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Введение. В развитии аутоиммунных заболеваний щитовидной железы (ЩЖ) ключевыми 
антигенами, к которым происходит образование антител, являются тиреоглобулин (ТГ), 
тиреопероксидаза (ТПО), рецептор тиреотропного гормона (рТТГ) [1–4]. Тиреопероксидаза выполняет 
роль основного фермента в синтезе гормонов щитовидной железы. При постановке диагноза 
аутоиммунного заболевания у пациентов берут образцы сыворотки крови, в которой клиническими 
лабораторными методами анализа определяют аутоантитела к ТПО, рецептору тиреотропного 
гормона, тиреоглобулину [2]. В настоящее время ведутся исследования, направленные на изучение 
эпитопной структуры аутоантигенов щитовидной железы и проводится эпитопной специфичности 
аутоантител формирующихся у пациентов с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы [1, 
3]. Самым крупным по молекулярной массе аутоантигеном щитовидной железы, играющим основную 
роль на первом этапе формирования аутоиммунного заболевания ЩЖ, является тиреоглобулин, 
гликопротеин с молекулярной массой 667 кДа, состоящий из двух субъединиц [8, 9]. В разработке тест-
систем, ранее применяли человеческий тиреоглобулин, выделенный из щитовидной железы, но 
полученные образцы ТГ трудно стандартизовать по антигенным свойствам, что может искажать 
результат анализа [6,7]. Существуют дополнительные сложности в использовании рекомбинантного 
тиреоглобулина в применении для конструирования диагностических тест-систем, вызванные очень 
большим размером молекулы тиреоглобулина, посттрансляционными модификациями, 
гликозилированием и формированием правильного фолдинга, при образовании дисульфидных связей 
между отдельными участками молекулы, приводит к большим трудностям при получении 
рекомбинантный ТГ в прокариотических системах экспрессии [10, 11]. Аналогичные проблемы 
возникают при экспрессии других основных аутоантигенов щитовидной железы: рецептора 
тиреотпропного гормона и тиреопероксидазы человека. Данная работа посвящена одной из ключевых 
стадий биотехнологического получения рекомбинантных белков – создании векторов для экспрессии 
наиболее значимых участков генов ТГ, ТПО и рТТГ, кодирующих иммунологически значимые 
антигенные детерминанты, распознаваемые аутоантителами пациентов с аутоиммунными 
заболеваниями щитовидной железы. 

Ключевые слова: тиреоглобулин, тиреопероксидаза, рецептор тиреотропного гормона гормона, 
рекомбинантные белки, моноклональные антитела, векторы, клеточные линии. 

Цель работы – клонирование фрагментов генов тиреоглобулина, тиреопероксидазы и рецептора 
тиреотропного гормона человека, создание и анализ генно-инженерных конструкций, содержащих 
различные участки генов ТГ, рТТГ и ТПО для дальнейшей экспрессии в эукариотических клеточных 
системах, позволяющих получать гликозилированные белки, содержащие иммунологически значимые 
антигенные детерминанты основных аутоантигенов щитовидной железы, что позволит 
усовершенствовать существующие диагностические тест-системы для определения аутоантител и 
аутоантигенов при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы. 

 Основные задачи: выделение РНК из материала ЩЖ пациентов с АИЗ ЩЖ и синтез двухцепочной 
кДНК методом ОТ-ПЦР на матрице мРНК; получение фрагментов экспрессирующейся 
последовательности генов ТПО, ТГ, рТТГ методом ПЦР; создание генно-инженерных конструкций, 
содержащих участки экспрессирующихся последовательностей генов ТПО, ТГ, рТТГ, клонирование 
векторов в E. coli, штамм ХL1-Blue; анализ полученных генно-инженерных конструкций. 

Материалы и методы: Объект исследования: ткань ЩЖ, выделенная от пациентов с 
аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы. Выделение мРНК: ткань ЩЖ замораживали в 
жидком азоте и гомогенизировали. Нуклеиновые кислоты очищали от белков и разделяли методом 
ультрацентрифугирования при 100 000 g в градиенте цезия хлорида. Для получения кДНК 
использовали ферментативный синтез двухцепочечной кДНК на poly (А) + – мРНК. 

