
112

ГЕНЕТИКА,  2024, том 60, № 7,  с.  112–117

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.21

ПРОФИЛИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, ВОВЛЕЧЕННЫХ В СИНТЕЗ 
ЛИГНАНОВ, В РАЗВИВАЮЩИХСЯ СЕМЕНАХ ЛЬНА

© 2024 г. Е. Н. Пушкова1, Е. М. Дворянинова1, Л. В. Повхова1, Т. А. Рожмина1, 2,  
Р. О. Новаковский1, Е. А. Сигова1, А. А. Дмитриев1, Н. В. Мельникова1, *

1Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия 
2Федеральный научный центр лубяных культур, Торжок, 172002 Россия 

*e-mail: mnv-4529264@yandex.ru
Поступила в редакцию 11.12.2023 г.

После доработки 13.03.2024 г.
Принята к публикации 20.03.2024 г.

Семена льна являются богатейшим растительным источником лигнанов, препятствующих раз-
витию многих заболеваний. Среди лигнанов в семени культивируемого вида Linum usitatissimum 
преобладает диглюкозид секоизоларицирезинола (SDG). Нами выполнено секвенирование 
транскриптомов семян льна на пяти стадиях развития для восьми сортов/линий, различающих-
ся по содержанию лигнанов, для трех вариантов условий выращивания и проведена оценка экс-
прессии генов PLR1 и UGT74S1, играющих ключевую роль в синтезе SDG. Выявлены коэкс-
прессия генов PLR1 и UGT74S1 и изменение уровня экспрессии этих генов в десятки и сотни 
раз в процессе развития семян, что подтверждает их роль в синтезе SDG льняного семени. По-
ниженная температура (16 °С) и избыточный полив приводили к сдвигу максимального уровня 
экспрессии обоих генов на более поздние сроки (14-й день после раскрытия цветка) по сравне-
нию с условиями недостаточного полива и повышенной температуры (24 °С) и оптимальными 
условиями (20 °С) (7-й день после раскрытия цветка). При этом при повышенной температуре и 
недостаточном поливе уровень экспрессии генов PLR1 и UGT74S1 был ниже, чем при оптималь-
ных условиях. Не выявлено ассоциации между содержанием лигнанов в семенах исследованных 
сортов/линий льна и уровнем экспрессии генов PLR1 и UGT74S1. Наши результаты дают важную 
информацию о вкладе генотипа и среды в экспрессию ключевых генов синтеза SDG, что в том 
числе необходимо для разработки оптимальных подходов для получения семян льна с высоким 
содержанием лигнанов.
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Семена льна содержат биологически активные 
вещества и все шире используются для производ-
ства полезных для здоровья продуктов питания и 
биологически активных добавок [1–5]. Льняное 
семя – один из богатейших растительных источ-
ников лигнанов, препятствующих развитию рака, 
сердечно-сосудистых заболеваний и сахарного ди-
абета [1, 6–14]. Среди лигнанов в семенах Linum 
usitatissimum L. преобладает диглюкозид секои-
золарицирезинола (secoisolariciresinol diglucoside, 
SDG) [11]. У разных сортов льна различия в со-
держании SDG достигают нескольких раз, и дан-
ная характеристика может определять потенциал 
использования сорта для лечебного питания или 
производства лекарственных средств [11, 15–18]. 
Известно, что пинорезинол-ларицирезинол редук-
тазы (pinoresinol-lariciresinol reductases, PLRs) игра-
ют ключевую роль в синтезе лигнанов растений 

[19]. В семенах льна PLR1 сначала катализирует 
превращение (−)-пинорезинола в (−)-ларицире-
зинол, а затем в (+)-секоизоларицирезинол [20–
23]. Уридин-гликозилтрансферазы (uridine glycosyl 
transferases, UGTs) катализируют образование гли-
козидных связей и играют важную роль в синте-
зе SDG льна, причем наибольший вклад вносит 
UGT74S1 [24, 25].

