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РЕФЕРАТ На основе экспрессионного вектора pEGFP-N3 получены генетические конструкции, кодирующие 
различные комбинации функциональных фрагментов муцина MUC1 человека, а также маркеры для иден-
тификации синтезируемых химерных белков (FLAG-эпитоп, располагающийся в N-концевой области син-
тезируемых белков, и EGFP, имеющий С-концевую локализацию). Этими конструкциями трансфицирова-
ли клетки линии HT-29. Стабильно трансфицированные клетки были охарактеризованы с использованием 
проточного цитофлуориметра. Высокий уровень экспрессии рекомбинантных белков на фоне низкого уров-
ня эндогенного муцина MUC1 в полученных клетках был подтвержден методом ПЦР в реальном времени. 
При помощи флуоресцентной микроскопии была показана мембранная локализация химерных белков. 
Полученные клетки могут служить моделью MUC1-экспрессирующей формы рака, а также использоваться 
для исследования роли различных функциональных фрагментов муцина MUC1 в метастазировании.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА клеточные модели, метастазирование, муцин, MUC1, HT-29, онкологические заболе-
вания.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БСА – бычий сывороточный альбумин; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназа; ДФСБ – фосфатно-солевой буфер в модификации Дульбекко; ДЭПК – диэтилпирокарбонат; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; 
ФСБ – фосфатно-солевой буфер.

ВВЕДЕНИЕ
Метастазирование – процесс, характеризующий-
ся повышенной способностью клеток к  инвазии 
и трансэндотелиальной миграции, является одним 
из ключевых в развитии онкологических заболева-
ний. Появление у опухолевых клеток способности 
к метастазированию, как правило, ассоциировано 
с неблагоприятным прогнозом [1]. Молекулярные 
механизмы процессов, приводящих к изменению 
метастатического потенциала клеток, активно ис-
следуются на протяжении нескольких десятилетий. 
Установлено, что  в  данном процессе принимают 
участие молекулы, взаимодействующие с внекле-
точным матриксом [2, 3] или с молекулами клеточ-

ной адгезии [4, 5]. Одна из таких молекул – муцин 
MUC1 человека. Экспериментальные данные, ука-
зывающие на то, что повышение экспрессии MUC1 
коррелирует со снижением способности клеток 
в культуре к агрегации [6], послужили основанием 
для предположения об участии данного гликопро-
теида в увеличении метастатического потенциала 
опухолевых клеток.

Мембранный гликопротеид MUC1 в норме распо-
лагается на апикальной поверхности эпителиальных 
клеток, выстилающих дыхательные пути и протоки 
желез, и выполняет функцию их увлажнения и лу-
брификации. При злокачественной трансформации 
клеток экспрессия гена MUC1 [7–9] увеличивается, 
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изменяются клеточная локализация [10, 11] и харак-
тер гликозилирования муцина MUC1 [12].

В структуре муцина MUC1 можно выделить не-
сколько функциональных доменов – экстрацел
люлярный, трансмембранный и цитоплазматиче-
ский. Накопленные к настоящему времени данные, 
касающиеся влияния различных доменов MUC1 
на метастатический потенциал опухолевых клеток, 
весьма противоречивы [13–15]. Достаточно одно-
значно установлена лишь роль цитоплазматическо-
го домена – идентифицированы сигнальные пути, 
в  которых принимает участие данный фрагмент, 
и внутриклеточные молекулы, с которыми он взаи-
модействует [16–18]. Однако функциональная роль 
экстрацеллюлярного домена MUC1 в данном про-
цессе выяснена не до конца, хотя известно, что изме-
нения, происходящие с молекулой муцина при зло-
качественной трансформации клетки, затрагивают 
в основном его экстрацеллюлярную область. Изме-
нение характера гликозилирования внеклеточной 
части муцина MUC1 в опухолевых клетках приводит 
к формированию опухоль-специфичных антигенных 
эпитопов. Предполагается, что характер гликозили-
рования муцина может существенно влиять на ин-
вазивные характеристики опухолевых клеток. Так, 
например, было показано, что углеводные компонен-
ты опухоль-ассоциированного (но не «нормального») 
муцина MUC1 способны связываться с селектинами, 
продуцируемыми клетками активированного эндо-
телия [19]. Селектины, в свою очередь, опосредуют 
взаимодействие с рецепторами на поверхности эн-
дотелиальных клеток, что, по всей видимости, спо-
собствует прикреплению метастазирующей клетки 
к стенке сосуда и ее последующей инвазии. Более 
того, для метастазирующих клеток характерно на-
личие определенных гликозидных эпитопов [20, 21]. 
В случае MUC1 были идентифицированы гликозид-
ные эпитопы syalil Lewisa (sLea) и syalil Lewisx (sLex), 
присутствие которых ассоциировано со способностью 
клеток к метастазированию. В частности, показано, 
что во время неопластической трансформации кле-
ток кишечника содержание sLea постепенно увели-
чивается [22]. Повышенные количества димерных 
форм sLex обнаружены также в субпопуляциях кле-
ток аденокарциномы легкого, обладающих высокой 
способностью формировать колонии в легких бести-
мусных мышей [23]. Приведенные данные косвенно 
указывают на участие экстрацеллюлярного домена 
муцина MUC1 в повышении метастатического по-
тенциала клеток злокачественных новообразований 
млекопитающих.

