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РеФеРАт  На модели эмбриональных стволовых клеток мыши изучено влияние повышенной и пониженной экспрессии гена pub на начальные этапы их 
дифференцировки в производные энто-, экто- и мезодермы in vitro. Методом ПЦР, сопряженной с обратной транскрипцией, было показано, что экспрессия 
генов vimentin, somatostatin, GATA 4, GATA 6, являющихся маркерами энтодермального направления дифференцировки, не изменяется как в клетках с по-
вышенной экспрессией гена pub, так и в клетках с его пониженной экспрессией, а также в соответствующих контрольных линиях. В клетках с повышенной 
экспрессией гена pub наблюдалось увеличение экспрессии генов-маркеров мезодермального направления дифференцировки (trI card, trI skel, c-kit и IL-7), 
а в клетках с пониженной экспрессией гена pub – снижение их экспрессии. При анализе экспрессии генов-маркеров эктодермальной дифференцировки 
(nestin, β-III tubulin, gfap, th) наблюдалась противоположная картина. В линиях клеток с повышенной экспрессией гена pub показано снижение экспрессии 
этих генов, тогда как при подавлении экспрессии гена pub происходило увеличение их экспрессии. Таким образом, предполагается, что изменения в экс-
прессии гена pub в эмбриональных стволовых клетках могут оказывать существенное влияние на дифференцировку этих клеток в мезо- и эктодермальном 
направлениях.
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ВВедеНИе
Эмбриональные стволовые (ЭС) клетки представляют собой 
уникальную модель для изучения процессов, происходящих 
на ранних этапах эмбриогенеза [1]. Известно, что и в ходе 
развития зародыша in vivo ЭС клетки в культуре способны 
давать начало всем трем зародышевым слоям: энтодерме, 
мезодерме и эктодерме и, соответственно, всем развиваю-

щимся из них типам клеток. Анализ экспрессии генов в про-
цессе дифференцировки ЭС клеток в специализированные 
клеточные типы показал, что последовательность и эффек-
тивность экспрессии генов в ходе дифференцировки in vitro 
в целом соответствует последовательности данных процес-
сов in vivo [10]. Это указывает на возможность использова-
ния ЭС клеток в качестве адекватной экспериментальной 
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модели для изучения молекулярных механизмов начальных 
этапов дифференцировки. Кроме того, исследования диф-
ференцировки ЭС клеток в том или ином направлении в от-
вет на воздействие специфических индукторов (факторов 
роста, цитокинов) или на непосредственную генетическую 
модификацию этих клеток позволяют приблизиться к по-
ниманию функции исследуемых соединений и различных 
генов в данном процессе [1].

Ранее нами с помощью метода вычитающей гибриди-
зации были получены и охарактеризованы клоны кДНК, 
повышенно транскрибирующиеся в ВИЧ-ассоциированных 
иммунобластных лимфомах [16, 17]. Анализ этих кДНК по-
зволил выявить среди них, наряду с ранее охарактеризо-
ванными генами (set, сalpain и др.), несколько кДНК, коди-
рующих гены с неизвестными в то время функциями. Один 
из таких лимфомоспецифичных генов в дальнейшем был 
назван pub. Белковый продукт гена pub человека (hPub) 
имеет высокую степень гомологии (82 %) с мышиным бел-
ком Pub (mPub) [5].

Pub относится к семейству trIM (tripartite motif) белков 
[5], для которых характерно наличие т.н. trIM (или rBBc) 
мотива, состоящего из трех цинк-связывающих доменов: 
rInG (r), B-box 1 (B1) и B-box 2 (B2), сопровождаемых 
coiled-coil (cc) районом [15]. На данный момент известно 37 
представителей данного семейства белков. Некоторые из них 
вовлечены в такие биологические процессы, как регуляция 
транскрипции, организация цитоскелета, контроль клеточ-
ной пролиферации и дифференцировки [18]. Функции гена 
hpub в организме практически не изучены. Для мышиного 
гомолога mpub показано, что он играет важную роль в про-
цессах клеточной дифференцировки и оказывает суще-
ственное влияние на транскрипционную активность фактора 
Pu.1 [5]. Pu.1 относится к etS семейству транскрипционных 
факторов, играет центральную роль в дифференцировке 
и пролиферации макрофагов и В-клеток в ходе гемопоэза, 
а также контролирует функциональную активность ней-
трофилов [11]. Показано, что продукт гена mpub ингибирует 
транскрипционную активность Pu.1 в гемоцитах и вслед-
ствие этого играет важную роль в пролиферации и диффе-
ренцировке миелоидных и лимфоидных клеток [5]. 

