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Описан способ создания генетических конструкций для получения из единичных клеток рекомби-
нантных человеческих антител. Процесс начинают с изоляции В-лимфоцитов из периферической
крови человека с помощью цитометрического сортинга, затем выполняют синтез первой цепи
кДНК по технологии SMART с последующей полнотранскриптомной амплификацией, после чего
проводят амплификацию участков, которые кодируют вариабельные (VH, Vκ и Vλ) домены имму-
ноглобулина G. Для этого нами предложено использовать 28 синтетических праймеров с суммар-
ным числом нуклеотидов 924, включая некомплементарные вспомогательные 5'-участки. Кон-
струкция праймеров обеспечивает получение пары линейных экспрессионных кассет для тяжелой
и легкой цепи каждого тестируемого антитела из пары успешно амплифицированных полинуклео-
тидов с помощью сплайсинговой ПЦР. Совместная трансфекция линейных экспрессионных кассет
в перевиваемые клетки млекопитающих позволяет синтезировать полноразмерный иммуноглобу-
лин, специфичность и нейтрализующую способность которого можно быстро оценить в соответ-
ствующих тестах. В дальнейшем открытые рамки считывания цепей антитела можно клонировать в
плазмидные векторы для создания стабильной экспрессирующей клеточной линии.
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Антитела производятся В-клетками и способны
специфически связываться с чужеродными молеку-
лами (антигенами). Это взаимодействие оказывает
определенный эффект, в частности может приво-
дить к нейтрализации антигена. В настоящее время
порядка 130 терапевтических (химерных, гумани-

зированных и полностью человеческих) моно-
клональных антител официально одобрены для
лечения различных заболеваний (список по дан-
ным мониторинга Международной некоммерче-
ской торговой ассоциации Antibody Society, Inc.
представлен на сайте https://www.antibodysoci-
ety.org/resources/approved-antibodies/). Для те-
рапии предпочтительно использовать полностью
человеческие моноклональные антитела, получе-
ние которых связано с рядом трудностей.

Основные и доступные методы получения че-
ловеческих моноклональных антител основаны
на использовании фагового дисплея, иммортали-
зации В-клеток, гибридомной технологии, а так-
же генетической инженерии с использованием
кДНК единичных В-клеток доноров [1]. Каждый
из методов достаточно сложен и требует больших
усилий, много времени, определенной квалифи-
кации коллектива исследователей.

Список сокращений: Cκ (constant domain of the immuno-
globulin κ light chain) – константный домен легкой цепи
изотипа κ (каппа); Cλ (constant domain of the immunoglobu-
lin λ light chain) – константный домен легкой цепи изотипа
λ (лямбда); SMART (Switching Mechanism At the end of the
5'-end of the RNA Transcript) – механизм переключения
образца на 5'-конце РНК-транскрипта; SOE-PCR (Splicing by
Overlap Extension PCR) – ПЦР, соединяющая фрагменты
ДНК благодаря перекрывающимся областям; V-домен –
вариабельный домен; VH (variable heavy domain) –
вариабельный домен тяжелой цепи; VL (variable light do-
main) – вариабельный домен легкой цепи; Vκ (variable do-
main of the immunoglobulin κ light chain) – вариабельный
домен легкой цепи изотипа κ (каппа); Vλ (variable domain
of the immunoglobulin λ light chain) – вариабельный домен
легкой цепи изотипа λ (лямбда).
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С развитием секвенирования нового поколе-
ния (NGS) и микрофлюидных технологий про-
чтение транскриптома единичных В-лимфоцитов
больше не считается сложной и эксклюзивной за-
дачей [2]. С их помощью получают информацию о
структуре антител, но при этом кДНК каждой от-
дельно взятой клетки перестает существовать в
изолированном нативном виде. Обладая инфор-
мацией о последовательности вариабельных до-
менов (V-доменов) иммуноглобулина, нельзя до-
подлинно установить его мишень. Необходимо
экспериментальное подтверждение специфично-
сти рекомбинантного антитела, вариабельная
часть которого кодируется парой вариабельный
домен тяжелой цепи/вариабельный домен легкой
цепи (VH/VL). Существуют проприетарные тех-
нологии, например HiFiBiO CelliGO [3], которые
позволяют возвращаться к амплификации и кло-
нированию кДНК после микрофлюидного про-
цесса. В остальных случаях после получения ре-
зультатов секвенирования необходимо выполнять
de novo синтез ДНК, кодирующих V-домены, как
это сделали L. Liu и соавт. [4].

