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Цель ра бо ты со сто я ла в по лу че нии экс прес сии гена LIF че ло ве ка в ге не ти чес ки мо ди фи ци ро ван ных
клет ках мле ко пи та ю щих и из уче нии сек ре ции ре ком би нан тно го бел ка эти ми клет ка ми в куль ту -
раль ную сре ду. Ме то ды. Для вы яв ле ния ре ком би нан тно го LIF в кон ди ци о ни ро ван ной сре де, по лу чен -
ной в ре зуль та те куль ти ви ро ва ния кле ток, транс феци ро ван ных ре ком би нан тны ми плаз ми да ми,
со дер жа щи ми ген LIF, ис поль зо ва ли Вес терн-блот-ана лиз и им му ноп ре ци пи та цию. Ре зуль та ты.
Ско нстру и ро ван ные ре ком би нан тные плаз ми ды об ес пе чи ва ют експрес сию и сек ре цию ре ком би-
нантно го LIF че ло ве ка клет ка ми трех ли ний (CHO-K1, L-M(TK–)(ins+) и 293Т), транс феци ро ван ны -
ми эти ми плаз ми да ми. Сте пень гли ко зи ли ро ва ния про ду ци ру е мо го та ки ми клет ка ми ре ком би нант-
ного LIF варь и ру ет, при этом на блю да ет ся сек ре ция по лнос тью гли ко зи ли ро ван но го LIF (с мо ле ку -
лярной мас сой око ло 68 кДа). Вы во ды. Кон ди ци о ни ро ван ную сре ду, по лу чен ную вследствие куль ти -
ви ро ва ния транс феци ро ван ных кле ток, мож но ис поль зо вать как ис точ ник LIF че ло ве ка для куль-
ти ви ро ва ния кле ток, нуж да ю щих ся в этом рос то вом фак то ре, и для его вы де ле ния в чис том виде.

Клю че вые сло ва: ре ком би нан тный LIF, экс прес сия, сек ре ция, транс фек ция,кле точ ные ли нии.

Вве де ние. LIF (фак тор, угне та ю щий лей ке мию) яв -
ля ет ся по ли фун кци о наль ным ци то ки ном, при над -
ле жа щим к се ме йству IL-6. Он ока зы ва ет вли я ние
на раз лич ные тка ни и типы кле ток, вклю чая ге мо -
по э ти чес кие клет ки, не й раль ные и мы шеч ные, ге -
па то ци ты, ади по ци ты, осте об лас ты и осте ок лас ты.
LIF де йству ет на про ли фе ра цию гер ме наль ных
кле ток, уста нов ле ние ство ло вых кле ток, иг ра ет
клю че вую роль в им план та ции блас то цис ты и ран -
них ста ди ях бе ре мен нос ти, учас тву ет в ак ти ва ции
ги по та ла мо-ги по фи зар но-ад ре на ло вой оси, в раз -
ви тии ги по та ла му са, по чек,  энер ге ти чес ко го го ме -
ос та за и др. [1].

Вли я ние LIF на основ ные про цес сы в клет ках
орга низ ма об услов ли ва ет не об хо ди мость ис поль -

зо ва ния это го бел ка как рос то во го фак то ра в экс-
пе ри мен тах, свя зан ных с куль ти ви ро ва ни ем ство -
ло вых кле ток раз лич но го про ис хож де ния, а так же с 
их на прав лен ной диф фе рен ци ров кой в клет ки раз -
ных ти пов. 