Тем не  менее изучение влияния экстрацел
люлярного домена MUC1 на метастазирование опухо-
левых клеток невозможно без создания адекватных 

клеточных моделей. Клеточные модели агрессивной 
формы MUC1-экспрессирующего рака могли бы ис-
пользоваться для тестирования как противоопухо-
левых препаратов, так и диагностических средств, 
направленных на распознавание экстрацеллюляр-
ной области муцина MUC1. Поскольку экспрессия 
муцина MUC1 характерна для клеток большинства 
эпителиальных опухолей, разработка таких агентов 
позволит охватить широкий спектр онкологических 
заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
В работе использовали соли производства компании 
Merck (Германия), а также отечественного произ-
водства категории «ос.ч.»; компоненты для получе-
ния микробиологических сред (Difco, США); агарозу, 
ферменты и наборы для проведения ПЦР, ОТ-ПЦР, 
ПЦР в  реальном времени, экстракции фрагмен-
тов ДНК из агарозного геля и выделения плазмид-
ной ДНК, а также ДНК- и РНК-маркеры (Thermo 
Scientific, США), TRIzol (Sigma, США), ДЭПК (Sigma, 
США).

Для  культивирования клеточных линий ис-
пользовали модифицированную Дульбекко среду 
Игла (DMEM), раствор Версена, раствор трипсина 
(«ПанЭко», Россия), фетальную сыворотку теленка 
(Hyclone, США), антибиотики генетицин (G418), пе-
нициллин и стрептомицин (Sigma-Aldrich, США). 

Бактериальные штаммы и клеточные культуры
Штамм JM110 Escherichia coli (e14- [F' traD36 proAB+ 
lacIq lacZΔM15] hsdR17(rK-mK+)) был получен из 
музея ФГУП ГосНИИ генетика.

В  работе были использованы культуры клеток 
рака молочной железы (MCF-7), рака шейки матки 
(HeLa) и колоректальной аденокарциномы (HT-29) 
человека.

Синтетические олигонуклеотиды
Олигонуклеотиды, использованные в работе, синте-
зированы ООО «ДНК-Синтез»; их нуклеотидные по-
следовательности представлены в табл. 1.

Выделение РНК из культуры клеток
Промытые раствором ДФСБ клетки осаждали цен-
трифугированием (4 мин, 1000 об/мин) и ресуспен-
дировали в 1 мл реактива TRIzol. Затем добавляли 
200 мкл хлороформа, перемешивали, инкубировали 
в течение 2–3 мин при комнатной температуре, по-
сле чего центрифугировали (15 мин, 13000 об/мин, 
+4˚С) и отбирали верхнюю водную фазу в чистую 
пробирку. Добавляли равный объем изопропанола, 
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инкубировали в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе и осаждали нуклеиновые кислоты центри-
фугированием (10 мин, 13000 об/мин, +4˚С). Осадок 
промывали 75% этанолом, высушивали и растворяли 
в воде, содержащей 0.1% ДЭПК. ДНК удаляли при по-
мощи ДНКазы I, следуя рекомендациям фирмы-
изготовителя.

Синтез кДНК
к Д Н К  с и н т е з и р о в а л и  м е т о д о м  о б р а т н о й 
транскрипции с использованием набора RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, 
США), следуя рекомендациям изготовителя.

