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КОНСТРУИРОВАНИЕ КАССЕТНЫХ ВЕКТОРНЫХ ПЛАЗМИД 

ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ПОЛНОРАЗМЕРНЫХ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИТЕЛ 
 

Сконструированы оригинальные кассетные векторные плазмиды pCH2g и pCL2h, предназначенные для кло-
нирования V-генов, кодирующих вариабельные домены тяжелых и легких цепей антител, и продукции рекомби-
нантных полноразмерных антител в эукариотических клетках. На основе этих ДНК созданы плазмиды pCH2g-1B1 
и pCL2h-1B1a, а также pCH2g-1A и pCL2h-1A, обеспечившие в клетках CHO-K1 продукцию химерного антитела 
ch1В1a против белка Е вируса клещевого энцефалита и полноразмерного человеческого антитела fh1A против 
иммунодоминантного белка р35 ортопоксвирусов. Структура рекомбинантных антител подтверждена электрофо-
ретически и масс-спектрометрически. Иммуноферментным анализом и с помощью оптического биосенсора 
ProteOn XPR36 подтверждена способность полученных антител специфически связывать целевой антиген; изме-
рены равновесные константы аффинности этих антител. 

Ключевые слова: плазмида, клонирование, химерное антитело, полностью человеческое антитело. 
 
 
 
Антитела и их производные широко ис-

пользуются в различных областях биологии 
и медицины. На основе иммуноглобулинов 
создают терапевтические препараты и тест-
системы для диагностики заболеваний [1]. 
Антитела, конъюгированные с красителями 
или ферментативными метками, являются 
ключевым компонентом иммуногистохими-
ческих и цитофлюориметрических исследо-
ваний [2]. Высокая востребованность антител 
для современной биотехнологии подтвер-
ждается экспоненциальным ростом рынка 
таких препаратов [3; 4]. 

Рекомбинантные антитела получают в 
различных системах экспрессии, большая 
часть которых основана на клетках млеко-
питающих преимущественно линии CHO 
[5]. Эти клетки обеспечивают приемлемый 
уровень продукции белка, родственное че-
ловеческому организму гликозилирование 
тяжелых цепей антител, они аттестованы в 
Российской Федерации для наработки в них 
лекарственных препаратов. Ранее для полу-
чения полноразмерных антител нами ис-
пользована система транзиентной экспрес-
сии на основе клеток линии HEK293T и 

плазмид pCH1 и pCL1, обеспечивающих 
синтез тяжелой и легкой цепей полнораз-
мерного человеческого антитела против ви-
руса Эбола [6]. Однако эти плазмиды несут 
один и тот же ген устойчивости к генетици-
ну, что затрудняет отбор клонов при созда-
нии клеточной линии, стабильно секрети-
рующей антитело. Кроме того, эти плазмиды 
не содержат сайты узнавания эндонуклеаза-
ми рестрикции, обеспечивающие замену  
V-генов с целью получения антител другой 
специфичности. 

Для получения клеточных линий, ста-
бильно продуцирующих различные полно-
размерные антитела, необходимо было за-
менить ген устойчивости к антибиотику в 
одной из плазмид. Также в плазмиды следо-
вало ввести уникальные сайты гидролиза 
эндонуклеазами рестрикции для встраива-
ния различных фрагментов, кодирующих 
вариабельные домены тяжелых (VH) и лег-
ких (VL) цепей антител. С использованием 
сконструированных плазмид предполага-
лось получить химерное антитело против 
гликопротеина Е вируса клещевого энцефа-
лита и полноразмерное человеческое анти-
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тело против иммунодоминантного белка p35 
ортопоксвирусов, а также подтвердить их 
специфичность. 

Цель исследования – провести конст-
руирование кассетных векторных плазмид 
для получения полноразмерных рекомби-
нантных антител в эукариотических клет-
ках. 

 
Материал и методы 
 
В работе использовали бактериальный 

штамм E. coli XL1-blue, линию эукариоти-
ческих клеток CHO-K1. 