Известно несколько протоколов амплифика-
ции кДНК VH- и VL-доменов из каждой единич-
ной В-клетки, которые выполняют “в пробирке”,
без использования NGS. Такой подход считается
классическим для получения человеческих моно-
клональных антител с нативно спаренными це-
пями. Сначала с помощью проточной цитомет-
рии с функцией сортинга изолируют единичные
В-клетки периферической крови, синтезирую-
щие специфичные антитела; затем синтезируют
кДНК с последующей двухэтапной амплифика-
цией целевых полинуклеотидов. Если задан пара-
метр сортировки клеток, продуцирующих только
иммуноглобулин класса G (IgG), то необходимо
провести амплификацию трех фрагментов кДНК:
тяжелой цепи γ, легкой цепи κ, легкой цепи λ. Но
в результате получают только два ампликона: тя-
желой цепи и легкой цепи одного из изотипов.
Различные транскрипты цепей иммуноглобули-
нов не имеют постоянного нуклеотидного соста-
ва в 5'-области. В то же время в регионе, кодиру-
ющем стык сигнального пептида и N-концевой
части вариабельного домена цепи одного изоти-
па, присутствует определенная нуклеотидная го-
мология. За вариабельным доменом следует кон-
стантный, который кодируется относительно кон-
сервативной последовательностью. Следовательно,
для амплификации каждого фрагмента необходимо
иметь композицию из нескольких прямых 5'-прай-
меров и одного обратного 3'-праймера. Цельные
рекомбинантные антитела предпочтительнее про-
изводить в клетках млекопитающих [5]. Для этого
полученные в результате амплификации фрагмен-
ты кДНК интегрируют в генетические конструк-
ции, обеспечивающие синтез обеих цепей в клет-
ке. Чаще всего получают две рекомбинантные

плазмиды для синтеза полноразмерных полипеп-
тидов тяжелой и легкой цепи, но также возможно
получение двух линейных экспрессионных кас-
сет без процедуры лигирования кДНК [6].

Первый рациональный протокол амплифика-
ции Fab-фрагмента IgG κ и λ изотипов из единич-
ных B-лимфоцтов и плазматических клеток пред-
ставлен J. Coronella и соавт. [7] (см. рис. S1а Допол-
нительных материалов). Синтез кДНК запускали с
олиго(dT)16, затем проводили полувложенную
ПЦР, где и на первом, и на втором этапе использо-
вали одни и те же 5'-праймеры по Sblattero and Brad-
bury [8], соответствующие началу первого кар-
касного участка (FR1) в V-генных сегментах.
Праймеры 3' для первой и второй ПЦР были
комплементарны последовательностям в констант-
ных регионах и заимствованы у Burton and Barbas
[9]. Для амплификации VH- и VL-доменов IgG ис-
пользовали 29 олигонуклеотидов. В работе не стоя-
ло задачи получения рекомбинантных ДНК тяже-
лой и легкой цепей с целью дальнейшей продук-
ции антител. Несмотря на минимальное число
олигонуклеотидов и относительно высокую эф-
фективность одновременной амплификации VH
и VL из единичной клетки (68% и 50% для плазма-
тических и В-лимфоцитов соответственно), пуб-
ликаций с применением этого протокола немно-
го.

