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Ðå êîì áè íàí òíûé áà êó ëî âè ðóñ íûé âåê òîð, ñî äåð æà ùèé ðå ïîð òåð íûé ãåí EGFP ïîä ðå ãó ëÿ öè åé
ñèëü íîé ïðî ìî òîð íîé êàñ ñå òû CAG, èñ ïîëü çî âà ëè äëÿ òðàíñ äóê öèè íîð ìàëü íîé (HEK293) è îïó õî -
ëå âîé (HeLa) êëå òî÷ íûõ ëè íèé ÷å ëî âå êà. Ïî êà çà íà çà âè ñè ìîñòü ýô ôåê òèâ íîñ òè òðàíñ äóê öèè îò
äîçû âè ðó ñà, âðå ìå íè èí êó áà öèè ñ âè ðó ñîì, òåì ïå ðà òó ðû è òèïà êëå òîê. Ýêñïðåñ ñèÿ ðå ïîð òåð íî ãî
ãåíà íî ñè ëà âðå ìåí íûé õà ðàê òåð è, ïî ñòå ïåí íî óìåíü øà ÿñü, äå òåê òè ðî âà ëàñü â åäè íè÷ íûõ êëåò êàõ
íà 15-å ñóò ïî ñëå òðàíñ äóê öèè.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ðå êîì áè íàí òíûé áà êó ëî âè ðóñ, AcMNPV, òðàíñ äóê öèÿ, âðå ìåí íàÿ ýêñ ïðåñ ñèÿ, ãåí -
íàÿ òå ðà ïèÿ.

Ââå äå íèå. Ñïî ñîá íîñòü áà êó ëî âè ðó ñîâ ýô ôåê òèâ -
íî ïðî íè êàòü â ðàç ëè÷ íûå êëåò êè è òêà íè ìëå êî ïè -
òà þ ùèõ in vivo è in vitro âû ÿâ ëå íà ñðàâ íè òåëü íî íå -
äàâ íî [1–3] è ïî ñëó æè ëà îñíî âà íè åì äëÿ
èñ ñëå äî âà íèÿ âîç ìîæ íîñ òè èõ èñ ïîëü çî âà íèÿ â êà -
÷åñ òâå âåê òî ðîâ äëÿ êëå òî÷ íîé èí æå íå ðèè è ãåí íîé 
òå ðà ïèè [4, 5]. Ïî ñðàâ íå íèþ ñ äðó ãè ìè âè ðóñ íû ìè
âåê òîð íû ìè ñèñ òå ìà ìè áà êó ëî âè ðó ñû îá ëà äà þò
ðÿ äîì ïðå è ìó ùåñòâ, âêëþ ÷à þ ùèõ íå ñïî ñîá íîñòü
âè ðó ñîâ ðåï ëè öè ðî âàòü ñÿ â êëåò êàõ ìëå êî ïè òà þ -
ùèõ [6], øè ðî êèé ñïåêòð òðàíñ äó öè ðó å ìûõ òè ïîâ
êëå òîê è òêà íåé ïðè îò ñó òñòâèè âû ðà æåí íîé öè òî -
òîê ñè÷ íîñ òè [4], ñïî ñîá íîñòü (áëà ãî äà ðÿ ñòðóê òó ðå 
ãå íî ìà è âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö) âêëþ ÷àòü áîëü øèå (äî
30 òûñ. ï. í.) ôðàã ìåí òû ãå òå ðî ëî ãè÷ íîé ÄÍÊ è
ò. ä. [7]. Äëÿ äîñ òàâ êè ãå íîâ â êëåò êè ìëå êî ïè òà þ -

ùèõ èñ ïîëü çî âà íû âåê òî ðû íà îñíî âå âè ðó ñîâ
ÿäåð íî ãî ïî ëè ýä ðî çà AcMNPV è BmNPV [4, 7].
Ýêñïðåñ ñèþ ãå íîâ â êëåò êàõ ìëå êî ïè òà þ ùèõ â ñî -
ñòà âå áà êó ëî âè ðó ñîâ âû ÿâ ëÿ ëè ïðè âñòðà è âà íèè ãå -
íîâ ïîä êîí òðîëü öè òî ìå ãà ëî âè ðóñ íî ãî (CMV)
IE-ïðî ìî òî ðà è ïðî ìî òî ðà èç âè ðó ñà ñàð êî ìû Ðà ó -
ñà (RSV) [1, 8].

