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КЛОНИРОВАНИЕ И ЭКСПРЕССИЯ  
кДНК Rht-D1a ПШЕНИЦЫ В E. coli 

DELLA белки пшеницы кодируются генами Rht-1 и имеют три гомологичных локуса (Rht-
A1, Rht-B1 и Rht-D1) в 4A, 4B и 4D хромосомах, соответственно. Несмотря на важность Rht-1 
белков, практически не проводились биохимические исследования, в основном из-за трудностей 
с очисткой достаточного количества белка и отсутствия специфичных к этому белку антител. 
В представленной работе выделена кДНК гена Rht-D1а с применением реакции обратной 
транскрипции и полимеразной цепной реакции. Осуществлена функциональная экспрессия 
Rht-D1а с гистидиновым концом в E. cоli и очищена никель-аффинной хроматографией до 
гомогенного состояния. С помощью MALDI-TОF масс-спектрометрии установлено полное 
совпадение аминокислотной последовательности рекомбинантного белка с первичной 
структурой Rht-D1а белка Triticum aestivum. Выявлено, что продуктом экспрессии гена является 
глобулярный белок массой 65,3 kDa, состоящий из 623 аминокислот (pI=4,99). С применением 
очищенных рекомбинантных белков RHT-D1а были получены поликлональные антитела и 
выявлена их специфичность к Rht-D1а белку пшеницы. Полученные нами очищенный Rht-D1а 
белок и специфичные к нему поликлональные антитела подходят для дальнейших структурных 
и функциональных исследований, которые будут способствовать четкому пониманию механизма 
регуляции роста растений через Rht-D1a белки.
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Cloning and expression of wheat Rht-D1a cDNA in E.coli

The wheat DELLA proteins encoded by the plant height reducing (Rht-1) genes. Wheat DELLA genes 
have three homologous loci (Rht-A1, Rht-B1, and Rht-D1) in the 4A, 4B, and 4D chromosomes, respec-
tively. Despite the importance of the Rht-1 proteins, little biochemical analyses have been reported, 
mainly due to difficulties with purification of sufficient quality of protein and absence specific antibod-
ies to this protein. Here, we isolated the Rht-D1a cDNA gene encoding the wheat Rht-D1a using the 
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reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-PCR). Rht-D1a with a 6xHis end was functionally 
expressed in E. coli and purified by nickel affinity chromatography. Using MALDI-TOF mass spectrom-
etry, a complete coincidence of the amino acid sequence of the recombinant protein with the primary 
structure of the DELLA protein Triticum aestivum was established. It was revealed that the product of 
gene expression is a globular protein with a mass of 65.3 kDa, consisting of 623 amino acids (pI 4.99). 
Purified Rht-D1a was used as an immunogen to generate rabbit polyclonal anti-Rht-D1a antibodies. Our 
purified preparation of the wheat Rht-D1a and antibodies generated against the recombinant Rht-D1a is 
suitable for further structural and functional studies that will contribute to precise understanding of the 
plant regulation mechanism through Rht-D1a proteins.
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Смекенов И.Т.1, Аюпов Т.И.2, Бахтамбаева М.К.3,  
Рахматуллаева Г.Т.4, Тайпақова С.М.5, Бисенбаев А. К.6

1PhD-докторантура студенті, кіші ғылыми қызметкер, e-mail: smekenovizat@gmail.com  
2-4бакалавриат студенті, зерттеуші-тәжірибе жинақтаушы,  

e-mail: timur220505@gmail.com; bakhtambayeva.marzhan@gmail.com; guliza9676@gmail.com  
5PhD, жетекші ғылыми қызметкер, e-mail: sabira.taipakova@gmail.com  

6биология ғылымдары докторы, профессор, ҚР-ҰҒА академигі, бас ғылыми қызметкер,  
e-mail: Amangeldy.Bisenbaev@kaznu.kz  

Биология және биотехнология мәселелерінің ғылыми-зерттеу институты,  
әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университеті, Қазақстан, Алматы қ.