В настоящее время для получения человеческих
рекомбинантных антител из единичных клеток ча-
сто используют протокол, описанный K. Smith и
соавт. [10] (см. рис. S1b Дополнительных матери-
алов). Лизис клеток и выход мРНК в реакцион-
ную смесь происходит вследствие гипотониче-
ского свойства буфера для сортировки клеток с
последующей однократной заморозкой‒оттаива-
нием клеток в этом же буфере. Далее с лизатом
единичной клетки в качестве источника мРНК
проводят реакцию обратной транскрипции с по-
следующей первой мультиплексной ПЦР в той
же пробирке с использованием набора OneStep
RT-PCR Kit (Qiagen, Германия). В реакцию до-
бавляют смесь внешних 3'- и 5'-генспецифичных
праймеров для проведения первой ПЦР. Праймеры
группы 5' предназначены для спаривания с участ-
ком сигнальной последовательности (справедли-
во для праймеров 5' L Vκ, где L ‒ легкая цепь, Vκ ‒
вариабельный домен κ) либо с местом сочлене-
ния сигнальной последовательности и FR1 (спра-
ведливо для праймеров 5' L-VH и 5' L Vλ, где Vλ ‒
вариабельный домен λ). Праймеры группы 3'
комплементарны кДНК константных доменов
тяжелой цепи типа γ и μ и легкой цепи κ и λ изо-
типов (Cκ и Cλ соответственно). Сначала они
служат затравкой для синтеза первой цепи кДНК,
а затем участвуют в мультиплексной амплифика-
ции кДНК. По завершении первой ПЦР выпол-
няют вторую, которую, в свою очередь, проводят
в отдельных пробирках для каждого типа тяжелой
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цепи и легкой цепи. В ней задействуют праймеры,
отжигающиеся внутри полученных ПЦР-продук-
тов и содержащие некомплементарные матрице
свесы (оверхенги) с сайтами рестрикции. Полу-
ченные продукты амплификации клонируют в
векторы, предоставляющие сигнальную последова-
тельность и недостающие константные участки со-
ответствующих цепей иммуноглобулина и предна-
значенные для экспрессии легкой и тяжелой цепи
IgG1 в эукариотической системе.

Позднее F. Rudkin и соавт. [11] представили
разработанный ими протокол получения ре-
комбинантных антител из единичных клеток
(см. рис. S1с Дополнительных материалов). Со-
гласно их методике, для синтеза первой цепи кДНК
используют олиго(dT)20. Далее следует первый этап
вложенной ПЦР, где используют 5'-праймеры,
аналогичные тем, которые описаны у K. Smithи со-
авт. [10], а 3'-праймеры заменяют на авторские: два
олигонуклеотида к кодирующей области CH1-до-
мена тяжелой цепи γ и по три праймера к терми-
нальным областям кДНК легких цепей каждого
типа (участку нескольких последних кодонов
константного домена и двум участкам, синтези-
рованным на матрице 3'-нетранслируемого ре-
гиона (3' UTR) мРНК). Использование несколь-
ких 3'-праймеров, вероятно, применено для уси-
ления амплификации. Перечень праймеров для
второго этапа ПЦР существенно расширен и до-
работан по сравнению с описанными K. Smith
и др. [10] ‒ для охвата большего количества V-
генных сегментов. В результате легкие цепи ам-
плифицируют полноразмерными, а внутри тяже-
лой цепи амплифицируют только домен VH. До-
полнительной особенностью этого протокола яв-
ляется отказ от использования рестриктаз в
пользу клонирования In-Fusion®, что влечет за
собой дополнение каждого праймера большим
оверхенгом по 14 нуклеотидов. Суммарно в мето-
де задействовано 104 праймера (4 119 н.).

