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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  ïîëó÷åíè 
ðåçâåðàòðîëà - öåííîãî áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî âåùåñòâà.

Ðåçâåðàòðîë îáíàðóæåí âî ìíîãèõ ðàñòåíè õ, îäíàêî âèíîãðàä - ýòî îñíîâíîé åãî
èñòî÷íèê. Ðåçâåðàòðîë - ýòî ïîñòî ííà  ñîñòàâë þùà  ïîëèôåíîëüíîé ôðàêöèè êðàñíûõ
âèí. Îäíî èç åãî ñàìûõ öåííûõ ñâîéñòâ - ìîùíà  ïðîòèâîîïóõîëåâà  àêòèâíîñòü,
ïîñêîëüêó ðåçâåðàòðîë ýôôåêòèâíî äåéñòâóåò ïðîòèâ ìíîãèõ âèäîâ ðàêà è ïðåäîòâðàùàåò
âîçíèêíîâåíèå ðàêà. Ðåçâåðàòðîë òàêæå  âë åòñ  èçâåñòíûì àíòèìóòàãåíîì,
àíòèîêñèäàíòîì, îáëàäàåò ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûì, àíòèáàêòåðèàëüíûì,
ïðîòèâîâèðóñíûì è ïðîòèâîãðèáêîâûì äåéñòâèåì [Aggarwal et al., Role of resveratrol in
prevention and therapy of cancer: preclinical and clinical studies. Anticancer Res.
2004. 24(5A):2783-2840]. Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíè  ñâèäåòåëüñòâóþò î ñïîñîáíîñòè
ðåçâåðàòðîëà ïîëîæèòåëüíî âëè òü íà ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòóþ, íåðâíóþ ñèñòåìû, ïå÷åíü
[Fremont L. Biological effects of resveratrol. Life Sci. 2000. 66(8):663-673].
Íåäàâíî ïî âèëèñü äàííûå î ìîùíîì ïîëîæèòåëüíîì ýôôåêòå ðåçâåðàòðîëà íà
ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìíîãèõ æèâûõ îðãàíèçìîâ, òàêèõ êàê äðîææè Saccharomyces
cerevisiae, íåìàòîäà Caenorhabditis elegans è äðîçîôèëà Drosophila melanogaster
[Howitz et al. Small molecule activators of sirtuins extend Saccharomyces cerevisiae
lifespan. Nature. 2003. 425(6954); 191-196. Wood et al. Sirtuin activators mimic
caloric restriction and delay ageing in metazoans. Nature. 2004. 430(7000):686-689].

Â íàñòî ùåå âðåì  íåò ýôôåêòèâíîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíè  ðåçâåðàòðîëà. Âîçìîæíî
ïîëó÷åíèå ðåçâåðàòðîëà èç äèêîðàñòóùèõ ðàñòåíèé âèíîãðàäà, íî ñîäåðæàíèå åãî â
ðàñòåíè õ íåâåëèêî, 0,01-0,05% îò ñóõîé áèîìàññû. Êðîìå òîãî, ðåñóðñîâåä÷åñêèå
èññëåäîâàíè  ïîêàçûâàþò, ÷òî èíòåíñèâíûå çàãîòîâêè äèêîðàñòóùèõ ëåêàðñòâåííûõ
ðàñòåíèé ïðèâîä ò ê ïîâñåìåñòíîìó èñòîùåíèþ èõ çàïàñîâ, èñ÷åçíîâåíèþ ïîïóë öèé è
íåêîòîðûõ âèäîâ ðàñòåíèé. Ïîñêîëüêó êóëüòóðíûå ñîðòà âèíîãðàäà Vitis vinifera
âûðàùèâàþòñ  â áîëüøèõ ìàñøòàáàõ âî ìíîãèõ ñòðàíàõ ìèðà, ïðåäïðèíèìàëèñü ïîïûòêè
ïîëó÷åíè  ðåçâåðàòðîëà èç  ãîä è ëèñòüåâ, Â ëèñòü õ ðàñòåíèé êóëüòóðíûõ ñîðòîâ
âèíîãðàäà ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà ñîñòàâë åò 0,00012-0,00033% îò ñóõîé ìàññû, â
 ãîäàõ 0,000069-0,001%. Â ñâ çè ñ òàêèì íèçêèì âûõîäîì ðàñòåíè  îáðàáàòûâàëèñü
ðàçëè÷íûìè ýëèñèòîðàìè, ïîâûøàþùèìè ñèíòåç âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ. Èñïîëüçîâàíèå
ìåòèëæàñìîíàòà è îáëó÷åíèå óëüòðàôèîëåòîì, à òàêæå ñî÷åòàíèå ýòèõ ìåòîäîâ íå
ïîâëè ëî íà âûõîä ðåçâåðàòðîëà â  ãîäàõ, à ñîäåðæàíèå åãî â ëèñòü õ ïîâûñèëîñü äî
0,023-0,028% [Larronde et al. Airborne methyl jasmonate induces stilbene accumulation
in leaves and berries of grapevine plants. Am. J. Enol. Vitricult. 2003. 54(1):63-66].

