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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ МОДЕЛЬНОГО 
ГЕНА БАКТЕРИАЛЬНОЙ β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ В КУЛЬТУРЕ 
ФИБРОБJIACTOB МЫШИ И ПРИ ПРЯМОМ ВВЕДЕНИИ 
В ПЕЧЕНЬ ЖИВОТНОГО 

На основе ДНК вируса гепатита В сконструирован вектор с модельным геном пакте-
рішльной β-гиликтозидазы. Показано отсутствие существенных отличий в уровне 
экспрессии гена IacZ Escherichia coil, находящегося под контролем промоторов HhsA у; 
вируса гепатита В и раннего промотора вируса SV40 в фиб ров ластах мыши (клаки 
Lik ). В то оке время ниблкх)ал.ась значительная разница в уровне экспрессии данного 
гена в составе вышеуказанных плазмін) в клетках печени интактных мышей при вве-
()ении генетического материала непосредственно в печень путем инъекции в составе 
липосом. Ген бактериальной галактозид азы, находящийся под контролем промотора 
гена поверхностного антигена вируса гепатита В, экспрессировался значительно эффек-
тивнее в этих клетках. 

Введение. Диабет —одно из самых распространенных и тяжелых забо-
леваний. Использование геннотерапевтических подходов, т. е. введение 
пациенту гена инсулина человека в составе молекулярной конструкции, 
способной функционировать в тех или иных клетках, позволит устра-
нить генетический дефект при инсулинзависимом сахарном диабете. Ра-
нее нами показано, что геномный ген инсулина человека, лишенный об-
ласти, ответственной за тканеспецифичность, но сохранивший собствен-
ный промотор, находящийся в составе различных молекулярных 
конструкций, способен функционировать в различных культурах фиб-
робластов человека и мыши. Белок — продукт данного гена секретиро-
вался в среду и обладал функциональной активностью [1]. Перспек-
тивным является изучение экспрессии данного гена не только в фибро-
бластах, но и в других культурах клеток, а также в органах модель-
ного животного. 

Целью нашей работы является изучение экспрессии геномного гена 
инсулина человека в печени животного при прямой инъекции в составе 
липосом. На первом этапе работы сконструирован вектор на основе 
Д И К вируса гепатита В с модельным геном бактериальной β-галакто-
зидазы и проведено сравнительное изучение его экспрессии в культуре 
фибробластов мыши и клетках печени интактного модельного живот-
ного — мыши. 

Материалы и методы. П л а з м и д ы : в работе использованы п л а з м и д ы :ρί.Ζ5(> и 
рНВЗ'20. П л а з м и д а pLZ56 получена нами от В. Г. К о р о б к о (Ин-т биоорг. химии им. 
Μ. М. Шемякина , М о с к в а ) , с о д е р ж и т lucZ-reu Ε. coli, к о д и р у ю щ и й синтез б а к т е р и а л ь -
но!! (- j -галактозидазы и н а х о д я щ и й с я иод контролем т а н д е м а ранних промоторов Л-
и Л л фага Т7. П л а з м и д а рНВ320 получена от д-ра Э. Я. Грена (Ин-т орг. синтеза 
AlI Л а т в С С Р , Р и г а ) . Она представляет собой pBR322, в BamHi-сайт которой введена 
полная копия Д Н К вируса гепатита В. 

Ф е р м е н т ы : рестрикционные эндонуклеазы , ф р а г м е н т Кленова Д Н К - п о л п м е р а -
ы I получены из Н П О «Фермент» В Н И И прикл. энзимологии (Вильнюс) . Д Н К - л и -

газа фага Т4 любезно предоставлена В. М. Трояновским и Ю. И. Горловым (Ин-т 
молекуляр . биологии и генетики А Н У С С Р , К и е в ) . 

