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Развитие и  совершенствование методов молекулярной и  клеточной биологии существенно 
расширило возможности исследователей по модификации геномов растительных клеток 
и  послужило основой для развития новых технологий получения рекомбинантных белков, 
используемых в  фармацевтике и  других отраслях народного хозяйства, а  также стимулировало 
создание новых высокоурожайных сортов важных сельскохозяйственных культур, устойчивых 
к неблагоприятным абиотическим и биотическим факторам среды. Перенос генов в растительный 
геном из других гетерологичных систем поставил перед исследователями ряд вопросов, связанных 
с функционированием трансгенов в новом окружении генома-реципиента, а также с их влиянием 
на функционирование собственных генов растения. За последние сорок лет с момента получения 
первого трансгенного растения возможности этих технологий были существенно углублены 
и  расширены за счет разработки методов геномного редактирования, основанных на системе 
CRISPR/Cas. Это позволило не только изменять функционирование целевых генов путем нокаутов 
или исправлять нежелательные мутации, но и вносить гены интереса в заданные исследователем 
районы-мишени растительного генома. В предлагаемом обзоре рассматриваются основные этапы 
исследований по модификации геномов растений за последние сорок лет, с акцентом не только на 
практическую значимость созданных агробиотехнологий, но и на важность для фундаментальных 
исследований функционирования генов и выявления структурных особенностей организации ге-
нома растений.
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ВВЕДЕНИЕ

Прошло сорок лет с  момента создания 
первого трансгенного растения  – Nicotiana 
tabacum  L., в  геном которого был перенесен 
химерный ген, включающий последователь-
ности генов, кодирующих ферменты октопин-
синтазы и  хлорамфеникол-ацетилтрансфера-
зы [1]. Авторами этой работы было показано, 
что замена кодирующей последовательности 
гена нопалинсинтазы Agrobacterium tumefaciens 
на последовательность другого гена – ок-

топинсинтазы, принципиально не влияла на 
регуляторные особенности промотора этого 
генов. Стало очевидным, что регуляторные 
элементы одних генов могут быть использова-
ны для регуляции экспрессии других. Достав-
ка гена хлорамфеникол-ацетилтрансферазы, 
клонированного из E. coli и  слитого с  геном 
октопинсинтазы, обеспечивала в  раститель-
ных клетках образование функционально 
активного рекомбинантного белка, прояв-
ляющего ферментативную активность, что 
подтверждало возможность его корректной 
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трансляции. Это послужило в  дальнейшем 
отправной точкой для развития систем отбо-
ра генетически-модифицированных клеток 
у  растений. Полученные авторами результаты 
свидетельствовали о  том, что транскрипци-
онно-трансляционный аппарат растительной 
клетки способен поддерживать транскрип-
цию, трансляцию и  пост-трансляционные 
модификации продуктов экспрессии генов, 
перенесенных из других гетерологичных си-
стем [1]. Таким образом, перенос и успешная 
экспрессия в геноме растительной клетки пер-
вых созданных в лабораторных условиях генов 
(трансгенов) открывала перед исследователя-
ми широкие возможности для развития техно-
логий модификации геномов с целью улучше-
ния хозяйственно-ценных свойств у растений. 
Возможность переноса в  растительный геном 
чужеродных генов из других гетерологичных 
систем ‒ вирусов, микроорганизмов, челове-
ка, животных, а  также из других отдаленных 
видов растений, не скрещивающихся меж-
ду собой в  природных условиях, с  одной сто-
роны послужило основой для развития не 
только агробиотехнологий для улучшения хо-
зяйственно-ценных признаков у важных сель-
скохозяйственных культур [2, 3], но и открыла 
широкие перспективы в области создания био-
продуцентов рекомбинантных белков, в  том 
числе и для биофармацевтики [4, 5]. Уже через 
несколько лет после опубликования вышеупо-
мянутой работы по созданию первого генети-
чески модифицированного растения [1], были 
получены трансгенные растения с полезными 
свойствами, обеспечивающими устойчивость 
к гербицидам, насекомым-вредителям и виру-
сам, а в 1987 г. было получено первое разреше-
ние на проведение полевых испытаний гене-
тически модифицированных растений томата 
и картофеля [6, 7]. Первый коммерческий сорт 
томата, получивший название Flavr-Savr, был 
зарегистрирован компанией Сalgene (США) 
в 1994 г. [8]. В геном растений этого сорта был 
перенесен ген фермента полигалактуронида-
зы, принимающего участие в процессах распа-
да пектина в тканях плодов, в результате чего 
ткани при созревании плодов быстро размяг-
чались. Введение в  геном инвертированной 
копии этого гена приводило к  разрушению 
продуктов экспрессии собственного (хозяй-
ского) гена, кодирующего полигалактуронида-
зу и, как результат, к существенному снижению 
уровня накопления фермента в тканях плодов 
томата, что обеспечивало более длительный 
срок их хранения. В  последующие несколько 
лет после регистрации первого сорта генети-
чески модифицированного растения томата, 
успешно прошли испытания и  другие виды 
растений, рекомендованные для коммерциа-

лизации. Так, например, уже к 1996 г. площади 
посевов, занимаемых устойчивыми к гербици-
дам сортами сои и канолы, а также сортами ку-
курузы, хлопчатника и картофеля, устойчивы-
ми к насекомым-вредителям, составили почти 
1.7 млн га в США и Канаде [9].

В  последующие годы отмечен неуклонный 
рост площадей, занимаемых генетически мо-
дифицированными культурами. Так, по дан-
ным Международной службы по агробио-
технологиям к  2010 г. в  29 странах мира под 
генетически модифицированные сорта расте-
ний было отведено уже около 148  млн  га [10]. 
Следует подчеркнуть, что к этому времени ввоз 
продукции, полученной с  применением мето-
дов генетической инженерии, был разрешен 
в  30 странах, в  том числе и  в  Российской Фе-
дерации, что в целом составило 75% населения 
Земного шара, имеющего прямой доступ к по-
треблению продуктов, полученных с использо-
ванием генетически модифицированных куль-
тур растений [10].