Îäíàêî òàêîé âûõîä ðåçâåðàòðîëà  âë åòñ  íåäîñòàòî÷íûì äë  åãî ïðîìûøëåííîãî
ïîëó÷åíè . Ïîýòîìó ïîèñê àëüòåðíàòèâíûõ ñûðüåâûõ èñòî÷íèêîâ  âë åòñ  àêòóàëüíîé
ïðîáëåìîé. Ïðèìåíåíèå áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî ïðèåìà, çàêëþ÷àþùåãîñ  â êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, ïîçâîë åò ðåøèòü ýòó
ïðîáëåìó.

Èçâåñòíû êóëüòóðû êëåòîê âèíîãðàäà, ñîäåðæàùèå ðåçâåðàòðîë. Îäíàêî âî âñåõ
îïèñàííûõ êóëüòóðàõ ðåçâåðàòðîë ëèáî íå îáíàðóæèâàåòñ  [Sgabi et al., Phenol
metabolism is differentially affected by ozone in two cell lines from grape (Vitis
vinifera L.) leaf. Plant Science. 2003. 165:951-957], ëèáî ñîäåðæèòñ  â î÷åíü
íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ (0,00023-0,00046% îò ñóõîé ìàññû êëåòîê) [Tassoni et al.
Jasmonates and Na-orthovanadate promote resveratrol production in Vitis vinifera cv.
Barbera cell cultures. New Phytol. 2005. 166(3):895-905]. Äë  êëåòî÷íûõ êóëüòóð
äðóãèõ âèäîâ ðàñòåíèé ìàêñèìàëüíîå ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà íàéäåíî â êàëëóñàõ
àðàõèñà 0,01% [Ku et al., Production of stilbenoids from the callus of Arachis
hypogaea: a novel source of the anticancer compound piceatannol. J. Agric. Food Chem.
2005. 53(10):3877-3881].

Ïðè âîçäåéñòâèè ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèçìà íà êàëëóñíûå èëè
ñóñïåíçèîííûå êóëüòóðû êëåòîê óäàëîñü ïîâûñèòü âûõîä ðåçâåðàòðîëà. Êëåòêè
ñóñïåíçèîííîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû V. vinifera îòâå÷àëè íà îáðàáîòêó ìåòèëæàñìîíàòîì è
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îðòîâàíàäàòîì íàòðè  5-6-êðàòíûì óâåëè÷åíèåì ïðîäóêöèè ðåçâåðàòðîëà, ÷òî ñîñòàâèëî
0,0023-0,0092% [Tassoni et al. Jasmonates and Na-orthovanadate promote resveratrol
production in Vilis vinifera cv. Barbera cell cultures. New Phytol. 2005. 166(3):895-
905]. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû Arachis hypogaea îòâå÷àëè òðåõêðàòíûì óâåëè÷åíèåì ïðîäóêöèè
ðåçâåðàòðîëà íà îáðàáîòêó êëåòîê óëüòðàôèîëåòîâûì èçëó÷åíèåì, íî ñîäåðæàíèå
ðåçâåðàòðîëà íå ïðåâûñèëî 0,03% îò ñóõîãî âåñà êëåòîê, è ïðè ýòîì ýôôåêò èñ÷åçàë
÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå îáðàáîòêè. Ìåòàáîëè÷åñêà  èíæåíåðè  äðîææåé Saccharomyces
cerevisiae íå ïðèâåëà ê îæèäàåìîìó àâòîðàìè âûñîêîìó ñîäåðæàíèþ ðåçâåðàòðîëà â
ñðåäå, ìàêñèìàëüíûé âûõîä ðåçâåðàòðîëà ñîñòàâèë 1,5 ìêã/ë [Becker et al. Metabolic
engineering of Saccharomyces cerevisiae for the synthesis of the wine-related
antioxidant resveratrol. FEMS Yeast Res. 2003. 4(1):79-85].