T ρ а н с φ е к ц и я: в экспериментах по трапсфекции использовали культивируе -
мые клетки мыши (линия СЗН Ltk~), полученные из коллекции Ин-та вирусологии 
А М Н С С С Р им. Д . И. Ивановского . Трансфекцию о с у щ е с т в л я л и к а л ь ц и й - ф о с ф а т н ы м 
методом через трое суток после посева клеток в 50 мл стеклянных ф л а к о н а х [2]. На 
один ф л а к о н вносили I - IO 6 клеток . К а л ь ц и н - ф о с ф а т н ы и преципитат с о д е р ж а л 10— 
20 мкг плазмидноп Д Н К . Клетки к у л ь т и в и р о в а л и на среде И г л а с д о б а в л е н и е м 10 % 
сыворотки крупного рогатого скота . Через 72 ч после трапсфекции к у л ь т у р а л ь н у ю 
среду сливали и монослой клеток о т м ы в а л и буфером P B S . Клетки снимали со стекла 
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стеклянной палочкой и помещали в буфер FT. Содержание β-галактозидазы в клетках 
Ltk~ определяли по методу, рекомендованному фирмой «Pharmacia» (Швеция) . 

Эксперименты по определению содержания β-галактозидазы в клетках печени 
описаны нами ранее [3]. 

Результаты и обсуждение. В качестве вектора для экспрессии мо-
дельного гена бактериальной β-галактозидазы (IacZ-ген Е. coli) в 
клетках печени мыши мы использовали Д Н К вируса гепатита В. Ис-
точником такой Д Н К служила плазмида рНВ320, Д Н К которой содер-
ж а л а полную копию Д Н К вируса гепатита В. Ген бактериальной β-га-
лактозидазы без собственного промотора и с двумя ранними промото-

Рис. 1. Схема конструирования плазмиды рН$21у несущей ген бактериальной β-галак-
тозидазы под контролем промотора гена поверхностного антигена вируса гепатита В 

Fig. 1. Sclieme for construct ion of plasmid pH$21, carrying bacterial β-galac tos idase ge-
ne шн'ег control of promoter of surface ant igen hepatit is B virus gene 

рами фага T7 (A2 и A3) получен из Д Н К плазмиды pLZ56. Схема кон-
струирования приведена на рис. 1. Ген бактериальной β-галактозида-
зы был введен под промотор HbsAg вируса гепатита В. Выбор промо-
тора осуществлен на основе литературных данных, из которых следу-
ет, что промотор Hbs антигена вируса гепатита В в 4,5—8 раз более 
активен в клетках гепатом человека, чем промотор Hbc антигена [4]. 
Кроме того, энхансеры, имеющиеся в составе Д Н К вируса гепатита В, 
усиливают активность промотора поверхностного антигена вируса гепа-
тита В в 20,9—22,3 раза, тогда как активность промотора внутреннего 
антигена — лишь в 2,3—7,9 раза [4]. Данные литературы о тканеспе-
цифичности энхансеров вируса гепатита В противоречивы. Некоторые 
авторы считают, что они не тканеспецифичны [5]. Другие сообщают о 
том, что энхансеры вируса гепатита В функционируют только в клет-
ках печени и для проявления их активности необходимы клеточные 
факторы [6]. При конструировании вектора нами были удалены гены 
поверхностного и внутреннего антигенов, сохранены энхансеры, уси-
ливающие эффективность промотора Hbs антигена. Такие генноинже-
нерные преобразования были направлены на то, чтобы сделать невоз-
можной сборку вируса гепатита В в клетках печени, но обеспечить 
репликацию данной молекулярной конструкции и высокий уровень эк-
спрессии модельного lacZ-гена Е. coli под промотором гена Hbs анти-
гена. Были сконструированы две плазмиды, названные ρΗβ19 (в ней 
ген β-галактозидазы находится под двумя промоторами — ранними A2 
и А з бактериофага Т7 и промотором гена Hbs антигена) и pHb21 (где 
сохранен только промотор гена Hbs антигена). 
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Экспрессию бактериальной β-галактозидазы в составе получен-
ных молекулярных конструкций изучали как в неспецифических для 
вируса гепатита В клетках, в качестве которых были использованы 
фибробласты мыши (культура клеток Ltk ), так и специфические 
клетки мыши. Ген поверхностного антигена вируса гепатита В спосо-
бен экспрессироваться в Ltk- 'Клетках, но с меньшей эффективностью 
(в 2—5 раз) , чем в клетках различных гепатом [7]. 