К  настоящему времени площади, зани
маемые под генетически модифицированны-
ми культурами, продолжают расти и достигли 
уже более 200  млн га [11]. Всего на этих пло-
щадях в  27 странах возделывается 10 сортов 
генетически модифицированных видов расте-
ний, доминирующими среди которых являют-
ся соя, занимающая 98.9  млн га и  кукуруза  – 
66.2 млн га. Если рассматривать соотношение 
между возделываемыми сортами, относящи-
мися к  генетически модифицированным, по 
отношению к обычным, то лидирующей куль-
турой выступает хлопчатник, доля возделыва-
ния которого по сравнению с традиционными 
технологиями в мировом производстве состав-
ляет 80.4%. Для сои и кукурузы эти показатели 
несколько ниже – 73.7% и 32.9%. Лидирующие 
позиции по производству продукции на основе 
генетически модифицированных растений за-
нимают США, где площади посевов составля-
ют 74.7 млн га, а также Бразилия (63.2 млн га) 
и Аргентина (23.5 млн га). Наиболее широкий 
ассортимент сортов, созданных на основе ге-
нетической модификации с применением ме-
тодов генной инженерии, отмечается в США, 
где возделываются соя, кукуруза, хлопчатник, 
люцерна, канола и  сахарная свекла [11]. Со-
рта других видов генетически модифициро-
ванных растений выращиваются в  Бразилии 
(сахарный тростник), Аргентине (пшеница), 
на Филиппинах (рис) и  в  Бангладеш (бакла-
жан). Следует отметить тенденцию к  исполь-
зованию стекерных сортов, сочетающих в себе 
устойчивость к  гербицидам и  инсектицидам, 
обеспечиваемые переносом и  интеграцией 
в  растительный геном двух и  более разных 
трансгенов [10].
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Наряду с  улучшением хозяйственно-цен-
ных характеристик важных продовольствен-
ных культур, модификация генома растений 
методами генетической инженерии получила 
широкое применение в биотехнологии, в част-
ности в биофармацевтике, для биосинтеза ре-
комбинантных белков. На сегодняшний день 
это один из быстро развивающихся сегментов 
экономики, называемый иногда молекуляр-
ным фермерством. Такие крупнейшие биотех-
нологические и  фармацевтические компании 
как Protalix Biotherapeutics (Израиль), Synthon 
(Нидерланды), Ventria (США), Medicago (Ка-
нада), Greenovation (Германия) и Pfizer (США) 
инвестируют значительные средства в  разви-
тие научных исследований и разработку новых 
платформ для производства ценных рекомби-
нантных белков на основе растительных си-
стем экспрессии. В целом, современное моле-
кулярное фермерство можно разделить на три 
главных направления, в  которых для произ-
водства рекомбинантных белков используют-
ся трансгенные растения со стабильной, либо 
транзиентной экспрессией целевых генов или 
культуры растительных клеток, поддерживае-
мые в биореакторах [12].

Компания ProdiGeneInc. (США) впервые 
использовала генетически модифицирован-
ные растения кукурузы для промышленного 
получения рекомбинантных белков и  провела 
оценку экономической целесообразности мо-
лекулярного фермерства, учитывая затраты на 
выращивание, выделение и очистку конечного 
рекомбинантного продукта [13, 14]. Эксперта-
ми установлено, что рекомбинантные авидин 
и  β-глюкуронидаза, синтезируемые в  зернах 
растений кукурузы, были вполне сравнимы 
и конкурентоспособны с коммерческими про-
дуктами авидина, полученными из куриных 
яиц [15], и  β-глюкуронидазой бактериального 
происхождения [16].

Мощное развитие за последнее десятилетие 
получило второе направление молекулярного 
фермерства, связанное с  наработкой в  расте-
ниях рекомбинантных белков на основе тран-
зиентной экспрессии. Благодаря максимально 
сжатым срокам от момента выделения антиген-
ной последовательности до наработки больших 
количеств антигенов [17], это направление от-
крыло широкие возможности для крупномас-
штабного производства растительных вакцин, 
особенно при необходимости экстренного ре-
агирования. [18]. Следует отметить, что такое 
производство постепенно сместилось в  сто-
рону использования закрытых систем культи-
вирования. Для этого растения N.  bentamiana, 
используемые в настоящее время как системы 
транзиентной экспрессии генов, кодирующих 
целевые антигены возбудителей инфекцион-

ных заболеваний, культивируют в помещениях 
закрытого типа при искусственном освеще-
нии. В таких условиях становится возможным 
использование автоматизированных роботов, 
управляющих процессами перемещения бло-
ков с индивидуальными растениями от начала 
их культивирования до конечной стадии, свя-
занной с  измельчением биомассы и  последу-
ющим извлечением из нее целевого продукта 
[19, 20]. Несмотря на более низкую стоимость 
производства рекомбинантных белков при 
крупномасштабном возделывании трансген-
ных растений со стабильной экспрессией це-
левых генов [21, 22], также наблюдается пе-
ремещение наработки исходной субстанции 
в  закрытые системы на основе культивирова-
ния клеточных культур в биореакторах [23, 24]. 
Важным преимуществом при культивировании 
растительных клеток в  биореакторах является 
возможность удешевления процесса производ-
ства целевого продукта по сравнению с целыми 
растениями за счет того, что рекомбинантные 
белки могут быть секретированы в культураль-
ные среды, что упрощает процесс их выделе-
ния и  очистки [22]. Немаловажное значение 
в  пользу наработки целевых рекомбинантных 
белков медицинского назначения с  исполь-
зованием клеточных культур растений имеет 
и  соответствие этой технологии существую-
щим жестким правилам надлежащей производ-
ственной практики (GMP ‒ good manufacturing 
practice), касающимся производства фармацев-
тических продуктов [4, 22]. Вопросы биобезо-
пасности и  анализ рисков при использовании 
растительных систем экспрессии для получе-
ния рекомбинантных белков рассмотрены на 
примере нормативно-правовой базы для мо-
лекулярного земледелия в Европе [25]. Успехи, 
достигнутые PMP-сообществом (Plant-Made 
Pharmaceutical) в  области получения биофар-
мацевтиков с использованием клеточных куль-
тур растений подробно рассмотрены нами ра-
нее [12]. В  текущем спецвыпуске журнала эти 
вопросы также рассматриваются в  отдельных 
обзорных статьях на примере получения расти-
тельных рекомбинантных вакцин и различных 
видов рекомбинантных антител для фармацев-
тики.

