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Аннотация
Цели. Анализ физико-химических и антигенных свойств рекомбинантного белка гемагглютинина вируса свиного гриппа штам-
ма А/H1N1 — swH1-His — полученного путем трансдукции суспензионной линии HEK293 рекомбинантным аденовирусом 
человека 5-го серотипа.
Методы. Сборку целевого гена гемагглютинина de novo проводили методом полимеразной цепной реакции. Рекомбинантный 
аденовирус recAd5-swH1-His получали с помощью набора AdEasy™ Adenoviral Vector System, накопление препаративных ко-
личеств рекомбинантного белка проводили методом трансдукции recAd5-swH1-His суспензионной культуры клеток HEK293 
в биореакторе волнового типа. Методом металл-хелатной аффинной очистки на сорбенте выделили рекомбинантный гемаг-
глютинин из культуральной среды. Методами электрофореза и вестерн-блота определили его молекулярную массу, показали 
ее соответствие ожидаемой, а также наличие гистидиновых остатков. Методом непрямого иммуноферментного анализа со 
специфическими сыворотками установили антигенную специфичность swH1-His.
Результаты. В ходе работы получили рекомбинантный гемагглютинин swH1-His в количестве 1.2 мг из 50 мл культуральной 
жидкости, доказали соответствие его массы заявленной молекулярной массе (≈70 кДа) и наличие сшивки с гистидиновыми 
остатками, а также показали антигенную специфичность swH1-His в реакции с сыворотками.
Выводы. Определены физико-химическая и антигенная характеристики рекомбинантного белка гемагглютинина свиного грип-
па А/H1N1 (swH1-His), полученного трансдукцией клеток HEK293 рекомбинантным аденовирусом человека 5-го серотипа. 
В дальнейшем полученный рекомбинантный гемагглютинин может быть использован как антиген для диагностики гриппа 
животных и человека. 
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Abstract
Objectives. To analyze the physicochemical and antigenic properties of recombinant hemagglutinin protein of swine influenza 
virus strain A/H1N1 (swH1-His) obtained by transduction of suspension line HEK293 with recombinant human adenovirus 
serotype 5.
Methods. The de novo assembly of the target hemagglutinin gene was performed via the polymerase chain reaction. Recombinant 
adenovirus recAd5-swH1-His was obtained using the AdEasy™ Adenoviral Vector System kit. Accumulation of preparative amounts 
of recombinant protein was performed by transduction of recAd5-swH1-His suspension culture of HEK293 cells in a wave-type 
bioreactor. Recombinant hemagglutinin was isolated from the culture medium by metal-chelate affinity purification on a sorbent. 
The actual molecular mass and its correspondence to the expected value, as well as the presence of histidine residues were shown by 
electrophoresis and Western blot. The antigenic specificity of swH1-His was determined by indirect enzyme-linked immunosorbent 
assay with specific sera.
Results. Recombinant hemagglutinin swH1-His was obtained in the amount of 1.2 mg from 50 mL of culture fluid. The compliance of 
its mass with the declared molecular mass (≈70 kDa) was confirmed along with the presence of cross-linking with histidine residues. The 
antigenic specificity of swH1-His in reaction with sera was demonstrated.
Conclusions. The physicochemical and antigenic characteristics of recombinant protein hemagglutinin of swine influenza A/H1N1 
(swH1-His) obtained by transduction of HEK293 cells with recombinant human adenovirus of serotype 5 were determined. The obtained 
recombinant hemagglutinin can be used as an antigen for animal and human influenza diagnostic purposes.
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ВВЕДЕНИЕ

Грипп — острое респираторное инфекционное за-
болевание, циркулирующее среди населения повсе-
местно, с сезонными подъемами заболеваемости. 
Высокая контагиозность и значительная склонность 
к мутациям позволяют вирусу гриппа достаточно 
быстро адаптироваться к сформированному клас-
сическими сезонными вакцинами иммунитету [1]. 
Поэтому актуальной остается разработка вакцин ши-
рокого спектра действия против гриппа, направлен-
ных на формирование иммунного ответа на консер-
вативные (низковариабельные) последовательности 
белков вируса гриппа [2–5]. В России такие вакцины 
активно разрабатываются [6, 7].

