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Большинство известных генов, определяющих предрасположенность к наследственным за-
болеваниям, несут рецессивные мутации и поэтому фенотипически проявляются в гомозиготном 
состоянии. Если же мутация сцеплена с Х-хромосомой, то тогда она проявляется только у особей 
мужского пола. Главный источник новой информации о таких мутациях у человека –  генетический 
анализ семей. Альтернативным подходом к поиску мутаций является полногеномный мутагенез 
в модельных животных, с последующим фенотипическим отбором особей, предрасположенных 
или устойчивых к выбранному типу патологий. В ходе комплексного проекта по поиску мутаций, 
внесенных в геном мыши нитрозомочевиной, нами были отобраны несколько линий мышей, устой-
чивых к летальной токсичности, вызываемой инъекцией липополисахарида и Д-галактозамина. 
В настоящей работе приводится характеристика одной такой новой линии мышей.

Ключевые слова: полногеномный мутагенез в мышах, цитокины, фактор некроза опухоли, 
воспаление, септический шок
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ВВЕДЕНИЕ

Методы «прямой» генетики позволяют уста-
новить причинно-следственную связь между 
генами и мутациями в них при различных на-
следственных заболеваниях. Болезнетворные 
мутации могут быть доминантными – приме-
ром может служить мутация в гене, кодирую-
щем рецептор, которая позволяет ему переда-
вать сигнал в отсутствии лиганда, но наиболее 
часто – рецессивными [1]. Так, фенотипическое 
проявление (болезнь) при рецессивной мутации 
может возникнуть в двух случаях: либо пациент 
гомозиготен по этой мутации, либо этот паци-
ент мужского пола, а «ген болезни» сцеплен 
с Х-хро мо со мой. Примерами таких мутантных 
генов, сцепленных с Х-хро мо со мой и важных 
для иммунной системы, являются ген foxP3, 
мутация в котором может вызывать развитие 
синдрома иммунной дисрегуляции, полиэндо-
кринопатии и энтеропатии (IPEX) [2], либо ген, 
кодирующий общую гамма цепь рецепторов 
цитокинов семейства IL-2, мутации в котором 
могут приводить к тяжелому комбинированно-
му иммунодефициту (ТКИД) [3]. Вероятность 
гомозиготных мутаций значительно повыша-
ется у детей, рожденных от близкородственных 
родителей, или в результате инцеста.

Мощным ресурсом для выявления генов, свя-
занных с заболеваниями, является полногеном-
ный мутагенез в модельных животных, в первую 
очередь, в мышах. При таком подходе самцы 
поколения F0, получившие инъекции мутаге-
на, скрещиваются с самками линейных мышей, 
а полученные самцы (F1) скрещиваются еще раз 
с самками линейных либо репортерных мышей. 
Затем самцы и самки поколения F2 (предполо-
жительно несущие мутации в гетерозиготном 
состоянии) скрещиваются между собой, что по-
зволяет в поколении F3 получить особей с ожи-
даемыми гомозиготными мутациями. Именно 
с поколением F3 можно провести фенотипиче-
ский скрининг на предрасположенность к спон-
танному или, наоборот, устойчивость к индуци-
рованному заболеванию.

В настоящей работе после анализа 553 осо-
бей – потомков примерно 30 фаундеров, нами 
получено пять независимых мутантных ли-
ний (семей), которые обладали устойчивостью 
к острой летальной гепатотоксичности, вызван-
ной инъекцией бактериального липополисаха-
рида (ЛПС) и Д-галактозамина (Д-гал). Клас-
сическим молекулярным медиатором в этой 
экспериментальной мышиной модели септи-
ческого шока является провоспалительный ци-
токин –  фактор некроза опухоли (TNF). Нами 
проведено первичное исследование одной такой 
мутантной линии, показавшее, что экспрессия 
TNF у этих мышей не нарушена, и, следова-
тельно, затронут какой-то иной компонент сиг-
нального каскада.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мыши, мутагенез, модели септического шока. 
В работе использовали мышей линий С3Н 
и C57Bl/6. Мутагенез животных их разведение 
и содержание проводили в апатогенных (specifi c 
pathogen free) условиях на базе вивария ННГУ 
им. Н. И. Лобачевского (Нижний Новгород). 
Фенотипический скрининг проводили на жи-
вотных возраста 6–7 недель.