Для исследования влияния гена pub на начальные 
стадии развития была использована модель ЭС клеток 
мыши. Ранее нами были получены стабильно трансфици-
рованные клеточные культуры с повышенной экспрессией 
гена hpub (линия eS-hPub), находящегося под контролем 
промотора цитомегаловируса и с пониженной экспрес-
сией гена mpub (линия eS-rnAi) в результате действия 
интерферирующей РНК, а также соответствующие им 
контрольные линии (eS-DnA3 и eS-pJneo) [2]. Было пока-
зано, что повышенная экспрессия hpub приводила к уве-
личению, а пониженная экспрессия эндогенного mpub –  
к уменьшению образования ЭС клетками эмбриоидных 
тел, однако не оказывала влияния на пролиферативную 
активность этих клеток [2, 3]. 

В данной работе методом полимеразной цепной реак-
ции, сопряженной с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), 
проведена оценка влияния повышенной и пониженной экс-
прессии генов mpub и hpub на экспрессию генов-маркеров 
энто-, мезо- и эктодермальной дифференцировки в куль-
турах трансфицированных ЭС клеток мыши.

ЭКСПеРИМеНтАльНАя ЧАСть

КультИВИРОВАНИе ЭС КлетОК 
В работе использовали ЭС клетки мыши линии r1, любезно 
предоставленные A. nagy (Mount Sinai Hospital, toronto, cana-
da). Культивирование ЭС клеток проводили при 37 0С и 5 % СО
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в среде альфа-МЕМ (Sigma, США), содержащей 15 % феталь-
ной сыворотки коровы (ФСК) (Gibco, США), 0.1 мM 2-меркап-
тоэтанол, 2 мM L-глутамин, заменимые аминокислоты (Gib-
co, США), нуклеозиды, витамины и антибиотик гентамицин 
(20 мкг/мл). В качестве питающего (фидерного) слоя для Эc 
клеток использовали первичные фибробласты, полученные 
от мышей 11–12-го дней эмбрионального развития, пролифе-
рация которых была блокирована митомицином С (5 мкг/мл). 
Ростовой средой для первичной культуры фибробластов слу-
жила среда ДМЕМ (Sigma, США), содержащая 10 % ФСК, 
2 мM L-глутамин и антибиотик гентамицин (20 мкг/мл). 
При культивировании ЭС клеток без фидерного слоя в сре-
ду добавляли LIF (фактор, ингибирующий лейкемию) (Sigma, 
США) в конечной концентрации 10 нг/мл, который блокировал 
спонтанную дифференцировку этих клеток. Пересев клеток со 
сменой среды осуществляли каждые 3 дня.

ИНдуКцИя дИФФеРеНцИРОВКИ ЭС КлетОК 
С ОбРАЗОВАНИеМ ЭМбРИОИдНЫХ тел 
Для индукции дифференцировки с образованием эмбриоид-
ных тел ЭС клетки изолировали от фибробластов фидерного 
слоя. Клетки обрабатывали трипсином, центрифугировали, 
а затем полученную суспензию инкубировали в чашке Пе-
три (d = 60 мм) (nunc, Дания) в течение 10–20 мин в СО
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инкубаторе. В течение этого времени основная масса фи-
бробластов прикрепляется ко дну чашки, в то время как ЭС 
клетки остаются в суспензии. Для формирования эмбриоид-
ных тел суспензию ЭС клеток переносили на чашку Петри 
(d = 35 мм) (nunc, Дания) в количестве 200 000 клеток в 2 мл 
среды, либо на 96-луночную иммунологическую плашку (по 
1000 клеток на лунку, в 100 мкл среды), затем помещали 
в СО

2
-инкубатор. На третьи сутки культивирования обра-

зовавшиеся эмбриоидные тела переносили на чашки, по-
крытые желатиной, для дальнейшей дифференцировки.

ВЫделеНИе тОтАльНОй РНК И ПРОВедеНИе 
ОбРАтНОй тРАНСКРИПцИИ 
Тотальную РНК из дифференцированных ЭС клеток, 
а также из других клеточных линий и тканей выделяли ме-
тодом фенол-хлороформной экстракции с использованием 
набора YellowSolve (clonogen, Россия), следуя рекоменда-
циям производителя. Процедуру обратной транскрипции 
проводили с использованием набора фирмы «Силекс» (Рос-
сия), согласно протоколу и рекомендациям производителя. 
Синтез кДНК проводили на 0.5 мкг тотальной РНК в те-
чение 1 ч при 37 0С в 20 мкл реакционной смеси, содержа-
щей 0.05 мкг случайных гексапраймеров и 100 ед. обратной 
транскриптазы MMLV (molonеy murine leukemia virus). 
После остановки реакции (инкубация 10 мин при 70 0С) об-
разцы кДНК хранили при – 20 0С.