Бидай Rht-D1a кДНҚ генін E.coli жүйесінде клондау және экспрессиялау

Бидайдың DELLA белоктары Rht-1 гендерімен кодталады. Rht-1 гендерінің 4A, 4B, және 
4D хромосомаларында үш гомологиялық локустары (Rht-A1, Rht-B1 және Rht-D1) бар. Rht-1 
белоктарының маңыздылығына қарамастан, жеткілікті мөлшерде белок бөліп алу қиындықтары 
мен белокқа қарсы антиденелердің болмауына байланысты биохимиялық зерттеулер қажетті 
деңгейде жүргізілмеді. Ұсынылып отырған жұмыста кері транскрипция және полимеразды 
тізбекті реакциялары көмегімен Rht-D1а кДНҚ гені бөлініп алынды. Гистидин соңды Rht-D1а E. cоli 
жүйесінде функциональді экспрессияланып, никель аффинді хроматография көмегімен гомогенді 
күйде бөлініп алынды. MALDI-TОF масс-спектрометрия көмегімен рекомбинантты белоктың 
аминқышқылдық тізбегінің Triticum aestivum Rht-D1а белогының біріншілік құрылымымен толық 
сәйкестігі анықталды. Ген экспрессиясының өнімі молекулалық массасы 65,3 kDa болатын 
және 623 аминқышқылынан тұратын (pI=4,99) глобулярлы белок екені айқындалды. Тазаланып 
алынған рекомбинантты RHT-D1а белогының қолданылуымен поликлональді антиденелер 
алынып, олардың бидай Rht-D1а белоктарына арнайылығы анықталды. Гомогенді күйде бөлініп 
алынған Rht-D1a белогы және спецификалық поликлональды антиденелер, Rht-D1a белогын 
құрылымдық және функционалдық зерттеулер жүргізуге мүмкіндік береді, олай болса Rht-D1a 
арқылы өсімдіктердің өсуінің реттелу механизмін нақты түсінуге түрткі болады. 

Түйін сөздер: Triticum aestivum, RHT-D1а, DELLA-белок экспрессия.

Введение

Ген пшеницы Rht-1, предопределивший 
успех «зеленой революции» и используемый 
при создании низкорослых и устойчивых к по-
леганию сортов пшеницы, кодирует белок с вы-
сококонсервативным DE��A доменом (Peng J., 
1999: 256-261). Большинство карликовых форм 
культурных растений содержат мутации в ге-
нах, кодирующих DE��A-белки. Такие мутации 
весьма перспективны для использования в се-
лекции, поскольку они не оказывают влияния на 
жизнеспособность и размножение растений (Ue-Ue-
guchi-Tanaka M., 2007: 183-198; Cheng H., 2004: 
1055–1064). Белки DE��A являются репрессо-
рами роста растений, впервые идентифициро-
ван в Triticum aestivum, и встречаются во всех 

сельскохозяйственных растениях, включая рис 
(�ryza sativa), ячмень (H�r�eum vulgare), кукуру-
за (Zea mays), пшеница (Triticum aestivum) и ви-
ноград (Vitis vi��era) (Peng J., 1999: 256-261; Ue-Peng J., 1999: 256-261; Ue- J., 1999: 256-261; Ue-J., 1999: 256-261; Ue-., 1999: 256-261; Ue-Ue-
guchi-Tanaka M., 2007: 183-198; Boss P.K., 2002: 
847-850; Chandler P.M., 2002: 181-190; Gubler, F., 
1992: 3591-3595; Itoh H., 2002: 57-70, Phillips S., 
2012: 4-6). В арабидопсисе DE��A-белки RGA и 
GAI (Silverstone A.L., 1998: 155-169) действуют 
как отрицательные регуляторы передачи сигна-
лов гибберелловой кислоты (ГК), и аналогичные 
роли предполагаются для S�R1 в рисе (Ikeda A., 
2001: 999-1010; Dai C., 2010:1916-1927) и SLN1 
в ячмене (Chandler P.M., 2002: 181-190). Пока-Chandler P.M., 2002: 181-190). Пока- P.M., 2002: 181-190). Пока-P.M., 2002: 181-190). Пока-.M., 2002: 181-190). Пока-M., 2002: 181-190). Пока-., 2002: 181-190). Пока-
зано, что ГК индуцирует деградацию DE��A 
белков. Деградация DE��A белка, индуциро-
ванная ГК совместно с рецептором GID1 и бел-
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ком F-бокса, играют ключевую роль в передаче 
сигналов ГК (Feng S., 2008: 475-479; Fu X., 2002: 
3191-3200). Когда ГК отсутствует, DE��A белки 
подавляют различные эффекты ГК в растениях, 
включая экспрессию гена α-амилазы. При свя-
зывании молекулы ГК с рецептором GID1 инду-
цируется его взаимодействие с DE��A-белком 
и F-боксом, содержащим белки S�Y/GID2. В 
результате DE��A-белок присоединяется к 
убиквитин-лигазному комплексу SCFS�Y/GID2, 
что стимулирует его убиквитин-зависимый про-
теолиз DE��A-белка. Этот основной путь для 
ГК-индуцированной деградации DE��A-белков 
показан в рисе (Itoh H., 2005: 669-679, Gomi K., 
2004: 626–634) и ячмене (Gubler, F., 1992: 3591-
3595). Установлено, что ГК-индуцированная де-
градация DE��A в растениях арабидопсис сти-
мулирует рост растений (Dill A., 2001: 777-785). 
DE��A белки являются не только ключевыми 
компонентами цепи сигнальной трансдукции, 
которые регулируют рост растений в ответ на 
ГК (Alvey L., 2005: 153-160, Yamaguchi S., 2008: 
225-251, Gilroy S., 1992:3591-3595), но также яв-Gilroy S., 1992:3591-3595), но также яв- S., 1992:3591-3595), но также яв-S., 1992:3591-3595), но также яв-., 1992:3591-3595), но также яв-
ляются интеграторами сигналов от других фак-
торов регулирующих рост растений. 

