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ОБНАРУЖЕНИЕ  ГЕНОВ БЕТА-ГЛОБИНА
В ЭРИТРОЦИТАРНОЙ ФРАКЦИИ
У ПАЦИЕНТКИ С РАКОМ ШЕЙКИ МАТКИ

Представлены результаты детекции, проведенной с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ), фрагмен-
тов ДНК, кодирующих бета-глобин человека и белок L1 вируса папилломы человека, в образцах плазмы и эритроцитов у пациентки с ра-
ком шейки матки. Амплификация фрагмента ДНК, кодирующего бета-глобин человека, была обнаружена только в образце эритроцитов, 
что косвенно может свидетельствовать о наличии внеклеточной ДНК. Результаты ПЦР-РВ на наличие фрагмента ДНК, кодирующего L1 
ВПЧ, были отрицательными, что не позволило подтвердить принадлежность выделенной ДНК к опухолевой. Происхождение идентифи-
цированного в эритроцитарной фракции фрагмента ДНК, кодирующего бета-глобин человека, требует дальнейших исследований. 

Ключевые слова: опухолевая ДНК, внеклеточные везикулы, нейтрофильные внеклеточные ловушки.

The results of detection of DNA fragments encoding human beta-globin and human papillomavirus L1 protein in plasma and erythrocyte sam-
ples from a cervical cancer patient using real-time polymerase chain reaction (qPCR) are presented. Amplification of a DNA fragment encoding 
human beta-globin was found only in a sample of erythrocytes, which may indirectly indicate the presence of extracellular DNA. The results of 
qPCR for the presence of a DNA fragment encoding HPV L1 were negative, which did not allow us to confirm that the isolated DNA belonged to the 
tumor DNA. The origin of the identified in the erythrocyte fraction DNA fragment encoding human beta-globin requires further research.

Keywords: tumor DNA, extracellular vesicles, neutrophil extracellular traps.
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Бета-глобин является субъедини-
цей гемоглобина - железосодержащего 
металлопротеина.  У млекопитающих 
гемоглобин в самом большом количе-
стве содержится в эритроцитах, его ос-
новная функция заключается в транс-
портировке кислорода из легких в 
различные ткани организма. Гемогло-
бин также взаимодействует с другими 
газами, такими как диоксид углерода, 
оксид углерода и оксид азота. Гемогло-
бин - тетрамер, состоящий кроме двух 
цепей бета-глобина также из двух це-
пей альфа-глобина. К каждой из этих 
цепей присоединен гем, и таким обра-
зом каждая цепь может транспортиро-
вать кислород. Помимо эритроидных 
клеток гемоглобин экспрессируется и 
неэритроидными клетками, такими как 
эпителиальные клетки, в том числе 
эпителиальными клетками шейки мат-
ки [19]. 

Установлено, что в нормальных 
клетках цервикальной и вагинальной 
слизистой альфа-глобин и бета-гло-
бин могут действовать как эндоген-
ные антимикробные защитные белки 
против инфекции [14].  Гемоглобин и 
мРНК обнаруживаются также в клеточ-
ных линиях карциномы шейки матки 
человека (SiHa и CaSki), и экспрессия 
генов альфа-глобина и бета-глобина в 

них значительно выше, чем в нормаль-
ных клетках шейки матки [4]. Экспрес-
сия этих генов улучшает жизнеспособ-
ность опухолевых клеток, подавляя 
окислительный стресс [15].

Альфа-глобин и бета-глобин коди-
руются генами, расположенными на 
хромосомах 16 и 11 соответственно. 
Кластер генов бета-глобина упакован 
в неактивный гетерохроматин в не-
эритроидных клетках, тогда как гены 
альфа-глобина встроены в открытые 
конформации хроматина во всех типах 
клеток [18]. Транскрипционно-неактив-
ный гетерохроматин играет жизненно 
важную роль в поддержании стабиль-
ной структуры специализированных 
хромосомных областей с повторяю-
щейся ДНК, потеря целостности в этих 
участках хромосом может способство-
вать развитию рака [13]. 

