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Использование лентивирусных векторов для генетической модификации эмбриональных 
клеток кур рассматривается в качестве одного из перспективных способов получения трансгенной 
сельскохозяйственной птицы. При этом встает вопрос об определении регуляторных элементов 
гена овальбумина, обеспечивающих тканеспецифичность и высокую экспрессию трансгена в 
клетках яйцевода кур. Целью настоящей работы стало изучение влияния последовательностей 
в составе интрона и промотора гена овальбумина на тканеспецифичность и экспрессию транс-
гена. Мы получили 5 экспрессирующих конструкций на основе лентивирусного вектора pWpxl, 
где маркерный ген eGFP был поставлен под контроль модифицированных регуляторных элемен-
тов гена овальбумина. В состав вектора pW2.8 входил хромосомный фрагмент ДНК размером 
2,8 т.п.н., включавший первый экзон, интронную последовательность, а также часть второго эк-
зона гена овальбумина; в состав вектора pW1.2 — хромосомный фрагмент ДНК длиной 1,2 т.п.н., 
включавший промотор и последовательность (без интрона и первого экзона) гена овальбумина до 
точки инициации транскрипции; в векторы pW131, pW225, pW315 — хромосомный фрагмент 
ДНК, аналогичный фрагменту 1,2 т.п.н. в векторе pW1.2, в котором промоторная часть (80 п.н.) 
была заменена соответственно на 131, 225 или 315 п.н. высокоструктурированной последова-
тельности промоторной области гена -актина птиц. Контрольный вектор pWCAGgfp включал 
конститутивный гибридный регуляторный элемент, содержащий энхансер ранних генов цитомега-
ловируса человека и промотор гена -актина птиц (CAG). В качестве клеток-мишеней для 
трансфекции использовали первичную культуру клеток яйцевода кур и клетки фибросаркомы че-
ловека 293Т (контроль). Вирусный препарат вносили в концентрации 1-3½107 КОЕ/мл по до-
стижении клетками монослоя. Экспрессию eGFP определяли флуориметрически через 72 ч после 
трансфекции. В условиях in vitro на культуре клеток яйцевода кур и клеточной линии 293Т была 
подтверждена низкая степень экспрессии гена eGFP, контролируемого хромосомным фрагментом 
2,8 т.п.н. из лидерной области гена овальбумина: экспрессия рекомбинантного белка оказалась в 
25 раз ниже, чем в случае вектора pWCAGgfp с конститутивным промотором CAG. При этом 
степень экспрессии eGFP для конструкций pW2.8 и pW1.2 была идентичной, что свидетельствует 
об отсутствии влияния интрона на экспрессию рекомбинантной ДНК с использованием этого ре-
гуляторного элемента. При замене промотора гена овальбумина на высокоструктурированные 
элементы конститутивного промотора гена -актина отмечалось увеличение экспрессии eGFP в 
2-3 раза, а также наблюдалось усиление экспрессии по мере удлинения промоторной области ге-
на -актина (векторы pW131, pW225, pW315). Экспрессия, достигнутая с использованием экзо-
генного промотора гена -актина, была сопоставима с контролируемой конститутивным промото-
ром CAG, однако замена промоторной части гена овальбумина на экзогенный промотор (гена -
актина) приводила к дерегуляции тканеспецифичного выражения eGFP, что свидетельствует о 
том, что транскрипция с тканеспецифичного промотора гена овальбумина не может быть модули-
рована или активирована с помощью экзогенных энхансеров. 
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Использование вирусных векторов, полученных на основе реком-
бинантных ретровирусов и лентивирусов, для генетической модификации 
сельскохозяйственной птицы рассматривается как один из перспективных 
способов получения трансгенных особей. Высокая эффективность приме-
нения этих векторных систем для трансгенеза кур показана разными ис-
следователями (1-6). Одно из основных направлений в трансгенезе сель-
скохозяйственной птицы — разработка эффективных векторных систем, 
обеспечивающих высокую экспрессию рекомбинантного белка в клетках 
яйцевода для получения трансгенного продукта. 

Значительная экспрессия рекомбинантного белка в клетках яйце-
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вода (до нескольких мг/мл) у трансгенных особей (G0) была достигнута 
при использовании генных конструкций, включающих конститутивные 
промоторы-энхансеры, в частности промотор-энхансер ранних генов ци-
томегаловируса человека (CMV) и промотор-энхансер гена -актина птиц 
(7). Вместе с тем отмечалось снижение экспрессии рекомбинантного белка 
в клетках яйцевода в последующих поколениях (G1 и G2). Была установ-
лена прямая корреляционная связь между экспрессией рекомбинантного 
продукта и «дозой гена» (числом копий вируса в расчете на клеточный ге-
ном): интенсивная выработка трансгенного продукта в органах и тканях у 
генно-модифицированных особей повышает вероятность развития физио-
логических дефектов (8-10). 