Для оценки эффективности вакцинации важным 
аспектом является разработка тест-систем для опре-
деления титров антител у иммунизированных людей. 
С такой задачей хорошо справляются тест-системы, 
основанные на иммуноферментном анализе (ИФА). 
Неотъемлемым их параметром является наличие ан-
тигена, отвечающего таким критериям, как доступ-
ность получения и очистки, а также соответствие 
антигенных свойств нативному белку.

Для получения рекомбинантных белков в настоя-
щее время существует несколько различных систем 
экспрессии. Как правило, выбор продуцентов для по-
лучения рекомбинантного белка зависит от конкрет-
ных задач. Чаще всего — это получение достаточного 
количества белка максимально похожего по структу-
ре на свою природную форму. Гликозилирование бел-
ка оказывает значительное влияние на физические 
(укладка, растворимость, молекулярная масса и т.п.) 
и биологические (биодоступность, иммуногенность) 
свойства получаемого белка [8], поэтому фактор со-
ответствия профиля гликозилирования синтезиру-
емого рекомбинантного белка нативному зачастую 
становится ключевым.

Наиболее оптимальной системой экспрессии 
для получения сложных эукариотических рекомби-
нантных белков являются клетки млекопитающих. 
Близкие к естественным условия экспрессии по-
зволяют получить белки с определенной степенью 
гликозилирования, сильно приближенной к натив-
ной форме [9]. Такой подход оптимален для научно- 
исследовательских задач, где доступность и бы-
строта получения должна сочетаться с максимально 
природной формой рекомбинантного белка.

Среди клеток млекопитающих в качестве про-
дуцентов выделяют две широко используемые 

линии клеток — клеточная линия, полученная из 
эмбриональных почек человека (human embryonic 
kidney (HEK) 293 cells, HEK293) и клетки яични-
ка китайского хомяка (Chinese hamster ovary (СНО) 
cells). Последний вариант хоть и дает высокий вы-
ход рекомбинантного белка (3–8 г/л) со сложным 
гликозилированием, но чаще всего связан с долгой 
и трудоемкой работой для выведения стабильной 
линии-продуцента. В экспериментальной лабо-
ратории предпочтительнее получать белок мето-
дом временной трансфекции, где культура СНО 
уступает клеткам HEK по сложности постановки 
трансфекции и уровню наработки рекомбинант-
ного белка [8]. Также клетки HEK293 примеча-
тельны отсутствием онкогенного потенциала и 
низкой иммуногенностью продуцируемых реком-
бинантных белков ввиду отсутствия в их структу-
ре модификаций, нехарактерных для человека [10]. 
Несомненным преимуществом обладает вариант 
этой линии в виде суспензии. Адаптированная 
к бессывороточной среде суспензия оптимальна 
для масштабирования процесса и получения ре-
комбинантного продукта без излишней белковой 
нагрузки (например, альбуминов), которую вносит 
сыворотка, используемая при выращивании адгези-
онных HEK293.

Повсеместно HEK293 используется для полу-
чения вирусных векторов. Благодаря присутствию 
аденовирусных генов E1A/B, ответственных за вспо-
могательные функции, в культуре клеток HEK293 
получают аденовирусные и аденоассоциированные 
вирусные вектора, в частности — аденовирус чело-
века 5-го серотипа (Ad5) [10].

Получение рекомбинантных белков in vitro че-
рез трансдукцию аденовирусным вектором человека 
Ad5 культуры клеток в настоящее время применяется 
редко, тем не менее, этот подход имеет значительный 
потенциал. В совокупности с достоинствами суспен-
зионной линии HEK293 такой тандем способен обе-
спечить эффективную продукцию рекомбинантного 
белка, требующего минимальных экономических за-
трат и усилий по очистке.

