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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Пассивная иммунотерапия с использованием антител широкого спектра дей-
ствия является перспективным направлением разработки новых лекарственных средств 
для борьбы с гриппом. Однако технологии получения, очистки и хранения рекомби-
нантных антител, пригодных для клинического применения, по-прежнему сопряжены со 
значительными трудностями. scFv-фрагменты антител (одноцепочечные вариабельные 
фрагменты) являются более простой, надежной и гибкой альтернативой полноразмерным 
аналогам антител.
ЦЕЛЬ. Разработка экспрессионных конструкций для синтеза scFv-фрагментов рекомби-
нантных антител к вирусу гриппа А и В, получение белковых препаратов scFv и оценка их 
функциональной активности in vitro.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Экспрессионные конструкции, кодирующие scFv-фрагменты ан-
тител, получали методом ПЦР с использованием перекрывающихся праймеров и метода-
ми генной инженерии. Построение 3D-моделей разработанных scFv-фрагментов прово-
дили по первичной аминокислотной последовательности на сервере AlfaFold. Наработку 
антител проводили в клеточной линии HEK293 в ходе транзиентной экспрессии. Препара-
ты антител очищали из культуральной жидкости методом металл-аффинной хроматогра-
фии. Иммуноферментный анализ (ИФА) использовали для изучения вирус-специфической 
активности антител. Вируснейтрализующую активность антител изучали на монослойной 
культуре клеток MDCK по цитопатическому действию и регистрировали в реакции гемаг-
глютинации.
РЕЗУЛЬТАТЫ. На основе рекомбинантных антител, специфичных к вирусу гриппа А и В, был 
осуществлен дизайн и предсказана пространственная структура scFv-фрагментов, получе-
ны три генетические конструкции для экспрессии белков scFv в культуре эукариотических 
клеток. scFv-фрагменты были наработаны и очищены методом аффинной хроматографии 
с никелевым сорбентом в количестве не менее 0,5 мг и концентрации около 1 мг/мл каждо-
го. Методом электрофореза белков в полиакриламидном геле было подтверждено соответ-
ствие выделенных scFv-фрагментов ожидаемому значению молекулярной массы — около 
28  кДа. Методом  ИФА было показано специфическое связывание scFv-фрагментов с раз-
личными штаммами вируса гриппа А и B. Установлено, что 50% вируснейтрализующая доза 
scFv-фрагмента антитела к поверхностному гемагглютинину вируса гриппа (170 нг/мл) со-
поставима с нейтрализующей дозой для исходного полноразмерного антитела (179 нг/мл).
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ВЫВОДЫ. Разработан дизайн и получены scFv-фрагменты двух антител, одного — обла-
дающего широкой нейтрализующей активностью против вируса гриппа A, другого — спе-
цифичностью в отношении вируса гриппа В. Благодаря малым размерам scFv-фрагменты 
могут эффективно проникать через слизистые оболочки при интраназальном введении. 
Указанное свойство определяет потенциал использования scFv-фрагментов в экстренной 
профилактике и ранней терапии ОРВИ. Перспективным направлением для усиления ней-
трализующей активности является создание биспецифических scFv-фрагментов, способ-
ных одновременно нацеливаться на два вирусных эпитопа.

Ключевые слова:	 рекомбинантные антитела; антитела широкого спектра действия; scFv-фрагменты; вирус 
гриппа; противовирусные препараты; пассивная иммунотерапия; вируснейтрализующая 
активность
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Passive immunotherapy using broad-spectrum antibodies is a promising de-
velopment vector of new drugs against influenza. However, production process, purification, 
and storage of clinically suitable recombinant antibodies still face significant challenges. An-
tibody scFv (single-chain variable fragments) represent a more reliable, flexible, and simpler 
alternative to full-length antibody analogues.
AIM. This study aimed to develop expression constructs used to synthesize scFv fragments of 
recombinant antibodies against influenza A and B viruses, produce scFv protein preparations, 
and evaluate their in vitro functional activity.
MATERIALS AND METHODS. Expression constructs encoding antibody scFv fragments were 
obtained by PCR using overlapping primers and genetic engineering methods. 3D models of 
the developed scFv fragments were constructed from the primary amino acid sequence us-
ing AlfaFold Server. Antibodies were produced in a HEK293 cell line via transient expression. 
Antibody preparations were purified from the culture fluid by metal affinity chromatography. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to study the virus-specific activity of 
the antibodies. Virus neutralising activity was studied in Madine-Darbi canine kidney (MDCK) 
cell monolayer culture based on cytopathic effect and recorded in a haemagglutination assay.
RESULTS. Based on recombinant antibodies specific to influenza A and B viruses, configuration 
of scFv fragments was designed and predicted, and three genetic constructs were obtained for 
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expression of scFv proteins in a eukaryotic cell culture. The scFv fragments were produced and pur-
ified by affinity chromatography using Ni sorbent (no less than 0.5 mg) at a concentration of about 
1 mg/mL of each fragment. Protein polyacrylamide gel electrophoresis confirmed that the isolated 
scFv fragments matched the expected size of approximately 28 kDa. ELISA demonstrated specific 
binding of scFv fragments to various influenza A and B strains. It was established that a 50% virus 
neutralising dose of the scFv antibody fragment against the influenza virus surface haemagglutinin 
(170 ng/mL) is comparable to that of the original full-length antibody (179 ng/mL).
CONCLUSIONS. The scFv fragments have been designed and obtained for two antibodies; the 
one has broad neutralising activity against influenza A virus, the other is specific for influenza 
B virus. Due to their small size, scFv fragments can effectively penetrate mucous membranes 
upon intranasal administration. This makes scFv fragments potentially useful in the emergency 
prophylaxis and early therapy of acute respiratory viral infections. A promising decision for 
enhanced neutralising activity is to create bispecific scFv fragments capable of simultaneously 
targeting two viral epitopes.