LIF, как из вес тно, яв ля ет ся аб со лют но не об хо -
ди мым ком по нен том сре ды для под дер жа ния в
плю ри по тен тном со сто я нии мыши ных эм бри о на-
льных ство ло вых кле ток, ши ро ко при ме ня е мых
при из уче нии ме ха низ мов под дер жа ния плю ри по -
тен тнос ти и би о ло гии эм бри о наль ной ство ло вой
клет ки в це лом [2, 3]. Он спо со бству ет муль тип ли -
ка ции не й раль ных ство ло вых кле ток че ло ве ка, обе- 
спе чи вая их дли тель ное са мо вос ста нов ле ние (до
110 удво е ний) [4] и со хра няя их муль ти по тен тные
сво йства в те че ние го да [5], ис поль зу ет ся в сре дах
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для куль ти ви ро ва ния ме зен хи маль ных ство ло вых
кле ток (МСК), улуч ша ет их осте о ген ную диф фе -
рен ци ров ку [6, 7], до бав ля ет ся в сре ды для диф фе -
рен ци ров ки МСК в кар ди о ми о ци ты [8, 9] и др. Ре -
ком би нан тный LIF че ло ве ка, экс прес си ру е мый в
клет ках Escherichia coli, об ла да ет би о ло ги чес кой
ак тив нос тью, ин ду цируя диф фе рен ци ровку кле ток
лей ке ми чес кой ми е ло ид ной ли нии мы ши М1 [10],
его ис поль зу ют так же в ис сле до ва ни ях in vitro и in
vivo, хо тя во вто ром слу чае не всег да получают
ожи да е мые эф фекты [11]. Одним из опре де ля ю щих 
фак то ров при этом яв ля ет ся гли ко зи ли ро ва ние ре -
ком би нан тных бел ков. Оно уве ли чи ва ет ста биль -
ность бел ка и вре мя его жиз ни в кро вя ном рус ле,
ес ли речь идет о те ра пев ти чес ких бел ках, вли я ет на
устой чи вость к про те а зам, ан ти ген ность и специ -
фи чес кую ак тив ность [12]. Это вы нуж да ет ис кать
спе ци аль ные спо со бы по вы ше ния уров ня гли ко зи -
ли ро ва ния ре ком би нан тных бел ков в про цес се их
экс прес сии в клет ках мле ко пи та ю щих [13, 14].

При куль ти ви ро ва нии кле ток in vitro в сре ду до -
бав ля ют очи щен ные ре ком би нан тные рос то вые
фак то ры, ци то ки ны и дру гие би о ло ги чес ки ак тив -
ные мо ле ку лы или ис поль зу ют кон ди ци о ни ро ван -
ные сре ды [15, 16]. Инак ти ва ция рос то вых фак то -
ров тре бу ет по сто ян ной за ме ны сре ды, по э то му
раз ра ба ты ва ют и дру гие под хо ды к об ес пе че нию
эф фек тив но го мик ро ок ру же ния куль ти ви ру е мых
кле ток, в час тнос ти, ис поль зу ют им мо би ли зо ван -
ные рос то вые фак то ры [17] и транс ген ные кле точ -
ные ли нии, ко то рые мо гут слу жить фи дер ны ми
клет ка ми [18–20]. По лу че ние транс ген ных кле точ -
ных ли ний раз но го про ис хож де ния да ет воз мож -
ность ре шать ряд за дач, свя зан ных, сре ди про че го,
с из уче ни ем вли я ния транс ге на на би о ло гию клет -
ки-ре ци пи ен та. Кро ме это го, экс прес сия ре ком би -
нан тных бел ков в клет ках мле ко пи та ю щих яв ля ет -
ся основ ным ис точ ни ком по лу че ния гли ко зи ли ро -
ван ных бел ков. 

Так, уже к 2007 го ду око ло 70 % всех известных
те ра пев ти чес ких ре ком би нан тных бел ков в мире
по лу че ны в клет ках ки тай ско го хо мяч ка (CHO)
[21]. Осно вы ва ясь на зна чи мос ти LIF для ис сле до -
ва ний in vivo и in vitro, целью данной ра бо ты ста ло
полу че ние экс прес сии рекомбинантного LIF чело -
ве ка в клет ках трансгенных клеточных линий мле -

копи та ю щих и изучение его секреции в культу -
раль ную среду.

Ма те ри а лы и ме то ды. В ра бо те ис поль зо ва ны
плаз ми ды pUC28, pBluScrII (KS+), pEGFP-C1;
штам мы E. coli XL1, DH10B; кле точ ные ли нии
CHO-K1 (ки тай ский хо мя чок, яич ник), L-M(TK–)
(ins+) (мышь, под кож ная со е ди ни тель ная ткань),
транс феци ро ван ная ре ком би нан тной плаз ми дой,
не су щей ген ин су ли на че ло ве ка, и 293T, яв ля ю ща я -
ся ва ри ан том ли нии HEK293 (эм бри о наль ная по чка 
че ло ве ка), экс прес си ру ю щим боль шой Т-ан ти ген
SV40 и устой чи вым к G418.  