Выделение РНК и синтез кДНК осущест-
вляли с использованием наборов RNeasy kit 
(«QIAgen») и One-step RT-PCR kit («QIA- 
gen») согласно инструкции производителя. 
В реакции применяли следующие олигонук-
леотиды: 

mouse_IgHG1_const_rev: 5'-GGCAAGCT 
TATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC; 

MH1_dir: 5'-CTTCCGGAATTCSARGTNM 
AGCTGSAGSAGTC; 

mus_kappa_dir: 5'-CCGAATTCGAYATTG 
TGMTSACMCARWCTMCA; 

mus_kappa_const_rev: 5'-GGGAAGCTTGA 
TACAGTTGGTGCAGCATCAGC. 
Определение нуклеотидных последова-

тельностей фрагментов. Реакцию Сэнгера 
проводили с использованием набора BigDye 
Terminator 3.1 cycle sequencing kit («Applied 
Biosystems»). Продукты реакции очищали 
от невключившейся метки с помощью гель-
фильтрации на колонках с сорбентом Se- 
phadex G50 («GE Healthcare»), после чего 
образцы передавали в Центр коллективного 
пользования «Геномика» СО РАН для ана-
лиза на секвенаторе ABI 3130xl. 
Сайт-направленный мутагенез вектор-

ных плазмид с целью введения сайтов гид-
ролиза эндонуклеазами рестрикции прово-
дили с помощью метода мегапраймера [7; 
8]. В качестве праймерных олигонуклеоти-
дов, вносящих мутации, использовали сле-
дующие олигонуклеотиды (подчеркнуты 
нуклеотиды, содержащие сайты гидролиза 
эндонуклеазами рестрикции): 

 
VH_dir_XhoI: 5'-GAGGTGCAGCTGCTC 

GAGTCTGG; 
VH_rev_Acc65I: 5'-GACGGTGACCAGGG 

TACCCTGGCC; 
VL_dir_EcoRV: 5'-GGGATATCGTGATGA 

CCCAGTCCCC; 

VL_rev_HindIII: 5'-CCGTTTGATCTCA 
AGCTTGGTCCC. 

Для амплификации фрагментов, в кото-
рые вносили мутации, применяли флан- 
кирующие праймерные олигонуклеотиды 
T7mod_dir: 5'-GGCTTATCGAAATTAATA 
CG и BGH_rev: 5'-TAGAAGGCACAGTCG 
AGG. Для получения олигонуклеотидного 
двуцепочечного коннектора для плазмиды 
pCH2g 10 мкл реакционной смеси, содер-
жащей по 250 нг олигонуклеотидов pCHm2_ 
adapter_dir: 5'-TCGAGGTCGACAGCGGCCG 
CG и pCHm2_adapter_rev: 5'-GTACCGCGG 
CCGCTGTCGACC, 1 ед. акт. полинуклео-
тидкиназы бактериофага Т4, а также 1 мкл 
буфера «10 T4 ligase buffer» («Fermentas»), 
инкубировали 1 ч при 37 °C, затем 3 мин 
при 80 °C, после чего медленно охладили до 
25 °C. Аналогично на основе олигонуклео-
тидов pCLm4_adapter_dir: 5'-ATCGTCGAC 
AGCGGCCGCA и pCLm4_adapter_rev: 5'-
AGCTTGCGGCCGCTGTCGACGAT получен 
коннектор для плазмиды pCL2h. 
Электрофоретическое разделение фраг-

ментов ДНК проводили согласно стандарт-
ной методике с использованием 6 % поли-
акриламидного геля либо 1 % агарозного 
геля в буфере, содержащем 40 мМ Трис, 
20 мМ уксусную кислоту и 1 мМ этилен-
диаминтетрауксусную кислоту. Для визуа-
лизации ДНК гель окрашивали раствором 
бромистого этидия (0,5 мкг/мл). В качестве 
маркера молекулярных масс использовали 
100 bp DNA Ladder («Fermentas»). 
Электрофоретическое разделение белков 