Keywords:	 recombinant antibodies; broad-spectrum antibodies; scFv fragments; influenza virus; antiviral 
drugs; passive immunotherapy; virus neutralizing activity
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы гриппа ежегодно вызывают до 70% 

случаев сезонных респираторных инфекций 
и имеют крайне высокий пандемический потен-
циал  [1]. Современная стратегия противодей-
ствия гриппу в значительной степени опирает-
ся на вакцинопрофилактику. Формирующиеся 
в ответ на вакцинный или инфекционный штамм 
антитела могут обеспечить полную иммун-
ную защиту от повторного заражения тем же  
(гомосубтипичным) штаммом вируса гриппа  [2]. 
Однако эволюционно выработанные вирусом 
гриппа механизмы, такие как высокая антиген-
ная изменчивость и реассортация геномных сег-
ментов, существенно затрудняют предсказание 
циркуляции эпидемически значимых штаммов 
гриппа, а ошибки в выборе вакцинных штаммов 
приводят к значительному снижению профилак-
тической эффективности  [3]. Пассивная имму-
нотерапия с использованием моноклональных 
антител широкого спектра действия является 
альтернативным подходом в борьбе с инфекци-
ями, вызванными вирусами гриппа.

Модульная структура антител дает возмож-
ность создавать более компактные функцио-
нальные фрагменты, такие как антигенсвязы-
вающие фрагменты (fragment antigen binding, 
Fab), одноцепочечные вариабельные фрагменты 
(single chain variable fragments, scFv), однодомен-
ные антитела, а также кристаллизуемые фраг-
менты антитела (fragment crystallizable, Fc)  [4].  

Молекулы scFv представляют собой химерные 
рекомбинантные белки, состоящие из вариа-
бельных участков тяжелой (VH) и легкой (VL) 
цепей полноразмерного антитела, которые 
соединены друг с другом гибким пептидным 
линкером  [5, 6]. Вариабельные участки VH 
и VL, локализованные совместно, формиру-
ют вариабельный фрагмент, который непо-
средственно участвует в связывании антигена. 
scFv-фрагменты демонстрируют аффинность 
связывания, сравнимую с исходными полнораз-
мерными антителами  — иммуноглобулинами 
класса G (IgG). Производство scFv-фрагментов 
менее затратно благодаря компактным разме-
рам; scFv-фрагменты лучше проникают в ткани 
и органы и достигают стерически скрытых и кон-
формационно сложных эпитопов антигена  [4]. 
scFv-фрагменты не содержат константные об-
ласти Fc, которые есть в полноразмерных моле-
кулах антител, поэтому scFv-фрагменты харак-
теризуются сниженной иммуногенностью из-за 
отсутствия эффекторных функций [4, 7].

Для выделения scFv-фрагментов из культу-
рального супернатанта не подходит стандарт-
ный для хроматографической очистки иммуно-
глобулинов Fc-рецепторный белок G Streptococcus 
pyogenes. Очистку и иммобилизацию scFv-
фрагментов осуществляют с использовани-
ем белка L (взаимодействует с вариабельной 
областью легких κ-цепей), а в случае наличия 
в scFv-фрагменте человеческого домена  VH3  —  
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с использованием белка А  [8]. Наиболее рас-
пространенным подходом при конструирова-
нии является добавление к С-концу молекулы 
scFv последовательности из шести гистидинов 
(6×His-tag) для дальнейшей очистки методом ме-
талл-аффинной хроматографии [9, 10].

Использование scFv-фрагментов антител 
для лечения и профилактики острых респира-
торных вирусных инфекций (ОРВИ) перспектив-
но в силу ряда ключевых преимуществ. Малый 
размер scFv-фрагментов способствует лучшему 
проникновению через слизистые оболочки ды-
хательных путей при интраназальном введении 
препарата. Низкая иммуногенность и быстрое 
выведение из организма делают scFv-фрагменты 
идеальными кандидатными препаратами 
для экстренной профилактики во время эпиде-
мий и терапии ОРВИ на ранних стадиях.

Наше научное исследование посвящено 
конструированию и созданию молекулярно- 
биологическими методами панели 
scFv-фрагментов высокоаффинных монокло-
нальных антител, связывающих гемагглютинин 
(HA) и нуклеопротеин (NP) вируса гриппа А и B. 
Первый scFv-фрагмент был создан на основе че-
ловеческого иммуноглобулина G (IgG) FI6, кото-
рый характеризуется широкой нейтрализующей 
активностью против штаммов вируса гриппа  А 
(ВГА), относящихся к первой и второй филогене-
тическим группам  [11]. Как установлено ранее, 
антитело FI6 взаимодействует с остатками пеп-

тида слияния и гидрофобной областью спирали 
НА ВГA, но не связывается с вирусом гриппа В 
(ВГВ)  [11–13]. Другие два белковых варианта 
scFv были разработаны на основе моноклональ-
ных IgG мыши (клон 2/3), впервые полученных 
в ФГБУ  «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 
Минздрава России при инфицировании экспе-
риментальных животных ВГВ. IgG 2/3 специфи-
чески связывают головной домен NP Ямагатской 
и Викторианской антигенных линий ВГВ, но не яв-
ляются нейтрализующими и широко использу-
ются в диагностических тест-системах [14].

