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1 Невирусные средства доставки генетических
конструкций в организм млекопитающих в отличие
от вирусных, хотя и имеют невысокую эффектив�
ность, характеризуются низкой токсичностью и от�
сутствием иммуногенности. Однако отмечается от�
носительная кратковременность действия генов, до�
ставленных с помощью невирусных средств,
например путем липофекции посредством липосом
или катионных пепидов (Li, Huang, 2000). Перенос
чужеродных генетических конструкций путем ре�
цепторопосредованного эндоцитоза комплексов
ДНК с катионными пептидами�конъюгатами (ги�
бридами поликатионов и лигандов специфичных
поверхностных рецепторов) имеет ряд преимуществ
в направленном переносе генов в клетки и в ряде
случаев в продолжительном сохранении в клетках
чужеродных генетических конструкций по сравне�
нию с другими невирусными средствами (Molas
et al., 2003).

1 Работа поддержана Российским фондом фундаментальных
исследований (проект № 06�04�49784).

Генетическая модификация зародышей млеко�
питающих (мыши с нокаутoм гена и трансгенные)
является важным подходом к моделированию раз�
личных нарушений развития, а также инструментом
для изучения функций отдельных генов человека.
Перенос ДНК в зародыши млекопитающих (мыши
и крысы) через трансплацентарный (гемато�пла�
центарный) барьер пытаются осуществить достаточ�
но давно для разработки методов, альтернативных
созданию трансгенных лабораторных животных
(Lipshutz et al., 1999; Türkay et al., 1999; Coutelle et al.,
2005). Для решения этих задач использование вирус�
ных средств доставки нецелесообразно вследствие
высокой вероятности побочных эффектов и ослож�
нений при протекании беременности (Douar et al.,
1996; Endoh et al., 2002). В то же время трансплацен�
тарный барьер, по�видимому, достаточно проница�
ем для небольших фрагментов ДНК in vivo. В ходе
эмбрионального развития можно наблюдать пере�
мещение генетического материала от зародыша к
матери и обратно, а в случаях трисомий у плода по�
ток зародышевой ДНК в систему циркуляции мате�
ри возрастает (Sekizawa et al., 2003; Wataganara, Bian�
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chi, 2004). Изучение процессов перемещения экзо�
генного генетического материала от матери к
зародышу и наоборот поможет, по всей вероятности,
пролить свет и на процессы такой циркуляции ДНК,
способные осуществляться in vivo. 

Одним из подходов, представляющимся пер�
спективным для осуществления внутриутробного
переноса, является метод внутривенных гидродина�
мических инъекций ДНК (Liu et al., 1999; Zhang
et al., 1999). Суть его заключается во введении в кро�
воток мышей раствора ДНК при гидродинамиче�
ском усилии (объем 1–3 мл за несколько с). При
инъекциях в хвостовую вену мыши почти две трети
всей экзогенной ДНК попадает в клетки печени,
главным образом, в гепатоциты. Попавшая в клетки
ДНК сохраняется в клеточных ядрах в эписомном
виде (Акифьев и др., 2004). Этот метод был исполь�
зован для приматов (Zhang et al., 2001), и в скором
времени, по�видимому, может быть применен при
лечении человека. 

Используя собственный опыт разработки средств
доставки млекопитающим генетических конструк�
ций невирусным путем (Акифьев и др., 2004; Диже
и др., 2006; Ignatovich et al., 2003), мы приводим дан�
ные о возможной доставке эукариотического векто�
ра экспрессии зародышам мышей через транспла�
центарный барьер с помощью гидродинамических
внутривенных инъекций беременным самкам
комплексов ДНК с гибридным пептидом, имею�
щим катионную часть для взаимодействия с ДНК
и включающим структуру лиганда к рецепторам
гонадотропинвысвобождающего гормона (ГНВГ)
(Schally et al., 1999). Многочисленные рецепторы
этого природного декапептида находятся на поверх�
ности клеток трофобласта плаценты и гипофиза
млекопитающих, а также у более чем 50% различных
типов опухолевых клеток (Schally et al., 1990; Schallly,
1999). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использованы реагенты, реактивы и
среды фирм “Sigma”, “Gibco Life Technologies”, “In�
vitrogen” (США), “Serva” (Германия), “Pharmacia”
(Швеция), “Boehringer Mannheim” (Германия), а
также отчественного производства (квалификации
х. ч. и ч. д. а), а также ферменты для генно�инженер�
ных работ производства “Fermentas” (Литва) и НПО
“СибЭнзим” (Новосибирск).