Альтернативный способ предложен Т. Ozawa
и др. [12]. Авторами разработана стратегия ам-
плификации кДНК иммуноглобулинов с тяжелой
цепью γ и μ и легкой цепью κ и λ из единичных В-
клеток с помощью 5'-RACE-метода. Сначала про-
водят затравку синтеза первых цепей кДНК че-
тырьмя генспецифичными праймерами в реак-
ции обратной транскрипции. Затем применяют
ферментативное наращивание гомополимерной
нуклеотидной последовательности на 3'-конце,
с которой впоследствии гибридизуется праймер
с комплементарным гомополимерным участком
и адаптерной последовательностью. Эта адаптер-
ная последовательность в дальнейшем служит
местом последовательного отжига двух 5'-прай-
меров: внутреннего и внешнего, – задейство-
ванных в первой и второй стадиях вложенной
ПЦР. Также используют по два 3'-праймера (ана-
логично: один внешний, другой внутренний) к

каждому константному участку легкой цепи κ и λ
и тяжелой цепи γ и μ. Схема протокола представ-
лена на рис. S1d Дополнительных материалов. Та-
ким образом, при полном отказе от праймеров,
комплементарных генным сегментам V и J, авторам
удалось амплифицировать пару VH/VL из более 50%
В-клеток.

Метод SMART [13, 14] так же, как и 5' RACE,
применим в отношении амплификации кДНК еди-
ничных иммуноглобулинпродуцирующих клеток.
Например, SMART используют для NGS полно-
размерных кДНК из единичных клеток, в частно-
сти с использованием микрофлюидной изоляции
[15, 16]. А значит, его можно использовать для ам-
плификации 5'-концов целевых кДНК, где зако-
дирована последовательность V-доменов. Но из-
за включения 5' UTR в состав амплифицируемой
последовательности невозможно создать реком-
бинантные плазмиды для продукции иммуногло-
булина путем клонирования первично получен-
ных ампликонов ‒ для этого потребуется последу-
ющая ПЦР с гибридизацией 5'-праймера в начале
V-домена и 3'-праймера в конце V-домена или
ниже по ходу транскрипции (область константной
части). В проведенном нами исследовании такая
возможность продемонстрирована. Предлагаемый
способ амплификации кДНК схематично пред-
ставлен на рис. S1e Дополнительных материалов.

Цель данной работы ‒ предложить новый про-
токол получения рекомбинантных антител из еди-
ничных В-лимфоцитов, в котором используют ми-
нимальное число синтетических праймеров; при
этом функциональную активность антител можно
проверить перед клонированием кДНК V-доменов
в плазмиды. Способ может быть особенно востре-
бован при работе с несколькими десятками и сот-
нями иммуноглобулинпродуцирующих клеток, в
том числе с неуточненной специфичностью в цито-
метрическом анализе, например с плазмобластами.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Сортинг единичных В-клеток

В качестве источника В-клеток использовали
40 мл периферической крови человека (инфор-
мированное добровольное согласие донора полу-
чено). Сначала из крови выделяли В-лимфоцитар-
ную фракцию с использованием набора RosetteSep
Human B Cell Enrichment Cocktail (STEMCELL,
США). Для выявления целевой субпопуляции
В-клеток использовали многоцветную панель:
CD19 APC/CD27 BB515/CD38 PE-Cy7/IgG
BB700. Иммунофенотипирование и сортинг
клеток проводили на проточном цитофлуори-
метре FACS Aria III (BD Biosciences, США),
оснащенном тремя лазерами с длинами волн
излучения 405, 488 и 633 нм. Данная панель
позволила выделить IgG+ В-клетки с феноти-
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пом CD19+CD27+CD38+/‒IgG+. Клетки этого фе-
нотипа сортировали по одной в крышки к пробир-
кам для разведения (Part #1702-00; SSI Bio, США),
куда предварительно вносили 12.5 мкл лизирую-
щего буфера для улавливания клеток. Буфер гото-
вили из компонентов коммерческого набора
SMART-Seq HT (Takara Bio, Япония), исходя из
количества каждого компонента на 1 лунку: 10.5
мкл воды Nuclease-Free Water, 0.95 мкл 10× Ly-
sis Buffer, 0.95 мкл RNase Inhibitor, 1 мкл 10 мкМ
раствора олигонуклеотида 3' SMART-Seq CDS
Primer II A (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCA-
GAGTACT(20)VN-3'). Крышки с буфером вставляли
в лунки 96-луночного планета для культивиро-
вания клеточных культур и немедленно исполь-
зовали для сортировки. После сортировки ем-
кости закрывали крышками для стрипов (Part
#3105-00; SSI Bio) и помещали на ‒80°C.

