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Досліджено антиоксидантну активність трансгенних рослин цикорію Cichorium intybus L. з геном інтерферону-
α2b людини. Показано, що у рослин дев’яти ліній (з десяти) антиоксидантна активність коливалася від 11,2±0,69 х10-6 
до 23,30±0,97 х10-6  мг/мг хв залежно від лінії  та була вище, ніж у контрольних нетрансформованих рослин (8,8±1,14 
х10-6 мг/мг хв). Не виявлено безпосереднього зв’язку між транскрибуванням гена ifn– α2b, а також наявністю інтерфе-
роноподібної активності екстрактів трансгенних рослин та збільшенням антиоксидантної активності. Підвищення 
АОА,  можливо,  пов’язано саме з генетичною трансформацією – перенесенням чужорідного гена до рослин. 
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Вступ. Створення трансгенних рослин розпочалося близько 30 років тому. Нині такі рослини 

культивують на площах до 148 млн га (за даними ISAAA, 2010 р.). Разом з тим, останнім часом все 
частіше ставиться питання щодо безпеки використання рослин зі штучно модифікованим геномом. Так, 
існує деяка загроза для навколишнього середовища через можливість неконтрольованого переносу 
трансгенів. Крім того, в результаті генетичної трансформації можуть змінюватись фізіологічні та 
біохімічні характеристики рослин, а також є дані щодо того, що процес генетичної трансформації є стре-
сом для рослин, причому кожен з етапів трансформації, зокрема Аgrobacterium-опосередкованої,  може 
бути стресовим для рослин [1]. Стресова реакція викликається такими факторами як сам процес 
генетичної трансформації (поранення, контакт з патогеном, проникнення бактерії), перенесення 
чужорідного гена до геному рослин, синтез відповідних білків, біологічна активніcть білку. Відповідь 
рослинного організму на такі стресові впливи може проявлятись у зміні фізіологічних та біохімічних 
параметрів, у тому числі активності антиоксидантної системи.  

Біологічна роль антиоксидантної системи (АОС) в організмі повязана із захистом геному, мембран 
та ферментів від активних форм кисню (АФК), вільних радикалів та інших продуктів, що утворюються 
при вільнорадикальному окисленні. При дії таких стресорів як посуха, засолення, екстремальні темпера-
тури, біотичні чинники, відбувається утворення і накопичення АФК, що призводить до виникнення ок-
сидативного стресу [2 – 4]. Ці зміни в рослинних клітинах супроводжуються підвищенням активності 
АОС, зокрема ферментів [5 – 7]. Отже, антиоксидантна активність може бути «маркером» ступеню дії 
стресових факторів на рослини. За активністю антиоксидантної системи також можна оцінити дію гене-
тичної трансформації як стресового фактору.  

При надмірній кількості АФК та інших вільних радикалів в клітині існує загроза розвитку таких 
хвороб як анемія, ішемія, артрит, атеросклероз, рак, нейродегенеративні захворювання, діабет. Значна 
роль в нейтралізації цього негативного впливу вільних радикалів на клітину належить речовинам-
антиоксидантам. Тому рослини з підвищеним рівнем антиоксидантної активності можуть бути викорис-
тані з метою профілактики цих захворювань.  

В роботі [8] показано, что інтерферон-α забезпечує підвищення рівня цинк- та марганецьвмісної 
супероксиддисмутази, зниження рівня продуктів перекисного окислення та оксидативного вибуху, ви-
кликаного надмірною кількістю АФК. Отже, рослини, що синтезують активний інтерферон-α також, 
можливо посилюватимуть біологічний захист клітин проти оксидативного стресу.  

В даній роботі досліджено, чи відбуваються зміни активності АОС трансгенних рослин цикорію з 
геном інтерферону людини як відповідь на біотичний стресовий чинник - агробактеріальну трансформацію.  