Цель работы  — разработка экспрессионных 
конструкций для синтеза scFv-фрагментов ре-
комбинантных антител к вирусу гриппа А и В, 
получение белковых препаратов scFv и оценка 
их функциональной активности in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Полимеразная цепная реакция

ПЦР с перекрывающимися геноспецифиче-
скими праймерами проводили с использовани-
ем высокоточной полимеразы Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
США) и специально разработанных четырех 
пар специфических праймеров (табл.  1), син-
тезированных ЗАО «Евроген» (Россия) в три 
этапа: получение первичных фрагментов, от-
жиг первичных фрагментов, достраивание 
до полноразмерного фрагмента и финальная 
амплификация [15]. Второй и третий этапы ПЦР 

Таблица 1. Последовательности разработанных праймеров для получения scFv-фрагментов
Table 1. Sequences of the designed primers for amplification of scFv fragments

Праймеры
Primers

Последовательности праймеров (5’→3’)
Primer sequences (5’→3’)

Расчетная Tm, °C
Calculated melting 

temperature, °C

Длина ПЦР-фрагмента, п.н.
PCR-restriction fragment 

length, base pairs

F-scFv-SP-23-ClaI TGCGCATCGATGCCACCATGGACTTCCAGGTG* 68,23

467
R-scFv-in-23 GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGAACCACCAC-

CACCTTTCAGCTCCAGC** 80,88

F-scFv-in-23 GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCCAGGTTCAGCTGC 79,77
416

R-scFv-23-NotI TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATGATGGCTCGAGACG 70,37

F-scFv-SP-FI6-ClaI ATTATCGATGCCACCATGAAGTCACAGACCCAGGCT 64,40

453
R-scFv-in-FI6 GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGAACCACCAC-

CACCTTTGATTTCCACCT 79,22

F-scFv-in-FI6 GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCCAGGTGCAGCTG 80,13
449

R-scFv-FI6-NotI TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATGATGGGAGCTCACG 70,37

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. п.н. — пары нуклеотидов, Tm — температура плавления.
* Жирным шрифтом выделены последовательности узнавания соответствующих эндонуклеаз рестрикции.
** Участки перекрывания первичных scFv-фрагментов выделены подчеркиванием.
Note. Tm, melting temperature.
* Restriction endonuclease recognition sites are highlighted in bold.
** Overlapping regions between primary scFv fragments are underlined.
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с перекрывающимися праймерами проводили 
с использованием в качестве матрицы 20 нг пер-
вичных продуктов и 2 мкМ наружных прямого 
и обратного праймеров со следующими уста-
новками амплификатора Gentier 96E (Tianlong, 
Китай): 1) денатурация  — 98  °С, 30 с; 2) 9 ци-
клов: отжиг  — 98  °С, 40  с; элонгация  — 72  °С 
с понижением температуры на 0,5 °С на каждом 
следующем цикле, 25 с; 3) 15 циклов: денатура-
ция — 98 °С, 15 с; отжиг — 65 °С, 15 с; элонга-
ция — 72 °С, 25 с.

Клонирование
ScFv-фрагменты обрабатывали рестриктазами 

ClaI и NotI (Сибэнзим, Россия) для клонирования 
в экспрессионный вектор pIRESneo3 (Clontech,  
США). Продукты реакции разделяли 
в 1% агарозном геле, содержащем 1х TAE-буфер  
(ЗАО «Евроген», Россия). Для выделения фраг-
ментов нужной длины из геля применяли на-
бор Cleanup S-Cap (ЗАО «Евроген», Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя. 
Аналогичным образом обрабатывали рестрикта-
зами вектор pIRESneo3 (Clontech, США), очищая 
его из реакционной смеси с использованием на-
бора Cleanup S-Cap. Затем проводили лигирова-
ние очищенных фрагментов и вектора в моляр-
ном соотношении 3:1 лигазой фага Т4 (T4 DNA 
Ligase, Thermo Fisher Scientific, США) в объеме 
20  мкл в течение 30 мин при 22  °С. Далее ли-
газную смесь сразу использовали для трансфор-
мации химически компетентных бактериальных 
клеток Escherichia coli, штамм HB101, по методу 
H. Inoue c соавт. [16].

Молекулярное моделирование
Построение 3D-моделей разработанных 

scFv-фрагментов проводили по первичной ами-
нокислотной последовательности (транслиро-
ванной из секвенограммы) на сервере AlfaFold 
Server 3  [17]. AlphaFold напрямую предсказы-
вает локальную структуру белка (геометрию 
связей тяжелых атомов), используя в качестве 
входных данных первичную аминокислотную 
последовательность и известные структуры 
белков-гомологов. Моделирование проводи-
ли для стандартных шаблонов MSA (Multiple-
Sequence Alignment), установленных по умолча-
нию, задавая в качестве типа объекта «protein»; 
аминокислотная последовательность белка 
была введена без сигнального пептида.

Получение scFv-фрагментов в эукариотических 
клеточных линиях

Клетки линии НЕК293 культивировали в среде 
DMEM (ООО «БиолоТ», Россия) с добавлением 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, США) 
в СО2-инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей 5% СО2. Для проведения трансфек-
ции клетки засевали в количестве 25×106 клеток 
в культуральные флаконы площадью 175 см2 (Jet 
Biofil, Китай) и на следующие сутки трансфици-
ровали реагентом GenJect-39 (Molecta, Россия) со-
гласно инструкции производителя из расчета 
40 мкг плазмиды на один культуральный флакон 
и с использованием соотношения «ДНК  :  транс-
фекционный агент», равного 1:1 (масса/объем, 
мкг/мкл). Клетки после трансфекции культивиро-
вали в течение 12 сут, поддерживая концентра-
цию глюкозы не менее 4 г/л. 

Уровень глюкозы в культуральной среде из-
меряли с использованием медицинского глю-
кометра Accu-Chek Active (Roche Diabetes Care, 
Германия) с соответствующими тест-полосками.