Обратная транскрипция, совмещенная 
с амплификацией (ОТ-ПЦР) 
транскриптома В-клеток

Синтез кДНК проводили с использованием
компонентов набора SMART-Seq HT (Takara Bio), в
том числе праймера 3' SMART-Seq CDS Primer II
A, комплементарного поли(А)-хвосту мРНК. Ем-
кости с единичными клетками размораживали,
содержимое каждой крышки переносили в от-
дельные 0.2-миллилитровые пробирки для ПЦР,
помещали в амплификатор с разогретой до 105°C
крышкой и прогревали до 72°C в течение 3 мин,
после чего температуру в амплификаторе пони-
жали до 4°C и инкубировали еще 2 мин. Затем, не
извлекая пробирки из амплификатора, вносили в
каждую по 12.5 мкл реакционной смеси следую-
щего состава: вода (Nuclease-Free Water) – 0.7 мкл,
One-Step Buffer – 8 мкл, SMART-Seq HT Oligonu-
cleotide – 1 мкл, RNase Inhibitor – 0.5 мкл, SeqAmp
DNA Polymerase – 0.3 мкл, SMARTScribe Reverse

Transcriptase (100 U/μL) – 2 мкл. Содержимое про-
бирки аккуратно перемешивали пипетированием
(2‒3 раза), избегая образования пузырей. Запуска-
ли работу амплификатора с параметрами, пред-
ставленными в табл. 1.

Дизайн генспецифичных праймеров 
для амплификации кДНК

Информацию о функциональных аллелях, ко-
торые могут кодировать иммуноглобулин, полу-
чали из базы генов и аллелей зародышевых линий
IMGT/GENE-DB (IMGT ‒ ImMunoGeneTics in-
formation system; https://www.imgt.org/genedb/).
Для выгрузки последовательностей использовали
перечисленные далее параметры. Species: Homo sa-
piens; Molecular component: IG; Functionality: func-
tional; Gene type: variable для дизайна праймеров
5' VH, 5' Vκ и 5' Vλ, joining и constant для 3' JH-CHG,
constant для 3' Cκ и 3' Cλ; Locus: IGH для 5' VH и
3' JH-CHG, IGK для 5' Vκ и 3' Cκ, IGL для 5' Vλ и
3' Cλ; Остальное: по умолчанию (any). Комплемен-
тарные участки праймеров для амплификации об-
ластей интереса определяли вручную, исходя из об-
щих принципов дизайна праймеров (длина ‒ от
18 нуклеотидов, температура плавления ‒ от 50°C
при 50 мМ Na+). В некоторых случаях сознательно
внедряли некомплементарные основания (мисмат-
чи) для сокращения общего числа праймеров, но од-
новременно стремились к минимизации мисматчей.

Амплификация полинуклеотидов, которые 
кодируют домены VH и Vκ или Vλ цепей 

иммуноглобулина
Для каждой реакции ОТ-ПЦР проводили три

ПЦР с образцом кДНК в качестве матрицы: одна
для амплификации VH всех подклассов IgG, одна
для Vκ и одна для Vλ. Для ПЦР использовали ре-
акционные смеси, приготовленные на основе дву-

Таблица 1. Режим проведения ОТ-ПЦР с использованием набора SMART-Seq HT 
Table 1. RT-PCR protocol using the SMART-Seq HT kit

Стадия Температура блока, °C Продолжительность Цикличность

Подготовка к обратной транскрипции: “горячий” 
лизис клетки, инактивация ферментов, денатура-
ция вторичной структуры мРНК и праймера

72 3 мин
1×

4 5 мин

Обратная транскрипция 42 90 мин 1×

Предварительная денатурация перед ПЦР 95 1 мин 1×

Циклическая амплификация

98 10 с

20×65 30 с

68 3 мин

Финальная элонгация 72 10 мин 1×

Выемка образцов 4 ∞ 1×
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кратной смеси dNTPs и полимеразы Phusion Hot
Start II High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, США), а также композиции праймеров.
Для приготовления стоковых 25-кратных раство-
ров праймеров (композиций) смешивали прай-
меры, представленные в табл. 2, согласно приве-
денному ниже перечню таким образом, чтобы ко-
нечная концентрация каждого олигонуклеотида
составила 5 мкМ.