Для наработки кДНК с целью получения фраг-
ментов, кодирующих функциональные фрагмен-
ты муцина MUC1, использовали РНК, выделен-
ную из  клеток линии MCF-7, и  специфические 
праймеры: USTR_R – для  кДНК(ustr) и CT _R – 
для кДНК(tmct).

Для  наработки кДНК использовали РНК, 
выделенную из  клеток линии HeLa и  HT-29. 
кДНК(GAPDH) получали с  использованием 
олигонуклеотида GAPDH_R.  кДНК(MUC1) 
получали с использованием олигонуклеотида TM_R, 
кДНК(rMUC1) – с использованием олигонуклеотида 
FLAG_R.

Получение фрагментов ДНК, кодирующих 
функциональные фрагменты муцина MUC1
Олигонуклеотиды для получения фрагментов гена му-
цина выбирали с учетом анализа нуклеотидной после-
довательности кДНК муцина MUC1 человека [24].

Фрагмент ustr  получали при  помощи ПЦР 
с кДНК(ustr) c использованием праймеров USTR_F 
и U STR_R; фрагмент tmct получали при  помощи 
ПЦР с  кДНК(tmct) с  использованием праймеров 
TM_F и CT_R; фрагмент tm получали при помощи 
ПЦР с  кДНК(tmct) с  использованием праймеров 
TM_F(2) и TM_R. Продукты ПЦР разделяли при по-
мощи электрофореза в 1% агарозном геле и очищали 
из агарозного геля с использованием набора GeneJET 
Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, США). Полу-
ченные фрагменты клонировали в составе векторов 
pUC18 – ustr по сайтам XhoI и HindIII, tm – по сай-
там HindIII и BamHI и tmct – по сайту BamHI. В ре-
зультате были получены плазмиды: pUC18-USTR, 
pUC18-TM и pUC18-TMCT. Соответствие нуклеотид-
ных последовательностей клонированных фрагмен-
тов ожидаемым подтверждали секвенированием.

Фрагмент tr21 получен по методике, разработан-
ной для получения фрагментов, содержащих различ-
ное число тандемных повторов из области VNTR гена 
MUC1 человека [25], и клонирован в векторе pUC18-
TR21 (по сайтам HindIII и BamHI).

Создание экспрессионных конструкций, содержащих 
различные фрагменты гена муцина MUC1
Сборку конструкций осуществляли на основе век-
тора pEGFP-N3 (Clontech, США). Фрагмент f по-
лучен путем отжига олигонуклеотидов FLAG_F 
и FLAG_R.

Вектор pUSTR-TR-TMCT-EGFP получен в  ре-
зультате последовательного клонирования фрагмен-
тов ustr (по сайтам XhoI и HindIII), tr21 (по сайтам 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность 5'→3'

FLAG_F AGCTTGACTACAAGGACGATGACGATAAGA

FLAG_R AGCTTCTTATCGTCATCGTCCTTGTAGTCA

USTR_F ACGTCTCGAGATGACACCGGGCACCCAGT

TM_F TGGGGGATCCGTGCCAGGCTGGGGCAT

TM_F(2) AAGCTTGTGCCAGGCTGGGGCAT

CT_R ACGTGGATCCCCAAGTTGGCAGAAGTGGC

TM_R GCTAGGATCCGCACTGACAGACAGCCAAGGC

USTR_R TGACAAGCTTCCCCAGGTGGCAGCTGAA

GAPDH_F CAAGGTCATCCATGACAACTTTG

GAPDH_R GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
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HindIII и BamHI), tmct (по сайту BamHI) и f (по сайту 
HindIII). Вектор pUSTR-TM-EGFP получен в резуль-
тате последовательного клонирования фрагментов 
ustr (по сайтам XhoI и HindIII), tm (по сайтам HindIII 
и BamHI) и f (по сайту HindIII). Необходимые фраг-
менты получали рестрикцией векторов pUC18-USTR, 
pUC18-TM, pUC18-TMCT и pUC18-TR21 с последую-
щей экстракцией из агарозного геля. Таким образом, 
были получены экспрессионные векторы pUSTR-
TM-EGFP и pUSTR-TR-TMCT-EGFP, содержащие 
гены слитых белков USTR-TM-EGFP и USTR-TR-
TMCT-EGFP соответственно. Схематическое изобра-
жение взаимного расположения доменов в составе 
рекомбинантных белков в сравнении со структурой 
природного муцина представлено на рис. 1.