Äàí íàÿ ðà áî òà ïî ñâÿ ùå íà îïðå äå ëå íèþ îïòè -
ìàëü íûõ óñëî âèé ýô ôåê òèâ íîé òðàíñ äóê öèè áà êó -
ëî âè ðó ñà ìè íîð ìàëü íîé è îïó õî ëå âîé êëå òî÷ íûõ
ëè íèé ìëå êî ïè òà þ ùèõ äëÿ îá åñ ïå ÷å íèÿ âû ñî êî ãî
óðîâ íÿ ýêñ ïðåñ ñèè ýê çî ãåí íûõ ãå íîâ â ñî ñòà âå ðå -
êîì áè íàí òíûõ áà êó ëî âè ðóñ íûõ âåê òî ðîâ. Â íà øåé
ðà áî òå ýêñ ïðåñ ñèþ ðå ïîð òåð íî ãî ãå íà EGFP â êëåò -
êàõ ìëå êî ïè òà þ ùèõ ðå ãó ëè ðî âà ëè ýêñ ïðåñ ñè îí íîé 
êàñ ñå òîé CAG, êî òî ðàÿ â íå êî òî ðûõ òè ïàõ êëå òîê
ïðî ÿâ ëÿ ëà ñå áÿ áî ëåå ñèëü íûì ðå ãó ëÿ òî ðîì, ÷åì
ïðî ìî òî ðû CMV è RSV [2].
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Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Êëå òî÷ íûå êóëü òó ðû è
âè ðó ñû. Ìî íîñ ëîé íóþ êóëü òó ðó êëå òîê íà ñå êî ìûõ
Sf21 âû ðà ùè âà ëè â ñðå äå TC-100 («Sigma», ÑØÀ) ñ 
äî áàâ ëå íè åì 10 % ýì áðè î íàëü íîé òå ëÿ÷ü åé ñû âî -
ðîò êè (FBS) («Sigma») ïðè òåì ïå ðà òó ðå 28 °Ñ.
Êëåò êè èí ôè öè ðî âà ëè áà êó ëî âè ðó ñà ìè ñî ãëàñ íî
ñòàí äàð òíûì ïðî öå äó ðàì [9].

Â ðà áî òå èñ ïîëü çî âà ëè äâå ëè íèè êëå òîê ìëå êî -
ïè òà þ ùèõ: ÍÅÊ293 (ëè íèÿ êëå òîê ýì áðè î íàëü íîé
ïî ÷êè ÷å ëî âå êà) è ÍeLa (êëåò êè êàð öè íî ìû øåé êè
ìàò êè ÷å ëî âå êà), ïî ëó ÷åí íûå èç Ðîñ ñèé ñêîé êîë -
ëåê öèè êëå òî÷ íûõ êóëü òóð (Ñàíêò-Ïå òåð áóðã).
Êëåò êè êóëü òè âè ðî âà ëè â ñðå äå DMEM («Sigma») ñ
äî áàâ ëå íè åì 10 % FBS ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ â
CO2-èí êó áà òî ðå.

Êî íñòðó è ðî âà íèå ðå êîì áè íàí òíûõ áà êó ëî âè -
ðó ñîâ. Ðå êîì áè íàí òíûå áà êó ëî âè ðó ñû ïî ëó ÷à ëè íà
îñíî âå âè ðó ñà ìíî æåñ òâåí íî ãî ÿäåð íî ãî ïî ëèºäðî -
çà Autographa californica (AcMNPV) â ýêñ ïðåñ ñè îí -
íîé ñèñ òå ìå Bac-to-Bac («Invitrogen», ÑØÀ). Íà
îñíî âå ïëàç ìè äû pFastBac ñêî íñòðó è ðî âàí ðå êîì -
áè íàí òíûé áà êó ëî âè ðóñ íûé âåê òîð ñ ýêñ ïðåñ ñè îí -
íîé êàñ ñå òîé CAG, âû äå ëåí íîé ñ ïî ìîùüþ ðåñ -
òðèê òàç SpeI è HindIII («Fermentas», Ëèò âà) èç áà êó -
ëî âè ðóñ íî ãî òðàíñ ôåð íî ãî âåê òî ðà pBacMam-1
(«Invitrogen»). 

Ïîñ ëå äî âà òåëü íîñòü ãå íà EGFP ïî ëó ÷å íà èç
âåê òîð íîé ïëàç ìè äû pEGFP-C1 («Clontech»,
ÑØÀ) ïî ñàé òàì Eco47III è KpnI è âñòðî å íà â ïî -
ëèê ëî íàëü íûé ñàéò, ðàñ ïî ëî æåí íûé ìåæ äó ïðî ìî -
òî ðîì è ïî ñëå äî âà òåëü íîñ òüþ ñèã íà ëà ïî ëè à äå íè -
ëè ðî âà íèÿ ïî ñàé òàì ðåñ òðèê öèè SmaI, KpnI. 