Гексаплоидная пшеница (AABBDD) явля-
ется основной продовольственной культурой. 
DE��A белки пшеницы кодируются Rht-1 ге-
нами который впервые были выделены Peng et 
al. (Peng J., 1999: 256-261). Rht-1 гены имеют 
три гомологичных локуса (Rht-A1, Rht-B1, and 
Rht-D1) в 4A, 4B и 4D хромосомах, соответ-
ственно (Pearce S., 2011:1820–1831). Выявлены 
несколько мутантных вариантов Rht-B1/Rht-D1 
придающих карликовость и потерю чувстви-
тельности к ГК (Pearce S., 2011:1820–1831; Wu 
J., 2011:2120–2130). Показано, что мутантные 
варианты Rht-B1b, Rht-B1c и Rht-D1b снижа-
ют ГК-зависимое взаимодействие между GID1 
и DE��A (Pearce S., 2011:1820–1831; Wu J., 
2011:2120–2130; Chandler P.M., 2008: 285–294). 
В пшенице, хотя взаимодействие между Rht-1 
и GID1 наблюдались в двухгибридных систе-
мах дрожжей (Wu J., 2011:2120-2130; �ou X., 
2011:e0157642), белок Rht-1 до сих пор не обна-e0157642), белок Rht-1 до сих пор не обна-0157642), белок Rht-1 до сих пор не обна-
ружен в тканях пшеницы из-за отсутствия под-
ходящих инструментов. 

Понимание на молекулярном уровне белок-
белковых взаимодействий между белками Rht-1 
и другими потенциальными компонентами сиг-
нальных систем является критически важным в 
расшифровке механизмов роста растений и для 
понимания функций белков Rht-1. В связи с этим 
экспрессия в гетерологичных системах гена Rht-

1 позволяет получать большие количества целе-
вого белка для получения специфичных антител, 
мощных инструментов в характеристике функ-
ции гена и белок-белковых взаимодействий в 
трансдукции сигналов роста растений. 

Целью представленной работы является вы-
деление и характеристика кДНК гена, кодиру-
ющего RHT-D1а и функциональная экспрессия 
His-меченного кДНК гена RHT-D1а в E.coli.

Материалы и методы исследования
 
Материалы исследования. Обьектом иссле-

довании явились нуклеиновые кислоты, выде-
ленные из пшеницы сорта Саратовская 29.

В ходе работы использовали клеточные ли-
нии: NovaXG Zappers (F� mcrA Δ(mcr��mrr) 
e��A1 recA1 φ80�lacZΔ�15 ΔlacX74 araD139 
Δ(ara�leu)7697 galU galK rpsL �upG λ� t��A) для 
наработки плазмидной ДНК и экспрессионный 
штамм Rosetta(DE3) p�ysS (F- �mpT 
hsdSB(rB

- mB
-) gal �cm (DE3) p�ysSRARE (CamR)) 

фирмы «Novagen» (Германия). 
Для приготовления буферных растворов 

использовали реактивы марок х.ч., ч.д.а., и 
о.с.ч., производимых фирмами «Sigma» (США), 
«Amrеscо» (Германия), «Sеrva» (Германия) и 
«Реахим» (Россия). В ходе работы использовали 
ферменты модификации ДНК и белков 
производства фирм «Sigma-Aldrich» (США), 
«Nеw Еngland Biоlabs» (Англия), «Thеrmо Fishеr 
Sciеntific» (США), «Prоmеga» (США), «Rоchе» 
(США). 

Выделение тотальной РНК из листьев пше-
ницы. Для выращивания растений пшеницы со-
рта Саратовская 29, зерна стерилизовали в рас-
творе 1%-го гипохлорида натрия в течение 10 
мин. Затем несколько раз промывали в стериль-
ной воде и помещали в чашки Петри со 100 г 
стерилизованного песка и замачивали в 20-25 мл 
деионизированной воды. Растения выращивали 
в условиях длинного светового дня (≥14 ч) при 
22°C. Через 5 дней растения использовали для 
выделения нуклеиновых кислот. Для выделения 
РНК брали 100 мг проростков пшеницы и гомо-
генизировали в заранее охлажденной фарфоро-
вой ступке в присутствии 1,3 мл TRI реагента 
(Sigma-Aldrich, США). Гомогенат переносили в 
микропробирку и центрифугировали при 12000 
об/мин в течение 5 минут при 4ºС. Супернатант 
перенесли в стерильную пробирку и добавили 
300 мкл холодного хлороформа и перемешивали 
путем инвертирования пробирки, затем инкуби-
ровали на льду в течение 3 минут. Далее центри-
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фугировали при 12000 об/мин в течение 15 ми-
нут при 4°С. Верхнюю водную фазу осторожно 
перенесли в новую пробирку и добавили 0,5 мл 
холодного изопропилового спирта. После пере-
мешивания раствор инкубировали 10 минут на 
льду и центрифугировали при 12000 об/мин 10 
минут при 4°С. Супернатант удаляли пипеткой и 
осадок промывали в 1 мл 75% этанола. Образец 
осаждали центрифугированием при 12000 об/
мин в течение 5 минут при 4°С и сушили при 
комнатной температуре в течение 10 минут. 
Осадок растворяли в 30 мкл dH2О. Концентра-
цию и качество выделенной РНК определяли с 
помощью спектрофотометра Nanоdrоp 2000c 
(Thеrmо Fishеr Sciеntific, США) и агарозного 
гель-электрофореза. Образец хранили при -70ºС.