Трансфекция
Для  трансфекции клеток использовали вектор 
pEGFP-N3, а  также плазмиды pUSTR-TM-EGFP 
и  pUSTR-TR-TMCT-EGFP. Трансфекцию клеток 
линии HT-29 осуществляли методом электропорации 
с  использованием прибора Gene Pulser Xcell To-
tal System (Bio-Rad, США). В двухмиллиметровую 
кювету для электропоратора вносили 20 мкл раствора 
плазмидной ДНК (0.4 мкг/мкл) и 180 мкл клеточной 
суспензии (5  млн клеток/мл), перемешивали 
и  подвергали действию электрического поля 

(500 В/см, 10 импульсов по 1 мс). Клетки высевали 
в культуральные чашки и растили в полной среде 
DMEM в течение 3 дней, затем промывали раствором 
ДФСБ, добавляли свежую среду DMEM, содержащую 
антибиотик G418 (700 мкг/мл), и культивировали 
в течение 10–14 дней. Наиболее ярко светящиеся 
колонии отбирали и помещали в лунки 96-луночного 
планшета .  Стабильно трансфицированные 
клетки анализировали при  помощи проточного 
цитофлуориметра (BD FACS AriaIII, США).

Проточная цитофлуориметрия
Для анализа на проточном цитофлуориметре клет-
ки трижды промывали раствором ДФСБ и  ресу-
спендировали в растворе ДФСБ в количестве около 
1 млн клеток/мл.

Флуоресцентная микроскопия
Клетки высевали на  стекла и  спустя 24 ч 
анализировали при  помощи флуоресцентного 
микроскопа Nikon Eclipse Ts100 (Nikon, Япония) либо 
LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Германия).

ПЦР в реальном времени
ПЦР проводили с  использованием готового 
мастер-микса Maxima SYBR Green qPCR Mas-
ter Mix 2X (Thermo Scientific, США), содержащего 

Рис. 1. Расположение основных функциональных доменов в составе природного муцина MUC1 человека и ре-
комбинантных слитых белков. L – лидерный пептид; VNTR – область вариабельных тандемных повторов; TR21 – 
21 тандемный повтор из области VNTR; USTR и DSTR – области нерегулярных повторов, расположенные до и по-
сле VNTR соответственно; F – FLAG-эпитоп, TM – трансмембранный домен, CT – цитоплазматический домен

L

LL

USTR

USTRUSTR

VNTR DSTR TM

TMTM

CT

CT

Сайт  
автопротеолиза

F F

TR21

EGFP EGFP

USTR-TR-TMCT-EGFP USTR-TM-EGFP

Схематическое изображение предшественника природного муцина MUC1

Схематическое изображение предшественников рекомбинантных слитых белков



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 6  № 2 (21)  2014 | Acta naturae | 71

интеркалирующий агент SYBR Green. Концентрация 
праймеров в  смесях составляла 0.03 мкмоль/л. 
Для калибровки использовали четыре разведения 
образцов кДНК – 10, 100, 1000 и 10000 раз. В качестве 
контроля проводили реакции в отсутствие кДНК, 
а  также со смесью для  обратной транскрипции 
без обратной транскриптазы M-MuLV. Все реакции 
проводили в трех повторах.

Уровень экспрессии эндогенного MUC1 в нетранс
фицированных клетках определяли с использованием 
кДНК MUC1 и  пары праймеров TM_F/CT_R; 
уровень экспрессии рекомбинантного муцина MUC1 
анализировали с  использованием кДНК rMUC1 
и праймеров USTR_F/FLAG_R.

Результаты нормировали по уровню экспрессии 
гена GAPDH, используя кДНК (GAPDH) и праймеры 
GAPDH_F/GAPDH_R. 

Определение характера роста клеток, 
экспрессирующих рекомбинантные белки
Клетки каждой стабильной линии – HT-29_EGFP, 
HT-29_USTR-TM-EGFP и HT-29_USTR-TR-TMCT-
EGFP – высевали в культуральные чашки диаметром 
3.5 см по 500000 клеток на чашку. После культивиро-
вания в течение 3 дней клетки промывали раствором 
ДФСБ и анализировали характер роста при помощи 
микроскопа. Количество клеток определяли методом 
подсчета в камере Горяева.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор клеточной линии
При выборе клеточной линии для создания необходи-
мых моделей следует учитывать ряд требований.