ДНК, в том числе геномная, обна-
руживается во фракциях крови, очи-
щенных от клеток, – в плазме и сы-
воротке. Как нормальные, так и опу-
холевые клетки высвобождают ДНК 
в циркуляторное русло, но у больных 
раком она присутствует в повышенном 
количестве [25]. Предполагается, что 
детекция опухолевой ДНК в крови мо-
жет значительно улучшить выявление 
опухоли на ранней стадии, определить 
ее прогрессирование и прогноз, а так-
же помочь в таргетной терапии [5]. Де-
текцию опухолевой ДНК осуществляют 
в основном в плазме крови, но слож-
ность определения связана с ее низкой 
концентрацией в этой фракции [24].

Геномную человеческую ДНК обна-
руживают также и в эритроцитарной 
фракции крови, причем даже спустя 

25 лет ее хранения [16]. Геномная ДНК 
– как человеческая, так и инфекцион-
ной природы, может быть связана с 
поверхностью эритроцитов посред-
ством рецепторов, так как известно, 
что эритроциты на своей поверхности 
экспрессируют рецепторы, которые, во 
всяком случае, in vitro связывают ДНК 
бактерий и митохондрий [10].

Полагая, что при раке шейки матки 
(РШМ) геномная ДНК содержится в 
крови в повышенном количестве, а на-
личие в ее составе генов бета-глобина 
может быть индикатором онкогенеза, 
была поставлена цель – выделить у па-
циентки с РШМ ДНК из фракций крови, 
в которых отсутствуют ядерные клетки 
– из плазмы и эритроцитарной фрак-
ции, а также осуществить детекцию 
фрагмента ДНК, кодирующего бета-
глобин человека. Для того, чтобы опре-
делить, пусть и косвенно, принадлеж-
ность выделенной ДНК к опухолевой, 
было решено осуществить также де-
текцию фрагмента ДНК, кодирующего 
белок L1 вируса папилломы человека 
(ВПЧ), так как считается, что при РШМ 
циркулирующая внеклеточная ДНК, в 
составе которой имеется геном ВПЧ, 
происходит из опухолевых клеток [6].

Материал и методы исследова-
ния. Исследование было одобрено 
местным комитетом по биомедицин-
ской этике Северо-Восточного феде-
рального университета им. М.К. Аммо-
сова (протокол № 13 от 4 апреля 2018 
г., решение № 2). Материалом иссле-
дования послужила венозная кровь, 
взятая у пациентки Б., жительницы 
Якутии, с впервые выявленным РШМ, 
давшей письменное информирован-
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ное согласие на проведение исследо-
вания. Кровь взята путем венепункции 
в вакуумный контейнер для забора 
крови с K3-EDTA, приготовлены 4 вида 
биологических образцов: плазма (об-
разец 1), взвесь отмытых в фосфат-
ном буфере эритроцитов (образец 2) 
и взвесь обработанных трипсином и 
затем отмытых также в фосфатном 
буфере эритроцитов (образец 3). Об-
разец 3 служил контролем отсутствия 
во взвеси эритроцитов примеси кле-
ток, содержащих ядра. К тому же об-
работка эритроцитов трипсином была 
нужна для подтверждения присутствия 
искомых фрагментов ДНК на поверх-
ности эритроцитов – так как известно, 
что трипсин протеолитически разруша-
ет рецепторы клеточной поверхности 
[27]. Осадок фосфатного буфера (об-
разец 4), который использовался для 
отмывки эритроцитов, обработанных 
трипсином, также был взят в работу  
для детекции ДНК. 

Для разделения крови на фракции 
ее центрифугировали при 1600 об/мин 
в течение 10 мин. Затем после сбора и 
удаления мононуклеарного слоя были 
выделены образцы плазмы и эритро-
цитарная фракция. Эритроцитарную 
фракцию трижды отмывали фосфат-
ным буфером для получения эритро-
цитарной взвеси. В часть эритроцитар-
ной взвеси добавили в соотношении 
1:1 трипсин - 0,25%-ный раствор, и 
инкубировали при температуре 37°С в 
течение 10 мин, после инкубации цен-
трифугировали для получения осадка 
эритроцитов; затем эритроциты триж-
ды отмыли фосфатным буфером. 

Все образцы до выделения ДНК и 
проведения ПЦР-РВ хранились в мо-
розильнике при температуре -20°С.

Выделение ДНК осуществлялось 
фенол-хлороформным способом. Кон-
центрацию и качество выделенной ДНК 
определяли спектрофотометрически 
с помощью прибора NanoPhotometer 
Pearl («Implen»).

ПЦР-РВ проводилась на ампли-
фикаторе CFX96 («Biorad») с ис-
пользованием готовой реакционной 
смеси qPCRmix-HS SYBR+LowROX 
(«Evrogen»). 

