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Трансгенные растения широко используются для проведения фундаментальных и прикладных 
исследований. Эффективная экспрессия трансгенов зависит от правильного выбора служебных 
элементов при планировании структуры генетической конструкции, в частности, важное значение 
имеет структура 5′-нетранслируемого района, влияющая на эффективность инициации трансляции 
мРНК. В статье рассмотрены характеристики 5′-НТП, определяющие эффективность трансляции 
мРНК в клетках растений, а также различные трансляционные энхансеры. 
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ХАРАКТЕРИСТИКИ мРНК 
ГЕНОВ РАСТЕНИЙ, ВЛИЯЮЩИЕ 
НА ОБЩУЮ ЭФФЕКТИВНОСТЬ 
ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ

«Линейное сканирование» – 
базовый эукариотический механизм 

инициации трансляции 

Считается, что в клетках эукариот иници-
ация трансляции (взаимодействие рибосомы 
и мРНК, а также поиск и распознавание стар-
тового кодона) может происходить по двум 
основным путям: по механизму «линейного 
сканирования» и с помощью сайтов внут-
ренней инициации трансляции. Кроме этого, 
существует несколько модификаций основных 
механизмов (шунтирование потока рибосом, 
трансляционные энхансеры) (Kozak, 2005; 
Jackson et al., 2010). «Линейное сканирование» 
может рассматриваться в качестве механизма, 
используемого «по умолчанию», поскольку все 
остальные варианты требуют присутствия в 
структуре мРНК дополнительных сигналов. В 
большинстве случаев типичные генетиче ские 

конструкции для экспрессии трансгенов в рас-
тениях (особенно для фундаментальных иссле-
дований) не содержат специальных сигналов 
и трансляция мРНК трансгена происходит по 
механизму «линейного сканирования».

Согласно этому механизму, 40S субъединица 
рибосомы в комплексе с факторами инициации 
трансляции и метиониновой инициаторной 
тРНК распознает кеп на 5′-конце мРНК и ли-
нейно (т. е. последовательно и непрерывно) дви-
жется вдоль матрицы в 3′-направлении в поиске 
стартового кодона трансляции. По-видимому, 
в большинстве случаев в качестве стартового 
кодона у эукариот используется триплет AUG, 
хотя результаты последних высокопроизводи-
тельных экспериментов (Ribo-seq) показали, что 
в клетках млекопитающих и дрожжей рибосомы 
могут с высокой частотой распознавать не-AUG 
триплеты (Ingolia et al., 2009, 2011). Однако в 
настоящее время данных по не-AUG старто-
вым кодонам недостаточно для их адекватной 
интерпретации и они не принимаются в расчет 
в процедурах картирования структуры эукарио-
тических генов. Известно, что распознавание 
триплета AUG в качестве сайта инициации 
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трансляции (translation initiation site, TIS) зави-
сит от его нуклеотидного окружения (контекста): 
если контекст оптимален, большинство 40S-
субъединиц рибосом распознает AUG и иниции-
рует на нем трансляцию. Однако, если контекст 
субоптимален, часть 40S-субъединиц рибосом 
не сможет распознать такой стартовый кодон, 
пропустит его, продолжит сканирование в 3′-на-
правлении и может инициировать трансляцию 
на нижерасположенном стартовом кодоне (так 
называемом механизме «leaky scanning»). Соот-
ношение количества 40S субъединиц рибосом, 
распознавших и пропустивших стартовый кодон 
в субоптимальном контексте, в основном зави-
сит от характеристик его нуклеотидного кон-
текста и некоторых структурных особенностей 
мРНК (Kozak, 2005; Jackson et al., 2010).