Для трансформации использовали компетентные клетки E. coli, штамм ХL1 Blue («Евроген, Россия). 

https://doi.org/10.20914/2304-4691-2024-3-22-25 



Актуальная биотехнология 
№3, 2024 

post@actbio-vsuet.ru  
23 

Олигонуклеотиды были подобраны на основе последовательностей, депонированных в Gen Bank, с 
использованием онлайн-программы Primer Blast. Были синтезированы пять пар праймеров на 
различные участки, соответствующие кДНК гена ТГ, ТПО и рТТГ, Олигонуклеотиды для 
амплификации участков кДНК генов ТГ, ТПО и рТТГ были синтезированы в компании «СИНТОЛ» 
(Россия). Дизайн олигонуклеотидов проводили в программе Blast NCBI. Методом ПЦР для 
последующего клонирования в векторные системы проведена амплификация фрагментов ДНК 
различной длины, содержащих участки нуклеотидной последовательности кДНК генов ТПО, ТГ, рТТГ 
с помощью ПЦР – амплификатора Т-100 (Bio-Rad). Полученные ПЦР-продукты и пробы ДНК (на 
этапах клонирования) разделяли методом электрофореза в 1,5 % агарозном геле; ПЦР – продукты 
выделяли из геля агарозы с помощью набора реактивов Cleanup Standart по методике производителя. 

Реакцию лигирования проводили с помощью набора Quick-TA kit без предварительной обработки 
рестриктазами в соответствии с инструкцией к набору. Для клонирования полученных ПЦР – 
продуктов и контроля экспрессии были использованы векторы: раL2-T, рVАХ1. 

Результаты и обсуждение. Выделение тотальной РНК проводили согласно методике, описанной в 
разделе материалы и методы. Полученные образцы РНК разделили методом электрофореза в 1,5 % в 
геле агарозы при напряжении 75 В. Полученная электрофореграмма представлена на рисунке 1. 

Из 4 образцов ткани щитовидной железы 
было получено 4 образца РНК. На матрице, 
выделенной poly (А) – мРНК, синтезировали 4 
образца двухцепочечной ДНК. Для дальнейшей 
амплификации фрагментов кДНК генов ТПО, 
ТГ и рТТГ использовали образец № 1, № 2, № 3, 
№ 4. 

Для создания генно-инженерной 
конструкции, содержащей участок кДНК 
экспрессирующейся последовательности гена 
ТПО использовали фрагмент длиной 634 п.н. 

На рисунке 2 показана нуклеотидная 
последовательность фрагмента кДНК 634 п.н. 
ТПО после секвенирования.  

ПЦР в градиенте температур и электрофорез 
в 1,5 % агарозном геле проводили в 
соответствии с методиками, описанными в 
материалах и методах. В качестве матриц 
использовали разведённые в 100 раз кДНК-
матрицы № 1 и № 4. Объём смеси, 
приходящийся на одну реакцию, составлял 12,5 
мкл. 

Электрофореграмма ПЦР – продуктов, 
полученная в ходе эксперимента, представлена на рис. 3. 

В результате из 6 ПЦР продуктов было получено 2 образца. Для дальнейшей процедуры 
клонирования экспрессирующихся фрагментов гена ТПО диной 634 п.н. использовали образец № 1, 
№ 2. ПЦР и электрофорез в 1,5 % агарозном геле проводили в соответствии со стандартной методикой. 
В качестве матриц использовали разведённые в 100 раз кДНК ТПО № 1, № 2, № 3. Объём смеси, 
приходящийся на одну реакцию, составлял 25 мкл. 