Вы де ле ние плаз мид ных ДНК, об ра бот ку их эн -
до нук ле а за ми рес трик ции, ли ги ро ва ние, по лу че -
ние ком пе тен тных кле ток E. coli, ана лиз ре ком би -
нан тных плаз мид про во ди ли по стан дар тным ме то -
дикам [22].

Для по лу че ния кДНК LIF ис поль зо ва ли сле ду -
ю щие прай ме ры: 5'-TCTGAGGTTTCCTCCAAGG-
3' и 5'-TGCTCAGCTTCATCACAGC-3'; 5'-ATGAA- 
GGTCTTGGCGGCAGG-3' и 5'-ACCTCCTGCTAG-
AAGGCCTG-3'.

кДНК ге на LIF по лу ча ли с по мощью ре ак ции
об рат ной транс крип ции со глас но инструк ции про -
из во ди те ля, ис поль зуя на бор для син те за кДНК
(«Fermentas», Литва). ПЦР про во ди ли в стан дарт-
ных бу фер ных усло ви ях для Taq- и Pfu-по ли ме раз,
под би рая опти маль ную про грам му со от ве тствен но 
по став лен ным за дачам.

Эу ка ри о ти чес кие клет ки транс фор ми ро ва ли
ре ком би нан тны ми плаз ми да ми с по мощью по ли-
эти ле ни ми на (ПЭИ) [23]. Клет ки вы дер жи ва ли с
ком плек са ми ДНК–ПЭИ в те че ние 1 ч. Се лек цию
кле ток CHO-K1, транс феци ро ван ных pC1-L, осу -
ще ствля ли на G418 (200 мкг/мл). В слу чае транс -
фек ции pC1-IL клет ки от би ра ли, ис поль зуя гиг ро -
ми цин (200 мкг/мл). Клет ки L-M(TK–)(ins+) и 293Т
транс феци ро ва ли толь ко pC1-IL, по сколь ку они ус- 
той чи вы к G418. Кон цен тра цию ан ти би о ти ков, до-
ста точ ную для се лек ции резистентных кле ток, оп-
ре де ля ли пред ва ри тель но.

Экспрес сию и сек ре цию LIF в куль ту раль ную
сре ду из уча ли Вес терн-блот ана ли зом и ме то дом
им му ноп ре ци пи та ции. Клет ки вы ра щи ва ли на сре -
де ДМЕМ, со дер жа щей 20 % эм бри о наль ной те ля-
чьей сы во рот ки, триж ды от мы ва ли сре дой ДМЕМ
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без сы во рот ки, по сле че го по ме ща ли в та кую же
сре ду. Че рез 1,5–2 сут куль ту раль ную сре ду со би -
ра ли, бел ки осаж да ли 10 %-м раствором ТХУ в
при су тствии 0,015 % дез окси хо ла та на трия. Пос ле
раз де ле ния бел ков в 10 %-м де на ту ри ру ю щем по-
ли ак ри ла мид ном ге ле (ПААГ) [24] прово ди ли Вес -
терн-блот ана лиз согласно online-про то ко лу фир-
мы «Millipore» (США) (millipore.com/immunodetec- 
tion/id3/westernblotting), ис поль зуя козьи по лик ло -
наль ные ан ти те ла про тив ре ком би нан тно го LIF че -
ло ве ка и конъю гат ан ти тел к IgG ко зы, по лу чен ных
в кро ли ке, с пе рок си да зой хрена («Sigma», США).