Получение стабильных клеток-продуцентов
Для получения стабильных продуцентов ре-

комбинантных белков использовали переви-
ваемую клеточную линию ExpiHEK293 (Thermo 
Fisher Scientific, США) и ростовую среду DMEM 
(ООО «БиолоТ», Россия) с добавлением сыво-
ротки крупного рогатого скота до 5% (Gibco, 
США). Трансфекцию суточного монослоя клеток 
(~0,5×106 клеток в лунке) проводили 1 мкг соот-
ветствующей генетической конструкции на осно-
ве вектора pIRESneo3 (Clontech, США) с исполь-
зованием GenJect-39 (Molecta, Россия). Селекцию 
пулов-продуцентов проводили в течение 2 нед. 
с использованием антибиотика G418 (Gibco, 
США), вносимого в культуральную среду до ко-
нечной концентрации 150 мкг/мл. Продукцию 
scFv-фрагментов в супернатантах клеток оцени-
вали каждые 3–5 сут методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА). Отбор стабильных клонов-
продуцентов проводили методом предельных 
разведений, рассевая пул стабильных проду-
центов в лунки 96-луночного планшета из рас-
чета одна клетка на лунку. Подсчет клеток про-
водили в автоматическом счетчике клеток TC-10 
(Bio-Rad, США). Клоны, показавшие наибольшую 
продуктивность и жизнеспособность, были раз-
множены и депонированы в Коллекцию ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава 
России.

Хроматографическая очистка
Очистку рекомбинантных антител из культу-

ральной среды проводили с использованием ме-
тода металл-аффинной хроматографии на системе 
ӒKTA pure (Cytiva, Швеция) с колонкой Polac MC60-
Ni Excel объемом 1 мл (Sepax, Китай). Элюцию 
scFv-фрагментов выполняли 15  мл (15 объемов 
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колонки) 100% элюирующего буфера (50 мМ трис-
HCl, 500 мМ натрия хлорид, 500 мМ имидазол, рН 
8,0) при скорости потока 5 мл/мин. Контроль элю-
ции проводили по поглощению раствора при длине 
волны 280 нм. На этапе элюции на автоматическом 
коллекторе отбирали фракцию, соответствующую 
пику оптической плотности >0,05 AU. Далее мате-
риал переводили в фосфатно-солевой буфер обес-
соливанием при помощи картриджа Bio-Scale Mini 
Bio-Gel P-6 (Bio-Rad, США) объемом 10 мл согласно 
инструкции производителя. Полученный препарат 
фильтровали через шприцевой фильтр Sartorius 
(Германия) с размером пор 0,45 мкм. Очищенные 
препараты scFv концентрировали с использовани-
ем центрифужных концентраторов JetSpin 5 kDa 
(Jet Biofil, Китай) и стерилизовали фильтрацией 
через PES-мембрану с размером пор 0,22 мкм (Jet 
Biofil, Китай).

Концентрацию общего белка измеряли на флу-
ориметре Qubit с использованием набора Qubit 
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США).

Электрофорез белков в полиакриламидном геле 
(ПААГ)

Электрофорез белков в ПААГ выполняли 
по методике Лэммли  [18] в восстанавливающих 
условиях с добавлением β-меркаптоэтанола. 
Применяли градиентный гель Any kD с 15 лунками 
(Кат. № 4568126, Bio-Rad, США). Образцы перед за-
грузкой в лунки смешивали с 4х буфером для об-
разцов (Laemmli sample buffer) и денатурировали 
при 95 °C в течение 10 мин в термостате «Гном» 
(ООО «ДНК-Технология», Россия). Разделение 
белков осуществляли при постоянном токе 25 мА 
на гель в течение 45 мин в вертикальной камере 
Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, США). Гель окраши-

вали коллоидным раствором Кумасси по методу 
G. Candiano с соавт.  [19]. Визуализацию окрашен-
ного геля проводили на системе документирова-
ния Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, США).

Иммуноферментный анализ
Иммуноферментный анализ выполняли с ис-

пользованием 96-луночных планшетов Microlon 
High Binding (Greiner Bio-One, Германия) и термо-
шейкера MB100-4A (Allsheng, Китай). Для работы 
использовали вирусы гриппа из Коллекции ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава 
России. Для иммобилизации в качестве антиге-
на были подготовлены вирусные панели (табл. 
2): вирусы гриппа А и В выращивали в 10-днев-
ных куриных эмбрионах, очищали в градиенте 
сахарозы и далее хранили при –80  °С в алик-
вотах, содержащих 2–5 мг/мл общего белка. 
Вирусы сорбировали в концентрации 2–5 мкг 
на 100 мкл на поверхности лунок при 4 °С в тече-
ние 16 ч. Для блокирования неспецифического 
связывания использовали 5% раствор обез-
жиренного молока (Blotting-Grade Blocker, 
Кат. № 1706404, Bio-Rad, США) в фосфатно- 
солевом буфере pH 7,4 (ООО «ПанЭко», Россия) 
с 0,05% Твин-20 при 37 °C в течение 1 ч. Образцы 
scFv в концентрации 200 нг/мл инкубировали 
при 37 °С в течение 2 ч, затем добавляли конъ-
югированные с пероксидазой хрена антитела 
к последовательности 6×His-tag (HyTest, Россия) 
в разведении 1:2000 (рекомендовано произво-
дителем) и инкубировали при 37 °С в течение 1 ч. 
Для выявления референсного образца IgG-FI6 ис-
пользовали антитела Goat Anti-Human IgG H&L,  
конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Bio-Rad, США). После стандартной детек-
ции с использованием тетраметилбензидина 
(ООО «Хема», Россия) и 1 Н серной кислоты из-
меряли оптическую плотность при длинах волн 
450 и 655 нм на микропланшетном спектрофото-
метре Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, 
США). Статистический анализ первичных данных 
проводили в программных пакетах Microsoft 
Office Exсel 2010 и GraphPad Prism 8.