Íåäàâíî ïîëó÷åíû ñàìûå èíòåðåñíûå íà ñåãîäí  äàííûå ñ òî÷êè çðåíè  ïðàêòè÷åñêîé
áèîòåõíîëîãèè, ãäå âûõîä ðåçâåðàòðîëà ñîñòàâèë 100 ìã/ë â ìåòàáîëè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííîé Escherichia coli, ýêñïðåññèðóþùåé ðàñòèòåëüíóþ ñòèëüáåíñèíòàçó è 4-
êóìàðèë ÑîÀ ëèãàçó [Watts et al. Biosynthesis of plant-specific stilbene polyketides
in metabolically engineered Escherichia coli. 2006. BMC Biotechnol. 6:22]. Ïðèìåíåíèå
ýòîé ìîäåëüíîé ñèñòåìû äë  ïðîìûøëåííîãî ïðîèçâîäñòâà ðåçâåðàòðîëà âîçìîæíî,
îäíàêî è ýòîò ìåòîä èìååò îïðåäåëåííûå íåäîñòàòêè: äåëî â òîì, ÷òî áàêòåðèè ñïîñîáíû
áûñòðî ìóòèðîâàòü, ïîýòîìó âûñîêà âåðî òíîñòü áûñòðîãî ñáî  â ïðîäóêöèè ðåçâåðàòðîëà
èñïîëüçóåìûìè êëåòêàìè.

Â êà÷åñòâå ïðîòîòèïà âûáðàí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ðåçâåðàòðîëà èç êóëüòóðû êëåòîê
äèêîðàñòóùåãî âèíîãðàäà Vitis amurensis Rupr., [Zamboni et al., Elicitor-induced
resveratrol production in cell cultures of different grape genotypes (Vitis spp.).
VITIS. 2006. 45 (2):63-68]. Êàëëóñû ýòîãî âèäà âèíîãðàäà ïðîäóöèðóþò ðåçâåðàòðîë â
êîëè÷åñòâàõ, ïðåâûøàþùèõ åãî ñîäåðæàíèå â êàëëóñàõ êóëüòóðíûõ ñîðòîâ âèíîãðàäà Vitis
vinifera.

Êàëëóñû Vitis amurensis ýêñòðàãèðóþò ìåòàíîëîì 12 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ýêñòðàêò öåíòðèôóãèðóþò è ðåçâåðàòðîë îïðåäåë þò ìåòîäîì ÂÝÆÕ.
Êîëè÷åñòâî òðàíñ-ðåçâåðàòðîëà â êàëëóñàõ ñîñòàâë åò 0,012% îò ñóõîé ìàññû êàëëóñîâ.

Íåäîñòàòêîì ýòîãî ñïîñîáà  âë åòñ  íèçêèé âûõîä öåëåâîãî ïðîäóêòà, êîòîðûé õîò  è
ïðåâûøàåò ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà â êàëëóñàõ êóëüòóðíûõ ñîðòîâ (0,00023-0,00046%), íî
 âë åòñ  íåäîñòàòî÷íûì äë  ïðàêòè÷åñêèõ öåëåé.