Целью работы являлось выявление закономер-
ностей в экспрессии генов UGT74S1 и PLR1 при 
развитии семян льна в разных условиях для сортов, 
различающихся по содержанию лигнанов.

В анализе использовались растения восьми со-
ртов/линий льна с различным содержанием лигна-
нов в семенах: AGT 427, Atalante, AGT 981, Entre-
Rios, Raciol, AGT 422, Lola, AGT 1535 (табл. 1). 
Данные о содержании секоизоларицирезинола в 
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семенах исследованных сортов/линий льна предо-
ставлены Институтом льна (г. Торжок, Россия) и 
получены совместно с чешской компанией Agritek 
(не опубликованы). Растения льна выращивали в 
15-литровых горшках с почвой в течение месяца в 
оптимальных условиях (20 °С и полив через день), 
а затем переносили в три климатические камеры. 
В первой камере растения выращивали при 16 °С и 
ежедневном поливе (далее – 16 °С), во второй ка-
мере – при 20 °С и поливе через день (далее – 20 
°С), в третьей камере – при 24 °С и поливе раз в 
три дня (далее – 24 °С). Режим освещения: 16 ча-
сов – день, 8 часов – ночь. Сбор семян проводили 
на 3, 7, 14, 21 и 28 день после цветения (ДПЦ, день 
после раскрытия цветка). Выделение РНК выпол-
няли по методике, описанной в работе L. Wang и 
соавт. [26], с рядом модификаций. Оценку качества 
и концентрации РНК выполняли методом гель-э-
лектрофореза, а также на приборах 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies, США) и Qubit (Thermo Fischer 
Scientific, США).

Для подготовки кДНК-библиотек для высоко-
производительного секвенирования применяли 
набор QIAseq Stranded mRNA Select Kit (Qiagen, 
США). Использовали пулы РНК, полученные от 
пяти одинаковых образцов (один и тот же сорт/
линия, условия выращивания, стадия развития). 
Контроль качества кДНК-библиотек выполняли 
на 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) и Qubit 
(Thermo Fischer Scientific). В результате получены 
212 кДНК-библиотек высокого качества (для ли-
нии AGT 422 на 21 и 28 ДПЦ при 24 °С и сорта Lola 
на 28 ДПЦ при 24 °С пригодные для дальнейшего 
анализа библиотеки получить не удалось). Для 3, 
7, 14 и 21 ДПЦ кДНК-библиотеки подготовлены в 
двухкратной биологической повторности, а для 28 
ДПЦ – в однократной повторности. Секвенирова-
ние полученных транскриптомных библиотек вы-
полняли на приборе NextSeq 2000 (Illumina, США) 
с использованием набора NextSeq 2000 P3 Reagents 
(100 Cycles) (Illumina), прочтения по 51 нуклеотиду 
с двух сторон. В среднем для каждой кДНК-библи-
отеки получено 2 млн парноконцевых прочтений. 

Данные секвенирования депонированы в базе 
NCBI Sequence Read Archive (SRA), номер биопро-
екта PRJNA1039849.

Полученные прочтения Illumina обрезали по 
качеству и фильтровали по длине с использова-
нием Trimmomatic [27]. Для анализа экспрессии 
генов использовали приложение PPline [28]. Про-
чтения картировали на геном льна сорта Атлант 
(GCA_014858635.1 в базе NCBI Genome) [29], по-
сле чего определяли число прочтений для каждо-
го гена в расчете на 1 млн прочтений (counts per 
million, CPM). Для дальнейшего анализа использо-
вали данные CPM для транскриптов H1233_034242 
+ H1233_034241 (соответствуют UGT74S1 из рабо-
ты K. Ghose и соавт. [24]) и H1233_076413 (соот-
ветствует PLR1 из работы D. Dalisay и соавт. [30]).

