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Большая часть белков в семенах сои являются запасными, среди которых β-конглицинины и глицинины, необходимы растению для 
прорастания семян. В то же время, они являются наиболее ценными соевыми белками, использующимися в пищевой промышленности, 
так как их субъединичный состав и доля от общего белка может влиять на качество получаемого пищевого продукта. β-конглицинины 
являются тримерами, состоящими из разного состава субъединиц, обозначаемых как α’, α, β и кодируемых генами CG-1, CG-3 и CG-4 
соответственно. Для ПЦР-анализа использовали модельный сорт сои ‘Сентябринка’. В качестве матрицы использовали комплементарную 
ДНК, синтезированную на основе РНК, выделенной из семян исследуемого сорта. Применяли пары праймеров к транскриптам генов 
CG-1, CG-3 и CG-4, созданные in silico. В результате ПЦР и анализа полученных электрофореграмм подобраны оптимальные температуры 
отжига праймеров для генов CG-1, CG-3 и CG-4, при которых проявляется только характерный фрагмент. Таким образом, для комплексного 
изучения качественного и количественного состава соевого белка создан молекулярно-генетический инструментарий, с помощью которого 
можно осуществлять дальнейший анализ дифференциальной экспрессии генов, отвечающих за синтез субъединиц β-конглицининов сои.
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The majority of proteins in soybean seeds are storage ones, including β-conglycinin and glycinin, which are necessary for seed germination. At the 
same time, they are the most valuable soy proteins used in the food industry, since their subunit composition and proportion of total protein can 
affect the quality of the resulting food product. β-conglycinins are trimers with different composition of subunits which are designated as α’, α, β and 
encoded by the CG-1, CG-3, and CG-4 genes, respectively. The PCR analysis employed a model soybean cultivar ‘Sentyabrinka’. A complementary 
DNA synthesized from the RNA isolated from seeds of the studied cultivar served as a template. The in silico created pairs of primers for CG-1, CG-
3, and CG-4 gene transcripts were used. As the result of PCR and the analysis of the obtained electrophoregrams, optimal annealing temperatures of 
primers for the CG-1, CG-3 and CG-4 genes were selected, at which only the characteristic fragment was observed. Thus, a molecular genetic toolkit 
has been developed for a comprehensive study of the qualitative and quantitative composition of soybean protein and can be used for further analysis 
of differential expression of genes responsible for the synthesis of β-conglycinin subunits.

Keywords: soybean proteins, CG-1, CG-3, CG-4, quantitative real-time PCR

For citation: Katrushenko A.A., Timkin P.D., Penzin A.A. A molecular genetic toolkit for the differential expression analysis of soybean 
β-conglycinin subunit genes. Plant Biotechnology and Breeding. 2024;7(3):53-60. (In Russ.). DOI: 10.30901/2658-6266-2024-3-o3

Acknowledgements: The work was carried out within the framework of the Federal project “Agrarian science – a step into the future 
development of the agro-industrial complex” on topic No. 082-3-2023-0007

© Katrushenko A.A., Timkin P.D., Penzin A.A., 2024

Financial transparency: The authors have no financial interest in the presented materials or methods. The authors thank the reviewers for their contribution 
to the peer review of this work. The journal’s opinion is neutral to the presented materials, the authors, and their employers.

Биотехнология и селекция растений 2024;7(3)
54



Введение

Соя (Glycine max (L.) Merr.) широко используется во 
всем мире в качестве продуктов питания человека, кор-
мов для животных и сырья для промышленности (Van 
Den Berg et al., 2022). Это ценная зернобобовая культура 
с большим содержанием белка в семенах, которое состав-
ляет примерно 40%. Большая часть, около 70% запасных 
белков семян, приходится на β-конглицинин и глицинин 
с коэффициентами седиментации 7S и 11S соответствен-
но. Они используются семенем для прорастания (Hooker 
et al., 2023). У этих белков различные физико-химические 
свойства, которые определяются структурными особен-
ностями их молекул, что может быть использовано при 
приготовлении пищевых продуктов из сои (Fukushima, 
2011). Они влияют на вкус, текстуру, термостойкость 
и другие свойства таких продуктов как тофу, соевое мясо, 
фаршевые изделия, десерты, соусы и т. д. (Tang, 2019, Qin 
et al., 2022). Однако соевые семена содержат и вещества, 
не обладающие питательными свойствами, и даже пре-
пятствующие усвоению питательных веществ, например, 
ингибиторы протеаз и агглютинины. Кроме того, белки 
сои могут вызывать аллергию как у людей, так и у живот-
ных (Zhao et al., 2021, Siddique et al., 2024). В последнее 
время возрос интерес к изучению β-конглицинина из-за 
его аллергенности и в то же время возможной пользы 
для здоровья, что обуславливает интерес исследователей 

