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Ðåçþìå.  Ìåòîäû ââåäåíèÿ ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ïëàçìèä
â êëåòêè æèâîòíûõ ïðåäñòàâëÿþò îãðîìíûé èíòåðåñ â ñî-
çäàíèè íîâûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì ñ çàäàííûìè ñâîéñòâàìè
äëÿ âåòåðèíàðíîé âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè. Â ñòàòüå
ïðèâîäÿòñÿ äàííûå ýêñïåðèìåíòîâ ïî òðàíñôåêöèè ìûøè-
íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè STO ñòàíäàðò-
íûì êàëüöèé-ôîñôàòíûì ìåòîäîì è ñ èñïîëüçîâàíèå äè-
ìåòèëñóëüôîêñèäíîãî (ÄÌÑÎ) øîêà. Äëÿ òðàíñôåêöèè èñ-
ïîëüçîâàëè ïëàçìèäó pc DNATM3.1/His/lacZ, ñîäåðæàùóþ
í.ï. ìàðêåðíîãî áàêòåðèàëüíîãî ãåíà lacZ E. ñoli. Ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñôåêöèè îöåíèâàëè ïî íàëè÷èþ â êëåòêàõ β-
ãàëàêòîçèäàçû, ïðîäóêòà ýêñïðåññèè ãåíà lacZ E. coli. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè îêðàøèâàëè, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
x-gal. Ïîêàçàíî, ÷òî äîïîëíèòåëüíàÿ êðàòêîâðåìåííàÿ îá-
ðàáîòêà êëåòîê 10% ðàñòâîðîì ÄÌÑÎ ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü
ýôôåêòèâíîñòü âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòîê STO â 2
ðàçà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ ìåòîäèêà òðàíñ-
ôåêöèè, êàê ñ ÄÌÑÎ øîêîì, òàê è áåç íåãî, íå òîêñè÷íà äëÿ
äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî áîëüøîå
÷èñëî îêðàøåííûõ êëåòîê â ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà Ì ïîñëå
òðàíñôåêöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âû-
âîä î íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ÄÌÑÎ øîêà ïîñëå
êàëüöèé-ôîñôàòíîé òðàíñôåêöèè, ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ å¸
ýôôåêòèâíîñòè.

Summary. Methods of delivery of exogenic plasmid DNA to
mammalian cells are of great interest in the creation of new cell
systems with specified properties for veterinary virology and
biotechnology. The article presents the data of experiments on
transfection of mouse embryonic fibroblasts of STO line by
standard calcium-phosphate method and with the use of
dimethylsulfoxide (DMSO) shock. For transfection pcDNATM3.1/
His/lacZ plasmid that contains marker gene lacZ E. coli were
used. The efficiency of transfection was estimated by the
presence in the cells of β-galactosidase, the product of expression
of the gene lacZ of  E. coli. For this purpose used as a substrate

x-gal. It is shown that additional short-term treatment of cells
with 10% DMSO solution allows to increase the efficiency of
STO cells transient transfection by 2 times. It is established that
the calcium-phosphate method of transfection, as with DMSO
shock, and without it, it is not toxic to this cell line. A large number
of stained cells in the cell cycle phase M after transfection have
been demonstrated. The obtained data allow drawing a
conclusion about the necessity of using DMSO shock after
calcium-phosphate transfection, with the aim of increasing its
effectiveness.

Ñîçäàíèå íîâûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì ñ çàäàííûìè ñâîé-
ñòâàìè íà îñíîâå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ïîäâåðãíóòûõ
ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè in vitro, àêòóàëüíî äëÿ âåòå-
ðèíàðíîé âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè. Ìåòîäû ãåíåòè-
÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ïîñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóþòñÿ è ñòà-
íîâÿòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ
äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ïàòîãåíåçà èí-
ôåêöèé íà óðîâíå êëåòîê, ñîçäàíèÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
- ïðîäóöåíòîâ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå àíòèãåíîâ âèðóñîâ,
áàêòåðèé è äðóãèõ ïàòîãåíîâ. Ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èíæåíå-
ðèè îòêðûâàþò íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ ñîçäàíèÿ ðåêîìáè-
íàíòíûõ âàêöèí. Íàðÿäó ñ ïîëó÷åíèåì ÷èñòûõ ïðåïàðàòîâ
òåõíèêà ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïîçâîëÿåò ðàçðàáàòûâàòü
ñîâåðøåííî íîâûå êîíöåïöèè èììóíèçàöèè [Isaguliants et
al., 2003; Masalova et al., 2010]. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìåòîäû
äîñòàâêè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ïëàçìèä â êëåòêè æèâîòíûõ ïî-
ñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóþòñÿ è ïðåäñòàâëÿþò îãðîìíûé èí-
òåðåñ [Lamand Dean, 2010].