Решением проблемы служит использование в составе генных кон-
струкций промоторов, обеспечивающих тканеспецифичную экспрессию ре-
комбинантных генов. В качестве перспективного подхода рассматривается 
применение регуляторных элементов, которые контролируют синтез оваль-
бумина яиц, в частности хромосомных фрагментов ДНК длиной 7,5 и 
2,8 т.п.н., примыкающих на 5´-конце к гену овальбумина (11-15). При 
включении этих фрагментов ДНК в генные конструкции отмечалась ста-
бильная тканеспецифичная экспрессия рекомбинантного гена у нескольких 
поколений трансгенной птицы. Однако синтез рекомбинантного продукта 
был в 20-50 раз ниже по сравнению с результатами, полученными при ис-
пользовании конститутивных промоторов (16). Это свидетельствует о влия-
нии на систему регуляции синтеза овальбумина ряда регуляторных элемен-
тов, расположенных как внутри, так и рядом или вне структурного гена. 

Мы впервые предприняли попытку изучить степень тканеспеци-
фического выражения генов с использованием различных модификаций 
хромосомного фрагмента ДНК размером 2,8 т.п.н., который включал око-
ло 1,2 т.п.н., расположенных до точки инициации транскрипции, а также 
1,6 т.п.н., в том числе первые два экзона и интрон гена овальбумина. 

Цель представленной работы — изучить влияние последовательно-
стей интрона и промотора гена овальбумина в составе генных конструк-
ций на тканеспецифичность и экспрессию рекомбинантной ДНК. 

Методика. Использовали модифицированную лентивирусную век-
торную систему второго поколения, в состав которой входили три плазми-
ды: psPAX2 (кодирует гены gag и pol, служит классическим упаковщиком), 
pLPG (кодирует поверхностный гликопротеин G вируса везикулярного сто-
матита VVS-G) и pWPXL (содержит ген eGFP, enhanced green fluorescence 
protein, под контролем промотора гена фактора элонгации 1 РНК-поли-
меразы II человека hEF1, служит самоинактивирующимся лентивирус-
ным вектором) (17). Векторы pWCAGgfp, pW2.8, pW1.2, pW131, pW225 и 
pW315 конструировали на основе плазмиды pWPXL, лентивирусные векто-
ры — стандартными методами молекулярного клонирования (18).  

Для получения рекомбинантного вируса и определения вирусных 
титров использовали клеточную линию 293T. Клетки культивировали в сре-
де DMEM (Dlbecco’s Modified Eagle’s Medium), содержащей эмбриональную 
телячью сыворотку (10 %), L-глутамин (2 мМ), пенициллин (100 ЕД/мл), 
стрептомицин (100 мкг/мл), в атмосфере 5 % СО2 при температуре 37 С. 
Вирусные препараты концентрировали, подвергая культуральные суперна-
танты ультрацентрифугированию (70000 g, 120 мин, +4 С), осадки ресус-
пендировали в буфере TNE (50 мM Трис-HCl, pH 7,8; 130 мМ NaCl; 1 мМ 
Na2-EDTA). Физический титр вирусных векторов определяли в количе-
ственной real-time PCR на приборе MiniOpticonTM («Bio-Rad», США), 
биологический титр вируса — согласно G. Tiscornia с соавт. (19). Полу-
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ченные вирусные препараты применяли для инфицирования первичной 
культуры клеток яйцевода кур согласно методике (20).  

В качестве клеток-мишеней для трансфекции использовали пер-
вичную культуру клеток яйцевода кур и клетки фибросаркомы человека 
293Т (контроль). Вирусный препарат (1-3 КОЕ/мл) вносили по достиже-
нии клетками монослоя. 

Флуоресценцию eGFP измеряли на проточном цитофлуориметре 
FACSCanto («BD», США) с набором фильтров  = 480-490 нм (excitation) 
и  = 510 нм (emission) через 72 ч после трансфекции. Для учета экспрес-
сии eGFP определяли среднюю интенсивность флуоресценции (MFI, mean 
fluorescence intensity) клеток с экспрессирующими конструкциями по срав-
нению с исходными клетками. 

Результаты. На основе лентивирусного вектора pWpxl было полу-
чено пять экспрессирующих генных конструкций, содержащих маркерный 
ген eGFP под контролем модифицированных регуляторных элементов гена 
овальбумина (табл. 1). 

