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* ВВЕДЕНИЕ

Векторы для переноса чужеродных ДНК в клет�
ки млекопитающих и эукариотические системы
экспрессии, основанные на их использовании и
обеспечивающие эффективную продукцию биоло�
гически активных белков in vitro и in vivo, постоянно
совершенствуются. Известны разные методы вве�
дения чужеродных генов в клетки эукариот – при
помощи физико�химических способов доставки
(электропорации, бомбардировки микрочастицами
золота или вольфрама и т.д.) или при помощи раз�
личных вариантов биологической доставки (липид�
ных коньюгатов – липосом, рекомбинантных виру�
сов и т.д). В течение последних двух десятилетий
предложено большое число вариантов векторов на
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основе различных вирусов как средства доставки
чужеродных генов в клетки�мишени. С помощью
вирусов – естественных переносчиков чужеродной
ДНК в клетки млекопитающих – генетический ма�
териал проникает в клетки�мишени, при этом уро�
вень трансфекции клеток in vitro и in vivo, а также
экспрессии внесенных генов высок. 

Экспрессирующие векторы на основе бакулови�
русов позволяют синтезировать полноценные эука�
риотические белки в культивируемых клетках насе�
комых с таким выходом, уровень которого пока не
достигнут ни в одной другой эукариотической си�
стеме гетерологичной экспрессии генов. Способ�
ность бакуловируса насекомых передавать генети�
ческую информацию клеткам млекопитающих поз�
воляет использовать векторы на его основе в
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Векторы на основе бакуловирусов широко используются для получения гетерологичных белков в куль8
турах клеток насекомых и млекопитающих. Современные бакуловирусные системы позволяют экспрес8
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ных бакуловирусов для экспрессии рекомбинантных белков в клетках эукариот, преимущества и недо8
статки системы экспрессии на их основе и обсуждаются возможности их совершенствования.
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качестве экспрессирующих векторов для клеток
млекопитающих. Так как бакуловирус, передавая
информацию клеткам млекопитающих, сам не реп�
лицируется, то векторы на его основе удобны и без�
опасны in vitro и in vivo. Высокая емкость бакулови�
русных векторов и биологическая безопасность
определяют интерес к этой системе и к ее совер�
шенствованию. Экспрессионная система на основе
бакуловирусов, позволяющая эффективно проду�
цировать полноценные эукариотические белки в
широком спектре клеток млекопитающих in vitro,
ex vivo и in vivo, может рассматриваться как перспек�
тивная альтернатива векторам на основе вирусов
человека. В настоящем обзоре рассмотрены осо�
бенности бакуловирусов и систем экспрессии на их
основе.

ВИРУСНЫЕ ВЕКТОРЫ ДЛЯ ПЕРЕНОСА 
И ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
В КЛЕТКАХ ЭУКАРИОТ

Векторы на основе вирусов млекопитающих, ко�
торые обеспечивают эффективное проникновение
генов в клетки�мишени, удобны в качестве есте�
ственных векторов для переноса чужеродной ДНК в
клетки эукариот. При выборе оптимальной системы
важны такие критерии, как простота методологии
применения, сила промоторов и возможность их
регуляции во времени, скорость получения значи�
тельных количеств активных эукариотических бел�
ков и т.д. В зависимости от специфики решаемой
проблемы предпочтение отдается тому или иному
вектору.

К сожалению, все известные in vitro и in vivo век�
торные системы доставки репортерных генов дале�
ки от совершенства, хотя проблемы доставки экзо�
генных ДНК in vitro, в основном, решены. Системы
же переноса чужеродных генов в клетки�мишени
млекопитающих in vivo продолжают совершенство�
ваться. Например, такие характеристики векторных
систем, как стабильность их в интегрированном со�
стоянии, регулируемая экспрессия, безопасность
использования, все еще нуждаются в доработке. В
идеале важно достичь не только устойчивости вве�
денного гена, но и эффективной экспрессии в тече�
ние длительного времени. 

При решении задач, связанных с совершенство�
ванием систем эффективного переноса и экспрес�
сии трансгенов в клетках эукариот in vitro и in vivo, в
основном, используют различные векторы на осно�
ве вирусов человека. Применяются векторы на ос�
нове ретровирусов, аденовирусов, аденоассоцииро�
ванных вирусов, вируса герпеса, лентивирусов, ба�
куловирусов. Каждая система на их основе имеет
свои преимущества и недостатки. 

Однако наиболее удобной представляется экс�
прессионная система на основе бакуловирусных
векторов, ее преимущества очевидны. Можно ука�
зать на то, что размеры внедренных трансгенов мо�
гут достигать 100 т.п.н., а уровень их экспрессии и
синтеза рекомбинантных белков высок. Вектор мо�
жет одновременно экспрессировать несколько ге�
нов, включая несплайсированные. Вирус не репли�
цируется в клетках млекопитающих, и это облегчает
его использование в качестве вектора для доставки
репортерных генов в клетки млекопитающих как
in vitro, так и in vivo. С его помощью можно осу�
ществлять прямое адресное клонирование при вре�
менной и стабильной трансдукции клеток млеко�
питающих. Можно трансдуцировать первичные
клетки разного типа – при широком спектре кле�
точной специфичности. Бакуловирус может инфи�
цировать неделящиеся клетки, нецитотоксичен, не
инфекционен для человека. Это тем более удобно
потому, что врожденный иммунитет к большинству
вирусов человека ограничивает применение векто�
ров на их основе. И бакуловирусы предлагают путь
к преодолению этой проблемы, а именно – созда�
ние рекомбинантных вирусов не человеческого
происхождения в качестве векторов для переноса
генов. Врожденной гуморальной и клеточной им�
мунной памяти у человека по отношению к бакуло�
вирусам нет, поскольку они инфекционны только
для насекомых. 

К недостаткам этой системы можно отнести то,
что посттрансляционные модификации белков в
клетках насекомых в отдельных случаях неадекват�
ны модификациям в клетках человека, и то, что чув�
ствительность бакуловируса к действию системы
комплемента при доставке чужеродных генов в
клетки и ткани млекопитающих in vivo достаточно
велика. Тем не менее, на сегодняшний день бакуло�
вирусная векторная система успешно применяется
для доставки генетической информации в клетки
эукариот in vitro и ее использование для доставки ге�
нов in vivo продолжает расширяться. Векторы на ос�
нове бакуловирусов находят все большее примене�
ние в фундаментальной и прикладной биологии, в
биомедицине, для разработок, направленных на со�
здание методов диагностики, вакцинации и геноте�
рапии.

БАКУЛОВИРУСЫ

Биология бакуловирусов

Что собой представляют бакуловирусы (сем. Ba�
culoviridae)? Сведения о них обнаружены еще в мате�
риалах XVI века, в которых сообщалось о “вялой бо�
лезни” гусениц шелкопряда, вызванной, как сейчас
очевидно, бакуловирусом. Бакуловирусы патоген�
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ны для членистоногих, особенно для насекомых,
инфицируя более 30 их видов. Из бакуловирусов
наиболее хорошо изучены вирусы ядерного поли�
эдроза (nucleopolyhedrovirus, NPV), в частности, ви�
рус множественного ядерного полиэдроза кали�
форнийской совки Autographa californica (AcMNPV).

