини. Застосовували
методику, описану в статті [20]. Результати
реєстрували через 24 год. За одну одиницю
активності інтерферону приймали розведен-
ня зразків, які захищали 50% клітинного
моношару від цитопатичної дії вірусу вези-
кулярного стоматиту. Титр інтерферону
виражали у міжнародних одиницях на 1 г
маси коренів (МО/г) або у міжнародних оди-
ницях на 1 мкг загального розчинного про-
теїну (МО/мкг).

Результати та обговорення

Ріст коренів на експлантах (як на листових,
так і на кореневих) починався через 10−12
діб після кокультивування з агробактерія-
ми. Корені формувалися на всіх екс плантах
(три незалежні експерименти), частота коре -
неутворення досягала 100% (у кожному екс-
перименті використовували по 40 експлан-
тів). Приріст довжини за 10 днів становив
8–10 мм. Отримані корені мали характерні
для «бородатих» коренів ознаки — ріст на
безгормональному середовищі, негативний
геотропізм, значну розгалуженість (рис. 1). 
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Термінальні ділянки коренів завдовжки
близько 10 мм відділяли від експлантів
і переносили на поверхню живильного сере-
довища 1/2МС для нарощування біомаси та
визначення швидкості росту (за приростом
маси за 30 діб). Корені різних ліній, отрима-
них після A. rhizogenes-опосередкованої
трансформації, відрізнялися за швидкістю
росту. Так, приріст маси коренів за 30 діб
коливався від 0, 036± 0,008 до 0,371±0,019 г
(рис. 2). 

Проведені ПЛР-аналізи підтвердили
наявність цільового та селективного генів
(відповідно ifn-α2b та nptII), а також rolB
гена агробактерій. ЗТ-ПЛР-аналіз виявив,
що у всіх лініях коренів відбувається синтез
мРНК цільового гена (рис. 3), а отже, відсут-
нє так зване «мовчання» генів, яке може від-
буватися в разі трансформування ядерної
ДНК рослин.

Відомо, що генетична трансформація
може призводити до змін у синтезі запасних
сполук. Раніше нами було показано, що
трансгенні корені цикорію та салату, транс-
формовані агробактеріями  з різними цільо-
вими генами, у тому числі з геном ifn-α2b,

мають підвищений вміст фруктанів [21].
Тому доцільно було визначити, чи вплинула
генетична трансформація на синтез фрукта-
нів у трансгенних коренях алтею. Порів нян -
ня виявило, що різні лінії коренів відрізня-
лися одна від одної за вмістом фруктанів,
який коливався від 67,20± 4,47 до 154,62 ±
6,62 мг/г сухої маси коренів (рис. 4). У коре-
нях нетрансформованих рослин (контроль)
вміст фруктанів дорівнював 69,32 ±3,95 мг/г
сухої маси. Отже, для низки ліній трансген-
них коренів встановлено достовірне підви-
щення вмісту фруктанів порівняно з контролем.
Порівняння швидкості росту та нако -
пичення фруктанів показало, що наймен-
ший вміст фруктанів спостерігався в лінії
з найбільшою швидкістю росту, що є цілком
закономірним і встановлено нами раніше на
трансгенних коренях цикорію. Такі резуль-
тати також узгоджуються з даними літера-
тури щодо впливу генетичної трансформації
на ріст та синтез сполук у трансгенних рос-
линах. Відомо, що різні лінії (клони) є неза-
лежними трансформантами [22] і можуть

а б

Рис. 1. Коренеутворення на листових
експлантах алтею (а) та ріст «бородатих»

коренів  на безгормональному середовищі МС (б)
після трансформування за допомогою 

A. rhizogenes з вектором рСВ161

Рис. 2. Приріст маси «бородатих» коренів алтею
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Рис. 3. Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР
генів nptII (622 п.н.) та ifn-α2b (396 п.н.)

трансгенних коренів алтею: 
М — ДНК-маркер (O’GeneRuler™ 1 kb DNA

Ladder, Fermentas); парні треки — синтез
зворотних транскриптів за відсутності

ревертази; непарні — ЗТ-ПЛР з ревертазою
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Рис. 4. Вміст фруктанів у трансгенних 
коренях алтею: 

1–5 — незалежні клони, к — контроль
(нетрансформовані корені)
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відрізнятися за морфологією, швидкістю
росту, синтезом вторинних метаболітів і за -
пасних сполук, що залежить від низки фак-
торів, зокрема інтеграції трансгенів і кіль-
кості копій [23, 24].

Дослідження біологічної активності екс-
трактів із трансгенних коренів стосовно
вірусу везикулярного стоматиту виявило
пригнічення вірусу та наявність інтерферо-
ноподібної активності, причому рівень
активності у коренях різних ліній істотно
відрізнявся (таблиця).

Раніше було показано, що інтерферони
людини можуть синтезуватись у трансген-
них рослинах різних видів — тютюні, кар-
топлі, рису, моркві тощо. Рівень противірус-
ної активності рекомбінантного інтерферону
рослинного походження варіює у достатньо
широких межах. Наприклад, противірусна
активність екстрактів із трансгенного рису
становила до 30 000–45 000 МО/г маси на сін -

ня [25], у рослинах моркви — до 50 700 МО/г
сирої маси [26], рослинах картоплі —
210–560 МО/г маси [27], алое —
453,9–10 175,9 МО/г маси [28]. Як випливає
з наведених у таблиці даних, рівень проти-
вірусної активності протеїнових екстрактів
з отриманих нами трансгенних коренів алтею
коливався від 181,812 до 26 086,962 МО/г
маси. Клон № 3, для якого виявлено найви-
щу противірусну активність, характеризу-
вався і найбільшою швидкістю росту. Отже,
ці корені є перспективними для використан-
ня у біотехнологіях продукування інтерфе-
рону в рослинних системах.

