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The number of people with inflammatory bowel 
disease (IBD) is constantly increasing worldwide. The 
main factors that have effects on the etiology of the 
disease are genetic, environmental and immunologi-
cal. However, the mechanism of disease development 
and effective treatment of IBD have not yet been found. 
Animal models help address these problems. The most 
popular model is considered to be transgenic models 
in which individual genes are knocked out. One of such 
models for the study of IBD are mice with a null muta-
tion of the Muc2 gene encoding the Mucin-2 protein, 
which is involved in the formation of a protective 
mucin layer in the small and large intestine. Some of 
transcription factors that change the expression of 
intestinal genes are involved in the development of 
IBD and colorectal cancer. One of such transcription 
factors is “zinc finger” domain-containing protein Kaiso 
which is able to bind to methylated DNA. In this study, 
we assessed the role of Kaiso in the development of 
intestinal inflammation using the experimental model 
of C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-. We have shown that mice with 
impaired intestinal barrier function that develop pro-
cesses similar to human IBD also develop inflammatory 
responses, such as increased expression of Il1, Tnf and 
Il17a genes. The deficiency of the Kaiso trans cription 
factor in Mucin-2 knockout mice causes a decrease in 
the expression level of only the Cox2 and Tff3 genes. 
Perhaps a decline in the expression of the gene en-
cod ing cyclooxygenase-2 can lead to a decrease in 
the expression of the antibacterial factor Trefoil factor 3. 
However, in the experimental model of IBD, Kaiso pro-
tein did not play a significant role in the regulation of 
pro-inflammatory cytokines of tumor necrosis factor 
and interleukins 1 and 17.
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Количество людей с воспалительными заболеваниями кишечника 
(ВЗК) в мире постоянно увеличивается. Важными в этиологии забо-
левания являются генетические, средовые и иммунологические 
факторы. Однако механизм развития заболевания и эффективные 
способы борьбы с ним до сих пор не найдены. Для решения этих 
проблем используют различные модели на животных. Самыми 
перспективными считаются трансгенные модели, у которых нару-
шена работа отдельных генов. Для изучения ВЗК в качестве одной 
из таких моделей используют мышей с нуль-мутацией гена Muc2, 
кодирующего белок Муцин-2, который участвует в формировании 
защитного муцинового слоя в тонкой и толстой кишке. В процессе 
развития ВЗК и связанных с ними онкологических заболеваний 
желудочно-кишечного тракта принимает участие ряд транскрип-
ционных факторов, которые меняют профиль экспрессии генов 
кишки. Один из них – транскрипционный фактор Kaiso, содержа-
щий домен «цинковые пальцы» и способный связываться с мети-
лированной ДНК. В настоящей работе мы оценили роль белка 
Kaiso в развитии воспаления кишечника на примере эксперимен-
тальной модели мышей C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-. Нами было показано, 
что у мышей с нарушенной барьерной функцией кишечника при 
развитии процессов, схожих с ВЗК у людей, развиваются воспали-
тельные реакции, такие как повышение уровня экспрессии генов 
Il1, Tnf и Il17a. Отсутствие транскрипционного фактора Kaiso у мы-
шей с дефицитом Муцина-2 вызывает снижение уровня экспрес- 
сии только генов Cox2 и Tff3. Возможно, снижение экспрессии 
гена, кодирующего циклооксигеназу-2, может приводить к умень-
ше нию экспрессии антибактериального фактора Trefoil factor 3.  
Белок Kaiso на экспериментальной модели ВЗК не оказывал зна-
чимой роли в регуляции провоспалительных цитокинов фактора 
некроза опухоли и интерлейкинов 1 и 17.
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Количество людей с воспалительными заболеваниями 
кишечника (ВЗК) в мире на протяжении многих лет 
постепенно увеличивается (Benchimol et al., 2011), 