Поскольку клеточные модели предполагается ис-
пользовать для изучения свойств молекулы, предпо-
ложительно, увеличивающей метастатический по-
тенциал клеток, для создания таких моделей следует 
выбирать клетки с исходно невысокой способностью 
к метастазированию.

Кроме того, в идеальном случае в клетках не дол-
жен экспрессироваться эндогенный муцин MUC1, что-
бы избежать неоднозначности результатов. Однако 
клетки около 90% злокачественных новообразований 
содержат муцин MUC1, что предполагает использо-
вание линии опухолевых клеток с существенно пони-
женным уровнем экспрессии эндогенного MUC1.

Для выбора клеток важен также тип гликозилиро-
вания муцина. В работе, выполненной M.D. Burdick 
и соавт. в 1997 г. [20], были проанализированы формы 
гликозилирования рекомбинантного муцина MUC1, 
выделенного из клеток четырех различных линий. 
По результатам гибридизации гликопротеида с моно-
клональными антителами, полученными к наиболее 
распространенным опухоль-ассоциированным глико-
зидным эпитопам, встречающимся у природного му-
цина, было установлено, что только рекомбинантный 
муцин, выделенный из клеток линии HT-29, содер-
жит эпитопы sLea и sLex [20], характерные для кле-
ток агрессивных форм опухолей эпителиального про-
исхождения. Согласно опубликованным данным [2], 
клетки линии HT-29 обладают также низким мета-
статическим потенциалом. 

Мы сравнили уровни экспрессии эндогенного му-
цина в клетках линий HT-29 и HeLa методом ПЦР 
в реальном времени.

Известно, что  в  результате альтернативного 
сплайсинга мРНК муцина MUC1 в клетках может 
образоваться несколько изоформ муцина MUC1, 
в том числе секретируемые [26]. В нашем случае су-
щественной была оценка уровня экспрессии только 
мембранно-связанных форм данного гликопротеида, 
поэтому для постановки реакции мы использовали 
праймеры TM_F и TM_R, отжигающиеся в области 
кДНК, кодирующей трансмембранный домен MUC1. 
Результаты определения уровня экспрессии гена 
MUC1 в клетках линий HT-29 и HeLa представлены 
в табл. 2.

Результаты ПЦР в реальном времени показывают, 
что количество мРНК муцина MUC1 в клетках ли-

Таблица 2. Результаты ПЦР в реальном времени, отражающие содержание мРНК эндогенного муцина в клетках 
HT-29 и HeLa

мРНК/линия клеток Средний предельный  
цикл

Среднее начальное  
количество

% по отношению  
к GAPDH

GAPDH / HeLa 25.42 3214.1 100

GAPDH/ HT-29 24.19 11795.4 100

MUC1 / HeLa 25.35 4007.57 125

MUC1 / HT-29 28.24 265.28 2.25
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нии HT-29 приблизительно на два порядка ниже, чем 
в клетках линии HeLa. Это свидетельствует о невы-
соком базовом уровне экспрессии гена MUC1 в клет-
ках линии HT-29. 

Таким образом, на  основании опубликованных 
данных и результатов собственных экспериментов 
для создания моделей опухолевых клеток, экспрес-
сирующих рекомбинантные белки, содержащие 
определенные функциональные фрагменты муцина 
MUC1 человека, мы выбрали линию клеток HT-29.

Создание модельных конструкций
При  изучении роли различных функциональных 
фрагментов MUC1 большинство исследователей, 
как правило, используют ДНК, кодирующую при-
родный MUC1 [27–29]. Однако природный MUC1 
представляет собой гетеродимер, в котором экстра-
целлюлярная N-концевая субъединица соединена 
с мембранно-связанной при помощи стабильных не-
ковалентных взаимодействий. Данные взаимодей-
ствия могут нарушаться, что приводит к «сбрасыва-
нию» N-концевой субъединицы с поверхности клетки 
[30]. Диссоциация в ходе исследования субъединицы 
белка, содержащей область экстрацеллюлярного до-
мена муцина, может приводить к искажению полу-
чаемых результатов. Таким образом, нам нужно было 
сконструировать гены рекомбинантных белков, ко-
торые не имеют сайтов автопротеолиза, но содержат 
необходимые функциональные фрагменты.