Оценка вируснейтрализующей активности
Образцы объемом 50 мкл, содержащие 

scFv-фрагменты в концентрациях от 0,001 до  
10 мкг/мл, смешивали с равным объемом об-
разца, содержащего 100 ТЦД50

1 вируса гриппа. 
Полученную смесь в объеме 100 мкл инкубирова-
ли при 37 °С в течение 1 ч, затем наносили на мо-
нослой клеток MDCK2, предварительно промытый 

1	 Тканевая цитопатогенная доза, вызывающая гибель 50% клеток монослоя.
2	 Madin-Darby canine kidney cells, клетки почек собаки Мадина-Дарби.

Таблица 2. Штаммы вируса гриппа A и B, используемые 
в работе
Table 2. Influenza A and B virus strains used in the study

Номер
Number

Штамм
Strain

Подтип вируса
Virus subtype

1 A/Brisbane/02/18 A/H1N1pdm

2 A/California/07/09 A/H1N1pdm

3 A/Texas/50/12 A/H3N2

4 A/СПб-НИИГ-310/23
A/Spb-NIIG-310/23 A/H3N2

5 A/California/MA A/H2N2

6 B/Phuket/3073/13 B/Yamagata

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared 
by the authors using their own data
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фосфатно-солевым буфером рН 7,2, в 96-луночных 
планшетах для клеточных культур (NUNC, Дания). 
Планшеты помещали в СО2-инкубатор при 37  °С 
во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2, 
и инкубировали в течение 3 сут. Цитопатическое 
действие вирусов гриппа анализировали визу-
ально и регистрировали в реакции гемагглюти-
нации по стандартной методике [20]. Показатель 
IC50 (полумаксимальная ингибирующая концен-
трация) рассчитывали по результатам построе-
ния 4-параметрической кривой «доза-эффект» 
с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 8 на основании трех независимых 
повторов. Статистический анализ первичных дан-
ных проводили в программных пакетах Microsoft 
Office Exсel 2010 и GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Молекулярный дизайн и получение 
экспрессионных конструкций 
для scFv-фрагментов

Схематическое изображение предложенного 
нами дизайна scFv-фрагментов показано на ри-
сунках 1А и 1В. N-конец scFv-фрагмента содер-
жал сигнальный пептид для секреции белка 
во внеклеточное пространство. Далее к С-концу 
VL-участка IgG через пространственный линкер 
в направлении от N- к C-концу был добавлен 
VH-участок антитела, содержащий на С-конце 
последовательность 6×His-tag. Две линкерные 
последовательности, одна из которых состоит 
из тетрамера G4S ((G4S)4), а другая — из гексаме-
ра G4S ((G4S)6), были предложены для scFv-2/3; 
для scFv-FI6 в качестве линкера был использо-
ван только один олигопептид (G4S)4. В качестве 
сигнального пептида использована последова-
тельность L1 MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC, обес-
печивающая высокопродуктивную сборку реком-
бинантных антител в эукариотических системах 
на основе клеточных линий CHO3 и HEK4 [21, 22].

Синтез последовательностей scFv был осу-
ществлен с использованием ПЦР с перекрываю-
щимися праймерами (табл. 1) в несколько стадий 
(рис. 1В). В качестве ДНК-матрицы использовали 
плазмидные конструкции, кодирующие тяжелую 
и легкую цепи антител 2/3 и FI6, разработан-
ные нами ранее для получения рекомбинантных 
полноразмерных антител. На первой стадии 
была проведена независимая амплификация 
вариабельных участков легкой и тяжелой цепей, 
при этом 3’-конец ПЦР-продукта легкой цепи пе-
рекрывался с 5’-концом ПЦР-продукта тяжелой 
цепи [23, 24]. Как показано на рисунке 1С, длины 

полученных вариабельных последовательно-
стей соответствовали ожидаемым (показано 
для антитела FI6). Фрагменты выделяли из геля 
и использовали в качестве матрицы (в  коли-
честве 20 нг) во второй стадии ПЦР, затем до-
бавляли наружные праймеры, содержащие сай-
ты рестрикции ClaI и NotI. Амплификация всех 
фрагментов осуществлялась высокоточной по-
лимеразой Phusion™.

Полученные scFv-фрагменты очища-
ли из геля (рис. 1С) и клонировали методом 
рестрикции-лигирования (по сайтам узнавания 
эндонуклеаз рестрикции ClaI и NotI) в векторе 
pIRESneo3 (Clontech, США). Полученные плаз-
мидные конструкции были накоплены, очище-
ны, в том числе от бактериального эндотокси-
на, и секвенированы методом Сэнгера в ЗАО 
«Евроген» (Россия). Нуклеотидная и транслиро-
ванная аминокислотные первичные последова-
тельности scFv-фрагментов полностью соответ-
ствовали ожидаемой структуре.

C использованием программного обеспе-
чения AlphaFold 3  [17, 25] была предсказана 
пространственная структура всех трех разра-
ботанных scFv-фрагментов (рис. 1D). Согласно 
полученным нами результатам (рис. 1D), вто-
ричная структура VL и VH участков в струк-
туре scFv-фрагментов представляет собой 
бета-складчатые тяжи (pLDDT>90) подобно 
структуре, описанной для иммуноглобули-
нов  [26]. Наименьшее качество прогнозирова-
ния (pLDDT<50) в структурах scFv-фрагментов 
было показано для сателлитных инженерных 
структур, особенно для линкерных областей, 
состоящих из аминокислотных остатков глици-
на и серина (рис. 1D). Таким образом, представ-
лены модели 3D-структуры scFv-фрагментов. 
Наиболее вероятная доменная организация со-
зданного химерного scFv-FI6 белка в целом от-
ражает экспериментальные структуры, описан-
ные для исходного полноразмерного антитела 
FI6 (PDB 3ZTN) [11].