Фибробласты кожи (диплоидные клетки) чело�
века VH10 и клетки гепатомы человека HepG2 полу�
чены из банка клеточных культур Института цито�
логии РАН. Для экспериментов использовали самок
мышей линии С57BL/6 со сроком беременности от
17 до 19 дней, полученых из питомника “Рапполо�
во” РАМН. 

Твердофазный синтез олигопептидов Nuk1,
NLS�LHRH, проявляющих свойства соответствен�
но антогониста и агониста ГНВГ и содержащих ка�
тионную часть для связывания с ДНК in vitro, кото�
рая является вместе с тем сигналом ядерной локали�
зации – NLS (H�Pro�Lys�Lys�Lys�Arg�Lys�Val), а
также синтез пептида аларелина (агониста ГНВГ)
(рис. 1) проводили на полуавтоматическом синтеза�
торе NPS�4000 (“Neosystem Lab., Франция). 

Флуоресцентную метку в Nuk1 вводили по
ε�аминогруппе D�лизина с использованием изотио�
цианата флуоресцеина в водном растворе [D�Lys6]�
ГНВГ по стандартной методике (Ignatovich et al.,
2003).

В работе использовали плазмиду pCMVluc, скон�
струированную ранее (Акифьев и др., 2004) и пред�
ставляющую собой вектор экспрессии кДНК копии
гена люциферазы светляка Photinus piralis (luc) под
контролем промотора ранних генов цитомегалови�
руса CMV. Все работы по получению генетических
конструкций выполняли в соответствии с описан�
ными методиками (Маниатис и др., 1984).

Клетки линий HepG2 и VH10 высевали на по�
кровные стекла и культивировали в стандартных
условиях (при 37°С и 5% СО2) в течение ночи. Непо�
средственно перед экспериментом их промывали

H–Pro–Lys–Lys–Arg–Lys–Val

pGlu–His–Trp–Ser–Tyr–D�Lys–Leu–Arg–Pro–Gly–NH2

|

H–Pro–Lys–Lys–Lys–Arg–Lys–Val

pGlu–His–Trp–Ser–Tyr–D–Ala–Leu–Arg–Pro–NH–CH2–CH3

H–D�Lys–Pro–Gly–D�Phe–Pro–Ser–Tyr–D–Lys–Leu–Arg–Pro–Gly–NH2

|

а

б

в

Рис. 1. Структура пептидных конъюгатов NLS�LHRH (а) и Nuk1 (б), содержащих катионнную (NLS�сигнал ядерной лока�
лизации, вверху) и лигандную (синтетический агонист и антагонист люлиберина соответственно, внизу) части, и пептида
аларелина – агониста люлиберина (в).
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раствором Хенкса и заменяли среду на Opti�MEM
(“Invitrogen”, США). Для исследования внутрикле�
точной локализации пептида Nuk1 к клеткам добав�
ляли флуоресцентно меченный пептид в концентра�
ции 10 мкМ. Через определенные интервалы време�
ни клетки трижды промывали холодным раствором
фосфатно�солевого буфера (pH 7.5), содержащего
гепарин (58 мкг/мл), фиксировали 4%�ным пара�
формальдегидом и дополнительно обрабатывали
антителами против белка grp58 человека, меченны�
ми родамином. Анализ интернализации флуорес�
центно меченных пептидов проводили с помощью
метода конфокальной лазерной микроскопии с ис�
пользованием микроскопа Leica TCF SL (Германия).