Основное отличие опухоль-ассоциированного му-
цина MUC1 заключается в наличии определенных 

гликозидных эпитопов на поверхности экстрацел
люлярного домена: углеводные компоненты моле-
кулы, как  предполагается, вовлечены во  взаимо-
действие с молекулами внеклеточного матрикса и, 
как  следствие, участвуют в  процессе метастази-
рования. Следовательно, конструируемый реком-
бинантный белок обязательно должен содержать 
фрагменты внеклеточного домена, несущие сайты 
О-гликозилирования. Большое количество остатков 
Ser и Thr, к которым, предположительно, присоеди-
няются олигосахариды, располагается в области тан-
демных повторов (VNTR) – каждый повтор, содер-
жащий 20 аминокислотных остатков, включает в себя 
пять потенциальных сайтов О-гликозилирования. 
Следуя методике, разработанной для конструирова-
ния фрагментов, кодирующих различное количество 
повторов из области VNTR муцина MUC1 человека 
[25], был получен фрагмент, кодирующий 21 тандем-
ный повтор (рис. 2). 

Кроме того, большое количество потенциальных 
сайтов О-гликозилирования характерно для областей 
вырожденных повторов (USTR и DSTR). Поскольку 
область DSTR содержит сайт автопротеолиза, этот 
фрагмент при конструировании не использовали. 
В то же время для создания конструкций необходимо 
было получить фрагмент ДНК, кодирующий после-
довательность USTR (см. рис. 2).

Наконец, для того чтобы экстрацеллюлярный до-
мен MUC1, входящий в состав рекомбинантных бел-
ков, был экспонирован во внеклеточное пространство, 
он должен содержать, по меньшей мере, трансмем-

USTR

TR21

TM

CT

(показано 5 повторов)

Рис. 2. Первичная структура фрагментов муцина MUC1, использованных при создании конструкций. Голубым 
цветом выделены потенциальные сайты О-гликозилирования, зеленым – последовательность, закрепляющая 
белок в плазматической мембране. Красным шрифтом выделена последовательность лидерного пептида
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бранный домен (TM) и  последовательность CQC, 
обеспечивающую мембранную локализацию глико-
протеида [31]. Аминокислотная последовательность 
трансмембранного домена приведена на рис. 2.

Нуклеотидная последовательность, кодирующая 
цитоплазматический домен (CT, см. рис. 2), необходи-
ма для конструирования гена «полноразмерного» му-
цина, лишенного только области, кодирующей сайт 
автопротеолиза и часть вырожденных повторов.

Фрагменты, кодирующие USTR, TM и CT муци-
на MUC1 человека, были амплифицированы с кДНК 
муцина MUC1, синтезированной на суммарной мРНК 
из клеток рака молочной железы MCF-7.

С  использованием перечисленных выше фраг-
ментов были созданы две экспрессионные конструк-
ции, содержащие гены химерных белков, слитых 
на  С-конце с E GFP, – «полноразмерного» MUC1 
(pUSTR-TR-TMCT-EGFP) и лишенного тандемных 
повторов и цитоплазматического домена (pUSTR-
TM-EGFP) (рис. 1).

Между областью тандемных повторов и фрагмен-
том, кодирующим вырожденные повторы, мы допол-
нительно ввели последовательность, кодирующую 
FLAG-эпитоп, чтобы иметь возможность выявлять 
N-концевую область рекомбинантных белков при по-
мощи специфических антител.

Получение и характеристика клеточных моделей
Экспрессию рекомбинантных белков анализирова-
ли при помощи проточной цитофлуориметрии в ста-
бильно трансфицированных клетках линии HT-29 
по флуоресценции EGFP (рис. 3).

Уровень экспрессии рекомбинантного муцина 
(rMUC1) в  стабильно трансфицированных клет-
ках определяли методом ПЦР в реальном времени 
и сравнивали с экспрессией гена домашнего хозяй-
ства GAPDH. Результаты определения уровня экс-
прессии генов рекомбинантных белков в стабильно 
трансфицированных клетках линии HT-29 представ-
лены в табл. 3.

Показано, что содержание мРНК рекомбинантных 
белков USTR-TM-EGFP и USTR-TR-TMCT-EGFP 
в  стабильно трансфицированных клетках HT-29_
USTR-TM-EGFP и HT-29_USTR-TR-TMCT-EGFP 
составляет приблизительно 20% от содержания мРНК 
GAPDH. Учитывая, что содержание мРНК эндогенно-
го муцина MUC1 в клетках линии HT-29 составляет 
2.25% (табл. 2), можно сделать вывод, что в стабильно 
трансфицированных клетках линии HT-29 мРНК ре-
комбинантного муцина составляет примерно 85% всей 
мРНК MUC1 (рекомбинантного и эндогенного).