Получение и характеризация белков scFv
Полученные плазмидные конструкции 

на основе pIRESneo3 (Clontech, США) были ис-
пользованы для трансфекции клеток HEK293. 
Для определения продолжительности про-
дукции, обеспечивающей максимальный вы-
ход рекомбинантных белков при временной 
трансфекции, исследовали кинетику накопле-
ния scFv-фрагментов в культуральной жидко-
сти. Устойчивый прирост наблюдался в течение 

3	 Chinese hamster ovary cells, клетки яичника китайского хомячка.
4	 Human embryonic kidney cells, клетки эмбриональной почки человека.
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6 сут для scFv-FI6-4 и в течение примерно 8 сут 
для обоих фрагментов scFv-2/3 (рис. 2А). Были 
получены и сохранены стабильные линии 
клеток-продуцентов фрагментов scFv-FI6-4, 
scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 с использованием ан-
тибиотика G418 на основе клеточной культу-
ры ExpiHEK293. Был проведен первый этап 

селекции клеток-продуцентов, в результате 
которого удалось депонировать пул постоян-
ных жизнеспособных продуцентов с первичной 
продуктивностью не менее 5 мкг/мл (результаты 
не представлены).

Для выделения и очистки scFv-фрагментов про-
водили транзиентную продукцию в течение 10 сут.  

Рис. 1. Молекулярный дизайн и получение scFv-фрагментов рекомбинантных антител к вирусу гриппа А и В.
A — схема принципиального дизайна белковой молекулы scFv (секретируемая форма не содержит сигнального пептида). 
VL — вариабельный участок легкой цепи, VH — вариабельный участок тяжелой цепи, 6×His — последовательность, состоя-
щая из шести гистидинов.
B — схема нуклеотидной последовательности для получения scFv-фрагмента методом ПЦР с перекрывающимися прайме-
рами. F/R — прямой и обратный наружные праймеры; Fi/Ri — внутренние перекрывающиеся праймеры.
C — электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов, кодирующих VL и VH фрагменты (показано слева для scFv-FI6). Ам-
плифицированный scFv-фрагмент для клонирования в вектор pIRESneo3 (справа). M 100 bp и M 1 kb Plus — маркеры молеку-
лярного веса (Fermentas, Латвия); bp — пары оснований.
D — молекулярное моделирование разработанных белковых молекул scFv-FI6-4 на основе антитела к гемагглютинину виру-
са гриппа А с линкером (G4S)4; scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 — на основе антитела к нуклеопротеину вируса гриппа В с линкерами 
(G4S)4 и (G4S)6, соответственно. pLDDT (local distance difference test) — оценка достоверности для каждого атома по шкале 
от 0 до 100 (показана внизу рисунка). pTM — рассчитанный показатель прогнозируемого моделирования шаблона; значение 
рTM>0,5 указывает на то, что общая прогнозируемая структура комплекса может быть похожа на истинную структуру.

Fig. 1. Molecular design and obtaining scFv fragments for recombinant antibodies against influenza A and B viruses.
A, schematic design of scFv protein molecule (the secreted form lacks a signal peptide). VL, variable light chain domain; VH, vari-
able heavy chain domain; 6×His, hexahistidine tag.
B, nucleotide sequence scheme for obtaining scFv fragment by overlap extension PCR. F/R, forward/reverse outer primers; Fi/Ri, 
forward inner/reverse inner overlapping primers.
C, electrophoretic separation of PCR products (shown for scFv-FI6) encoding VL and VH fragments (left), and the amplified scFv 
fragment for cloning into pIRESneo3 vector (right); M 100 bp and M 1 kb Plus, corresponding molecular weight markers (Fermentas, 
Latvia); bp, base pairs.
D, molecular modelling of the designed scFv-FI6-4 protein molecules (based on an anti-HA IAV antibody with a (G4S)4 linker); scFv-
2/3-4 and scFv-2/3-6 (based on an anti-NP IBV antibody with (G4S)4 and (G4S)6 linkers, respectively). pLDDT (local distance differ-
ence test) — per-residue confidence score on a scale from 0 to 100 (shown at the bottom as a color scale). pTM, predicted Template 
Modeling score, is indicated below the protein name. pTM>0.5 suggests that the overall predicted structure of the complex may 
be similar to the true structure.
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Рис. 2. Получение и характеристика белковых scFv-фрагментов рекомбинантных антител к вирусу гриппа А и В.
A — динамика накопления scFv-фрагментов в супернатантах трансфицированных клеток. Оценку уровня продукции про-
водили методом иммуноферментного анализа (ИФА), по оси ординат показаны нормированные значения оптической плот-
ности ввиду отсутствия референс-образца для построения калибровочной кривой. Точками показаны средние значения 
оптической плотности, вертикальными отрезками — стандартные отклонения для трех биологических повторов. OD — оп-
тическая плотность.
B — электрофореграмма экспериментальных образцов scFv в восстанавливающих условиях: scFv-FI6-SP4 (1), scFv-2/3-SP6 (2),  
scFv-2/3-SP4 (3). Стрелками указаны полосы, соответствующие scFv-фрагментам; красные цифры — ожидаемые молекуляр-
ные массы scFv (кДа); крайняя дорожка слева — маркер молекулярных масс Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained 
Protein Standards (Bio-Rad, USA).
C — оценка специфического связывания полученных препаратов scFv и референсного препарата IgG-FI6 с вирусами гриппа 
методом ИФА. По оси абсцисс указаны названия сорбированных штаммов вирусов, сгруппированных по подтипам: вирус 
гриппа А (H1N1pdm, H3N2, H2N2); для вируса гриппа В указана генетическая линия вируса гриппа B/Yamagata, к которой 
относится используемый штамм.
D — нейтрализующая активность полученного scFv-FI6-SP4 и исходного IgG-FI6 препаратов в отношении штамма вируса 
гриппа А/California/07/09 (H1N1pdm09). Определение титра нейтрализующих антител было выполнено в трех повторах, 
для каждой точки на графике представлено среднее значение процента повреждения ± стандартное отклонение.