Таким образом, возможность модификации 
генома растений методами генетической ин-
женерии была достаточно быстро подхвачена 
практикой и за последующие 40 лет после соз-
дания первого трансгенного растения миро-
вым сообществом исследователей были полу-
чены сорта с  улучшенными характеристиками 
хозяйственно-ценных признаков, а также раз-
работаны технологии наработки рекомбинант-
ных белков, в том числе и медицинского назна-
чения.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ ГЕНОМОВ:  

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ

Традиционные методы селекции, основанные 
на перекомбинации генов. Рассматривая ретро-
спективно основные этапы исследований, на-
правленных на улучшение хозяйственно-цен-
ных признаков у  растений, используемых 
человеком для своих целей, условно разделим 
применяемые для этого методы и  подходы на 
две группы. Согласно схеме, представленной 
на рис.  1, к  первой группе отнесены методы, 
основанные на использовании природного 
разнообразия и  выявления спонтанных мута-
ций, где роль исследователя или селекционе-
ра определяется искусством их обнаружения, 
поддержания и закрепления в новом создавае-
мом сорте. Ко второй группе условно отнесем 
методы, основанные на внесении в  геномную 
ДНК улучшаемых видов растений повреждений 
с последующим их восстановлением системами 
клеточной репарации, т. е. внесением в  геном 
растения искусственных мутаций, индуциро-
ванных исследователем. Такое деление мето-
дов, используемых человеком для улучшения 
хозяйственно-ценных характеристик возделы-
ваемых видов растений, в рамках данного обзо-
ра нацелено на более глубокое понимание при 
обсуждении в  дальнейшем как преимуществ, 
так и  степени возможных рисков при внесе-
нии генетических модификаций для человека 
и окружающей среды.

Первые приемы улучшения различных ви-
дов растений были основаны на простом отбо-
ре форм растений, проявляющих какие-либо 
предпочтительные характеристики с  последу-
ющей их перекомбинацией путем свободного 
опыления и повторными многократными отбо-
рами. Селекционерами было разработано до-
статочно большое число методов и приемов, по-
зволяющих комбинировать гены, участвующие 

в  проявлении хозяйственно-ценных признаков 
у растений, и отбирать формы с максимальным 
их проявлением. В  сочетании с  современными 
методами молекулярного анализа селекционеры 
имеют возможность использовать такие приемы 
как выявление QTL-генов, т. е. тех генов, сце-
пленное наследование которых будет обеспечи-
вать улучшение таких сложных признаков как, 
например, засухоустойчивость или урожайность 
[26, 27]. Выявление некоторых молекулярных 
маркеров (SSR, SCAR, SNP и  др.), сцеплен-
ных с  теми или иными хозяйственно полезны-
ми признаками у растений, также обеспечивает 
селекционеру возможность “концентрировать” 
эти гены в создаваемом сорте, ориентируясь на 
выявленные маркеры [28, 29]. Такой подход по-
лучил название маркер-ориентированной се-
лекции. Заслуживают внимания современные 
подходы геномной селекции [30, 31], в том числе 
для улучшения древесных культур [32].

Современные методы, основанные на репара-
ции повреждений ДНК. Следующий этап улучше-
ния хозяйственно-ценных признаков у растений 
связан с  применением химических мутагенов 
и радиоактивного излучения (рис. 1). Этот под-
ход принципиально отличался от предыдущих, 
поскольку был нацелен на индукцию поломок 
в  молекулах ДНК с  последующим их восста-
новлением системами репарации растительной 
клетки. Среди растений, подвергшихся воздей-
ствию различных доз химических мутагенов или 
облучения, селекционеры могли отбирать те, 
в геноме которых восстановление повреждений 
в  молекулах ДНК, приводящих к  различным 
перестройкам (точечные мутации, делеции, ин-
версии, инсерции, транслокации и  т. д.) могли 
быть связаны с перекомбинацией генов и улуч-
шением каких-либо характеристик растения.

Открытие ферментов, позволяющих клони-
ровать гены, соединять их в нужном для иссле-
дователя порядке и  затем интегрировать в  ге-
ном растения, стимулировало развитие методов 

Рис. 1. Общая схема индукции генетических модификаций в растительных геномах.
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рекомбинантных ДНК или генетической ин-
женерии и привело к созданию нового направ-
ления, которое позволяло модифицировать ге-
номы растений путем включения искусственно 
созданных генетических конструкций с  генами 
различного происхождения из разных гетеро-
логичных систем (рис. 2). Такой подход снимал 
природные барьеры, сложившиеся между ви-
дами, родами и  царствами живых организмов 
и позволял исследователям манипулировать раз-
личными источниками генов. Для того, чтобы 
перенести созданные генетические конструкции 
в  растительный геном, исследователи наиболее 
часто используют методы векторного переноса, 
основанные на природной способности поч-
венной бактерии A. tumefaciens доставлять часть 
своих генов в геном растения. Перенос в геном 
растительных клеток части своей ДНК, обозна-
чаемой как Т-ДНК, является этапом жизненной 
стратегии A. tumefaciens, нацеленной на биосин-
тез необходимых питательных веществ (опинов) 
за счет транскрипционно-трансляционной ма-
шины и  ресурсов растительной клетки. Таким 
образом, в результате замены собственных генов 
в составе плазмиды A. tumefaciens на искусствен-
но созданные генетические конструкции, был 
получен инструмент для их доставки в раститель-
ный геном. Так как круг хозяев для A. tumefaciens 
ограничен в  основном двудольными растения-

ми, для однодольных разработана доставка ге-
нетических конструкций на поверхности частиц 
золота или вольфрама с помощью генной пуш-
ки. Важная особенность этих двух методов со-
стоит в том, что процесс доставки и встраивания 
созданной генетической конструкции протекает 
случайным образом и не контролируется иссле-
дователем, т. е. с  использованием этих методов 
исследователь не имеет возможности направить 
созданную генетическую конструкцию с  целе-
вым геном в желаемый район генома.