В данной работе нами впервые был получен ре-
комбинантный аденовирус (recAd5), экспрессиру-
ющий ген гемагглютинина свиного гриппа типа А 
штамма H1N1 (swH1-His) в линии клеток HEK293. 
Экспрессированный в культуральную среду реком-
бинантный белок был аффинно очищен на сорбенте 
и охарактеризованы его физико-химические и анти-
генные свойства.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание de novo гена гемагглютинина свиного гриппа swH1-His 

Сборку гена de novo проводили блочным методом, как описано Lei Young и Qihan Dong [11]. Для сборки гена 
были подобраны олигонуклеотиды — последовательно идущие прямые и обратные праймеры длиной по 65 ну-
клеотидов (см. табл. 1). Праймеры были синтезированы в компании Евроген (Россия). В работе использовали 
маркер молекулярного веса ДНК GeneRuller SM0311 (Thermo Fisher Scientific, США).

На первом этапе в полимеразную цепную реакцию (ПЦР) брали по 4 праймера и объединяли их в бло-
ки по 200 пар оснований (п.о.). На одну реакцию количество внесенных внешних праймеров состав-
ляло 10 пмоль и внутренних — 0.01 пмоль. Использовали ДНК-полимеразу Pfu (ELK Biotechnology, 
Китай), отжиг праймеров производили при 55℃. Ампликоны детектировали методом горизонтально-
го электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле (Thermo Fisher Scientific, США), фрагменты вырезали из 
геля и очищали на одной колонке Cleanup mini (Евроген, Россия). Далее проводили ПЦР с перекрываю-
щимся расширением (overlap extension polymerase chain reaction, OE-PCR) с использованием 100 нг очи-
щенных ампликонов и полимеразы Pfu. На третьем этапе, проводили стандартную ПЦР с праймерами  
swH1-His_out-F (5`-CGAGCCTAAGCTTCTAGATAAGATGCCGCCACCATGCTTGGACCCTGTATGCTGC-3`)  
и swH1-His_out-R (5`-TATCTAGATCCGGTGGATCGGATTCATTAGTGATGATGGTGATGGTGATGGTGATGG-3`).

Полученный ген swH1-His (полная последовательность приведена в табл. 2) клонировали методом про-
стой линейной итеративной кластеризации (simple linear Iierative clustering, SLIC) в челночную плазмиду 
pShuttle-CMV, гидролизованную по сайту Eco32I из набора AdEasyTM Adenoviral Vector System (Stratagene, 
США), с получением плазмиды pShuttle-swH1-His.

Получение recAd5, экспрессирующего 
ген гемагглютинина свиного гриппа 
типа А штамма H1N1 (swH1-His)

Для трансфекции использовали реактив 
Lipofectamine® 2000 Reagent (Thermo Fisher Scientific, 
США) в соответствии с протоколом. После транс-
фекции собирали клетки и проводили три цикла за-
мораживания-оттаивания для получения вирусного 
стока. Титр полученного рекомбинантного вируса 
recAd5-swH1-His определяли в реакции бляшкообра-
зования на адгезионной культуре клеток HEK293 
с конфлюентностью 70%. В течение 4 дней наблю-
дали цитопатическое действие (ЦПД), вызванное 
recAd5-swH1-His.

Для анализа факта наличия последовательностей 
в составе генома recAd5-swH1-His выделяли ДНК и 
ставили ПЦР с детекцией продуктов методом элек-
трофореза в агарозном геле. Последовательности 
праймеров для каждой последовательности пред-
ставлены в табл. 3.

Получение препаративных  
количеств белка swH1-His 
в культуральной жидкости

Для накопления препаративного количества реком-
бинантного гемагглютинина суспензионную кле-
точную линию HEK293 трансдуцировали вирусом 
recAd5-swH1-His.