Fig. 2. Preparation and parameters of scFv protein fragments of recombinant antibodies against influenza A and B viruses.
A, dynamics of scFv fragment accumulation in the supernatants of transfected cells. The production level was assessed by ELISA. 
The ordinate axis shows normalised optical density values due to the lack of a reference sample for constructing a calibration 
curve. The dots represent the mean optical density values, the vertical bars represent standard deviations for three biological 
replicates. OD, optical density.
B, electrophoregram of experimental scFv samples under reducing conditions. Band designations: scFv-FI6-SP4 (1), scFv-2/3-SP6 (2),  
scFv-2/3-SP4 (3). The arrows indicate bands corresponding to scFv fragments; the expected molecular masses of the scFv (kDa) 
are labeled in red below. Molecular weight marker Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad, USA) is shown in the 
left band.
C, assessment of the specific binding of the obtained scFv preparations and the reference IgG-FI6 preparation to influenza viruses 
by ELISA. The names of the adsorbed virus strains are indicated at the bottom, grouped by subtype: for influenza A virus (H1N1pdm, 
H3N2, H2N2); for influenza B virus, the genetic lineage of the influenza virus B/Yamagata is indicated, where the used strain belongs.
D, neutralising activity of the obtained scFv-FI6-SP4 preparation and the original IgG-FI6 against the A/California/07/09 
(H1N1pdm09) strain. The neutralisation antibody titer was determined in triplicate; for each data point on the graph, the mean 
percentage of damage value ± standard deviation is presented.
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Далее препараты scFv-фрагментов, получен-
ные в результате хроматографической очистки, 
анализировали методом электрофореза бел-
ков в ПААГ в восстанавливающих условиях 
(рис. 2В). Молекулярные массы полученных 
scFv-фрагментов соответствуют ожидаемым 
значениям, что следует из электрофореграммы.

Способность полученных нами образцов scFv 
к специфическому связыванию с HA ВГА и NP 
ВГВ изучали методом ИФА (рис. 2С). Для этого 
в качестве сорбирующих лигандов использова-
ли панель ВГА, содержащих различные подтипы 
поверхностных HA, и ВГВ (табл. 2). В экспери-
ментах использовали несколько штаммов ВГА:  
H1N1pdm09 и H3N2, наиболее широко рас-
пространенные в человеческой популяции, 
и ВГА подтипа H2N2; в качестве ВГВ использо-
вали штамм B/Phuket/3073/13, относящийся 
к Ямагатской генетической линии.

Согласно полученным результатам, scFv-FI6-4  
специфически связывал все штаммы ВГА, одна-
ко уровень детектируемого сигнала несколько 
варьировал. Предположительно, scFv-FI6 имеет 
наибольшее сродство к ВГА подтипа H1N1pdm, 
что согласуется с литературными данными  [27, 
28]. С ВГВ специфически связывались только 
scFv-фрагменты, полученные из антитела 2/3, 
что было ожидаемо. Уровни сигналов связыва-
ния scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 с ВГВ статистически 
не отличались.

Оценка вируснейтрализующей активности 
разработанных scFv-фрагментов in vitro

Значение показателя IC50 в отношении про-
тестированного штамма рассчитали из кривой 
«доза-эффект» (рис. 2D) на основании трех не-
зависимых повторов. В качестве штамма ВГА 
использовали А/California/07/09 (H1N1pdm09), 
а ВГВ  — B/Phuket/3073/13 (Yam). Для  
scFv-фрагментов на основе антитела 2/3, не об-
ладающего нейтрализующими свойствами, так 
же, как и для исходного иммуноглобулина 2/3, 
было показано отсутствие протективного дей-
ствия в отношении ВГВ (как и ВГА) (результаты 
не представлены).

Полученный нами препарат scFv-FI6-4 прояв-
лял нейтрализующую активность в отношении 
эталонного штамма вируса гриппа. В качестве 
референсного препарата использовали ре-
комбинантный человеческий полноразмерный 
иммуноглобулин IgG-FI6, полученный нами ра-
нее  [29]. Константные области тяжелой и лег-
кой цепей IgG-FI6 были идентичны аминокис-
лотным последовательностям P01857 (IgG1) 

и P01834 (κ-изотип) соответственно, согласно 
базе данных UniProt [30]; вариабельные области 
полностью совпадали с фрагментами в составе 
scFv-FI6-4. Среднее значение показателя IC50,  
рассчитанного по трем сериям эксперимен-
тов для scFv-FI6-4, составило 170 нг/мл (130, 
200 и 180 нг/мл в каждом из экспериментов); 
для референсного препарата (человеческий 
IgG-FI6)  — 179  нг/мл (208, 160 и 169 нг/мл). 
Достоверные различия (тест Манна  — Уитни 
для сравнения двух независимых выборок) меж-
ду полученными значениями IC50 для исходного 
IgG-FI6 и scFv-FI6-SP4 отсутствовали.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на значительные достижения 

в создании противовирусных препаратов, грип-
позная инфекция по-прежнему представляет 
серьезную проблему для общественного здра-
воохранения  [31]. Сравнительно новым узко-
направленным терапевтическим подходом 
является использование антител широкого спек-
тра действия. Тем не менее существуют опреде-
ленные трудности, связанные с высокопроизво-
дительным получением и очисткой стабильных 
рекомбинантных иммуноглобулинов [32].

В нашей работе описан доступный и воспроиз-
водимый способ получения scFv-фрагментов 
на основе антител. Наличие вариабельных фраг-
ментов исходного полноразмерного антитела 
в структуре scFv обеспечивает необходимый 
функционал и высокоспецифическое связыва-
ние с мишенью, однако иммуногенность таких 
терапевтических агентов значительно снижена 
из-за отсутствия в их составе Fc-фрагмента  [4]. 
Кроме того, получение рекомбинантных 
scFv-фрагментов происходит с использованием 
моноплазмидной системы, что помогает избе-
жать проблем с неправильным сочетанием лег-
ких и тяжелых цепей [33, 34]. В настоящее время 
на биофармацевтическом рынке представлено 
более 30  наименований терапевтических про-
дуктов на основе scFv-фрагментов5.

