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Сконструированы рекомбинантные бакуловирусные векторы Ac-CMV-GFP, Ac-M-
GFP и Ac-IFN-GFP с различными регуляторными элементами (промотор CMV и кассе­
та CAG), запускающими экспрессию репортерного гена eGfp и гена мышиного β-Ifn в 
клетках млекопитающих. Проведено сравнение эффективности трансдукции мышиных 
и человеческих клеточных линий рекомбинантными бакуловирусными векторами.
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Введение. Бакуловирус AcMNPV (вирус множественного ядерного поли-
эдроза Autographa californica) является новым привлекательным векто-

ром для геннотерапевтических приложений. Экспрессия трансгена in vivo при 
трансдукции бакуловирусным (БВ) вектором, сравнима по уровню с экспрес-
сией, опосредованной аденовирусом [1]. Кроме того, бакуловирусы характе-
ризуются рядом преимуществ, например, отсутствием выраженной цитоток-
сичности в клетках млекопитающих in vitro даже при введении больших (500 
moi) доз вируса, что свидетельствует о безопасности БВ-векторов [2]. Баку-
ловирусы не реплицируются в клетках млекопитающих [3], способны трансду-
цировать широкий спектр типов клеток и тканей [2], и, благодаря структуре ге-
нома и вирусных частиц, включать большие (до 30 тыс.н.п.) фрагменты гетеро-
логичной ДНК [4]. Показано, что при трансдукции БВ не изменяется потенциал 
дифференцировки и спектр поверхностных маркеров клеток [4, 5].

Для доставки генов в клетки млекопитающих были использованы векторы 
на основе вирусов ядерного полиэдроза AcMNPV и BmNPV [4, 7]. Экспрес-
сия генов в клетках млекопитающих в составе бакуловирусов выявлялась при 
встраивании генов под контроль цитомегаловирусного (CMV) IE-промотора и 
промотора из вируса саркомы Рауса (RSV) [6, 7]. CAG-кассета, включающая 
IE-энхансер цитомегаловируса, промотор гена β-актина цыпленка и сигнал по-
лиаденилирования гена β-глобина кролика, также эффективно запускает экс-
прессию во многих типах клеток и проявляет себя более сильным регулятором, 
чем промоторы CMV и RSV [8].

Перечисленные выше свойства бакуловирусов делают их перспективны-
ми для использования в системе ”клеточных векторов” в противоопухолевой 
терапии. В качестве активного вещества для целей противоопухолевой тера-
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на и 100 мкг/мл стрептомицина при 37 °С в 
CO2-инкубаторе.

Рекомбинантные бакуловирусы и 
трансдукция клеток млекопитающих. 
Рекомбинантные бакуловирусы получа-
ли на основе вируса ядерного полиэд-
роза Autographa californica (AcMNPV) 
в экспрессионной системе Bac-to-Bac 
(Invitrogen). На первом этапе были сконс-
труированы рекомбинантные БВ-векто-
ры – Ac-M-GFP и Ac-CMV-GFP с разными 
промоторами, запускающими экспрессию 
репортера EGFP (Enhanced Green Fluo-
rescent Protein). Экспрессия репортер-
ного гена в составе вектора Ac-CMV-GFP 
осуществлялась под регуляцией промото-
ра CMV, а вектора Ac‑M‑GFP – под регуля-
цией промотора β-актина цыпленка в со-
ставе кассеты CAG. 

Для исследования эффективности до-
ставки гена β-Ifn в клетки млекопитающих 
был сконструирован рекомбинантный ба-
куловирус Ac-IFN-GFP, содержащий два 
гена – репортерный eGfp под регуляци-
ей промотора CMV и ген мышиного β-Ifn 
под регуляцией кассеты CAG. Бакулови-
рус Ac-CMV-GFP с геном Gfp под промо-
тором CMV служил контрольным вирусом. 
Вирусы концентрировали центрифугиро-
ванием при 100000g. Титр вирусных пре-
паратов после амплификации и концент-
рирования составлял 2–4 х108 БОЕ (бляш-
кообразующих единиц)/мл.