Доставленные в  ядро растительной клетки 
трансгены попадают в открытые петли хромати-
на и ферментами репарации включаются в вос-
станавливаемые места разрывов в ДНК по меха-
низму негомологичной рекомбинации [33, 34]. 
Переносимые в геном растительной клетки ис-
кусственно созданные генетические конструк-
ции в виде фрагментов экзогенных ДНК еще до 
их интеграции в геном могут объединяться друг 
с  другом и  образовывать конкатемеры, вклю-
чающие несколько копий генов, в  том числе 
и  в  различной ориентации по отношению друг 
к другу. Число и включение в геном трансгенов 
может быть самым разнообразным  – от еди-
ничных копий, интегрированных в  один или 
в  разные районы генома, так и  до сложноорга-
низованных инсерций [35]. Более того, в геном 
могут быть интегрированы модифицированные 

Рис. 2. Схема нарушений в геномной ДНК растений под воздействием мутагенов и Т-ДНК-инсерций при агробак-
териальной трансформации и биобаллистики.
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нефункциональные фрагменты генетических 
конструкций, выявляемые только в случае пол-
ногеномного секвенирования [36].

Интегрированные в геном растения трансге-
ны становятся его резидентной частью, прояв-
ляются как доминантные признаки, передаются 
потомкам согласно законам менделевского на-
следования [37] и мутируют с такой же частотой, 
как и аутентичные (собственные) гены [38].

На основании большого фактического ма-
териала об экспрессии трансгенов в  геноме 
трансгенных растений стало очевидным, что 
дальнейшая “судьба” привнесенных в геном чу-
жеродных генов зависит от того, в  каком виде 
(одиночной копии или в  составе нескольких 
сцепленных между собой копий) и в какой район 
генома интегрировалась та или иная инсерция 
[39]. Исследование таких событий позволило 
выявить различные пути проявления генов, вхо-
дящих в  состав инсерции, как среди потомков 
от самоопыления исходного трансгенного рас-
тения, так и среди гибридов, полученных от их 
переопыления [40]. Интеграция в растительный 
геном нескольких сцепленных копий трансгена, 
в том числе и инвертированных, увеличивает ве-
роятность инактивирования целевого гена [41]. 
Различные варианты эпигенетического инакти-
вирования трансгенов у  трансгенных растений 
рассмотрены в  обзоре [42]. Итак, технология 
модификации геномов растений, основанная 
на случайной интеграции в геном генетических 
конструкций с  целевыми генами, предполагает 
проведение крупномасштабных скринингов сре-
ди полученных трансформантов, нацеленных на 
поиск однокопийных инсерций с высоким уров-
нем экспрессии целевого гена, сохраняющегося 
в последующих поколениях трансгенного расте-
ния. Более того, оценивая реализацию целевого 
гена в зависимости от особенностей района его 
интеграции в геноме, следует также рассмотреть 
вопрос об инсерционной природе самого про-
цесса генетической модификации растений.

Генетическая конструкция может быть ин-
тегрирована в  геном как в  межгенные районы, 
так и  в  районы расположения собственных ге-
нов, индуцируя при этом различные типы му-
тационных изменений, известных как инсерци-
онные мутации [43]. Первая коллекция Т-ДНК 
инсерционных мутаций A. thaliana была создана 
Фельдман [44]. В  настоящее время эта коллек-
ция существенно пополнена и представляет со-
бой мощный мировой ресурс для изучения как 
функционирования растительных генов, так 
и для выявления особенностей структурной ор-
ганизации генома в целом [45, 46]. Таким обра-
зом, среди разнообразных случайных событий 
интеграции генетических конструкций в  рас-
тительный геном улучшаемого вида растения 
исследователю необходимо отобрать отдельные 

события с  желаемым результатом, оценить ста-
бильное сохранение индуцируемого признака 
среди потомков, а также выявить возможные по-
бочные негативные влияния инсерции.

Итак, технология модификации расти-
тельных геномов путем экзогенного включе-
ния специально созданных генетических кон-
струкций с  определенным набором генов, за 
сорокалетний промежуток времени от начала 
появления первого трансгенного растения про-
демонстрировала свою успешность в  создании 
сортов с улучшенными характеристиками, а так-
же биопродуцентов рекомбинантных белков. 
Однако сложность и  высокая стоимость этой 
технологии, включающей широкомасштабные 
отборы благоприятных событий интеграции 
генетических конструкций, стимулировала не-
обходимость поиска более простых путей целе-
направленной модификации генома, что и  по-
служило следующим этапом в развитии методов 
модификации растительных геномов.