1) Композиция VH-CHG (SOE): праймеры
5' VH-1, 5' VH-2, 5' VH-3, 5' VH-4, 5' VH-5, 5' VH-6,
5' VH-7, 5' VH-8, 5' VH-9, 3' JH-CHG (комплемен-
тарен области, кодирующей стык J-генного сег-

мента и константного (constant, C) домена тяже-
лой (heavy, H) цепи иммуноглобулина G).

2) Композиция Vκ-Cκ (SOE): 5' Vκ-1, 5' Vκ-2,
5' Vκ-3, 5' Vκ-4, 3' Cκ.

3) Композиция Vλ-Cλ (SOE): 5' Vλ-1, 5' Vλ-2, 5'
Vλ-3, 5' Vλ-4, 5' Vλ-5, 5' Vλ-6, 5' Vλ-7, 5' Vλ-8, 5'
Vλ-9, 3' Cλ.

Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала
12.5 мкл Phusion Hot Start II High-Fidelity PCR
Master Mix, 1 мкл раствора праймеров, 0.5 мкл об-
разца кДНК и 11 мкл воды (nuclease-free). Реак-
цию ПЦР проводили при 98°C в течение 1 мин
(начальная денатурация и запуск горячего стар-

Таблица 2. Праймеры для амплификации кДНК, содержащих нуклеотидные последовательности вариабельных
участков иммуноглобулина человека. Набор для создания линейных экспрессионных кассет IgG с помощью
SOE-PCR 
Table 2. Primers for the amplification of cDNA containing the coding sequence of variable region of the human immuno-
globulin. Set for generation of linear expression cassettes of IgG via SOE-PCR

№, 
п/п Композиция

Праймер

название последовательность, 5' → 3' длина

1

VH-CHG (SOE)

5' VH-1 GGGGCGTCCAGTGTCAGGTCACCTTGARGGAGT 33

2 5' VH-2 GGGGCGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGCAGT 33

3 5' VH-3 GGGGCGTCCAGTGTGARGTGCADCTGGTGGAGTC 34

4 5' VH-4 GGGGCGTCCAGTGTCAGGTSCAGCTGGTGCAAT 33

5 5' VH-5 GGGGCGTCCAGTGTCAGSTGCAGCTGCAGGAGT 33

6 5' VH-6 GGGGCGTCCAGTGTCAGRTGCAGCTGGTGSAGT 33

7 5' VH-7 GGGGCGTCCAGTGTSAGGTGCAGCTGTTGGAGT 33

8 5' VH-8 GGGGCGTCCAGTGTCAGGTYCAGCTKGTGCAGT 33

9 5' VH-9 GGGGCGTCCAGTGTCAGGTRCAGCTRCAGSAGT 33

10 3' JH-CHG GCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGAC 24

11

Vκ-Cκ (SOE)

5' Vκ-1 GAGCGGCGCAAGGTGCGAWATTGTGATGACDCAGTCTCCA 40

12 5' Vκ-2 GAGCGGCGCAAGGTGCGABATTGTGATGACCCAG 34

13 5' Vκ-3 GAGCGGCGCAAGGTGCGMCATCCRGWTGACCCAGT 35

14 5' Vκ-4 GAGCGGCGCAAGGTGCGAAACGACACTCACGCAG 34

15 3' Cκ GGGCGTTGTCAACCTTCCACTGTAC 25

16

Vλ-Cλ (SOE)