проводили по Лэммли [9]. Гели окрашивали 
спиртовым раствором красителя Coomassie 
Brilliant Blue R-250 («Sigma»). 
Антитела в эукариотических клетках 

получали в результате транзиентной экс-
прессии в клетках линии CHO-K1. Плаз-
мидную ДНК для трансфекции клеток нара-
батывали в клетках E. coli XL1-blue и вы- 
деляли с использованием набора PureYield 
plasmid midiprep system («Promega») соглас-
но рекомендациям производителя. Эукарио-
тические клетки трансфицировали с помо-
щью реагента Lipofectamine 2000 («Invitro-
gen») в соответствии с рекомендациями 
производителя. Трансфекцию проводили од- 
новременно двумя плазмидными ДНК,  
кодирующими тяжелые и легкие цепи анти-
тела. В качестве контроля трансфекции ис-
пользовали плазмидную ДНК pEGFP-N1 
(«Clontech»), кодирующую зеленый флуо-
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ресцентный белок. После трансфекции клетки 
культивировали в среде Ham's F12 Nutrient 
Mixture («Gibco») с 2 % бычьей эмбрио-
нальной сывороткой с пониженным содер-
жанием иммуноглобулинов. Отбор и замену 
культуральной среды осуществляли один 
раз в сутки на протяжении 5–7 дней. 
Хроматографическое выделение анти-

тел. Культуральную среду, содержащую 
рекомбинантное антитело, центрифугирова-
ли 10 мин при 12 000g. Хроматографиче-
скую полипропиленовую колонку («QIA- 
gen»), содержащую белок А-сефарозу CL-4B 
(«GE Healthcare»), предварительно уравно-
вешивали фосфатно-солевым буферным 
раствором (ФСБР) в составе: 100 мМ NaCl, 
50 мМ Na2HPO4 при pH 7,4. Супернатант на-
носили на колонку со скоростью 0,5 мл/мин 
при температуре 4 °C. Колонку промывали 
тремя объемами ФСБР, затем отмывали от 
иммуноглобулинов быка четырьмя объема-
ми 0,1 М цитратного буфера, pH 5,0, и элю- 
ировали рекомбинантное антитело четырь-
мя объемами 0,1 М цитратного буфера,  
pH 3,0. К элюату добавляли 1 М трис-HCl 
буфер, pH 8,8, в соотношении 1 : 10 для из-
менения pH до физиологических значений. 
Раствор антитела концентрировали с помо-
щью фильтров Amicon Ultra-4 30K («Milli- 
pore») и заменяли буфер на ФСБР с добав-
лением 0,05 % азида натрия. Концентрацию 
белка в препарате определяли спектрофото-
метрически на длине волны 280 нм. 
Гидролиз белков трипсином и масс-

спектрометрический анализ пептидов. Пре-
параты антител разделяли электрофоретиче-
ски в полиакриламидном геле, после чего 
вырезали участки геля, содержащие легкие 
и тяжелые цепи. Для удаления красителя к 
измельченному гелю добавляли 50–100 мкл 
50 мМ NH4HCO3 в 50 % водном растворе 
ацетонитрила, взбалтывали в течение 10 мин, 
после чего супернатант удаляли и добавляли 
50–100 мкл 100 % ацетонитрила. Через 
2 мин ацетонитрил также удаляли, процеду-
ру отмывки повторяли два раза. После вы-
сушивания в вакуумном концентраторе к 
образцам добавляли 30 мкл раствора моди-
фицированного трипсина («Promega»)  
20 нг/мкл в 50мМ NH4HCO3. Образцы инку-
бировали 1 ч при 4 °C, затем в течение ночи 
при 37 °C. Образовавшиеся пептиды экстра-
гировали 25 мкл 25 мМ раствора NH4HCO3 
и упаривали в вакуумном концентраторе до 
10 мкл. Пептиды дополнительно очищали с 