1. Характеристика генных конструкций, полученных на основе лентивирусного 
вектора pWpxl (в качестве структурного использован ген eGFP)  

Вектор Регуляторные элементы 
pW2.8 2,8 т.п.н., включает первый экзон, первый интрон, а также часть второго экзона гена овальбумина 
pW1.2 1,2 т.п.н., включает промотор и последовательность (без интрона и первого экзона) гена овальбу-

мина до точки инициации транскрипции 
pW131 1,2 т.п.н., аналогично pW1.2 промоторная часть (80 п.н.) заменена на 131 п.н. высокоструктуриро-

ванной последовательности промоторной области гена -актина птиц 
pW225 1,3 т.п.н., аналогично pW1.2 промоторная часть (80 п.н.) заменена на 225 п.н. высокоструктуриро-

ванной последовательности промоторной области гена -актина птиц 
pW315 1,4 т.п.н., аналогично pW1.2 промоторная часть (80 п.н.) заменена на 315 п.н. высокоструктуриро-

ванной последовательности промоторной области гена -актина птиц 
  

Контролем служил полученный нами ранее вектор pWCAGgfp 
(рис.), который содержал ген eGFP и конститутивный гибридный регуля-
торный элемент, включавший энхансер ранних генов цитомегаловируса 
человека и промотор гена -актина птиц (21).  
 

 
Структура лентивирусного экспрессирующего вектора pWCAG. LTR, LTR/sin (LTR, long ter-
minal repeat; sin, self-inactivating), длинные концевые повторы лентивирусов: 5-LTR — дико-
го типа, 3-LTR/sin — самоинактивирующийся вариант. SD, SA (splice donor, splice accep-
tor) — донорный и акцепторный сайты сплайсинга; psi — область, ответственная за упаковку 
вирусной геномной РНК в вирион; RRE (rev responsible element) — сайт связывания Rev-
белка, осуществляющего транспорт геномной молекулы РНК из ядра в цитоплазму; cPPT 
(central polypurine tract) — центральный полипуриновый тракт, принимающий участие в 
транспорте прединтегративного комплекса в ядро клетки; eGFP (enhanced green fluorescence 
protein) — ген зеленого флуоресцирующего белка; WPRE (woodchuck post-transcriptional regu-
latory element) — посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита древесного 
сурка. PCAG — гибридный регуляторный элемент, содержащий энхансер ранних генов цито-
мегаловируса человека и промотор гена -актина птицы. SalI, PacI — сайты рестрикции, ко-
торые были использованы для клонирования регуляторных элементов.   
 

Плазмидная ДНК вирусных векторов, а также упаковщика и VVS-
G была выделена в препаративном количестве, подвергнута тонкой очист-
ке и количественному анализу для определения оптимального соотноше-
ния между компонентами при трансфекции. При получении вирусных 
препаратов трехплазмидную векторную систему вводили в клетки человека 
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(линия 293T) транзиентно посредством CaPo4-преципитации. Для каждой 
из экспрессирующих конструкций были получены препараты с высокими 
вирусными титрами (1-3½107 КОЕ/мл) с целью их дальнейшего введения в 
клетки-мишени. 

Средняя интенсивность флуоресценции в культуре клеток яйцевода 
кур при использовании вектора pWCAGgfp с конститутивным промото-
ром-энхансером CAG в 89 раз превышала фон в контроле (табл. 2). При 
введении в клетки-мишени векторов pW2.8 и pW1.2 с регуляторными эле-
ментами гена овальбумина экспрессия eGFP превышала контрольные зна-
чения только в 3,5 раза и была в 25 раз ниже, чем в случае конститутивно-
го промотора. Включение в состав регуляторных элементов гена овальбу-
мина высокоструктурированных элементов конститутивного промотора гена 
-актина (векторы pW131, pW225 и pW313) способствовало повышению 
экспрессии рекомбинантного гена в 7,8-14,8 раза.  

2. Экспрессия маркерного гена eGFP (по средней интенсивности флуорес-
ценции, ед.) в первичных клетках яйцевода кур и гетерологичных клетках 
293Т при использовании различных векторов с модифицированными регуля-
торными элементами гена овальбумина 

Культура клеток Контроль pWCAGgfp pW2.8 pW1.2 pW131 pW225 pW315 
Первичная культура 
клеток яйцевода кур 128 11433 459 461 3601 4841 6785 
Клеточная линия 293Т 542 10936 497 538 1324 1508 1810 
П р и м е ч а н и е. Контроль — нетрансформированная культура клеток, фоновая флуоресценция. 