Выделение мРНК. Объем препарата тоталь-
ной РНК довели до 600 мкл с dH2О. Препарат 
инкубировали в течении 5 мин при 65°С в во-
дяной бане, затем к препарату добавили 500 мкл 
двухкратного связывающего буфера (1 M NaCl, 
20 мМ Tris pH 7,5, 2 мМ EDTA, 0,1% ДСН). По-Tris pH 7,5, 2 мМ EDTA, 0,1% ДСН). По- pH 7,5, 2 мМ EDTA, 0,1% ДСН). По-pH 7,5, 2 мМ EDTA, 0,1% ДСН). По- 7,5, 2 мМ EDTA, 0,1% ДСН). По-EDTA, 0,1% ДСН). По-, 0,1% ДСН). По-
лученную смесь переносили в пробирку с про-
мытой олиго-dT целлюлозой и инкубировали в 
течение 15 мин при комнатной температуре на 
качалке. Смесь центрифугировали при 14000 об/
мин в течение 10 минут, удаляли супернатант. 
Осадок промывали два раза однократным свя-
зывающим буфером и два раза промывочным 
буфером (0,2 M NaCl, 10 мМ Tris pH 7,5, 1 мМ 
ЕDTA, 0,05% ДСН). мРНК элюировали с помо-
щью олиго-dT целлюлозы, добавлением 250 мкл 
буфера для элюции и инкубированием при 37°С 
в течении 5 мин. Далее смесь центрифугирова-
ли и осторожно отбирали супернатант в чистую 
пробирку. Повторяли элюцию. Объединяли 
элюаты и доводили объем водой до 200 мкл. Для 
осаждения поли-А РНК к раствору добавляли 40 
мкл 5 М ацетата аммония, 2.5 объема этанола и 
инкубировали при -70°С в течение 30 минут, или 
на ночь на -20°С. Осадок собирали центрифуги-
рованием и растворяли в 50 мкл dH2О.

Реакция обратной транскрипции. Для син-
теза кДНК на матрице мРНК, в стерильную 
пробирку добавляли в указанной последова-
тельности: РНК (1-500 нг поли-А РНК), прай-
мер (15-20 пмоль ген-специфичного праймера) 
и затем объем довели до 12,5 мкл стерильной 
dH2О. Реакционную смесь прогревали при 70°С 
в течение 5 минут и охлаждали на льду. Далее, к 
смеси добавляли (в указанной последовательно-
сти): 4 мкл пятикратного реакционного буфера 
(250 мМ Tris-HCl pH 8,3 при 25°C, 250 мМ KCl, 
20 мМ MgCl2, 50 мМ DTT), 0.5 мкл (или 20 ед.) 

Ribо�оck™ RNasе Inhibitоr, 2 мкл 10 мМ смеси 
dNTP (конечная концентрация 1мМ), 1 мкл (или 
200 ед.) RеvеrtAid™ H Minus M-Mu�V Rеvеrsе 
Transcriptasе (Fеrmеntas, Латвия). Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 20 мкл. Затем 
смесь осторожно перемешивали и инкубировали 
в течение 5 мин при 37°С. Реакцию проводили 
в течение 1,5 часов при 42°С на водяной бане. 
Реакцию останавливали прогреванием в течении 
10 мин при 70°С. Полученный продукт хранили 
при -20°С.

Полимеразная цепная реакция. Для полу-
чения в достаточном количестве кДНК исполь-
зовали метод ПЦР. К 2 мкл реакционной смеси 
обратной транскрипции добавляли олигонукле-
отиды, являющиеся прямым и обратным прай-
мерами до конечной концентрации 0,2 мМ. Да-
лее в смесь добавляли 12,5 мкл 2Х PCR Mastеr 
mix (Fеrmеntas, Латвия), содержащие 0,625 еди-
ниц Taq ДНК полимеразы в буфере (750 мМ Tris 
HCl, pH 8,8, 200 мМ (NH4)2SО4, 0,1 % Twееn 20), 
50 мМ MgCl2 и 5 мМ каждого dNTP, а также 
15,5 мкл деонизированной стерильной воды на 
25 мкл реакции. Продукты ПЦР анализировали 
в 1% агарозном геле и затем очищали методом 
элюции из геля.