Имму ноп ре ци пи та цию про во ди ли со глас но
про то ко лу фир мы «Abcam» (США) (abcam.com/ps/
pdf/protocols/immunoprecipitation). По лу чен ную в
ре зуль та те куль ти ви ро ва ния 2,5 ⋅105 кле ток кон ди -
ци о ни ро ван ную сре ду ДМЕМ в об ъ е ме 1 мл сме -
ши ва ли с 3 мкг пер вич ных ан ти тел и ин ку би ро ва ли
в те че ние 4 ч при пе ре ме ши ва нии и тем пе ра ту ре
4 °С, по сле че го до бав ля ли 70 мкл бе лок G-се фа ро -
зы и сно ва ин ку би ро ва ли с пе ре ме ши ва ни ем (4 °С,
4 ч). Образ цы цен три фу ги ро ва ли, уда ля ли над оса -
доч ную жид кость и бе лок G-се фа ро зу триж ды про -
мы ва ли бу фе ром сле ду ю ще го со ста ва: 50 мM трис-
HCl, pH 8,0,150 мM NaCl, 1 % NP-40, 0,1 % SDS.
Пос ле от мы ва ния к осад ку бе лок G-се фа ро зы до -
бав ля ли 25 мкл двук рат но го бу фе ра для на не се ния
об раз цов и ки пя ти ли (5 мин). Пос ле элек тро фо ре за
в 10 %-м ПААГ про во ди ли Вес терн-блот ана лиз.

Ре зуль та ты и об суж де ние. Пос коль ку цель ра -
бо ты со сто я ла в по лу че нии сек ре ти ру е мо го в куль -
тураль ную сре ду ре ком би нан тно го бел ка, бы ло

про ве де но кло ни ро ва ние ге на LIF че ло ве ка, ко ди -
ру ю ще го LIF с сиг наль ным пеп ти дом. Эту по сле до -
ва тель ность по лу чи ли ме то дом ОТ-ПЦР с ис поль-
зо ва ни ем вы де лен ной из пла цен ты че ло ве ка мРНК
и со от ве тству ю щих прай ме ров. Амплифици ро ван -
ную в ПЦР кДНК LIF кло ни ро ва ли в pBluScrII
(KS+), ее нук ле о тидную по сле до ва тель ность под -
твер ди ли сек ве ни ро ва ни ем.

Для транс фек ции кле ток мле ко пи та ю щих на ос- 
но ве век то ра для экс прес сии ре ком би нан тных бел -
ков в клет ках эу ка ри о тов pEGFP-C1 («Clontech»,
США) бы ли ско нстру и ро ва ны две плаз ми ды – pC1- 
L и pC1-IL (рис. 1). В pC1-L ген LIF вве ден под кон -
троль ци то ме га ло ви рус но го про мо то ра, а в pC1-IL,
кро ме ге на LIF, встро ен фраг мент ДНК, со дер жа -
щий IRES (внут рен ний сайт для ри бо со мы), ви ру са
эн це фа ло ми о кар ди та и ген устой чи вос ти к гиг ро -
ми ци ну.

   Экспрес сия ге на LIF в со ста ве этих ко нструк -
ций в эу ка ри о ти чес ких клет ках дол жна при во дить
к сек ре ции гли ко зи ли ро ван но го бел ка. Извес тно,
что LIF име ет шесть сай тов гли ко зи ли ро ва ния [25]
и в за ви си мос ти от его сте пе ни мо ле ку ляр ная мас са 
(м. м.) бел ка ко леб лет ся от 32 до 73 кДа. Вес терн-
блот ана лиз сред, в ко то рых куль ти ви ро ва ли клет -
ки трех кле точ ных ли ний, транс феци ро ван ные ре -
ком би нан тны ми плаз ми да ми со встро ен ным ге ном
LIF че ло ве ка, по ка зал, что они сек ре ти ру ют LIF,
ко то рый, по-ви ди мо му, в раз ной сте пе ни гли ко зи -
ли ро ван. Как пра ви ло, иден ти фи ци ро ва ли бел ки с
м. м. око ло 30, 55 и 68–72 кДа (рис. 2–4). Вы со ко -
мо ле ку ляр ная фор ма, ве ро ят но, со от ве тству ет пол-
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Рис. 1. Фи зи чес кие кар ты ре ком би нан тных плаз мид



нос тью гли ко зи ли ро ван но му бел ку. Ее ви зу а ли за -
ции ме ша ет бы чий сы во ро точ ный аль бу мин, при -
су тству ю щий в сы во рот ке. По этой при чи не сек ре -
цию LIF из уча ли, куль ти ви руя хо ро шо от мы тые от