Анализ локализации рекомбинантных белков ме-
тодом флуоресцентной микроскопии показал, что 
в клетках HT-29_EGFP наблюдается цитоплазма-

тическая и ядерная локализация сигнала в зеленой 
области спектра (рис. 4А), в то время как в клетках 
HT-29_USTR-TM-EGFP и HT-29_USTR-TR-TMCT-
EGFP сигнал преимущественно локализуется в об-
ласти плазматической мембраны (рис. 4Б,В). 

Рис. 3. Флуоресценция клеток HT-29, стабильно транс-
фицированных векторами pEGFP-N3 (А), pUSTR-TM-
EGFP (Б), pUSTR-TR-TMCT-EGFP (В)
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Рис. 4. Локализация флуоресценции EGFP в стабильно трансфицированных клетках линии HT-29. А – HT-29_EGFP, 
Б – HT-29_USTR-TM-EGFP, В – HT-29_USTR-TR-TMCT-EGFP. Верхняя и боковая панели каждого изображения по-
казывают оптический срез трехмерного изображения в плоскости xz и yz соответственно
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Анализ трехмерных изображений, полученных 
с применением конфокальной микроскопии, пока-
зал, что белки, содержащие фрагменты муцина, сли-
тые с EGFP, имеют преимущественно перифериче-
скую мембранную локализацию, в отличие от белка 
EGFP, ожидаемо детектируемого как в цитоплазме, 
так и в ядре (рис. 4, верхняя и боковая панели каж-
дого изображения).

Наконец, нами установлено различие в характере 
роста клеток полученных линий. В то время как клет-
ки HT-29_EGFP по мере роста формируют монослой 
(рис. 5А), клетки HT-29_USTR-TM-EGFP и HT-29_
USTR-TR-TMCT-EGFP склонны к формированию 
обособленных «островков» (рис. 5Б,В). Учитывая, 
что в данном эксперименте на чашки высевали оди-

наковое количество клеток (500000), а после 3 дней 
культивирования их число также отличалось незна-
чительно, различие в скорости деления можно ис-
ключить. Наблюдаемая нами картина является сви-
детельством различия адгезионных характеристик 
клеток полученных линий, вызванного присутствием 
на их поверхности рекомбинантных белков, содержа-
щих фрагменты муцина MUC1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На базе клеток линии HT-29 получены клеточные мо-
дели, экспрессирующие слитые с EGFP белки, пред-
ставляющие на внешней поверхности клеток фраг-
менты экстрацеллюлярного домена муцина MUC1 
человека, несущие сайты О-гликозилирования. 

Таблица 3. Результаты ПЦР в реальном времени, отражающие содержание мРНК рекомбинантных белков 
в стабильно трансфицированных клетках линии HT-29

мРНК/линия клеток Средний предельный 
цикл

Среднее начальное 
количество

% по отношению 
к GAPDH

GAPDH / HT-29_EGFP 14.30 730.65 100

GAPDH / HT-29_USTR-TM-EGFP 1 12.76 1922.36 100

GAPDH / HT-29_USTR-TR-TMCT-EGFP 13.21 1347.97 100

rMUC1 / HT-29_EGFP-N3 22.62 0.94 0.129

rMUC1 / HT-29_USTR-TM-EGFP 1 14.34 373.82 19.446

rMUC1/HT-29_USTR-TR-TMCT-EGFP 14.75 278.03 20.626
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Основное различие полученных нами моделей за-
ключается в наличии или отсутствии в структуре 
рекомбинантных белков области, содержащей 21 
тандемный повтор. Эти модели отличаются высоким 
уровнем экспрессии рекомбинантных белков на фоне 
низкой экспрессии эндогенного муцина MUC1. Ха-
рактер роста модельных клеток отличается от роста 
клеток, экспрессирующих EGFP. 
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Рис. 5. Влияние экспрессии рекомбинантных белков на характер роста стабильно трансфицированных клеток 
линии HT-29 в культуре. А – клетки, экспрессирующие EGFP, Б – клетки, экспрессирующие USTR-TM-EGFP, 
В – клетки, экспрессирующие USTR-TR-TMCT-EGFP
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