Трансдукцию проводили в оптимизи-
рованных нами предварительно услови-
ях [12]. Клетки рассевали в 6-ти луноч-
ные плашки в концентрации 2×105 кле-
ток на лунку в культуральной среде DMEM 
(Sigma) c добавлением 10 % FBS и анти-
биотиков с последующей инкубацией при 
37  °С в СО2 инкубаторе на протяжении 
12 часов. Культуральную среду сливали, 
клетки промывали фосфатным буфером 
D-PBS (Dulbecco PBS, без ионов Са2+ и 
Mg2+), и добавляли рекомбинантный баку-
ловирус в концентрации 20, 200 и 500 moi 
(multiplicisty of infection = количество БОЕ 

пии активно исследуется β-интерферон 
(IFN-β) [9], являющийся одним из чле-
нов целого семейства плейотропных ци-
токинов – интерферонов. В клинике ин-
терфероны используют для лечения ряда 
вирусных инфекций, аутоиммунных забо-
леваний – рассеянного склероза и ревма-
тоидного артрита, а также в противоопу-
холевой терапии. IFN-β усиливает апоптоз 
опухолевых клеток, осуществляет тормо-
жение ангиогенеза в опухолевых тканях, 
снижает частоту метастазирования [10]. 
Его введение с помощью рекомбинантно-
го вектора могло бы осуществить локаль-
ную продукцию IFN-β на достаточно высо-
ком уровне и реализовать терапевтичес-
кий потенциал.

Данная работа посвящена сравнению 
эффективности доставки в клетки млеко-
питающих экзогенов (репортерного гена 
eGfp и гена мышиного β-Ifn) рекомбинант
ными бакуловирусными векторами с раз-
личными регуляторными элементами.

Материалы и методы
Клеточные культуры. Монослойную 

культуру клеток насекомых Sf21 выращи-
вали в среде TC-100 (Sigma) с добавле-
нием 10 % FBS при 28 °С. Инфицирование 
клеток бакуловирусами проводили соглас-
но стандартным процедурам [11].

В работе использовали линии кле-
ток млекопитающих: НЕК293 (линия кле-
ток эмбриональной почки человека), НeLa 
(клетки карциномы шейки матки чело-
века), полученные из Российской кол-
лекции клеточных культур (Санкт-Петер-
бург), MM4 (клеточная линия из меланомы 
В-16), а также первичные фибробласты 
мышей линии C57BL/6j, которые получали 
из мягких тканей 14-дневных эмбрионов 
методом ферментативной дезагрегации 
ткани (C57Fb). Все линии клеток культиви-
ровали в среде DMEM (Sigma) с добавле-
нием 10 % эмбриональной телячьей сыво-
ротки FBS (Sigma), 100 ед/мл пеницилли-



ISSN 1810-7834. Â³ñí. Óêð. òîâ-âà ãåíåòèê³â ³ ñåëåêö³îíåð³â. 2010, òîì 8, ¹ 1 5

Бакуловирусные векторы Aс-CMV-GFP, Aс-M-GFP И Aс-IFN-GFP  ...

Таким образом, на первом этапе ра-
боты были сконструированы два реком-
бинантных бакуловирусных вектора – Ac-
M-GFP и Ac-CMV-GFP с разными про-
моторами, запускающими экспрессию 
репортера EGFP. Экспрессия репортер-
ного гена в составе вектора Ac-CMV-GFP 
осуществлялась под регуляцией промо-
тора CMV, а вектора Ac-M-GFP – под ре-
гуляцией промотора β-актина цыпленка в 
составе кассеты CAG. Кассета CAG, вклю-
чающая IE-энхансер цитомегаловируса, 
промотор гена β-актина цыпленка и сиг-
нал полиаденилирования гена β-глобина 
кролика, эффективно запускает экспрес-
сию во многих типах клеток и проявля-
ет себя более сильным регулятором, чем 
промоторы CMV и RSV [8]. Исследовали 
эффективность трансдукции клеточных 
линий человека (HEK293 и HeLa) и мыши 
(фетальные фибробласты C57Fb) реком-
бинантными БВ.

По литературным данным мышиные 
клеточные линии характеризовались очень 
низкими эффективностью трансдукции и 
уровнем экспрессии репортерного гена 
под регуляцией CMV-промотора [14], что 
осложняет их использование в генной те-
рапии. Решением этой проблемы мог быть 
подбор более сильной регуляторной кас-
сеты, модификация поверхностных белков 
вируса и изменение условий трансдукции. 
Мы пошли по пути поиска и оценки более 
сильной регуляторной кассеты СAG и оп-
тимизации условий трансдукции.