это становится одной из наиболее серьезных проблем в 
современной медицине. На развитие ВЗК сопряженно 
оказывают эффект генетические, средовые и иммунологи-
ческие факторы, но этиология и механизм развития этих 
заболеваний до конца не ясны. Это затрудняет эффектив-
ную профилактику и лечение ВЗК (Holleran et al., 2017). 
Молекулярно-генетические подходы дали возможность 
создавать трансгенных животных, у которых нарушена 
работа отдельных генов; для изучения механизма развития 
ВЗК используют такие модели. Одной из них являются 
мыши с нуль-мутацией гена Muc2, кодирующего белок 
Муцин-2, который участвует в формировании муциново-
го барьерного слоя в тонкой и толстой кишке (Muc2-/-). 
Муцин-2 – основной протеогликан кишечника, дефицит 
которого вызывает развитие хронического кишечного 
воспаления, как правило, в сочетании с бактериальной 
инфекцией (Martens et al., 2009; Bergstrom et al., 2010; 
Morgan et al., 2012). В связи с этим мыши, у которых 
нарушена барьерная функция кишечника вследствие му-
тации Muc2-/-, – хорошая экспериментальная модель для 
изучения воспаления и канцерогенеза толстой и прямой 
кишки. Так как Helicobacter spp. инициирует развитие 
воспаления у трансгенных животных (Foltz et al., 1998), 
то мы использовали животных с этой инфекцией.

Экспериментальные данные говорят о том, что у мы-
шей и у людей при развитии злокачественных опухолей 
повышается экспрессия белка Kaiso в ядрах раковых кле-
ток (Vermeulen et al., 2012; Wang et al., 2016). На модели 
мышей, полученных путем скрещивания трансгенных 
животных с мутацией в гене Apc (ApcMin/+), склонных к 
спонтанному опухолеобразованию, с мышами, у которых 
увеличена экспрессия гена Kaiso в кишечнике (KaisoTg/+), 
было показано большее количество полипов в стенке 
толстой кишки и сокращение продолжительности жизни 
животных (Parisi et al., 2015). Белок Kaiso содержит до-
мен «цинковые пальцы», способен связываться с мети-
лированной ДНК и репрессировать транскрипцию генов 
(Prokhortchouk at al., 2001; Lopes et al., 2008). Поскольку 
экспрессия Kaiso усиливает развитие опухоли и воспале-
ния, мы предположили, что отсутствие этого бел ка может 
повлиять на развитие провоспалительных им мунных 
реакций в кишечнике мышей с дефицитом Му цина-2. 
Мы оценили экспрессию провоспалительных цитокинов 
и транскрипционных факторов, регулирующих их экс-
прессию, у мышей трех генотипов: C57BL/6 (контроль), 
C57BL/6Muc2-/- (модель ВЗК) и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- (тес- 
товая группа для изучения роли Kaiso при модели ро-
ва нии ВЗК). Настоящее исследование позволит по нять, 
как дефицит белка Kaiso может участвовать в развитии 
ВЗК на примере экспериментальной модели мышей  
C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-.

Материалы и методы
Исследование выполнено в Центре генетических ресурсов 
лабораторных животных ИЦиГ СО РАН на самках ли-
ний C57BL/6Muc2-/- и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- на генетическом 
фоне C57BL/6 в возрасте 12–14 нед. В качестве  контроля 

использовали мышей линии C57BL/6. Животные с мута-
циями C57BL/6Muc2-/- и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- были полу-
чены в Университете Эдинбурга и переданы лаборато-
рией геномики и эпигеномики позвоночных Центра био-  
инженерии РАН в Центр генетических ресурсов лабора-
торных животных ИЦиГ СО РАН. Животных содержали 
однополыми группами по четыре-пять особей в индиви-
дуально вентилируемых клетках (Optimice, США) при 
искусственном световом режиме 14С : 10Т, температуре 
20–22 °С, влажности 40–50 % и давлении 38 Па. В качестве 
подстила использовали обеспыленную березовую струж-
ку. Животным предоставляли стерильную деионизиро-
ванную воду с добавлением минералов K+ и Mg2+ («Севе-  
рянка», г. Санкт-Петербург) и автоклавируемый корм 
Ssniff® R/M-H V1534-3 (Ssniff, Германия) ad libitum. Ра-
боту с животными выполняли согласно биоэтическим нор-
мам Директивы Евросоюза (ECC Directive 86/609/EEC).