Çàäà÷à èçîáðåòåíè  - ñîçäàíèå íîâîãî, ýêîíîìè÷åñêè âûãîäíîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíè 
ðåçâåðàòðîëà.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò, îáåñïå÷èâàåìûé èçîáðåòåíèåì, çàêëþ÷àåòñ  â ïîâûøåíèè
âûõîäà ðåçâåðàòðîëà.

Ïîñòàâëåííà  çàäà÷à ðåøåíà òåì, ÷òî â èçâåñòíîì ñïîñîáå ïîëó÷åíè  ðåçâåðàòðîëà èç
êëåòî÷íîé êóëüòóðû âèíîãðàäà àìóðñêîãî (Vitis amurensis Rupr.) ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
êëåòî÷íóþ êóëüòóðó òðàíñôîðìèðóþò àãðîáàêòåðèàëüíûì âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì ãåí rolB, ñ
ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì öåëåâîãî ïðîäóêòà.

Öåëåâîé ïðîäóêò âûäåë þò èç ïîëó÷åííîé òðàíñãåííîé êóëüòóðû êëåòîê V. Amurensis
ñòàíäàðòíûì õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ìåòîäîì.

Ãåí rolB âûäåëåí ðàíåå èç ïëàçìèä Agrobaclerium rhizogenes è âñòðîåí ïîä êîíòðîëü
ñèëüíîãî ïðîìîòîðà 35S [Spena et al. Independent and synergistic activity of rol À, Â
and Ñ loci in stimulating abnormal growth in plants. EMBO J. 1987. 6(13):3891- 3899].
Ãåí êîäèðóåò òèðîçèí-ôîñôàòàçó è èñïîëüçóåòñ  äë  ìîäóë öèè ïðîöåññîâ âòîðè÷íîãî
ìåòàáîëèçìà â êóëüòóðàõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê. Â îäíèõ ñëó÷à õ îí ñóùåñòâåííî
ñòèìóëèðóåò ñèíòåç âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ [Bulgakov et al. Effect of salicylic acid,
methyl jasmonate, ethephon and cantharidin on anthraquinone production by Rubia
cordifolia callus cultures transformed with the rolB and rolC genes. J. Biotechnol.
2002. 97: 213-221], â äðóãèõ - èíãèáèðóåò [Bulgakov et al. The impact of plant rolC
oncogene on ginsenoside production by ginseng hairy root cultures. Phytochemistry.
1998. 49:1929-1934]. Ïðè÷èíà ýòîãî  âëåíè  íåèçâåñòíà, òàê êàê äåéñòâèå òèðèçèí-
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ôîñôàòàç â öåëîì íà âòîðè÷íûé ìåòàáîëèçì íå èçó÷åíî. Ïîýòîìó íå  âë åòñ  î÷åâèäíûì
òî, ÷òî ãåííà  òðàíñôîðìàöè  êëåòî÷íûõ êóëüòóð ðàñòåíèé îäíîçíà÷íî ïðèâåäåò ê
óâåëè÷åíèþ âûõîäà òîãî èëè èíîãî ïðîäóêòà.

Êóëüòóðó êàëëóñîâ ðàñòåíè  V. amurensis Rupr., ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí rolB, ïîëó÷àþò
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ïîáåãè äèêîðàñòóùåé ëèàíû V. amurensis ñòåðèëèçóþò â 0,2%
ðàñòâîðå äèîöèäà (ýòàíîëìåðêóðè  õëîðèä è öåòèëïèðèäèíè  õëîðèä) â òå÷åíèå 5-8 ìèí.
Ïîñëå òðåõêðàòíîãî îòìûâàíè  â ñòåðèëüíîé äèñòèëëèðîâàííîé âîäå èç ïîáåãîâ
âû÷ëåí þò ýêñïëàíòû äèàìåòðîì 3-5 ìì è òîëùèíîé 1-2 ìì. Ýêñïëàíòû ïîìåùàþò â
ïðîáèðêè 200×20 ìì, ñîäåðæàùèå ïî 15 ìë ñòàíäàðòíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû WB/A