Òðàí ñôåê öèþ ïðî âî äè ëè ñ èñ ïîëü çî âà íè åì ðå -
à ãåí òà CellFECTIN («Invitrogen»). Âè ðóñ êîí öåí -
òðè ðî âà ëè öåí òðè ôó ãè ðî âà íè åì ïðè 100000 g.
Òèòð âè ðóñ íûõ ïðå ïà ðà òîâ ïî ñëå àì ïëè ôè êà öèè è
êîí öåí òðè ðî âà íèÿ ñî ñòàâ ëÿë (2–4)×108 ÁÎÅ (áëÿø -
êî îá ðà çó þ ùèõ åäè íèö) â 1 ìë.

Òðàí ñäóê öèÿ êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ ðå êîì áè -
íàí òíû ìè áà êó ëî âè ðó ñà ìè. Êëåò êè ðàñ ñå âà ëè â
øåñ òè ëó íî÷ íûå ïëàø êè â êîí öåí òðà öèè 2 × 105 êëå -
òîê íà ëóí êó â êóëü òó ðàëü íîé ñðå äå DMEM c äî -
áàâ ëå íè åì 10 % FBS è àí òè áè î òè êîâ ñ ïî ñëå äó þ -
ùåé èí êó áà öè åé ïðè t = 37 °Ñ â ÑÎ2-èí êó áà òî ðå íà
ïðî òÿ æå íèè 12 ÷. Êóëü òó ðàëü íóþ ñðå äó ñëè âà ëè,
êëåò êè ïðî ìû âà ëè ôîñ ôàò íûì áó ôå ðîì D-PBS

(Dulbecco PBS, áåç èî íîâ Ñà2+ è Mg2+) è äî áàâ ëÿ ëè
ðå êîì áè íàí òíûé áà êó ëî âè ðóñ â êîí öåí òðà öèè 20,
200 è 500 moi (multiplicity of infection = êî ëè ÷åñ òâî
ÁÎÅ íà êëåò êó), îá ùèé îá ú åì PBS íà ëóí êó äî âî -
äè ëè äî 500 ìêë. Äà ëåå èñ ïîëü çî âà ëè îïòè ìè çè ðî -
âàí íûé ìå òîä òðàíñ äóê öèè [4]. Êëåò êè âî âñåõ âà -
ðè àí òàõ èí êó áè ðî âà ëè â òå ÷å íèå 4 ÷ ïðè t =  28 °Ñ,
çà òåì äî áàâ ëÿ ëè 1,5 ìë ñðå äû DMEM è êóëü òè âè -
ðî âà ëè â òå ÷å íèå 16 ÷ ïðè t = 37 °Ñ. Â êîí öå èí êó áà -
öè îí íî ãî ïå ðè î äà ðàñ òâîð ñ âè ðó ñîì ñëè âà ëè, êëåò -
êè ïðî ìû âà ëè PBS è äî áàâ ëÿ ëè 2 ìë ñðå äû DMEM,
ñî äåð æà ùåé 10 % FBS, ïðî äîë æàÿ êóëü òè âè ðî âà -
íèå êëå òîê íà ïðî òÿ æå íèè 24 ÷ ïðè òåì ïå ðà òó ðå
37 °Ñ, ïî ñëå ÷å ãî êëåò êè àíà ëè çè ðî âà ëè íà ïðî òî÷ -
íîì öè òîô ëóî ðè ìåò ðå.

Ôëó î ðåñ öåí òíàÿ ìèê ðîñ êî ïèÿ è ïðî òî÷ íàÿ öè -
òîô ëó î ðè ìåò ðèÿ. Ýôôåê òèâ íîñòü òðàíñ äóê öèè
îïðå äå ëÿ ëè ïî êî ëè ÷åñ òâó êëå òîê, ýêñ ïðåñ ñè ðó þ -
ùèõ ñâå òÿ ùèé ñÿ áå ëîê, ñ èñ ïîëü çî âà íè åì öè òîô ëó -
î ðè ìåò ðà Coulter Epics XL, ïðåä âà ðè òåëü íî àíà ëè -
çè ðóÿ ïðå ïà ðà òû íà ôëó î ðåñ öåí òíîì ìèê ðîñ êî ïå
(Ìèê ìåä-2ÅÑ). Êóëü òó ðó êëå òîê äëÿ öè òîô ëó î ðè -
ìåò ðèè ñíè ìà ëè îá ðà áîò êîé ðàñ òâî ðîì òðèï ñè íà
(0,25 %) è ÝÄÒÀ (0,02 %) â ñî îò íî øå íèè 1:1. Êëåò -
êè ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â D-PBS (áåç Ca2+ è Mg2+) ñ
5 % FBS äî ïëîò íîñ òè (1–5) × 105/ìë. Äëÿ êàæ äî ãî
îá ðàç öà àíà ëè çè ðî âà ëè 10000 âà ðè àí òîâ. Â êà ÷åñ -
òâå îò ðè öà òåëü íî ãî êîí òðî ëÿ èñ ïîëü çî âà ëè êëåò êè, 
òðàíñ äó öè ðî âàí íûå âè ðó ñîì AcMNPV áåç EGFP.
Ñòà òèñ òè ÷åñ êóþ îá ðà áîò êó ðå çóëü òà òîâ òðàíñ äóê -
öèè ïðî âî äè ëè â ñî îò âå òñòâèè ñî ñòàí äàð òíû ìè
ìå òî äà ìè  [10] c ïðå çåí òà öè åé äàí íûõ â ïðî ãðàì ìå
Microsoft Excel.