Для детекции фрагментов ДНК, 
кодирующих бета-глобин человека, 
использовались праймеры PC03/04 
(5'-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3'/5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3').

Для детекции фрагментов ДНК, 
кодирующих белок L1 ВПЧ, ис-
пользовались праймеры MY09/11 
(5'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3'/5'- 
GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3'). 

Длину ампликонов определяли 
электрофоретически в агарозном геле.

Результаты и обсуждение. Основ-
ные результаты, полученные в ходе 
проведения настоящего исследова-
ния, представлены в таблице. 

ДНК была выделена из трех об-
разцов – из плазмы, взвеси отмытых 
эритроцитов и эритроцитов, обрабо-
танных трипсином, и ее концентра-
ция во всех перечисленных образцах 
превысила верхнюю границу чувстви-
тельности спектрофотометра - 18750 
нг/мкл. В четвертом образце - осадке 
фосфатного буфера, который исполь-
зовался для отмывки эритроцитов, об-
работанных трипсином, ДНК выделить 
не удалось.

Исследование образца 1. Проведен-
ная ПЦР-РВ  с праймерами  PC03/04 и 
MY09/11 для ДНК, выделенной из плаз-
мы, показала отсутствие фрагмента, 

кодирующего бета-глобин человека, и 
сомнительный результат для фрагмен-
та, кодирующего белок L1 ВПЧ (рис.1). 
Электрофорез подтвердил отсутствие 
продуктов амплификации фрагмента 
ДНК, кодирующего бета-глобин чело-
века, и также показал отсутствие про-
дуктов амплификации фрагмента ДНК, 
кодирующего белок L1 ВПЧ. 

Исследование образца 2. ПЦР-РВ  
с ДНК, выделенной из образца взвеси 
эритроцитов, выявила наличие фраг-
мента, кодирующего бета-глобин чело-
века, и отсутствие фрагмента, кодиру-
ющего белок L1 ВПЧ (рис.2). Электро-
форез подтвердил наличие продуктов 
амплификации для фрагмента ДНК, 
кодирующего бета-глобин человека, и 
отсутствие продуктов амплификации 
для фрагмента ДНК, кодирующего бе-
лок L1 ВПЧ.

Исследование образца 3. Что каса-
ется ДНК, выделенной из взвеси эри-
троцитов, обработанных трипсином, 
ПЦР-РВ не выявила наличия в ней 
фрагментов, кодирующих бета-глобин 
человека и белок L1 ВПЧ (рис.3). Про-
веденный гель-электрофорез показал 
согласованность с этими результатами 
– показал отсутствие продуктов ампли-
фикации для обоих фрагментов ДНК.  

Таким образом, у пациентки Б. была 
обнаружена ДНК во фракциях крови, в 
которых отсутствуют клетки, содержа-
щие ядра, – в плазме и эритроцитах. 
ДНК, содержащая фрагмент, кодирую-
щий бета-глобин человека, обнаруже-
на только в эритроцитарной фракции 
крови. Присутствие этой ДНК в эри-
троцитарной фракции не может быть 
объяснено некачественным выделе-
нием эритроцитов, то есть наличием 
в эритроцитарной фракции клеток, 

Основные результаты, полученные в ходе проведения экспериментального исследования 

Образец 1
(плазма)

Образец 2
(взвесь эритроцитов)

Образец 3
(контроль - взвесь эри-

троцитов, обработанных 
трипсином)

Образец 4
(осадок фосфатного 

буфера)

Выделение ДНК (+) (+) (+)  (-)
Для фрагмента ДНК, кодирующего бета-глобин человека

Амплификация фрагмента гена 
бета-глобина человека методом 
ПЦР-РВ

(-) (+) (-)  Не проводилась

Верификация амплификации
с помощью гель-электрофореза  (-) (+) (-) Не проводилась

Вывод Фрагмент ДНК, кодирующий бета-глобин человека, обнаружен
в эритроцитарной фракции

Для фрагмента ДНК, кодирующего белок L1 ВПЧ
Амплификация фрагмента гена 
L1 вируса папилломы человека 
методом ПЦР-РВ