помощью наконечников ZipTip C18 («Milli- 
pore») согласно инструкции производителя. 
Образцы полностью высушивали и переда-
вали для анализа на масс-спектрометре 
UltraFlex II («Bruker Daltonics»). Получен-
ные спектры обрабатывали с помощью 
программы mMass. 
Иммуноферментный анализ. В лунки  

96-луночных полистирольных иммунологи-
ческих планшетов («Медполимер») сорби-
ровали по 100 нг белка p35d либо контроль-
ный антиген (3 % раствор бычьего 
сывороточного альбумина), растворенные в 
ФСБР, pH 7,4. После блокировки мест не-
специфического связывания ФСБР с 0,2 % 
Твин-20 лунки инкубировали 1 ч при 37 °C  
с полноразмерным антителом человека fh1A 
в соответствующих разведениях. Иммунные 
комплексы, образовавшиеся в ходе реакции, 
выявляли инкубацией с раствором мышиного 
моноклонального антитела против Fc-фраг- 
ментов IgG1 антител человека, конъюгиро-
ванного с щелочной фосфатазой («Sigma»). 
Конъюгат использовали в разведении 
1 : 12 000 в ФСБР с 0,05 % Твин-20. После 
инкубации в течение часа при 37 °C лунки 
трехкратно промывали ФСБР с 0,05 % Твин-
20, затем трехкратно AP-буфером (100 мМ 
NaCl, 5 мМ MgCl2, 100 мМ трис-HCl, 
pH 9,5) и добавляли в лунки 100 мкл 2 мг/мл 
раствора паранитрофенилфосфата в AP-бу- 
фере. Оптическую плотность раствора в лун-
ках измеряли на планшетном спектрофото-
метре Model 680 microplate reader («Bio-Rad») 
при длине волны 405 нм. 
Анализ связывания антител с антигенами 

на оптическом биосенсоре. Рекомбинантный 
белок Е [10] ковалентно иммобилизовали на 
поверхность GLC-чипа. Для этого использо-
вали 10 мкг/мл раствора белка в 10 мМ аст-
ацетате натрия, pH 4,5. Уровень иммобили-
зации составил 4 000 RU. Растворы антитела 
в фосфатно-солевом буферном растворе с 
добавлением 0,005 % Твин-20 (ФСБР-Т), 
полученные в результате последовательного 
двукратного разведения, начиная с концен-
трации 50 нМ, пропускали над поверхно-
стью чипа. Ассоциация длилась 600 с при 
скорости потока 25 мкл/мин, диссоциация 
протекала 4 ч в ФСБР-Т при той же скоро-
сти потока. Константы скорости ассоциации 
и диссоциации, а также равновесная кон-
станта диссоциации были определены в  
режиме объединенного анализа согласно 
модели Лэнгмюра с использованием про-
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граммного обеспечения ProteOn Manager soft-
ware 3.1.0. 

 
Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Конструирование кассетных векторных 

плазмид. Для получения полноразмерных 
рекомбинантных антител преимущественно 
используют клетки млекопитающих, транс-
фицированные плазмидными ДНК, коди-
рующими тяжелую и легкую цепи антитела 
[11]. При получении линии клеток, стабиль-
но секретирующих антитело, необходимо 
проводить отбор клонов, содержащих одно-
временно плазмиды, несущие гены тяжелой 
и легкой цепей антитела, что обеспечивает-
ся применением плазмид, несущих гены ус-
тойчивости к разным антибиотикам. Ранее в 
нашей лаборатории для транзиентной экс-
прессии генов антител использовали клетки 
линий HEK293T или CHO-K1, а также 
плазмиды pCH1 и pCL1 [6], содержащие 
гены тяжелой и легкой цепей полноразмер-
ного человеческого антитела против вируса 
Эбола. Эти плазмиды сконструированы на 
основе коммерческого вектора pcDNA3.1(+) 
(«Invitrogen»), гены тяжелой и легкой цепей 
в них находятся под контролем цитомегало-
вирусного промотора и содержат последова-
тельности полиаденилирования гена бычьего 
гормона роста. Обе плазмиды содержат ген 
устойчивости к генетицину в качестве се-
лективного маркера. 