Формирование комплексов ДНК с пептидом
Nuk1 проводили в фосфатно�солевом буфере
(pH 7.5) при различном соотношении зарядов ДНК
и пептида в реакционной среде. Комплексы
ДНК/пептид готовили следующим образом: ДНК и
указанные выше пептиды растворяли в равных объе�
мах раствора Рингера. Раствор пептида по каплям
добавляли к раствору ДНК с тщательным перемеши�
ванием после каждой капли для предотвращения вы�
падения осадка. Полученный раствор использовали
для внутривенных инъекций животным. Анализ
сформированных комплексов ДНК/пептид осу�
ществляли методом задержки комплексов в агароз�
ном геле при электрофорезе в соответствии с опи�
санной ранее методикой (Ignatovich et al., 2003).

Трансфекцию клеток HepG2 препаратами ком�
плексов ДНК/Nuk1 и ДНК/NLS�LHRH выполняли
на основании метода, предложенного ранее
(Gottschalk et al., 1996). Клетки плотностью
104 кл/см2 высевали в чашки Петри диаметром 30 мм
и выращивали до состояния 60–70%�ного монослоя
в среде DMEM с добавлением 10% эмбриональной
сыворотки телят (“Биолот”, Россия) при 37°C в ат�
мосфере 5% СО2. Комплексы ДНК/пептид с разны�
ми соотношениями зарядов ДНК и пептида готови�
ли из расчета 12 мкг ДНК на чашку Петри в 500 мкл
фосфатно�солевого буфера. После инкубации кле�
ток с комплексами в течение 2 ч клетки отмывали от
непоглощенных комплексов раствором гепарина
(58 мкг/мл в фосфатно�солевом буфере) и инкуби�
ровали в среде DMEM c 10%�ной сывороткой в те�
чение 24 ч. 

В экспериментах использовано 20 беремен�
ных самок и проанализировано 78 зародышей
(17–19 дней развития). Очищенные с помощью
равновесного ультрацентрифугирования в градиен�
те плотности хлорида цезия плазмиду pCMVluc, а
также комплексы pCMVluc/Nuk1 инъецировали в
хвостовую вену беременных самок массой 20–30 г
(из расчета 10–20 мкг ДНК на мышь) – медленно
в 200 мкл раствора Рингера или гидродинамиче�
ским способом: за 4–5 с в 1–3 мл раствора Рингера
(в зависимости от веса мыши). Для гидродинамиче�
ских инъекций непосредственно перед эксперимен�
том отбирали группу мышей с указанными выше

массами ±1 г относительно среднего значения (mср).
Точный объем вводимого раствора (V) вычисляли в
мл по формуле: V = 0.057143 × mср + 0.5143 (Акифьев
и др., 2004). 

Ядра клеток тканей животных изолировали цен�
трифугированием гомогената клеток (2000g, 20 мин,
+4°C) в градиенте сахарозы (2.2 M), осадок ядер сус�
пендировали в гипотоническом буфере (20 мM KCl,
10 мM трис�HCl, pH 7.4), нехромосомную ядерную
ДНК изолировали по методу Хёрста, как описано
ранее (Браун, Скотт, 1989). 

Доставку конструкции, содержащей ген люци�
феразы, в ткани зародышей мыши подтверждали с
помощью ПЦР�анализа ДНК с использованием
праймеров к участку кДНК люциферазы (744 п.н.),
подобранных с помощью программы Primer3. 

Прямой праймер: 5'�ATCCACGCTGTTTTGAC�
CTCC�3'.

Обратный праймер: 5'�AATCTCACGCAG�
GCAGTTCT�3'.

Активность люциферазы в экстрактах культиви�
рованных клеток определяли в соответствии с про�
токолом производителя (“Promega”, США). Фер�
ментативную активность определяли на люмино�
метре “Turner Biosystem 20/20” (США) выражая ее в
относительных световых единицах (RLU), пред�
ставляющих собой число вспышек в минуту на мил�
лиграмм белка клеточных лизатов (RLU/мг белка).
Фоновые значения люминесценции не превышали
120 RLU. Определение концентрации белка в кле�
точных экстрактах проводили по методу Брэдфорд. 

