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Анализ экспрессии генов целлюлозосинтезирующего комплекса и цитоскелетных белков в проростках льна...

Га
ли

но
вс

ки
й 

Д
.В

.,
 П

од
ви

цк
ий

 Т.
А.

, Б
ае

р 
Г.

Я
. и

 д
р.

Льняное волокно является одним из самых 
крепких растительных волокон, поэтому его из-
давна используют для получения текстиля и 
усиления композиционных материалов [1, 2]. 
Чрезвычайно длинные волокна льна образуются 
на внешних тканях стебля между флоэмой и эпи-
дермисом и достигают длины около 7 см. Извест-
но, что направленный рост растительной клетки 
обусловлен отложением и изменениями компо-
нентов клеточной стенки под действием тургор-
ного давления. Соответственно, ключевым регу-
ляторным элементом анизотропного роста и кле-
точной формы является направленное отложение 
целлюлозных фибрилл [3]. 

Основными структурными компонента-
ми фибрилл являются молекулы целлюлозы, ко-
торые депонируются во вторичной клеточной 
стенке флоэмных волокон и во многом опреде-
ляют физико-химические и технологические ха-
рактеристики волокна льна. Биосинтез целлю-
лозы осуществляется связанным с цитоплазма-
тической мембраной мультиферментным цел-
люлозо-синтезирующим комплексом. Плазмати-
ческие мембранно-локализованные целлюлозо-
синтетазные комплексы, обеспечивающие син-
тез микрофибрилл целлюлозы, связываются с 
цитоскелетом и движутся вдоль кортикальных 
микротрубочек [3]. На протяжении достаточно 
длительного отрезка времени накоплены дока-
зательства того, что микротрубочки, благодаря 
которым осуществляется доставка строительно-
го материала целлюлозных волокон, в значитель-
ной степени определяют корректное отложение 
и ориентацию прочных целлюлозных фибрилл в 
растениях [4–6]. Для идентификации факторов, 
определяющих качество льноволокна целесо-
образно было бы сравнить уровень экспрессии 
генов, контролирующих синтез основных ком-
понентов целюлозосинтезирующего комплекса и 

цитоскелета у различных форм льна. Возможно у 
растений, отличающихся по качеству льноволок-
на можно найти различия в функционировании 
генов, кодирующих целлюлозосинтетазную ро-
зетку (гены целлюлозосинтаз) и белки цитоске-
лета (гены тубулина и актина), что, исходя из су-
ществующих представлений, может существен-
но влиять на качество и ориентацию фибрилл 
целлюлозы. Таким образом, изучение уровней 
экспрессии генов основных белков, вовлеченных 
в корректное отложение и ориентацию целлю-
лозных фибрилл (целюлозосинтетаза, тубулин и 
актин) в стеблях различных генотипов льна, от-
личающихся по качеству волокна, представляет 
значительный интерес для исследователей.

Материалы и методы
Для исследования были выбраны сорта 

льна-долгунца Блакіт (Беларусь) и ariane (Фран-
ция), относящиеся к подвиду elongatum Vav. et 
Ell. и используемые для получения высококаче-
ственного волокна, а также образцы льна крупно-
семянного Endress Olajlen (subsp. mediterraneum 
Vav. et Ell.) и льна-прыгунца Dehiscens (subsp. 
crepitans Boenn.), существенно различающиеся 
по морфобиологическим признакам и не исполь-
зуемые в текстильной промышленности. РНК 
выделяли из гипокотилей десятидневных проро-
стков льна, удаляя семядоли и корешки, по прото-
колу с использованием реагента TrI rEaGENT 
фирмы Sigma (США). Контроль качества РНК 
осуществляли при помощи электрофореза об-
разцов РНК в 1,5 % агарозном геле и по результа-
там спектрофотометрических измерений.

