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Введение

Коронавирусы могут использовать раз-
личные протеазы хозяина для инфицирова-
ния клеток-мишеней. К ферментам, способ-
ствующим проникновению вируса, отно-
сятся пропротеиновые конвертазы (главным 
образом, фурин), трансмембранные серино-
вые протеазы, в частности трансмембранная 
сериновая протеаза второго типа TMPRSS2, 
лизосомальные катепсины, эластаза и фак-
тор свёртывания крови Ха [1, 2].

Коронавирус SARS-CoV-2, как извест-
но, характеризуется сходным с SARS-CoV 
механизмом заражения клеток-хозяев. Он 
распознаёт и связывает, но с более высо-

ким сродством, рецептор ангиотензин-
превращающего фермента 2 типа (ACE2) 
на поверхности клетки, при этом для слия-
ния вириона с клеточной мембраной необ-
ходим процессинг вирусного поверхност-
ного спайкового гликопротеина (S-белка).

S-белок SARS-CoV-2 состоит из 1  273 
аминокислот и содержит N-концевой S1 до-
мен, включающий рецептор-связывающий 
домен (RBD), и C-концевой S2 домен, от-
ветственный за слияние. Процессирование 
спайкового белка предполагает его протеоли-
тическое расщепление в двух специфических 
сайтах: между доменами S1 и S2, а также в 
домене S2 (сайт S2’) [2]. Сайт гидролиза S1/
S2 в S-белке распознаётся различными про-

УДК 578.834.1:578.23
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ КЛЮЧЕВЫХ 
БЕЛКОВ ДЛЯ ИНФИЦИРОВАНИЯ КОРОНАВИРУСОМ 

КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР РАЗЛИЧНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ
1ГУ «РЦ гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья», г. Минск, Беларусь; 

2ООО «Альгимед Техно», г. Минск, Беларусь

Экспрессия определённых рецепторов и протеаз в каждом типе клеток диктует от-
носительное предпочтение различных путей проникновения SARS-CoV-2: путём слия-
ния вирусной мембраны с мембраной клетки-хозяина, опосредованного TMPRSS2, либо 
путём эндоцитоза, при котором катепсин L (CTSL) отвечает за расщепление S-белка ви-
руса. В клеточных линиях человека различного тканевого происхождения (n=5) и в ли-
ниях клеток, происходящих из почечной ткани различных видов животных (n=7), оценён 
уровень экспрессии м-РНК трёх ключевых белков (ACE2-рецептора, сериновой протеазы 
TMPRSS2 и катепсина L), участвующих в этапе проникновения вируса SARS  CoV-2 в 
клетки хозяина. Наибольший уровень экспрессии гена ACE2 наблюдался в клетках адено-
карциномы ободочной кишки человека Caco-2, а в клетках Vero и VeroE6 (почка африкан-
ской зелёной мартышки) уровень экспрессии этого гена более чем в 4 раза превышал та-
ковой для остальных исследованных клеточных линий животного происхождения. Среди 
клеточных линий человека наибольший уровень экспрессии гена TMPRSS2 наблюдался 
для клеточных культур HEK293T (почка эмбриона) и Caco-2, среди культур клеток живот-
ного происхождения — для клеток MDBK (бык домашний). Максимальный уровень экс-
прессии мРНК гена CTSL имел место для культуры А549 (карцинома лёгкого человека).

Полученные данные представляют интерес для выбора модельной системы иссле-
дования путей, используемых вирусом для проникновения в инфицируемые мишени и 
изучения различных аспектов взаимодействия SARS-CoV-2 с клеткой.

Ключевые слова: коронавирус SARS-CoV-2, ACE-2 рецептор, сериновая протеаза 
TMPRSS, катепсин L, культуры клеток
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теазами, включая фурин и TMPRSS2. Проте-
олиз по сайту S2’ может осуществляться про-
теазой TMPRSS2 на поверхности клетки или 
цистеиновыми протеазами, главным образом 
катепсином L (CTSL), в эндолизосомах [3].