Для получения scFv-фрагментов мы применя-
ли метод ПЦР с перекрывающимися праймерами 
и в качестве матрицы использовали плазмидные 
конструкции, кодирующие тяжелую и легкую 
цепи рекомбинантного антитела. Получение 
scFv-фрагментов молекулярно-биологическими 
методами является достаточно простым, деше-
вым и эффективным способом.

Первичная структура scFv может быть выполне-
на в ориентации VL-линкер-VH или VH-линкер-VL, 
а линкер может состоять из разного количества 

5	 WHO Drug Information. WHO; 2025. https://www.who.int/publications/i/item/9789240112650
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повторов G4S. Предпочтительная ориентация 
scFv зависит от аминокислотной последо-
вательности, и в разных публикациях отме-
чены разные подходы  [35]. В нашей работе 
для всех scFv была реализована ориентация 
VL-линкер-VH. Комбинация гибких и гидрофиль-
ных аминокислотных остатков линкеров пре-
дотвращает образование вторичных структур 
и снижает вероятность того, что линкеры будут 
препятствовать сворачиванию и функциониро-
ванию белковых доменов  [36]. Поскольку было 
неизвестно, как повлияет на активность одно-
цепочечных антител длина линкера между до-
менами, для одной из конструкций (scFv-2/3) 
использовали два типа линкеров c 4 и 6 повто-
рами G4S. Эксперименты показали, что длина 
линкера не влияет на продукцию клетками scFv-
фрагментов антитела 2/3 и их функциональные 
свойства. Сигналы взаимодействия очищенных 
scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 со специфическим анти-
геном статистически значимо не отличались.

К недостаткам некоторых рекомбинантных 
антител относятся низкая стабильность, а так-
же сложность их наработки и очистки  [37, 38]. 
В частности, получение и очистка используемого 
нами в качестве исходного антитела полнораз-
мерного иммуноглобулина FI6 были крайне тру-
доемкими [12, 13]. Нейтрализующая активность 
полученного нами scFv-FI6-4 была сопоставима 
с активностью IgG-FI6, но получение и очистка 
scFv были менее трудоемкими.

Наряду с дизайном первичной аминокислот-
ной последовательности было проведено мо-
лекулярное моделирование для предсказания 
3D-структуры разработанных нами молекул. 
Известно, что вариабельные домены иммуногло-
булина состоят из β-тяжей, которые соединяются 
между собой стабилизирующей дисульфидной 
связью  [26]. По данным моделирования, наибо-
лее вероятная структура укладки вариабельных 
участков тяжелой и легкой цепей в разработан-
ных нами scFv-фрагментах представляет собой 
антипараллельные β-нити, что в целом сходно 
с вариабельным фрагментом полноразмерного 
иммуноглобулина.

Таким образом, мы выполнили дизайн и опи-
сали подходы к получению scFv-фрагментов 
антител, обладающих широкой нейтрали-
зующей активностью в отношении HA ВГА 
и высокой специфичностью к NP ВГВ (не яв-
ляются нейтрализующими). Описана дина-
мика экспрессии и характеристика очищен-
ных scFv-фрагментов. Продемонстрировано, 
что полученные scFv-фрагменты специфически 

связываются с заявленными антигенами (ге-
магглютинином ВГА и нуклеопротеином ВГВ). 
При этом scFv-FI6-4 проявляет функциональную 
активность, сопоставимую с исходным IgG-FI6, 
и дозозависимо нейтрализует ВГА в эксперимен-
тах in vitro.

Применение scFv-фрагментов для профи-
лактики и лечения ОРВИ представляет особый 
интерес благодаря ряду преимуществ. Малый 
размер scFv-фрагментов способствует их эф-
фективному проникновению через слизистые 
оболочки при интраназальном введении. Это 
приводит к формированию не только местно-
го иммунного барьера в носоглотке, но и ока-
зывает системный противовирусный эффект, 
предотвращающий распространение возбуди-
теля по организму. Низкая иммуногенность и ко-
роткий период полувыведения снижают риск не-
желательных иммунных реакций, что особенно 
важно для экстренной профилактики и своевре-
менной терапии ОРВИ. В будущем данная стра-
тегия может быть значительно усилена за счет 
создания биспецифических scFv-фрагментов. 
Такие конструкции, нацеленные на два эпито-
па одновременно, могут обеспечить беспреце-
дентную эффективность блокирования вируса 
и преодолеть ограничения моноспецифических 
антител.

ВЫВОДЫ
1.	 На основе рекомбинантных антител, специ-

фичных к вирусу гриппа А и В, осуществлен 
дизайн и предсказана пространственная 
структура scFv-фрагментов.

2.	 Получены три генетические конструкции 
для экспрессии белков scFv в культуре эука-
риотических клеток.

3.	 scFv-фрагменты наработаны и очищены ме-
тодом аффинной хроматографии с никеле-
вым сорбентом в количестве не менее 0,5 мг 
и концентрации около 1 мг/мл каждого.

4.	 Методом электрофореза белков в ПААГ 
подтверждено соответствие выделенных 
scFv-фрагментов ожидаемому значению мо-
лекулярной массы (~28 кДа).

5.	 Методом ИФА показано специфическое свя-
зывание scFv-фрагментов с различными 
штаммами вируса гриппа А и B.

6.	Установлено, что 50% вируснейтрализующая 
доза scFv-фрагмента антитела к поверхностно-
му гемагглютинину вируса гриппа (170 нг/мл)  
сопоставима с 50% вируснейтрализующей 
дозой исходного полноразмерного антитела 
(179 нг/мл).
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