сы во рот ки клет ки в куль ту раль ной сре де ДМЕМ,
не со дер жа щей сы во рот ки. В та ких усло ви ях че рез
2–3 су ток клет ки те ря ют жиз нес по соб ность, что яв -
но ска зы ва ет ся на эф фек тив нос ти экс прес сии кле -
точ ных бел ков, в том чис ле и ре ком би нан тно го.
Луч ше все го со хра ня ет ся жиз нес по соб ность кле ток 
ли нии L-M(TK–)(ins+), про ду ци ру ю щих ин су лин.
Кро ме это го, по сколь ку сте пень го мо ло гии че ло ве -
чес ко го LIF с мы ши ным со став ля ет 79 %, в кон тро -
лях воз мож но по яв ле ние по ло жи тель ных сиг на лов, 
об услов лен ных эн до ген ным LIF. Анализ экс пе ри -
мен таль ных дан ных, по лу чен ных раз ны ми ав то ра -
ми, по ка зы ва ет, что мо ле ку ляр ная мас са че ло ве чес -
ко го LIF, вы де лен но го из раз ных кле ток, от ли ча ет -
ся. Так, в клет ках ки тай ско го хо мяч ка экс прес си-
ру ет ся ре ком би нан тный LIF с м. м. око ло 45 кДа
[26]. Из кон ди ци о ни ро ван ной сре ды кле точ ной ли -
нии кар ци но мы мо че во го пу зы ря 5637 вы де лен LIF
с м. м. 73 кДа [27], дру гие ав то ры из это го же ис точ -
ни ка вы де ли ли LIF с м. м. 43 кДа [28], в ра бо те [29]
из кон ди ци о ни ро ван ной сре ды Т-лим фо ци тов по -
лу чен LIF с м. м. 38 кДа. 

Для бо лее эф фек тив но го кон цен три ро ва ния
LIF, сек ре ти ру е мо го в сре ду, при ме нен ме тод им -
му ноп ре ци пи та ции с ис поль зо ва ни ем бе лок G-се -
фа ро зы с по сле ду ю щим Вес терн-блот-ана ли зом
пре ци пи та та. Ре зуль та ты, по лу чен ные на ге не ти -
чес ки мо ди фи ци ро ван ных ли ни ях CHO-K1, L-M
(TK–)(ins+) и 293Т, при ве де ны на рис. 5. Исхо дя из
дан ных Вес терн-блот ана ли за оче вид но, что не ко -
то рые фор мы LIF (м. м. око ло 30 и 55 кДа), со впа -
дая по под виж нос ти с лег кой и тя же лой це пя ми им -
му ног ло бу ли нов, вне сен ных в про бу во вре мя им -
му ноп ре ци пи та ции, мас ки ру ют ся ими. В им му но-
пре ци пи та ции куль ту раль ных сред, по лу чен ных
по сле вы ра щи ва ния кле ток, транс фе ци ро ван ных
век тор ной плаз ми дой (без ге на LIF), ин тен сив ность 
сиг на лов, об услов лен ных лег кой и тя же лой це пя ми 
им му ног ло бу ли нов, от чет ли во сла бее. До пол ни -
тель но ви зу а ли зи ру ют ся ин тен сив ная по ло са, со от -
ве тству ю щая бел ку с м. м. 65–68 кДа, ко то рая, по-
ви ди мо му, пред став ля ет со бой по лнос тью гли ко зи -
ли ро ван ную фор му LIF, и ме нее ин тен сив ная по ло -
са, от ве ча ю щая бел ку с м. м. око ло 48 кДа. Экспрес -
сия в клет ках CHO-K1 (рис. 3, 4), транс фи ци ро ван -
ных pC1-L, ког да воз мож на се лек ция на G418, про-
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Рис. 2. Вес терн-блот ана лиз кон ди ци о ни ро ван ных сред (клет ки
1-го пас са жа): 1 – CHO-K1 (кон троль, транс фек ция век то ром, сре -
да без сы во рот ки, одни сут ки); 2 – CHO-K1 (транс фек ция pC1-L,
сре да без сы во рот ки, одни сут ки); 3 – CHO-K1 (кон троль, транс -
фек ция век то ром, сре да без сы во рот ки, двое су ток); 4 – CHO-K1
(транс фек ция pC1-L, сре да без сы во рот ки, двое су ток); 5 – мар кер
мо ле ку ляр ной мас сы, кДа
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Рис. 3. Вес терн-блот ана лиз кон -
ди ци о ни ро ван ных сред (клет ки 2-
го и 3-го пас са жей, куль ти ви ро -
ван ные в сре де ДМЕМ без сы во -
рот ки в те че ние 2 сут): 1 – CHO-
K1 (кон троль, транс фек ция век то -
ром); 2 – CHO-K1 (транс фек ция
pC1-L); 3 – CHO- K1 (транс фек ция 
pC1- IL); 4 – мар кер мо ле ку ляр ной 
мас сы, кДа
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Рис. 4. Вес терн-блот ана лиз
кон ди ци о ни ро ван ных сред
(клет ки 2–4-го пас са жей,
куль ти ви ро ван ные в сре де
ДМЕМ без сы во рот ки в те че -
ние 2 сут): 1 – L-M (TK–)
(ins+) (кон троль, транс фек -
ция век то ром); 2 – L-M (TK–)
(ins+) (транс фек ция pC1-IL);
3 – CHO-K1 (кон троль,
транс фек ция век то ром); 4 –
CHO-K1 (транс фек ция pC1-
IL); 5 – CHO-K1 (транс фек -
ция pC1-L); 6 – мар кер мо ле -
ку ляр ной мас сы, кДа