Открытие механизма, позволяющего бакте-
риям целенаправленно разрушать ДНК бактери-
офагов, используя при этом ранее сохраненные 
копии фаговой ДНК в  специфическом районе 
своего генома, получившего название (CRISPR ‒ 
Clustered Regularly Interspaced Palindromic 
Repeats), открыла новые перспективы для ис-
следователей [47]. Именно эта особенность по-
служила основой для создания инструмента для 
целенаправленного внесения двуцепочечных 
разрывов в выбранном районе-мишени молеку-
лы ДНК и  развития технологии направленной 
модификации геномов, получившей название 
геномного редактирования. Суть этого подхода 
состоит в  том, что исследователями создается 
специальный инструментарий для геномного 
редактирования ‒ генетические конструкции, 
включающие участок ДНК, комплементарный 
району гена-мишени в геноме модифицируемо-
го растения, в котором необходимо произвести 
двуцепочечный разрез. В  качестве “молекуляр-
ных ножниц” для осуществления таких разрезов 
выступают нуклеазы, в частности, нуклеаза Cas9 
из Streptococcus pyogenes. Таким образом, объеди-
ненные в составе генетической конструкции по-
следовательности гена, кодирующего нуклеазу, 
а также последовательность, гомологичную рай-
ону гена-мишени, можно интегрировать в  ге-
ном, используя уже хорошо зарекомендовавшие 
себя способы агробактериальной и  биобалли-
стической трансформации. Важно подчеркнуть, 
что такие инструменты для геномного редакти-
рования могут быть наработаны и в другой си-
стеме экспрессии, например, в  E. coli, а  затем 
интегрированы в геном растения в виде рибону-
клеиновых комплексов [48].

В  зависимости от поставленной перед ис-
следователем цели, геномное редактирование 
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может быть выполнено в  двух вариантах, в  од-
ном из которых нацеливание нуклеазы на опре-
деленный ген-мишень предполагает внесение 
в  его последовательность двухцепочечного раз-
рыва с  последующей репарацией, сопровожда-
ющейся сдвигом рамки считывания, делецией 
или инсерцией, что приведет к  нокауту этого 
гена. Во втором варианте в состав генетической 
конструкции может быть дополнительно вклю-
чен ген интереса, последовательность которого 
ферментами репарации растительной клетки 
будет включена в  двухцепочечный разрыв рай-
она-мишени. Более подробное описание этого 
метода можно найти в обзорах [49, 50]. Следует 
подчеркнуть, что метод геномного редактиро-
вания, так же, как и методы генной инженерии, 
были достаточно быстро подхвачены практикой. 
Сравнительный вклад двух методов – трансгене-
за и геномного редактирования, в улучшение хо-
зяйственно-ценных признаков у  растений рас-
смотрены нами ранее [51]. Достаточно отметить 
лишь тот факт, что с  момента опубликования 
сообщения о  возможности целенаправленного 
внесения двухцепочечных разрывов в  целевой 
район-мишень до появления первого сорта сои 
с  улучшенным составом жирных кислот в  рас-
тительном масле, прошло всего лишь несколько 
лет. Вклад геномного редактирования в улучше-
ние хозяйственно-ценных признаков у  важных 
сельскохозяйственных видов растений можно 
найти в обзорах [52‒54], в том числе в улучше-
ние древесных [55], плодово-ягодных культур 
и декоративных видов [56].

Широкие перспективы открываются при со-
вместном применении трансгенеза и  геномно-
го редактирования. Например, для того, чтобы 
избежать широкомасштабных отборов при соз-
дании сорта риса, в геном которого предполага-
лось доставить генетическую конструкцию с ге-
ном β-каротина, группа исследователей провела 
предварительный анализ районов интеграции 
для будущей генетической конструкции [57]. 
Для этого в геноме местного сорта риса, наибо-
лее адаптированного к  условиям района возде-
лывания, были индуцированы мутации, среди 
которых с  помощью метода фенотипирования 
[58] были отобраны только те мутации, которые 
не повлияли на изменение хозяйственно-цен-
ных характеристик и урожайность сорта. Имен-
но эти районы, получившие название “тихие 
гавани” (genomic safe harbors), и были выбраны 
исследователями для доставки целевого гена 
с применением метода геномного редактирова-
ния [57].

Поиск районов, обеспечивающих высокий 
выход рекомбинантных белков, для доставки 
в них целевых генов, проводится исследователя-
ми для клеток млекопитающих [59, 60] и насеко-
мых [61]. Данный подход использован нами для 

поиска районов в геноме A. thaliana, характери-
зующихся высокой транскрипционной активно-
стью, которые могли бы послужить мишенями 
для доставки целевых генов методом геномного 
редактирования в варианте knock-in [62].

ОЦЕНКА РИСКОВ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
МОДИФИКАЦИИ ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Приведенные данные о широкомасштабном 
использовании генетически модифицирован-
ных организмов свидетельствуют о востребован-
ности этой технологии по сравнению с техноло-
гиями интенсивного земледелия с применением 
химических веществ (гербицидов и  инсекти-
цидов). Однако успешное продвижение новых 
технологий создания сортов с новыми улучшен-
ными характеристиками породили и  насторо-
женное отношение части общества к  данным 
модификациям.

Во многих странах, использующих методы 
генетической модификации геномов для улуч-
шения хозяйственно ценных характеристик 
важных сельскохозяйственных растений, об-
суждаются и разрабатываются системы, обеспе-
чивающие надзор за генетическими инноваци-
ями. Регистрация нового сорта в  той или иной 
стране связана не только с  закреплением прав 
собственности авторов, но и  оценкой рисков, 
которые могут быть нанесены здоровью челове-
ка и  окружающей среде. Обеспокоенность вы-
явлением потенциальных рисков связана с тем, 
что технологии генетической модификации рас-
тений предполагают внедрение в  геном генов 
из различных гетерологичных систем. Именно 
это обстоятельство и  вызывает негативное от-
ношение некоторой части человечества к  ком-
мерческому использованию генетически моди-
фицированных сортов растений, так как ранее 
используемые методы селекции растений ос-
новывались на применении новых источников 
генов из природных дикорастущих популяций, 
либо на индукции новых мутаций с  помощью 
мутагенеза. Даже несмотря на то, что улучше-
ние хозяйственно-ценных признаков у  расте-
ний с применением геномного редактирования, 
представляет собой усовершенствованную тех-
нологию генетической модификации раститель-
ного генома, в  ряде стран все еще сохраняется 
некоторое недоверие части общества к  таким 
технологиям.