Вкратце, самцов линии C3H подвергали 
действию ENU (N-этил-N-нитризомочевина, 
C3H7N3O2) согласно протоколу описанному ра-
нее [4, 5]. Для получения поколения F1, самцы 
F0 были скрещены с самками линии С3Н. Да-
лее самцов F1, скрещивали с самками линии 
C57Bl/6 (поколение F2), а затем для выявления 
рецессивных мутаций проводили возвратное 
скрещивание самок F2 с родительскими самца-
ми F1. Самцы поколения F3 (n=553) были проте-
стированы дважды с интервалом в 7 дней в тесте 

Рис. 1. Схема скрещивания.
А –  получение третьего поколения мышей после ENU-му та-
генеза, для выявления рецессивных мутаций. Б –  отбор мы-
шей устойчивых к септическому шоку.

И. В. Астраханцева и др. 
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на устойчивость к ЛПС/Д-гал-индуцирован ной 
гепатотоксичности [6], при которой погибало 
около 99% мышей. Один из отобранных таким 
методом самец оказался устойчивым к этой мо-
дели септического шока и стал основателем ли-
нии М3 (рис. 1А).

Для дальнейшего изучения предполагаемой 
мутации самец М3 поколения F3 был скрещен 
с самкой C57Bl/6. Далее было проведено воз-
вратное скрещивание самок F4 с самцом М3 
поколения F3. Фенотип поколения F5 анализи-
ровали в моделях ЛПС/Д-гал-индуцированной 
гепатотоксичности, а также в другой модели 
септического шока, индуцированного рекомби-
нантным TNF и Д-гал (рис. 1Б). В этом случае 
мышам вводили внутрибрюшинно рекомби-
нантный TNF человека (любезно предоставлен-
ный профессором Д. Маннел, Университет Ре-
генсбурга, Германия) и Д-галактозамин (Sigma, 
кат. № G0500, США), из расчета 100 нг и 800 мкг 
на грамм веса животного, соответственно.

Для подтверждения наследования изучаемой 
мутации мыши поколения F5, показавшие ано-
мальный фенотип в модели септического шока, 
были скрещены с мышами линии C57Bl/6 (с по-
лучением поколения F6). Затем с помощью ин-
бредного скрещивания между мышами поколе-
ния F6 и возвратного скрещивания мышей F6 
c родительскими особями F5 были получены 
мыши поколения F7 (n=74).

Получение и активация макрофагов костного 
мозга in vitro. Первичную культуру макрофагов 
костного мозга (bone marrow derived macropha-
ges, BMDM) получали путем дифференциров-
ки клеток in vitro из костного мозга мутантных 
мышей. Для этого клетки культивировали в те-
чение 10 дней в питательной среде по стандарт-
ному протоколу [7]. Среда для культивирова-
ния BMDM на основе DMEM («Gibco», США) 
с 2 мМ L-глутамина («HyClone», «Thermo Scien-
tifi c», США) содержала 20%-ную лошадиную 
сыворотку («HyClone», «Thermo Scientific») 
и 30%-ую кондиционную среду от клеток L929 
(источник M-CSF). Для измерения концентра-
ции TNF в супернатантах первичные макрофа-
ги костного мозга рассаживали в 96-луночные 
планшеты из расчета 5х104 клеток на лунку. За-
тем добавляли среду DMEM без сыворотки, со-
держащую ЛПС в концентрации 100 нг/мл или 
без него, инкубировали в течение 4 часов в CO2 
инкубаторе при 37 °C, потом переносили супер-
натант в 96-луночный планшет и хранили его 
при –80°.

Стимулирование продукции TNF in vivo. Для 
определения базового уровня TNF у мышей 
за сутки до эксперимента была отобрана кровь 
из щечной венозной пазухи. Через сутки мы-
шам внутрибрюшинно вводили ЛПС (Sigma, 
кат. № L2630, США) в нелетальной дозе: 3мкг/г 
веса животного. Для анализа количества TNF 
в сыворотке периферической крови был осу-
ществлен забор крови из щечной венозной па-
зухи через 4 часа после инъекции ЛПС.

Иммуноферментный анализ TNF. Количество 
продуцируемого TNF в первичной культуре ма-
крофагов костного мозга и в сыворотке мышей 
в ответ на ЛПС определяли методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа (ELISA) с ис-
пользованием набора «Mouse TNF alpha ELISA 
ReadySETGo» («eBioscience», США) по прото-
колу изготовителя. Статистический анализ по-
лученных результатов проводили в программе 
Graphpad Prism с помощью U-кри те рия Ман-
на-Уит ни. Статистически значимыми считали 
различия между группами при уровне значимо-
сти р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Паттерн устойчивости к септическому шоку 
у мышей  из семейства, несущего мутацию 3, со-
гласуется с гипотезой о гомозиготной рецессив-

ной мутации

Из 130 мышей поколения F5 30.7% (40/130) 
выжили при введении им летальной дозы ЛПС/
Д-гал. При этом выживаемость не зависела 
от пола животных: 31,4% (22/70) и 30% (18/60) 
среди самок и самцов, соответственно. В отли-
чие от большинства тестируемых животных, ко-
торые в среднем погибали в интервале 7–10 ча-
сов после введения ЛПС/Д-гал, 6,1% (8/130) 
мышей прожили более 12 часов.