Индукция экспрессии Rht�D1a гена под кон�Rht�D1a гена под кон��D1a гена под кон�D1a гена под кон�1a гена под кон�a гена под кон� гена под кон-
тролем T7 промотора в E.c�li и очистка реком�T7 промотора в E.c�li и очистка реком�7 промотора в E.c�li и очистка реком�E.c�li и очистка реком�.c�li и очистка реком�c�li и очистка реком� и очистка реком-
бинантного белка

Для индукции экспрессии рекомбинантного 
белка под контролем T7 промотора в клетках E. 
coli несколько колоний трансформированных 
клеток выросших на чашках Петри с селективной 
средой инокулировали в 20 мл �B-среды с кана-
мицином в концентрации 50 мкг/мл и культиви-
ровали при 37°C и интенсивной аэрации (180 об/
мин на качалке) в течение ночи. Затем ночную 
культуру ресуспензировали в 1 л жидкой �B с 
канамицином. Рост бактериальной культуры 
проводили при 30°C до достижения оптической 
плотности OD600~0,6. При достижении необхо-
димой плотности индукцию проводили в при-
сутствии ИПТГ в конечной концентрации 0,2 
мМ. Отбор проб для анализа проводили до и по-
сле индукции с ИПТГ в течение 12 часов (ночная 
культура) центрифугированием при 6000 об/мин 
в течении 7 мин при 4°C. Осажденные клетки ре-
суспензировали в зависимости от объема клеток 
в 10-15 мл буфера для хранения (20 мМ НЕPES 
рН-7,6 c 40 мM NaCl) и хранили при -20°C. 

Рекомбинантный белок с His-концом был 
очищен металлоаффинной хроматографией на 
ионах никеля (Ni2+) с использованием HiTrap 
Chelating колонки объемом 1 мл и после элюи-
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рован из колонки с помощью имидазола в гра-
диенте 20-500 мМ с регистрацией оптической 
плотности на длине волны 280 нм. Электрофорез 
белков, приготовленных кипячением образцов в 
2x образцовом буфере, проводили в полиакрила-
мидном геле по методу Лэммли (Laemmli U.K., 
1970:680-5). 

Получение антител к белку DE��A и имму-
ноблотинг 

Анти- поликлональные антитела были полу-
чены против полноразмерного рекомбинантного 
His-меченного DE��A белка. Около 1 мг очи-
щенного рекомбинантного DE��A белка эмуль-
гировали в равном объеме полным адъювантом 
Фрейнда и вводили подкожно кроликам. Вспо-
могательные инъекции антигена в неполном 
адъюванте Фрейнда проводились каждые две не-
дели. У кролика брали образец крови до первой 
инъекции, а затем через 7 дней после последней 
четвертой инъекции для получения иммунной 
сыворотки. Через неделю после последней инъ-
екции кровь собирали и иммунную сыворотку 
очищали иммуноаффинно посредством набора 
Protein A agarose Fast Flow resin (Sigma, США). 
В качестве первичных антител использовали 
очищенное поликлональное антитела к DE��A 
белку, а в качестве вторичных антител – козли-
ные анти-кроличье иммуноглобулины, конъю-
гированный с пероксидазой хрена. Для имму-
ноблотинга приблизительно 50 мг свежей ткани 
листа или корня 14-дневных проростков замо-
раживали в жидком азоте и гомогенизировали   в 
250 мкл ледяном буфере для экстракции белков, 
содержащего 10 мМ Трис-HCl (рН 8,0), 100 мМ 
KCl, 15% глицерина, 1 мМ DTT, 0,01% NP-40, 
1 мМ фенилметилсульфонилфторида, 5 мкг•мл-1 
лейпептина и 1 мкг•мл-1 антипаина. Получен-
ный лизат центрифугировали при 13000 g в те-
чение 1 часа при 4°C для осаждения клеточных 
остатков. Супернатант переносили в новую про-
бирку и концентрацию белка в каждом образце 
определяли методом Брэдфорда (Bradford M. M. 
1976:248-254) перед нанесением на гель. 

Экстракты растений (12 мкг белка) фракци-
онировали в 10%-ном ДСН-полиакриламидном 
геле и затем белки переносились из полиакрила-
мидного геля на PVDF мембрану (Pierce, США) 
с использованием Bio-Rad Mini-transblot Cell 
(Bio-Rad, США) в соответствии с инструкциями 
производителя. После переноса белка, мембрану 
осторожно встряхивали в блокирующем раство-
ре, содержащем 5% молока и 0,1% Tween-20 в 
1х TBS (трис-буферный солевой раствор: 50 мМ 
Трис-HCl pH 7,5, 20 мМ NaCl) в течение 1 часа 