Ðå çóëü òà òû è îá ñóæ äå íèå. Äëÿ îïòè ìè çà öèè
óñëî âèé òðàíñ äóê öèè êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ ðàç -
íî ãî ïðî èñ õîæ äå íèÿ ðå êîì áè íàí òíû ìè áà êó ëî âè -
ðó ñà ìè ñêî íñòðó è ðî âàí ðå êîì áè íàí òíûé áà êó ëî -
âè ðóñ íûé âåê òîð (AcMNPV) AcMNPV-EGFP, ñî -
äåð æà ùèé ðå ïîð òåð íûé ãåí EGFP ïîä ðå ãó ëÿ öè åé
ñèëü íîé ïðî ìî òîð íîé êàñ ñå òû CAG (ðèñ. 1.).
CAG-êàñ ñå òà, âêëþ ÷à þ ùàÿ IE-ýí õàí ñåð öè òî ìå ãà -
ëî âè ðó ñà, ïðî ìî òîð ãå íà b-àê òè íà öûï ëåí êà è ñèã -
íàë ïî ëè à äå íè ëè ðî âà íèÿ ãå íà b-ãëî áè íà êðî ëÿ, ýô -
ôåê òèâ íî çà ïóñ êà åò ýêñ ïðåñ ñèþ âî ìíî ãèõ òè ïàõ
êëå òîê è ïðî ÿâ ëÿ åò ñå áÿ áî ëåå ñèëü íûì ðå ãó ëÿ òî -
ðîì, ÷åì ïðî ìî òî ðû CMV è RSV [2].
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Ýôôåê òèâ íîñòü òðàíñ äóê öèè áà êó ëî âè ðó ñà ìè
êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ âàðü è ðó åò â øè ðî êèõ
ïðåäå ëàõ è çà âè ñèò îò òè ïà êëå òîê. Ëè íèè êëå òîê
ÍÅÊ293 è HeLa âû áðà íû äëÿ îïòè ìè çà öèè ìå òî äà,
ïî ñêîëü êó äå ìî íñòðè ðî âà ëè â ðàç íûõ ðà áî òàõ [4,
11] äîñ òà òî÷ íî âû ñî êèé óðî âåíü òðàíñ äóê öèè.

Êëåò êè ëè íèè ÍÅÊ293 è HeLa òðàíñ äó öè ðî âà ëè 
ðå êîì áè íèí òíûì áà êó ëî âè ðó ñîì AcMNPV-EGFP,
âàðü è ðóÿ ìíî æåñ òâåí íîñòü èí ôè öè ðî âà íèÿ íà
êëåò êó (20, 200, 500 moi) ïðè t = 28 °Ñ íà ïðî òÿ æå -
íèè 4 ÷ â ðàñ òâî ðå PBS. Ýôôåê òèâ íîñòü òðàíñ äóê -
öèè ïî âû øà ëàñü ïðè óâå ëè ÷å íèè äî çû âè ðó ñà êàê

äëÿ êëå òîê ëè íèè ÍÅÊ293 (è ñî ñòàâ ëÿ ëà ñî îò âåò-
ñòâåí íî 38, 86 è 96 %), òàê è äëÿ êëå òîê ëè íèè HeLa
(35, 73 è 80 %) (ðèñ. 2, ñì. âêëåéêó, ðèñ. 3). Ïî ëó -
÷åí íûå ðå çóëü òà òû äå ìî íñòðè ðó þò ïðî ïîð öè î -
íàëü íóþ çà âè ñè ìîñòü ýô ôåê òèâ íîñ òè òðàíñ äóê öèè
îò äî çû áà êó ëî âè ðó ñà, ÷òî ñî ãëà ñó åò ñÿ ñ äàí íû ìè
ëè òå ðà òó ðû [4, 12]. Îäíà êî âû ñî êàÿ êîí öåí òðà öèÿ
ðå êîì áè íàí òíî ãî âè ðó ñà (800 moi è áîëü øå) ìî æåò
ïðèâîäèòü ê ïå ðå ãðóç êå êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ âè -
ðóñ íû ìè ãå íî ìà ìè è ÿâ ëÿòü ñÿ ïðè ÷è íîé íà ðó øå -
íèÿ êëå òî÷ íî ãî ìå òà áî ëèç ìà, âû çû âà þ ùå ãî çà ìåä -
ëå íèå òåì ïà äå ëå íèÿ êëå òîê è ñíè æå íèå èõ æèç íåñ -
ïî ñîá íîñ òè [5]. Îïòè ìàëü íàÿ äî çà âè ðó ñà, ïî äîá-
ðàí íàÿ â íà øèõ îïûòàõ, ñî ñòàâ ëÿ ëà 500 moi (96 %
ñâå òÿ ùèõ ñÿ êëå òîê äëÿ ëè íèè ÍÅÊ293 è 80 % – äëÿ
êëå òîê ëè íèè HeLa), äî çà âè ðó ñà 200 moi òàê æå áû -
ëà äîñ òà òî÷ íî ýô ôåê òèâ íîé (86 è 73 % ñî îò âåò-
ñòâåí íî).