Животных умерщвляли в соответствии с обще�
принятыми правилами, затем изолировали различ�
ные органы, плаценту и зародыши. Объекты гомоге�
незировали в лизирующем буфере (“Promega”,
США), аликвоту гомогената центрифугировали для
удаления остатков клеток, и из пробирок отбирали
надосадочную жидкость, которую хранили при тем�
пературе –70°C. Активность люциферазы в образцах
надосадочной жидкости определяли, как описано
выше.

Достоверность различий средних оценивали ме�
тодом непарного t�теста. Различия считались стати�
стически достоверными при p < 0.05; все расчеты вы�
полняли с использованием пакета программ Statisti�
ca 5.0 (“StatSoft, Inc.”, США). Представлены
средние значения в трех�пяти повторностях. План�
ки погрешностей соответствуют стандартной ошиб�
ке среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Комплексы ДНК/Nuk1 проникают в опухолевые
клетки, содержащие рецепторы к люлиберину. Синте�
тические аналоги люлиберина (как агонисты, так и
антагонисты) должны связываться с рецепторами
ГНВГ и интернализоваться клетками, содержащи�
ми эти рецепторы. Поскольку клетки HepG2 содер�
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жат такого рода рецепторы (Schallly, 1999), был про�
веден анализ поглощения флуоресцентно меченно�
го олигопептида Nuk1 такими клетками с помощью
метода конфокальной микроскопии. В качестве
контроля использовали клетки, не содержащие ре�
цепторы ГНВГ – диплоидные клетки кожи человека
VH10. Контрастирование клеток осуществляли с
помощью обработки их антителами к убиквитарно�
му белку grp58, выявляемыми вторыми антителами,
конъюгироваными с родамином. Микроскопиче�
ский анализ показал, что флуоресцентно меченный
Nuk1 эффективно интернализуется клетками
HepG2, но не клетками VH10. 

Таким образом, катионная часть пептида (рис. 1),
представляющая собой одновременно и сигнал
ядерной локализации, который доставляет пептид в
клеточное ядро, не препятствует взаимодействию
лигандной части пептида с рецептором и его даль�
нейшей интернализации.

Формирование комплексов молекулярных конъ�
югатов с плазмидной ДНК при различных соотно�
шениях электрических зарядов пептида и ДНК те�
стировали с помощью метода задержки комплексов
при электрофорезе в агарозном геле. Установлено,
что при соотношении зарядов 1 : 1 происходит пол�
ное связывание плазмидной ДНК (рис. 2). В каче�
стве положительного контроля использовали ком�
плексы, образованные этой ДНК с катионным пеп�
тидом K8, свойства которого, обеспечивающие
проникновение в клетки, описаны ранее (Gottschalk
et al., 1996). 

Способность комплексов NLS�LHRH и Nuk�1
доставлять ДНК в опухолевые клетки HepG2 была
продемонстрирована с помощью люциферазного
теста. Клетки подвергали трансфекции комплекса�
ми плазмиды pCMVluc с пептидными конъюгатами
NLS�LHRH или Nuk�1. Оба комплекса оказались
трансфекционно активными. Избыток пептида ала�
релина (агониста ГНВГ) в инкубационной среде
приводил к снижению уровня экспрессии перене�
сенного гена при использовании комплекса
NLSL�HRH, но не оказывал влияния на трансфек�
цию клеток комплексом pCMVluc/Nuk�1 (рис. 3).
На основании полученных данных можно заклю�

чить, что проникновение в клетки комплексов ДНК
с NLS�LHRH происходит по тому же механизму, что
и интернализация свободного ГНВГ – с помощью
рецепторопосредованного эндоцитоза. Лигандная
часть Nuk�1 соответствует по структуре антагони�
стам рецепторов ГНВГ, которые, как известно, вза�
имодействуют с рецепторами с большей аффинно�
стью по сравнению с агонистами (Milovanovic et al.,
1993). По всей вероятности, именно этим объясняет�
ся неспособность аларелина (агониста ГНВГ) пре�
пятствовать связыванию комплексов pCMVluc/Nuk�
1 c поверхностью клеток. 

Для доставки люциферазного вектора экспрес�
сии (pCMVluc) в организм беременных самок и за�
родышам мышей использовали как свободную
плазмидную ДНК, так и ее комплексы с пептидным
конъюгатом Nuk1.