Из геля вырезали продукты амплификации длиной ~634 п.н (рис. 3, образец № 1 на дорожке 1), 634 
п.н. (рис. 3., образец № 2 на дорожке 3). Выделение продуктов амплификации из геля проводили с 
помощью набора Cleanup Standard («Евроген») по инструкции производителя. Выделенные и 
очищенные из агарозного геля продукты амплификации использовали для лигирования в вектор 
рАL2-T. Было приготовлено 2 реакционные смеси, которые содержали ампликоны 634 № 1, 634 № 2 
полученные в ходе ПЦР с образцом кДНК № 1. 

 

 
Рисунок 1. Электрофореграмма проб РНК в 1,5 % 
агарозном геле (образцы № 1–4). Дорожки 1,8 – 
пустые; дорожка 2 – образец № 1; дорожка 3 – 
образец № 2; дорожка 4 – маркер длин ДНК 100 bp 
DNA Ladder; дорожка 5 – маркер длин ДНК 1 kb 
DNA Ladder; дорожка 6 – образец № 3; дорожка 
7 – образец № 4 
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Рисунок 2 – Нуклеотидная последовательность фрагмента кДНК по результатам секвенирования 

В результате трансформации клеток E. coli (штамм ХL1-Blue) лигазными смесями, и бело-голубой 
селекции, отобрали 10 колоний бактерий, которые перенесли в стерильную среду LB с ампициллином. 
После инкубации при 37ºС в течение ночи бактериальный рост наблюдался в 8 из 8 пробирок. 

В табл. 4. представлена характеристика образцов плазмид, выделенных из ночной культуры клеток 
E. coli с помощью набора Plasmid Miniprep («Евроген») по инструкции производителя. 

Электрофореграмма рекомбинантных плазмид показана на рис. 4. 

  
Рисунок 3 – Электрофореграмма ПЦР продуктов 
в 1,5 % агарозном геле: Дорожка 1 – ПЦР продукт 
№ 1 (матрица 1); дорожка 2 – маркер 100 bp DNA 
Ladder; дорожка 3 – ПЦР продукт № 2 (матрица 
1); дорожка 4 – ПЦР продукт № 3 (матрица 2); 
дорожка 5 ПЦР продукт № 4 (матрица 2); дорожка 
6 ПЦР продукт № 5 (матрица 3); дорожка 7 – 
маркер 1 kb DNA Ladder; дорожка 8 – ПЦР 
продукт № 6 (матрица 3) 

Рисунок 4 – электрофореграмма плазмидных 
ДНК. Дорожка 1 – образец № 5, дорожка 2 – 
образец № 4, дорожка 3 – маркер 1 kb DNA 
Ladder, дорожка 4 – маркер 100 bp DNA Ladder, 
дорожка 5 – образец № 3, дорожка 6 – образец 
№ 2, дорожка 7 – образец № 1, дорожка 8 – 
пустая 

В результате работы были получены 8 клонов продуцентов E. coli штамм ХL1-Blue, содержащих 
генно-инженерные конструкции с фрагментом экспрессирующейся апоследовательности гена ТПО 
человека. Полученные конструкции были реклонированы в вектор рVАХ1 для дальнейшей экспрессии 
участка экспрессирующейся последовательности гена ТПО в эукариотических клеточной линии CHO. 
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Получение генно-инженерных конструкций с фрагментами гена ТГ. На матрице мРНК гена ТГ были 
синтезированы 5 пар олигонуклеотидов, фланкирующих участки экспрессирующейся 
последовательности: первый участок размером 588 п.н. (7381–7968 п.н.); второй участок размером 770 
п.н. (7244–8013 п.н.); третий участок размером 864 п.н. (2297–3160 п.н.); четвертый участок размером 
902 п.н. (4629–5530 п.н.); пятый участок размером 833 п.н. (5529–6361 п.н.). В качестве матричной 
последовательности использовали последовательность мРНК ТГ NM_003235.5, опубликованную в 
базе данных GeneBank. Все 5 участков последовательности гена ТГ были клонированы в вектор 
рVАХ1. 

Были сконструированы генно-инженерные конструкции, содержащие участки экспрессирующейся 
последовательности генов ТГ, ТПО и рТТГ, готовые к экспрессии в эукариотической клеточной линии 
CHO. 
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