Этот вирус представляет собой стержневидный
нуклеокапсид с параметрами (35–40) × (200–400) нм,
окруженный липопротеидной оболочкой. Он содер�
жит двухцепочечную кольцевую ДНК (134 т.п.н.), в
составе которой имеется 154 открытых рамок счи�
тывания (ORF). ДНК окружена коровым белком
p39 и основным оболочечным белком gp64. Полная
последовательность геномной ДНК известна [1].
Репликация и транскрипция вирусного генома про�
исходят в ядре клетки�хозяина. Там же ДНК пакует�
ся в палочковидный нуклеокапсид [2, 3]. В ходе ин�
фекционного процесса образуются две формы ви�
руса, два разных типа вирусных частиц. Сначала
образуются отдельные вирионы BV (Budded Viri�
ons), которые используются при горизонтальном
распространении инфекции в клеточной популя�
ции. В заключительной фазе инфекции отдельные
вирионы взаимодействуют с образованием белко�
вых телец включения ODV (Occlusion Derived Viri�
ons), имеющих размеры от 2 до 15 мкм [4, 5] и состо�
ящих из множества вирионов – нуклеокапсидов,

окруженных мембраной. Схема жизненного цикла
бакуловируса представлена на рис. 1.

Молекулярная биология бакуловирусов

Бакуловирусы имеют уникальный двуфазный
инфекционный цикл. Первая фаза – литическая,
она более инфекционна и характеризуется образо�
ванием нуклеокапсидов. Во вторая фазе – “окклю�
зионной” – образуются полиэдры, основным ком�
понентом которых является белок полиэдрин [6].
После попадания внутрь зараженной клетки вирус�
ной ДНК с нее считываются четыре поколения
мРНК и синтезируются четыре поколения вирус�
ных белков. Каждое предыдущее поколение содер�
жит белки�активаторы считывания следующего.
Основной стратегией регуляции этих процессов яв�
ляется считывание множественных перекрываю�
щихся РНК в течение четырех различных времен�
ных фаз [7, 8]. На самой ранней (immediate early)
фазе экспрессируются гены, участвующие в иници�
ации репликации вирусной ДНК, гены вирусных
активаторов и гены, которым не требуются вирус�
ные активаторы для транскрипции. Среди них – ге�
ны белков IE1, IEN(IE2) и IEO. Средняя (delayed
early) фаза характеризуется экспрессией генов, ко�
дирующих белки, которые участвуют в репликации

Лизис инфицированных клеток после
гибели гусеницы

Белковые тельца
включения (полиэдры)

Отпочковывающиеся
частицы вируса

Вторичная
инфекция

Отдельные вирионы
отпочкованного

созревшего вируса

Первичная инфекцияСлияние

Репликация, транскрипция
вирусного генома;

упаковка в полиэдры

Вирусная ДНК

Ядро

Растворение полиэдринового
матрикса в кишечнике

Зрелый вирус,
заключенный в

полиэдрах

Цитоплазма

Рис. 1. Схема жизненного цикла бакуловируса. Заражая растения, вирус вместе с пищей попадает в кишечник гусе�
ниц, затем путем эндоцитоза попадает в клетки кишечника, где вирусная ДНК, избавляясь от капсида, проникает в
клеточное ядро, в котором происходят репликация и транскрипция ДНК вируса и формирование нуклеокапсида. От
плазматической мембраны инфицированных клеток отпочковываются частицы внеклеточной промежуточной фор�
мы вируса – отдельные вирионы. На заключительной фазе инфекции отдельные вирионы упаковываются в белковые
тельца включения�полиэдры, в которых вирионы эффективно сохраняются в окружающей среде.
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вирусного генома. На этой стадии вирусные белки
IEO, IE1, PE38 регулируют транскрипцию генов, не�
обходимых для репликации вирусной ДНК. На ран�
ней и средней стадиях синтезируются белки, необхо�
димые в начале инфекции. Поздняя (late) фаза – за�
вершение репликации клеточной ДНК, происходит
транскрипция генов, кодирующих структурные
белки вируса, при участии вирусной РНК�полиме�
разы и РНК�полимеразы хозяина, образующие
нуклеокапсиды. На завершающей (very late) фазе
транскрибируются гены полиэдрина и белка P10. 

Для транскрипции своих генов бакуловирусы
используют транскрипционный аппарат и РНК�
полимеразу II клетки�хозяина, но с участием соб�
ственных энхансеров (hrs) и транскрипционных ак�
тиваторов IEO, IE1, PE38. Очевидно, РНК�полиме�
раза II клетки�хозяина транскрибирует ранние гены
вируса. Возможно, как и в случае других вирусов,
при репликации бакуловирусного генома, происхо�
дящей в ядре клетки, участвуют и вирусные белки и
белки клетки�хозяина. Механизм репродукции ба�
куловирусов, в частности, механизм репликации их
генома в инфицированных клетках, а также общая
схема репликации ДНК этих вирусов изучены пока
далеко недостаточно [8–10].

Основные белки четвертого позднего поколе�
ния – полиэдрин (от 24 до 29 кДа в разных штаммах
вируса) и p10 (10 кДа) – образуются в больших ко�
личествах, составляя 25–50% общего клеточного
белка. Оба белка, участвуя в образовании полиэдров,
не существенны для репликации вируса. В генах по�
лиэдрина и белка p10 имеются сильные промоторы,
обеспечивающие синтез большого количества ви�
русных белков на поздних стадиях инфекции. Про�
моторы этих белков регулируются пятью регулятор�
ными элементами, равномерно распределенными по
вирусной ДНК. Среди поздних белков, кроме поли�
эдрина и p10, есть еще два, несущественных для ре�
пликации, – протамин�подобный белок p6.9, обра�
зующий кор нуклеокапсида, и основной капсидный
белок p39. И именно на этом этапе под контроль
промоторов генов поздних белков могут быть встав�
лены последовательности чужеродных генов. Этот
этап лежит в основе конструирования бакуловирус�
ных экспрессирующих векторов. 

БАКУЛОВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ 
ЭКСПРЕССИИ (БЭС) РЕКОМБИНАНТНЫХ 

БЕЛКОВ В КЛЕТКАХ ЭУКАРИОТ

Системы экспрессирующих векторов 
на основе бакуловирусов

Бакуловирусную систему экспрессии рекомби�
нантных белков в клетках насекомых начали интен�
сивно изучать и использовать после того, как в на�

чале 1980�х годов появились первые сообщения об
их применении для экспрессии чужеродных белков
в клетках Spodoptera frugiperda [11–15]. Рекомби�
нантный вирус использовали для заражения их
природных хозяев�клеток насекомых. В ходе ин�
фекции рекомбинантный бакуловирус реплициру�
ется, а введенные чужеродные гены экспрессиру�
ются. Сильный промотор полиэдринового гена ви�
руса инициирует транскрипцию кодирующей
последовательности с высокой частотой, обеспечи�
вая высокий выход белка. Поскольку цикл развития
вируса не зависит от наличия полиэдринового гена,
то замена его на ген чужеродного белка в составе ре�
комбинантного бакуловируса приводит к синтезу в
культуре клеток насекомого большого количества
гетерологичного белка с посттрансляционными мо�
дификациями, близкими или идентичными тем, ко�
торые осуществляются в клетках млекопитающих.
Исходную методику получения рекомбинантных ба�
куловирусов модифицировали и улучшали. В первых
исследованиях рекомбинантные вирусы распознава�
ли визуально, отбирая вирусные бляшки с полиэд�
рин�негативным фенотипом, которые обычно со�
ставляют 0.1–1.0%. Этот процесс трудоемок и мало�
эффективен. Далее, на клетках насекомых были
разработаны следующие технологии. В первой из
них используют гомологичную рекомбинацию меж�
ду транспортным вектором, содержащим репортер�
ный ген, и полиэдриновым локусом вирусной ДНК,
что приводит к образованию рекомбинантного виру�
са; во второй используют сайт�специфическую ре�
комбинацию; и в третьей – сайт�специфическую
транспозицию.