при комнатной температуре. После удаления 
блокирующего раствора мембрану инкубирова-
ли в 10 мл аффинно-очищенном анти-atPARP 
поликлональном антителе (разведение 1:10000 
в блокирующем растворе 0,1% Твин-20) в тече-
ние ночи при 4°С. Мембрану промывали пять 
раз в 10 мл буфере для промывки (1×TBS, 0,1% 
Tween-20) в течение 5 мин, каждый раз. После 
промывки, мембрану инкубировали в 10 мл рас-
творе вторичных антител (разведение 1:20000 
в блокирующем растворе с 0,1% Твин-20) в те-
чение 1 часа при комнатной температуре. Затем 
мембрану промывали пять раз в 10 мл растворе 
для промывки в течение 5 мин каждый раз. Рас-
твор субстрата готовилась путем смешивания 
равного объема раствора пероксида и раствора 
люминала/усилителя. Мембрану инкубировали 
в растворе субстрата в течение 2 мин в темноте 
и белковые полосы проявляли на пленке Kodak 
X-Omat (США).

Результаты исследования и их обсуждение 

Нами был проведен компьютерный анализ 
нуклеотидной последовательности кДНК гена 
Rht-D1a длиной 1872 пар нуклеотидов (номер 
HE585643.1 в GenBank), кодирующего Rht-D1a 
белок длиной 623 аминокислот с расчетной мо-
лекулярной массой 65,3 кДа и изоэлектрической 
точкой (ИЭТ) около 4,99. 

На основании анализа нуклеотидной по-
следовательности мРНК (кДНК) гена Rht-D1a 
проведен расчет и осуществлен синтез олигону-
клеотидных праймеров для амплификации выше-
указанного гена из пшеницы сорта Саратовская 
29 на матрице, соответствующей мРНК с приме-
нением реакции обратной транскрипции (РОТ) и 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Последо-
вательности этих олигонуклеотидных праймеров 
следующие: смысловой праймер Rht-D1a Dir: 5’- 
ATCCGAATTCATGAAACGTGAGTACCAGG 
-3’ и антисмысловой праймер Rht-D1a Rev: 
5’- TCGATAAGCTTTTACGGACCAGC -3’ с 
подчеркнутыми сайтами рестрикции EcoRI и 
HindIII, соответственно. Сайты выбирались с 
учетом рамки считывания плазмиды. В качестве 
источника мРНК для реакции ОТ-ПЦР были 
выбраны 5-дневные проростки пшеницы сорта 
Саратовская 9. Тотальный препарат РНК выде-
ляли из 5-дневных проростков растений тризол-
методом, как описано в разделе методы иссле-
дования. Электрофоретический анализ РНК на 
0,8% агарозном геле показал наличие 28S рРНК 
и 18S рРНК и 4S рРНК (Рисунок 1А). Отношения 
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A260/A280 и A260/A230 были 1,9 и 2,0, соответ-
ственно. Это свидетельствует о высоком каче-
стве препарата и низкой загрязненности изоли-
рованных образцов белковыми компонентами и 
вторичными метаболитами. Далее препарат РНК 
использовали для амплификация Rht-D1a кДНК 
гена с применением сайт специфических прайме-
ров с помощью реакции обратной транскрипции 

(РОТ) и полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Условия проведения этих реакций указаны в 
разделе «Материалы и методы исследования», а 
результаты приведены на рисунке 1Б. Из приве-
денной электрофореграммы видно, что главным 
продуктом амплификации является кДНК с ожи-
даемым размером около 1800 пар нуклеотидов, 
соответствующий длине кДНК Rht-D1a. 

                            А                                                           В

A – Прeпaрaты тoтaльнoй РНК: 1-3 – суммарный препарат рибонуклеиновых кислот. Спра-
ва указано положение 28S рРНК, 18S рРНК и 4S рРНК. Б – РОТ-ПЦР продукты: 

М – маркерные ДНК. 1 и 2 – продукты РОТ и ПЦР 

Рисунок 1 – Препараты нуклеиновых кислот, выделенных  
из проростков пшеницы и РОТ-ПЦР продукты

В следующих экспериментах, для функ-
циональной экспрессии кДНК гена Rht-D1a в 
прокариотической системе нами был выбран 
вектор pET28с (Novagen, Германия), который 
обладает необходимыми для экспрессии генов 
качествами: сильным, lac индуцибельным промо-
тором бактериофага Т7, с 6xHis-tag последова-
тельностью на С-конце, что позволяет аффиной 
очистке белкового продукта на осное никель-
основанной хроматографии и подходящей для 
вставки емкостью, и простотой селекции. Для 
создание рекомбинантной ДНК-конструкции 
продукт ОТ-ПЦР Rht-D1a кДНК клонировали в 
плазмиду pET28c по сайтам рестрикции EcoRI и 
HindIII. Полученную конструкцию pET28c/Rht-
D1a трансформировали в E.c�li штамма NovaXG 
Zappers для наработки рекомбинантной плазми-
ды. Селекцию клонов проводили на агаризован-
ной среде �B с канамицином (50мкг/мл). Далее 
плазмидная ДНК, выделенная в соответствии с 
протоколом набора GeneJET Plasmid Miniprep 

Kit (Thermo Fisher Scientifi c, США), была ис-Fisher Scientifi c, США), была ис- Scientific, США), была ис-
пользована для тестирования клонов на наличие 
рекомбинантных плазмид, содержащих в своем 
составе ген Rht�D1a с помощью рестрикционно��D1a с помощью рестрикционно�D1a с помощью рестрикционно�1a с помощью рестрикционно�a с помощью рестрикционно�с помощью рестрикционно-
го и ПЦР анализа. 