к этому белку и разработку пищевых продуктов и ингре-
диентов на его основе (Wang et al., 2014, Wiederstein et al., 
2023).

β-конглицинин представляет собой гликопроте-
ин с молекулярной массой около 180 кДа. Он состоит из 
трех субъединиц α', α и β с молекулярными массами 71, 
67 и 50 кДа соответственно, характеризующихся сход-
ными аминокислотными последовательностями. Субъ-
единицы комбинируются случайным образом, обра-
зуя три гомотримера и семь гетеротримеров (Sui et al., 
2021). В других работах не было обнаружено сведений 
о субъединичном составе у разных сортов. Запасные бел-
ки синтезируются в семенах на более поздних стадиях 
развития. Гены β-конглицинина на ранних стадиях пока-
зывают низкие уровни экспрессии; ее максимальные 
значения наблюдаются при массе семядоли 100-200 мг 
(Jones, Vodkin, 2013; Peng et al., 2021). В таблице 1 пока-
заны цифровые подсчеты экспрессии генов субъединиц 
β-конглицинина в семенах на 14-й, 21-й, 25-й, 28-й, 35-й 
и 42-й дни после цветения (согласно международной базе 
данных SoyBase, 2024).

Между различными генотипами существуют явные 
различия в количественном соотношении разных фрак-
ций запасных белков. Меньшее количество глицинина 
сопровождается накоплением β-конглицинина, так что 
сумма этих запасных белков остается одинаковой незави-
симо от общего содержания белка (Yang et al., 2016).

Таблица 1. Экспрессия генов β-конглицинина в семенах сои1

Table 1. Expression of β-conglycinin genes in soybean seeds

Ген 14-й 21-й 25-й 28-й 35-й 42-й
Glyma10g39150 (CG-1) 9 217 47663 63048 199447 146831
Glyma20g28460 (CG-4) 0 0 4 8 342 1671
Glyma20g28650 (CG-3) 0 0 32 69 180 256

1 Данные выражены в числе копий транскриптов по результатам РНК-секвенирования на 14-й, 21-й, 25-й, 28-й, 35-й 
и 42-й дни после цветения (SoyBase, 2024)

Определено пятнадцать генов субъединиц β-конгли-
цинина, обозначенных CG-1 – CG-15, большинство из 
которых недостаточно изучены. Продукты генов CG-5 – 
CG-15 неизвестны, поэтому их можно считать потенци-
альными псевдогенами. Ген CG-1 кодирует α'-субъеди-
ницу, CG-4 кодирует β-субъединицу, а гены CG-2 и CG-3 
кодируют α-субъединицу, гомологичны, а продукты генов 
идентичны по составу аминокислот (Zhang et al., 2021, 
Yoshino et al., 2002). Эти гены являются функциональ-
но активными. Каждый из них состоит из шести экзонов, 
разделенных пятью интронами, подобно генам, кодиру-
ющим белки типа 7S глобулина других бобовых (Yoshino 
et al., 2001). Ген CG-2 показывает низкую экспрессию по 
сравнению с CG-3 (Yoshino et al., 2002). CG-1 располага-
ется на хромосоме 10, а CG-3 и CG-4 – на хромосоме 20. 
Для косвенного определения субъединиц β-конглицинина 

перспективна оценка количества транскриптов интересу-
емых генов, что может быть использовано в селекции при 
создании сортов с заданным составом субъединиц это-
го белка. Такой подход использован при изучении запас-
ных белков других растений, например пшеницы (Noma 
et al., 2016) и ячменя (Kaczmarczyk et al., 2012). Данных 
об использовании этого подхода для определения субъ-
единиц β-конглицинина сои в литературе обнаружить не 
удалось.