Контекст стартового кодона трансляции

Хорошо известно, что частоты нуклеотидов в 
позициях вокруг стартового кодона трансляции 
отклоняются от средних по соответствующему 
функциональному району мРНК (5′-нетранс-
лируемой последовательности (5′-НТП) и бе-
лок-кодирующей части (coding DNA sequence, 
CDS)). Считается, что консенсусная последо-
вательность соответствует оптимальному кон-
тексту, т. е. варианту нуклеотидного окружения, 
обеспечивающему распознавание стартового 
кодона подавляющим большинством 40S субъ-
единиц рибосом, поступивших на мРНК. У мле-
копитающих консенсус контекста стартового 
кодона выглядит как GCCRCCAUGG (R = A 
или G). Относительная значимость нуклеотидов 
в разных позициях была оценена эксперимен-
тально (хотя и не систематически). Показано, 
что позиции –3 и +4 особенно значимы. Контек-
сты AnnAUGn и GnnAUGG считаются близкими 
к оптимальным, контекст YnnAUGH (Y = U или 
C; H = не G) считается наименее эффективным 
(наиболее «пропускающим»). Относительную 
«силу» других вариантов контекста оценить 
трудно. Считается, что если в позиции –3 рас-
положен пиримидиновый нуклеотид (U или C), 
эффективность распознавания увеличивается 
в тех случаях, когда в остальных позициях 
расположены нуклеотиды, соответствующие 
консенсусу (Kozak, 2005; Jackson et al., 2010; 
Volkova, Kochetov, 2010).

Структура контекста стартового кодона у од-
нодольных растений близка к таковой у млеко-
питающих (консенсус GCRGCARCCAUGGC), 
в то время как у двудольных растений она 
отличается (консенсус AAAAAAAAMAUGGC; 
M = A или C) (Cavener, Ray, 1991). Показано, 
что наиболее значимыми позициями контекста 
стартового кодона трансляции в клетках расте-
ний также являются –3 и +4; к числу сущест-
венных минорных позиций относят –2, –1, +5. 
Варианты контекста GCCAUGGC и AAAUGGC 
были наиболее эффективными в протопластах 
кукурузы и табака соответственно (Lukaszewicz 
et al., 2000). Были сделаны попытки система-
тического сравнительного анализа эффектив-
ности вариантов контекста стартового кодона, 
в частности, перебор вариантов контекста в 
позициях от –3 до –1 показал, что эффектив-
ная трансляция наблюдалась для контекстов 
(A/G)(a/c)(a/g)AUG в клетках Arabidopsis thali-
ana и (A/G)(u/C)(g/C)AUG в клетках Orysa 
sativa (прописные буквы соответствуют более 
эффективному варианту) (Sugio et al., 2010). 
В другом исследовании было найдено, что в 
клетках A. thaliana эффективность трансляции 
мРНК репортерного гена при изменении струк-
туры 5′-НТП могла изменяться в 200 раз. Адени-
ны в позициях от –5 до –1 оказывали наиболее 
положительный эффект на распознавание стар-
тового кодона (уридины в этих позициях были 
наименее эффективны). В целом эффективность 
трансляции положительно коррелировала с 
присутствием аденинов в позициях от –21 до 
–1 (Kim et al., 2014).

Размер 5′-НТП

Существует ограничение на минимальный 
размер 5′-НТП: показано, что если лидерный 
район меньше 15 нуклеотидов, то часть по-
ступающих на 5′-конец мРНК 40S субъединиц 
рибосом не сможет распознать такой сайт ини-
циации трансляции. По-видимому, это связано 
с особенностями организации 48S-комплекса, 
взаимодействующего с мРНК – в его структуре 
антикодон инициаторной мет-тРНК расположен 
на расстоянии в 13–15 н. от края комплекса, 
движущегося вдоль мРНК в 3′-направлении. 
При посадке комплекса на 5′-конец мРНК те 
триплеты AUG, которые расположены на этом 
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или меньшем расстоянии от 5′-конца, могут не 
распознаваться в качестве сайтов инициации 
трансляции вслед ствие конформационных за-
труднений (Kozak, 2005; Jackson et al., 2010). 
Принципиальных ограничений на верхний 
предел размера 5′-НТП нет: если лидерный 
район мРНК не содержит триплетов AUG (так 
называемых upstream AUG, uAUG) и не фор-
мирует стабильную вторичную структуру, то 
он может обеспечивать эффективную посадку 
40S субъединиц рибосом и их перемещение 
до сайта инициации трансляции. Однако чем 
больше размер 5′-НТП, тем выше вероятность 
формирования стабильных шпилек или появле-
ния uAUG по случайным причинам (например 
вследствие мутаций). Считается, что размер 
лидерного района между 50 и 75 нуклеотидами 
является наиболее благоприятным, тогда как 5′-
НТП больше 175 нуклеотидов чаще способны 
уменьшать трансляционную активность мРНК 
генов растений (Kawaguchi, Bailey-Serres, 
2005).