Êàëüöèé-ôîñôàòíûé ìåòîä òðàíñôåêöèè - îäèí èç ïåð-
âûõ ìåòîäîâ [Graham and van der Eb, 1973], êîòîðûé áûë
ðàçðàáîòàí äëÿ äîñòàâêè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â êëåòêè ìëåêî-
ïèòàþùèõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îí øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ êàê
äëÿ âðåìåííîé (òðàíçèòîðíîé) òðàíñôåêöèè, òàê è äëÿ
ñòàáèëüíîé ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, ïîñêîëüêó òðåáóåìûå êîìïîíåíòû
ëåãêî äîñòóïíû è íåäîðîãè [Urabe et al., 2000; Segura et al.,
2001; Qureshi et al., 2008]. Ðàíåå ìû ïîäðîáíî îòìå÷àëè
äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè äàííîãî ìåòîäà [Ñàâ÷åíêîâà,
1992]. Äëÿ íåãî õàðàêòåðíà îòíîñèòåëüíî íèçêàÿ ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñôåêöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìåòîäàìè õè-
ìè÷åñêîé òðàíñôåêöèè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñôåêöèè ìîæåò áûòü óâåëè÷åíà â íåêîòîðûõ ëèíèÿõ
êëåòîê, åñëè ïåðåä òðàíñôåêöèåé èñïîëüçîâàòü øîê: ãëèöå-
ðèíîâûé èëè äèìåòèëñóëüôîêñèäíûé (ÄÌÑÎ) [Kingston et
al., 2001]. Îäíàêî ýòè õèìè÷åñêèå âåùåñòâà òîêñè÷íû äëÿ
êëåòîê, ïîýòîìó óñëîâèÿ äëÿ îòäåëüíûõ òèïîâ êëåòîê äîëæ-
íû áûòü îïòèìèçèðîâàíû. Êðîìå òîãî, ñîâìåñòíîå îñàæäå-
íèå ôîñôàòà êàëüöèÿ ïîäâåðæåíî èçìåí÷èâîñòè èç-çà åãî
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê íåçíà÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì êîíöåíò-
ðàöèè ðÍ, òåìïåðàòóðû, áóôåðíîé ñîëè è ìîæåò áûòü öèòî-
òîêñè÷íûì äëÿ ìíîãèõ òèïîâ êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

Â ñâÿçè ñ ýòèì, ïåðåä òåì êàê òðàíñôèöèðîâàòü êëåòêè
ïëàçìèäàìè, ñîäåðæàùèìè ñïåöèôè÷íûå ãåíû (â íàøåì
ñëó÷àå ãåí ðåöåïòîðà âèðóñà èíôåêöèîííîé àíåìèè ëîøà-
äåé – ELR1) ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ ïðåäâàðèòåëüíî îïðå-
äåëèòü ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè êàëüöèé-ôîñôàòíûì
ìåòîäîì ñ øîêîì è áåç íåãî.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Âñå ðåàêòèâû, êðîìå óêàçàííûõ, ïîëó÷åíû èç ôèðìû Gibco.

Êóëüòóðà êëåòîê. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè ïåðå-
âèâàåìóþ ëèíèþ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè
(STO), êîòîðàÿ â äàëüíåéøåì áóäåò èñïîëüçîâàíà â êà÷å-
ñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè. Êëåòêè STO êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå ÄÌÅÌ, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà 4,5 ã/ë ãëþêîçû, 10%
ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâ (ÑÊÏÊ) è àíòèáèîòèêè â
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êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà è 50 Åä/
ìë ïåíèöèëëèíà, ñîîòâåòñòâåííî.