В противоопухолевой терапии иссле-
дуют возможность использования как ме-
зенхимальных стволовых клеток, так и 
зрелых фибробластов. Фетальные фибро
бласты характеризуются более широким 
потенциалом в сравнении с фиброблас-
тами взрослого организма и более актив-
ным ростом в культуре in vitro и, возмож-
но, могут представлять альтернативный 
мезенхимальным стволовым клеткам ис-
точник для получения ”клеточных векто-
ров”. В связи с этим было проведено ис-

на клетку), общий объем PBS на лунку до-
водили до 500 мкл. После этого использо-
вали оптимизированный метод трансдук-
ции [12]. Клетки во всех вариантах инкуби-
ровали 4 часа при 28 °С затем добавляли 
1,5 мл среды DMEM и культивировали 16 
часов при 37 °С. В конце инкубационного 
периода раствор с вирусом сливали, клет-
ки промывали PBS и добавляли 2 мл среды 
DMEM, содержащей 10% FBS, продолжая 
культивирование клеток на протяжении 
24 часов при 37°С, после чего клетки ана-
лизировали на проточном цитофлуори
метре.

Проточная цитофлуориметрия. Эф
фективность трансдукции определяли 
по количеству клеток, экспрессирующих 
светящийся белок, с использованием ци-
тофлуориметра Coulter Epics XL, предва-
рительно анализируя препараты на флуо
ресцентном микроскопе (Микмед-2ЕС). 
Подготовку клеток осуществляли анало-
гично [12]. Для каждого образца анализи-
ровали 10   000 событий. Статистическую 
обработку результатов трансдукции про-
водили в соответствии со стандартными 
методами [13] c презентацией данных в 
программе Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение
Трансдукция БВ-вектором клеток мле-

копитающих происходит в достаточно ши-
роких пределах эффективности [14]. Для 
точной оценки экспрессии трансгена не-
обходима количественная характерис-
тика, как уровня трансдукции клеток-ми-
шеней, так и продукции белка. Для этой 
цели было предложено сконструировать 
вектор, содержащий два гена – целевой 
ген β-интерферона и репортерный ген 
eGfp, который и позволит оценить уровень 
трансдукции рекомбинантным БВ-векто-
ром. Необходимость высокого уровня экс-
прессии трансгена требовала подбора и 
оценки регуляторных элементов в составе 
БВ-вектора.
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Рис. 1. Дозовая зависимость эффективности трансдукции клеточных линий НЕК293, HeLa и C57Fb 
рекомбинантными бакуловирусными векторами Ac-CMV-GFP и Ac-M-GFP: по оси ординат – доля флуоресцирую-
щих (GFP+) клеток (%); по оси абсцисс – типы клеточных линий; 1 – 20 moi; 2 – 200 moi; 3 – 500 moi

следование эффективности трансдукции 
первичной культуры фибробластов мыши 
(C57Fb).

Обе рекомбинантные бакуловирусные 
конструкции Ac-M-GFP и Ac-CMV-GFP 
показали высокую эффективность транс
дукции человеческих (HEK293, HeLa) и 
мышиных (C57Fb) клеток в соответствии 
с дозой вируса (рис. 1). Однако дозо-
вая зависимость для разных типов клеток 
несколько отличалась. У клеток HEK293 
для доз 200moi и 500moi наблюдалась 
практически одинаковая граничная эф-
фективность трансдукции 93,4±1,1 % и 
93,5±2,5 % соответственно дозам виру-
са Ac-M-GFP, и 90,0±2,1 % и 90,6±1,3 % 
– для Ac-CMV-GFP. Для обеих конструк-
ций при этом наблюдался незначитель-
ный сдвиг в значениях средних интенсив-
ностей флуоресценции в большую сторону 
для дозы 500 moi. При дозе 20 moi эффек-
тивность трансдукции для обеих реком-
бинантных конструкций была достаточно 
высокой и составляла для вируса Ac-M-
GFP 66,8±3,1%, и вируса Ac-CMV-GFP – 
62,2±13,9 % (рис. 1).

