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Резюме

Целью настоящего исследования явилось изучение возможности использования аполипопротеина А-I (апо А-I) 
в качестве транспортной формы гена зеленого флуоресцирующего белка (GFP) в гепатоциты крыс. Материал 
и методы. В качестве модели использовали культуру выделенных гепатоцитов крыс. Конъюгат апо А-I с флуо-
ресцеина изотиоцианатом (ФИТЦ) получали путем инкубирования белка апо А-I с ФИТЦ в карбонатном буфере 
рН 9,5 в соотношении 12,5 мкг ФИТЦ на 1 мг белка. Плазмиды для трансфекции pE-GAG со встроенным геном 
GFP обогащали в промоторной части цис-элементами типа CC(GCC)3-5 для усиления комплексообразования 
с апо А-I. Для визуального анализа флуоресценции клеток использовали инвертированный флуоресцентный 
микроскоп. Результаты и их обсуждение. В работе представлены доказательства проникновения путем ре-
цептор-опосредованного эндоцитоза ФИТЦ-меченного апо А-I в цитоплазму и ядра гепатоцитов крыс. На этом 
основании предложена попытка использовать апо А-I в качестве средства адресной доставки плазмидной ДНК 
со встроенным геном белка GFP в клетку. Согласно результатам флуоресцентной микроскопии, использование 
апо А-I в качестве трансфицирующего агента плазмидной ДНК приводило к накоплению белка GFP в цитоплаз-
ме гепатоцитов. Экспрессии гена GFP и накопления флуоресцирующего белка в отсутствие апо А-I не наблю-
далось. Заключение. Полученный результат может свидетельствовать о доставке гена GFP в ядерный аппарат 
клетки, его экспрессии и синтезе белка GFP.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the possibility of using apolipoprotein A-I (apo A-I) as a transport form of the 
green fluorescent protein (GFP) gene into rat hepatocytes. Material and methods. A culture of isolated rat hepatocytes 
was used as a model. Apo A-I conjugate with fluorescein isothiocyanate (FITC) was obtained by incubation of apo A-I 
protein with FITC in carbonate buffer pH 9.5 at a ratio of 12.5 μg FITC per 1 mg of protein. Plasmids for pE-GAG 
transfection with an integrated GFP gene were enriched in the promoter part with cis-elements of the CC(GCC)3-5 type 
to enhance complex formation with apo A-I. An inverted fluorescence microscope was used for visual analysis of cell 
fluorescence. Results and discussion. The paper presents evidence of FITC-labeled apo A-I penetration into the cyto-
plasm and nuclei of rat hepatocytes by receptor-mediated endocytosis. On this basis, it is proposed an attempt to use apo 
A-I as a means of targeted delivery of plasmid DNA with an integrated GFP gene into the cell. According to the results 
of fluorescence microscopy, the use of apo A-I as a plasmid DNA transfection agent led to the accumulation of the GFP 
protein in the cytoplasm of hepatocytes. No fluorescent protein was observed in the absence of apo A-I. Conclusions. 
The result obtained may indicate the delivery of the GFP gene to the nuclear apparatus of the cell, its expression and 
GFP protein synthesis.
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Введение

Проблема транспорта генетического материа-
ла в ядра клеток и поиск переносчиков продолжа-
ет оставаться актуальной. Хотя в последние годы 
и произошли заметные улучшения в технологиях 
доставки генов на основе катионных липидов и 
вирусных векторов, эти стратегии ограничены 
с точки зрения безопасности, иммуногенности, 
специфичности, токсичности и, конечно, стои-
мости [1, 2]. Невирусные системы включают ме-
тоды переноса генов на основе белков, которые 
обладают такими преимуществами по сравнению 
с вирусными, как простота использования и про-
изводства, отсутствие ограничений на размер и 
тип нуклеиновой кислоты [3, 4]. В качестве одной 
из транспортных форм генетического материала 
в клетки эукариот могут выступать липопроте-
ины плазмы крови, а также их белковые компо-
ненты – аполипопротеины. Химическая природа 
липопротеинов, а также способность проникать 
в клетки путем рецептор-обусловленного эндо-
цитоза обусловливают их преимущества в качес-
тве естественных переносчиков биологически 
активных соединений [5]. Нами с использовани-
ем флуоресцентных красителей показана ДНК-
связывающая способность различных классов 
липопротеинов плазмы крови. Оказалось, что не 
менее 12 % внеклеточной ДНК циркулирует в 
плазме крови в составе комплексов с липопротеи-