Перед постановкой обратной транскрипции 
пробы РНК обрабатывали ДНКазой. Реакцию 
проводили в объёме 20 мкл, содержащем 10 мкл 
раствора РНК, 1 мкл ДНКазы1, 2 мкл 10Х буфера 
для фермента и 7 мкл воды, обработанной DEPC. 
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Tornado (Праймтех, Беларусь) и 0,1 мкл флуорес-
центного красителя Zubr Green 100Х (Праймтех, 
Беларусь) или с использованием набора SYBr® 

Green JumpStart™Taq readyMix™ (Sigma-
aldrich, США). Праймеры к генам, использован-
ным в работе, приведены в таблице 1.

Реакцию амплификации проводили, исполь-
зуя амплификаторы CFX96 и real-Time PCr IQ-
Cycler (Biorad, США) по программе, представ-
ленной в таблице 2.

Инкубировали 1 ч при температуре 37 °C, после 
чего инактивировали фермент, добавляя 2 мкл 
0,5 М ЭДТА с последующей инкубацией в тече-
ние 15 мин при 65 °C.

Синтез кДНК осуществляли с помощью на-
бора revertaid First Strand cDNa Synthesis Kit 
(Thermo Scientific) согласно инструкции про-
изводителя, с использованием олиго-дТ прай-
меров. Для каждой пробы проводили rT– кон-
трольную реакцию. В реакционную смесь дан-
ного контроля входили все компоненты, кроме 
обратной транскриптазы. Позитивный контроль 
осуществлялся с использованием РНК-матрицы 
гена GaPDH, входящей в набор, а в качестве не-
гативного контроля использовали реакционную 
смесь без матрицы.

Полимеразную цепную реакцию в реальном 
времени проводили в пробирках для ПЦР или 96-
ти луночном планшете (Thermo Scientific, Вели-
кобритания). Объем реакционной смеси на один 
образец составлял 20 мкл и содержал 10 мкл 2Х 
T-буфера (S) для ДНК-полимеразы (Праймтех, 
Беларусь), нуклеотиды в конечной концентрации 
0,2 мМ для каждого нуклеотида, прямой и обрат-
ный праймер в конечной концентрации 0,2 мкМ, 
50–100 нг кДНК, 0,1 ед. ДНК-полимеразы 

Таблица 1
Праймеры к генам, использованным в исследованиях

Название гена Продукт гена Название прай-
мера Последовательности праймеров, 5’→3’ Ссылка

LusСesA1 целлюлозо-синта-
за 1

Ba12F1 GaTCTaGaaCCaaaCaTCGTT
–

Ba12r1 TCTCTGaGaCaTTaaGaGTGaC

LusСesA4 целлюлозо-синта-
за 4

BS58F14 TaCGGTTaTGaTCCaCCaGTGTC
–

BS58r14 CGCTTCCCTCCCaTTTTCTTCTT

LusСesA7 целлюлозо-синта-
за 7

BS19F3 CGGCCaaaGaTGGTaa
–

BS19r5 GCaGGGCTaGaGGaTGGa

LusСesA9 целлюлозо-синта-
за 9

BS13F3 aCGaGCaCTTTaTGaGCTaT
–

BS13r2 GGTTTTGaTTCTTCTCTCC

aCT актин
aCT-F TCCaGGCCGTTCTTTCTCTa

[8]
aCT-r CTGTaaGGTCaCGaCCaGCa

GaPDH
глицероаль-

дегид-3-фосфат 
дегидрогеназа

GaPDH-F aGGTTCTTCCCGCTCTCaaT
[8]

GaPDH-r CCTCCTTGaTaGCaGCCTTG

TUa α-тубулин
TUa-F ССTGTTGGGaGCTTTaCTGC

[8]
TUa-r aaGGTGTTGaaGGCaTCGTC

ETIF1

фактор 1 
инициации 
трансляции 

эукариот

ETF1-F ССTTGTaGGGCTGaGGGaTT
[8]

ETF1-r CTCaTCaaGaCCaCCaGCaa

Таблица 2
Программа ПЦР в реальном времени для изучения 
экспрессии генов

Номер 
шага Температура °C

Время 
мин:-
сек

Количе-
ство ци-

клов

1 95,0 15:00 1
2 99,0 0:01 44
3 58,0 0:10
4 72,0 0:30
5 Чтение плашки
6 95,0 0:10 1
7 Кривая плавления от 

65 °C до 95 °C: шаг 0,1 °C
0:05

8 Чтение плашки 1
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(Блакіт, ariane), формирующих высококачествен-
ное волокно, уровень экспрессии генов LusCesA4 
и LusCesA7 оказался ниже, чем у льна-прыгунца 
(Dehiscens) (рис. 2).