Для возможности осуществления гомологичной
рекомбинации векторные ДНК должны содержать
участок вирусной ДНК протяженностью до 7 т.п.н.,
а также промотор, 5'�лидерную последовательность
мРНК одного из генов бакуловируса, инициирую�
щий кодон и все регуляторные элементы, необхо�
димые для функционирования экспрессирующего
вектора. Этот метод встраивания чужеродных генов
в геном бакуловируса с помощью гомологичной ре�
комбинации между транспортным вектором, со�
держащим последовательность целевого гена, кото�
рая замещает ген полиэдрина, и вирусной ДНК
первыми опубликовали и запатентовали Смит
(Smith) и Саммерс (Summers) [16–19]. Рекомби�
нантный вирус распознавали только визуально под
микроскопом – по отсутствию полиэдров в вирус�
ных бляшках. Частота рекомбинации при исполь�
зовании этого метода составляла не более 2%. Эф�
фективность рекомбинации затем удалось повы�
сить. Вначале линеаризовали кольцевую вирусную
ДНК (для ограничения инфицирующей способно�
сти вирусного генома), затем вводили ген lac Z E. coli

10



146

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 1  2011

БЕЛЖЕЛАРСКАЯ

в вирусный геном, а затем добавляли уникальный
сайт рестрикции Bsu361 в ORF603 полиэдринового
локуса. Частота рекомбинации действительно повы�
шалась – примерно до 30%, однако при этом необхо�
димо было проводить несколько раундов очистки ре�
комбинантного вируса от родительского�дикого с
помощью метода “plaque assay” [20, 21]. 

Следующий шаг в усовершенствовании методов
получения рекомбинантных бакуловирусов с ис�
пользованием системы гомологичной рекомбина�
ции – разработка новой технологии, “flash BAC sys�
tem”, которая позволяет избежать стадии очистки
“plaque assay”. Это сокращает время получения ре�
комбинантного вируса с высоким титром. В этой
системе зкспрессии вирусная ДНК содержит деле�
ции в гене ORF1629, необходимом для репликации
бакуловируса. Они инактивируют вирус, что пре�
пятствует его репликации в клетках насекомых, но в
то же время вирусная ДНК содержит бактериаль�
ную искусственную хромосому (bacterial artifificial
chromosome, BAC) в полиэдриновом локусе вместо
гена полиэдрина. Это позволяет вирусной ДНК раз�
множаться в клетках E. coli в виде кольцевой формы.
В результате гомологичной рекомбинации между
модифицированной вирусной ДНК и векторной
ДНК, содержащей целевой ген, восстанавливается
функция гена, необходимого для репликации баку�
ловируса, и удаляется последовательность BAC. Ре�
комбинантный бакуловирус реплицируется, образуя
генетически гомогенный вирус. Описанная система
позволяет работать с любыми бакуловирусными век�
торами, пригодными для гомологичной рекомбина�
ции, повышает выход секретируемых белков и бел�
ков, связанных с мембранами [22, 23]. 

Новой технологией является система гомоло�
гичной рекомбинации на основе сайт�специфиче�
ской рекомбинации. Она представляет собой ком�
бинацию системы “GateWay”, в которой использу�
ется свойство бактериофага λ интегрироваться в
хромосому E. coli, с помощью сайт�специфической
рекомбинации in vitro, с системой “BaculoDirect”.
Целевой ген клонируют в векторе “entry clone”
между двумя сайтами рекомбинации attL1 и attL2.
Донорная линейная ДНК содержит эти сайты в по�
лиэдриновом локусе. В результате LR�рекомбина�
ции образуется рекомбинантная бакуловирусная
ДНК с клонируемым целевым геном в полиэдрино�
вом локусе. Использование линейной ДНК снижа�
ет шанс образования нерекомбинантного вируса, в
результате чего образуется чистый рекомбинант�
ный вирус без примеси родительского вируса дико�
го типа (рис. 2) [24, 25]. 

И, наконец, широкое распространение получи�
ла еще одна система, которая позволяет осуществ�
лять все генно�инженерные манипуляции по созда�

нию рекомбинантного экспрессирующего вектора
в клетках E. coli с использованием метода, основан�
ного на сайт�специфической транспозиции репор�
терного гена и последующей трансфекции клеток на�
секомых. Система получила название “Bac�to�Bac”.
Этот метод основан на перемещении целевого гена,
заключенного между элементами Tn7L и Tn7R транс�
позона Tn7, из донорной плазмиды в плазмиду�ми�
шень (бакмиду) по сайтам mini'att'Tn7. Транспозиция
происходит с участием плазмиды�помощника, несу�
щей ген транспозазы tns'A'E. Бакмида содержит ба�
куловирусный геном, репликон mini'F для стабиль�
ной репликации в клетках E. coli и сайт mini'att'Tn7,
встроенный в ген lacZ. Этот метод удобен тем, что со�
здание и идентификация бакуловирусной ДНК осу�
ществляются в бактериальных клетках [26–28]. 

Уровень синтеза эукариотических белков в куль�
тивируемых клетках насекомых высок и не достиг�
нут до сих пор ни в одной другой эукариотической
системе гетерологичной экспрессии генов (в боль�
шинстве случаев до 500 мг/л, секретируемые белки –
до 1–10 мг/л). Бакуловирусный геном способен ак�
цептировать большие сегменты чужеродной ДНК.
Пока даже не известен верхний предел размера чу�
жеродной вставки в геном бакуловируса. Рекомби�
нантные бакуловирусы, несущие любую дополни�
тельную последовательность ДНК, достигают тит�
ра, аналогичного титру вируса дикого типа в
течение одинакового периода времени. Последова�
тельности ДНК не претерпевают изменений и оста�
ются стабильными в течение многократных клеточ�
ных пассажей, при этом уровень экспрессии генов
не снижается. Имеется еще одно преимущество, а
именно – возможность экспрессировать одновре�
менно несколько генов в одной инфицированной
клетке насекомого и получать мультимерные белки,
функционально близкие природному аналогу. В
большинстве случаев в клетках насекомых (в отли�
чие от бактерий) белковый продукт остается в рас�
творенном виде. Рекомбинантные белки локализу�
ются в тех же субклеточных компартментах, в кото�
рых экспрессируются нативные белки. Ядерные
рекомбинантные белки размещаются в клеточном
ядре, мембранные заякориваются в клеточной мем�
бране, а секретируемые участвуют в секреторном
пути клетки. Чужеродный белковый продукт в клет�
ках насекомых в большинстве случаев проходит все
стадии созревания и модификации, присущие эука�
риотическим системам, что важно для проявления
полной биологической активности. Бакуловирусы
не патогенны для млекопитающих и растений, они
неинфекционны для клеток млекопитающих, что
позволяет получать временную и стабильную тран�
сдукцию клеток млекопитающих.
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Получение функционально активных 
рекомбинантных белков с использованием 