Результаты рестрикционного анализа плаз-
миды представлены на рисунке 2. Как видно из 
рисунка клоны, содержащие плазмиды pET28c/
Rht�D1a при обработке эндонуклеазами рестрик-
ции EcoRI и HindIII на 1% агарозном геле дают 
четко выраженные две полосы с длиной около 
5,4 и 1,8 т.п.н. По размеру первая полоса соот-
ветствовала длине плазмиды pEТ28с без встав-EТ28с без встав-Т28с без встав-
ки, а вторая длине гена Rht�D1a (Рисунок 2, до-
рожки 6�10). При проведении ПЦР анализа с 
использованием ген�специфических праймеров и 
плазмидной ДНК, выделенных из трансформан-
тов, фрагменты, обнаруженные в результате 
агарозного гель�электрофореза полностью со-
ответствовали длине клонированного гена Rht�
D1a (Рисунок 2, дорожки 1-5). 
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В результате скрининга удалось идентифи-
цировать 5 колоний, содержащих рекомбинант-
ные плазмиды. Клоны были секвенированы в 
обоих направлениях. Определение нуклеотид-
ной последовательности показал полное соот-
ветствие первичной структуры гена ранее опу-
бликованной нуклеотидной последовательности 
гена Rht�D1a T. aestivum. 

Для идентификации продукта гена Rht-D1a 
в клетках Е. c�li использовали систему экс-
прессии на основе РНК-полимеразы фага Т7. 
Для синтеза DE��A белка T. aestivum в бакте-
риальных клетках нами был выбран экспресси-
онный штамм E. c�li Rosetta(DE3), разновид-Rosetta(DE3), разновид-, разновид-
ность штамма К-12. Этот штамм содержит в 
хромосоме копию гена, кодирующий Т7 РНК 
полимеразу под контролем lacUV5-промотора. 
Rosetta(DE3)p�ysS создан на основе штамма 
B�21 lacZY для увеличения экспрессии эука-21 lacZY для увеличения экспрессии эука-lacZY для увеличения экспрессии эука- для увеличения экспрессии эука-
риотических белков содержащих редко исполь-
зуемые в E. coli кодоны. Этот штамм содержит 
гены тРНК к следующим кодонам: AUA, AGG, 
AGA, CUA, CCC, GGA в устойчивых к хлорам-, CUA, CCC, GGA в устойчивых к хлорам-CUA, CCC, GGA в устойчивых к хлорам-, CCC, GGA в устойчивых к хлорам-CCC, GGA в устойчивых к хлорам-, GGA в устойчивых к хлорам-GGA в устойчивых к хлорам- в устойчивых к хлорам-
фениколу плазмиде. 

Экспрессию гена Rht-D1a трансформирован-
ных в клетках E. c�li штамма Rosetta(DE3)p�ysS, 
выявляли с помощью ДСН-ПААГ электрофоре-
за. Индукцию проводили в присутствии ИПТГ в 
конечной концентрации 0,2 мМ. Отбор проб для 

анализа проводили до и после индукции с ИПТГ 
в течение 12 часов. Электрофорез белковых об-
разцов, приготовленных кипячением клеточных 
лизатов в 2x образцовом буфере, проводили в 
10% ДСН-ПААГ в Трис-глицинном буфере при 
12 V/см. 

По результатам ДСН-ПААГ электрофореза 
удалось установить, что рекомбинантный штамм 
продуцирует белок с молекулярной массой 70 
кДа, что незначительно выше предсказанной мо-
лекулярной массы Rht-D1a белка. В отсутствии 
индуктора накопление белка с сответствующей 
молекулярной массой не происходило (Рисунок 
3). Что свидетельствует об эффективной экс-
прессии гена Rht-D1a. 

Так как для экспрессии кДНК T. aestivum в 
E. coli был выбран вектор pET28с с 6xHis-tag 
последовательностью на С-конце, экспрессиро-
ванный рекомбинантный белок содержал шесть 
идентичных гистидиновых остатков на С-конце, 
которые действуют как сайт связывания метал-
лов для очистки белков. В связи с этим, рекомби-
нантный белок с His-концом был очищен метал-His-концом был очищен метал--концом был очищен метал- метал-метал-
лоаффинной хроматографией. Степень очистки 
полученного белка определяли с ДСН-ПААГЭ 
(Рисунок 4). Как видно из представленных дан-
ных рекомбинантный DE��A белок очищен до 
гомогенного состояния и не содержал примесей 
других белков.