Активность бактериальной β-галактозидазы определяли двумя не-
зависимыми методами: по эффективности расщепления субстрата 
0-нитрофенил-р- / ) -галактозида и поликлональными антисыворотками с 
использованием иммунофлюоресцентного анализа и последующей мик-
роцитофотометрией. Последний метод позволил нам оценить уровень 
экспрессии бактериальной β-галактозидазы в каждой отдельной клетке. 

Культуру клеток Lik~ трансфицировали четырьмя Д Н К плазмид 
рН$21, рН$19, рНВ320 (с соответствующими в ней изменениями — без 
генов поверхностного и внутреннего антигенов) и рСИ 110, в которой 
/acZ-ген Е. coli находится под контролем раннего промотора вируса 
SV40. Последняя плазмида была использована для сравнения эффек-
тивности экспрессии β-галактозидазы под контролем промоторов HbsAg 
и раннего промотора SV40. Активность β-галактозидазы в клетках Ltk-
определяли на третьи сутки после трансфекции. Результаты приведе-
ны в таблице. Клетки эукариот обладают собственной β-галактозидаз-
ной активностью, однако введение /acZ-гена Е. coli приводит к значи-
тельному увеличению в них уровня β-галактозидазы. Эффективность 
экспрессии /acZ-гена в составе плазмид рН$21 и рН$19 равна или не-
сколько выше таковой в клетках, трансфицированных рСНПО. 

Определяя β-галактозидазную активность по эффективности рас-
щепления субстрата 0 -нитрофенил^- / ) - галактозида , мы оцениваем 
суммарную активность данного фермента, складывающуюся из актив-
ности собственной β-галактозидазы клетки и активности привнесенной 
бактериальной β-галактозидазы. Д л я того чтобы выявить экспрессию 

Сравнительное изучение содержания β-галактозидазы β L tk - -клетках , 
трансфицированных ДНК плазмид, содержащих lacZ-ген под различными промоторами 
Comparaiive studies contents of β-galactosidase in Lt k~ cells, transfected with DNA 

plasmid carried IacZ gene under different promoter 

/a^Z-гена Е. coli в каждой трансфицированной клетке, нами был ис-
пользован метод тестирования продукта специфическими поликлональ-
ными антисыворотками с использованием иммунофлюоресцентного ана-
лиза и последующей микроцитофотометрией (рис. 2) . Через 72 ч пос-
ле трансфекции цитоплазма контрольных Ltkr-клеток (клетки, обра-
ботанные «пустыми» липосомами) имела тусклое свечение, ядра не 
флюоресцировали. Распределение Ltkr-клеток по флюоресценции со-
ответствовало нормальному распределению, что свидетельствовало об 
отсутствии процессов, влияющих на интенсивность флюоресценции в 
клетках. Клетки, трансфицпрованные плазмидами рСНПО и рН$21ч 

проявляли совершенно иной характер флюоресценции. Спустя 72 ч 
после трансфекции в их популяции наблюдается появление клеток с яр-
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ко флюоресцирующей цитоплазмой. При разложении кривой распре-
деления опытного варианта на !составляющие выявляются два основ-
ных пика, соответствующих различной интенсивности флюоресценции. 
Первый пик, по-видимому, представляет петрансфицированные клетки 
или клетки, в которых IacZ-YQW по каким-либо причинам не выражает-
ся. Второй пик соответствует интенсивно флюоресцирующим клеткам. 
Яркая специфическая флюоресценция их цитоплазмы — ,свидетельство 