В результате проведенного анализа получили 
данные об уровне экспрессии генов UGT74S1 и 
PLR1 в семенах восьми сортов/линий льна, вы-
ращенных в трех вариантах температуры и по-
лива, для 3, 7, 14, 21 и 28 ДПЦ (рис. 1). Профили 
экспрессии UGT74S1 и PLR1 были весьма похо-
жи между собой при одних и тех же условиях вы-
ращивания для каждого из генотипов, что может 
свидетельствовать о коэкспрессии этих генов. О 
коэкспрессии PLR1 и UGT74S1 уже сообщалось 
ранее [24, 30], и наши данные согласуются с теми 
результатами.

Экспрессия изучаемых генов в целом изменя-
лась сходным образом для разных сортов/линий 
при развитии семян в одних и тех же условиях. На 
3 ДПЦ уровень экспрессии UGT74S1 и PLR1 был 
низким для всех генотипов в трех условиях выра-
щивания. Для всех исследованных сортов/линий 
наиболее высокого уровня экспрессия изучаемых 
генов достигала на 7 ДПЦ в условиях 20 и 24 °С. 
Затем на 14 ДПЦ в условиях 20 и 24 °С происхо-
дило снижение уровня экспрессии, которое про-
должалось при дальнейшем развитии семян. В ус-
ловиях 16 °С уровень экспрессии генов начинал 
повышаться на 7 ДПЦ и достигал максимального 
значения на 14 ДПЦ в большинстве сортов/линий 
(исключение – Atalante для гена UGT74S1, для ко-
торого уровень экспрессии был близким на 7 и 14 
ДПЦ). На 21 и 28 ДПЦ в условиях 16 °С наблю-
далось снижение экспрессии обоих генов, однако 
имелись различия между генотипами – у одних со-
ртов/линий уровень экспрессии достигал миниму-
ма на 28 ДПЦ, а у других все еще оставался доста-
точно высоким на этой стадии развития.

Таким образом, нами выявлены сходные за-
кономерности в динамике уровня экспрессии 
UGT74S1 и PLR1 в большинстве исследованных 
генотипов льна. При развитии семян наблюда-
лось изменение экспрессии этих генов в десят-
ки и сотни раз, что подтверждает их важность в 
синтезе SDG в семенах льна. Различные условия 

Таблица 1. Содержание секоизоларицирезинола в се-
менах восьми сортов/линий льна

Сорт/линия Секоизоларицирезинол, мг/кг
AGT 427 5125
Atalante 4650
AGT 981 4300

Entre-Rios 3900
Raciol 3900

AGT 422 3625
Lola 2900

AGT 1535 2125
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Рис. 1. Профили экспрессии генов UGT74S1 и PLR1 при развитии семян льна (3, 7, 14, 21 и 28 ДПЦ) для сортов/
линий AGT 427, Atalante, AGT 981, Entre-Rios, Raciol, AGT 422, Lola, AGT 1535, выращенных при 16 °С и избыточ-
ном поливе (16 °С), 20 °С и оптимальном поливе (20 °С), 24 °С и недостаточном поливе (24 °С). Отсутствуют данные 
для AGT 422 для 21 и 28 ДПЦ при 24 °С и для Lola для 28 ДПЦ при 24 °С.
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температуры и полива влияли на профили экс-
прессии анализируемых генов – пониженная тем-
пература и избыточный полив приводили к сдвигу 
максимального уровня экспрессии на более позд-
ние сроки (14 ДПЦ) по сравнению с условиями не-
достаточного полива и повышенной температуры 
и оптимальными условиями (7 ДПЦ). Кроме того, 
в условиях 16 °С в большей степени проявлялись 
межсортовые различия в профилях экспрессии из-
учаемых генов по сравнению с условиями 20 и 24 
°С. Наши результаты согласуются с данными, полу-
ченными в работе D. Dalisay и соавт. [30], где также 
анализировалась динамика изменения экспрессии 
генов PLR, и для PLR1 наиболее высокий уровень 
экспрессии в исследуемых условиях был отмечен 
на 6 ДПЦ. Однако в настоящей работе впервые 
показано, как контролируемые условия внешней 
среды отражаются на профилях экспрессии генов 
UGT74S1 и PLR1, играющих ключевую роль в син-
тезе SDG льняного семени.