Для изучения дифференциальной экспрессии любых 
генов, в том числе генов β-конглицининов, используют 
разные методы, такие как РНК-секвенирование, техноло-
гия микрочипов (Jones, Vodkin, 2013), норзерн-блоттинг, 
количественная полимеразная цепная реакция (ПЦР).

Оценить уровень экспрессии генов CG-1, CG-3 и CG-4 
в разных сортах сои можно с использованием метода 
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количественной ПЦР в реальном времени (Adams, 2020). 
ПЦР-анализ как метод молекулярной биологии широко 
используется в разных отраслях. Данный метод позволя-
ет многократно увеличить количество заданных фрагмен-
тов ДНК с известной последовательностью в анализируе-
мом образце. Для того, чтобы амплифицировать целевой 
участок ДНК, нужно правильно подобрать ограничиваю-
щие его праймеры, комплементарные противоположным 
концам цепей нужного фрагмента ДНК-мишени. Пра-
вильно разработанные праймеры играют ключевую роль 
в образовании и накоплении продуктов амплификации. 
Они должны отвечать ряду критериев. Размер праймеров 
должен быть, как правило, от 15 до 30 нуклеотидов, они 
должны быть специфичными для интересующего участ-
ка матрицы (Rodríguez et al., 2015). При недостаточной 
специфичности праймеров в процессе ПЦР будут обра-
зовываться нецелевые продукты амплификации. Прай-
меры не должны образовывать вторичные структуры – 
димеры и шпильки. Структура праймеров определяет 
оптимальную температуру отжига, связывания с матри-
цей, варьирующую от 40°C до 65°C (Degen et al., 2006), 
при этом достигается высокая специфичность ПЦР. При 
слишком высокой температуре праймеры плохо связыва-
ются с матрицей и образуется очень небольшое количе-
ство амплифицированной ДНК. Если температура отжи-
га слишком низкая, может происходить неспецифический 
отжиг праймеров, приводящий к амплификации нежела-
тельных фрагментов ДНК (Green, Sambrook, 2019).

Концентрация праймеров также влияет на эффектив-
ность и специфичность связывания с матрицей и обычно 
составляют от 0,1 до 0,5 мкМ. Если образуется слишком 
мало продукта амплификации, можно увеличить концен-
трацию праймеров, но при этом может снизиться специ-
фичность (Green, Sambrook, 2019).

Несмотря на то, что оптимальная температура отжи-
га определяется программой для разработки праймеров, 
от теоретически рассчитанной экспериментальная тем-
пературы отжига может сильно отличаться. Таким обра-
зом, может потребоваться оптимизация (Rodríguez et al., 
2015). Вышесказанное справедливо и для подбора усло-
вий для амплификации генов CG-1, CG-3 и CG-4 и, пре-

жде всего, температуры отжига праймеров, специфичных 
для этих генов, при которой не будет происходить нако-
пление неспецифических продуктов ПЦР.