[Bulgakov et al. J. Biotechnol. 2002. 97: 213-221]. ×åðåç 10 äíåé êóëüòèâèðîâàíè  â
òåìíîòå ïðè 23-26°Ñ è îòíîñèòåëüíîé âëàæíîñòè âîçäóõà 60-70% èç ýêñïëàíòîâ îáðàçóþòñ 
ïåðâè÷íûå êàëëóñû. ×åðåç ìåñ ö ñî äí  ïîñàäêè êàëëóñû îòäåë þò îò ýêñïëàíòà è
ïàññèðóþò íà ñâåæèå ïèòàòåëüíûå ñðåäû WB/A äë  ïîëó÷åíè  óñòîé÷èâûõ êàëëóñíûõ ëèíèé
è äîñòèæåíè  íåîáõîäèìîãî ìàñøòàáà ðàçìíîæåíè  êàëëóñîâ. Ïîëó÷åííûå êàëëóñíûå
ëèíèè ñîäåðæàò 0,020-0,026% ðåçâåðàòðîëà îò ñóõîé ìàññû.

Çàòåì àêòèâèðóþò ñèíòåç ðåçâåðàòðîëà ïóòåì âñòðîéêè ãåíà rolB â ÄÍÊ êëåòîê êàëëóñà
âèíîãðàäà. Äë  ýòîãî â ÄÍÊ êàëëóñîâ âèíîãðàäà ïåðåíîñ ò ãåí rolB ïóòåì
àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè, âûïîëí åìîé ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì [Äðàéïåð è äð., è
äð. Ãåííà  èíæåíåðè  ðàñòåíèé. Ì.: Ìèð, 1991 ã., 458 ñ.].

Èñïîëüçóþò èçâåñòíûé àãðîáàêòåðèàëüíûé òðàíñôîðìèðóþùèé âåêòîð
GV3101/pMP90RK/pPCV002-CaMVB [Spena et al., 1987. Independent and synergistic
activity of rol À, Â and Ñ loci in stimulating abnormal growth in plants. EMBO J.
6(13):3891-3899], ñîäåðæàùèé ïëàçìèäó pPCV002-CaMVB ñ ãåíàìè nptII è rolB (ôèã.1).

Øòàììû àãðîáàêòåðèé ïîëó÷àëè ïóòåì òðàíñôîðìàöèåé ïëàçìèäàìè ïî îïèñàííîé
ðàíåå ìåòîäèêå [Bulgakov et al., 2002. J. Biotechnol 97: 213-221]. Ïëàçìèäû áûëè
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ïðîôåññîðîì À. Ñïåíà (Ãåðìàíè ). Èñïîëüçóåìûé øòàìì
àãðîáàêòåðèé ïîääåðæèâàåòñ  â êîëëåêöèîííîé êóëüòóðå ìèêðîîðãàíèçìîâ ãðóïïû
áèîèíæåíåðèè Áèîëîãî-ïî÷âåííîãî èíñòèòóòà ÄÂÎ ÐÀÍ.

Íàëè÷èå âñòðîéêè ãåíà rolB â ÄÍÊ êëåòîê âèíîãðàäà è ýêñïðåññè  ãåíà ïðîâåð þòñ 
ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì, ò.å. ïðè ïîìîùè îáðàòíî-òðàíñêðèïòàçíîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè [McPherson M.J., Moller S.G. PCR, Bios Scientific Publishers, 2000, p.288.] (ôèã.2).

Ïîñëå ïîëó÷åíè  òðàíñãåííîé êóëüòóðû åå âûðàùèâàþò íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå WB/A â
òåìíîòå ïðè îòíîñèòåëüíîé âëàæíîñòè âîçäóõà 50-70% è òåìïåðàòóðå 23-26°Ñ â òå÷åíèå
30-40 ñóòîê. Ïîñëå óêàçàííîãî ïåðèîäà êàëëóñû èçâëåêàþò èç êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ è
âûñóøèâàþò. Ñóõà  êàëëóñíà  òêàíü ñëóæèò èñòî÷íèêîì ðåçâåðàòðîëà, êîòîðûé ìîæíî
âûäåëèòü èç íåå ñòàíäàðòíûì õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ìåòîäîì.

