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При введении различными способами экзогенных Д Н К в культиви-
руемые клетки животных и человека стало возможным получение важ-
ной дополнительной информации о механизмах генетической регуляции 
у высших эукариот. Однако неспособность культивируемых клеток к 
дифференцировке и организменному развитию является весьма сущест-
венным недостатком такого подхода. Кроме того, не все линии культи-
вируемых клеток можно использовать для изучения экспрессии опре-
деленного введенного гена. 

Микроинъецирование экзогенных ДНК в мужской пронуклеус опло-
дотворенных мышиных яйцеклеток позволяет использовать высокоэф-
фективную систему переноса генов, с помощью которой можно изучать 
внесенную генетическую информацию в процессе нормального развития 
организма, исследовать ее хромосомную локализацию, экспрессию, ре-
гуляцию, в том числе тканеспецифичность проявления, ограничение 
экспрессии стадиями развития организма, наследуемость и стабильность. 

Еще в 1974 г. было показано [1], что последовательности Д Н К 
SV40 персистируют в соматических клетках взрослых особей мышей, 
полученных из бластоцист, в которые эта ДНК была инъецирована. 

Однако в первых работах по введению чужеродных генов в куль-
тивируемые клетки и зиготы мышей не была обнаружена их экспрес-
сия, хотя наличие введенных последовательностей Д Н К в реципиент-
ных клетках [2, 3] было продемонстрировано с помощью метода гибри-
дизации на фильтрах. И только в последующих работах была показана 
экспрессия введенных генов как в системе in vitro (культивируемые 
клетки), так и в системе in vivo (мыши, полученные из инъецирован-
ных зигот, так называемые трансгенные мыши) [4, 5]. 

При микроинъецировании чужеродную Д Н К вводят в клетку в 
достаточно большом количестве — от нескольких сотен копий гена 
(200—400) до сотен тысяч. Это объясняется обычно довольно быстрым 
разрушением введенной ДНК на фрагменты с молекулярной массой 
1—3-106, которая соответствует размеру нескольких генов, с последую-
щей деградацией их на более мелкие фрагменты [6—9]. Правда, есть 
свидетельства того, что введение столь большого количества Д Н К мо-
жет влиять на выживаемость зигот после микроинъецирования [3]. 

При этом процесс интеграции введенной ДНК, скорее всего, не за-
висит ни от числа введенных генов (концентрации ДНК) , ни от ее струк-
туры при введении. Так, например, снижение числа копий вводимого 
гена с 200000 до 2000 на клетку не приводило к заметной разнице во 
включении чужеродной ДНК в геном реципиента. При этом экспрессию 
гена обнаруживали уже при введении 20 молекул [10]. 

Предварительные результаты свидетельствуют о том, что введение 
фрагментов ДНК различного размера с «тупыми» или «липкими» КОН-
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цами не влияет на частоту встраивания их в ДНК реципиента, но Пал-
митер с соавт. [11] отмечают, что включение все же предпочтительно 
для линейных фрагментов с гетерологичными концами. По-видимому, 
окончательный вывод о влиянии структуры вводимой ДНК на частоту 
её встраивания в геном реципиента можно будет сделать после того, 
как накопится достаточно обширный материал по этому вопросу. 

Весьма интересны результаты, свидетельствующие о стабильности 
первичной структуры введенной ДНК [3, 9, 12]. Так, показано, что нук-
леотидная последовательность β-глобинового гена в мышиных фибро-
бластах сохранялась постоянной в течение 200 генераций клеточной 
популяции [13]. Однако в более ранних работах указывается на изме-
нение введенных последовательностей ДНК как при микроинъецирова-
нии в мышиные яйцеклетки, так и культивируемые клетки. 

Количество коппй введенной ДНК, обнаруживаемых с помощью 
метода гибридизации по Саузерну [14], колеблется в различных экспе-
риментах от одной до 150 на клетку, и встраивание их происходит тан-
демно «голова—хвост», что, по-видимому, предполагает рекомбинацию 
вводимых молекул до или после их интеграции. 