На рис.  2 схематично представлены резуль-
таты изменений в  последовательности ДНК 
после воздействия на растение мутагенов, либо 
после доставки генетических конструкций с по-
мощью агробактериальной трансформации или 
биобаллистики. Сравнивая между собой все три 
варианта следует отметить, что в  их основе ле-
жит репарация индуцированных воздействием 
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извне повреждений в  молекуле ДНК. Репара-
ция повреждений ДНК после воздействия му-
тагенами (рис.  2) индуцирует различные пере-
стройки  – инсерции, делеции, транслокации 
и  т. д., тогда как генетическая трансформация 
сопровождается внесением в  геном инсерций 
экзогенного происхождения. В варианте геном-
ного редактирования в  результате репарацион-
ных событий также происходит возникновение 
инсерций, делеций и однонуклеотидных замен, 
приводящих к  сдвигу рамки считывания и  как 
результат – к нокаутам генов-мишеней (рис. 2). 
В результате всех этих рассмотренных вариантов 
генетической модификации генома у  важных 
сельскохозяйственных видов растений селекци-
онером отбираются только те варианты, которые 
соответствуют критериям улучшенного призна-
ка или свойства модифицируемого сорта. Таким 
образом, важным критерием при оценке биоб-
езопасности генетически модифицированных 
сортов является рассмотрение тех доказательств, 
по которым данный продукт может быть допу-
щен на рынок.

Следует отметить, что отношение потреби-
телей к  использованию продукции, получен-
ной на основе ГМО-технологий, существенно 
изменилось с момента крупномасштабного вы-
пуска генетически модифицированных расте-
ний и разгоревшихся дебатов о последствиях их 
выращивания за период с  2006 по 2020 г. [63]. 
Рассматривая развитие ГМО-технологий в  ми-
ровом масштабе, отмечается тенденция предпо-
чтения крупными биотехнологическими компа-
ниями коммерческих культур, предназначенных 
для скармливания животным или для перера-
ботки в изделия (например, волокна), тогда как 
коммерциализация продовольственных культур 
все еще сталкивается с  трудностями при выве-
дении готовых продуктов на рынок [64]. В связи 
с этим проводятся исследования по безопасно-
сти продуктов, полученных на основе ГМО-тех-
нологий, а  также разрабатываются различные 
рекомендации по повышению осведомленности 
общественности и  потребителей результатами 
этих исследований [65].

В  аналитическом обзоре [66] представле-
ны данные оценки рисков при использовании 
технологий, основанных на ГМО-культурах, 
в частности, культурах, устойчивых к гербици-
дам и пестицидам. Автором отмечено, что выра-
щивание ГМО-культур, у которых устойчивость 
к  гербициду или инсектициду обеспечивается 
самим растением, существенно снижает дозы 
распыления этих химикатов на посевных пло-
щадях и оказывает меньшую экологическую на-
грузку по сравнению с  традиционными техно-
логиями. Рассматривая опасения относительно 
генов, обеспечивающих устойчивость нового 
сорта, например, к гербицидам или инсектици-

дам, следует учитывать возможность адаптации 
других организмов, против которых направлена 
та или иная инновация. Автором подчеркивает-
ся, что использование только одного гербицида 
в  течение нескольких лет приводило к  повы-
шению устойчивости сорняков именно к  это-
му гербициду [66]. Применение глифосата для 
борьбы с  сорняками при возделывании устой-
чивых к  нему генетически модифицированных 
сортов, оказывало на сорняки сильное селек-
тивное давление. Под действием этого давле-
ния происходил отбор растений с повышенной 
устойчивостью к  глифосату, либо отбор сме-
щался в  сторону тех видов сорняков, которые 
плохо контролируются глифосатом. Приведен-
ные выше наблюдения послужили основой кор-
ректировок ГМО-технологий, основанных на 
применении гербицидов и инсектицидов путем 
введения большего их разнообразия. Влияние 
выращивания трансгенных растений, а  также 
их остатков, на физико-химические свойства 
почвы, ее ферментативную активность и  ми-
кробную биомассу за 20-летний период их воз-
делывания, рассматриваются и  обсуждаются 
в обзоре [67].

Оценивая степени риска и  настороженное 
отношение потребителей к  использованию 
в  качестве источников питания сельскохозяй-
ственных продуктов, полученных на основе 
применения ГМО-технологий, необходимо от-
метить, что практически в  тоже время, когда 
было получено сообщение о  первом генетиче-
ски модифицированном растении [1], создан-
ном исследователями в  условиях лаборатории, 
в геноме не трансформированного вида табака 
N. glauca, Graham. была идентифицирована по-
следовательность, характеризующаяся высокой 
степенью гомологии (80%) с Т-ДНК A. rhizogenes 
[68]. Эта последовательность получила название 
клеточной ДНК (кл-ДНК). Впоследствии такие 
кл-ДНК-последовательности агробактериаль-
ного происхождения были выявлены у  доста-
точно большого числа видов растений, среди ко-
торых были и употребляемые в пищу, такие как 
батат и арахис. Возможность передачи кл-ДНК 
от A. rhizogenes в геномы природных популяций 
описана для растений рода Linaria [69]. Всего 
на данный момент кл-ДНК обнаружена среди 
представителей более 40 видов растений [70, 
71]. Тот факт, что культивируемый сладкий кар-
тофель (Ipomoea batatas [L.] Lam.), являющий-
ся традиционной пищевой культурой в странах 
Африки, Китае, Южной и  Центральной Аме-
рики и  употребляемый ежегодно миллионами 
людей, относится к  природно-трансгенным 
растениям [72], вполне может повлиять на все 
еще существующее недоверие к  безопасности 
пищевых растений, полученных с применением 
ГМО-технологий.
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ДАЛЬНЕЙШИЕ ПУТИ РАЗВИТИЯ 
МЕТОДОВ ТРАНСГЕНЕЗА И ГЕНОМНОГО 