Ïî ìè ìî êîí öåí òðà öèè âè ðó ñà íà è áî ëåå âàæ -
íûì ôàê òî ðîì, âëè ÿ þ ùèì íà ýô ôåê òèâ íîñòü
òðàíñ äóê öèè, ÿâ ëÿ åò ñÿ âðå ìÿ èí êó áà öèè [4, 11, 12].
Â ðàç íûõ èñ ñëå äî âà íè ÿõ âðå ìÿ èí êó áà öèè ñ ðå êîì -
áè íàí òíû ìè áà êó ëî âè ðó ñà ìè êî ëå áà ëîñü îò 1 [6]
äî 24 ÷ [11]. Ïðè ýòîì íà áëþ äà ëàñü ïî çè òèâ íàÿ êîð -
ðå ëÿ öèÿ ìåæ äó èí òåí ñèâ íîñ òüþ ôëó î ðåñ öåí öèè è
âðå ìå íåì èí êó áà öèè, â îñî áåí íîñ òè äëÿ âû ñî êèõ
êîí öåí òðà öèé âè ðó ñà. Ïî êà çà íî, ÷òî âå ðî ÿò íîñòü
ïðî íèê íî âå íèÿ áà êó ëî âè ðó ñîâ â êëåò êè ìëå êî ïè -
òà þ ùèõ âîç ðàñ òà åò ñ óâå ëè ÷å íè åì âðå ìå íè èí êó áà -
öèè è äî çû âè ðó ñà [12]. Îäíà êî ñó ùåñ òâó þò äàí íûå 
[11] î òîì, ÷òî óâå ëè ÷å íèå ïðî äîë æè òåëü íîñ òè èí -
êó áà öèè ìî æåò îêà çû âàòü îò ðè öà òåëü íîå äå éñòâèå
íà ïðî ëè ôå ðà öèþ êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ â îñî -
áåí íîñ òè, åñ ëè âî âðå ìÿ òðàíñ äóê öèè êëåò êè íà õî -
äÿò ñÿ â íå ïåð ìèñ ñèâ íûõ óñëî âè ÿõ (êóëü òó ðàëü íàÿ
ñðå äà è òåì ïå ðà òó ðà).

Ñó ùåñ òâåí íûì ôàê òî ðîì, äå éñòâó þ ùèì íà
ñòå ïåíü ïðî íèê íî âå íèÿ áà êó ëî âè ðó ñîâ â êëåò êè,
ÿâ ëÿ åò ñÿ òåì ïå ðà òó ðà. Â ðàç íûõ èñ ñëå äî âà íè ÿõ
òåì ïå ðà òó ðà èí êó áà öèè ðå êîì áè íàí òíûõ áà êó ëî -
âè ðó ñîâ ñ êëåò êà ìè ìëå êî ïè òà þ ùèõ êî ëå áà ëàñü îò
4 äî 37 °Ñ [11, 12]. Íà è áî ëåå ýô ôåê òèâ íàÿ òðàíñ -
äóê öèÿ áà êó ëî âè ðó ñà ìè êëå òîê ìëå êî ïè òà þ ùèõ
îò ìå ÷å íû ïðè t = 25–28 °Ñ. Óñòà íîâ ëå íî, ÷òî òèòð
áà êó ëî âè ðó ñîâ çíà ÷è òåëü íî ñíè æàë ñÿ ïðè t = 37 °Ñ
è ÷å ðåç 12 ÷ ñî ñòàâ ëÿë 30 % îò èñ õîä íî ãî êî ëè ÷åñ -
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Ðèñ. 1. Êî íñòðóê öèÿ ïëàç ìè äû pFastMam-EGFP, èñ ïîëü çî âàí -
íîé äëÿ ïî ëó ÷å íèÿ ðå êîì áè íàí òíî ãî áà êó ëî âè ðóñ íî ãî âåê òî ðà
AcMNPV-EGFP. Ïðî ìî òîð ãåíà ïî ëè ýä ðè íà çà ìå íåí íà êîì áè -
íè ðî âàí íûé ýëå ìåíò, ñî ñòî ÿ ùèé èç IE-ýí õàí ñå ðà öè òî ìå ãà ëî -
âè ðó ñà (CMV-IE enh) è ïðî ìî òî ðà ãåíà b-àê òè íà öûï ëåí êà
(b-actin pr)