Матеріали та методи. В дослідженнях використовували трансгенні рослини цикорію Cichorium 
intybus L. var foliosum Hegi з геном інтерферону α-2b людини, отримані за допомогою Аgrobacterium tu-
mefacience-опосередкованої трансформації [9]. Антиоксидантну активність (АОА) визначали за методом, 
описаним в [10]. Для цього брали листки 10 ліній трансформованих рослин, що росли в умовах in vitro. 
Контрольними слугували нетрансформовані рослини цикорію, що росли в тих самих умовах. Для приго-
тування екстрактів 300 мг рослинного матеріалу розтирали у фарфоровій ступці в 1,5 мл 0,25М фосфат-
ного буферу (рН 7,4). Отриманий гомогенат кількісно переносили в пробірки Eppendorf та центрифугу-
вали в мікроцентрифузі Eppendorf Centrifuge 5415 C при 2 000 g протягом 10 хв. До кювети для фотоеле-
ктроколориметра КФК-2 товщиною 1 см вносили 1,5 мл 0,25 М фосфатного буфера  
(рН 7,4), 0,5 мл 0,8 мМ 2,6-дихлорфеноліндофеноляту натрію, 0,5 мл сульфату заліза (ІІ) та 0,5 мл супер-
натанту (дослід) або 0,5 мл дистильованої води (контроль). Після цього кожні 30 с протягом 5 хв вимі-
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рювали оптичну густину розчину в кюветі (Dτ) при довжині хвилі 510 нм. Крім того визначали оптичну 
густину розчину, в який замість 0,5 мл сульфату заліза (ІІ) додавали 0,5 мл дистильованої води (D∞). За 
даних умов 2,6-дихлорфеноліндофенолят натрію повністю окислений. Константу швидкості окислення 
2,6-дихлорфеноліндофеноляту натрію визначали як тангенс кута нахилу прямої на графіку залежності 
натурального логарифму ∆Dτ (∆Dτ= D∞- Dτ) від часу. Як показник антиокислювальної активності рослин-
ного матеріалу використовували значення константи інгібування (Кі) окислення 2,6-дихлор-
феноліндофеноляту натрію, яку обчислювали як різницю констант швидкості окислення 2,6-дихлор-
феноліндофеноляту натрію в контрольному та дослідному варіанті (мл/л хв), поділену на концентрація 
рослинного матеріалу в кюветі, мг/мл.  

Результати і обговорення. Усього було досліджено 10 ліній трансгенних рослин цикорію з геном 
інтерферону-α2b людини. Антиоксидантна активність девяти ліній суттєво перевищувала  АОА контро-
льних нетрансформованих рослин (рис. 1). Так, для шести ліній (№№ 3, 4, 6, 7, 8, 9) АОА перевищувала 
активність контрольних рослин в 1,96-2,64 рази. В той же час для трьох досліджуваних ліній (№№ 5, 10, 
11) АОА виявилась меншою, ніж у вказаних вище, але в 1,27-1,40 рази більшою у порівнянні з контро-
лем. Лише для одної лінії (№ 2) АОА була на рівні контролю. Таким чином, для більшості досліджува-
них ліній АОА перевищувала активність рослин дикого типу. Вірогідно, такий ефект може розглядатися 
як відповідь на стрес, якому піддається рослина у процесі генетичної трансформації. 

 

0

5

10

15

20

25

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Лінія рослин, №№

А
нт
ио
кс
ид
ан
тн
а 
ак
ти
вн
іс
ть

, 
мл

/м
г 
хв

,х
10

-6
   

 

 
Рис. 1. Антиоксидантна активність трансгенних рослин цикорію з геном інтерферону людини:  

1- контроль (нетрансформовані рослини); 2-11 - лінії трансформованих рослин. 
 

Становить інтерес співставлення АОА з наявністю перенесеного гена ifn– α2b, його транскрипці-
єю, синтезом біологічно активного білку  та з’ясування причини підвищення АОА – сам факт трансфор-
мації або синтезування біологічно активного інтерферону-α2b. Раніше нами було проведено ПЛР-аналіз 
ліній №№ 2-11 [9]. Наявність гена інтерферону людини показана в рослинах усіх досліджуваних ліній. 
Отже, перенесення гену ifn– α2b дійсно відбулося. Для рослин девяти з десяти ліній (№ 3-11) показане 
зростання АОА в порівнянні з контролем, лише у рослин лінії № 2 АОА достовірно не відрізнялась від 
активності контрольних рослин. Таким чином, збільшення АОА у ліній № 3-11, можливо є наслідком 
перенесення чужорідного гена.  

Для ліній №№ 2, 5, 8, 11 проведено ЗТ-ПЛР аналіз та виявлено, що ген інтерферону  транскрибу-
вався лише у рослин лінії № 8, тоді як для решти ліній зворотні транскритпти не було виявлено. Отже, 
для трьох з чотирьох тестованих ліній спостерігали «мовчання» гена ifn– α2b і, очевидно, білок не синте-
зувався. Антиоксидантна активність ліній № 5 та №11 (відсутні зворотні транскрипти) перевищувала 
активність нетрансформованих рослин в 1,27-1,41 разів, а активність лінії № 2 суттєво не відрізнялась від 
контролю. Антиоксидантна активність рослин лінії № 8, у яких синтез зворотніх транскриптів відбував-
ся, була найвищою та складала 23,03±1,54х10-6 мг/мг хв, що є в 2,6 разів вищим за активність контроль-
них рослин (рис. 1.). Таким чином, можливо, що транскрипція гена ifn– α2b є лише однією з причин під-
вищення АОА.  

Екстракти з рослин ліній №№ 2, 5, 8, 11 було протестовано на інтерфероноподібну активність 
(ІПА) по відношенню до вірусу везикулярного стоматиту (неопубліковані дані). Тестування білкового 
екстракту з рослин лінії № 8 показало наявність інтерфероноподібної активності (9327 МО/г маси рослин 
або 3291,44 МО/мг білку), а для решти проаналізованих ліній ІПА екстрактів не була виявлена. Антиок-
сидантна активність рослин лінії № 8 була вищою в 1,85-3,07 разів у порівнянні з рештою ліній, протес-
тованих на ІПА проти вірусу везикулярного стоматиту.  