Порівняння противірусної активності,
зареєстрованої у наведених роботах, є дещо
умовним, адже різні автори екстрагували
інтерферон за різних умов, а також викорис-
товували різні клітинні лінії для тестування
противірусної дії екстрактів. Разом з тим
наведені дані свідчать про можливість одер-
жання рослин, культури коренів або клітин-
них ліній, які здатні синтезувати біологічно
активний інтерферон.

Таким чином, з використанням Agrobac -
terium rhizogenes-опосередкованої транс-
формації було отримано культури трансген-
них коренів алтею з геном інтерферону α2b
людини. Частота трансформації з листових
та кореневих експлантів була однаковою
і становила 100%. Лінії (клони) відрізняли-
ся за швидкістю росту та синтезом фрукта-
нів, максимальний вміст яких дорівнював
154,6 ± 6,62 мг/г сухої маси коренів.
Протеїнові екстракти із цих коренів, одер-
жані шляхом екстрагування фосфатним
буфером, виявляли активність проти вірусу
везикулярного стоматиту до 26 086,96 МО/г
маси коренів.

Наявність гена ifn-α2b, синтез мРНК та
противірусна активність протеїновіх екстрактів

із трансгенних коренів алтею

Лінія
коренів 

ПЛР 
(ifn-α2b) 

ЗТ-ПЛР
(ifn-α2b) 

Інтерфероноподіб на
активність

МО/г маси
коренів 

МО/мкг
загаль -

ного
розчин -

ного
протеїну 

Алт 1 + + 181,812 0,446  

Алт 2 + + 22727,274 12,777

Алт 3 + + 26086,962 16,025

Примітка: + — позитивний ПЛР- та ЗТ-ПЛР-
аналізи.
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СОЗДАНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ КУЛЬТУРЫ
ТРАНСГЕННЫХ КОРНЕЙ Althaea

officinalis С ГЕНОМ ИНТЕРФЕРОНА
α2B ЧЕЛОВЕКА
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Целью работы было получение культуры
«бородатых» корней Althaea officinalis L.
с геном интерферона α2b человека (ifn-α2b),
определение содержания фруктанов и проти-
вовирусной активности экстрактов из транс-
генных корней. Трансформацию листовых и
корневых эксплантов осуществляли методом
Agrobacterium rhizogenes-опосредованной транс -
формации. Противовирусную активность
определяли по снижению цитопатического
действия вируса везикулярного стоматита
(штамм Индиана) в клетках почки быка линии
MDBK. При использовании двух типов экс-
плантов с частотой 100% получены трансген-
ные корни алтея. Методом ОТ-ПЦР подтвер-
ждено транскрибирование гена ifn-α2b. 

Различные клоны полученных «борода-
тых» корней отличались по скорости роста —
прирост массы за 30 дней колебался от 0, 036 ±
0,008 до 0,371 ± 0,019 г (из одной точки роста),
а также по синтезу фруктанов, содержание ко -
то рых максимально составляло 154,6 ± 6,62 мг/г
сухой массы корней. Показано, что генетичес-
кая трансформация в ряде случаев приводила
к повышению скорости роста и увеличению
синтеза фруктанов в трансгенных корнях
A. officinalis. 

Экстракты из культивируемых in vitro
трансгенных корней алтея обнаружили высо-
кую (до 26 000 МЕ/г массы) активность против
вируса везикулярного стоматита. 

Таким образом, были получены трансген-
ные корни алтея, которые отличались высокой
скоростью роста, значительным накоплением
фруктанов и высокой противовирусной актив-
ностью.

Ключевые слова: Agrobacterium rhizogenes,
Althaea officinalis L., генетическая транс фор -
ма ция, интерферон α2b человека, фруктаны.
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The aim of our work was to obtain Althaea
officinalis L. «hairy» root culture with human
interferon α2b gene (ifn-α2b), to measure fruc-
tans content and antiviral activity of extracts
from the transgenic roots. Transformation of
leaf and root explants was carried out by means
of Agrobacterium rhizogenes-mediated transfor-
mation. Antiviral activity was measured by the
reduction in cytopathic effect of vesicular sto-
matitis virus (Indiana strain) in bovine kidney
cells line MDBK. 

Transformation frequency was 100% for leaf
and root explants. RT-PCR confirmed ifn-α2b
gene transcription. The clones of transgenic
roots differed in mass increasing from 0, 036 ±
0,008 up to 0,371 ± 0,019 g in 30 days cultivati-
on and in fructan synthesis from 67,2± 4,47 up
to 154,6 ± 6,62 mg/g roots dry weight. 

Extracts from «hairy»roots culture were cha-
racterized by high antiviral activity against vesi-
cular stomatitis virus — up to 26 000 IU/ g of
roots fresh weight.

In some cases the genetic transformation
shown to lead increasing the growth rate and
increasing the level of fructan synthesis in
transgenic A. officinalis roots. Extracts from
cultivated in vitro marshmallow transgenic roots
were characterized  by high level of  antiviral
activity against vesicular stomatitis virus.

Thus, there were obtained transgenic A. offi-
cinalis roots, characterized by high growth rate,
significant accumulation of fructans and high
antiviral activity.

Key words: Agrobacterium rhizogenes, Althaea
officinalis L., genetic transformation, human
interferon alfa 2b, fructans.