нами, из них около 8 % – с фракцией липопротеи-
нов высокой плотности и их основного структур-
ного компонента аполипопротеина А-I (апо А-I) 
[6]. В других работах показана способность апо 
А-I транспортировать малые интерферирующие 
РНК против вирусного гепатита С в гепатоциты 
мыши посредством скэвенджер-рецепторов [7, 
8]. Отмечено также непосредственное участие 
апо А-I в переносе олигонуклеотидов через ге-
матоэнцефалический барьер [9]. На основании 
вышесказанного целью настоящего исследования 
явилось изучение возможности применения апо 
А-I в качестве трансфицирующего агента гена зе-
леного флуоресцирующего белка (GFP) в гепато-
циты крыс.

Материал и методы

Исследование проводили на самцах крыс 
линии Вистар массой 180–200 г. Содержание, 
питание, уход за животными и выведение их из 
эксперимента осуществляли в соответствии с 
требованиями «Правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» 
(приложение к приказу МЗ СССР от 12.08.1977 
№ 755). 

При наркотизировании животного и проведе-
нии перфузии печени следовали общепринятой 
технике и рекомендациям, описанным в литера-
туре. Ввод перфузата осуществляли через пред-
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сердие, отток – через v. portae. Перед экстирпа-
цией печени и проведением рециркуляторной 
ферментативной перфузии v. cava inf. перевязы-
вали проксимальнее сосудистой ножки правой 
почки. В качестве среды выделения клеток на 
этапе декальцинации использовали сбалансиро-
ванный солевой раствор Хенкса без Ca2+ и Mg2+, 
содержащий 1,5 мМ ЭДТА-Na2 (рН 7,4). Раствор 
пропускали со скоростью 15 мл/мин в течение 
7–10 мин.

Гепатоциты выделяли методом рециркуля-
торной ферментативной перфузии печени крыс 
с использованием 0,03%-го раствора коллагена-
зы (ICN Biomedicals, США). Жизнеспособность 
клеток, оцениваемая методом исключения трипа-
нового синего (Serva, Германия), составляла не 
менее 90 %. Полученные клетки ресуспендирова-
ли в среде RPMI-1640 («Биолот», Россия), рН 7,4, 
содержащей 20 мM HEPES (ICN Biomedicals), 
10 % эмбриональной сыворотки коров (Serva, 
Германия), 2 мM L-глутамина («Вектор», Россия), 
100 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл гентамицина, 
5,6 мM глюкозы, 10 нМ инсулина (Serva, Герма-
ния). Клетки культивировали в СО2-инкубаторе 
«Cole-Parmer» (США) в атмосфере, содержа-
щей 5 % СО2 и 95 % воздуха, при температуре 
37 ºС, используя 6-луночные планшеты (Orange 
Scientific, США), покрытые коллагеном. Плот-
ность клеток в первичной монослойной культуре 
составляла 800 клеток/мм2. 

Выделение и очистку апо А-I из плазмы крови 
проводили по методике, описанной в работе [10]. 
Анализ чистоты белков выполняли в полиакри-
ламидном геле в денатурирующих условиях по 
Лэммли. 

Конъюгат апо А-I с флуоресцеина изотиоизо-
цианатом (ФИТЦ) получали путем инкубирования 
белка апо А-I с ФИТЦ в течение ночи в карбонат-
ном буфере рН 9,5 в соотношении 12,5 мкг ФИТЦ 
на 1 мг белка. Конъюгат от непрореагировавшего 
ФИТЦ отделяли с помощью гель-фильтрации на 
Sephadex G 25 (1 мг белка на 10 мл смолы, ко-
лонка 1×10 см). Профиль элюции регистрировали 
на УФ-детекторе 2151 (LKB, Швеция) при длине 
волны 280 нм. Концентрацию белков (λ = 280 нм) 
и плазмидной ДНК (пДНК) (при λ = 260 нм) изме-
ряли на спектрофотометре Evolution 300 (Thermo 
Fisher Scientific, США) (ЦКП «Спектрометри-
ческие измерения», НИИ биохимии ФИЦ ФТМ). 
Образование конъюгата в полученных хромато-
графических фракциях подтверждали анализом 
на спектрофлуориметре RF-5301PC (Shimadzu, 
Япония) на наличие характерных для ФИТЦ пи-
ков возбуждения (490 нм) и эмиссии (520 нм). 