Существенный вклад в исследования, проводящиеся с целью выяс-
нения механизма регуляции генов в системах in vivo и in vitro, был 
внесен благодаря созданию рекомбинантных молекул методами генной 
инженерии с использованием регуляторно-промоторной части мышино-
го металлотионеинового гена. Интерес к этому гену вызван тем, что 
изучение металлотионеина-белка, присутствующего почти во всех тка-
нях животных, и самого гена выявило четкую регуляцию его экспрес-
сии ионами тяжелых металлов и глюкокортикоидами [15, 16]. Ген ме-
таллотионеина мыши (МТ) имеет размер до 1100 нуклеотидных пар и 
состоит из трёх экзонов и двух интронов, а его промотор-регуляторная 
часть находится непосредственно перед структурной частью гена [17]. 

Разрезая ген металлотионеина в области инициации транскрипции 
и сшивая затем его промотор-регуляторную часть со структурной ча-
стью чужеродных генов, получили ряд рекомбинантных молекул. Реком-
бинантные гены открыли перед исследователями возможность просле-
дить, что происходит с ними при инъецировании: регулируются ли эти 
гены специфичными для МТ-гена индукторами, каковы особенности 
этой регуляции и каков уровень экспрессии этих комбинированных ге-
нов в чужеродном окружении, передаются ли они следующим поколе-
ниям, модифицируется ли их структура и сохраняется ли при этом экс-
прессия в поколениях. 

Прежде чем приступить к подобным исследованиям, была изучена 
экспрессия и регуляция самого МГ-гена в системах in vivo и in vitro. 
Было установлено, что уровни синтеза Л4Г-мРНК значительно возрас-
тали при индукции как тяжелыми металлами (Cd, Zn, Си, Hg), так и 
глюкокортикоидами, например дезоксиметазоном (ДМ). Максимум 
транскрипции наблюдали через 1 ч, а максимальное содержание мРНК 
металлотионеина — через 4 ч после введения индуктора [15]. Увеличе-
ние количества мРНК МТ авторы связывают главным образом с изме-
нением скорости их синтеза и повышением стабильности. При этом от-
мечается строгая органоспецифичность в отношении уровней синтеза 
мРНК МТ как при индукции, так и без неё (в порядке уменьшения: пе-
чень, почки, селезёнка, сердце, кишечник, мускулатура). 

Установлено также, что разные индукторы вызывают разные по си-
ле, но всегда параллельные ответы (реакции), наблюдаемые в одних 
и тех же органах. Необходимо отметить, что не все клеточные линии 
отвечают на оба индуктора: обнаружены линии клеток, резистентные 
к глюкокортикоидам или к обоим индукторам [16]. Причины отсутст-
вия регуляции собственного МГ-гена в таких клеточных линиях еще 
неясны, однако, например, в Cd-устойчивых клетках, потерявших свой-
ство индуцироваться дезоксиметазоном, обнаружена амплификация ге-
на МТ [18, 19]. 

Трансформация ряда клеточных линий рекомбинантными генами, 
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сконструированными на основе регуляторно-промоторной части мыши-
ного металлотионеинового гена и структурной части тимидинкиназного 
гена вируса герпеса (рекомбинантный ген МК)У структурной части гена 
дегидрофолатредуктазы (рекомбинантный ген MTDHFR) или структур-
ной части гена гормона роста крысы (рекомбинантный ген MGH), вы-
явила отсутствие регуляции экспрессии этих комбинированных генов 
дезоксиметазоном при сохранении регуляции тяжелыми металлами 
[20, 21]. Аналогичные результаты были получены и в случае инъециро-
вания рекомбинантного гена МК в мужской пронуклеус яйцеклеток 
мыши [9, 10]. 

Среди целого ряда выдвинутых авторами объяснений этого факта 
наиболее вероятными, с нашей точки зрения, кажутся следующие: 

отсутствие амплификации регуляторной части гена при одновре-
менной амплификации структурной части гена; 

метилирование участков рекомбинантного гена, являющихся рецеп-
торами для ДМ; 

потеря при конструировании гена структуры ДНК, отвечающей за 
связь с ДМ. 