Мониторинг патогенов у мышей проводили по годо-
вому списку, рекомендованному FELASA (Federation of 
European Laboratory Animal Science Associations) в 2014 г., 
согласно международным требованиям к содержанию 
животных SPF-статуса (Mähler et al., 2014). У мышей 
C57BL/6 не было детектировано видоспецифических 
патогенов, указанных в годовом списке FELASA. Кроме 
Helicobacter spp., у C57BL/6Muc2-/- и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- 
других патогенов не обнаружено. Животные поступили 
в Центр генетических ресурсов лабораторных животных 
ИЦиГ СО РАН с Helicobacter spp. В связи с тем, что в этой 
работе не было предусмотрено специального заражения 
животных инфекцией Helicobacter spp., оценку базового 
уровня экспрессии интересующих нас генов выполнили 
на мышах линии C57BL/6 без инфекции.

Образцы восходящей толстой кишки мышей фикси-
ровали в 10 % нейтральном формалине, обезвоживали 
в спиртах возрастающей концентрации и заключали в 
парафин. Срезы толщиной 4 мкм окрашивали с  помощью 
ШИК-реакции (реакция Шифф-йодная кислота) (Био-
Витрум, Россия) для изучения общей морфологии и вы-
явления секрета бокаловидных клеток. Фотографии пре-
паратов получали с использованием микроскопа DM 2500 
(Leica) при увеличении в 400 раз.

Небольшой фрагмент ткани восходящего участка тол-
стой кишки вырезали и замораживали в жидком азоте, 
хранили не более двух месяцев при –70 °С до момента 
анализа проб. Выделение РНК из ткани выполняли с 
помощью реагента TRI Reagent® (Molecular Research 
Cen ter, США). Количество РНК определяли с помощью 
УФ-спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 
США). Далее РНК обрабатывали ДНКазой RNase-free 
DNase I (Thermo Scientific, США), согласно прилагаемой 
инструкции. РНК очищали с помощью гликогена (Thermo 
scientific, США) и выполняли синтез кДНК ферментом 
обратной транскриптазой M-MuLV (SibEnzyme, Россия). 

Уровень экспрессии генов, вовлеченных в провоспали-
тельный ответ (Il1b, Tnf и Il17a), запуск воспалительной 
реакции (Cox2 и Nos2), ответ на бактериальные сигналы 
(Tff3), активацию клеток T-хелпер 17-го типа (Il6 и Tgfb1), 
а также транскрипционных факторов (Rorc и Tbx21) 
определяли методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени. Реакцию выполняли с по-
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мощью премикса BioMaster HS-qPCR SYBR Blue, кДНК 
и 250 nM специфических праймеров (таблица). Все по-
следовательности праймеров подбирали при помощи базы 
данных BLAST и программы Unipro UGENE. Детекцию 
осуществляли в амплификаторе CFX96 Touch™ Deep 
Well Real-Time PCR Detection System (BioRad Laborato-
ries, США). ДНК денатурировали 5 мин при 95 °С, затем 
проводили 45 циклов: денатурация – 95 °С 15 с, отжиг 
праймерных олигонуклеотидов – 62 °С 25 с, синтез – 
62 °С 25 с. Анализ в каждом образце для каждого гена 
делали в трех технических повторах. Экспрессию генов 
определяли по уровню кДНК, синтезированной с матрицы 
мРНК целевого гена, нормализованного на кДНК гена 
Tubb (β-tubulin) по формуле: ∆Ct = 2^(Ct мРНК Tubb – 
– Ct мРНК интересующего гена), где (Ct) – номер цикла, 
соответствующий экспоненциальной фазе ПЦР-реакций. 

