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 ВВЕДЕНИЕ

Характерной чертой большинства эукариоти�
ческих генов является наличие в них одного или
более, иногда десятков, интронов, которые должны
быть вырезаны для получения зрелых мРНК [1].
При этом установлено влияние интронов и их вы�
резания на многие аспекты метаболизма РНК, та�
кие как полиаденилирование пре�мРНК, экспорт
мРНК из ядра и ее распад [2]. Эти эффекты могут
привести к разному уровню экспрессии содержа�
щих интроны и безинтронных вариантов генети�
ческих конструкций [3, 4].

Для увеличения гетерологичной экспрессии
генетических конструкций предложено включать
интроны в 5'�нетранслируемую область химер�
ных генов [5–7], а также непосредственно в коди�
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рующую последовательность гена [8]. При этом
экспрессия, как правило, усиливается в 2–10 раз
[9], а в некоторых случаях может составлять и
бо�льшую величину [10]. 

Механизм опосредованного интронами усиле�
ния экспрессии до сих пор не ясен [9]. Предложен�
ная недавно модель, объясняющая данный фено�
мен, предполагает, что усиление экспрессии не
должно зависеть от места расположения интрона в
пре�мРНК [11]. Из литературных данных извест�
но, что интрон 2 гена β�глобина необходим для его
экспрессии в гетерологических условиях [12].
Для поддержания высокого уровня экспрессии
β� и γ�глобинов в трансгенных организмах необ�
ходимо наличие АТ�богатой последовательности
интрона 2, с которой связывается ряд транскрип�
ционных факторов [13].

Однако в литературе, напротив, описано либо
явление ослабления экспрессии генетических
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включении интронов в 3'�нетранслируемую область cоответствующего гена. Для этого в экспресси�
онный вектор, содержащий ген флуоресцентного белка TagGFP2, вводили интрон 2 гена β�глобина
человека. Данная последовательность встраивалась после стоп�кодона TagGFP2 на расстоянии
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конструкций при введении различных сплайси�
руемых интронов в 3'�нетранслируемую область
химерных генов [14], либо отсутствие эффекта
усиления экспрессии [9, 15].

В некоторых случаях включение интронов в
3'�нетранслируемую область химерных генов
может приводить к деградации синтезирован�
ных молекул мРНК под действием нонсенс�опо�
средованной деградации РНК (Nonsense�Mediat�
ed Decay, NMD) [16, 17]. У млекопитающих в
большинстве генов стоп�кодон расположен в по�
следнем экзоне, и стоп�кодоны, расположенные
на расстоянии >50 нт. до последнего места соеди�
нения экзонов, распознаются как преждевремен�
ные. Механизм распознавания основан на взаи�
модействии рибосомы с белковым комплексом
EJC, связывающимся с мРНК вблизи места со�
единения экзонов [18]. Если стоп�кодон распо�
знается как преждевременный, молекула мРНК
расщепляется вовлеченными в процесс NMD
белками. Как правило, в результате процесса
NMD уменьшается количество РНК�субстрата в
клетках в 5–20 раз [19, 20]. В таком случае при
введении интрона в 3'�нетранслируемую область
гена эффект усиления экспрессии будет скомпен�
сирован процессом распада мРНК, что может
привести к неверной интерпретации эффекта
включения интронов в 3'�нетранслируемую об�
ласть химерных генов.

Описан процесс активации криптических ак�
цепторных сайтов сплайсинга внутри кодирую�
щей последовательности химерного гена под дей�
ствием интрона в 5'�нетранслируемой области,
приводящий к сбою рамки считывания [21]. Это
делает предпочтительным введение усиливающе�
го экспрессию интрона в 3'�нетранслируемую об�
ласть химерного гена.