Адгезионную и суспензионную клеточные куль-
туры эмбриональной почки человека HEK293 полу-
чили из Коллекции клеточных культур лаборатории 
культур тканей подразделения Института вирусо-
логии им. Д.И. Ивановского Национального иссле-
довательского центра эпидемиологии и микробио-
логии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи 
Министерства Здравоохранения Российской 
Федерации. Клетки культивировали в биореак-
торе волнового типа в мешках для культивирова-
ния клеток Biostat® CultiBag RM 5L (Sartorius AG, 
Германия) в культуральной среде CDM4-HEK293 
HyClone™ (Cytiva, США) с добавлением 2 г/л 
бикарбоната натрия (ПанЭко, Россия), 1 г/л 
Poloxamer 188 (Corning, США) и 4 мМ L-глутамина 
(ПанЭко, Россия) при температуре 37°С и 5% CO2. 
После достижения концентрации 1 ∙ 106 клеток/мл 
в культуру асептически вносили на 100 мл среды 
10 мл вирусной суспензии, содержащей аденовирус 
recAd5-swH1-His в титре 108 БОЕ/мл (бляшкообра-
зующих единиц в мл). 

Трансдуцированные клетки инкубировали в тече-
ние 3 суток до достижения 50–60% ЦПД. Процент 
живых клеток, предварительно окрашенных ме-
тиленовым синим, определяли путем визуального 
подсчета в камере Горяева. Полученную клеточную 
суспензию центрифугировали при 7700g в течение 
20 мин при комнатной температуре (20℃) и отби-
рали надосадочную жидкость, которую хранили при 
температуре −70°С.
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Металл-хелатная аффинная очистка 
на сорбенте
К объему 50 мл культуральной жидкости, содержа-
щей целевой белок, добавили 1М калий-фосфатный 
буфер (Merck, Германия) и хлорид натрия (Merck, 
Германия) до конечной концентрации 50 и 300 мМ 
соответственно и рН 8.0.

Промыли 0.3 мл сорбента — Ni-активированной 
агарозы (Thermo Fisher Scientific, США) — буфе-
ром А (50 мМ калий-фосфатного буфера с рН 8.0 и 
300 мМ хлорида натрия) в количестве 1 мл. Осадок 
сорбента отделяли путем центрифугирования в те-
чение 1 мин со скоростью 3000 об/мин. Повторили 
процедуру дважды.

Подготовленный сорбент перенесли в пробирку 
с 50 мл культуральной жидкости, содержащей 50 мМ 
калий-фосфатного буфера и 300 мМ хлорида натрия, 
и инкубировали смесь на шейкере со скоростью 
100 об/мин в течение 16 ч (ночь) при +22℃. Затем 
центрифугировали при 3000 об/мин и удалили су-
пернатант. Осадок сорбента трижды промыли в 1 мл 
буфера А.

Провели элюцию белка с сорбента с помощью 
1 мл буфера Б, состоящего из 50 мМ калий-фосфат-
ного буфера (рН 8.0), содержащего 300 мМ хлорида 
натрия и 250 мМ метилимидазола (рН 12), покачива-
нием на шейкере со скоростью 180 об/мин в течение 
5 мин. Осадили сорбент низкоскоростным центри-
фугированием (1 мин при 3000 об/мин). Супернатант 
отобрали и диализовали против 50 мМ калий-фос-
фатного буфера (рН 8.0).

Концентрацию аффинно-очищенного препа-
рата белкового антигена измеряли спектрофото-
метрически при длине волны 280 нм на приборе 
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, США). 
Препарат хранили при температуре −20℃.

Электрофоретический анализ белка 
swH1-His

Фракционирование белков проводили методом 
электрофореза в 12%-ном полиакрилатном геле, со-
держащем додецилсульфат натрия (ПААГ-ДСН) 
в буферной системе Лэммли с использованием верти-
кального прибора для мини-гелей Mini-Protean 3 Cell 
(BIO-RAD, США). Молекулярный вес белка опреде-
ляли с помощью маркера PageRuler™ Plus Prestained 
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США).