Вторичная структура мРНК

Стебле-петлевые структуры (шпильки) даже 
при их относительно небольшой стабильности 
способны существенно снизить трансляцион-
ную активность мРНК, если они расположены 
близко к 5′-концу матрицы. Предполагают, 
что при таком расположении шпильки могут 
мешать взаимодействию кепа и кеп-связыва-
ющего комплекса eIF–4F. Стабильные шпильки, 
расположенные не на 5′-конце лидерного райо-
на, также способны снижать интенсивность 
трансляции, так как 40S субъединица рибосомы 
должна разрушить вторичную структуру (с 
помощью факторов инициации трансляции с 
РНК-геликазной активностью), что приводит к 
замедлению процесса линейного сканирования 
(Kozak et al., 2005; Jackson et al., 2010). Несмот-
ря на то что представления о роли вторичной 
структуры в 5′-НТП в трансляционном процессе 
выглядят достаточно простыми, предсказание 
как вторичной структуры, так и ее ингиби-
рующего эффекта весьма проблематично. 
По-видимому, молекулы мРНК в цитоплазме 
существуют в виде динамичного набора взаи-
мопереходящих друг в друга конформаций, 
причем взаимодействия РНК с рибосомами, 

факторами трансляционного аппарата и дру-
гими белками могут стабилизировать опре-
деленные сегменты матрицы в расплетенном 
состоянии. Эта область структурной биологии 
требует дополнительных высокопроизводитель-
ных экспериментов (Kertesz et al., 2010), что 
позволит накопить больше данных и построить 
адекватные модели.

Обычно считается, что 5′-НТП с меньшим 
содержанием G+C могут обеспечить более вы-
сокую эффективность инициации трансляции, 
так как комплементарные взаимодействия меж-
ду этими нуклеотидами вносят больший вклад 
в энергию вторичной структуры (Kozak, 2005; 
Kawaguchi, Bailey-Serres, 2005). Однако эта точка 
зрения не является полностью верной, так как 
нуклеотидная последовательность может содер-
жать много G и C в сумме, но их соотношение 
может быть сильно сдвинуто в сторону одного из 
нуклеотидов и в таком случае число комплемен-
тарных взаимодействий будет небольшим. Было 
показано, что эукариотические 5′-НТП специфи-
чески характеризуются дисбалансом в содержа-
нии комплементарных нуклеотидов (Kochetov 
et al., 2002a, b, 2005), причем более эффективно 
транслируемые матрицы также характеризуются 
более выраженным дисбалансом в содержании 
G/C и A/U (Kochetov et al., 1998, 1999).

Типичные причины низкой эффективности 
трансляции мРНК трансгена в растениях

Список существенных характеристик 5′-НТП 
включает: размер больше 30 нуклеотидов 
(предпочтительно между 40 и 80 н.), отсут-
ствие uAUG, отсутствие стабильной вторичной 
структуры (по крайней мере вблизи 5′-конца 
молекулы), оптимальный контекст стартового 
кодона (пуриновый нуклеотид в позиции –3, же-
лательно гуанин в позиции +4; контекст aaaAUG 
предпочтителен для двудольных, a/gccAUG – 
для однодольных растений). Нужно отметить, 
что 5′-НТП – важный структурный элемент 
генетической конструкции. В литературе встре-
чается много случаев, в которых белок-коди-
рующая часть изучаемого гена клонирована в 
стандартном векторе с неоптимизированным 
лидерным районом. Например, при клонирова-
нии в pBi121 5′-НТП будет слишком коротким, 
а контекст стартового кодона субоптимальным. 
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Кроме этого, в векторах 5′-НТП часто содержит 
элементы полилинкера с сайтами рестрикции, 
представляющими собой инвертированные 
повторы, что может приводить к формированию 
стабильных вторичных структур. Неудивитель-
но, что использование модифицированного 
варианта pBi121 с улучшенным 5′-НТП обеспе-
чило 10-кратное увеличение уровня экспрессии 
гена-репортера (De Amicis et al., 2007). 