Плазмиды для трансфекции pE-GAG 
(4793 п.н.) со встроенным геном белка GFP 

Aequorea victoria обогащали в промоторной ча-
сти цис-элементами типа CC(GCC)3-5 для усиле-
ния комплексообразования с апо А-I. Плазмиды 
нарабатывали в клетках E. coli, штамм recA– 
NovaXGF (Novagen, США) – в среде LB в присут-
ствии 30 мкг/мл канамицина. Качество плазмид и 
анализ фрагментов ДНК осуществляли методом 
электрофореза в 0,8–1,2%-м агарозном геле с по-
следующим окрашиванием ДНК бромистым эти-
дием. Плазмиды синтезированы и наработаны в 
лаборатории генной инженерии НИИ биохимии 
ФИЦ ФТМ под руководством профессора А.Б. Бе-
клемишева. Связывание апо А-I с вектором пока-
зано спектрофлуориметрическим методом туше-
ния триптофановой флуоресценции. Добавление 
вектора к белку приводило к изменению спек-
тральных характеристик флуоресценции апо А-I 
с выраженным сдвигом максимума флуоресцен-
ции в коротковолновую область, с 340 до 297 нм. 
Указанные изменения свидетельствовали об об-
разовании комплекса между апо А-I и вектором.

В качестве клеточной модели использовали 
культуру выделенных гепатоцитов крыс. Инкуби-
рование клеток с комплексами апо А-I-ФИТЦ и 
апо А-I-GFP проводили после достижения куль-
турой клеток конфлюентности на уровне 50–60 % 
в среде RPMI-1640 («Биолот»), рН 7,4, содер-
жащей 10 % эмбриональной сыворотки коров, 
50 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомици-
на, в 12-луночных планшетах (Orange Scientific), 
в СО2-инкубаторе EW-39200-15 (Cole-Parmer, 
США), в атмосфере, содержащей 5 % СО2, при 
температуре 37 °С, в течение 30 мин. 

За основу метода трансфекции взят про-
токол, прилагаемый фирмой-производителем 
Lipofectamine 2000 («Invitrogen:LifeTechnologies», 
США). На одну лунку использовали от 0,1 до 
1,5 мкг ДНК и от 5 до 100 мкг апо А-I. Смесь 
инкубировали в фосфатно-солевом буфере при 
комнатной температуре в течение 20–30 минут и 
добавляли в лунки планшета. На следующие сут-
ки инкубационную среду заменяли на свежую, не 
содержащую трансфицирующих реагентов. 

Для визуального анализа флуоресценции 
клеток использовали инвертированный флуорес-
центный микроскоп Axiovert 40 CFL (Zeiss AG, 
Германия). Уровень трансфекции оценивали как 
долю количества флуоресцирующих клеток от 
общего числа клеток, наблюдаемых в микроско-
пическом поле (не менее 20 полей для каждого 
образца). 

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили, вычисляя среднее ариф-
метическое значение (М), ошибку среднего ариф-
метического значения (m), и представляли в виде 
M ± m. Различия между группами оценивали с 
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помощью критерия Стьюдента, достоверными 
считались результаты при р < 0,05. 

Результаты и их обсуждение

Ранее методом иммуноферментного анализа 
с использованием специфических антител нами 
обнаружена апо А-I-иммунореактивность в со-
ставе ядерных структур гепатоцитов крыс. Апo 
A-I в ядрах был представлен двумя белками. 
Один белок с молекулярной массой 28 кДа со-
ответствовал зрелой форме апo A-I и обнаружи-
вался в транскрипционно активном хроматине и 
ядерном матриксе, другой, с молекулярной мас-
сой 14 кДа, являлся продуктом ограниченного 
протеолиза апo A-I и находился только в транс-
крипционно неактивном хроматине [11]. 

С целью доказательства проникновения апо 
А-I в клетку нами получен конъюгат апо А-I-
ФИТЦ. Флуоресцентная микроскопия изолиро-
ванных гепатоцитов, инкубированных в присут-
ствии апо А-I-ФИТЦ в течение 30 мин при 37 °С, 
показала наличие выраженного специфического 
свечения в клетках (рис. 1). Отмечалась равно-
мерная флуоресценция цитоплазмы и ядер. По-
лученные результаты позволили предполагать, 
что меченый белок посредством мембранных ре-
цепторов захватывался и попадал в цитоплазму и 
ядерные структуры гепатоцитов. 