Для замены в плазмиде pCL1 гена устой-
чивости к генетицину эту плазмиду гидро-
лизовали эндонуклеазами рестрикции NheI и 
ApaI, после чего фрагмент, содержащий ген 
легкой цепи, встраивали в гидролизованную 
теми же эндонуклеазами рестрикции плаз-
миду pcDNA3.1/Hygro(+) («Invitrogen»), со-
держащую ген устойчивости к гигромици- 
ну Б. В результате получена плазмида pCL1/ 
hygro, несущая ген устойчивости к гигро-
мицину Б и обеспечивающая продукцию 
легкой цепи полноразмерного антитела. 

Для того чтобы в плазмидах pCH1 и 
pCL1/hygro можно было заменять V-гены, 
получая при этом новые антитела с различ-
ной специфичностью, в эти плазмиды вво-
дили дополнительные уникальные сайты 
гидролиза эндонуклеазами рестрикции в 5'- 
и 3'-участки VH- и VL-генов. Сайты подоб-
раны таким образом, чтобы их введение ми-
нимально изменяло консервативную амино-

кислотную последовательность N- и С-кон- 
цов вариабельных доменов антител. В ре-
зультате анализа последовательностей  
вариабельных доменов мышиных и челове-
ческих антител с помощью базы данных 
Abysis (http://www.bioinf.org.uk/abysis) вы-
браны сайты эндонуклеаз XhoI и Acc65I для 
плазмиды pCH1 и сайты эндонуклеаз EcoRV 
и HindIII для плазмиды pCL1/hygro. Соглас-
но базе данных V BASE (http://www2.mrc-
lmb.cam.ac.uk/vbase/), эти сайты крайне ред-
ко встречаются в нуклеотидных последова-
тельностях зародышевых генов вариабель-
ных доменов антител. 

Для конструирования кассетного вектора 
на основе плазмиды pCH1 из этой плазмиды 
предварительно удаляли некодирующий 
участок с 2 346 по 2 497 п. н., содержащий 
сайт XhoI (здесь и далее указаны координа-
ты плазмиды pcDNA3.1(+), используемые 
производителем). Затем сайты эндонуклеаз 
рестрикции XhoI и Acc65I последовательно 
вводили методом мегапраймера [7; 8], в ре-
зультате чего получили плазмиду pCHm, 
содержащую сайты XhoI и Acc65I в положе-
ниях 999 и 1 311 п. н. соответственно. Затем 
полученную плазмиду pCHm обрабатывали 
эндонуклеазами рестрикции XhoI и Acc65I и 
объединяли в реакции лигирования с двуце-
почечным олигонуклеотидным коннекто-
ром, последовательность которого приведе-
на на рис. 1, а. В результате получили 
плазмиду pCH2g, обеспечивающую удобное 
клонирование генов, кодирующих VH-доме- 
ны различных антител. 