Ðèñ. 3. Çà âè ñè ìîñòü ýô ôåê òèâ íîñ òè òðàíñ äóê öèè êëå òîê ìëå -
êî ïè òà þ ùèõ áà êó ëî âè ðó ñîì AcMNPV-EGFP îò äîçû âè ðó ñà
ïðè îïòè ìè çè ðî âàí íûõ óñëî âè ÿõ òðàíñ äóê öèè: 1 – 20; 2 – 200;
3 – 500 moi



òâà âè ðó ñà. Ñðàâ íå íèå ýô ôåê òèâ íîñ òè òðàíñ äóê -
öèè ðå êîì áè íàí òíûì áà êó ëî âè ðó ñîì AcMNPV-
EGFP ïðè òåì ïå ðà òóðàõ 28 è 37 °Ñ â íà øèõ ïðåä âà -
ðè òåëü íûõ ýêñ ïå ðè ìåí òàõ ïî êà çà ëî, ÷òî ïðè äî çå
âè ðó ñà 200 moi äëÿ êëå òîê ëè íèè ÍÅÊ293 ýòîò ïî -
êà çà òåëü ñó ùåñ òâåí íî âû øå ïðè t = 28 °Ñ (86 % ïî
ñðàâ íå íèþ ñ 51 %), à äëÿ êëå òîê ëè íèè HeLa ïðàê -
òè ÷åñ êè îñòà âàë ñÿ íà òîì æå óðîâ íå (72–73 %).

Äëÿ ðàç íûõ êëå òî÷ íûõ ëè íèé ïðåä ïî÷ òè òåëü -
íîé ñðå äîé äëÿ òðàíñ äóê öèè â îäíèõ ñëó ÷à ÿõ áû ëà
ñðå äà DMEM, â äðó ãèõ – ðàñ òâîð D-PBS. Êàê ïî êà -
çà íî ðà íåå [4, 12], ìàê ñè ìàëü íàÿ ýô ôåê òèâ íîñòü
òðàíñ äóê öèè äîñ òè ãà ëàñü ïðè èñ ïîëü çî âà íèè
D-PBS. Â íå êî òî ðûõ ðà áîòàõ [11] òðàíñ äóê öèþ
ïðî âî äè ëè íå ïîñ ðå äñòâåí íî â êóëü òó ðàëü íîé ñðå äå 
äëÿ êëå òîê íà ñå êî ìûõ áåç êîí öåí òðèðîâàíèÿ âè ðó -
ñà ñ ïî ìîùüþ öåí òðè ôó ãè ðî âà íèÿ, ÷òî çíà ÷è òåëü -
íî óïðî ùà ëî è óñêî ðÿ ëî ïðî öå äó ðó. Îäíà êî ïðè òà -
êîì ïîä õî äå îïòè ìàëü íîå ñî îò íî øå íèå âè ðó ñà è
êëå òîê íà áëþ äà åò ñÿ ïðè çíà ÷è òåëü íîì óâå ëè ÷å íèè
îá ú å ìà èí êó áà öè îí íîé ñðå äû, ÷òî ñíè æà åò ýô ôåê -
òèâ íîñòü òðàíñ äóê öèè (íà øè ïðåä âà ðè òåëü íûå
äàí íûå). Êðî ìå òî ãî, èñ ïîëü çî âà íèå âè ðóñ íî ãî
èíî êó ëÿ òà ïðè òðàíñ äóê öèè â íå êî òî ðûõ ñëó ÷à ÿõ
ïðè âî äèò ê íà ðó øå íèþ ðîñ òà êëå òîê ìëå êî ïè òà þ -
ùèõ [11]. À ðàç âå äå íèå âè ðóñ íî ãî èíî êó ëÿ òà ðàñ -
òâî ðîì ôîñ ôàò íî ãî áó ôå ðà ñïî ñî áñòâó åò ïî âû øå -
íèþ ýô ôåê òèâ íîñ òè òðàíñ äóê öèè [13]. Ïðè ìå íå íèå 
â ýòîì âà ðè àí òå êóëü òó ðàëü íîé ñðå äû DMEM íå
äà âà ëî âû ñî êèõ ïî êà çà òå ëåé. Â íà øåé ðà áî òå ïî ñëå
ïðåä âà ðè òåëü íûõ ýêñ ïå ðè ìåí òîâ èñ ïîëü çî âà ëè
ðàñ òâîð D-PBS.