Целью настоящей работы было исследовать
возможность увеличения гетерологичной экс�
прессии белков при включении интронов в 3'�не�
транслируемую область химерного гена. При
этом мРНК химерного гена с интроном в 3'�неко�
дирующей области конструировали устойчивой к
NMD, оставляя менее 50 нт. между стоп�кодоном
и донорным сайтом сплайсинга интрона.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для экспериментальной проверки влияния
сплайсируемого интрона в 3'�нетранслируемой
области гена на уровень экспрессии кодируемого
белка мы создали генно�инженерные конструк�
ции для независимой экспрессии двух генов в
клетках млекопитающих. Конструкции несли два
кодирующих флуоресцентные белки гена, каж�
дый из которых включал ранний промотор цито�
мегаловируса и ранний сигнал полиаденилирова�
ния вируса SV40. Первый ген кодировал дальне�
красный флуоресцентный белок Katushka [22];
был использован вариант этого гена, лишенный

потенциальных сайтов сплайсинга [23]. Второй
ген кодировал зеленый флуоресцентный белок
TagGFP2 и дополнительно содержал после стоп�
кодона TagGFP2 фрагмент гена β�глобина челове�
ка, несущий интрон 2 (вектор “Int+”), или соот�
ветствующую сплайсированную безинтронную по�
следовательность мРНК β�глобина (вектор “Int−”).
После сплайсинга последовательности обеих мРНК,
кодирующих белок TagGFP2, были идентичны. Так
как расстояние между стоп�кодоном кодирующей
последовательности и местом соединения экзонов
фрагмента гена β�глобина составляло 35 нт., мРНК
Int+ была устойчива к NMD и данный процесс не
влиял на экспрессию TagGFP2. Транскрипт, коди�
рующий белок Katushka, использовали для нор�
мирования эффективности трансфекции и уров�
ня экспрессии в клетках, так как белки Katushka и
TagGFP2 дают хорошо спектрально различимые
флуоресцентные сигналы [24]. Таким образом,
флуоресцентный сигнал TagGFP2, нормирован�
ный на интенсивность флуоресценции Katushka,
позволял судить о влиянии присутствия интрона
в 3'�нетранслируемой области Int+ на экспрес�
сию TagGFP2. 

Клетки, трансфицированные конструкцией с
геном Int+, обладали в 1.8 ± 0.2 раза более высо�
кой нормированной флуоресценцией в зеленом
канале по сравнению с клетками, трансфициро�
ванными конструкцией Int− (рисунок). Следова�
тельно, введение интрона β�глобина в 3'�нетранс�
лируемую область химерного гена усиливало его
экспрессию. 

Наблюдаемый эффект был использован для уси�
ления экспрессии дестабилизированного варианта
флуоресцентного белка TurboYFP (TurboYFP�dest) с
высокой скоростью деградации в клетках, исполь�
зуемого для отслеживания быстрых изменений ак�
тивности промоторов. Белок TurboYFP дестабили�
зирован слиянием с фрагментом последовательно�
сти орнитиндекарбоксилазы (аминокислотные
остатки 422–461, так называемый мотив PEST),
обеспечивающим быструю деградацию TurboYFP с
периодом полураспада 1–1.5 ч и низкую концен�
трацию при экспрессии в клетках млекопитаю�
щих [25]. 

Фрагмент гена β�глобина, несущий интрон 2,
клонировали в вектор после кодирующей после�
довательности белка TurboYFP�dest. Полученны�
ми конструкциями и исходными конструкциями
без интрона временно трансфицировали клетки
HEK293T. Анализ клеток через 24 ч после трансфек�
ции методом проточной цитофлуорометрии пока�
зал, что средняя интенсивность флуоресценции кле�
ток, содержащих вектор с последовательностью ин�
трона, в 1.7 ± 0.2 раза выше относительно клеток,
несущих исходную конструкцию TurboYFP�dest без
интрона.

Мы считаем, что показанный в настоящей ра�
боте метод может быть использован для увеличения
уровня экспрессии в гетерологических системах в
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тех случаях, когда включение интронов в 5'�не�
транслируемую область гена является неприемле�
мым (например, в случае наличия в кодирующей
части гена акцепторных сайтов сплайсинга).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Генно�инженерные манипуляции и культиви�
рование клеток производили в соответствии со
стандартными протоколами. Фрагмент ДНК, ко�
дирующий β�глобин человека, амплифицировали
с помощью праймеров (5'–3') GTGGTGAGGC�
CCTGGGCA и ATGTTTTTTATTAGGCAGAATCC
на матрице геномной ДНК человека. Амплифици�
рованный фрагмент ДНК использовали для второй
амплификации со специфическими праймерами,
несущими сайты узнавания эндонулеаз рестрикции
HindIII и Not1, GTGAAAGCTTGTGACAAGCTG�
CACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGG и TCTA�
GAGTCGCGGCCGCGGCAGAATCCAGATGCTC
(сайты рестрикции подчеркнуты). Фрагмент
кДНК, содержащий безинтронную последова�
тельность β�глобина человека, получали ПЦР с
праймерами, указанными выше, на матрице образ�
ца суммарной амплифицированной кДНК из
клеток HEK293T, трансфицированных плазми�
дой Int+.