Статистическую обработку данных производили при 
помощи пакета программного обеспечения STATISTI-
CA6.1. Для выборок ∆Ct экспрессии генов, не описываю-
щихся нормальным распределением, использовали ран-
говый дисперсионный анализ Краскела – Уоллиса, а для 
межгруппового сравнения – критерий Манна – Уитни или 
при наличии значений ниже уровня детекции – тест χ2. Все 

данные представлены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего.

Результаты и обсуждение
На гистологических срезах толстого кишечника у мы-
шей C57BL/6Muc2-/- и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- в бокаловид-
ных клетках не наблюдается ШИК-позитивного содер-
жимого (гликопротеинов) (рис. 1). Однако бокаловидные 
клетки производят не только муцины, но и другие за-
щитные антибактериальные факторы (Kopp et al., 2015). 
Одним из таких белков, который вместе c Муцином-2 
коэкспрессируют бокаловидные клетки в ответ на бак те-
риальные сигналы, является Trefoil factor 3 (Tff3) (Podol-
sky et al., 1993; Taupin et al., 2003). Нами показано, что 
различия количества мРНК гена Tff3 между тремя про-
тестированными генотипами были статистически значи-
мыми H(2.21) = 13.72, p = 0.001. Уровень мРНК Tff3 был 
достоверно выше у мышей при отсутствии Муцина-2. 
Дефицит транскрипционного фактора Kaiso у мышей 
линии C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- приводил к снижению уровня 
мРНК гена Tff3, но не восстанавливал его до уровня, на-
блюдаемого у животных дикого типа (рис. 2). Можно пред-
положить, что у мышей C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-  снижается 
уровень сигнала, вызывающий наработку Trefoil factor 3 
бокаловидными клетками, а это может быть связано с раз-
витием противовоспалительного ответа (Shi et al., 2014).

Ранее было показано, что у мышей C57BL/6Muc2-/- без 
инфекции уже в возрасте 14 дней начинается острая вос-
палительная реакция кишечника, которая к четырехне-
дельному возрасту переходит в хроническую форму с 
характерными признаками ВЗК: удлинение крипт ни схо-
дящей кишки и снижение массы тела. Количество вос-
палительных цитокинов у таких мышей снижается, но 
остается на более высоком уровне, чем у мышей дикого 
типа (Burger-van Paassen et al., 2011). Эти исследования 
были выполнены на мышах без инфекции Helicobac-
ter spp. В нашей работе мы использовали мышей, рожден-
ных с инфекцией Helicobacter spp., так как известно, что 
бактериальная инфекция инициирует развитие воспале-
ния у трансгенных животных (Foltz et al., 1998). По нашим 
данным, различия количества мРНК генов провоспали-
тельных цитокинов Il1b и Tnf между тремя генотипами 
были статистически достоверными: H(2.20) = 6.32, p = 0.04 
и H(2.20) = 10.39, p = 0.006 соответственно. Экспрессия 
Il1b и Tnf в кишке была выше у мышей C57BL/6Muc2-/- 
по сравнению с диким типом. Однако нуль-мутация гена 
Kaiso не приводила к изменению уровня экспрессии этих 
генов у мышей с дефицитом Муцина-2 (см. рис. 2). Экс-
прессия гена провоспалительного цитокина Il17a, который 
нарабатывают клетки Т-хелпер 17-го типа, у мышей ди-
кого типа не детектировалась. У мышей C57BL/6Muc2-/- и 
C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- экспрессия гена Il17a в кишке была 
значительно выше (6 из 10 и 5 из 7 соответственно), чем 
у мышей дикого типа (0 из 5) (см. рис. 2). Таким образом, 
нокаут гена Kaiso не оказывал значимого эффекта на уро-
вень мРНК провоспалительных цитокинов.