К настоящему времени установлено, что 
проникновение вируса SARS-CoV-2 в клет-
ки может реализовываться двумя путями: 
посредством слияния вириона с клеточной 
мембраной, экспонирующей молекулы ACE2 
и TMPRSS2 (и/или другие трансмембранные 
сериновые протеазы), а также за счёт рецеп-
тор-опосредованного эндоцитоза. В первом 
случае оба этапа гидролиза S-белка реали-
зуются при участии TMPRSS2, тогда как 
при втором механизме связывание вириона 
с ACE2-рецептором индуцирует эндоцитоз 
с последующим процессированием S-белка 
катепсином L и/или другими цистеиновыми 
протеазами. В результате реализации обо-
их путей вирусная РНК высвобождается в 
клетке-хозяине и подвергается процессам 
репликации. Способность SARS-CoV-2 ис-
пользовать различные пути проникновения 
в клетки, вероятно, позволяет увеличить 
спектр инфицируемых клеток-мишеней, что 
способствует широкому тропизму вируса в 
естественных условиях [2, 3].

Клеточные культуры, как известно, 
находят широкое применение в качестве 
моделей при изучении различных аспек-
тов коронавирусной инфекции, посколь-
ку являются полезным инструментом для 
понимания механизмов взаимодействия 
между SARS-CoV-2 и разнообразными 
клеточными мишенями, изучения влияния 
ингибиторов на процесс заражения клеток, 
анализа эффективности противовирусных 
лекарственных средств и др. 

Цель исследования — оценить уро-
вень экспрессии генов ACE2, TMPRSS2 и 
CTSL, кодирующих ключевые для инфи-
цирования SARS-CoV-2 молекулы, в раз-
личных культурах клеток человеческого и 
животного происхождения. 

Материал и методы исследования 

В эксперименте были использованы 
клеточные культуры человеческого про-

исхождения: HEK293Т (почка эмбриона), 
HeLa (карцинома шейки матки), HuTu-80 
(аденокарцинома двенадцатиперстной киш-
ки), Caco-2 (аденокарцинома ободочной 
кишки), A549 (карцинома лёгкого), а так-
же культуры клеток, происходящие из по-
чечной ткани различных видов животных: 
BGM (африканская зелёная мартышка), 
Vero  E6 (африканская зелёная мартышка), 
Vero (африканская зелёная мартышка), Ma-
104 (карликовая мартышка), MDBK (бык 
домашний), СПЭВ (свинья), MDCK (соба-
ка). Клетки культивировали в среде ДМЕМ, 
содержащей 2мМ L-глутамина, 10% инак-
тивированной эмбриональной телячьей сы-
воротки, антибиотики пенициллин (100 ЕД/
мл) и стрептомицин (100 мкг/мл), в атмос-
фере 5% CO2 при температуре 37°C. Пере-
сев клеток осуществляли общепринятым 
методом. Для диссоциации клеток исполь-
зовали 0,25% раствор трипсина и 0,02% 
раствор Версена в соотношении 1:3. 

Уровень экспрессии генов оценивали 
методом количественной ОТ-ПЦР (обрат-
ная транскрипция с последующей полиме-
разной цепной реакцией). Выделение РНК 
из клеточной суспензии осуществляли с 
использованием реагента Trizol (Ambion, 
США) согласно инструкции производи-
теля. Для получения кДНК проводили ре-
акцию обратной транскрипции c набором 
«ОТ-1» (Синтол, Российская Федерация). 