Материалы и методы

Для исследования использовали сорт сои селекции 
Федерального научного центра «Всероссийский науч-
но-исследовательский институт сои» (ВНИИ сои) ‘Сентя-
бринка’, так как это один из распространенных и наибо-
лее продаваемых сортов. Семена измельчали до порошка, 
0,05 г которого помещали в каждую из четырех проби-
рок. Из этого порошка выделяли РНК с помощью набора 
HiPure Plant RNA Mini Kit (Magen Biotechnology, Китай) 
для выделения РНК из растений на колонках с силикаге-
левой мембраной, согласно прилагаемой инструкции про-
изводителя. Каждый из четырех образцов РНК амплифи-
цировали в 2-кратной повторности. Анализ проводили 
путем внесения РНК исследуемых образцов индивиду-
ально в микропробирки по 0,2 мкл для ПЦР-диагности-
ки в режиме реального времени. На основе этой выделен-
ной РНК синтезировали комплементарную ДНК (кДНК) 
путём обратной транскрипции методом ПЦР с использо-
ванием набора реактивов ОТ M-MuLV–RH (Биолабмикс, 
Россия). Смесь для этой биохимической реакции состоя-
ла из матрицы РНК, олиго(dT)16 праймера и воды, обра-
ботанной диэтилпирокарбонатом (ДЭПК). Эту смесь про-
гревали 2-3 мин при 70°С для денатурации вторичных 
структур и помещали пробирку в лёд. Далее к ней добав-
ляли предварительно приготовленную смесь следующе-
го состава: 4 мкл 5×реакционного буфера, 2 мкл 0,1 М 
дитиотреитола (ДТТ), 1 мкл 10 мМ смеси высокоочищен-
ных дезоксирибонуклеотидов в водном растворе (dNTP), 
1 мкл M-MuLV–RH ревертазы (100 ед./мкл). Инкубиро-
вали реакционную смесь 30 мин при 42°С для синтеза 
кДНК, которую далее использовали в качестве матрицы 
для ПЦР. Применяли пары праймеров для транскриптов 
генов CG-1, CG-3 и CG-4, созданные in silico (Penzin, 
Timkin, 2023), последовательности которых приведены 
в таблице 2.

Таблица 2. Последовательности праймеров 
к транскриптам рассматриваемых генов

Table 2. Primer sequences for transcripts of the studied genes

Название гена Последовательность прямого праймера (5'→ 3') Последовательность обратного праймера (5'→ 3')
CG-1 GCTGGGAGTTGTTTTCCTGGCA TTGGTGTGGGCGTGGGTGTT
CG-3 TGCTGGGACTTGTTTTCCTGGCT ACTCCCTCTTGCTGCCTCTGCT
CG-4 ACTCCTACAACCTTCACCCTGGCG ACTCCCTCTTGCTGCCTCTGCT
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ПЦР осуществляли с помощью амплификатора CFX96 
(Real-time) (Bio-Rad Laboratories Inc., США) в объеме 
реакционной смеси 25 мкл, включавшей: 12,5 мкл готовой 
реакционной смеси БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color (2×) 
(Биолабмикс, Россия); 1 мкл кДНК; по 1,25 мкл прямого 
и обратного праймеров; 9 мкл стерильной воды.

Амплификацию проводили при следующих темпе-
ратурных режимах: начальная денатурация – при 95°C 
в течение 5 мин, затем 30 циклов при температурно-вре-
менном режиме: [денатурация при 95°C – 10 с, градиент-
ный отжиг праймера – 30 с, элонгация – при 72°C в тече-
ние 50 с]; финальная элонгация – при 72°C в течение 
12 мин. Полученные ампликоны объемом 5 мкл наноси-
ли на 2% агарозный гель с добавлением бромистого эти-
дия для электрофореза, на отдельную дорожку наносили 
маркер длин фрагментов ДНК 100+ bp DNA Ladder (Евро-
ген, Россия) с шагом 100 пн. Электрофорез проводили 
в камере для горизонтального электрофореза SE-1 (Хели-
кон, Россия) в 0,5×ТВЕ при напряжении 90–100 В и силе 
тока 50 мА в течение 1,5–2 ч. Для получения электрофо-

реграмм подложка помещалась в гель-документирующую 
систему GelDoc EZ (Bio-Rad Laboratories Inc., США).

Чтобы проверить эффективность праймеров, про-
водили ПЦР с образцами других 15 сортов сои: ‘Алпе-
тра’, ‘Евгения’, ‘Золушка’, ‘Лучистая’, ‘Статная’, ‘Грэй’, 
‘Пепелина’, ‘Умка’, ‘Топаз’, ‘Золотница’, ‘Апис’, ‘ВНИ-
ИС 18’, ‘Лидия’, ‘Персона’, ‘Невеста’. Также в качестве 
отрицательного контроля на агарозный гель наносили 
смесь, не содержащую кДНК. 