Рис. 2. Флюоресценция гепатоцитов : а — т р а н с ф и ц и р о в а н н ы х «пустыми» липосомамп; 
б — Д Н 1 \ п л а з м и д ы pCHllO в составе липосом; в — Д Н К п л а з м и д ы pHf>21 в составе 
липосом 

F ig . 2. F l u o r e s c e n c e of h e p a t o c y l e s : а — l r a n s f e c l e d by «empty» l iposomes ; б — p l a s m i d 
pCHllO D N A a s a pa r t of l iposomes ; в — p l a s m i d pH$21 D N A as a pa r t of l i posomes 

экспрессии бактериальной β-галактозпдазы. Следует отметить одина-
ковый характер кривых, описывающих интенсивность флюоресценции 
/.//г~-клеток, трансфицированных плазмидами pCHllO и р / /р2 / , что 
говорит о приблизительно одинаковом уровне экспрессии гена Е. coliy 

находящегося под промоторами HbsAg вируса гепатита В и раннего 
промотора вируса SV40 в / . ^ - - к л е т к а х мыши. Проведена статистиче-
ская обработка. Результаты могут быть представлены в виде данных 
по средней интенсивности флюоресценции клеток Ltk~ в зависимости 
от типа введенных Д Н К плазмид (выборка для каждого варианта сос-
тавила я = 60). Доверительные границы средних значений и достовер-
ность разницы между контрольной и опытными кривыми определяли 
для вероятности η = 0,999: 

Разницы в интенсивности флюоресценции клеток, трансфицированных 
Д Н К плазмид pCHllO и рН\У21у не обнаружено. 

Д а л е е мы изучали экспрессию бактериальной β-галактозпдазы в 
составе плазмид рН$21 и pCHllO в клетках печени интактных модель-
ных животных — мышей. Вышеуказанные Д Н К в составе липосом 
инъецировали в печень животных. Fia каждый вариант илазмидной 
Д Н К брали по три мыши, которые забивали через 24 ч после введения 
материала. Продукт экспрессии тестировали специфическими поликло-
нальными антисыворотками с использованием иммунофлюоресцентного 
анализа и последующей микроцитофотометрией. 

Спустя 24 ч после инъекции в популяции клеток печени появля-
ются клетки с ярко флюоресцирующей цитоплазмой (рис. 3), в то вре-
мя как цитоплазма клеток, трансфицированных Д Н К плазмиды 
pCHl lO, светится менее ярко. Цитоплазма клеток, трансфицированных 
«пустыми» липосомами, не обнаруживает свечения. FIa рис. 4 приве-
дены данные по распределению флюоресценции опытных и контроль-
ных клеток печени. FIa кривой распределения флюоресценции клеток 
печени (рис. 4), трансфицированных Д Н К плазмиды рН$21, обнару-

17,93+0,714 
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живаются пять пиков. Первый пик соответствует распределению флюо-
ресценции клеток печени со слабо светящейся цитоплазмой и, по-ви-
димому, представляет клетки, которые по каким-либо причинам слабо 
экспрессируют ген бактериальной β-галактозидазы. Второй пик пред-
ставляет клетки с интенсивно светящейся цитоплазмой. Яркая, спе-

Рпс. 3. Распределение кле-
ток Ltk ' но флюоресцен-
ции: 1 — клетки Ltk , 
трансфицпрованные «пус-
тыми» липосомами; 2 — 
Д Н К плазмиды рСНПО в 
составе липосом; 3 — Д Н К 
плазмиды ρΗβ21 в составе 
липосом 
Fig. 3. F luorescent distr ibu-
tion of Ltk- cells: І — L t k -
cells t r ans fec ted by «emp-
ty» l iposomes; 2 •—plasmid 
pCHllO DNA as a par t of 
l iposomes; 3 — plasmid 
pHp>21 DNrA as a par t of 
lip oso me s 