ПОлИМеРАЗНАя цеПНАя РеАКцИя 
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 25 мкл 
реакционной смеси, состоящей из taq-буфера, 1.5 мМ смеси 
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dntP, 1.25 ед. «colored» taq полимеразы («Синтол», Рос-
сия), 0.5 мкл образца кДНК и 10 пмоль каждого праймера. 
Праймеры, подобранные для соответствующих генов, а так-
же условия ПЦР и длины продуктов, представлены в табл. 
Продукты ПЦР разделяли в 1.5-ном % агарозном геле с ви-
зуализацией с помощью бромистого этидия и далее анализи-
ровали с помощью системы BioDocAnalyze (Biometra, ФРГ). 

РеЗультАтЫ И ОбСуждеНИе
Известно, что дифференцировка в эктодермальном на-
правлении дает начало нервной системе и эпителию, энто-
дермальном – печени, поджелудочной железе, щитовид-
ной железе и легким, и мезодермальном – крови, скелетной 
и сердечной мускулатуре (http://stem-cells.ru).

На модели ЭС клеток мыши мы исследовали влияние 
изменений в экспрессии генов mpub и hpub на дифферен-
цировку этих клеток в эктодермальном, энтодермальном 
и мезодермальном направлениях.

Для этой цели были выбраны специфические гены-
маркеры, характеризующие разные типы клеток, проис-
ходящих из того или иного зародышевого листка, которые 
представлены на рис. 1.

Трансфицированные ЭС клетки четырех линий (eS-
hРub, eS-DnA3, eS-Ineo, eS-rnAi) подвергались «спон-
танной» дифференцировке, т.е. без добавления специ-
фических индукторов определенных типов клеточной 
дифференцировки. Наличие экспрессии и изменения в ее 
уровне определяли с помощью метода ОТ-ПЦР. В случае 

энтодермальной и мезодермальной дифференцировки 
клетки анализировали на 10-й день, а в случае эктодер-
мальной – на 21-й день культивирования [6]. 

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА ЭНтОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
GAtA 4, GAtA 6 относятся к семейству транскрипцион-
ных факторов. Они играют определенную роль в регуля-
ции генов, вовлеченных в эмбриогенез, а также в развитие 
кардиоваскулярной системы и висцеральной энтодермы. 
На примере таких организмов, как zebrafish и Xenopus 

ЭС клетки

энтодерма
somatostatin

vimentin
GATA4
GATA6

мезодерма
trl sk

trl card
c-kit 
IL-7

эктодерма
nestin
gfap

th
β-III tubulin

Рис. 1. Гены-маркеры определенных направлений дифференцировки 
ЭС клеток, использованные в экспериментах

Таблица Праймеры, использованные в полимеразной цепной реакции

№ Название  гена Структура праймеров  Т отжига  
(0С)

Кол-во  
циклов

Размер  
продукта (п.н.)

1 GAPDH  5'-tccAtGAcAActttGGcAttGtGG-3'-s
5'-GttGctGttGAAGtcGcAGGAGAc-3'-as 66 27  376 

2 pub  5'-cccAtttGGAAGAcGccG -3' – s
5'-AGGGtGGctcAGctccG -3'-as 70 43 328

3 hpub 5’-GcAGcAGcAcAttGAcAAcA-3’-s 
5’-tccAcGAGGcccttAAAGAA-3’-as 60 30 382

7 GAtA 4 5'-GGttcccAGGcctcttGcAAtGcGG-3'-s
5'-AGtGGcAttGctGGAGttAccGctG-3'-as 65 40 153

8 GAtA 6 5'-ccGcGAGtGcGtGAAct-3'-s
5'-cGcttctGtGGcttGAtGAG-3'-as 65 40 137

9 trI card 5'-ccAcAcGccAAGAAAAAGtc-3'-s
5'-AAGctGtcGGcAtAAGtcct-3'-as 62 32 204

10 trI skel 5'-cAcActctGcAGtctGtGGtGAG-3'-s
5'-ctGAAGGGcActGAGAGAcAGAc-3'-as 64 35 314