бакуловирусной системы экспрессии 
в клетках насекомых

Белки в клетках насекомых проходят все стадии
созревания и модификации, присущие эукариоти�

ческим системам: гликозилирование, фосфорили�
рование, пальмитилирование (ацилирование остат�
ками жирных кислот), амидирование, карбоксиме�
тилирование, расщепление сигнальных пептидов и
протеолитическое расщепление. Рекомбинантные
белки формируют дисульфидные связи и принима�

Транспортный
вектор Бакуловирусный геном

Трансфекция клеток
насекомых с помощью

рекомбинации
(“BacPak” система)

Трансформация клеток
E. coli с помощью

рекомбинации
(“BaculoDirect” система)

In vitro
рекомбинация

(“Flash Bac” система)

Рекомбинантный вирус в
смеси с “родительским”

Очистка рекомбинантного вируса с
помощью “вирусных бляшек”

Рекомбинантный вирус

Выделение
рекомбинантной

бакуловирусной ДНК

Трансфекция клеток
насекомых рекомбинантной

бакуловирусной ДНК

Амплификация
рекомбинантного вируса

Зрелый
рекомбинантный

вирус

Рис. 2. Схема получения рекомбинантного бакуловируса с последующей экспрессией рекомбинантного белка с помо�
щью гомологичной рекомбинации между рекомбинантным трансфер�вектором и вирусным геномом. 
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ют необходимую вторичную и третичную структу�
ры. Сайты указанных модификаций, как правило,
совпадают с их аналогами в природном белке, ре�
комбинантный белок структурно и функционально
подобен его природной копии. Экспрессия белков
эукариот в бакуловирусной системе экспрессии, по
большей части, обеспечивает получение биологи�
чески активных продуктов, сохраняющих свои ан�
тигенные свойства. 

Поверхностный антиген вируса СПИДа, gp160
HIV, синтезированный в бакуловирусной системе,
связывается с моноклональными антителами к
аутентичному gp160 и с рецептором CD4. Антиген�
ные свойства рекомбинантного gp160 не отличают�
ся от природного [29]. В клетках насекомых с ис�
пользованием бакуловирусной системы экспрессии
удалось получить биологически активную секрети�
руемаую форму рецептора CD4 ВИЧ�1 [30], а также
белки α – и β�субъединиц хорионического гонадо�
тропина (ХГ) человека, имеющие антигенные де�
терминанты α–ХГ и β–ХГ [31]. В бакуловирусной
системе получен белок P2 Kirsten�Ras(4B) человека
[32], тирозиновая протеинкиназа p56lsk из лимфо�
цитов человека [33], правильно процессированный
белок x1caax�1 типа Ras [34]; получен рекомбинант�
ный энтактин мыши с правильно процессирован�
ным сигнальным пептидом, реагирующий с полик�
лональными антителами к энтактину и обеспечива�
ющий прикрепление и агрегацию клеток в
культуре, т.е. обладающий свойствами природного
компонента матрикса [35]. Белжеларская и Саттон
(Satton) [36] экспрессировали ген функционально
активного серотонинового рецептора мыши 5HT1c
в культуре клеток насекомых и показали, что он об�
ладает функциональной активностью этого рецепто�
ра в клеточном ответе на серотонин. Рецептор, свя�
зываясь с лигандом при участии GTP�связывающего
белка, активирует фосфолипазу С, инициируя поток
кальция в клетке. Грищук и соавт. [37, 38] синтезиро�
вали стероид�21�гидроксилазу (СYP21A2) человека и
ее новые мутантные варианты в клетках насекомых и
изучили влияние мутаций в гене этого фермента на
его активность. Хаземан (Hasemann) и Капра (Ca�
pras) [39] экспрессировали в клетках насекомых гены
иммуноглобулинов мыши. Рекомбинантная вектор�
ная плазмида содержала кДНК тяжелых (H) и легких
(L) цепей иммуноглобулина. Обе цепи оказались
правильным образом процессированы и гликози�
лированы; в клетках насекомых они собирались в
комплекс H2L2. В работе Эрнста (Ernst) и соавт. [40]
показана возможность использования бакулови�
русной системы для создания и скрининга эукарио�
тических экспрессионных библиотек. Всего с по�
мощью этой системы уже получено свыше 1000 раз�
личных гетерологичных белков, при этом более 95%

из них претерпевали правильные посттрансляци�
онные модификации.

Однако не всегда N�гликозилирование в клетках
насекомых происходит точно так же, как в клетках
млекопитающих. Впрочем, на примере экспрессии
гемагглютинина и нейраминидазы вируса гриппа
показано, что, хотя гликозилирование белков про�
текает не вполне адекватно, конечные продукты
имеют те же антигенные свойства (по данным им�
мунофлюоресцентного анализа), что и аутентичные
белки [41]. Возможно, пик синтеза гликопротеинов
опережает максимум синтеза остальных белков в
условиях инфекции по отношению к синтезу поли�
эдрина. Использование бакуловирусных ранних
промоторов позволяют иногда преодолевать про�
блемы неадекватности гликозилирования [42].
Кроме того, гиперэкспрессия чужеродных белков
может влиять на способность клеток модифициро�
вать белки [43]. N�гликозилирование полипептид�
ных цепей гликопротеинов в клетках млекопитаю�
щих с участием гликозилтрансфераз приводит к об�
разованию белкового продукта с N�гликанами,
содержащими концевые сиаловую кислоту и галак�
тозу. В клетках насекомых, вероятно, отсутствуют
соответствующие гликозилтрансферазы, поэтому
N�гликозилирование белка происходит не всегда в
полной мере [44–46] (рис. 3.) 

Для преодоления этих проблем предложена си�
стема, в которой клетки насекомых Sf9 генетически
модифицировали, получив клеточную линию
(Mimic™ Sf9 Insect Cells, “Invitrogen”), содержа�
щую гены для α�2,6�сиалилтрансферазы и β�1,4�
галактозилтрансферазы. Эта линия способна при
инфекции рекомбинантным бакуловирусом экс�
прессировать ген функционально активного белка
с посттрансляционными модификациями, свой�
ственными клеткам млекопитающих [47, 48]. Для
увеличения продукции правильно процессирован�
ных функциональных белков клетками насеко�
мых, инфицированными рекомбинантным баку�
ловирусом, используют разнообразные подходы.
Например, экспрессировали ген β�1,4�галактозил�
трансферазы быка в клетках Sf9 под контролем ба�
куловирусного раннего промотора ie1. Заражение
таких клеток рекомбинантным бакуловирусом с
последовательностью ДНК, кодирующей тканевый
активатор плазминогена, приводит к образованию
галактозилированного конечного продукта [49, 50].
Использование ранних бакуловирусных промото�
ров позволяет преодолевать проблемы неадекват�
ности посттрансляционной модификации реком�
бинантных белков в клетках насекомых на поздних
стадиях инфекции, когда усиленный синтез чуже�
родного белка понижает способность клетки моди�
фицировать белковый продукт. Созданы новые
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трансгенные клеточные линии Sf9, каждая из кото�
рых обладает более успешным N�гликозилирова�
нием, чем исходные клетки Spodoptera frugiperda, и
может производить рекомбинантные гликопротеи�
ны с N�гликанами млекопитающих [50–53]. 