5' Vλ-1 GAGCGGCGCAAGGTGCCAGCYTGTGCTGACTCAAT 35

17 5' Vλ-2 GAGCGGCGCAAGGTGCTCCTATGWGCTGACTCAG 34

18 5' Vλ-3 GAGCGGCGCAAGGTGCTCCTATGAGCTGACACAG 34

19 5' Vλ-4 GAGCGGCGCAAGGTGCCAGTCTGCCCTGACTCAG 34

20 5' Vλ-5 GAGCGGCGCAAGGTGCCAGTCTGTGBTGACGCAGC 35

21 5' Vλ-6 GAGCGGCGCAAGGTGCCWGSCTGTGCTGACTCAG 34

22 5' Vλ-7 GAGCGGCGCAAGGTGCCAGGCAGGGCTGACTCAG 34

23 5' Vλ-8 GAGCGGCGCAAGGTGCCAGRCTGTGGTGACYCAG 34

24 5' Vλ-9 GAGCGGCGCAAGGTGCAATTTTATGCTGACTCAGC 35

25 3' Cλ GTGGCCTTGTTAGCTTGAAGCTCC 24
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та), затем 35 циклов при 98°C в течение 10 с (дена-
турация), 50°C для VH или 55°C для Vκ и Vλ в те-
чение 10 с (отжиг) и 72°C в течение 30 с (элонга-
ция). Заключительная элонгация длилась 1 мин
при 72°C.

Аликвоты каждого продукта ПЦР объемом 2 мкл
анализировали с помощью электрофореза в 1.5%-
ном агарозном геле. Корректно прошедшие реак-
ции отмечали, если они представляли собой мо-
нопродукт и имели следующую длину в сравнении с
маркером молекулярной массы: VH 390‒420 п.н.,
Vκ 470‒490 п.н., Vλ 410‒430 п.н. Чистая дорожка
или наличие нескольких слабо различимых полос
другой длины считали за непрошедшую реак-
цию. Продукты реакций, интерпретированных
как успешно прошедшие, очищали от полимера-
зы с использованием микроцентрифужных коло-
нок QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

Получения линейных экспрессионных кассет IgG

Продукты ПЦР далее использовали для сбор-
ки экспрессионно активного гена соответствующей
цепи иммуноглобулина при помощи SOE-PCR.
Так, к 5'-области полинуклеотида вариабельного
региона присоединяли последовательность эн-
хансера/промотора предраннего гена-1 цитоме-
галовируса человека и последовательность сиг-
нального пептида, где старт-кодон находится в
контекстном окружении последовательности Ко-
зак. Эти фрагменты получали в ПЦР путем ампли-
фикации энхансер-промоторной области плазми-
ды pcDNA3.4 (Invitrogen, США), внедрив кодиру-
ющую последовательность сигнального пептида в
структуру обратного праймера. К 3'-области до-
бавляли недостающую (не затронутую в процессе
амплификации) часть нуклеотидной последова-
тельности константного региона цепи и сигнал по-
лиаденилирования SV40L. Эти фрагменты получа-
ли в ПЦР путем амплификации участков плазмид
pSF-CMV-HuIgG1 HC, pSF-CMV-HuKappa LC и
pSF-CMV-HuLambda LC из набора Human IgG
Vector Set (PP2409; Oxford Genetics, Великобрита-
ния). Результирующая SOE-PCR соединяла три
полинуклеотида в единую линейную экспресси-
онную кассету. Принципиальная схема получе-
ния кассет изображена на рис. 1. Праймеры, не-
обходимые для данной процедуры, перечислены
в табл. 3 и продублированы в расширенной табл. S1
(Дополнительные материалы). Реакции №№ 3, 4,
5 в табл. 3 относятся к собственно SOE-PCR и
формируют линейные экспрессионные кассеты
тяжелой цепи γ1, легкой цепи изотипа κ и легкой
цепи изотипа λ соответственно.