Схожий фенотип также проявлялся в поко-
лении F7, 12,1% (9/74) оказались устойчивы-
ми к летальной дозе ЛПС/Д-гал. Значительное 
снижение доли ЛПС/Д-гал устойчивых особей 
объясняется тем, что кроме возвратных скрещи-
ваний с родительской ЛПС/Д-гал устойчивой 
особью, проводились также инбредные скре-
щивания между гетерозиготными сиблингами, 
при которых ожидаемая частота встречаемости 
рецессивного признака становится вдвое мень-
ше. Одновременно все протестированные мыши 
промежуточных поколений (F4 и F6) оказались 
чувствительными к воздействию ЛПС/Д-гал 
(20/20), что подтверждает рецессивный харак-
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тер мутации. Статистика по семьям, как в F5, так 
и после еще одного раунда выкрещивания (F7), 
с большой уверенностью подтверждает, что речь 
идет о единственном генетическом локусе.

Макрофаги из мышей семейства мутанта 3 
производят нормальное количество TNF в ответ 

на стимуляцию ЛПС in vitro

Поскольку TNF является основным ме-
диатором ЛПС/Д-гал-гепатотоксичности [8], 
а макрофаги –  его главным источником в ответ 
на ЛПС [6], были получены первичные культу-
ры макрофагов костного мозга от мышей му-
тантной линии и контрольной группы мышей 

дикого типа и проведена сравнительная оценка 
продукции TNF в ответ на ЛПС в этих культурах. 
Так, в отсутствии ЛПС в культурах, не активиро-
ванных макрофагов контрольных и мутантных 
мышей продукцию TNF в культуральной среде 
не детектировали, в то время как через 4 часа 
после добавления ЛПС из расчета 100 нг/мл на-
блюдали значительное увеличение в продукции 
TNF как контрольных культурах, так и в мутант-
ных культурах (рис. 2).

Статистически значимой разницы в продук-
ции TNF активированными макрофагами обна-
ружено не было, что может свидетельствовать 
об отсутствии дефектов, связанных с активаци-
ей TNF и его продукцией макрофагами в ответ 
на ЛПС у мышей мутантной линии.

В сыворотке крови мышей из семейства 
мутанта 3 детектируется высокий, но при этом 
сравнимый с мышами дикого типа, уровень TNF 

в ответ на стимуляцию ЛПС in vivo

При введении ЛПС у мышей из семейства 
мутанта 3 отмечалось резкое повышение кон-
центрации TNF в сыворотке крови через 4 часа 
(рис. 3).

Важно отметить, что реакция на ЛПС практи-
чески не отличалась у мутантных мышей и мы-
шей «дикого» типа (p>0,05). Этот результат был 
неожиданным, так как именно TNF является ме-
диатором летальной токсичности в этой модели 
септического шока [9].

Мыши, устойчивые к ЛПС/Дгал токсичности,
также устойчивы и к TNF/Дгал токсичности

Несмотря на то, что результаты ИФА свиде-
тельствовали о нормальном уровне продукции 
TNF у мутантных мышей, нельзя было абсолют-
но исключить, что мутация затронула ген и белок 
самого цитокина. Действительно, в проведенном 
ранее аналогичном исследовании была выявлена 
до ми нант но-негативная мутация в гене TNF, де-
лавшая белковый продукт этого гена биологиче-
ски неактивным [6]. Поэтому мутантные мыши 
из нашего скрининга были проверены на чув-
ствительность к рекомбинантному TNF чело-
века в комбинации с Д-гал. Если бы мутантные 
мыши продуцировали неактивный TNF, то инъ-
екция рекомбинантного белка вызывала бы ка-
скад реакций, приводящий к летальной токсич-
ности. Однако оказалось, что около 60% мышей 
устойчивых к ЛПС/Д-гал характеризуются не-
чувствительностью к воздействию летальной 
дозы TNF/Д-гал: 60% (24/40) и 66,6% (6/9) поко-

Рис. 2. Продукция TNF in vitro макрофагами, получен-
ными из мутантных мышей, не отличается от макрофа-
гальных культур мышей дикого типа.
Концентрация TNF в пг/мл в первичных культурах макрофа-
гов костного мозга мышей дикого типа (wt, n = 5) и мышей 
мутантной линии (mut, n = 4) до стимуляции ЛПС и через 
4 часа после добавления 100 нг/мл ЛПС (+LPS).