(+/-) сомнительный  (-)  (-) Не проводилась

Верификация амплификации
с помощью гель-электрофореза (-) (-) (-) Не проводилась

Вывод Фрагмент ДНК, кодирующий белок L1 ВПЧ, не обнаружен ни в одной фракции
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содержащих ядра, – ретикулоцитов 
и лейкоцитов, так как  детекции ДНК, 
содержащей фрагмент, кодирующий 
бета-глобин человека, после обра-
ботки эритроцитов трипсином не про-
изошло. Это также говорит о том, что, 
скорее всего, эта ДНК связана с по-
верхностью эритроцитов посредством 
рецепторов, так как трипсин способен 
протеолитически разрушать рецептор-
ные связи. Отсутствие в эритроцитар-
ной фракции фрагментов ДНК, коди-

рующих L1 ВПЧ, снижает вероятность 
происхождения ДНК из опухолевых 
клеток шейки матки, хотя, конечно, это 
утверждение неочевидно. Возможно, 
выделенная ДНК принадлежит ней-
трофильным внеклеточным ловушкам 
(neutrophil extracellular trap, NET), кото-
рым отводится уникальная роль в он-
когенезе [12, 26]. И, возможно, именно 
в эритроцитарной фракции нейтро-
фильные внеклеточные ловушки мож-
но определять раньше, чем в плазме 

и сыворотке. В текущее время иссле-
дователями показано, что в плазме 
и сыворотке уровни нейтрофильных 
внеклеточных ловушек коррелируют 
с прогрессированием рака – колорек-
тального [21], молочной железы [20] и 
желудка [9]. Также возможным источ-
ником выделения ДНК, содержащей 
фрагмент, кодирующий бета-глобин 
человека, могут быть и эндогенные 
внеклеточные частицы,  которые были 
визуализированы на поверхности эри-

А а б

Б
а б

В
а б

Накопление  флуоресцентного сигнала амплификации фрагментов ДНК, выделенной: А - из плазмы, Б - из взвеси эритроцитов, В - из 
взвеси эритроцитов, обработанных трипсином; амплификация фрагмента ДНК, кодирующего а - бета-глобин человека, б - белок L1 ВПЧ
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троцитов [1], в том числе у пациенток 
с РШМ  [28]. Установлено, например, 
что при раке поджелудочной железы 
эндогенные внеклеточные частицы, 
такие как, например, сывороточные 
экзосомы, содержат человеческую ге-
номную ДНК [11]. 

Вопросом является происхождение 
ДНК, не содержащей искомых фраг-
ментов, выделенной из плазмы и взве-
си эритроцитов, обработанной трип-
сином. Не исключается, что ДНК, вы-
деленная из плазмы, может быть ин-
фекционного происхождения, так как 
у пациенток с РШМ часто встречаются 
положительные молекулярно-генети-
ческие тесты на присутствие других 
инфекций, например, передаваемых  
половым путем [2, 3, 7]. В цервикаль-
ном соскобе даже при отрицательных 
результатах детекции ДНК ВПЧ резуль-
таты тестов на ДНК герпесвирусов мо-
гут быть положительными [23], а ДНК 
герпесвирусов обнаруживается и в 
плазме [8]. 

Не исключается инфекционное про-
исхождение и ДНК, выделенной из 
взвеси эритроцитов, обработанных 
трипсином. Возможно, ее обнаруже-
ние в этом образце указывает на при-
сутствие на поверхности эритроцитов 
ДНК-содержащих иммунных комплек-
сов. Установлено, что трипсин раз-
рушает не все рецепторные связи, 
например, поверхностные клеточные 
рецепторы к IgG устойчивы к его воз-
действию [17], вероятно из-за того, что  
все-таки протеолитическая активность 
трипсина специфична [22].

Заключение. У пациентки с РШМ 
геномная ДНК была выделена и обна-
ружена в значительном количестве в 
плазме и эритроцитарной фракции, в 
том числе и после ее обработки трип-
сином. ДНК, содержащая фрагмент, 
кодирующий бета-глобин человека, 
при отсутствии ее детекции в плазме, 
была обнаружена в эритроцитарной 
фракции, вероятно в связанном со-
стоянии с поверхностью эритроцитов 
посредством рецепторов. Вопрос при-
надлежности выделенной ДНК к опу-
холевой является дискуссионным, тем 
более что фрагмент ДНК, кодирующий 
белок L1 ВПЧ, ни в одной из фракций 
обнаружен не был. Происхождение 
выделенной ДНК должно быть изучено 
в будущем.
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