Постановку ПЦР осуществля-
ли на термоциклере Quant Studio 5.0 
(Applied Biosystems, США) по алгоритму 
Comparative Ct (∆∆Ct) с иcпользованием 
олигонуклеотидов, синтезированных 
ООО «АртБиоТех» (Республика Бела-
русь). Для амплификации фрагмента гена 
ACE2 человека — прямой / обратный 
5’-CGAAGCCGAAGACCTGTTCTA-3’  / 
5’-GGGCAAGTGTGGACTGTTCC-3’ [4]; 
для культур клеток приматов Vero, VeroE6, 
BGM, Ma-104 — прямой / обратный5’-
CCCTTTGGACAGAAACCAAAC-3’ / 
5’-TTCCCAGAATCCTTGAGTCAT-3’; 
для культур клеток MDCK, MDBK, 
СПЭВ — прямой / обратный 
5’-GAAGGGTGACTTCAGGATCAA-3’  / 
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5’ -GCCATGTCATACTGGATGTG-3’ 
[5]. Для амплификации фрагмента 
гена TMPRSS2 — прямой / обратный 
5’-AATCGGTGTGTTCGCCTCTAC-3’  / 
5’-CGTAGTTCTCGTTCCAGTCGT-3’ 
[6]. Для амплификации фрагмен-
та гена CTSL — прямой / обратный 
5’-AAACTGGGAGGCTTATCTCACT-3’  / 
5’-GCATAATCCATTAGGCCACCAT-3’ [7].

Состав реакционной смеси: 2,5  мкл 
10xTaq-буфера, 1,0  мкл MgCl2 (50  мM), 
0,5 мкл смеси дНТФ (10 мМ), по 7,5 пмоль 
соответствующих праймеров, 0,25  мкл 
100х интеркалирующего красителя SYBR 
Green (Евроген, Российская Федерация), 
0,2  мкл Taq-ДНК-полимеразы (5  ед/мкл) 
ArtStart (АртБиоТех, Республика Бела-
русь), 2,5  мкл матрицы, деионизованная 
вода до конечного объёма 25  мкл. Для 
оценки специфичности реакции проводи-
ли анализ кривых плавления. Плавление 
продуктов амплификации осуществляли в 
диапазоне 65–95°C при градиенте темпера-
туры 0,15°С/секунду. Уровень экспрессии 
нормировали относительно референс-гена 
18S rRNA по методу 2-∆Сt.

Результаты исследования 

Ангиотензинпревращающий фермент 
2-го типа в той или иной степени экспрес-
сируется во многих клетках человека и вы-
полняет различные функции в зависимости 
от локализации в организме. Известно, что 
в сердечно-сосудистой системе ACE2 обе-
спечивает баланс между двумя основными 
ветвями ренин-ангиотензин-альдостероно-
вой системы. В кишечнике ACE2 контро-
лирует транспорт аминокислот, экспрес-
сию антимикробных пептидов и поддержа-
ние видового разнообразия микробиома. 
Иммуногистохимическими методами по-
казано, что относительно высокий уровень 
экспрессии ACE2 характерен для клеток 
ряда органов и тканей, включая лёгочную 
(бронхиальный эпителий, пневмоциты I 
и II порядка), миокард, эпителиоциты по-
чек, эндотелий сосудов, клетки мочевого 
пузыря, подвздошной кишки, центральной 
нервной системы [8]. 

В этой связи интересным представля-
лось исследовать ряд клеточных линий че-
ловека различного тканевого происхождения 
на наличие ACE2, как специфического ви-
русного рецептора, отвечающего за связы-
вание с S-белком SARS-CoV-2. Результаты 
сравнительного анализа уровня мРНК гена 
ACE2, проведённого методом ОТ-ПЦР, по-
казали, что наибольший уровень экспрессии 
гена ACE2 наблюдался для клеточной куль-
туры Caco-2. Культуры А549 и HEK293T 
характеризовались невысоким уровнем экс-
прессии исследуемого гена, тогда как в клет-
ках HuTu-80 и HeLa экспрессия гена ACE2 
не детектировалась (рисунок 1А).

Большое количество работ посвящено 
всестороннему изучению ACE2 рецептора 
у животных с целью установления особен-
ностей взаимодействия между коронавиру-
сами и их рецепторами у разных организ-
мов, путей и потенциала зоонозной переда-
чи SARS-CoV-2, оценки риска заражения и 
степени восприимчивости различных видов 
животных к коронавирусной инфекции [9].