Образцы для электрофореза вносили с рас-
четом нагрузки 1–4 мкг белка на трек. Перед 
внесением в гель образцы были помещены 

1  HRP — horseradish peroxidase.

в денатурирующие (+) условия с использованием 
диссоциирующего буфера 2× Laemmli Sample Buffer 
(Merck, Германия), доводили объем дистиллирован-
ной водой до 40 мкл (при необходимости). Пробы 
прогревали при 95°С в течение 5–7 мин и вносили 
образцы в лунки геля. Использовали маркер моле-
кулярного веса PageRuler™ Plus Prestained Protein 
Ladder.

Электрофорез проводили при постоянной силе 
тока 20 мА/гель в электродном буфере SDS-PAGE 
Running Buffer, компонентами которого являлись 
25 мМ трис-HCl, 0.25 М глицин и 0.1% додецилсуль-
фат натрия (sodium dodecyl sulfate, SDS), рН 8.3.

По окончании электрофоретического разделе-
ния гель сканировали на приборе Gel Doc™ EZ 
(BIO-RAD, США), в соответствующей программе 
для получения цифрового изображения и оценки 
электрофоретической чистоты препарата, молеку-
лярной массы целевого белка.

Вестерн-блот анализ белка swH1-His

После проведения электрофореза анализируемых 
образцов в ПААГ-ДСН провели трансфер белков из 
геля на мембрану полусухим переносом на прибо-
ре Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD, 
США) при постоянной силе тока 250 мА на площадь 
геля 7 × 8 см.

По окончании переноса, мембрану Nitrocellulose 
Membranes толщиной 0.2 мкм (BIO-RAD, США) 
трижды отмывали в дистиллированной воде по 
10 мин, затем блокировали свободные сайты на мем-
бране рабочим буфером: 20 мМ фосфатно-солево-
го буфера (phosphate buffered saline solution, PBS), 
рН 7.2–7.4, содержащего 0.1% полисорбата 20 
(Твин 20) и 1% казеина, в течение 30 мин при 37℃ 
на шейкере. Затем мембрану инкубировали в том же 
буферном растворе, содержащем моноклональные 
антитела к последовательности гистидинов, мечен-
ные пероксидазой mAb-a-His-HRP1 (Sigma-Aldrich, 
Германия), в рабочем разведении 1/5000 на шейкере 
при 22℃ в течение 16 ч (ночь). По окончании ин-
кубации, мембрану сначала промывали дистилли-
рованной водой, затем трижды по 10 мин буфером 
20 мМ PBS (рН 7.2) + 0.1% Твин 20 на шейкере. 
Хемилюминисцентную детекцию комплекса целевой 
белок–коньюгат проводили c использованием реа-
гента Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagents (GE HealthCare, США) с последующим ска-
нированием иммунореплики на приборе Amersham 
Imager 600 (GE HealthCare, США). 
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Исследование антигенной 
специфичности целевого белка 
swH1-His в реакции со специфическими 
сыворотками методом непрямого ИФА

Постановку непрямого ИФА проводили по стандарт-
ной методике. В качестве антигена брали получен-
ный рекомбинантный белок swH1-His и коммерче-
ский рекомбинантный белок гемагглютинин вируса 
гриппа А штамма H1N1/Сalifornia/2009 (Аbcam, 
Великобритания).

Сорбционная доза белка составляла 1 мкг/мл в 50 мМ 
К-карбонатном буфере, рН 9.6. Блокировку несвязан-
ных сайтов проводили раствором инертного белка — 
1% казеин Bloсker™ Casein (Thermo Fisher Scientific, 
США). Антивидовые моноклональные антитела к IgG 
человека — Goat anti-Human Fc-specific IgG HRP 
(Sigma-Aldrich, Германия) — вносили в рабочем раз-
ведении 1/5000. Для проявки иммунного комплек-
са использовали однокомпонентный ТМБ-субстрат2 
(Sigma-Aldrich, Германия). Оптическую плотность из-
меряли при длине волны λ = 450 нм с помощью план-
шетного спектрофотометра iEMS Reader MF Thermo 
Labsystems (Thermo Fisher Scientific, США). За титр 
антител принимали величину, обратную наибольшему 
разведению сыворотки, в котором оптическое погло-
щение в 2 раза превышало фон.