Другая проблема может быть связана с 
потенциальным использованием альтернатив-
ных стартовых кодонов. Если 5′-НТП слишком 
короток или стартовый кодон расположен в 
субоптимальном контексте, трансляция может 
инициироваться на нижерасположенном (сле-
дующем) AUG. Если такой альтернативный 
TIS расположен в той же рамке считывания, 
что и CDS, может синтезироваться укорочен-
ная с N-конца изоформа белка. Этот механизм 
используется для синтеза некоторых клеточных 
белков, например, митохондриальная и ядерная 
изоформы ДНК-лигазы 1 A. thaliana синтези-
руются с одной мРНК с двух последовательно 
расположенных стартовых кодонов AUG, пер-
вый из которых расположен в субоптимальном 
контексте (Sunderland et al., 2004). Показано, что 
альтернативные стартовые кодоны и механизм 
«leaky scanning» используются для синтеза 
пластидной и цитоплазматической/ядерной 
изоформ тРНК-лигазы A. thaliana и O. sativa, 
пластидной и митохондриальной изоформ про-
топорфириногеноксидазы шпината, ДНК-поли-
меразы арабидопсиса и т. п. (Christensen et al., 
2005; Englert et al., 2007; Watanabe et al., 2001). 
Однако, если следующий AUG расположен 
в рамке +1 или +2, то такой альтернативный 
стартовый кодон будет соответствовать неболь-
шой рамке считывания, полностью отличной от 
аннотированной CDS. По-видимому, довольно 
большая часть эукариотических (в том числе 
и растительных) мРНК может содержать аль-
тернативные рамки считывания и кодировать 
дополнительные изоформы известных белков 
или новые полипептиды (Kochetov, 2008; Ba-
zykin, Kochetov, 2011; Ingolia et al., 2009, 2011). 
Небольшие белки могут выполнять ряд важных 
функций у растений (регулировать процессы 
роста и развития, участвовать в защите от фи-
топатогенов и т. п.) и их изучение считается ак-
туальным направлением развития современной 

геномики и протеомики (Andrews, Rothnagel, 
2014; Marmiroli, Maestri, 2014).

Возможность присутствия альтернативных 
сайтов инициации трансляции должна при-
ниматься во внимание в тех случаях, когда 
трансгенные растения используются в качестве 
модели для исследования функций конкретных 
генов. Следует учесть, что если стартовый 
кодон изучаемого гена был расположен в суб-
оптимальном контексте, а в созданной для 
его изучения генетической конструкции был 
использован оптимальный контекст (для уве-
личения уровня экспрессии), то существует 
вероятность, что такая модель не будет полно-
стью адекватной, так как альтернативные рамки 
считывания в модельном трансгенном растении 
транслироваться не будут.