Ïëàçìèäà. Äëÿ òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó
pc DNATM 3.1/His/lacZ, ñîäåðæàùóþ í.ï. ìàðêåðíîãî áàêòå-
ðèàëüíîãî ãåíà lacZ E. ñoli â êîíöåíòðàöèè 2.5 ìêã âî âñåõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ.

Òðàíñôåêöèþ ïðîâîäèëè êàëüöèé-ôîñôàòíûì ìåòî-
äîì, ñ ïîìîùüþ íàáîðà K2780-1 ôèðìû Invitrogen ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè. Êëåòêè ïåðåä òðàíñôåêöèåé âûñåâàëè â ïëîò-
íîñòè 7 105 êëåòîê íà ÷àøêó Ïåòðè ñ äèàìåòðîì 60 ìì. Òàêàÿ
ïëîòíîñòü ïîçâîëÿëà â äåíü òðàíñôåêöèè èìåòü 50%-íûé-
ìîíîñëîé êëåòîê STO (ðèñ.1.à.).

Äèìåòèëñóëüôîêñèäíûé (ÄÌÑÎ) øîê ïðîâîäèëè ÷å-
ðåç 24 ÷àñ ïîñëå òðàíñôåêöèè ïîñðåäñòâîì äîïîëíèòåëü-
íîé îáðàáîòêè êëåòîê 10%-íûì ðàñòâîðîì DMÑO â ÔÑÁ â
òå÷åíèå 2,5 ìèí ïðè 37° Ñ â ïðèñóòñòâèè 5% ÑÎ

2
.

Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè îöåíèâàëè ïî íàëè-
÷èþ â êëåòêàõ β-ãàëàêòîçèäàçû, ïðîäóêòà ýêñïðåññèè ãåíà
lacZE.coli. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà x-
galôèðìû Sigma. Ïåðåä îêðàñêîé êëåòêè ôèêñèðîâàëè íà
ëüäó ëåäÿíûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 15 ìèí. Äîëþ êëåòîê,
ïðîäóöèðóþùèõ β-ãàëàêòîçèäàçó ðàññ÷èòûâàëè ïðè àíàëè-
çå íå ìåíåå 1000 êëåòîê. Ýêñïåðèìåíòû èìåëè òð¸õêðàòíóþ
ïîâòîðíîñòü. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ñëóæèëè
íåòðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè ëèíèè STO. Âèçóàëèçàöèþ
êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ôàçîâî-
êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà ôèðìû "CarlZeiss" è ïðîãðàììíî-
ãî îáåñïå÷åíèÿ AxioVisionRel. 4.8.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëè-

öå, âûÿâèëè âëèÿíèå ÄÌÑÎ øîêà íà ýôôåêòèâíîñòü âðå-
ìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòîê ëèíèè STO. Ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñôåêöèè êëåòîê ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé îáðàáîòêè
ÄÌÑÎ óâåëè÷èâàëàñü â 2 ðàçà. Êàê âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ,
ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ.1. á, â, å, îêðàøèâàíèå òðàíñôèöè-
ðîâàííûõ êëåòîê õ-gal äåìîíñòðèðóåò óâåëè÷åíèå ÷èñëà
ãîëóáûõ êëåòîê ïîñëå êðàòêîâðåìåííîé îáðàáîòêè èõ ÄÌÑÎ.
Â êîíòðîëå íå áûëè îáíàðóæåíû êëåòêè, ïðîäóöèðóþùèå β-
ãàëàêòîçèäàçó (ðèñ.1. ã). Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî îêðà-
øåííûõ êëåòîê (12 %) íàáëþäàëîñü â ñëó÷àå äîïîëíèòåëü-
íîé îáðàáîòêè êëåòîê ÄÌÑÎ (òàáëèöà). Íàøè ðåçóëüòàòû
ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè
èñïîëüçîâàíèè êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäà äëÿâðåìåí-
íîé òðàíñôåêöèè, 1-5 % êëåòîê ïîãëîùàþò ýêçîãåííóþ ÄÍÊ
[Ãëåáîâ, 1989; Ñàâ÷åíêîâà, 1992; Urabe et  al., 2000; Segur
et al., 2001; Qureshi et al., 2008].