ис хо дит бо лее эф фек тив но, чем в клет ках, транс фе -
ци ро ван ных pC1-IL, где се лек ция осу ще ствля ет ся
на гиг ро ми ци не. При этом клет ки ли нии L-M(TK–)
(ins+), транс фе ци ро ван ные pC1-IL, де мо нстри ру ют
дос та точ но вы со кую эф фек ти вость экс прес сии LIF
(в ря де опы тов, как и клет ки CHO-K1 (рис. 4),
транс фе ци ро ван ные pC1-L). Ве ро ят но, это об ъ яс -
ня ет ся тем, что при от су тствии сы во рот ки в сре де в
клет ках, про ду ци ру ю щих ин су лин, про цес сы, обе-
спе чи ва ю щие их ме та бо лизм, не угне та ют ся в та -
кой ме ре, как в клет ках CHO-K1 и 293Т.  

Вы во ды. Ско нстру и ро ван ные на ми ре ком би -
нан тные плаз ми ды pC1-L и pC1-IL об ес пе чи ва ют
экс прес сию и сек ре цию ре ком би нан тно го LIF че -
ло ве ка в сре ду из клеток трех транс феци ро ван ных
ими кле точ ных ли ний мле ко пи та ю щих (двух мы -
ши ных и од ной че ло ве чес кой). Про ду ци ру е мый та -
ки ми клет ка ми ре ком би нан тный LIF гли ко зи ли ро -
ван в раз ной сте пе ни, в том чис ле, оче вид но, в сре -
де при су тству ет по лнос тью гли ко зи ли ро ван ная
форма. Сре да, кон ди ци о ни ро ван ная ге не ти чес ки
моди фи ци ро ван ны ми клет ка ми, мо жет быть ис -
поль зо ва на как ис точ ник LIF для вы ра щи ва ния раз -
лич ных кле ток, нуж да ю щих ся в этом рос то вом
фак то ре, а так же для вы де ле ния его в чис том ви де.

Авторы вы ра жа ют бла го дар ность Е. К. То по ро -
вой за лю без но пред остав лен ную кле точ ную ли -
нию L-M(TK–)(ins+).