Уровень экспрессии генов LusCesA1 и 
LusСesA9 оказался минимальным у льна-прыгун-
ца (Dehiscens) и максимальным у сорта льна 
крупносемянного (Endress Olajlen). Образцы 
льна-долгунца (Блакіт, ariane) по уровню экс-
прессии этих генов занимают промежуточное 
положение. Вероятно, такое соотношение актив-
ности генов, вовлеченных в биогенез льноволок-
на, является оптимальным для формирования во-
локна высокого качества.

Экспрессия генов тубулина и актина в 
10-дневных проростках всех исследуемых сор-
тов находится приблизительно на одном уров-
не. Известно, что гены актина и тубулина ча-
сто используются для нормализации результа-
тов экспрессии, однако ранее было показано, что 

Специфичность амплификации в экспери-
ментах определяли по наличию единичного пика 
на кривой плавления. Анализ экспрессии прово-
дили с использованием ДДCt, метода [7]. В ка-
честве референсных генов были использованы 
гены GAPDH и ETIF1[8].

Результаты и обсуждение
В результате проведенных исследований 

в изученных сортах льна, формирующих раз-
личное по качеству волокно, удалось детекти-
ровать экспрессию генов LusСesA1, LusСesA4, 
LusСesA7, LusСesA9, Actin и TUA (рис. 1).

Уровень экспрессии перечисленных генов 
на стадии проростков существенно различался. 
Экспрессия всех генов целлюлозосинтаз была 
значительно ниже экспрессии референсных ге-
нов, тогда как гены актина и тубулина экспрес-
сируются гораздо интенсивнее. Уровень их экс-
прессии сопоставим с экспрессией референс-
ных генов, особенно для генов тубулина у сор-
тов льна крупносемянного (Endress Olajlen) и 
льна-прыгунца (Dehiscens). 

Среди генов семейства целлюлозосинтаз в 
гипокотилях всех форм льна наиболее интенсив-
но экспрессируются гены LusСesA4 и LusСesA7. 
Эти гены доминируют в общем пуле генов цел-
люлозосинтаз, в количественном выражении их 
экспрессия на 1–2 порядка выше экспрессии ос-
тальных CesA-генов. Наиболее низкий уровень 
экспрессии характерен для гена LusCesA1 всех 
исследуемых сортов, причем у льна-прыгунца 
(Dehiscens) он минимален. Следует отметить, 
что в экспериментах на растительных тканях раз-
личных видов растений четко показано наличие 
двух групп генов, кодирующих целлюлозосин-
тазы, которые специфически экспрессируются 
при биогенезе первичной и вторичной клеточной 
стенки [9]. Так, для A. thaliana функционирова-
ние продуктов генов AtCesA1, AtCesA2, AtCesA3, 
AtCesA5, AtCesA6 и AtCesA9 связывают с обра-
зованием первичной клеточной стенки, экспрес-
сия генов AtCesA4, AtCesA7 и AtCesA8 необхо-
дима для биогенеза более толстой и механиче-
ски прочной вторичной клеточной стенки [10]. 
На основании проведенного ранее сравнитель-
ного анализа предполагают, что у льна-долгунца 
гены LusCesA1 и LusCesA9 ассоциированы с син-
тезом первичной клеточной стенки, а LusCesA4 и 
LusCesA7 – вторичной [11].