Оскільки високу АОА мали як рослини з ІПА, так і ті, в яких ген ifn– α2b не транскрибувався, ві-
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рогідно, що транскрипція гена інтерферону не є єдиною причиною для підвищення рівня антиоксидант-
ної активності. Можна припустити, що такий ефект зумовлює ряд факторів, у першу чергу, вірогідно, 
перенесення гена, а також  присутність біологічно активного інтерферону-α2b. Встановлення причини 
підвищення антиоксидантної активності трансгенних рослин цикорію з геном інтерферону α2b потребує 
подальших досліджень, спрямованих на вивчення синтезу інтерферона більшої кількості ліній та аналіз 
трансгенних рослин, які не несуть гена інтерферона α2b або мають інший трансген.  

Речовини, що мають антиоксидантну активність відіграють значну роль у знешкодженні токсичної 
дії активних форм кисню та інших вільних радикалів, які є однією з причин розвитку ряду захворювань. 
Цінною природною сировиною для отримання речовин з АОА є лікарські рослини. До таких рослин на-
лежить цикорій, який має гепатопротекторну, кардіотонічну, протипухлинну дію, а також природну ан-
тиоксидантну активність, переважно завдяки наявності поліфенолів [11]. Отже, рослини цикорію із шту-
чно підвищеною антиоксидантною активністю може слугувати джерелом антиоксидантів.  

Підвищення рівня антиоксидантної активності рослин сприяє зростанню їх толерантності до дії рі-
зних стресових факторів [12, 13]. Рослини з підвищеним рівнем АОА мають більшу стійкість до оксида-
тивних пошкоджень, спричинених дією стресових факторів [14, 15]. Тому отримані трансгенні рослини 
цикорію з високим рівнем АОА можуть бути більш стійкими до дії цих факторів.  

Висновки. Проведені дослідження показали, що дев’ять з десяти ліній трансгенних рослин цико-
рію з геном інтерферону людини мали більшу антиоксидантну активність, ніж контрольні нетрансфор-
мовані рослини. Для шести ліній рослин показана висока антиоксидантна активність – від 17,25±0,88х10-

6 до 23,30±0,97х10-6  мг/мл хв залежно від лінії, в той же час АОА контрольних рослин складала лише 
8,8±1,14х10-6 мг/мл хв. Підвищення АОА, на нашу думку, можливо, викликано рядом факторів –
транкрибуванням трансгена, наявністю біологічно активного інтерферону, але, вірогідно, у першу чергу - 
саме перенесенням чужорідного гену. Остаточне встановлення причини підвищення антиоксидантної 
активності трансгенних рослин цикорію потребує більш детального вивчення: збільшення вибірки та 
порівняння з лініями трансгенних рослин, які містять різні трансгени.  

Автори виражають подяку Кудрявцю Ю. Й. (Інститут експериментальної патології, онкології та 
радіобіології ім.. Р. Е. Кавецького НАН України) за допомогу у визначенні інтерфероноподібної актив-
ності екстрактів з трансгенних рослин. 

РЕЗЮМЕ 

Изучена антиоксидантная активность трансгенных цикория Cichorium intybus L. с геном интерферона-α2b че-
ловека. Показано, что для девяти из десяти линий растений антиоксиданая активность варьировала в пределах от 
11,2±0,69 х10-6 до 23,30±0,97 х10-6  мг/мг мин в зависимости от линии и была више по сравнению с активностью кон-
трольних нетрансформированных растений (8,8±1,14 х10-6 мг/мг хв). Не виявлено непосредственной зависимости 
увеличения антиоксидантной активности от транскрипции гена ifn– α2b и наличия интерфероноподобной активнос-
ти. Повышение антиоксидантной активности у трансгенных растений, возможно, вызывается именно генетической 
трансформацией – перенесением чужеродного гена в растения. 

Ключевые слова: антиоксидантная активность, генетическая трансформация, Cichorium intybus L., интреферон 
-α2b человека. 

SUMMURY 

Antioxidant activity of transgenic chicory plants with interferon-α2b gene was investigated. The antioxidant activity 
of nine plant lines  from ten investigated varied from 11,2±0,69 х10-6 to 23,30±0,97 х10-6  mg/ml min and was higher than 
activity of control nontransformed plants (8,8±1,14 х10-6 mg/ml min). Direct relation between the presence of ifn-α2b 
gene reverse transcripts and interferon-like activity with increasing of antioxidant activity was not found. The increase of 
antioxidant activity may be caused by genetic transformation - transferring of the foreign gene in plants. 

Key words: antioxidant activity, genetic transformation, Cichorium intybus L., human interferon-α2b. 
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