Синтез функциональной секретируемой формы
эктодомена рецептора лютропина с адекватным N�
гликозилировнием усиливается, если он находится
под контролем промотора P10 (в сравнении с про�
мотором полиэдрина PH) [53]. Показана также бо�
лее эффективная функциональная экспрессия гена
белка vankyrin полиднавируса под контролем про�
мотора P10 бакуловируса в сравнении с промото�
ром PH [54]. Кулаковский и соавт. [55] исследовали
степень N�гликозилирования секретируемой пла�
центарной щелочной фосфатазы, которая была син�
тезирована в инфицированных рекомбинантным ба�
куловирусом клеточных линиях Spodoptera frugiperda
и Trichoplusia ni. Клетки Sf синтезировали олигосаха�
риды с более высокой степенью фукозилирования,
чем любая из изученных линий T. ni [55]. Усовершен�
ствование бакуловирусных систем экспрессии в
клетках насекомых для синтеза “human�like” глико�
протеинов продолжается [45, 47, 57].

Из недостатков бакуловирусной экспрессион�
ной системы можно назвать неэффективность про�
цессирования гетерологичных белков, предвари�
тельно синтезированных в виде крупных неактив�

ных белковых предшественников, таких как
пептидные гормоны, нейропептиды, факторы ро�
ста, металлопротеазы и некоторые другие. В ряде
случаев, когда нативный белок функционирует как
гетеродимер или имеет ткане� или видоспецифич�
ные модификации, при получении в бакуловирус�
ной системе он не будет функционально активным,
если его связывающий партнер (рецептор, лиганд)
или модифицирующий фермент не будет коэкс�
прессироваться в этой же системе [58]. Неспособ�
ность клеток насекомых полностью процессиро�
вать большое количество белковых предшествен�
ников, вероятно, обусловлена недостаточным
количеством фуриноподобного фермента в клетках
[59–61]. Постхауз (Posthouse) и соавт. [62] показали,
что активность конвертаз в бакуловирусной экс�
прессионной системе экспрессии также повышает�
ся при коэкспрессии фурина. 

Секреция гетерологичных белков IgG в клетках
насекомых, инфицированных рекомбинантным
бакуловирусом, приводит к получению нераство�
римого иммуноглобулина. Но при коэкспрессии
иммуноглобулина и шаперона БТШ70 образуется
растворимый внутриклеточный иммуноглобулин и
увеличивается количество секретируемого белка
[63]. В ряде случаев, если белок образует мультимер�
ную структуру за счет образования дисульфидных
связей между одинаковыми субъединицами, он мо�
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Рис. 3. Схема N�гликозилирования белка в клетках насекомых и млекопитающих.
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жет экспрессироваться в биологически активной
мультимерной форме. Так, анализ экспрессии VP60,
уникального компонента капсида вируса RHDV
(Rabbit Hemorrhagic Diseas Virus) в бакуловирусной
системе экспрессии (БЭС) показал, что при встраи�
вании кДНК гена VP60 под контроль полиэдриново�
го промотора рекомбинантный белок образует не
только правильные димеры с мол. весом 80 кДа, но и
побочные димеры по 100 кДа и 62 кДа – из�за сдвига
рамки трансляции. При этом димеры образуются за
счет дисульфидных связей [64]. 

Поскольку в БЭС рекомбинантные белки могут
претерпевать протеолитическое расщепление, в
этой системе можно получить белок�предшествен�
ник, который расщепится протеазой клетки с обра�
зованием нескольких различных полипептидов.
Экспрессия гена белка�предшественника HIV�1
(55 кДа) с промотора гена полиэдрина позволяет
получить три различных структурных белка вируса
иммунодефицита человека [65]. Получен также
биологически активный интерлейкин�1β�преобра�
зующий фермент (ИПФЧ) человека. Биологически
активным ферментом является гетеродимер, состо�
ящий из полипептидов 10 кДа и 20 кДа. кДНК бел�
ка�предшественника ИПФЧ экспрессируется под
контролем полиэдринового промотора. После син�
теза полипептидная цепь предшественника рас�
щепляется по связи Asp116�Asp117, а полипептид�
ные цепи образуют гетеродимер белка ИПФЧ. Рас�
щепление обусловлено самим белком, а именно –
его участком, обладающим протеолитической ак�
тивностью (pro) [66]. 

Иногда для получения мультимерных белков не�
обходимо экспрессировать отдельно кДНК каждой
субъединицы. Один из способов достижения этой
цели заключается в котрансфекции культуры кле�
ток насекомых двумя и более типами рекомбинант�
ных ДНК, содержащих гены субъединиц. В таких
опытах не всегда удается получить зрелый актив�
ный продукт, поскольку характер сборки субъеди�
ничного комплекса в клетках насекомых может су�
щественно отличаться от такового в естественных
условиях. Ранее пытались получить таким образом
комплекс полимеразы вируса гриппа, состоящий из
трех субъединиц [67]. Каждый из трех генов поли�
меразы – pb1, pb2, pbA – хорошо экспрессируется с
полиэдринового промотора. При инфекции клеток
насекомых вирусными рекомбинантными ДНК
PB1 и PB2 получили гетеродимер этих субъединиц.
Но при трансфекции клеток всеми тремя рекомби�
нантными ДНК получить комплекс из трех субъ�
единиц не удалось. Возможно, в этом случае клетки
насекомых не могли обеспечить специфическую
модификацию белка PBA, либо для правильной

сборки необходимо участие дополнительных генов
вируса гриппа. 

Получение вирусоподобных частиц и вакцин 
в клетках насекомых с использованием 

бакуловирусной системы экспрессии 

Система БЭС/насекомые позволяет изучать
процессы сборки вирусных частиц в отсутствие ин�
фекционного вируса и все чаще используется для
разработки кандидатов в вакцины, основанных на
получении вирусоподобных частиц и обычных ре�
комбинантных антигенов [68–71].

Для экспрессии генов сложных белков, белков
из нескольких субъединиц и многобелковых ком�
плексов в клетках насекомых создаются специаль�
ные экспрессирующие кассеты, содержащие три,
четыре и более промоторов поздних вирусных ге�
нов. Так, в случае BTV (Bluetongue Virus), имеющего
в составе вириона семь структурных белков, полу�
чен комплекс вирусоподобных частиц, содержащих
четыре рекомбинантных белка вируса. Для этого
переносили трансфер�вектор pAcAB4, содержащий
блок последовательностей генов BTV (VP2, VP6,
VP7 и NS1) под контролем двух промоторов pH и
двух промоторов гена p10, в культуру клеток насеко�
мых. При этом промоторы pH и p10 располагались
поочередно [72]. В других случаях рекомбинантные
бакуловирусы использовали для получения вирусо�
подобных частиц вируса BVC (Bluetongue Virus
Core), экспрессирующих ген T�клеточнго эпитопа
белка M1 вируса гриппа А, для индукции T�клеточ�
ного ответа [73]. Экспрессируемый в клетках насе�
комых ген белка GAG, этот основной компонент
нуклеокапсида ретровирусов не только обладает
аутентичными антигенными свойствами, но и фор�
мирует вирусоподобные частицы, которые отпоч�
ковываются с поверхности клетки в среду [74]. Бел�
ки L1 и L2 капсида вируса папилломы человека
(HPV) образуют комплекс, подобный капсиду [75].
Клетки насекомых инфицировали рекомбинант�
ными бакуловирусами, синтезирующими белки
капсида вируса герпеса HSV�1 (Herpes Simplex Virus
type 1). При смешивании экстрактов инфицирован�
ных клеток in vitro происходит сборка вирусного
капсида; более того, очищенные капсидные белки
вируса герпеса обладают способностью собираться
в прокапсиды in vitro в отсутствие дополнительных
факторов клеток насекомых [76, 77]. 