ТРАНСЛЯЦИОННЫЕ ЭНХАНСЕРЫ, 
УСИЛИВАЮЩИЕ ОБЩУЮ 

(НЕСПЕЦИФИЧЕСКУЮ) 
ТРАНСЛЯЦИОННУЮ 
АКТИВНОСТЬ мРНК

Многие РНК-позитивные вирусы растений 
в ходе эволюции выработали механизмы, поз-
воляющие их мРНК транслироваться на очень 
высоком уровне (Nicholson, White, 2011). Было 
показано, что некоторые 5′-НТП вирусного или 
клеточного происхождения способны усиливать 
эффективность трансляции гетерологичных 
мРНК в тех случаях, когда они использованы 
вместо аутологичных лидерных районов. Эти 
так называемые «трансляционные энхансе-
ры» могут использоваться при планировании 
генетических конструкций. 67-нуклеотидный 
5′-НТП вируса табачной мозаики («Omega 
leader») (Gallie et al., 1987a) является наиболее 
широко используемым трансляционным энхан-
сером в генной инженерии растений. Он поз-
воляет существенно усиливать эффективность 
трансляции гетерологичных мРНК в клетках 
двудольных растений (Fan et al., 2012). Механиз-
мы, лежащие в основе этого эффекта, не вполне 
понятны: было показано, что эта нуклеотидная 
последовательность может взаимодействовать 
с факторами инициации трансляции eIF4G и 
eIF3, а также с HSP101 (Gallie, 2002). В составе 
энхансера выделяют (САА)n – повтор, способ-
ный формировать специфическую структуру, 
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вовлеченную во взаимодействие с клеточными 
белками (Agalarov et al., 2011). C нашей точки 
зрения, 5′-НТП вируса табачной мозаики может 
рассматриваться в качестве типового элемен-
та генетической конструкции в тех случаях, 
когда необходимо увеличить уровень синтеза 
трансгенного белка (нужно отметить, что для 
биопродукции в технологических целях обычно 
используют специально разработанные более 
продвинутые подходы (см. Nopo et al., 2012; 
Akua, Shaul, 2013; Meshcheriakova et al., 2014)). 
Другой распространенный трансляционный 
энхан сер – 5′-НТП РНК4 вируса мозаики 
люцерны (Gallie et al., 1987b). Он короче и не-
сколько менее эффективен в сравнении с Омега-
лидером, но также был использован во многих 
экспериментах для увеличения трансляционной 
активности мРНК трансгенов в растениях. Эти 
два 5′-НТП представляют собой классические 
примеры кеп-зависимых трансляционных эн-
хансеров, имеющихся в инструментарии генной 
инженерии растений.

Известно несколько других 5′-НТП, для 
которых была показана способность усиливать 
трансляционную активность гетерологичных 
мРНК в клетках растений. Однако следует 
учитывать тот факт, что во многих случаях 
такое усиление было продемонстрировано в 
сравнении с контрольными конструкциями, у 
которых 5′-НТП был взят из векторной плаз-
миды и трансляционная активность репортер-
ных мРНК в контроле могла быть ниже, чем у 
растительных матриц (как в случае pBi121, см. 
выше). Возможно, некоторые из таких «транс-
ляционных энхансеров» представляли собой 
5′-НТП, оптимизированные для взаимодействия 
с аппаратом трансляции в клетках растений 
(т. е. их активность не определялась какими-то 
дополнительными механизмами).

В качестве примеров таких усилителей 
трансляции можно привести 65-нуклеотидный 
лидерный район глутаминсинтетазы сои (Ortega 
et al., 2012; контрольный вектор CAMBIA 
2301 содержал 5 ′-НТП размером 20 н.). 
5′-НТП из мРНК генов HSP18.2, HSP17.4, 
HSP81-1, HSP81-2, HSP81-3 усиливали транс-
ляцию репортерных мРНК в клетках табака 
и арабидопсиса (pBi121 был использован как 
контроль) (Dansako et al., 2003). 5′-НТП мРНК 
генов алкогольдегидрогеназы арабидопсиса, 

табака и риса усиливали трансляцию репортер-
ных конструкций в клетках табака, 5′-НТП гена 
алкогольдегидрогеназы риса также обладала 
энхансерными свойствами в клетках Oryza sa-
tiva (Satoh et al., 2004; Sugio et al., 2008; Matsui 
et al., 2009). Список трансляционно активных 
5′-НТП включает также ряд других примеров 
(Yamamoto et al., 1995; De Loose et al., 1995; 
Kanoria, Burma, 2012).