цифическая флюоресценция этих клеток рассматривается как присут-
ствие продукта экспрессии /acZ-гена — гена бактериальной β-галакто-
зидазы. На кривой распределения имеются три дополнительных пика, 

Рис. 4. Распределение гепатоцитов по интенсивности флюоресценции: 1 — интактное 
животное через 24 ч после инъекции «пустых» липосом; 2—ДНК плазмиды рСНПО; 
3— Д Н К плазмиды рН$21 в составе липосом 

Fig. 4. Dis t r ibut ion of hepatocytes by intensi ty of f luorescence: 1 — intact animal 24 Ii 
a f t e r injection of «empty» l iposomes; 2 — plasmid pCHllO DNA; 3 — plasmid pHfi21 
DNA as a part of l iposomes 

соответствующих клеткам печени с ярко флюоресцирующей цитоплаз-
мой, в которых происходит интенсивная экспрессия бактериальной 
β-галактозидазы. Такие пики отсутствуют на кривой распределения 
флюоресценции клеток печени, трансфицированных плазмидой pCHllO, 
что, по-видимому, свидетельствует о более высоком уровне экспрес-
сии бактериальной β-галактозидазы, находящейся в составе плазми-
ды рН$21. Проведена статистическая обработка. Результаты могут 
быть представлены в виде данных по средней интенсивности флюорес-
ценции клеток Ltk^ в зависимости от типа инъецированного материа-
ла (выборка при введении Д Н К плазмиды р С Н П О составила п = 243, 
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при введении Д Н К плазмиды рН$21—/г = 309, интактные гепатоци-
ты — M = 63). Доверительные границы средних значений и достовер-
ность разницы между контрольной и опытной кривыми и между опыт-
ными кривыми определяли для вероятности п = 0,999: 

Разницу в уровне экспрессии гена бактериальной β-галактозида-
зы в составе плазмид рН$21 и рСНПО, по-видимому, можно объяс-
нить наличием энхансеров вируса гепатита В в составе плазмиды 
рН$21у который усиливает экспрессию данного гена. Наши данные но 
экспрессии lacZ-reна в составе плазмиды рН$21 в культуре фибробла-
стов мыши и в клетках печени свидетельствуют о том, что энхансеры 
вируса гепатита В тканеспецифичны. 

Таким образом, на основе Д Н К вируса гепатита В сконструирован 
вектор с модельным геном бактериальной β-галактозидазы. Показа-
но отсутствие существенных отличий в уровне экспрессии lacZ-re на 
Е. coli, находящегося под промотором HbsAg вируса гепатита В и ран-
него промотора вируса SV40 в фибробластах мыши (клетки Likr). 
В то ж е время наблюдалась значительная разница в уровне экспрессии 
данного гена в составе вышеуказанных плазмид в гепатоцитах интакт-
ных мышей. Ген бактериальной β-галактозидазы, находящийся под 
промотором LIbsAgy экспрессировался значительно эффективнее в клет-
ках печени мышей. 

COMPARATIVE S T U D I E S IN E X P R E S S I O N O F MODEL BACTERIAL 
β-GALACTOSIDASE GENE IN CULTURE OF M U R I N E FIBROBLASTS 
AND D U R I N G DIRECT INJECTION INTO THE ANIMAL LIVER 

I. S. Varzanova , L. N. Neborachko, S. P. S h p i l e v a y a , I. E. Kos te t sky , 
Т. V. S t o t y a r , Ε. M. Sukhorada , L. L. Lukash , V. A. Kordium 