1-5 – ПЦР анализ рекомбинантной плазмиды pET28c/Rht-D1a;  
6-7 – Рестрикционный анализ рекомбинантной плазмиды pET28c/Rht-D1a; М: ДНК маркер

Рисунок 2 – Анализ клонов, трансформированных pET28c/Rht-D1a штаммов E.coli  
на наличие рекомбинантной плазмиды
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На следующем этапе для установления при-
роды детектируемых белков мы провели масс-
спектрометрический анализ (MS). Для этого очи-
щенный с помощью аффинной хроматографии 
рекомбинантный белок разделили при помощи 
ДСН-ПААГ электрофореза. После окрашивания 
гелей куммасси G-250 полосы, расположенные в 
зоне предполагаемого нахождения Rht-D1a, вы-Rht-D1a, вы--D1a, вы-D1a, вы-1a, вы-a, вы-, вы-
резали и отправили на анализ. Данные MS под-

твердили, что рекомбинантный белок с высокой 
долей вероятности является DE��A белком.

Для обнаружения белка Rht-D1a в растени-Rht-D1a в растени--D1a в растени-D1a в растени-1a в растени-a в растени-в растени-
ях требуется получение специфических анти-
тел к данному ферменту. Для этого очищенный 
рекомбинантный белок Rht-D1a совместно с 
адьювантом Фрейнда ввели в кровоток кроли-
ка. После серии иммунизации была отобрана 
необходимое количество крови, из которой вы-

M – Маркер; 1 – клеточный экстракт E. coli несущий пустой вектор 
pET28с; 2-4- клеточный экстракт E. coli несущий pET28с/Rht-D1a 

после 12 ч индукции с ИПТГ

Рисунок 3 – Экспрессия кДНК гена Rht-D1a T. aestivum в E. coli

A – Очистка нa Ni-NTA мaтрице для бeлкoв, coдeржaщих гиcтидинoвую мeтку.  
М – бeлкoвый мaркeр. 1 – Нeиндуцирoвaнный клeтoчный лизaт. 2 – Индуцирoвaнный 
клeтoчный лизaт. 3 – Прocкoк чeрeз кoлoнку HiTrap; 4-8 – Oчищeнныe фрaкции белка.  

9-13 – дoпoлнитeльнaя oчиcткa нa гeпaринoвoй кoлoнкe. 

Риcунoк 4 – Аффинная хроматография экстракта клеток E.coli,  
экспрессирующих DE��A-His6 белок
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делена сыворотка, содержащие антитела к Rht-
D1a. Далее при помощи Sulfo�ink Immobilization 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США) проведена 
очистка антител к Rht-D1a.

В последующих экспериментах для выяв-
ления Rht-D1a 1 в проростках пшеницы семе-Rht-D1a 1 в проростках пшеницы семе--D1a 1 в проростках пшеницы семе-D1a 1 в проростках пшеницы семе-1a 1 в проростках пшеницы семе-a 1 в проростках пшеницы семе- 1 в проростках пшеницы семе-
на выращивали 4 дня. Затем экстрагировали 

белок и белки фракционировали с помощью 
ДСН-ПААГЭ. Далее переносили белки из по-
лиакриламидного геля на PVDF мембрану и ин-
кубировали ее с поликлональными антителами к 
Rht-D1a. При этом хроматографически очищен--D1a. При этом хроматографически очищен-D1a. При этом хроматографически очищен-1a. При этом хроматографически очищен-a. При этом хроматографически очищен-. При этом хроматографически очищен-
ные рекомбинантные Rht-D1a использовали в 
качестве контроля.

Рекомбинантный очищенный белок Rht-D1a. 
2-4- Клеточный экстракт проростков T. aestivum

Рисунок 5 – Анализ специфичности анти-Rht-D1a 
поликлональных антител

Как видно из рисунка 5, анти-Rht-D1a анти-Rht-D1a анти--D1a анти-D1a анти-1a анти-a анти- анти-
тела выявил Rht-D1a, как белковую полосу с мо-Rht-D1a, как белковую полосу с мо--D1a, как белковую полосу с мо-D1a, как белковую полосу с мо-1a, как белковую полосу с мо-a, как белковую полосу с мо-, как белковую полосу с мо-
лекулярной массой приблизительно 70 кДа. 

Заключение

В результате проведенных работ нами был 
выделен Rht�D1a кДНК ген методом ОТ-ПЦР и 
и успешно экспрессирован в E. c�li под контро-
лем T7 промотора. Анализ ДСН-ПААГ показал, 

что Rht-D1a представляет собой основной белок, 
продуцируемый в E.coli с молекулярной массой 
65,3 кДа, что соответствует массе белка пред-
сказанной на основе аминокислотной последо-
вательности. MA�DI-TOF масс-спектрометрия 
предполагаемого рекомбинантного белка и его 
анализ с использованием NCBI B�AST показа-
ли, что фермент содержит предполагаемые кон-
сервативные домены присущие DE��A белку T. 
aestivum. 
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