Для конструирования кассетного вектора 
на основе плазмиды pCL1/hygro из этой 
плазмиды предварительно удаляли некоди-
рующий участок полилинкера с 1 640 по 
1 681 п. н., содержащий сайт HindIII, а так-
же участок с 1 301 по 1 312 п. н. длиной  
12 п. н., кодирующий неестественную для 
иммуноглобулинов вставку Ala-Leu-Gly-Arg 
между VL- и CL-доменами. Затем сайты эн-
донуклеаз рестрикции EcoRV и HindIII по-
следовательно вводили методом мегапрай-
мера [7; 8], в результате чего получили 
плазмиду pCLm4/hygro, содержащую сайты 
EcoRV и HindIII в положениях 977 и  
1 283 п. н. соответственно. Затем получен-
ную плазмиду pCLm4/hygro обрабатывали 
эндонуклеазами рестрикции EcoRV и HindIII 
и объединяли в реакции лигирования с дву-
цепочечным олигонуклеотидным коннекто-
ром, последовательность которого пред-
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Рис. 1. Карты полученных плазмид pCH2g (а) и pCL2h (б): CMV promoter – цитомегаловирусный промотор; VH и VL – участки гена, кодирующие вариабельные домены тяжелой и легкой 
цепей антитела; human IgG1 constant – участок, кодирующий константные домены тяжелых цепей антител человека изотипа IgG1; human kappa constant – участок, кодирующий констант-
ный домен каппа-цепей антител человека; курсивом указаны сайты эндонуклеаз рестрикции 
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Рис. 2. Электрофореграмма антител ch1B1a и fh1A в 15 % полиакриламидном геле: 
1 – нативное антитело ch1B1a; 2 – антитело ch1B1a, обработанное дитиотреитолом; 
3 – нативное антитело fh1A; 4 – антитело fh1A, обработанное дитиотреитолом; М – 
маркер молекулярных масс 

 
 
 
ставлена на рис. 1, б. В результате получили 
плазмиду pCL2h, обеспечивающую удобное 
клонирование генов, кодирующих VL-доме- 
ны различных антител. 
Получение антител ch1B1a и fh1A. ДНК-

фрагменты VH-1B1 и VL-1B1, кодирующие 
VH- и VL-домены мышиного моноклональ-
ного антитела 1B1 [12; 13] против глико-
протеина Е ВКЭ, получены в результате 
ПЦР с плазмид pUC19-VH-1B1 и pUC19-
VL-1B1 [14] с использованием праймеров 
VH_dir_XhoI, VH_rev_Acc65I, VL_dir_EcoRV 
и VL_rev_HindIII. ДНК-фрагменты VH-1A и 
VL-1A, кодирующие VH- и VL-домены фаго-
вого антитела 1A [15], отобранного из ком-
бинаторной фаговой библиотеки против 
белка p35 вируса осповакцины, получены в 
результате ПЦР с плазмиды pHEN-1A с ис-
пользованием тех же праймеров. Фрагменты 
VH-1B1 и VH-1A, а также плазмидная ДНК 
pCH2g гидролизованы эндонуклеазами 
XhoI и Acc65I и после электрофоретическо-
го разделения векторный фрагмент плазми-
ды объединен ДНК-лигазой фага Т4 с каж-
дым VH-фрагментом отдельно. В результате 
получены плазмидные ДНК pCH2g-1B1 и 
pCH2g-1A. Аналогично с использованием 
эндонуклеаз EcoRV и HindIII на основе 

ПЦР-фрагментов VL-1B1 и VL-1A и плаз-
мидной ДНК pCL2h получены плазмидные 
ДНК pCL2h-1B1a и pCL2h-1A. 

Гуманизированное антитело ch1B1a по-
лучали в результате транзиентной экспрес-
сии в клетках яичников китайского хомячка, 
линия CHO-K1. Клетки трансфицировали 
одновременно двумя плазмидами pCH2g-
1B1 и pCL2h-1B1a, отбор культуральной 
среды производили ежедневно в течение 
недели. Рекомбинантное антитело fh1A по-
лучали на основе плазмидных ДНК pCH2g-
1A и pCL2h-1A аналогичным образом. Ан-
титела выделяли из культуральной среды 
хроматографией на сорбенте с иммобилизо-
ванным белком А Staphylococcus aureus 
(SpA). Выход обоих антител составил около 
0,5 мг белка с литра культуральной среды. 

Электрофоретический анализ очищенных 
антител показал, что они представляют со-
бой белки с молекулярной массой около  
150 кДа. Предварительная инкубация с дити-
отреитолом приводит к разделению антител 
на легкие и тяжелые цепи с молекулярной 
массой около 25 и 50 кДа соответственно 
(рис. 2). 