Рис. 3. Уровень продукции TNF в сыворотке мышей 
из семейства мутанта 3 не отличается от мышей дикого 
типа.
Концентрация TNF в пг/мл в сыворотке мышей дикого типа 
(wt, n = 8) и мышей мутантной линии (mut, n = 8) до введения 
ЛПС и через 4 часа после введения ЛПС (+LPS; wt, n = 6; mut, 
n = 8).
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ления F5 и F7, соответственно. Таким образом, 
мы установили, что полученный нами мутант 
не имеет дефектов в сигнальных каскадах, пред-
шествующих активации продукции TNF.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей статье мы сообщаем о первых 
результатах по поиску «иммунологического фе-
нотипа» при полногеномном мутагенезе на мы-
шах, впервые предпринятом в Российской Фе-
дерации.

Нами была выбрана модель ЛПС/Д-гал-за ви-
симого летального септического шока, так как 
она, во-первых, связана с продукцией провоспа-
лительных цитокинов, во-вторых, является бы-
строй и не очень трудоемкой, и в-третьих, удобно 
сочеталась с другими скринингами на поведен-
ческие фенотипы, проводимые в ННГУ. В ре-
зультате, проанализировав всего немногим более 
500 мышей поколения F3, нам удалось отобрать 
5 семейств мутантов, которые отличались устой-
чивостью к летальной дозе ЛПС в комбинации 
с Д-галактозамином.

На основании классических работ Бойтле-
ра и Церами [10] мы ожидали, что у устойчивых 
к ЛПС/Дгал мышей будет нарушена продукция 
TNF, так как именно этот цитокин невырожден-
ным образом служит молекулярным медиатором 
данного вида септического шока. Действитель-
но, перенос моноклональных антител к TNF [11] 
или введение препаратов на основе раствори-
мой формы рецептора TNF [12, 13] способны 
полностью защитить мышей от такой летальной 
токсичности. Неожиданно оказалось, что как 
in vitro, так и in vivo ЛПС вызывал нормальную 
продукцию TNF в устойчивых мышах семей-
ства мутанта 3 (рис. 2, 3).

Ранее в лаборатории Бойтлера [14] в ходе 
работ по мутагенезу была идентифицирована 
до ми нант но-негативная мутация в гене, коди-
рующем TNF. Такой мутантный TNF был био-
логически неактивен, и даже в гетерозиготной 
конфигурации эта мутации могла бы защитить 
мышей от септического шока. Для того, чтобы 
ответить на вопрос, не связан ли наблюдаемый 
фенотип с неактивной формой TNF, нами были 
поставлены эксперименты с другой моделью 
септического шока – комбинации рекомбинант-
ного hTNF с Д-галактозамином. Известно, что 
TNF человека нормально сигналит через TNFR1 
в мышах, а именно этот рецептор связан с раз-
витием летальной токсичности [15, 16]. Оказа-
лось, что мыши из семейства мутанта 3, которые 

устойчивы к ЛПС/Дгал, устойчивы и к TNF/
Дгал (рис. 1Б). Таким образом, дефектный ген, 
структура или регуляция которого затронута му-
тацией 3, находится в каскаде «ниже» TNFR1. 
Возможность мутации в самом гене TNFR1 
можно исключить на основании Пейровых бля-
шек, которые нормально развиваются у мутан-
тов семейства 3 (данные не показаны), хотя они 
отсутствуют у мышей, полностью дефектных 
по TNFR1 и TNF [17, 18].

В настоящее время, используя широкий арсе-
нал молекулярно-генетических методов, мы пы-
таемся определить, какой конкретно ген (или его 
регуляция) может быть затронута мутацией  3. 
Отметим, что продукт этого гена может пред-
ставлять собой потенциальную мишень при про-
филактике или терапии септического шока.
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Most of the known genes linked to hereditary diseases carry recessive mutations and, therefore, 

pathological phenotype requires for a mutation to be present in homozygous state. If the mutation is linked 
to the X chromosome, then only the males are aff ected. The main source of new information about such 
mutations in humans is the genetic analysis of the families. An alternative approach to search for mutated 
genes is full genome mutagenesis with subsequent phenotypic selection of the animals with susceptibility or 
resistance to the chosen type of experimentally induced pathology. Following mutagenesis by N-ethyl-N-
nitrosourea, we selected several strains of mice resistant to lethal toxicity caused by lipopolysaccharide and 
D-galactosamine. The characterization of one such new mouse strain is provided in this work.

Key words: full genomic mutagenesis in mice, cytokines, tumor necrosis factor, infl ammation, septic 
shock
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