Указанные конструкции доставляли методом
гидродинамических инъекций в хвостовую вену бе�
ременных самок, поскольку обычные внутривенные
инъекции животным плазмидной ДНК (или ее ком�
плексов с антагонистом люлиберина) не позволили
выявить плазмиду в тканях зародышей (неопубл.
данные). Эффект присутствия экзогенной ДНК в
тканях беременных самок, в плаценте и в тканях за�
родышей (в основном кожно�мускульная составля�

pCMVluc/Nuk1

pCMVluc

1 2 3 4 5 6

Рис. 2. Образование комплексов pCMVluc/Nuk1. Под�
бор соотношений зарядов ДНК: пептид методом за�
держки в геле; соотношение зарядов ДНК/Nuk1: 1 –
1/1.5, 2 – 1/0.9, 3 – 1/0.75, 4 – 1/0.5; 5 – 1/0.25, 6 – 1/0.15. 
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Рис. 3. Влияние избытка аларелина в среде на эффектив�
ность трансфекции клеток HepG2 комплексами pCMV�
luc/NLS�LHRH (�) и pCMVluc/Nuk1 (�) (люцифераз�
ный тест). По оси абcцисс – молярные избытки аларе�
лина; по оси ординат – ферментативная активность
люциферазы, RLU.
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ющая и печень) оценивали через 24 ч после инъек�
ций по активности люциферазы в лизатах тканей.
Максимальная люциферазная активность выявля�
лась главным образом в печени беременных са�
мок на уровне в среднем 1.5 × 108 RLU/мг белка
(рис. 4). Люциферазная активность на невысо�
ком уровне регистрировалась у 18% зародышей
(3.0–5.0 × 102 RLU/мг белка), у остальных заро�
дышей уровень активности фермента не превы�
шал фоновые значения (1.0–1.5 × 102 RLU/мг
белка). 

Было сделано предположение об индивидуаль�
ном варьировании плазмидной ДНК, доставляемой
в ткани зародышей. Для проверки этого предполо�
жения из тканей зародышей параллельно с опреде�
лением в них люциферазной активности выделяли
фракцию нехромосомной ядерной ДНК и выявляли
методом ПЦР присутствие ДНК люциферазного ге�
на (Акифьев и др., 2004). Нуклеотидная последова�
тельность гена люциферазы была обнаружена во
всех образцах плаценты беременных самок и у пяти
из семи проанализированных зародышей; результа�
ты одного эксперимента (самка № 2 и ее зародыши)
представлены на рис. 5. 

При введении плазмидной ДНК в виде комплек�
са с пептидом Nuk1 путем обычной (“медленной”)
инъекции в хвостовую вену беременной мыши лю�
циферазную активность регистрировали только в
печени взрослых самок, причем уровень люминес�
ценции составлял в среднем 5.8 × 105 RLU/мг белка,
что, по меньшей мере, на три порядка ниже, чем
аналогичные показатели, полученные методом гид�
родинамических инъекций “свободной” плазмид�
ной ДНК взрослым самкам (среднее значение по
всем экспериментам – 1.5 × 108 RLU/мг белка). Уро�
вень люциферазной активности в плаценте и у заро�
дышей не превышал фоновых значений (1.0–1.8 ×
× 102 RLU/мг белка).

При гидродинамической доставке комплексов
ДНК с Nuk1 уровень люминесценции в печени
взрослых самок оказался сопоставим с таковым при
гидродинамической доставке свободной ДНК (1.3 ×
× 108 RLU/мг белка). В это же время в 67% образцах
плаценты и у 25% эмбрионов выявлялась люцифе�
разная активность, превышающая пороговые значе�
ния; средние значения соответственно составляли
4.5–2.8 × 104 RLU/мг белка (рис. 6).

Сравнительные результаты, суммирующие дан�
ные по использованию двух разных способов до�
ставки чужеродной ДНК в ткани зародышей мышей
через трансплацентарный барьер, представлены в
таблице.