Масс-спектрометрический анализ фраг-
ментов, образовавшихся в результате гидро-  



 
а                                                                                                                    б 

 
Рис. 3. Масс-спектр продуктов гидролиза трипсином тяжелой (а) и легкой (б) цепей антитела ch1B1a.  

Над пиками указано отношение массы к заряду m/z 
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Рис. 4. Взаимодействие антитела fh1A с рекомбинантным белком p35d (а) и антитела ch1B1a с рекомбинантным белком Е (б) 
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лиза трипсином отдельно легких и тяжелых 
цепей антитела ch1B1a (рис. 3), подтвердил, 
что полученный белок является продуктом 
генов, расположенных в плазмидах pCH2g-
1B1 и pCL2h-1B1a. 

Взаимодействие антитела fh1A с реком-
бинантным белком p35d вируса оспы коров 
изучали с использованием ИФА. Для этого 
100 нг белка p35d сорбировали в лунки им-
мунологических планшетов и инкубировали 
с последовательными двукратными разве-
дениями антитела fh1A (начальная концен-
трация 1 мг/мл). График, иллюстрирующий 
взаимодействие, представлен на рис. 4, а. 
Рассчитанное значение равновесной констан-
ты аффинности составило KD = (5,1 ± 0,6) ×  
× 10–8 М. 

Взаимодействие антитела ch1B1a с ре-
комбинантным белком Е вируса клещевого 
энцефалита исследовано на оптическом 
биосенсоре ProteOn XPR36 («Bio-Rad»). Бе-
лок Е ковалентно иммобилизовали на по-
верхность биосенсора, а антитело ch1B1a 
находилось в растворе. График, иллюстри-
рующий это взаимодействие, представлен 
на рис. 4, б. Рассчитанные значения кон-
стант скорости ассоциации и диссоциации 
составили kon = (1,5 ± 0,01) × 105 М–1с–1,  
koff = (7,0 ± 0,1) × 10–5c–1. Значение равно-
весной константы аффинности составило  
KD = (4,7 ± 0,1) × 10–10 М. 

 
Заключение 
 
Сконструированы две оригинальные кас-

сетные плазмиды pCH2g и pCL2h для полу-
чения полноразмерных рекомбинантных 
антител в эукариотических клетках. На ос-
нове этих плазмид сконструированы плаз-
миды pCH2g-1B1 и pCL2h-1B1a, а также 
pCH2g-1A и pCL2h-1A, обеспечившие про-
дукцию химерного антитела ch1В1a против 
белка Е вируса клещевого энцефалита и 
полноразмерного человеческого антитела 
fh1A против иммунодоминантного белка 
р35 ортопоксвирусов в клетках CHO-K1 со-
ответственно. Подтверждена способность 
полученных антител специфически связы-
вать целевой антиген. 
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I. K. Baykov, Ya. A. Khlusevich, A. L. Matveev, I. N. Babkina, N. V. Tikunova 
 

CONSTRUCTION OF CASSETTE VECTOR PLASMIDS FOR PRODUCTION 
OF FULL-SIZE RECOMBINANT ANTIBODIES 

 
Original cassette vector plasmids pCH2g and pCL2h for cloning V-genes encoding variable domains of antibody 

heavy and light chains and production of recombinant full-size antibodies in eukaryotic cells have been constructed. Plas-
mids pCH2g-1B1, pCL2h-1B1a and pCH2g-1A, pCL2h-1A have been developed on the base of pCH2g and pCL2h. The-
se pairs of plasmids provided production of chimeric antibody ch1B1a against recombinant tick-borne encephalitis protein 
E and fully human antibody fh1A against orthopoxvirus immunodominant protein p35, respectively. Structure of these 
antibodies has been proven by electrophoresis and mass-spectrometry. The ability of these antibodies to bind specific 
antigens has been confirmed by ELISA and optical biosensor ProteOn XPR36 studies; affinity constants have been meas-
ured. 

Keywords: plasmids, cloning, chimeric antibody, fully human antibody. 
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