Ó÷è òû âàÿ èç ëî æåí íûå âû øå äàí íûå è ðå çóëü -
òà òû ïðåä âà ðè òåëü íûõ ýêñ ïå ðè ìåí òîâ, ìû ïî äî -
áðàëè îïòè ìàëü íûå óñëî âèÿ òðàíñ äóê öèè, ñî ñòî ÿ -
ùåé èç äâóõ ýòà ïîâ. Íà ïåð âîì ýòà ïå êëåò êè èí êó -
áè ðî âà ëè ñ ðå êîì áè íàí òíûì áà êó ëî âè ðó ñîì â
òå ÷å íèå 4 ÷ ïðè t = 28 °Ñ â ðàñ òâî ðå ôîñ ôàò íî ãî áó -
ôå ðà (D-PBS), íà âòî ðîì – êëåò êè ïðî äîë æà ëè èí -
êó áè ðî âàòü ñ ðå êîì áè íàí òíûì áà êó ëî âè ðó ñîì,
ñíè æàÿ åãî êîí öåí òà öèþ â 3 ðàçà (çà ñ÷åò äî áàâ ëå -
íèÿ 1,5 ìë ñðå äû DMEM, ñî äåð æà ùåé 10 % FBS),
ïðè t = 37 °Ñ íà ïðî òÿ æå íèè 16 ÷. Òà êîé êîì áè íè -
ðî âàí íûé ïîä õîä ïî çâî ëèë ñî õðà íèòü ïåð ìèñ ñèâ -
íûå óñëî âèÿ è äëÿ âè ðó ñà, è äëÿ êëå òîê ìëå êî ïè òà -
þ ùèõ, ÷òî ñïî ñî áñòâó åò ýô ôåê òèâ íî ìó ïðî íèê íî -

âå íèþ âè ðó ñà â êëåò êè. Ïðè ýòîì óðî âåíü òðàíñ -
äóê öèè íîð ìàëü íûõ (HEK293) è îïó õî ëå âûõ
(HeLa) êëå òîê îêà çàë ñÿ äîñ òà òî÷ íî áëèç êèì ïî çíà -
÷å íèþ â ñî îò âå òñòâèè ñ äî çîé âè ðó ñà.

Ìàê ñè ìàëü íîå êî ëè ÷åñ òâî êëå òîê, ýêñ ïðåñ ñè -
ðó þ ùèõ ñâå òÿ ùèé ñÿ áåëîê, íà áëþ äà ëîñü ÷å ðåç 24 è 
48 ÷ ïî ñëå òðàíñ äóê öèè. Çíà ÷è òåëü íîå êî ëè ÷åñ òâî
ñâå òÿ ùèõ ñÿ êëå òîê ñî õðà íÿ ëîñü íà 9-å ñóò, îäíà êî
ýêñ ïðåñ ñèÿ ðå ïîð òåð íî ãî ãå íà ïî ñòå ïåí íî óìåíü -
øà ëàñü, ñî õðà íÿ ÿñü â åäè íè÷ íûõ òðàíñ äó öè ðî âàí -
íûõ êëåò êàõ íà ïðî òÿ æå íèè 15 ñóò.