Ins t i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

A vehicle with a model gene of the bacterial β-galactos idase has been constructed on 
the basis of DNA of hepati t is B virus. Comparat ive studies in the expression of E. coli 
IacZ gene under the control of promoters of hepati t is B virus and early promoter of 
SV40 virus in culture of murine f ibroblasts ( L t k - cells) and in murine liver cells with 
immediate introduction of genetic mater ia l into liver by injection as par t of l iposomes 
have been conducted. The bacterial β-galactos idase gene under the control of promoter 
of surface ant igen hepati t is B virus gene has been expressed much more eff iciently in 
these cells. 
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НЕКОТОРЫЕ УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЕ АСПЕКТЫ ПРЯМОЙ 
ИНЪЕКЦИИ ЛИПОСОМ, СОДЕРЖАЩИХ ПЛАЗМИДНУЮ ДНК, 
В ПЕЧЕНЬ МЫШИ 

Методом просвечивающей электронной микроскопии исследована реакция клеток пе-
чени на прямое введение в составе липосом бактериальной плазмиды иодирующей 
синтез β-галактозидазы. Через сутки после инъекции в гепатоцитах отмгчты гипер-
трофия элементов аппарата Гольджи и структурные изменения митохондрий часть из 
которых носит обратимый характер. С помощью методики, оптимально выявляющей 
фосфолипиды, предпринята попытка исследовать ультратонкое строение вводимых ли-
посом, а таклсе их распределение в печени. Через 5 мин после инъекции /шпосомы 
располагались у ядер гепатоцитов — вблизи поровых комплексов и в tie рину клеарном 
пространстве. Эта локализация отмечалась и через сутки. Выявление лип ^ ом в ткани, 
богатой эндогенными липидами, сопряжено с рядом трудностей, которые обсуждаются. 

Введение. Ограниченная проницаемость фосфолипидпых мембран по-
зволяет использовать липосомы в качестве носителей физиологически 
активных веществ, обеспечивающих дозированное поступление послед-
них в определенный орган. Варьируя состав липосом, можно направ-
ленно влиять на избирательность их накопления в определенных клет-
ках печени [1]. Ранее было высказано предположение [2], что прямая 
инъекция липосомной суспензии в печень предпочтительнее внутривен-
ной, так как в этом случае липосомы непосредственно контактируют с 
гепатоцитами, обеспечивая доставку экзогенной Д Н К в эти клетки. 

Механизмы взаимодействия липосом с клетками к настоящему 
времени изучены достаточно полно [3, 4]. Следует, однако, заметить, 
что реже других для выяснения этих механизмов применялся метод 
просвечивающей электронной микроскопии. Такое обстоятельство объ-
ясняется, с одной стороны, методической сложностью стабилизации 
хрупких липосом в ходе проводки и заливки [5, 9], с другой — суще-
ственной трудностью в дальнейшем наблюдении за липосомами в тка-
нях с активным эндоцитозом. В обход второго затруднения ряд иссле-
дователей предпочитает работать со сравнительно простыми модель-
ными системами [5—7]. Однако на подступах к геннотерапевтическим 
исследованиям [8] становится все более очевидной необходимость 
электронно-микроскопического контроля качества вводимых липосом, 
их распределения в ткани животных и возможных реакций различных 
ультраструктур клетки на вводимый генетический материал. 

Целью настоящей работы явилось изучение ультратонкой орга-
низации липосом, приготовленных методом Са-ЭДТА, их распределе-
ния в ткани печени при прямом введении, а также реакции ультра-
структур на плазмидную Д Н К , инъецируемую в составе липосом. 

Материалы и методы. В работе использовали Д Н К плазмиды pGA293, содержа-
щей IacZ- ген Escherichia colt, кодирующий синтез бактериальной β -галактозидазы. 
ГІлазмиду заключали в липосомы следующего состава ( % ) : лецитин-—70, холесте-
р и н — 20, д е ц и т и л - ф о с ф а т — 9 , фосфатидил-этаноламин — 1. Основной способ приго-
т о в л е н и я — к а л ь ц и е в а я плавка с последующей обработкой ЭДТА. Был т а к ж е апроби-
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