Как известно, при 4 °С взаимодействие типа 
«рецептор – лиганд» на поверхности клеточной 
мембраны ограничивается только связыванием с 
рецепторами без последующей интернализации 
в клетку. В нашем исследовании инкубирование 
гепатоцитов при 4 °С в течение 30 мин показало 
связывание апо А-I-ФИТЦ с рецепторами клеточ-
ной мембраной без интернализации, что выража-
лось в равномерном флуоресцентном свечении 
всей поверхности наружной клеточной мембра-
ны гепатоцитов (данные не приведены). Другим 
доказательством рецептор-опосредованного вза-
имодействия апо А-I-ФИТЦ с наружной клеточ-
ной мембраной явилось практически полное от-
сутствие в поле зрения флуоресцирующих клеток 
после трипсинизации клеток (предварительной 
обработки 0,25%-м раствором трипсина). 

Обнаруженная нами способность ФИТЦ-
меченого апо А-I попадать в цитоплазму гепато-
цитов и накапливаться в ядрах клетки позволила 
предполагать возможность использования данно-
го белка в качестве транспортного средства для 
адресной доставки генетического материала не-
посредственно в клетку. С этой целью выбрана 
пДНК с геном GFP, в промоторную часть которо-
го были встроены цис-элементы типа CC(GCC)n 
для повышения его взаимодействия с апо А-I [12]. 

Следует указать, что в настоящее время белок 
GFP – один из самых изучаемых и широко ис-
пользуемых в качестве репортера экспрессии в 
клеточной биологии белков [13].

Применение апо А-I в качестве трансфициру-
ющего средства доставки пДНК с геном GFP оце-
нивали по интенсивности ее экспрессии, выра-
жающейся в накоплении белка GFP. Гепатоциты 
инкубировали в среде, содержащей 1,25 мкг/мл 
пДНК и 100 мкг/мл апо А-I, в течение 3 ч при 
37 °С, затем выполняли флуоресцентную микро-
скопию при длине волны возбуждения 380 нм и 
длине волны эмиссии 440 нм (рис. 2). Исполь-
зование апо А-I в качестве трансфицирующего 
агента пДНК приводило к накоплению белка GFP 
в цитоплазматическом компартменте (рис. 2, а). 
Экспрессии пДНК и накопления флуоресцирую-
щего белка в отсутствие в качестве переносчика 
апо А-I не наблюдалось (рис. 2, б). Полученный 
результат может свидетельствовать о доставке 
гена GFP в ядерный аппарат клеток, последую-
щей его экспрессии и синтезе на основе мРНК 
зеленого флуоресцирующего белка GFP в цито-
плазме гепатоцитов.  

Последующий спектрофлуориметрический 
анализ лизатов гепатоцитов после инкубирования 
с пДНК показал значительно более выраженную 
интенсивность флуоресценции при использова-
нии апо А-I в качестве трансфицирующего агента 
(120,0 ± 24,3 у. ед.) по сравнению с контролем без 
апо А-I (20,0 ± 4,3 у.е.) (p < 0,05). Следует отме-
тить, что лизаты гепатоцитов также флуоресци-
ровали, что, скорее всего, было обусловлено не 
наработкой белка GFP, а наличием флуоресци-
рующих в исследуемом спектре естественных 

Рис. 1.  Поглощение апо А-I-ФИТЦ изолированными ге-
патоцитами крыс через 30 мин инкубирования 
при 37 °С (ув. ×200)

Fig. 1.  Uptake of apoA-I-FITC by isolated rat hepatocytes 
after 30 min of incubation at 37 °C (×200)
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клеточных метаболитов и продуктов перекисного 
окисления липидов [14]. Поэтому данный уро-
вень флуоресценции можно принять как фоно-
вый.

Заключение

На культуре гепатоцитов крыс посредством 
рецепторного захвата показана способность ме-
ченного флуоресцентной меткой апо А-I попа-
дать в цитоплазму и ядра клетки и возможность 
применения апо А-I в качестве трансфицирующе-
го средства пДНК, содержащей ген белка GFP.
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