Сравнение сортов льна по уровню экспрес-
сии генов целлюлозосинтаз и генов белков ци-
тоскелета показало, что в сортах льна-долгунца 

Рис. 1. Относительная экспрессия (log2Отношение) 
CesA-генов, генов актина и α-тубулина в проростках 
различных образцов льна относительно референс-

ных генов GAPDH и ETIF1

Рис. 2. Относительная экспрессия (log2Отношение) 
CesA-генов, генов актина и α-тубулина. ∆∆СТ значе-
ния были рассчитаны относительно соответствую-

щих генов льна-прыгунца (Dehiscens)
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экспрессия генов целлюлозосинтаз первого, чет-
вертого, седьмого и девятого классов. Было уста-
новлено, что ключевыми генами биосинтеза цел-
люлозы в десятидневных гипокотилях исследо-
ванных подвидов льна культурного, являются 
гены LusCesA4 и LusCesA7, экспрессия которых 
на 1–2 порядка выше экспрессии CesA-генов дру-
гих классов. Уровень экспрессии гена Cesa1 был 
самым низким (в несколько раз ниже Cesa9 и на 
несколько порядков ниже Cesa4 и Cesa7). Между 
сортами обнаружены отличия по уровню экспрес-
сии CesA-генов. В сортах льна-долгунца (Бла-
кіт и ariane subsp. elongatum Vav. et Ell), форми-
рующих высококачественное волокно, уровень 
экспрессии генов LusCesA4 и LusCesA7 оказал-
ся ниже, чем у льна-прыгунца (Dehiscens subsp. 
crepitans Boenn.). Уровень экспрессии генов ци-
тоскелета в целом оказался выше, чем генов цел-
люлозосинтаз у всех исследованных образцов.

экспрессия генов актина нестабильна на разных 
стадиях развития растений [12]. То же касается и 
генов тубулина: показана стабильность экспрес-
сии данного гена в процессе развития Orobanche 
ramosa [13], но по результатам geNorm анализа 
она оказалась неустойчивой в процессе разви-
тия и при абиотическом стрессе у Lolium perenne 
[14]. Также, при исследовании кандидатов для 
использования в качестве референсных генов у 
льна, показана нестабильность экспрессии генов 
актина и тубулина в процессе развития растений 
L. usitatissimum [8]. Как было показано нами ра-
нее, в геноме льна предвидится существование 7 
изотипов тубулина [15] и 10 генов, кодирующих 
актин. Поэтому в дальнейшем интересно было 
бы изучить экспрессию разных генов актина и 
изотипов тубулина в процессе развития растений 
льна. 

Выводы
Таким образом, в сортах льна культурного, 

относящихся к разным подвидам, установлена 
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GENE EXPRESSION ANALYSIS OF CELLULOSE SYNTHASE COMPLEX AND THE 
CYTOSKELETAL PROTEINS IN FLAX (LINUM USItAtISSIMUM L.) SEEDLINGS
Aims. Study of gene expression involved in the correct orientation and deposition of cellulose fibrils in the stems of 
different genotypes of flax (Blakit and ariane, Endress Olajlen and Dehiscens) differing in fiber quality is one of the 
considerable interest for researchers. Methods. The rT PCr and qPCr for gene expression analysis of cellulose synthase 
complex (Ces genes) and the cytoskeleton (actin and tubulin genes) in seedlings of flax were used. Results. The expression 
of genes LusСesA1, LusСesA4, LusСesA7, LusСesA9, Actin and Tubulin (TUA) in ten-days hypocotyls all of the studied 
varieties of flex were described. Conclusions. It was found that the key cellulose biosynthesis genes in hypocotyls of flax 
were LusCesA4 and LusCesA7 whose expression is 1–2 orders of magnitude higher than expression of CesA genes of 
other classes. In the varieties of flax, forming a high-quality fiber, the level of gene expression LusCesA4 and LusCesA7 
were lower than that of flax Dehiscens. The level of gene expression of the cytoskeleton as a whole was higher than Ces 
genes in all the samples studied.
Keywords: flax, cellulose synthase complex, actin, tubulin, rT-PCr, qPCr, gene expression. 