Таким образом, в результате проведенных иссле�
дований были получены данные о принципиальной
возможности использования внутривенных гидро�

1000

100

10

1

0.1

0.01

0.001

0.0001

0.00001

×106

Печень Легкие Сердце Плацента

Рис. 4. Перенос плазмиды pCMVluc в хвостовую вену бе�
ременных самок мышей методом гидродинамических
инъекций; определение люциферазной активности в
различных тканях, RLU. Приведены средние значения
шести независимых экспериментов, планки погрешно�
сти соответствуют стандартной ошибке среднего.

K– K+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13 14K+ K–

Рис. 5. Выявление кДНК гена люциферазы в низкомо�
лекулярной ядерной ДНК, изолированной из зароды�
шей и органов беременных самок мышей, инъецирован�
ных плазмидой pCMVluc гидродинамическим методом:
(К+) – плазмида pCMVluc, (К–) – печень контрольной
самки, 1 – матка самки, 2 – эмбрион № 8, 3 – печень
самки, 4, 5, 7 – эмбрионы № 4–6, 6 – плацента самки
№ 6, 8 – печень эмбриона № 3, 9 – остальные ткани эм�
бриона № 3, 10–14 – плацента самок № 7, 4, 3, 5, 8 соот�
ветственно.
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Рис. 6. Перенос плазмиды pCMVluc в комплексе с пеп�
тидным конъюгатом Nuk1 в хвостовую вену беременных
самок мышей с помощью гидродинамических (�) и
обычных (“медленных”) (�) инъекций: определение
люциферазной активности в различных тканях, RLU. 



ОНТОГЕНЕЗ  том 41  № 2  2010

ПЕРЕНОС ГЕНЕТИЧЕСКИХ КОНСТРУКЦИЙ 99

динамических инъекций для переноса генов в ткани
зародышей мышей, поскольку трансплацентарный
барьер, как оказалось, проницаем для доставляемой
таким образом чужеродной ДНК, хотя эффектив�
ность переноса генетической конструкции в эмбри�
ональные ткани невысока. Повышение эффектив�
ности переноса репортерного гена в ткани зароды�
шей происходит при гидродинамической доставке
беременным самкам мышей комплексов ДНК с
пептидным конъюгатом Nuk1, часть которого пред�
ставляет собой аналог люлиберина, а другая часть
служит для образования полиэлектролитного ком�
плекса с переносимой ДНК. 

Несмотря на то что уже имеются литературные
данные о переносе в зародыши млекопитающих
плазмидной ДНК, доставляемой с использованием
микровезикул in utero (с последующей ультразвуко�
вой обработкой) (Endoh et al., 2002; Taniyama, Mori�
shita, 2006), сопоставимые результаты мы получили
с использованием более простого и щадящего мето�
да. Увеличение эффективности переноса генетиче�
ских конструкций в ткани зародышей может быть
достигнуто как с применением специфичных аген�
тов, способствующих переносу, так и с изменением
места введения раствора с ДНК (например, гидро�
динамические инъекции внутрь брюшной полости
беременных самок). Преимуществами предложен�
ного нами метода является простота, экономич�
ность, неиммуногенность для самок и, как след�
ствие, возможность многократного повторения
процедуры − таким образом, на его основе может
быть разработана системная доставка генов интере�
са в ткани зародышей млекопитающих. 
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Abstract—Genetic modification of mammalian embryos is an important way to model various changes in
human development; also, it is an instrument for studying the functions of certain genes in mammals. Using
our own experience in developing modes of delivery of genetic constructions to mammals in a nonviral way,
we present here data on the delivery of a eukaryotic expression vector to mice embryos through the transpla�
cental barrier with the use of hydrodynamic intravenous injections of DNA–hybrid peptide complexes to
pregnant females. The peptide has a cationic part for interaction with DNA and includes a ligand structure
towards receptors of the releasing factor of luteinizing hormone (RFLH, luliberin). Advantages of the sug�
gested method are simplicity, economy, nonimmunogenicity for females, and the ability to multiply repeat
the procedure. On the basis of the method, systemic gene delivery into tissues of mammalian embryos may be
developed.

Key words: transfer of genetic constructions, mammalian embryos, transplacental barrier, hydrodynamic in�
jections, luliberin derivative
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