Бринстер с соавт. [10] предприняли попытку локализовать после-
довательности ДНК, отвечающие за регуляцию активности гена тяжё-
лыми металлами, используя для этого ряд делеций в 5'-фланкирующей 
области гена МТ. В результате исследования было установлено, что ин-
дукция экспрессии кадмием зависела от наличия 5'-фланкирующего уча-
стка гена металлотионеина длиной около 90 нуклеотидных пар. К со-
жалению, не удалось отделить промотор от Cd-регулируемой части ге-
на и вычленить участок ДНК, ответственный за регуляцию дезоксиме-
тазоном. 

Кажется вполне вероятным, что такая потеря регуляции экспрессии 
гена глюкокортикоидами присуща только МГ-гену, поскольку встроен-
ный и амплифицированный ген ГГФРТ при трансфекции мышиных 
клеток линии ЗТ6 сохранял способность к регуляции дезоксиметазоном 
[22]. То же самое отмечено для α-микроглобулинового гена крысы при 
трансфекции мышиных L-клеток [23]. 

Одной из особенностей этих работ было выявление относительно 
низкого уровня синтеза мРНК некоторых из введенных рекомбинант-
ных генов. Так, например, у трансгенной мыши с почти 40-разовым 
превышением активности тимидинкиназы по сравнению с другими жи-
вотными, у которых тоже экспрессировался ген тимидинкиназы вируса 
герпеса, обнаруживали всего 28 молекул соответствующей мРНК на 
клетку, а у остальных особей — около 2 молекул мРНК на клетку [24]. 

Однако при введении рекомбинантного МбЯ-гена (промотор-регу-
ляторная часть ΑίΓ-гена+ген гормона роста крысы) в яйцеклетки мы-
шей результаты были иными — уровни синтеза мРНК MGH при индук-
ции оказались сопоставимыми с таковыми для собственного гена ме-
таллотионеина и были в 100 раз выше, чем при введении М/С-гена [20]. 
Вполне возможно, что различия в экспрессии связаны с неодинаковой 
стабильностью мРНК этих белков, но возможны и другие объяснения, 
например изменения в скорости трансляции и эффективности процес-
синга. 

Необходимо при этом учитывать и другие возможные факторы, 
влияющие на регуляцию. Например, введение β-глобинового гена кро-
лика в клетки мышей не приводило к высокому уровню синтеза соот-
ветствующей мРНК, что связано, как оказалось, с наличием в фибро-
бластах мышей регуляторного фактора, ингибирующего экспрессию гло-
бинового гена [13]. Важно отметить и то, что, по данным Хансера 
[25], транскрипт встроенного гена сохраняет свою индивидуальность 
независимо от того, в клетки какого вида ген был встроен. 

Неоднозначна также картина при определении степени выражения 
рекомбинантного гена на уровне трансляции. Обнаружено отсутствие 
зависимости количества синтезируемого белка от дозы гена (МК-ген), 
в одних случаях, и наличие такой корреляции—в других (MGH-ген). 
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Как и для собственного МГ-гена, наблюдается тканеспецифичность в от-
ношении степени экспрессии инъецированных генов [24, 26]. У живот-
ных, в тканях которых при анализе клеточной ДНК выявляются по-
следовательности интегрированных генов, экспрессия генов либо отсут-
ствует полностью, либо проявляется в различной степени [9, 26—28]. 

Палмитер [9], проведя подробный анализ экспрессии гена МК у 
двух поколений потомков трансгенных мышей, отметил затухание, по-
давление или усиление активности гена МК у различных особей. Ана-
лиз 54 потомков самца-носителя MK-гена показал сохранение коли-
чества интегрированных генов в ряду поколений, в то время как в ро-
дословной одной из трансгенных самок (Мук84) наблюдалась потеря 
MK-генов в поколениях. 

Отсутствие экспрессии гена связывают с местом его локализации, 
с попаданием его в «молчащий» район хромосомы реципиента либо с 
нарушением структуры обычно транскрибируемого участка ДНК, в 
частности, с изменением степени метилирования участков ДНК в пос-
ледовательностях CCQG или CGCG [9, 26]. 