СПЕЦИФИЧЕСКИЕ 
ЭНХАНСЕРЫ ТРАНСЛЯЦИИ

Известно, что эффективность трансляции 
мРНК может регулироваться тканеспецифиче-
ски или зависеть от определенной фазы разви-
тия организма (Mustroph et al., 2009; Liu et al., 
2012). Трансляционные энхансеры такого типа 
были найдены в мРНК ферредоксина, 5′-НТП 
которой содержит так называемые светочув-
ствительные элементы, присутствие которых 
приводит к быстрому снижению эффективности 
трансляции при наступлении темноты (Hansen 
et al., 2001). Недавно были проведены высоко-
производительные эксперименты, показавшие, 
что изменение эффективности трансляции при 
изменении освещенности характерно для мРНК 
целого ряда генов растений (Juntawong, Bailey-
Serres, 2012; Liu et al., 2012). Другие примеры 
ткане- и стадиеспецифических трансляционных 
энхансеров включают 5′-НТП гена ntp303 таба-
ка (Hulzink et al., 2002), RbcS1 амаранта (Patel 
et al., 2006) и т. п.

ТРАНСЛЯЦИЯ В УСЛОВИЯХ СТРЕССА

Хорошо известно, что разные виды абиоти-
ческих стрессов приводят к специфическому 
снижению трансляционной активности боль-
шинства мРНК, в то время как часть матриц 
сохраняет трансляционную активность (Munoz, 
Castellano, 2012; Ueda et al., 2012; Echevarría-
Zomeсo et al., 2013; Roy, Arnim, 2013). Похо-
жие изменения в трансляционной активности 
мРНК были найдены и при развитии вирусной 
инфекции (Moeller et al., 2012). Механизмы, 
регулирующие эти процессы и регуляторные 
сигналы, опосредующие стресс-специфическую 
трансляционную активность мРНК, остаются 
малоизученными (Matsuura et al., 2010).
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Следует отметить, что растения часто оказыва-
ются в стрессовых условиях. Даже модельные 
эксперименты, которые проводят на трансгенных 
растениях, могут быть нацелены на выявление 
функций генов растений в стрессовых условиях 
(воздействие патогенов, засуха, изменение темпе-
ратуры и т. п.). Если экспрессия трансгена долж-
на поддерживаться во время стресса, необходимо 
учесть это обстоятельство при планировании 
генетической конструкции. Было показано, что 
5′-НТП некоторых стресс-индуцируемых генов 
способны обеспечить стресс-специфическую 
трансляцию мРНК репортерных генов. Например, 
5′-НТП мРНК гена FAD3 арабидопсиса обеспе-
чивала 2-кратное усиление эффективности 
трансляции репортерной мРНК при низкотемпе-
ратурном стрессе (Wang, Xu, 2010). 5′-НТП мРНК 
гена алкогольдегидрогеназы кукурузы усиливала 
трансляцию мРНК трансгена в клетках Nicotiana 
benthamiana в условиях кислородного голодания 
и теплового шока (Mardanova et al., 2007). Оме-
га-лидер также придавал мРНК трансгена спо-
собность транслироваться в условиях теплового 
шока (Gallie, 2002). Некоторые сигналы, обеспе-
чивающие стресс-специфическую трансляцию 
при тепловом шоке, были недавно обнаружены 
в 5′-терминальной части 5′-НТП ряда клеточных 
мРНК (Matsuura et al., 2008, 2013).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В этой статье кратко рассмотрены струк-
тура 5′-НТП мРНК растений и влияние этого 
функциональ ного района на эффективность 
экспрессии трансгенов. Трансляция мРНК яв-
ляется одной из критических стадий процесса 
экспрессии, определяющих интенсивность син-
теза белка, поэтому правильный выбор 5′-НТП 
является одной из важных предпосылок эффек-
тивного планирования экспериментов с транс-
генными растениями. 
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Summary

Transgenic plants are often used in both fundamental and applied research. It is well known that transgene 
expression strongly depends on the genetic construct design. In particular, 5′-UTR is an important element, 
as it influences mRNA translation efficiency and the protein synthesis rate. The review considers 5′-UTR 
features controlling translation efficiency in plant cells and some useful translational enhancers.
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