Статистическая обработка результатов

Статистическую обработку ре-
зультатов проводили в програм-
ме GraphPad Prism (Dotmatics 
Canada). Использовали такие ме-
тоды статистической обработки, 
как нахождение среднегеометри-
ческого титра c указанием 95% 
доверительного интервала (СI).

2 ТМБ — стабилизированный раствор 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина гидрохлорида. [TMB is stabilized solution of 
3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine hydrochloride.]

3 NCBI — National Center for Biotechnology Information. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Дата обращения 10.06.2023 г. / Accessed June 10, 2023.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Создание de novo гена гемагглютинина 
свиного гриппа swH1-His 

Для создания модифицированного гена выбра-
ли ген гемагглютинина штамма Influenza A virus  
A/swine/Illinois/A01672343/2017(H1N1) (NCBI3 Protein 
ID — AQU12415, NCBI GenBank — KY593239.1). 
Трансмембранный домен и цитоплазматический до-
мен удалили in silico и вместо них поставили спей-
сер (GSSAS) и 10 кодонов, кодирующих гистидин. 
Нуклеотидную последовательность структурной ча-
сти гена swH1-His оптимизировали под частоту кодон-
ного состава генов Homo sapience, удалили донорные и 
акцепторные сайты сплайсинга, прямые и инвертиро-
ванные повторы, а также некоторые рестрикционные 
сайты.

Сборку гена проводили методом ПЦР с ис-
пользованием «блоков», как описано Lei Young и 
Qihan Dong [11], с некоторыми изменениями: на 
первом этапе из четырех праймеров получали ам-
пликон размером 200 п.о. (рис. 1), на втором этапе 
проводили сборку полученных коротких амплико-
нов до полноразмерного гена, в результате которой 
все фрагменты достраивают друг друга, и на треть-
ем этапе с внешними праймерами амплифицировали 
полноразмерный ДНК-фрагмент размером 1708 п.о. 
(рис. 2) и клонировали в плазмидный вектор для по-
лучения плазмиды pShuttle-swH1-His.
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Рис. 1. Схема получения блоков по 200 п.о. с помощью амплификации четырех праймеров

Fig. 1. Scheme for obtaining blocks of 200 base pairs (bp) using four primer amplification
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Рис. 2. Электрофореграмма результатов амплификации 
полноразмерного гена swH1-His с концевыми 
праймерами swH1-His_out-F и swH1-His_out-R. Размер 
ампликона равен 1708 п.о., два повтора. М — маркер 
молекулярного веса

Fig. 2. Electropherogram of the results of amplification 
of the full-length swH1-His gene with terminal primers 
swH1-His_out-F and swH1-His_out-R. The amplicon size is 
1708 bp, two repeats. M is the molecular weight marker

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Получение recAd5, экспрессирующего 
ген гемагглютинина свиного гриппа 
типа А штамма H1N1 (swH1-His)

В реакции бляшкообразования титр полученного ре-
комбинантного аденовируса recAd5-swH1-His в ли-
зате клеток составил 2 ∙ 108 БОЕ/мл.

В ПЦР с детекцией продуктов методом элек-
трофореза в агарозном геле (рис. 3) доказали нали-
чие в ДНК рекомбинантного аденовируса человека 
5-го серотипа (гексон), последовательности гена 
swH1-His, а также отсутствие последовательности 
Е1-области аденовируса человека 5-го серотипа.