Для проведения исследований по оцен-
ке уровня экспрессии ACE2-рецептора 
были выбраны клеточные линии, проис-
ходящие из почечной ткани различных 
видов животных, которые характеризу-
ются разной степенью гомологии ACE2-
рецептора с ACE2-рецептором человека. 
Как показали результаты выполненных 
к настоящему времени исследований in 
silico, для приматов Chlorocebus aethiops 
(африканская зелёная мартышка) и Macaca 
mulatta (макака резус) имеет место 100% 
совпадение 25 аминокислотных остатков, 
участвующих в связывании с S-белком, с 
аналогичными аминокислотами в составе 
ACE2-рецептора человека (25/25); сред-
няя степень гомологии (21/25) установлена 
для Bos taurus (бык), низкая (19/25) — для 
Canis lupus familiaris (собака) и Sus scrofa 
(свинья). При этом процент сходства пол-
ных нуклеотидных последовательностей 
ACE2 составляет около 95% для при-
матов и 78,8% — для Bos taurus (бык), 
83,3% — для Canis lupus familiaris (собака) 
и 81,4% — Sus scrofa (свинья) [9].
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Результаты проведённых эксперимен-
тов показали, что в клетках культур Vero и 
VeroE6 экспрессия гена ACE2 максималь-
на, при этом её уровень более чем в 4 раза 
превышает таковой для остальных иссле-
дованных клеточных линий. Помимо куль-
тур клеток приматов ген ACE2 также экс-
прессировался в клетках MDBK и СПЭВ, 
тогда как в клетках MDCK экспрессии 
ACE2 не наблюдалось (рисунок 1Б).

TMPRSS2 принадлежит к семейству 
трансмембранных сериновых протеаз 
(TTSP), которое включает 19 поверхност-
но-экспрессируемых трипсиноподобных 
мультидоменных ферментов (сериновых 
протеаз), участвующих в протеолитиче-
ских каскадах по ремоделированию внекле-
точного матрикса и активации мембранных 
белков, а также играющих важную роль в 
поддержании гомеостаза эпителиальных 
клеток [10]. Функции TMPRSS2 в орга-
низме человека реализуются в ходе целого 
ряда физиологических и патологических 
процессов, таких как пищеварение, свёр-
тывание крови, воспалительная реакции, 
инвазия опухолевых клеток. TMPRSS2 
экспрессируется в различных органах и 
тканях человека, включая предстательную 
железу, дыхательные пути и желудочно-
кишечный тракт, а также в печени, почках, 
поджелудочной железе, тимусе и слюнных 
железах [11]. Интересно, что степень гомо-
логии TMPRSS2 между человеком и дру-
гими видами млекопитающих существен-
но ниже по сравнению с гомологией ACE2. 
Так, например, у Macaca mulatta гомология 

ACE2 с человеком составляет 94,96%, тог-
да как для TMPRSS2 — 88,06% [12].

Анализ полученных нами данных по-
казал, что среди клеточных линий челове-
ка наибольший уровень экспрессии гена 
TMPRSS2 наблюдался для клеточных куль-
тур HEK293T и Caco-2 (рисунок 2А). Сле-
дует упомянуть, что клеточная линия Caco-
2 также характеризовалась максимальным 
значением уровня мРНК гена ACE2 среди 
культур человеческого происхождения, ис-
следованных в эксперименте. Отсутствие 
экспрессии гена TMPRSS2 было отмечено 
для культур клеток HeLa и A549. 

Результаты сравнительного анализа 
уровня мРНК гена TMPRSS2 для клеточ-
ных культур животного происхождения, 
проведённого методом ОТ-ПЦР, показали, 
что максимальный уровень экспрессии 
гена TMPRSS2 наблюдался для культу-
ры клеток MDBK; детектируемый — для 
Vero E6, BGM и Ma-104. В клеточных ли-
ниях MDCK, СПЭВ и Vero ген TMPRSS2 не 
экспрессировался (рисунок 2Б). 