12 nestin 5'-cGctGGAAcAGAGAttGGAAGG-3'-s
5'-GtctcAAGGGtAttAGGcAAG-3'-as 58 30 375

13 gfap 5'-tcctGGAAcAGcAAAAcAAG-3'-s
5'-cAGcctcAGGttGGtttcAt-3'-as 61 42 224

14 β-III tubulin 5'-GAGGAGGAGGGGGAGAtGtA-3'-s
5'-cccccGAAtAtAAAcAcAAcc-3'-as 65 35 348

15 th 5'-tGcAcAcAGtAcAtccGtcA-3'-s
5'-tctGAcAcGAAGtAcAccGG-3'-as 60 35 376

16 vimentin 5'-AcctGtGAAGtGGAtGccct-3'-s
5'-AAAtcctGctctcctcGcctt-3'-as 55 30 318

17 somatostatin 5'-cAGActccGtcAGtttctGc-3'-s
5'-AcAGGAtGtGAAAGtcttccA-3'-as 56 30 262

18 c-kit 5'-tGtctctccAGtttccctGc-3'-s
5'-ttcAGGGActcAtGGGctcA-3'-as 58 45 765

19 IL-7 5'-AcAtcAtctGAGtGccAcA-3'-s
5'-ctctcAGtAGtctctttAG-3'-as 57 45 355
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было показано, что гены GATA 4, 6 играют важную роль 
на ранних стадиях развития сердца [7, 8, 12–14]. Более того, 
нокаут генов GATA 4, 6 у мышей приводил к эмбриональной 
гибели на стадии гаструляции, обусловленной нарушением 
формирования дефинитивной энтодермы [19]. 

В результате проведенных экспериментов не было отмече-
но различий в экспрессии генов vimentin, somatostatin, GATA 
4, GATA 6 как в дифференцированных клетках с повышен-
ной экспрессией гена hpub, так и в клетках с пониженной экс-
прессией гена mpub, а также в соответствующих контроль-
ных линиях (рис. 2). Таким образом, можно предположить, 
что изменения в экспрессии гена pub не влияют на диффе-
ренцировку ЭС клеток в энтодермальном направлении.

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА МеЗОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
На следующем этапе мы проверили влияние экспрессии ге-
нов hpub и mpub на дифференцировку клеток в мезодермаль-
ном направлении. Учитывая гомологию мышиного гена mpub 
и человеческого гена hpub, можно предположить, что продукт 
гена hpub также будет ингибировать транскрипционную ак-
тивность Pu.1 и тем самым влиять на дифференцировку кле-
ток гемопоэтического ряда. Чтобы проверить эту гипотезу, 
мы исследовали влияние повышенной экспрессии гена hpub 
и пониженной экспрессии гена mpub на дифференцировку 
ЭС клеток по лимфоидному пути. Для этого нами были выбра-
ны специфические гены-маркеры для лимфоидных клеток, 
такие как c-kit и IL-7 [7]. ПЦР анализ трансгенных клеточных 
линий на 10-день культивирования показал, что повышенная 
экспрессия гена hpub приводит к увеличению экспрессии обо-
их генов-маркеров, а ингибирование эндогенного гена mpub, 
напротив, к снижению их экспрессии по сравнению с соот-
ветствующими контролями (рис. 3). 

Таким образом, полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что повышенная экспрессия гена hpub мо-
жет способствовать дифференцировке ЭС клеток по лим-
фоидному пути.

Для определения влияния разнонаправленной экспрес-
сии гена pub на дифференцировку ЭС клеток в другие про-
изводные мезодермы были выбраны два гена trI sk (скелет-
ный тропонин I), trI card (сердечный тропонин I). В сердце 
зародыша человека экспрессируются как сердечная изо-
форма белка, так и изоформа из медленных скелетных во-
локон. После рождения экспрессия скелетно-мышечной 
изоформы тропонина I блокируется, а синтез сердечной 
изоформы, наоборот, стимулируется [5]. 

Как видно из рис. 4, действительно, экспрессия генов trI 
card и trI sk осуществляется на разном уровне. В трансфи-
цированных клетках с суперэкспрессией гена hpub экспрес-
сия этих генов также повышена, по сравнению с контроль-
ной линией, а клетки с подавлением экспрессии гена mpub, 
наоборот, демонстрируют более низкий уровень экспрессии 
генов тропонина I по сравнению с контрольной линией.