1      2     3     М 4     5      6     М M      7     8     9
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Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР анализа ДНК, выделенной 
из трансдуцированных клеток рекомбинантным 
аденовирусом recAd5-swH1-His.  
 (A) ПЦР с праймерами на E1-область аденовируса:  
  (1) recAd5-swH1-His,  
  (2) положительный контроль реакции — 1060 п.о.,  
  (3) отрицательный контроль реакции.  
 (B) ПЦР с праймерами на гексон аденовируса:  
  (4) recAd5-swH1-His,  
  (5) положительный контроль реакции — 580 п.о.,  
  (6) отрицательный контроль реакции.  
 (C) ПЦР с праймерами на ген swH1-His:  
  (7) отрицательный контроль реакции,  
  (8) recAd5-swH1-His,  
  (9) положительный контроль реакции — 670 п.о.  
М — маркер молекулярного веса

Fig. 3. Electropherogram of polymerase chain reaction (PCR) 
analysis of DNA isolated from transduced cells  
with the recombinant adenovirus recAd5-swH1-His.  
(A) PCR with primers for the E1 region of the adenovirus: 
(1) recAd5-swH1-His, (2) positive reaction control — 
1060 bp, (3) negative reaction control. (B) PCR with primers 
for adenovirus hexon: (4) recAd5-swH1-His, (5) positive 
reaction control — 580 bp, (6) negative reaction control. 
(C) PCR with primers for the swH1-His gene: (7) negative 
reaction control, (8) recAd5-swH1-His, (9) positive reaction 
control — 670 bp. M is the molecular weight marker

Получение препаративных 
количеств целевого белка swH1-His 
в культуральной жидкости

Как показали предыдущие исследования [12], 
при использовании аденовекторной системы наи-
лучшими параметрами для накопления целевого 

рекомбинантного белка в культуральной среде явля-
ются доза заражения 200 БОЕ/клетку и 3 суток инку-
бации с достижением 50–60% ЦПД.

Из осветленной культуральной жидкости мето-
дом металл-хелатного аффинного выделения в объ-
еме получили 1 мл раствора рекомбинантного белка 
swH1-His с концентрацией 1.2 мг/мл.

Физико-химические свойства 
рекомбинантного гемагглютинина  
swH1-His

Анализ полученного рекомбинантного белка 
swH1-His проводили методом белкового электро-
фореза в 12% ПААГ-ДСН в денатурирующих усло-
виях. Определяли молекулярную массу рекомбинант-
ного белка swH1-His и ее соответствие заявленной. 
Результаты электрофореза в ПААГ-ДСН представле-
ны на рис. 4.
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Рис. 4. Электрофореграмма очищенного белка swH1-His: 
(1) белок swH1-His (1-я элюция) — 4 мкг/трек,  
(2) белок swH1-His (2-я элюция) — 1 мкг/трек, 
(3) «проскок» (образец после адсорбции на Ni-агарозе). 
М — маркер молекулярного веса

Fig. 4. Electropherogram of purified swH1-His protein: 
(1) swH1-His protein (1st elution) — 4 µg/track,  
(2) swH1-His protein (2nd elution) — 1 µg/track, 
(3) “tailings” (sample after adsorption on Ni-agarose).  
M is the marker molecular weight

По данным электрофореза, молекулярная мас-
са рекомбинантного белка swH1-His составляет 
≈70 кДа, что соответствует полноразмерной молеку-
ле гемагглютинина вируса гриппа А.

Методом иммуноблоттинга в реакции с монокло-
нальными антителами, специфичными к последова-
тельности остатков гистидина (рис. 5), подтвердили 
наличие в составе очищенного рекомбинантного 
белка swH1-His 10 гистидиновых остатков.
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Рис. 5. Иммунореплика очищенного белка swH1-His: 
(1) белок swH1-His (1-я элюция) — 4 мкг/трек,  
(2) белок swH1-His (2-я элюция) — 1 мкг/трек, 
(3) «проскок» материала после адсорбции на Ni-агарозе. 
М — маркер молекулярного веса

Fig. 5. Immunoreplica of purified swH1-His protein: 
(1) swH1-His protein (1st elution) — 4 µg/track,  
(2) swH1-His protein (2nd elution) — 1 µg/track, 
(3) “tailings” (sample after adsorption on Ni-agarose).  
M is the marker molecular weight

Антигенные свойства рекомбинантного 
гемагглютинина swH1-His

Антигенная активность очищенного рекомбинант-
ного гемагглютинина swH1-His охарактеризовали 
в непрямом ИФА. Для этого использовали специфи-
ческие сыворотки людей, переболевших гриппом. 
Диагноз «грипп» ставился на основании клиниче-
ских признаков и положительной ПЦР на РНК виру-
са гриппа А/H1N1 в мазке из носоглотки.