РЕДАКТИРОВАНИЯ РАСТЕНИЙ

Интеграция в растительный геном фрагмен-
тов экзогенных ДНК, основанная на случайном 
их распределении по геному, поставила перед 
исследователями ряд вопросов фундаменталь-
ного характера, связанных с  функционирова-
нием гена в новом окружении генома, т. е. с его 
местоположением, а  также вопросы структур-
но-функциональной организации генома в  це-
лом. Дальнейшее развитие исследований осо-
бенностей интеграции в  растительный геном 
трансгенов, а также их “судьбы” в последующих 
поколениях исходных трансгенных растений, 
позволило исследователям выявить новые зако-
номерности в  реализации наследственной ин-
формации, такие как РНК-интерференция [73], 
замолкание трансгенов [74‒76] и  Т-ДНК-инду-
цированные мутации [77‒79]. Таким образом, 
трансгенез следует рассматривать не только как 
метод переноса в  геном растения-донора целе-
вых генов из различных гетерологичных систем, 
но и  как инструмент, позволяющий манипули-
ровать уровнем экспрессии генов клетки-хозяи-
на, а также индуцировать мутации.

Инсерционный мутагенез. Случайное попада-
ние трансгена в функционально-значимые рай-
оны генома может быть причиной нарушений 
проявления генов, локализованных в  данной 
области. В терминах классической генетики по-
добные нарушения относятся к  инсерционным 
мутациям. Важным преимуществом таких мута-
ций является их доступность для молекулярного 
анализа, поскольку последовательности, флан-
кирующие Т-ДНК-инсерцию, могут быть ис-
пользованы в качестве маркеров для выделения 
интактного гена, что позволяет рассматривать 
трансгенез как инструмент для поиска и изуче-
ния новых генов у  растений. Широкий спектр 
мутаций, полученных при интеграции фрагмен-
тов экзогенных ДНК в геном растений A. thaliana 
при генетической трансформации [80], и  к  на-
стоящему времени представленный обширны-
ми коллекциями в  банке данных (GABI-Kat), 
привлекает пристальное внимание исследовате-
лей. С применением методов биоинформатики, 
позволяющих анализировать большие выборки 
данных о составе нуклеотидных последователь-
ностей для районов интеграции Т-ДНК-инсер-
ций у трансгенных растений A. thalianа, выявле-
ны различные типы хромосомных перестроек, 
индуцированных такими инсерциями [81, 82]. 
С развитием технологий полногеномного секве-
нирования стало возможным проведение более 
глубокого анализа событий Т-ДНК инсерций 
и особенностей их интеграции путем ресеквени-
рования генома трансгенного растения [83]. Ав-

торами выявлены различные делеции в  правой 
и  левой областях, прилегающих к  Т-ДНК-ин-
серции, а  также во фланкирующих последо-
вательностях самой инсерции. Необходимо 
подчеркнуть, что за 40  лет применения метода 
генетической трансформации для модификации 
геномов растений исследователями накоплены 
обширные коллекции инсерционных мутаций, 
представляющих огромный интерес для про-
ведения секвенирования и  оценки масштабов 
возможных геномных нарушений. Последние 
данные по локализации и структуре Т-ДНК-ин-
серций, а  также представленности в  геноме 
крупномасштабных геномных перестроек как 
результата интеграции чужеродной ДНК, об-
суждаются в  обзоре [84]. Обобщение и  более 
глубокое понимание молекулярных процессов, 
лежащих в  основе модификации растительных 
геномов с  привлечением методов трансгенеза, 
несомненно, имеет огромное значение для даль-
нейшего развития и  усовершенствования этих 
методов, например, в направлении поиска “ти-
хих гаваней” для доставки целевых генов в гено-
мы модифицируемых видов растений.

Исследование изменений нуклеотидного 
состава, выявленного нами во фланкирующих 
районах целевого гена, доставленного в  рай-
он-мишень с  помощью системы CRISPR/Cas9, 
может дать новую информацию о  функцио-
нировании репарационных систем у  растений 
[85]. В  связи с  этим накопление новых данных 
о перестройках в районах доставки целевых ге-
нов при геномном редактировании представляет 
большой интерес и  является предметом наших 
будущих исследований.

Широкие возможности открываются пе-
ред исследователями, анализирующими при-
родно-трансгенные виды растений, поскольку 
события интеграции последовательностей из 
генома A.rhizogenes, произошедшие в  древние 
времена (возможно, сотни тысяч или миллио-
ны лет назад), отражают особенности проявле-
ния чужеродных ДНК среди потомков первых 
древних модифицированных растений. Гори-
зонтальный перенос генов между различными 
видами является мощным фактором эволюции 
прокариот, однако, несмотря на приобретение 
ядерной мембраны, изолирующей поток генов 
извне, этот процесс встречается и  у  эукарио-
тических организмов, например, перенос ге-
нов агробактериального происхождения с  их 
интеграцией в  ядерный геном у  различных ви-
дов покрытосеменных [86, 87]. Cпонтанно соз-
данные природно-трансгенные виды растений 
представляют собой уникальные модели для 
выявления роли агробактериальных генов в  их 
эволюции, возможной роли кл-Т-ДНК как ин-
серций в  природных трансформантах, а  также 
исследования разнообразия различных штам-
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мов Agrobacterium [88]. Установлено, что в гено-
ме природно-трансгенного растения N. noctiflora 
Hook. при использовании метода глубокого 
секвенирования обнаруживались две разные кл-
Т-ДНК, включающие интактные гены [89], экс-
прессия которых наиболее активно проявлялась 
в корнях по сравнению с другими органами рас-
тения. Избыточное накопление транскриптов 
RolB/RolC в клеточной культуре, индуцирован-
ной из тканей I. batatas, усиливало вторичный 
метаболизм сладкого картофеля посредством 
еще неизвестного к  настоящему времени меха-
низма [90]. Обсуждение функций генов агробак-
териального происхождения в  геномах природ-
но-трансгенных растений, а  также возможная 
роль кл-Т-ДНК в эволюции растений представ-
лены в мини-обзоре [91].