Результаты и обсуждение

После приготовления смеси для амплификации про-
водили ПЦР-анализ при разных температурах отжига 
праймеров от 40°C до 65°C с кратностью интервала 1°C. 
Оптимальной считалась температура отжига, при кото-
рой наблюдались только хорошо различимые амплифици-
рованные фрагменты в областях 430 пн, 286 пн и 595 пн 
и не было нецелевых фрагментов.

Рис. 1. Электрофоретический спектр ампликонов, полученных с праймерами к CG-3 при 
температурах отжига 40°C, 45°C и 50°C 

М – маркер размера фрагментов ДНК (100+пн)
Fig. 1. Electrophoretic spectrum of amplicons obtained with CG-3 primers at annealing temperatures of 

40°C, 45°C and 50°C 
M – DNA fragment size marker – 100+bp DNA Ladder

M 40°C 45°C 50°C М

Из рисунка 1 видно, что при 40°C, 45°C и 50°C поми-
мо яркой специфической полосы в области 430 пн, 
наблюдаются также и дополнительные неспецифические 
фрагменты, что указывает на то, что температура отжи-

га слишком низкая. Поэтому ее повышали до получения 
только одного четкого и ярко выраженного фрагмента 
в нужной области.
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Рис. 2. Электрофоретический спектр продуктов амплификации кДНК сои 
М – маркер размера фрагментов ДНК (100+пн), CG-1 – при 50°C, CG-4 и CG-3 – при 65°C

Fig. 2. Electrophoretic spectrum of soy cDNA amplification products 
M – DNA fragment size marker – 100+bp DNA Ladder, CG-1 – at 50°C, CG-4 and CG-3 – at 65°C

M CG-1 CG-4 CG-3 М

При повышении температуры отжига до 65°C для 
праймеров, специфичных для генов CG-3 и CG-4, и до 
50°C для CG-1, эти дополнительные фракции исчезали 
и оставались только характерные фрагменты, что пока-
зано на рисунке 2. Длины амплифицированных фрагмен-
тов соответствуют ожидаемым для локусов CG-3, CG-4 
и CG-1 (430 пн, 286 пн и 595 пн, соответственно). Таким 

образом, подобранные экспериментальным путем темпе-
ратуры отжига можно использовать как оптимальные.

Пример электрофореграммы продуктов амплифика-
ции, полученных с праймерами к CG-4 других сортов для 
проверки эффективности праймеров, показан на рисун-
ке 3. Видны четкие полосы длиной 286 пн.

Рис. 3. Электрофоретический спектр продуктов ПЦР по матрице кДНК  
различных сортов сои (для CG-4) 

1 и 18 – маркер размера фрагментов ДНК (50+пн); 2-16 исследуемые сорта (список 
представлен в разделе Материалы и методы), 17 – отрицательный контроль

Fig. 3. Electrophoretic spectrum of PCR products of cDNA of different soybean cultivars (for CG-4) 
1 and 18 – DNA fragment size marker – 50+ bp DNA Ladder; 2-16 studied cultivars, 17 – negative control
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Заключение

В результате проделанной работы найдены оптималь-
ные температуры отжига праймеров для генов β-конгли-
цининов, при которых проявляются только фрагменты 
размером 430 пн, 286 пн и 595 пн. Температуры отжи-
га пар праймеров для CG-3 и CG-4 составили 65°C, для 
CG-1 – 50°C. При использовании данных температур 
в процессе постановки амплификации отжиг праймеров 
происходит в целевых районах кДНК. Это было отчетли-
во видно на электрофореграммах, где все ампликоны име-
ли ожидаемый размер.

Таким образом для комплексного изучения каче-
ственного и количественного состава соевого бел-
ка создан молекулярно-генетический инструментарий 
позволяющий проводить дальнейший анализ дифферен-
циальной экспрессии генов, отвечающих за синтез субъ-
единиц β-конглицининов, с помощью количественной 
ПЦР в реальном времени. Анализ экспрессии подоб-
ных генов позволит типировать различные сорта сои, 
что в перспективе может служить новым направлени-
ем в селекционно-семеноводческом процессе, где будет 
оцениваться качественный состав белка, а не только его 
количество.
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