Для клеток линии HeLa дозовая зави-
симость эффективности трансдукции для 
вируса Ac-M-GFP и доз 20, 200 и 500 moi 
выглядит соответственно как 30,8±1,5 %, 
70,4±5,73 % и 82,8±3,8 %; для вируса 
Ac-CMV-GFP – 14,2±2,3 %, 61,1±2,8%, 
80,7±7,5 %. Эффективность трансдукции 
первичных фибробластов мыши C57Fb 
вирусом Ac-M-GFP при 20, 200, 500 moi 
составляла соответственно 33,7±1,2  %, 
69,6±3,8 %, 75,8±2,7 %; для вируса Ac-
CMV-GFP и аналогичных доз – 13,3±2,9 %, 
59,1±13,1 %, 85,2±8,8 %. У этих линий 
клеток при дозе вируса 20 moi были вы-
явлены значительные различия между ре-
комбинантными конструкциями с большей 
эффективностью для вируса Ac-M-GFP, 
в то время как при дозах 200 и 500 moi 
эта разница практически нивелировалась 
(рис. 1).

В некоторых работах показано, что вы-
сокие концентрации рекомбинантного ви-
руса (800 moi и выше) могут приводить к 
перегрузке клеток млекопитающих вирус-
ными геномами и являться причиной нару-
шения клеточного метаболизма, приводя-
щего в итоге к замедлению темпа деления 
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репортера Gfp – под CMV (рис. 2). Вектор 
Ac-CMV-GFP на втором этапе исследова-
ния использовали в качестве контрольно-
го. Мышиная опухолевая клеточная линия 
MM4 была добавлена для сравнения эф-
фективности трансдукции БВ-вектором, 
содержащим ген β-Ifn, с нормальными 
клетками мыши.

Эффективность трансдукции контроль
ным бакуловирусом Ac-CMV-GFP кле-
ток НЕК293, C57Fb и MM4 составляла со-
ответственно 95,8±2,5 %, 52,9±4,2 % и 
44,9±1,6 %. В то время как бакуловирус 
Ac-IFN-GFP в той же дозе трансдуциро-
вал клетки с эффективностью 42,2±4,4 %, 
16,2±1,6 % и 2,8±0,5 % соответственно 
(рис 3). Таким образом, эффективность 
трансдукции БВ-вектором с геном мыши-
ного β-Ifn человеческих клеток (НЕК293) 
уменьшилась в 2,3 раза, нормальных кле-
ток мыши (C57Fb) в 3,2 раза и опухолевых 
клеток мыши (MM4) в 16 раз относительно 
контрольного вектора, характеризующе-
го среднюю эффективность трансдукции 
клеток мыши и человека бакуловирусом.

В качестве причины уменьшения эф-
фективности трансдукции можно пред-
положить активность самого интерферо-
на. Эффект ”вставки” (увеличение разме-
ра клонированного фрагмента) в целом 
не исключен, однако маловероятен. Ми-
нимальное (в 2,3 раза) отличие в эффек-
тивности трансдукции контрольным виру-

клеток и снижению их жизнеспособнос-
ти [15]. В наших экспериментах снижение 
жизнеспособности клеток, отмечаемое по 
увеличению количества клеток позитив-
но окрашиваемых флуоресцентным кра-
сителем PI (пропидиум йодид, предвари-
тельные данные), наблюдалось для кле-
ток HеLа и для фибробластов мыши C57Fb 
при трансдукции дозой вируса 500 moi.

Исследование продолжительности флу-
оресценции трансдуцированных клеток по-
казало, что количество флуоресцирующих 
клеток постепенно уменьшается для всех 
доз и конструкций. Однако для конструкции 
Ac-M-GFP количество интенсивно флуо-
ресцирующих клеток было большим, и в от-
дельных клетках флуоресценция наблюда-
лась на 20 сутки. Для вируса Ac-CMV-GFP 
флуоресценция в целом была менее про-
должительной (13 сутки).