Группа цистеиновых катепсинов, при-
надлежащих к папаин-подобному семейству 
цистеиновых протеаз, у человека насчитыва-
ет 11 катепсинов (B, C, F, H, K, L, O, S, V, 
X и W). Данные ферменты относятся к ли-
зосомальным протеазам и участвуют пре-
имущественно во внутриклеточном распа-
де белков, процессинге антигенов, MHC-II 
опосредованном иммунном ответе и апопто-
зе. Помимо этого, они задействованы в ряде 
биохимических процессов во внеклеточном 
матриксе. Как и другие катепсины, катепсин 

Рисунок 1 — Сравнительный анализ уровня экспрессии гена, кодирующего ACE2-
рецептор, в клеточных линиях человека (А) и животных (Б)
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L проявляет плейотропную активность в ор-
ганизме человека, главным образом участвуя 
в воспалительных процессах при различных 
патологических состояниях. К настоящему 
времени установлена доминирующая роль 
катепсина L в рецептор-опосредованном эн-
доцитозном механизме инфицирования кле-
ток при COVID-19 [2, 13].

По результатам количественной ОТ-
ПЦР исследованные культуры клеток че-
ловеческого происхождения характеризо-
вались разным уровнем экспрессии гена 
CTSL. Так, в клетках HuTu-80 мРНК дан-
ного гена не выявлялась, минимальное её 
количество детектировалось для клеточной 
линии HEK293T, средние значения были 
отмечены для Caco-2 и HeLa. Максималь-
ный уровень экспрессии гена CTSL имел 
место для культуры А549 (рисунок 3А).

Среди культур животного происхождения 
наибольший уровень экспрессии гена CTSL 

наблюдался для клеточной культуры Vero. 
Он же являлся максимальным среди всех 
иcследованных в эксперименте клеточных ли-
ний. Культуры клеток BGM, Ma-104, Vero E6 
имели сопоставимые уровни экспрессии гена, 
кодирующего катепсин L. Отсутствие экс-
прессии гена CTSL отмечено для клеточных 
линий MDBK, MDCK, СПЭВ (рисунок 3Б).

Заключение 

На основании полученных результа-
тов, а также анализа литературных данных 
можно выделить ряд особенностей приме-
нения различных клеточных культур для 
изучения коронавирусной инфекции.

Культура клеток Vero E6, происходящая 
из клеток почки африканской зелёной мар-
тышки, как известно, является наиболее 
часто используемой клеточной моделью 
для накопления и изучения коронавируса 
SARS-CoV-2. Клетки Vero E6 в высокой 

Рисунок 2 — Относительная экспрессия матричной РНК гена, кодирующего сериновую 
протеазу TMPRSS2, в различных клеточных культурах человека (А) и животных (Б)

Рисунок 3 — Относительная экспрессия матричной РНК гена, кодирующего 
катепсин L, в различных клеточных культурах человека (А) и животных (Б)
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степени экспрессируют ACE2-рецептор, 
SARS-CoV-2 проявляет в культуре выра-
женную цитопатогенность и эффективно 
реплицируется. Однако данная культура не 
всегда пригодна для решения отдельных 
специализированных задач. Так, например, 
Vero E6, не подходит в качестве клеточной 
системы для изучения патофизиологиче-
ских внутриклеточных процессов в ответ 
на инфицирование SARS-CoV-2, посколь-
ку в клетках Vero E6 отсутствуют гены, ко-
дирующие интерфероны I типа [14].