Ïðîäóêòèâíîñòü ðåçâåðàòðîëà - ïàðàìåòð, êîòîðûé îáúåäèí åò ðîñò êóëüòóðû è
ñîäåðæàíèå â íåé áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, - òàêèì ñïîñîáîì óâåëè÷èëàñü áîëåå
÷åì â 60 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè íåòðàíñãåííûìè êëåòêàìè âèíîãðàäà
àìóðñêîãî.

Äë  äîêàçàòåëüñòâà, ÷òî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíè  ðåçâåðàòðîëà â VB êóëüòóðå  âë åòñ 
äåéñòâèåì ãåíà rolB, ïîëó÷àþò âåêòîðíóþ êóëüòóðó VV. Äë  ýòîãî êàëëóñû òðàíñôîðìèðóþò
ïóòåì êîêóëüòèâàöèè àãðîáàêòåðèé GV3101/pMP90RK/pPCV002, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò ãåí
rolB (ôèã.1) ñ êàëëóñíûìè êëåòêàìè âèíîãðàäà àìóðñêîãî. Óñïåøíîñòü âñòðîéêè
äîêàçûâàþò ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ íà íàëè÷èå ãåíà nptII ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå [Bulgakov
et al., 2002 Effect of salicylic acid, methyl jasmonate, ethephon and cantharidin on
anthraquinone production by Rubia cordifolia callus cultures transformed with the
rolB and rolC genes. J. Biotechnol 97: 213-221].

Â ïîëó÷åííîé êóëüòóðå VV ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà îñòàëîñü íà íèçêîì óðîâíå, êàê è â
íåòðàíñãåííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê, â òî âðåì  êàê ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà â êóëüòóðå VB
ñîñòàâèëî 3%.

Òàáëèöà 1.
Ñîäåðæàíèå è ïðîäóêòèâíîñòü ðåçâåðàòðîëà â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ âèíîãðàäà àìóðñêîãî.

Êóëüòóðà Ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà, % îò ñóõîé ìàññû êëåòîê Ïðîäóêòèâíîñòü ðåçâåðàòðîëà, ìã/ë ïèòàòåëüíîé ñðåäû
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VV 0,03±0,01 3

VB 3,00±0,31 190

Òàêèì îáðàçîì, ïåðåíîñ ãåíà rolB â êóëüòóðó êëåòîê âèíîãðàäà è åãî ýêñïðåññè 
âûçâàëè óâåëè÷åíèå ïðîäóêöèè ðåçâåðàòðîëà.

Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåíû ñõåìàòè÷åñêèå êàðòû ïëàçìèä, èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå. NOS
ïðîìîòîð - ïðîìîòîð íîïàëèíñèíòàçíîãî ãåíà; Ocs òåðìèíàòîð - òåðìèíàòîð
îêòàïèíñèíòàçíîãî ãåíà; NOS òåðìèíàòîð - òåðìèíàòîð íîïàëèíñèíòàçíîãî ãåíà; 35S -
ïðîìîòîð âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû; nptII - ãåí íåîìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçû,;
rolB - ãåí rolB.

Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåíî äîêàçàòåëüñòâî ýêñïðåññèè ãåíà rolB â êóëüòóðå Vitis
amurensis ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ. VV - îòñóòñòâèå ñèãíàëà íà ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç êóëüòóðû Vitis
amurensis, íå ñîäåðæàùåé ãåí rolB; VB - ñèãíàë ãåíà rolB íà ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç rolB
òðàíñãåííîé êóëüòóðû; Ðñ - ïîçèòèâíûé êîíòðîëü, ñèãíàë ãåíà rolB ñ ïëàçìèäû pPCV002-
CaMVB.