 

Для оценки тканеспецифичности полученных векторов и выявле-
ния регуляторных элементов в составе лидерной области гена овальбуми-
на, ответственных за тканеспецифичную экспрессию, полученные векторы 
вводили в гетерологичные клетки 293Т (клетки фибросаркомы человека) 
посредством инфицирования. Были определены уровни экспрессии мар-
керного гена eGFP для различных вариантов экспрессирующих кассет. 
Экспрессия маркерного гена в трансфицированных клетках при использо-
вании вектора pWCAGgfp была практически идентична полученной на 
клетках яйцевода кур. Однако с учетом относительно высокой фоновой флу-
оресценции в опытных образцах было установлено только 20-кратное пре-
вышение контрольных значений. При введении векторов pW2.8 и pW1.2, 
несущих хромосомные фрагменты гена овальбумина, средняя интенсив-
ность флуоресценции клеток в опытных образцах не отличалась от фоно-
вой, что свидетельствовало об отсутствии экспрессии гена eGFP вследствие 
тканеспецифичности конструкций. Повышение средней флуоресценции в 
опытных образцах в 2,5-4,0 раза отмечалось в случае векторов pW131, pW225 
и pW315, содержащих в составе регуляторных элементов гена овальбумина 
фрагменты промоторной последовательности гена -актина. Доля флуорес-
цирующих клеток при этом достигала 35 % (для pW2.8 и pW1.2 показатель 
составлял 0,65-1,70 %), что свидетельствует об отсутствии тканеспецифич-
ности у использованных векторов.  

Таким образом, полученные результаты подтвердили низкую экс-
прессию рекомбинантных генов при использовании регуляторных элемен-
тов хромосомного фрагмента ДНК 2,8 т.п.н. из лидерной области гена 
овальбумина. Этот показатель был примерно в 25 раз ниже, чем для век-
тора с конститутивным промотором CAG. Степень экспрессии eGFP у 
конструкций pW2.8 и pW1.2 оказалась идентичной, что свидетельствует об 
отсутствии влияния интрона на экспрессию в случае этого регуляторного 
элемента. Замена промотора гена овальбумина на высокоструктурирован-
ные элементы конститутивного промотора гена -актина способствовала 
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значительному повышению экспрессии рекомбинантного гена. Был выяв-
лен эффект усиления экспрессии по мере удлинения промоторной области 
гена -актина. Однако замена промоторной части гена овальбумина на эк-
зогенный промотор (промотор гена -актина) приводила к дерегуляции тка-
неспецифичного выражения eGFP. 
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A b s t r a c t  
 

The use of lentiviral vectors for the genetic modification of embryonic chicken cells is re-
garded as one of the promising methods for producing transgenic poultry. In this case, it is very im-
portant to determine the regulatory elements of the ovalbumin gene, providing tissue-specificity and 
high transgene expression in cells of chicken oviduct. The aim of this work was to study the effect of 
the intron sequences and promoter of ovalbumin gene on tissue specificity and level of the transgene 
expression. For this purpose constructs based on lentiviral vector pWpxl, containing eGFP marker 
gene under control of the modified ovalbumin gene regulatory elements were obtained. Vector pW2.8 
included a chromosomal DNA fragment of 2.8 kb comprising a first exon, intron sequence and part 
of the second exon of the ovalbumin gene; vector pW1.2 — chromosomal DNA fragment of 1.2 kb 
comprising a promoter and ovalbumin gene sequence (without the intron and the first exon) to the 
transcription initiation point; vectors pW131, pW225, pW315 — chromosomal DNA fragment, simi-
lar to the fragment of 1.2 kb in pW1.2 vector in which promoter (80 bp) was replaced by highly 
structured sequence of the birds -actin gene promoter region of 131, 225 or 315 bp respectively. 
The control vector pWCAGgfp included constitutive hybrid regulatory element comprising human 
cytomegalovirus early gene enhancer and birds’ -actin gene promoter (CAG). Primary culture 
cells of chick oviduct and human fibrosarcoma cells 293T (control) were used as target cells for 
transfection. Viral preparation was added after a monolayer of cells reached concentration of 1-
3½107 CFU/ml. eGFP expression was determined by fluorimetry in 72 hours after transfection. Low 
level of expression of eGFP gene controlled by chromosomal fragment of 2.8 kb leader region of the 
ovalbumin gene was confirmed in vitro using culture of chicken oviduct cells and 293T cell line: in 
vector pW2.8 recombinant protein expression level was up to 25 times lower compared to 
pWCAGgfp vector with a constitutive promoter CAG. Yet the eGFP expression levels for pW1.2 and 
pW2.8 constructs were identical, indicating the absence of introns’ influence on the expression level 
of the recombinant DNA using this regulatory element. When the ovalbumin gene promoter was re-
placed by highly structured elements of -actin constitutive gene promoter the increase in the ex-
pression of eGFP in 2-3 times was observed, as well as the increased expression occurred with 
lengthening of the promoter region of -actin gene (vectors pW131, pW225, pW315). The achieved 
levels of expression with the use of exogenous -actin gene promoter were comparable with expres-
sion levels controlled by a constitutive promoter CAG, however when the promoter part of the oval-
bumin gene was replaced by exogenous promoter (gene -actin), the deregulation of tissue-specific 
expression of eGFP was observed, indicating that transcription with tissue-specific ovalbumin pro-
moter gene can be modulated or activated with exogenous enhancers. 
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ry elements. 