Сделана попытка объяснить изменение экспрессии MK-генов в ряду 
поколений трансгенных мышей также различной степенью метилирова-
ния ДНК потомков. Показано, что введенная ДНК метилируется в раз-
ные периоды развития организма в разных участках, что даёт основа-
ние предположить наличие системы метилирования de novo [9]. Мети-
лирование de novo вирусного генома с последующей инактивацией его 
экспрессии наблюдали также при трансфекции вирусом M-MuLV [29], 
причем и в данном случае на разных стадиях онтогенеза характер ме-
тилирования был различным. В противоположность этим результатам, 
трансфекция L-клеток различными плазмидами редко приводит к ме-
тилированию de novo [30, 31]. Связь между степенью метилирования 
ДНК и её экспрессией отмечается многими исследователями [26, 32— 
34]. 

Особенности метилирования могут наследоваться в одних случаях 
и теряться в других, что указывает на наличие связи между степенью 
метилирования и локализацией гена в определённом участке хромосо-
мы. При сопоставлении уровней метилирования введенного гена у тран-
сгенных мышей и их потомков было обнаружено, что для особей, у ко-
торых ген экспрессировался, характерен более низкий уровень метили-
рования по сравнению с особями, несущими неактивный ген. Потеря 
метальных групп, которые присутствовали у родителей, сопровожда-
лась повышением активности гена у потомков [9]. 

Конструируя рекомбинантные гены с регулируемыми промоторами, 
можно управлять степенью выражения того или иного гена. Это даст 
возможность исследовать ответную реакцию клеток и организма на 
различную степень выражения гена, его тканеспецифическую и неспеци-
фическую экспрессию, не говоря уже о том, что таким образом можно 
нарабатывать значительные количества некоторых белков, вводя их ре-
комбинантные гены в системы in vivo и in vitro [11, 25, 35]. 

Клайн и его коллеги впервые попробовали коррелировать наслед-
ственное заболевание с помощью методов генной инженерии. В част-
ности, они предложили принципиальный подход к лечению больных с 
наследственными гемоглобинопатиями, в основе которого лежит введе-
ние нормальных глобиновых генов совместно с селектирующими агента-
ми [36, 37]. 

Возможность осуществления такого подхода была показана в ра-
ботах этих авторов, где селектирующим агентом был метатрексат — 
антиметаболит, ингибируюіций активность дегидрофолатредуктазы. Ген 
этого фермента вводили в клетки костного мозга мышей, устойчивых к 
метатрексату. Затем трансформированные клетки инъецировали живот-
ным, которым вводился метатрексат, в результате чего интенсивнее 
размножались трансформированные клетки. Авторы высказывают пред-
положение о возможности применения такого подхода и для лечения 
других наследственных заболеваний. 
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Однако не стоит забывать, что работы по микроинъецированию 
генов в культивируемые клетки и зиготы мышей — это исследования 
последнего десятилетия и, несмотря на успехи, до сих пор многое оста-
ётся неясным: не известны места встраивания большинства изучаемых 
генов; не известно, существуют ли какие-то предпочтительные места 
на хромосомах для встраивания, насколько важна специфичность этих 
участков и чем она характерна. 

Пока неясно, каким образом можно стабилизировать экспрессию 
вводимых генов, возможно, пришивая к ним определённые олигомеры 
ДНК, поскольку известно, что метилирование Д Н К в значительной ме-
ре зависит от специфики последовательностей. Стабилизировать экс-
прессию можно и подавляя активность ферментов метилирования, для 
чего, в свою очередь, необходимо знать, на каких этапах онтогенеза 
начинают транскрибироваться исследуемые гены и когда происходит их 
метилирование. 

Предстоит выяснить, наконец, суть тканеспепифической экспрессии 
генов, её регуляцию, найти способы управления этим процессом. Одним 
из подходов к выяснению этих вопросов и является введение клониро-
ванных рекомбинантных генов в новое для них окружение, в котором 
они могут быть обнаружены с помощью специфических зондов в соста-
ве хромосомной Д Н К организма-хозяина. 

MICROINJECTION OF GENES. 
PROBLEMS OF THEIR EXPRESSION AND REGULATION 

L. M. Morozova, A . P. Solomko 
Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

The review summarizes results of the study on incorporation of foreign genes into mam-
malian genome. The problems concerning these genes" expression regulation, its stability 
and inheritance of the introduced genetic information are discussed. 
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