Провоспалительные цитокины в местах воспаления 
запускают экспрессию сопряженных генов, таких как 
Cox2 и Nos2 (циклооксигеназа-2 и индуцируемая син-
таза оксида азота), в дендритных клетках и макрофагах 

Последовательности праймерных олигонуклеотидов 
для метода ПЦР в реальном времени

Ген Праймер Последовательность нуклеотидов, 
5’-3’

Tubb βtub-F TGAAGCCACAGGTGGCAAGTAT

βtub-R CCAGACTGACCGAAAACGAAGT

Tff3 TFF3-F TAATGCTGTTGGTGGTCCTG

TFF3-R CAGCCACGGTTGTTACACTG

Rorc RORγt-F TGGGCTCCAAGAGAAGAGGA

RORγt-R CAGGCTCCGGAGTTTTCCTT

Tbx21 Tbet-F CCAGGGAACCGCTTATATG

Tbet-R CGATCATCTGGGTCACATTGT

Tnf TNFα-F CCCTCACACTCAGATCATCTTCT

TNFα-R GGCACCACTAGTTGGTTGTCTTT

Il1b IL1β-F TGAAGTTGACGGACCCCAAA

IL1β-R TGATGTGCTGCTGCGAGATT

Il6 IL6-F GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA

IL6-R CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA

Il17a IL17α-F TCAAAGCTCAGCGTGTCCAA

IL17α-R GGGTCTTCATTGCGGTGGA

Tgfb1 TGFβ-F TGACGTCACTGGAGTTGTAC

TGFβ-R AAGAGCAGTGAGCGCTGAAT

Nos2 NOS2-F CAGGGTCACAACTTTACAGGGA

NOS2-R CACTTCTGCTCCAAATCCAACG

Cox2 COX2-F CCAGCACTTCACCCATCAGT

COX2-R ACCCAGGTCCTCGCTTATGA

Примечание. F – прямой праймер; R – обратный праймер.
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Роль гена Kaiso в развитии воспаления 
у мышей с дефицитом Муцина-2

C57BL/6J Muc2-/- Muc2-/-; Kaiso-/-

Рис. 1. Восходящая толстая кишка мышей линий C57BL/6, C57BL/6Muc2-/- и C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-. 
Окраска ШИК-реакцией. Увеличение ×400.
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Рис. 2. Уровень мРНК генов Tff3 (Trefoli factor 3), Tnf (TNFα), Il1b (IL-1β), Il17a (IL-17α), Cox2 (COX2), Nos2 (NOS2), Il6 (IL-6), Tgfb1 (TGFβ), Rorc (RORγt) и 
Tbx21 (T-bet) в ткани толстой кишки у мышей трех генотипов: C57BL/6 (черные точки), C57BL/6Muc2-/- (Muc2-/-, белые точки), C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/-

(Muc2-/-/Kaiso-/-, серые точки), нормированные на ген Tubb (β-tubulin).
* p < 0.05; ** p < 0.001, критерий Манна – Уитни.

(Guihot et al., 2000; Wang, Dubois, 2010). Было показано, 
что повышение уровня циклооксигеназы-2 и индуци-
руемой синтазы оксида азота наблюдается у больных ВЗК 
и в экспериментальных моделях ВЗК (Singer et al., 1998; 
Shattuck-Brandt et al., 2000; Cross, Wilson, 2003). Наши 
данные показали, что разница уровня мРНК гена Cox2 
между тремя генотипами имела статистически значимый 
эффект H(2,20) = 12.45,  p = 0.002. Животные с дефицитом 
Муцина-2 имеют более высокий уровень мРНК генов 
Cox2 по сравнению с диким типом. У мышей с двойным 
нокаутом C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- экспрессия циклоок си-
геназы-2 была достоверно ниже, чем у C57BL/6Muc2-/-  
(см. рис. 2). Таким образом, можно предположить, что от-
сутствие экспрессии гена Kaiso может оказывать эффект 
на уровень циклооксигеназы-2. Экспрессия Nos2 не де-
тектировалась у мышей дикого типа. Дефицит Муцина-2 

приводил к активации гена Nos2 у 6 из 10 животных, что 
было достоверным изменением по сравнению с диким 
типом (χ2 = 4.2, p = 0.04). Нуль-мутация гена Kaiso отме-
няла этот эффект на экспрессию мРНК Nos2 гена (2 из 8) 
по сравнению с мышами C57BL/6Muc2-/- (6 из 10), но эти 
изменения не были достоверными. Таким образом, ген 
Kaiso влиял только на экспрессию Cox2.