Ïî âû øåí íûé èí òå ðåñ ê áà êó ëî âè ðó ñàì ñäå ëàë
íå îá õî äè ìîé áî ëåå äå òàëü íóþ õà ðàê òå ðèñ òè êó
ïðî öåñ ñîâ, ñî ïðî âîæ äà þ ùèõ ââå äå íèå ðå êîì áè -
íàí òíûõ áà êó ëî âè ðó ñîâ â êëåò êè ìëå êî ïè òà þ ùèõ
in vivo è in vitro [4, 7]. Íåñ ìîò ðÿ íà òî, ÷òî òà êàÿ õà -
ðàê òå ðèñ òè êà, êàê îò ñó òñòâèå âû ðà æåí íîé öè òî -
òîê ñè÷ íîñ òè äà æå ïðè ââå äå íèè áîëü øèõ (500 moi)
äîç âè ðó ñà, óêà çû âà åò íà áå çî ïàñ íîñòü è ïðå è ìó -
ùåñ òâà áà êó ëî âè ðó ñîâ, ðå øå íèå çà äà ÷è ïðè ìå íå -
íèÿ âè ðó ñîâ íà ñå êî ìûõ â êà ÷åñ òâå âåê òî ðîâ äëÿ
ãåí íîé òå ðà ïèè òðå áó åò äàëü íåé øå ãî èç ó÷å íèÿ.
Èññëå äî âà íèå ïî òåí öè à ëà ðå êîì áè íàí òíûõ áà êó -
ëî âè ðó ñîâ äëÿ ðå øå íèÿ ïðî áëåì êëå òî÷ íîé èí æå -
íå ðèè, â òîì ÷èñ ëå òðàíñ äóê öèè ñòâî ëî âûõ êëå òîê,
äîñ òàâ êè ìà ëûõ èí òåð ôå ðè ðó þ ùèõ ÐÍÊ, èç ó÷å íèÿ
ôóíê öèè ãå íîâ è ò. ä. [5, 13], äå ìî íñòðè ðó åò èõ ïåð -
ñïåê òèâ íîñòü â ýòèõ íà ïðàâ ëå íè ÿõ. Âîç ìîæ íîå
ïðè ìå íå íèå áà êó ëî âè ðó ñîâ â àí òè î ïó õî ëå âîé òå -
ðà ïèè ïðåä ïî ëà ãà åò íå ñêîëü êî ïîä õî äîâ, íà ïðè -
ìåð, ðàç ëè÷ íûå âà ðè àí òû ñòðà òå ãèé âàê öè íà öèè
ëè áî ýêñ ïðåñ ñèè â ñî ñòà âå áà êó ëî âè ðó ñîâ àí òè ðà -
êî âûõ àãåí òîâ. Äàëü íåé øåå óãëóá ëå íèå ïî íè ìà íèÿ 
áè î ëî ãèè áà êó ëî âè ðó ñîâ è èõ âçà è ìî äå éñòâèÿ ñ
êëåò êà ìè ìëå êî ïè òà þ ùèõ áó äåò ñïî ñî áñòâî âàòü
áî ëåå ýô ôåê òèâ íî ìó è öå ëå íàï ðàâ ëåí íî ìó ïðè ìå -
íå íèþ âè ðó ñîâ íà ñå êî ìûõ.

I. N. Vagyna, O. V. Anopriyenko, Î. À. Zaharuk,  V. F. Gorchev, 
L. I. Strokovska, À. Ð. Solomko

Efficient gene delivery into mammalian cells by baculovirus vector

in vitro

Summary

The recombinant baculovirus vector with EGFP reporter gene
under the control of strong CAG promoter cassette was used for
transduction of normal (HEK293) and tumor (HeLa) human cell
lines. Dependence of transduction efficiency on the virus dose, time
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of virus incubation, temperature and cell type is shown. Transient
reporter gene expression gradually diminished and was detected in
single cells on the 15th day after transduction.

Keywords: recombinant baculovirus, AcMNPV, transduction,
transient expression, gene therapy.

². Ì. Âàã³íà, Î. Â. Àíîïð³ºíêî, Î. À. Çà õà ðóê, Â. Ô. Ãîð÷åâ, 
Ë. ². Ñòðî êî âñüêà, Î. Ï. Ñî ëîì êî 

Åôåê òèâí³ñòü òðàíñ ïîð òó âàí íÿ ãåí³â áà êó ëîâ³ðó ñà ìè â êë³òèíè

ññàâö³â in vitro

Ðå çþ ìå

Ðå êîìá³íà íòíèé áà êó ëîâ³ðóñ íèé âåê òîð, ÿêèé ì³ñòèòü ðå ïîð -
òåð íèé ãåí EGFP ï³ä ðå ãó ëÿö³ºþ ñèëü íî¿ ïðî ìî òîð íî¿ êà ñå òè
CAG, âè êî ðèñ òà íî äëÿ òðàíñ äóêö³¿ íîð ìàëü íî¿ (HEK293) ³ ïóõ -
ëèí íî¿ (HeLa) êë³òèí íèõ ë³í³é ëþ äè íè. Ïî êà çà íî çà ëåæí³ñòü
åôåê òèâ íîñò³ òðàíñ äóêö³¿ â³ä äîçè â³ðóñó, ÷àñó ³íêó áàö³¿ ç â³ðó -
ñîì, òåì ïå ðà òó ðè ³ òèïó êë³òèí. Åêñïðåñ³ÿ ðå ïîð òåð íî ãî ãåíà
ìàëà òèì ÷à ñî âèé õà ðàê òåð, ïî ñòó ïî âî çìåí øó âà ëàñü ³ äå òåê -
òó âà ëàñü ó ïî îäè íî êèõ êë³òè íàõ íà 15-òó äîáó ï³ñëÿ òðàíñ -
äóêö³¿.

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ðå êîìá³íà íòíèé áà êó ëîâ³ðóñ, AcMNPV,
òðàíñ äóêö³ÿ, òèì ÷à ñî âà åêñïðåñ³ÿ, ãåí íà òå ðàï³ÿ.
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