Далее, в период реконвалесценции (на 10–12 день  
заболевания и позднее) от пациентов получали 
кровь, из которой выделяли сыворотку стандартным 
методом. Все пациенты подписали информирован-
ное согласие. Исследование соответствует обще-
принятым медицинским и этическим стандартам, 
принципам Хельсинкской Декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (2013 г.), националь-
ным законам и стандартам Российской Федерации 
и Правилам надлежащей клинической практики 
(ICH GCP4), принятыми в Российской Федерации 
(ГОСТ Р 52379-20055).

4 ICH GCP — Надлежащая клиническая практика (Good Clinical Practice) Международной конференции по гармонизации технических 
требований к регистрации фармацевтических продуктов, предназначенных для применения человеком (International Conference on 
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use; ICH).

5 ГОСТ Р 52379-2005. Национальный стандарт Российской Федерации. Надлежащая клиническая практика (утв. Приказом 
Ростехрегулирования от 27.09.2005, № 232-ст). Москва: Стандартинформ; 2006. [GOST R 52379-2005. National Standard of the Russian 
Federation. Good Clinical Practice. Moscow: Standartinform; 2006 (in Russ.).]

Затем образцы сывороток тестировали методом 
непрямого ИФА против полученного белка swH1-His 
и коммерческого рекомбинантного белка гемагглюти-
нина вируса гриппа А штамма H1N1/Сalifornia/2009 
(recH1) с целью сравнения антигенной активности. 
Результаты непрямого ИФА представлены на рис. 6.
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Рис. 6. Среднегеометрические титры специфических 
IgG в сыворотках крови людей, переболевших гриппом, 
к рекомбинантному белку swH1-His и коммерческому 
рекомбинантному белку recH1 

Fig. 6. Geometric mean titers of specific IgG in the blood sera 
of people who have had influenza to the swH1-His recombinant 
protein and to the recH1 commercial recombinant protein

По данным ИФА белок swH1-His обладал анти-
генной активностью в реакции с сыворотками пе-
реболевших людей. Титры специфических антител 
к полученному рекомбинантному антигену swH1-His 
и к фирменному коммерческому антигену recH1 не 
показали достоверных отличий. Это говорит о по-
тенциальной возможности использования swH1-His 
в качестве антигена в ИФА-тест системе на выявле-
ние специфических антител.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы путем трансдукции линии клеток 
эмбриональной почки человека HEK293 получили 
рекомбинантный аденовирус человека 5-го сероти-
па, экспрессирующий ген гемагглютинина свиного 
гриппа типа А штамма H1N1 (swH1-His), содержа-
щий в составе 10 гистидиновых остатков.
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Рекомбинантный белок — гемагглютинин свино-
го гриппа типа А штамма H1N1 (swH1-His) — был 
афинно очищен от культуральной среды. Выход вы-
сокоочищенного белка swH1-His составил 24 мг/л. 
Молекулярная масса очищенного белка соответство-
вала заявленной (≈70 кДа), а по данным иммуноблот-
тинга подтвердилась подлинность сшивки рекомби-
нантного белка с последовательностью гистидинов.

В непрямом ИФА показали антигенную специ-
фичность белка swH1-His в реакции со специфиче-
скими сыворотками крови переболевших гриппом 
людей. В дальнейшей работе полученный белок 
swH1-His будет применен как антиген в тест-системе 
ИФА для оценки иммуногенности векторных вакцин 
для профилактики гриппа.
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