Íà ôèã.3 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ÂÝÆÕ ýêñòðàêòîâ èç êàëëóñíûõ êóëüòóð Vitis amurensis.
À - íîðìàëüíûå êàëëóñû; Á - òðàíñôîðìèðîâàííûå ãåíîì rolB êàëëóñû. 1 -
äèãèäðîêâåðöåòèí (âíóòðåííèé ñòàíäàðò), 2 - ðåçâåðàòðîë.

Ñïîñîá èëëþñòðèðóåòñ  ñëåäóþùèìè ïðèìåðàìè.
Ïðèìåð 1. Êàëëóñû âèíîãðàäà ìàññîé 1 ã ïîìåùàþò â 250 ìë êîëáû ñ 40 ìë æèäêîé

ïèòàòåëüíîé ñðåäû WB/A [Bulgakov et al., 2002. J. Biotechnol 97: 213-221]. Ñóñïåíçèþ
êàëëóñîâ êóëüòèâèðóþò â òåìíîòå ïðè 24°Ñ, îòíîñèòåëüíîé âëàæíîñòè âîçäóõà 60% è
ïåðåìåøèâàíèè 60 îá/ìèí. ×åðåç 3 ñóòîê â êîëáû äîáàâë þò ïî 50 ìêë àãðîáàêòåðèé A.
tumefaciens (øòàìì GV3101/pMP90RK/pPCV002-CaMVB) â ñóñïåíçèîííîé ñðåäå LB (NaCl
10 ã/ë; ïåïòîí 10 ã/ë; äðîææåâîé ýêñòðàêò 5 ã/ë; ðÍ 7,5), îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü áàêòåðèé
OD260=0,65. Êëåòêè V. amurensis èíêóáèðóþò ñ àãðîáàêòåðè ìè 2 ñóòîê, çàòåì äîáàâë þò
àíòèáèîòèê öåôîòàêñèì â êîíöåíòðàöèè 250 ìã/ë äë  óäàëåíè  àãðîáàêòåðèé. Ñïóñò  2
íåäåëè ïîñëå äîáàâëåíè  öåôîòàêñèìà ñóñïåíçèþ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê âûñàæèâàþò íà
òâåðäóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó WB/A, ñîäåðæàùóþ àíòèáèîòèêè: öåôîòîêñèì 250 ìã/ë è
êàíàìèöèí 10 ìã/ë, äë  îòáîðà òðàíñãåííûõ êëåòîê. ×åðåç ìåñ ö àêòèâíî ðàñòóùèå
àãðåãàòû ïåðåñàæèâàþò íà ñâåæèå ïèòàòåëüíûå ñðåäû ñ ñîäåðæàíèåì êàíàìèöèíà 20 ìã/ë
è öåôîòîêñèìà 250 ìã/ë. Òàêèì ïóòåì îòáîð òðàíñãåííûõ êëåòîê îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ
ñåëåêöèè â ïðèñóòñòâèè êàíàìèöèíà â êîíöåíòðàöèè 20 ìã/ë â òå÷åíèå 5 ìåñ öåâ. Äàëåå
îòáèðàþò àêòèâíî ðàñòóùèå êàíàìèöèí-óñòîé÷èâûå àãðåãàòû, èç êîòîðûõ ïîëó÷àþò
ïàññèðóåìûå ëèíèè, êîòîðûå äàëåå êóëüòèâèðóþò íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå áåç
àíòèáèîòèêîâ ñ 30-äíåâíûì èíòåðâàëîì. Ïî èñòå÷åíèè ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíè  êàëëóñû
èçâëåêàþò èç êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ, âûñóøèâàþò ïðè 60°Ñ â òå÷åíèå 24 ÷ è âçâåøèâàþò.