Замолкание трансгенов. Отдельные случаи 
потери экспрессии трансгена среди потомков 
трансгенных растений, зарегистрированные уже 
через несколько лет после получения первого 
трансгенного растения, а  впоследствии выяв-
ленные среди большого числа трансформан-
тов [92‒94], явились отражением эволюционно 
сложившихся в растениях механизмов подавле-
ния эндогенных генов (TGS-транскрипционная 
инактивация генов; transcriptional gene silencing), 
а также механизма разрушения ДНК экзогенно-
го происхождения (PTGS – пост-транскрипци-
онная инактивация генов; post transcription gene 
silencing). В ходе эволюции у растений сформи-
ровались механизмы эпигенетической регуля-
ции экспрессии генов, направленные на защиту 
от неконтролируемого размножения в  геноме 
мобильных генетических элементов, а также от 
проникновения в  растительные ткани вирусов 
и вироидов. Истории выявления путей инакти-
вирования трансгенов на примере генетически 
модифицированных растений за сорок лет со 
дня создания первого трансгенного растения 
посвящен обзор H. Vaucheret [95]. Выявление 
механизмов, позволяющих растению быстро 
и пластично регулировать экспрессию собствен-
ных генов в  ответ на непредсказуемые условия 
внешней среды, стимулировало разработку но-
вых подходов подавления экспрессии целевых 
генов, основанных на РНК-интерференции 
[96]. Включение в геном трансгенного растения 
дополнительных копий генов с целью получения 
сверхэкспрессии, а также снижение экспрессии 
других нежелательных генов за счет нокдаунов 
(РНК-интерференции) являются важными эта-
пами в изучении метаболических путей у расте-
ний, а  также создания трансгенных растений c 
измененными путями в  биосинтезе вторичных 
метаболитов [97].

Геномное редактирование с  применением 
CRISPR/Cas9, как усовершенствованный ме-
тод трангенеза, в  настоящее время широко ис-

пользуется для получения мутаций по многим 
хозяйственно-ценным признакам у  растений, 
в том числе и таким как устойчивость к небла-
гоприятным факторам среды, ответным реакци-
ями растений на стрессовые воздействия и  т. д. 
[98]. Изменения в биосинтезе антоцианов были 
достигнуты сайт-направленным редактирова-
нием гена F3H моркови с  помощью системы 
CRISPR/Cas9 [99]. Известны работы по улуч-
шению профиля гликозилирования путем нока-
утов генов XylT и  FucT, кодирующих ферменты 
α(1,3)-фукозилтрансферазу и  β(1,2)-ксилозил-
трансферазу в  клеточной культуре табака [100, 
101]. Следует подчеркнуть, что дальнейший про-
гресс в развитии инструментария для геномного 
редактирования клеточных культур ожидается 
в направлении индукции биаллельных мутаций, 
т. е. индукции нокаутов по двум аллелям выбран-
ного гена-мишени. Разработка такого инстру-
ментария актуальна и  для работ по геномному 
редактированию вегетативно-размножающих-
ся и  древесных видов растений. Следует отме-
тить успешное редактирование аллелей генов, 
представленных в  разных гомеологах злаковых 
культур – тритикале [102] и пшеницы [103]. Со-
временное состояние исследований в  области 
клеточной инженерии в  направлении улучше-
ния качества рекомбинантных терапевтических 
белков представлено в обзоре [104].

Таким образом, к концу 20-го столетия в био-
логии завершилось создание новых направле-
ний, таких, как биотехнология и  генетическая 
инженерия растений. В настоящее время генети-
ческая инженерия представляет собой не только 
мощный инструмент для проведения фунда-
ментальных исследований в  области генетики 
растений, но и  открывает широкие перспекти-
вы практического применения в  направлении 
улучшения хозяйственно-ценных признаков 
у важных сельскохозяйственных культур, а так-
же использования растительных клеток в  каче-
стве платформ экспрессии для биосинтеза ши-
рокого спектра рекомбинантных белков, в  том 
числе и  для биофармацевтики. Дальнейшее 
развитие методов трансгенеза предоставило ис-
следователям новые современные инструменты 
молекулярной биологии, такие как технологии 
РНК-интерференции и  редактирования гено-
мов с  применением CRISPR/Cas. Широкие 
возможности открываются при использовании 
клеточных культур растений в  качестве биоре-
акторов рекомбинантных белков. Дальнейшее 
развитие метода “тихих гаваней” для геномного 
редактирования в  варианте knock-in открывает 
широкие перспективы в  направлении повыше-
ния выхода рекомбинантного белка в  клеточ-
ных культурах растений. Совершенствование 
методов клеточной инженерии с  применением 
сайт-направленного мутагенеза обеспечивает 
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прогресс в  направлении улучшения биотехно-
логических характеристик клеточных культур 
растений для производства терапевтических 
рекомбинантных белков. В целом современные 
методы генетической инженерии, в  том числе 
и  геномного редактирования, являются мощ-
ным дополнением к традиционным методам по-
вышения урожайности сельскохозяйственных 
культур и улучшения их характеристик, а также 
к  биотехнологическим методам наработки ре-
комбинантных белков с использованием расти-
тельных систем экспрессии. Выявление более 40 
видов природно-трансгенных растений, в  том 
числе и  длительно употребляемых человече-
ством в качестве пищи, дает основание к пере-
смотру сложившегося все еще настороженного 
отношения сообщества к  современным техно-
логиям модификации растительных геномов.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образо-
вания (грант № FWNR‑2022–0022). Настоящая 
статья не содержит каких-либо исследований 
с участием людей в качестве объектов исследо-
ваний. Автор заявляет об отсутствии конфликта 
интересов.
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