S. Yu. Rymar, Т. А. Ruban, D. M. Irodov, V. А. Kordium

Expression and secretion of human recombinant LIF by genetically
modified mammalian cells

Institute of Molecular Biology and Genetics NAS of Ukraine
150, Akademika Zabolotnoho Str., Kyiv, Ukraine, 03680

Summary

Aim. The aim of this work was to express the human LIF gene in
mammalian cells and to study the secretion of recombinant LIF into
culture medium. Methods. Recombinant LIF was detected by Wes-
tern blot analysis and immunoprecipitation in culture medium of
CHO-K1, L-M (TK–) (ins+), 293Т cells, transfected with recombi-
nant plasmids containing human LIF gene. Results. The recombi-
nant plasmids. containing human gene LIF, were constructed. The
cells of three (CHO-K1, L-M (TK–) (ins+), 293Т) mammalian lines
were transfected with these plasmids. It was shown that the trans-
fected mammalian cells secreted recombinant human LIF which
was characterized by variable degree of glycosylation including
completely glycosylated form (approximately 68 kD). Сonclusions.
The conditioned medium of developed cell lines can be used as a
sourсe of human recombinant LIF for different purposes, including
purification of human recombinant LIF and as an additional sup-
plement for cell culturing. 

Keywords: recombinant LIF, expression, secretion, transfec-
tion, cell lines.

С. Ю. Ри мар, Т. А. Ру бан, Д. М. Іро дов, В. А. Кор дюм

Експресія і сек реція ре комбіна нтно го білка LIF лю ди ни 
ге не тич но мо дифіко ва ни ми кліти на ми ссавців

Ре зю ме

Мета. Мета ро бо ти по ля га ла в одержанні експресії гена LIF
людини в ге не тич но мо дифіко ва них кліти нах ссавців і вив ченні
сек реції ре комбіна нтно го білка цими кліти на ми в куль ту раль -
не се ре до ви ще. Ме то ди. Для виз на чен ня ре комбіна нтно го LIF
в кон диціоно ва но му се ре до вищі, одер жа но му в ре зуль таті
культи ву ван ня клітин, транс феко ва них ре комбіна нтни ми
плазмідами, що містять ген LIF, ви ко рис то ву ва ли Вес терн-
блот аналіз та іму ноп ре ципітацію. Ре зуль та ти. Ско нстру йо -
вані ре комбіна нтні плазміди за без пе чу ють експресію і сек ре-
цію ре комбіна нтно го LIF лю ди ни кліти на ми трьох ліній (CHO-
K1, L-M(TK–)(ins+) і 293Т), транс феко ва них цими плазмідами.
Ступінь гліко зи лю ван ня ре комбіна нтно го LIF, про ду ко ва но го
та ки ми кліти на ми, варіює, при цьо му спос терігається сек ре-
ція повністю гліко зиль о ва но го LIF (з мо ле ку ляр ною ма сою
близь ко 68 кДа). Вис нов ки. Кон диціоно ва не се ре до ви ще, одер -
жа не внаслідок куль ти ву ван ня транс феко ва них клітин, мож -
на ви ко рис то ву ва ти як дже ре ло LIF лю ди ни для куль тиву-
ван ня клітин, яким потрібен цей рос то вий фак тор, а та кож
для його виділен ня в очи ще но му стані.

Клю чові сло ва: ре комбіна нтний LIF, експресія, сек реція,
транс фекція, клітинні лінії.
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Рис. 5. Опре де ле ние LIF в кон ди ци о ни ро ван ных сре дах (им му -
ноп ре ци пи та ция) (клет ки 2–4-го пас са жей, куль ти ви ро ван ные
в сре де ДМЕМ без сы во рот ки в те че ние 2 сут, кро ме L-M(TK–)
(ins+)): 1 – кон троль им му ноп ре ци пи та ции (им му ноп ре ци пи та -
ция без сре ды); 2 – 293Т (кон троль, транс фек ция век то ром); 3 –
293Т (транс фек ция pC1-IL); 4 – CHO-K1 (кон троль, транс фек -
ция век то ром); 5 – CHO-K1 (транс фек ция pC1-IL); 6 – CHO-K1
(транс фек ция pC1-L); 7 – L-M(TK–)(ins+) (кон троль, транс фек -
ция век то ром); 8 – L-M(TK–)(ins+) (транс фек ция pC1-IL, сре да
без сы во рот ки, 15 ч); 9 – L-M(TK–)(ins+) (транс фек ция pC1-IL,
сре да без сы во рот ки, двое суток); 10 – мар кер мо ле ку ляр ной
мас сы, кДа
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