Ïîëó÷àþò 6,4±0,5 ã ñóõèõ êàëëóñîâ ñ îäíîé êîëáû. ×èñòûé ðåçâåðàòðîë ïîëó÷àþò èç
ñïèðòîâîãî ýêñòðàêòà 6,4 ã òðàíñãåííûõ êëåòîê V. amurensis ïóòåì åãî óïàðèâàíè  è
ïîñëåäóþùåãî õðîìàòîãðàôèðîâàíè  íà ñèëèêàãåëå (õëîðîôîðì - ýòèëîâûé ñïèðò 6:1).
Ïîëó÷àþò öåëåâîé ïðîäóêò â êîëè÷åñòâå 0,18 ã.Òàêèì îáðàçîì, âûõîä ñóõîãî îñòàòêà ñ
ñîäåðæàíèåì ðåçâåðàòðîëà 98-99% ñîñòàâë åò îêîëî 3% îò âåñà ñóõîé ìàññû êëåòîê V.
amurensis.

Ñîäåðæàíèå ðåçâåðàòðîëà â íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êàëëóñàõ V. amurensis ñîñòàâë åò
0,026±0,30% îò ñóõîé ìàññû êëåòîê (ôèã.3À), â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåíîì rolB êàëëóñàõ
V. amurensis - 3,15±0,30 îò ñóõîé ìàññû êëåòîê (ôèã.3Á).

Àíàëèòè÷åñêóþ ÂÝÆÕ ïðîâîä ò íà õðîìàòîãðàôå Agilent Technologies (ñåðè  1100),
ñíàáæåííîãî ñèñòåìîé íàñîñîâ âûñîêîãî äàâëåíè  QuatPump G 1311 À, äåãàçàòîðîì
DEGASSER G1322A, èíæåêòîðîì G1328B è äåòåêòîðîì VWD G1314A. Ðåçóëüòàòû àíàëèçîâ
îáðàáàòûâàëèñü ïðîãðàììîé ChemStation® program var. 09. Óñëîâè 
õðîìàòîãðàôèðîâàíè : êîëîíêà (250×4 ìì), çàïîëíåííà  ñîðáåíòîì Hypersil BDS-C18, 5
ìêì; ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå: ðàñòâîð 1% óêñóñíîé êèñëîòû - 0-25 min, 5-50% Â; 25-30
min, 50-90% Â; 30-35 min, 90-95% Â ïðè λ - 280 íì.
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Îáðàçåö (100 ìã) ñóõèõ êàëëóñîâ ýêñòðàãèðóþò ýòèëîâûì ñïèðòîì (3 ìë) ïðè íàãðåâàíèè
(60°Ñ) â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ. Ýêñòðàêò îòôèëüòðîâûâàþò ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 4,5Å.
Ýêñòðàêò (450 ìêë) ñìåøèâàþò ñ 50 ìêë äèãèäðîêâåðöèòèíà (1 ìã/ìë), èñïîëüçóåìîãî â
êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Â õðîìàòîãðàô ââîä ò àëèêâîòó 5 ìêë èñïûòóåìîãî
ðàñòâîðà. Ðàñøèôðîâêó õðîìàòîãðàìì, îïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî âðåìåíè óäåðæèâàíè 
ðåçâåðàòðîëà îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ ìîäåëüíîãî ñîåäèíåíè , âûäåëåííîãî è
èäåíòèôèöèðîâàííîãî ìåòîäîì ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè èç ðàñòåíè  V. amurensis.

Ïðèìåð 2. Ñïîñîá îñóùåñòâë þò, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1, íî âûäåëåíèå öåëåâîãî
ïðîäóêòà îñóùåñòâë þò íà ñåôàäåêñå LH-20 (õëîðîôîðì - ýòèëîâûé ñïèðò 7:1). Ïîëó÷àþò
ðåçâåðàòðîë â êîëè÷åñòâå 0,18 ã.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ðåçâåðàòðîëà èç êëåòî÷íîé êóëüòóðû âèíîãðàäà àìóðñêîãî (Vitis

amurensis Rupr.), îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî êëåòî÷íóþ êóëüòóðó òðàíñôîðìèðóþò
àãðîáàêòåðèàëüíûì âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì ãåí rolB, ñ ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì öåëåâîãî
ïðîäóêòà.
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