Таким образом, было показано, что обе 
рекомбинантные конструкции обеспечи-
вают удовлетворительный уровень экс-
прессии репортерного гена в исследован-
ных клеточных линиях человека и мыши. 
Рекомбинантний бакуловирус Ac-M-GFP 
в целом обеспечивал более интенсивную 
и продолжительную экспрессию репор-
терного GFP. Оптимальной дозой, обес-
печивающей достаточно высокий уровень 
трансдукции всех исследованных клеток 
и не влияющей на их жизнеспособность 
в культуре in vitro была доза вируса 200 
moi. Полученные фетальные фибробласты 
продемонстрировали спо-
собность эффективно транс
дуцироваться бакуловирус-
ными векторами в оптими-
зированных нами условиях 
трансдукции. В связи с этим, 
в рекомбинантном бакулови-
русе Ac-IFN-GFP, конструи-
руемом для экспрессии двух 
генов в клетках млекопитаю-
щих, целевой ген мышиного 
β-Ifn был встроен под регу-
ляцию более сильного про-
мотора кассеты CAG, а ген 

Рис. 2. Структура рекомбинантного бакуловируса Ac-IFN-GFP. Показаны 
порядок и ориентация двух клонированных генов – репортерного eGfp 
под регуляцией промотора CMV и гена мышиного β-Ifn под регуляцией 
кассеты CAG: pA – сигнал полиаденилирования; enh – энхансерная после-
довательность; pr – промотор; Gm – ген гентамицина; SpeI – сайт рестрик-
ции; по которому клонирован фрагмент с геном eGfp; Tn7L и Tn7R – участ-
ки гомологичной рекомбинации бакмиды
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Необходимо также продолжение опти-
мизации конструкции БВ-векторов для ис-
пользования в генной терапии. Так, для вы-
ключения экспрессии некоторых “ранних” 
бакуловирусных генов в клетках млекопи-
тающих было предложено комплексное ре-
шение, заключающееся в инактивации уни-
версального для многих вирусных генов 
трансактиватора IE1 [2]. Псевдотипиро-
вание бакуловирусов может повысить эф-
фективность опосредованной БВ-вектором 
доставки генов, что было продемонстри-
ровано на примере G-белка вируса везику-
лярного стоматита (VSVG) [17, 18].

Выводы
Полученные данные свидетельствуют 

об эффективности использования бакуло-
вирусных векторов для переноса экзоге-
нов в клетки млекопитающих, перспектив-
ным является их дальнейшее изучение в 
качестве компонента системы ”клеточных 
векторов” для стратегий генной и клеточ-
ной терапии.
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Рис. 3. Эффективность трансдукции клеточных 
линий НЕК293, C57Fb и MM4 рекомбинантными 
бакуловирусными векторами Ac-IFN-GFP и Ac-CMV-
GFP (доза 200 moi): по оси ординат – доля флуорес-
цирующих (GFP+) клеток (%), по оси абсцисс – типы 
клеточных линий; 1  – Ac-IFN-GFP; 2 – Ac-CMV-GFP
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Cконструйовані рекомбінантні бакуловірус-
ні вектори Ac-CMV-GFP, Ac-M-GFP и Ac-IFN-
GFP із різними регуляторними елементами 
(промотор CMV і касета CAG), що забезпечу-
ють експресію репортерного eGfp і гена миша-
чого β-Ifn у клітинах ссавців. Проведено порів-
няння ефективності трансдукції клітинних ліній 
миші та людини отриманими рекомбінантними 
бакуловірусними векторами.

Ключові слова: рекомбінантний бакулові-
рус, AcMNPV, трансдукція, генна терапія, 
β-інтерферон, IFN-β.

BACULOVIRUS VECTORS Aс-CMV-GFP, 
Aс-M-GFP AND Aс-IFN-GFP FOR EFICIENT 
GENE TRANSFER TO THE MAMMALIAN 
CELLS
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of Ukraine 
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Recombinant baculovirus vectors Ac-CMV-GFP, 
Ac-M-GFP and Ac-IFN-GFP with different (CMV 
and CAG) regulatory elements promoting eGfp 
reporter gene and mouse β-Ifn gene expression 
in mammalian cells have been constructed. 
Comparison of transduction efficiency of mouse 
and human cell lines by constructed baculovirus 
vectors has been carried out.

Key words: recombinant baculovirus, AcMNPV, 
transduction, gene therapy, β-interferon, IFN-β.
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