Культуру клеток человека HEK293T временно
трансфицировали описанными выше конструкци�
ями с помощью реагента FuGene 6 (Roche, США)
согласно инструкции производителя. Клетки рас�
тили в среде DMEM (ПанЭко, Россия) с 10% фе�
тальной бычьей сыворотки (Sigma, США) при
37°C в атмосфере 5% СО2 в течение 24 ч после
трансфекции. 

Затем клетки анализировали с помощью про�
точного цитофлуориметра Cytomics FC500 (Beck�
man Coulter, США). Для возбуждения флуоресцен�
ции использовали лазер с длиной волны 488 нм.
Флуоресценция детектировалась в зеленом
(510–530 нм) и красном (660–690 нм) каналах.
Для проверки пересечения областей детекции в
зеленом и красном канале культуру клеток HEK293T,
временно трансфицированную контрольными век�
торами, содержащими гены флуоресцентных белков
Katushka или TagGFP2 (Evrogen), анализировали на
цитофлуориметре. Параметры детекции были подо�
браны таким образом, что флуоресценция клеток с
TagGFP2 определялась лишь в зеленом канале, а кле�
ток с Katushka – только в красном канале.

Данные цитофлуориметра были экспортиро�
ваны с помощью программы Weasel и обработаны
в программе Microsoft Excel. Для каждой клетки бы�
ло вычислено отношение интенсивностей флуорес�
ценции в зеленом и красном каналах, затем опре�
деляли среднее значение для всей популяции
трансфицированных клеток. Для количествен�
ной характеристики влияния интрона сравнивали
средние значения отношений интенсивностей флу�
оресценции, полученные для конструкции, содер�
жащей и не содержащей интрон.
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Рисунок. Результаты проточной цитофлуориметрии клеток, временно трансфицированных векторами Int− (слева) или
Int+ (в центре). Каждая точка на бивариантном плоте показывает интенсивность флуоресценции клетки в зеленом
(горизонтальная шкала) и красном (вертикальная шкала) каналах детекции. Для удобства сравнения клеточных популяций
между собой середина “диагонали” клеток Int− показана пунктирной линией, а клеток Int+ – сплошной линией. На панели
справа представлено сравнение середин “диагоналей” распределения клеточных популяций Int− и Int+.
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Intron 2 of Human Beta5Globin in 3'5untranslated Region 
Enhances Expression of Chimeric Genes
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Possibility to enhance heterologous gene expression in mammalian cells by introduction of an intron in 3' un�
translated region (UTR) was investigated. To this end, a fragment of human beta�globin gene with intron 2
and flanked exon regions was introduced into vector encoding green fluorescent protein TagGFP2 after the
TagGFP2 stop�codon (Int+). The distance between the stop�codon and the exon junction was 35 nucleotides.
It ensured that Int+ mRNA was resistant to degradation by nonsense mediated decay (NMD) machinery. A
control vector Int− contained corresponding intronless sequence of the beta�globin mRNA. On the same
plasmid, the second gene encoded far�red fluorescent protein Katushka was used to normalize fluorescence for
transfection efficiency and expression level in individual cells. Transiently transfected HEK293T cells were analy�
sed by flow cytometry. It was shown that cells transfected with plasmid carrying the Int+ gene possess 1.8 ± 0.2 fold
higher green fluorescence compared to Int− cells. The observed effect was used to enhance expression of destabi�
lized variants of yellow fluorescent protein TurboYFP�dest with high degradation rate in mammalian cells. We be�
lieve that introduction of beta�globin intron in the 3'�UTR of the chimeric gene can be used to enhance its expres�
sion and may be advantageous in some cases when usage of 5'�UTR intron is inappropriate.

Keywords: fluorescent protein, intron, human beta�globin, NMD, 3'�UTR of the chimeric gene, transiently trans�
fected
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