При использовании рекомбинантных бакулови�
русов в клетках насекомых получен основной
структурный гликопротеин VP1 полиомавируса че�
ловека (JC virus), возбудителя мультифокусной лей�
коэнцефалопатии, который формирует вирусопо�
добные частицы с типичной морфологией свобод�
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ных вирусных частиц полиома вируса. Очищенные
вирусоподобные частицы высоко иммуногенны
при введении с адьювантом и могут оказаться по�
лезными для разработки вакцины [78–80]. Сборку
капсидоподобных частиц полиомавируса при ис�
пользовании комбинации рекомбинантных баку�
ловирусов, синтезирующих вирусные структурные
белки VP1, VP2 и VP3, наблюдали также другие ав�
торы [81]. Синтез одного VP2 или VP3 не приводит
к образованию частиц, однако эти белки участвуют
в образовании VP1 и упаковываются в VLPs. 

При вакцинации млекопитающих для индукции
иммунного ответа Касал (Kasal) и соавт. [82] ис�
пользовали вирусоподобные частицы парвовируса,
полученные путем экспрессии гена основного ком�
понента капсида парвовируса VP2 в инфицирован�
ных рекомбинантным бакуловирусом клетках насе�
комых. Парвовирусные VLPs обладают высокой
иммуногенностью в отсутствие адьюванта [82]. С
использованием рекомбинантных бакуловирусов
получены вирусоподобные частицы ротавируса (ro�
tavirus). Вакцинация очищенными ротавирусными
VLPs вызывает иммунитет у млекопитающих про�
тив гетеротипичного ротавируса [83]. При помощи
рекомбинантных бакуловирусов получены вирусо�
подобные частицы вирусов гепатита В и С. Очи�
щенные вирусные частицы использовали для имму�
нологических и терапевтических исследований
[84–87]. Вирусоподобные частицы вируса папилло�
мы использовали для разработки белков�кандида�
тов для получения вакцины [71], а вирусоподобные
частицы коронавируса использовали для изучения
процесса сборки вирусных частиц [90]. Белжелар�
ская и соавт. [87] синтезировали самособирающие�
ся, нереплицирующиеся, лишенные генома виру�
соподобные частицы вируса гепатита С и использо�
вали их в качестве модели вириона для изучения
посттрансляционного гликозилирования оболо�
чечных белков этого вируса (HCV). Метод получе�
ния гемаглютинина и нейроминидазы вируса грип�
па А с помощью рекомбинантных бакуловирусов в
клетках насекомых может быть альтернативным со�
временным методом создания вакцин против гриппа
на куриных эмбрионах. В последнее время, рекомби�
нантные бакуловирусные векторы используют для
получения ретровирус� и лентивирусподобных ча�
стиц для разработки вакцин против ВИЧ [89, 102]. 

Таким образом, спектр разнообразных рекомби�
нантных белков, экспрессируемых в клетках насе�
комых, существенно расширился. В нем мы нахо�
дим цитозольные, ядерные, митохондриальные,
связанные с мембранами и секретируемые белки.
Оказалось, что бакуловирусная система экспрессии
особенно полезна для наработки функциональных,
мультисубъединичных белковых структур, как, на�

пример, вирусоподобных частиц (VLPs). Она все
чаще используется для разработки белков�кандида�
тов для получения вакцин, основанных на использо�
вании вирусоподобных частиц и обычных рекомби�
нантных антигенов. Исследования одновременной
экспрессии ферментов, участвующих в гликозили�
ровании, расщеплении, и секреции, показали воз�
можность значительно повысить выход функцио�
нальных рекомбинантных белков, синтезированных
в клетках насекомых. Применение рекомбинантных
бакуловирусов для идентификации чужеродных бел�
ков и эпитопов на поверхности вирусов эффективно
как средство для изучения белок�белковых взаимо�
действий. Рекомбинантные бакуловирусы исполь�
зуют для получения белков, встречающихся в ми�
норных количествах, либо белков, выделение кото�
рых представляет определенные сложности. К
таким белкам можно отнести онкобелки, белки
внеклеточного матрикса и внутриклеточной пере�
дачи сигнала. Возможности бакуловирусной систе�
мы экспрессии в клетках насекомых и перспектив�
ные направления ее развития создали предпосылки
для применения этой системы для доставки и экс�
прессии гетерологичных генов в клетках млекопи�
тающих in vitro и in vivo.

Бакуловирусы – средство введения и экспрессии 
гетерологичных генов у млекопитающих

Интерес к БЭС усилился после того, как было
показано, что рекомбинантные бакуловирусы мож�
но применять для доставки генетической информа�
ции в клетки млекопитающих [93–99]. В клетках
насекомых собственные бакуловирусные гены
транскрибируются, в клетках же млекопитающих
транскрибируются только гены, находящиеся под
контролем промотора млекопитающих. В клетках
насекомых вирусная ДНК реплицируется и упако�
вывается в нуклеокапсиды. В клетках млекопитаю�
щих репликации не происходит и вирусное потом�
ство не образуется. 

Способность бакуловируса AcMNPV доставлять
гены в культивируемые клетки млекопитающих,
прежде всего в гепатоциты, впервые описанная
Хофманом (Hofmann) и соавт. [91], подтверждена
Бойсом (Boyce) и Бухером (Bucher) [92] и до сих пор
привлекает внимание исследователей. Так как баку�
ловирус, передавая генетическую информацию
клеткам млекопитающих, не инициирует продук�
цию инфекционного вируса, рекомбинантные ба�
куловирусные векторы стали использовать в разра�
ботке систем для переноса и экспрессии генов
функциональных белков в клетках высших живот�
ных и человека in vitro и in vivo [96–98]. Основное
условие экспрессии гена, доставленного бакулови�



152

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 1  2011

БЕЛЖЕЛАРСКАЯ

русом в клетки млекопитающих, – контроль тран�
скрипции репортерного гена промотором и регуля�
торными элементами, функционирующими в таких
клетках. К ним относятся внутренние сайты связы�
вания рибосом, сайты начала репликации, зоны
матричного прикрепления и т.д. Различные регуля�
торные элементы, активные в клетках млекопитаю�
щих и присутствующие в бакуловирусе, могут
участвовать в регуляции и повышать, тем самым,
эффективность экспрессии. Трансдукция в первич�
ные гепатоциты и в клетки гепатомы эффективна и
дает высокий уровень активности репортерных ге�
нов [100, 101]. Предложена новая BacMam�система
экспрессии белка в клетках млекопитающих. Она
основана на использовании модифицированного
бакуловируса AcMNPV, получившего название
BacMam�вирус. Он содержит экспрессионную кас�
сету с промотором, работающим в клетках млеко�
питающих, и направляет доставку и экспрессию
клонированных генов в культивируемых клетках
млекопитающих [91, 95, 96]. BacMam�система не
токсична для клеток млекопитающих, проста в при�
менении, не требует очистки ДНК и рекомбинант�
ного вируса для трансдукции. Чаще всего использу�
ют рекомбинантные бакуловирусные векторы с
экспрессирующими кассетами под контролем про�
мотора цитомегаловируса или промотора вируса
саркомы Рауса, а также CAG�промотора или про�
мотора вируса SV40 [92, 94, 95, 103]. Сконструиро�
ваны гибридные бакуловирусные векторы, содер�
жащие экспрессионные кассеты под контролем
промоторов млекопитающих, фланкированных ин�
вертированными повторами (ITR) аденоассоции�
рованного вируса (AAV). Во всех случаях наблюда�
ется сайт�специфическая интеграция генома AAV в
геном животной клетки [104]. Появляется все боль�
ше работ, в которых рекомбинантные бакуловирус�
ные векторы используются для направленной до�
ставки генетической информации в специфические
клетки�мишени человека и животных [105, 106].
Так, изучали репликацию вируса гепатита C с помо�
щью бакуловирусной трансдукции клеток Huh7,
помещая полноразмерную кДНК вируса под кон�
троль промотора цитомегаловируса (CMV) [100].
Изучали также сборку вирусоподобных частиц ви�
руса гепатита C, используя трансдукцию модифи�
цированного бакуловируса в клетки млекопитаю�
щих Hek293Т и Huh7, несущих последовательности
кДНК структурных генов ВГС под контролем CMV
[107]. Бакуловирусные векторы, несущие кДНК ге�
нов гепатита В и гепатита С, используют для изуче�
ния вирусных инфекций, для поиска новых антиви�
русных стратегий. Отсутствие репликации и цито�
токсичности бакуловирусных векторов в клетках
млекопитающих позволяет получать высокие титры

полиовируса в системе с бакуловирусной гибрид�
ной РНК�полимеразой T7 [108].

Клеточные линии млекопитающих, 
чувствительные к бакуловирусной трансдукции

Как правило, бакуловирус эффективно трансду�
цирует различные типы клеток [95, 96, 98], причем
самый высокий уровень экспрессии рекомбинант�
ных генов наблюдается в клетках печеночного про�
исхождения [91]. При изучении большой панели
клеточных линий, включая и первичные культуры
клеток человека, показано, что экспрессия эукари�
отического гена с помощью бакуловируса регулиру�
ется промотором CMV и что рекомбинантный ба�
куловирус можно использовать не только для вре�
менной экспрессии в клетках млекопитающих, но и
для получения стабильных клеточных линий, под�
держивающих экспрессию белка репортерного гена
после множественных пассажей культуры. По
крайней мере, участок 12 т.п.н. введенного генома
вируса сохраняется в стабильной линии клеток яич�
ника китайского хомячка, однако пока не ясно, инте�
грирована ли бакуловирусная ДНК в геном клетки�
хозяина. При трансдукции в клетки CHO�K1 реком�
бинантного бакуловируса, содержащего экспресси�
онную кассету с промотором SV40 и геном неомицин�
фосфотрансферазы, в присутствии антибиотика G418
образуется стабильная линия клеток, экспрессирую�
щих ген GFP в течение более 5 мес. [109]. Другой баку�
ловирусный вектор, содержащий две экспрессионные
кассеты (одна – с геном β�gal и геном устойчивости к
гигромицину, другая – с фланкированными обращен�
ными концевыми повторами (ITR) вируса AAV и ге�
ном rep) эффективно и стабильно доставляет реком�
бинантные гены в клетки CHO. Если удалить ген
rep, количество клеток, устйчивых к гигромицину,
уменьшается, а при наличии гена rep – возрастает в
10–50 раз, причем происходит интеграция генома
AAV в геном клетки�хозяина, а доля выживших кле�
ток достигает более чем 40% [104]. 

Получен рекомбинантный бакуловирус, несу�
щий промотор гена белка теплового шока hsp70
дрозофилы, который контролирует экспрессию ге�
на GFP и эффективно доставляет гены в клетки
дрозофилы S2 [63]. Опыты показывают, что бакуло�
вирусные векторы способны инфицировать неде�
лящиеся клетки. Этот процесс включает этап транс�
порта бакуловирусного нуклеокапсида через поры
клеточного ядра, в отличие, например, от аденови�
руса или вируса герпеса [110]. Возможность введе�
ния генов в делящиеся и неделящиеся клетки in vitro
и in vivo – еще одно важное преимущество бакуло�
вирусов как экспрессионных векторов. Например,
бакуловирус использовали в качестве транспортно�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 1  2011

БАКУЛОВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ 153

го вектора для стволовых клеток [105]. Список кле�
точных линий млекопитающих, подверженных ба�
куловирусной трансдукции, постоянно расширяет�
ся и, в зависимости от типа клеток, эффективность
трансдукции колеблется от 10 до 90%. 

Эффективность бакуловирусной трансдукции

Эффективность экспрессии генов в менее чув�
ствительных клеточных линиях млекопитающих
обусловлена не блокировкой проникновения вируса
в клетку, а способностью вируса попадать в клеточ�
ное ядро, избегая попадания во внутриклеточные ве�
зикулы. Предложен механизм, который ответстве�
нен за различия в эффективности трансдукции раз�
ных клеток [111]. Бакуловирусные векторы, несущие
увеличенное количество последовательностей, ко�
дирующих белок gp64 или другой белок оболочки,
проявляют более высокую эффективность трансдук�
ции в клетки млекопитающих [112, 113]. Кроме того,
после обработки клеток бутиратом натрия или три�
хостатином А, сразу же после заражения рекомби�
нантным бакуловирусом, 20�кратно повышается
уровень экспрессии [95, 114]. Электростатические
взаимодействия вируса с клетками млекопитающих
с участием гепаринсульфата поверхности клетки
также влияют на эффективность доставки генов с
помощью бакуловирусов [115]. На эффективность
доставки и экспрессии репортерного гена в клетках
млекопитающих влияют еще ряд факторов: фосфо�
липиды на поверхности трансдуцируемых клеток
[116], использование гибридного бакуловируса в
комбинации с другим вирусом (BV + AAV) [104,
117], введение гена рекомбиназы в векторные кон�
струкции [118] и применение двойной селекции
трансформанта [119]. Два основных трансактивато�
ра – IE1 и IE2 – AcMNPV могут активировать баку�
ловирусный геном в клетках млекопитающих [129].