При сравнении уровня экспрессии генов 
UGT74S1 и PLR1 между условиями 20 и 24 °С на 
7 ДПЦ (в этот срок в этих условиях достигался 
максимальный уровень экспрессии) для большин-
ства генотипов экспрессия была выше в условиях  
20 °С. Это может свидетельствовать о том, что по-
вышенная температура и недостаточный полив 
способны отрицательно влиять на экспрессию ге-
нов UGT74S1 и PLR1. Сравнение уровня экспрес-
сии этих генов между условиями 16 и 20 °С прове-
сти сложнее, так как профили экспрессии для этих 
условий существенно различаются. Однако можно 
отметить значительные межсортовые различия – 
для одних генотипов максимальный уровень экс-
прессии в условиях 20 °С превышал таковой в ус-
ловиях 16 °С, а для других генотипов наблюдалось 
обратное.

Мы также провели сравнение уровня экспрес-
сии генов UGT74S1 и PLR1 между генотипами с 
высоким и низким содержанием лигнанов в семе-
ни. Так, высокий уровень лигнанов имеют AGT 427 
и Atalante, а низкий – Lola и AGT 1535 (табл. 1). 
Мы не обнаружили существенных различий в мак-
симальном уровне экспрессии изучаемых генов для 
этих сортов/линий в условиях 20 и 24 °С. В услови-
ях 16 °С сравнение проводить несколько сложнее 
из-за более выраженных межсортовых различий, 
однако проследить ассоциации между максималь-
ным уровнем экспрессии и содержанием секоизо-
ларицирезинола в семенах разных генотипов нам 
также не удалось. В то же время в работе L. Garros 
и соавт. [17] выявлена положительная корреляция 
между содержанием SDG и уровнем экспрессии 
UGT74S1 и PLR1. Однако в том исследовании дан-
ные по экспрессии представлены только для одной 
временной точки, а не в процессе развития семян.

Таким образом, на представленной выборке со-
ртов/линий льна нами показано влияние условий 

выращивания на экспрессию генов UGT74S1 и 
PLR1, вовлеченных в синтез лигнанов льняного 
семени. В то же время нами не обнаружена связь 
между различным содержанием лигнанов в семенах 
разных сортов/линий льна и уровнем экспрессии 
генов UGT74S1 и PLR1. Наша работа расширяет 
знания о вкладе генотипа и среды в экспрессию 
ключевых генов синтеза SDG, что в том числе не-
обходимо для разработки оптимальных подходов 
для выращивания льна с целью получения богатых 
лигнанами семян.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, грант № 21-16-00111.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Expression Profiles Of Genes Involved  
In Lignan Synthesis In Developing Flax Seeds
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Flax seeds are the richest plant source of lignans, which prevent the development of many diseases. 
Secoisolariciresinol diglucoside (SDG) is the predominant lignan in seeds of the cultivated species 
Linum usitatissimum. We sequenced transcriptomes of flax seeds at five developmental stages for 8 
varieties differing in lignan content grown under three different conditions and evaluated the expression 
of PLR1 and UGT74S1 genes, which play a key role in SDG synthesis. The co-expression of PLR1 and 
UGT74S1 genes was detected, and the expression level of these genes was observed to change tens and 
hundreds of times during seed development, confirming their role in SDG synthesis in flax seeds. Low 
temperature (16 °С) and abundant watering resulted in a shift of the maximum expression level of both 
genes to later dates (14th day after flowering) compared to poor watering and high temperature (24 °С) 
and optimal conditions (20 °С) (7th day after flowering). Meanwhile, the expression level of PLR1 and 
UGT74S1 genes was lower under high temperature and poor watering than under optimal conditions. 
No association was found between lignan content in seeds of the studied flax varieties and the expression 
level of PLR1 and UGT74S1 genes. Our results provide important information on the contribution of 
genotype and environment to the expression of key genes of SDG synthesis, which is also necessary for 
the development of optimal approaches to obtain lignan-rich flax seeds.

Keywords: flax, Linum usitatissimum, gene expression, PLR1, UGT74S1, secoisolariciresinol.
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