Полученные результаты свидетельствуют о возможном 
влиянии генов mpub и hpub на дифференцировку ЭС кле-
ток в различные производные мезодермы, причем суперэк-
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Рис. 2. Экспрессия 
генов, вовлеченных 
в энтодермальную 
дифференцировку 
стабильно транс-
фицированных ЭС 
клеток (10 дней 
дифференцировки 
in vitro). Данные 
ПЦР, сопряженной 
с обратной транс-
крипцией.
Гены: а) somatosta-
tin, б) vimentin, в) 
GATA 4, г) GATA 6, 
д) ген сравнения – 
GAPDH. 
Линии клеток: 1. ES-
hPub, 2. ES-DNA3, 
3. ES-RNAi, 4. ES – 
pIneo. 5. отрица-
тельный контроль 
(вода) 

Рис. 3. Экспрессия генов c-kit и IL-7 в стабильно трансфицирован-
ных ЭС клетках (10 дней дифференцировки in vitro). Данные ПЦР, 
сопряженной с обратной транскрипцией. Гены: а) c-kit, б) IL-7, в) 
ген сравнения – GAPDH. Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. 
ES-RNAi, 4. ES – pIneo, 5. тимус мыши (положительный контроль). 6. 
отрицательный контроль (вода) 
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спрессия гена hpub приводит к повышению уровня мРНК 
для ряда генов-маркеров этого типа дифференцировки. 

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА ЭКтОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
Для изучения влияния генов hpub и mpub на дифференци-
ровку ЭС клеток в эктодермальном направлении были ис-
пользованы следующие гены-маркеры: nestin, β-III tubulin, 
gfap и th. Ген nestin экспрессируется в нейральных ство-
ловых клетках, молодых нейронах, некоторых глиальных 
клетках и эпендимальных клетках. Его экспрессия на-
блюдается на ранних стадиях формирования централь-
ной и периферической нервной системы. Гены β-III tubulin 
и gfap кодируют белки цитоскелета нейронов и глиальных 
клеток соответственно. Ген тирозингидроксилазы th экс-
прессируется в дофаминергических нейронах [19]. Данные 
относительно экспрессии этих генов в опытных и контроль-
ных линиях ЭС клеток представлены на рис. 5. 

ВЫВОдЫ
Как видно из результатов ПЦР анализа, в клетках с по-
вышенной экспрессией гена hpub наблюдается снижение 
экспрессии генов, вовлеченных в нейральную дифферен-
цировку, а в клетках с пониженной экспрессией mpub, на-

против, увеличение экспрессии этих генов по сравнению 
с контролями. Такая картина характерна для трех (nestin, 
β-III tubulin, gfap) из четырех проанализированных генов. 
Экспрессия гена th остается на одинаковом уровне для всех 
четырех линий клеток. Данный результат можно объяс-
нить тем, что изменения в экспрессии гена pub не оказы-
вают влияние на образование дофаминергических нейро-
нов, для которых характерно наличие экспрессии гена th. 
Таким образом, в результате проведенных экспериментов 
показано, что суперэкспрессия гена hpub или подавле-
ние экспрессии гена mpub в ЭС клетках мыши приводит 
к существенному изменению в экспрессии ряда генов-
маркеров производных отдельных зародышевых листков 
и, следовательно, может оказывать определенное, причем 
разнонаправленное, влияние на дифференцировку клеток 
в мезо- и эктодермальном направлениях. 

Настоящая работа частично поддержана 
грантом Министерства образования и науки РФ 

(ГК № 02.512.12.2013) и грантом РФФИ (09-04-01117).

Рис. 5. Экспрессия генов, вовлеченных в эктодермальную диффе-
ренцировку стабильно трансфицированных ЭС клеток (21-й день 
дифференцировки in vitro). Гены: а) β-III tubulin, б) gfap, в) nestin, 
г) th. Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. ES-RNAi, 
5. положительный контроль (гипокамп мыши), 6. отрицательный 
контроль (вода)
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Рис. 4. Экспрессия генов тропонина I сердечной (trI card) и скелет-
ной (trI sk) форм соответственно в стабильно трансфицированных 
ЭС клетках (10 дней дифференцировки in vitro). Данные ПЦР, сопря-
женной с обратной транскрипцией. а) ген trI card.  Линии клеток: 1. 
ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. ES-RNAi, 5. отрицательный кон-
троль (вода), 6. положительный контроль (сердце взрослой мыши) 
б) ген trI sk.  Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. 
ES-RNAi, 5. отрицательный контроль (вода), 6. положительный кон-
троль (сердце эмбрионов мыши) 
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