Механизм взаимодействия бакуловируса
с клетками млекопитающих

Механизм проникновения и трансдукции в кле�
точные линии млекопитающих бакуловирусных
векторов, специфичность взаимодействия вируса с
клетками остаются до сих пор не изученными. Не
ясна природа молекулы на клеточной поверхности,
которая взаимодействует с бакуловирусом при его
поглощении клеткой. Кинетика насыщения при
поглощении клетками вируса в процессе трансдук�
ции в клетки Huh7 предполагает наличие специфи�
ческого рецептора на поверхности клеток, которые
связывают вирус. Проникновение бакуловируса в
неделящиеся гепатоциты также предполагает спе�
цифическое взаимодействие между вирусом и клет�
ками. В отличие от этого, при взаимодействии баку�

ловируса с клетками HEK293 не происходит насы�
щения поглощения вируса клетками – даже при
высоких дозах вируса, что свидетельствует о неспе�
цифическом взаимодействии бакуловируса с этими
клетками. Фосфолипиды клеточной мембраны
клеток HepG2 важны для этапа инициации про�
никновения бакуловируса в клетку. Кроме того, для
прикрепления вируса к клеточной поверхности не�
обходимы электростатические взаимодействия, их
могут обеспечивать остатки гепаринсульфата на по�
верхности. Фосфатидная кислота фосфолипидов и
фосфатидилинозит ингибируют трансдукцию в
клетки млекопитающих, в то время, как гепарин и
гепаринсульфат – нет. Возможной причиной этих
противоречий могут быть различные механизмы
взаимодействия бакуловируса с клетками разных
типов. Например, лизосомотропные факторы, та�
кие как хлорохин, ингибируют бакуловирусную
экспрессию генов; повидимому, “подкисленные”
эндосомы обладают регулирующим инструментом
в процессинге вирусных вирионов в клетках млеко�
питающих [91, 95, 110]. Предполагается, что для
узнавания вируса и клетки, для проникновения ба�
куловируса требуется белок вирусной оболочки
gp64 AcMNPV. Бакуловирусные векторы с допол�
нительным геном белка оболочки вируса gp64,
обеспечивают повышеннный уровень трансдукции
клеток млекопитающих [113].

Доставка и экспрессия гетерологичных генов
в клетки млекопитающих in vivo

Неспособность бакуловируса размножаться в
клетках млекопитающих in vitro и, более того, отсут�
ствие врожденной гуморальной и клеточной им�
мунной памяти у человека по отношению к бакуло�
вирусам расширяет область применения этой век�
торной системы и делает ее привлекательной для
применения in vivo, а также в перспективе для раз�
работки методов диагностики и вакцинации в ген�
ной терапии. Применение рекомбинантных бакуло�
вирусов in vivo имеет некоторые ограничения. Ос�
новное из них – нейтрализация бакуловируса
системой комплемента в результате активации С�
пути. Ранее показано, что при введении бакулови�
русных векторов крысам и мышам in vivo разными
способами, в том числе, прямой иньекцией в па�
ренхиму печени, доставки генов не происходит и
что свежая сыворотка инактивирует вирус, а инак�
тивированная нагреванием сыворотка нет [120].
Использование сыворотки с недостатком специфи�
ческих факторов системы комплемента показало,
что ответственными за неспособность вируса пере�
носить гены являются термолабильные факторы
сыворотки. 
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Работа с истощенными сыворотками показала,
что в блокировке бакуловируса участвует классиче�
ский путь комплемента [121–123]. Для преодоления
“С�барьера” к бакуловирусной системе in vivo при�
меняют инактивацию системы комплемента или
используют возможность избежать контакта с С�
системой. Иньекции рекомбинантного бакулови�
руса с дефицитом комплемента в хвостовые вены
мышей “позволяет” экспрессию трансгена в селе�
зенке, печени и почке. Создан вирус, устойчивый к
комплементу в присутствии фактора DAF, ускоряю�
щего распад комплексов комплемента [124, 125].
Ранее показано, что DAF повышает скорость разру�
шения системы комплемента [126]. Вирус, включа�
ющий слитый оболочечный белок gp64�DAF, до�
ставляет ген фактора IX человека новорожденным
крысам при внутрипеченочной иньекции [113].
Модифицированные бакуловирусы, несущие белок
вируса везикулярного стоматита G (VSVG), также
проявляют устойчивость к комплементу [127]. 

Бакуловирусы могут участвовать в переносе ге�
нов к местам, где они не контактируют с системой
комплемента. Так, прямая иньекция рекомбинант�
ного бакуловируса в мозговую ткань мышей приво�
дит к эффективному переносу генов, в основном, в
глиальные клетки [114]. Для доставки генов in vivo в
сонные артерии кроликов использовали “ворот�
ник”, содержащий вирус, расположенный вне арте�
рии, чтобы избежать контакта рекомбинантного ба�
куловируса с комплементом [128]. Избежать кон�
такта бакуловируса с С�системой удается и при
использовании перфузии сегмента печени человека
ex vivo. При помощи такой процедуры удается тран�
сдуцировать бакуловирусные векторы в ткани пече�
ни; следовательно, перенос генов в ткани млекопи�
тающих с помощью бакуловируса возможен [122]. 

Таким образом, для блокировки системы ком�
племента применяют разные способы: подавление
путей каскада комплемента (использование сыво�
ротки, лишенной различных факторов комплемен�
та), нейтрализация (истощение) С3, обработка сы�
воротки антителами к компоненту С5 или факто�
ром яда кобры (CVF), использование регулятора
активности комплемента sCR1 (растворимый ре�
цептор), использование вирусного регулятора ком�
племента VCP (ингибирует как классический, так и
альтернативный путь активации комплемента), ис�
пользование регулятора активности комплемента
DAF (фактор, ускоряющий распад комплемента),
псевдотипирование вируса по VSV�G, создание
комплемент�устойчивых бакуловирусных векторов.
Угнетение каскада комплемента защищает бакуло�
вирус от инактивации сывороткой, делает возмож�
ным его использование в качестве вектора в генной
терапии in vivo.

Дальнейшее исследование механизмов, приво�
дящих к значительному повышению экспрессии ге�
на под контролем промоторов, активных в клетках
млекопитающих, а также факторов, влияющих на
эффективность экспрессии репортерного гена в
клетках млекопитающих (таких как введение бути�
рата Na или трихостина А, модификацию белка ви�
русной оболочки бакуловируса gp64, как способ
расширения спектра трансдуцируемых клеток и
тканей) позволит еще более расширить возможно�
сти бакуловирусной системы экспрессии и области
ее применения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Биология бакуловируса ядерного полиэдроза,
уникальность его двуфазного инфекционного цикла
и особенности организации бакуловирусного генома
обеспечили мощный инструмент для экспрессии ре�
комбинантных белков в клетках насекомых и млеко�
питающих. Принципы конструирования трансфер�
векторов и преимущества технологии бакуловирус�
ной экспрессирующей системы позволили создать
эукариотические системы экспрессии, с помощью
которых можно нарабатывать эукариотические
белки in vitro и in vivo. 

Система “БЭС/насекомые” позволяет изучать
процессы сборки вирусных частиц в отсутствие ин�
фекционного вируса; она все чаще используется для
получения кандидатов в вакцины, основанной на
получении вирусоподобных частиц и обычных ре�
комбинантных антигенов. Спектр синтезирован�
ных в клетках насекомых, инфицированных баку�
ловирусом рекомбинантных белков, широк – от
цитозольных ферментов до мембранных белков.

Преимущества системы “БЭС/млекопитаю�
щие” по сравнению с другими системами экспрес�
сии, отсутствие врожденной гуморальной и клеточ�
ной иммунной памяти у человека по отношению к
бакуловирусам позволяет рассматривать векторы на
основе бакуловирусов как перспективную альтер�
нативу векторам на основе вирусов человека.
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