Важными характеристиками обладает 
клеточная линия человеческого происхож-
дения Caco-2. В данной культуре накопле-
ние SARS-CoV-2 происходит в высоком 
титре без выраженного цитопатического 
эффекта [15]. При этом, ввиду эндогенной 
экспрессии ACE2, TMPRSS2 и катепсина L, 
Caco-2 является подходящим объектом для 
одновременного исследования обоих путей, 
используемых вирусом для проникновения 
в инфицируемые мишени. Кроме того, кле-
точная культура Caco-2 может представлять 
интерес для анализа эффективности инги-
биторов протеаз при разработке подходов к 
лечению и профилактике COVID-19.

Культура клеток Vero в виду высокой 
эндогенной экспрессии CTSL при отсут-
ствии экспрессии TMPRSS2 представля-
ет собой удобную модель для изучения 
особенностей заражения клетки вирусом 
SARS-CoV-2 посредством формирования 
эндолизосом, когда праймирующую функ-
цию для S-белка выполняют катепсины.

Для клеток HEK293T характерна отно-
сительно выраженная экспрессия TMPRSS2 
при минимальном уровне эндогенного 
ACE2. Тем не менее, данная клеточная куль-
тура является ценным инструментом для 
проведения исследований, позволяющих 
оценить влияние экспрессии специфиче-
ских белков на репликацию вируса, ввиду 
возможности эффективно трансфициро-
ваться плазмидными ДНК и в последую-
щем поддерживать продуктивную реплика-
цию SARS-CoV-2. Подобный подход может 
быть использован, например, для изучения 
роли потенциальных клеточных рестрик-

ционных факторов на различных стадиях 
цикла репликации SARS-CoV-2, что важно 
для понимания процессов взаимодействия в 
системе «вирус-хозяин».

Клеточные культуры, экспрессирую-
щие ключевые для инфицирования вирусом 
SARS-CoV-2 молекулы ACE2, TMPRSS2, ка-
тепсин L, могут быть использованы в каче-
стве модельных систем в исследованиях по 
изучению механизмов взаимодействия меж-
ду SARS-CoV-2 и различными клеточными 
мишенями, в том числе при анализе влия-
ния на процессы заражения вирусом SARS-
CoV-2 соотношения между активностью 
ACE2-рецептора и паттерном мембранно-ас-
социированных и внутриклеточных протеаз.

Сведения о НИР. Исследование выпол-
нено при поддержке гранта Белорусского ре-
спубликанского фонда фундаментальных ис-
следований (договор №  М21КОВИД-028 от 
01.02.2021, ГР № 20210926).
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A COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF KEY 
PROTEINS INVOLVED IN THE ENTRY OF CORONAVIRUS 

INTO DIFFERENT TYPES OF CELL CULTURES

The expression of specific receptors and proteases in each cell type determines the relative 
preference for different modes of SARS-CoV-2 entry. This includes entry through TMPRSS2-
mediated fusion of the viral and host cell membranes, as well as entry through endocytosis, 
which involves the activity of cathepsin L. Cathepsin L is responsible for cleaving the viral S 
protein, and its expression level can affect the efficiency of viral entry. The expression level of 
mRNA for three key proteins involved in SARS CoV-2 entry into host cells (ACE2 receptor, 
TMPRSS2 serine protease, and cathepsin L) was assessed in human cell lines from various 
tissues (n=5), and in cell lines derived from the kidneys of different animal species (n=7). The 
highest level of ACE2 gene expression was observed in the human colon adenocarcinoma cell 
line Caco-2, and in the Vero and VeroE6 cells (derived from African green monkey kidneys), 
the expression of this gene was more than four times higher than in the other studied animal cell 
lines. Among human cell lines, the highest level of TMPRSS2 gene expression was observed in 
HEK293T (embryonic kidney) and Caco-2 cells, and among animal cell cultures, it was seen in 
MDBK (domestic bovine kidney) cells. The maximum level of CTSL mRNA expression was 
found in A549 (human lung cancer) cells. These findings are important for selecting a model 
system to study the pathways used by the virus to enter target cells and to investigate various 
aspects of SARS-CoV-2’s interaction with cells.
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