Развитие хронического воспаления у мышей с на-
рушенной барьерной функцией кишечника запускается 
вслед за острой воспалительной реакцией и начинается 
с формирования толерантности иммунной системы к 
постоянному давлению со стороны бактериальных анти-
генов. У людей, страдающих ВЗК, активируются клетки 
T-хелпер 17-го типа, которые ингибируют воспалитель-
ные реакции клеток Т-хелпер 1-го типа (Strober et al., 
2010). Дифференцировка клеток Т-хелпер 0 в T-хелпер 
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17-го типа происходит под действием иммунных фак-
торов IL-6 и TGFβ, которые нарабатывают дендритные 
клетки в ответ на бактериальные антигены (O’Connor 
et al., 2009). Ранее было показано, что мыши с нокаутом 
гена Il17a развивают более сильное воспаление при экс-
периментальном моделировании ВЗК (Yang et al., 2008). 
Нами было отмечено, что уровень экспрессии гена Il17a 
был выше у мышей с дефицитом Муцина-2, а дефицит 
Kaiso вызывал снижение экспрессии этого гена, но не 
достоверно. Мы предположили, что Kaiso может влиять 
на экспрессию генов Il6 и Tgf b1, которые вовлечены в 
дифференцировку клеток Т-хелпер 17-го типа. Разница 
экспрессии мРНК гена Tgf b1 между тремя генотипами 
была достоверной H(2.20) = 7.17,  p = 0.03. Уровень мРНК 
гена Tgf b1 был ниже у C57BL/6Muc2-/-Kaiso-/- по сравнению с 
C57BL/6Muc2-/-. Животные дикого типа и C57BL/6Muc2-/- не 
отличались друг от друга по уровню экспрессии этого гена 
(см. рис. 2). Несмотря на отсутствие эффекта генотипа на 
экспрессию Il6 гена, уровень мРНК этого гена был ниже 
у C57BL/6Muc2-/- по сравнению с диким типом, а дефицит 
Kaiso нивелировал эти различия. Таким образом, белок 
Kaiso принимает участие в регуляции экспрессии генов 
Il6 и Tgf b1. Мы предполагаем, что поскольку экспрессия 
этих генов в дендритных клетках начинается в ответ на 
бактериальный антиген, а этот процесс запускается на 
более ранних сроках у мышей с хронической моделью 
ВЗК, то наблюдаются несколько ослабленные эффекты 
дефицита белка Kaiso на уровень мРНК генов Il6 и Tgf b1. 

Далее мы измерили экспрессию транскрипционных 
факторов RORγt и T-bet, участвующих в дифференци-
ровке клеток Т-хелпер по 17-му и 1-му типам. Известно, 
что активация одного типа Т-хелпер клеток ингибирует 
дифференцировку другого типа, это регулируют различ-
ные транскрипционные факторы (Caprioli et al., 2008). 
Мы обнаружили, что только уровень экспрессии гена 
Rorc (RORγt) был выше у мышей с нарушением синтеза 
Муцина-2. Белок Kaiso не влиял на экспрессию этого 
гена (см. рис. 2). мРНК гена Tbx21 (T-bet) не отличалась 
у мышей всех трех генотипов.

Таким образом, у мышей с нарушенной барьерной 
функцией кишечника в патологический процесс вовлека-
ются провоспалительные цитокины, вызывающие акти-
вацию клеток Т-хелпер 17-го типа, которая регулируется 
транскрипционным фактором RORγt. Дефицит белка 
Kaiso у животных-моделей ВЗК не оказывает значимого 
эффекта на экспрессию генов провоспалительных цито-
кинов и транскрипционных факторов, участвующих в 
их регулировании. Недостаток белка Kaiso снизил экс-
прессию генов циклооксигеназы-2 и антибактериального 
фактора Trefoil factor 3, которая повышалась у животных 
при дефиците Муцина-2.
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