Óñòàíîâëåíî, ÷òî êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ ìåòîäèêà òðàíñ-
ôåêöèè, êàê ñ ÄÌÑÎ øîêîì, òàê è áåç íåãî, íå òîêñè÷íà äëÿ

äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè. ×åðåç 48 ÷àñ ïîñëå òðàíñôåêöèè
îáùåå ÷èñëî êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ (òàáëèöà, ðèñ.1. â).
Ñëåäóåò îòìåòèòü áîëüøîå ÷èñëî îêðàøåííûõ êëåòîê â
ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà Ì (íà ðèñ.1. ä, óêàçàíî ñòðåëêàìè).
Ðàíåå ñ÷èòàëîñü, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè çàâèñèò
îò êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ [Horibe et al.,2014; Flume et al., 2016;
Bai et al., 2017]. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðèâîäÿòñÿ äàííûå, ÷òî
÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ ìîãóò ïîãëîùàòü ìèòîòè÷åñêè íåàêòèâíûå
êëåòêè [Kirchenbuechier et al., 2016; Bai et al., 2017]. Îäíàêî
ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ ÄÍÊ
ïëàçìèä èç öèòîïëàçìû â ÿäðî óâåëè÷èâàåòñÿ ó äåëÿùèõñÿ
êëåòîê, ïîñêîëüêó â ïðîìåòàôàçå ìèòîçà ïðîèñõîäèò ðàçðó-
øåíèå ÿäåðíîé îáîëî÷êè êëåòêè, à â òåëîôàçå ñáîðêà
íîâûõ ÿäåð ó äâóõ äî÷åðíèõ êëåòîê. Ýòîò ìîìåíò íåîáõîäè-
ìî ó÷èòûâàòü äëÿ ñîçäàíèÿ ãåíåòè÷åñêè-òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê.

Ïðèíöèï ñîâìåñòíîãî îñàæäåíèÿ ôîñôàòà êàëüöèÿ çàê-
ëþ÷àåòñÿ â ñìåøèâàíèè ÄÍÊ ñ õëîðèäîì êàëüöèÿ â çàáóôå-
ðåííîì ñîëåâîì/ôîñôàòíîì ðàñòâîðå ñ îáðàçîâàíèåì ñî-
îñàäêà êàëüöèÿ-ôîñôàò-ÄÍÊ, êîòîðûé çàòåì äèñïåðãèðó-
åòñÿ íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ôîñôàò-
êàëüöèÿ îáëåã÷àåò ñâÿçûâàíèå êîíäåíñèðîâàííîé ÄÍÊ â
ñîîñàäèòåëå ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòêè, è ÄÍÊ ïîñòóïàåò â
êëåòêó ýíäîöèòîçîì [Ãëåáîâ, 1989]. Êàêèì îáðàçîì ÄÌÑÎ
âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòîê
äî ñèõ ïîð íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíî. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ
èçìåíåíèÿìè â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå, êîòîðûå îí ìîæåò
âûçâàòü [Kingston et al., 2001].

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò íàì
ñäåëàòü âûâîä î íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ÄÌÑÎ øîêà
ïîñëå êàëüöèé-ôîñôàòíîé òðàíñôåêöèè, ñ öåëüþ óâåëè÷å-
íèÿ å¸ ýôôåêòèâíîñòè.
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Îáíàðóæåíèå ïðîäóêòà ýêñïðåññèè ãåíà lacZE. ñoli â êëåòêàõ STO ïîñëå êàëüöèé-
ôîñôàòíîãî ìåòîäà òðàíñôåêöèè: à - êëåòêè ïåðåä òðàíñôåêöèåé, á - êëåòêè,
îêðàøåííûå õ-gal ÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå ñòàíäàðòíîãî êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäà; â,
ä, å - êëåòêè, îêðàøåííûå õ-gal ïîñëå êàëüöèé-ôîñôàòíîé ìåòîäà ñ ïîñëåäóþùèì
ÄÌÑÎ øîêîì (ñòðåëêàìè óêàçàíû ìèòîçû), ã - íåòðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè, îêðà-
øåííûå õ-gal (êîíòðîëü). Óâ. : à, ã - õ400; á, â - õ100; ä - õ200; å - õ630
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