Клонирование открытых рамок считывания цепей 
иммуноглобулинов в плазмидные векторы

Каждую отдельную линейную экспрессион-
ную кассету обрабатывали рестриктазами NcoI и
NheI (Thermo Fisher Scientific) и клонировали по
тем же сайтам в плазмиду pSF-CMV-HuIgG1 HC.
Очищенные плазмиды секвенировали по Сэнгеру
с праймера CMV Forward (5' CGCAAATGGGCG-
GTAGGCGTG 3').

Анализ полученных нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей, 

аннотирование региона V(D)J-рекомбинации
Прочтенные нуклеотидные последовательно-

сти анализировали с помощью автоматизирован-
ного компьютерного алгоритма IMGT/V-QUEST
(http://www.imgt.org/IMGT_vquest/input) для под-
тверждения их принадлежности к кодирующим по-
следовательностям цепей человеческих антител.
Алгоритм определяет степень гомологии последо-
вательности, прошедшей V(D)J-рекомбинацию, с
расшифрованными V-, D- и J-генными сегмента-
ми зародышевой линии человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами разработан способ получения ре-

комбинантных антител из единичных В-кле-
ток, который изложен в патенте на изобретение
RU2775914C1 [17]. Его сущность заключается в
проведении обратной транскрипции мРНК еди-
ничного лимфоцита по технологии SMART, дву-
стадийной амплификации пары полинуклеоти-
дов VH/VL и клонировании ампликонов в экс-
прессионные плазмиды PP2409 (Oxford Genetics).
Согласно разработанному протоколу, для затрав-
ки синтеза первой цепи кДНК используют компо-
зицию генспецифичных праймеров с дополнитель-
ной адаптерной последовательностью к цепям типа
γ, ε, α, μ, κ и λ (группа олигонуклеотидов под на-
званием 3' HuIgSMART). В результате после пер-
вой амплификации кДНК получают обогащенную
смесь из полинуклеотидов, кодирующих только
фрагменты цепей иммуноглобулина. В процессе
дальнейшего развития протокола нами установ-
лено, что второй этап ПЦР может быть выполнен
более эффективно, если материалом служит тоталь-
но амплифицированная кДНК. Именно поэтому
генспецифичные праймеры группы 3' HuIgSMART
теперь заменены на один праймер 3' SMART-Seq
CDS Primer II A – заякоренный олиго(dT)20 с
адаптерной последовательностью. Праймеры для
амплификации кодирующих VH и VL участков
(табл. 2) незначительно отличаются от аналогич-
ных, предложенных нами в патентной заявке. В
частности, к праймерам группы 5' добавлены не-
комплементарные нуклеотидные последователь-
ности, выступающие в роли перекрывающихся



18

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 39  № 1  2023

МАРЬИН и др.

Рис. 1. Схема получения линейных экспрессионных кассет цепей иммуноглобулина в процессе SOE-PCR. Использо-
ваны следующие обозначения: cDNA ‒ кДНК; E&P CMV IE1 Hs – энхансер и промотор предраннего гена-1 цитоме-
галовируса человека; LC ‒ легкая цепь; SS HC – последовательность, кодирующая cигнальный пептид тяжелой цепи;
SS LCκ – последовательность, кодирующая cигнальный пептид легкой цепи изотипа κ; SS LCλ – последовательность,
кодирующая cигнальный пептид легкой цепи изотипа λ; IGHG1 – ген константного региона тяжелой цепи γ1; IGKC –
ген константного региона легкой цепи κ; IGLC – ген константного региона легкой цепи λ; pA SV40 – сигнал полиаде-
нилирования SV40. 
Fig. 1. Scheme for obtaining linear expression cassettes of immunoglobulin chains via SOE-PCR. The following designations are
used: E&P CMV IE1 Hs – enhancer and promoter of the human cytomegalovirus immediate early gene 1; LC ‒ light chain; SS HC –
coding sequence of heavy chain signal peptide; SS LCκ – coding sequence of κ isotype light chain signal peptide; SS LCλ – coding
sequence of λ isotype light chain signal peptide; IGHG1 – immunoglobulin heavy constant gamma 1 gene; IGKC – immuno-
globulin kappa constant gene; IGLC – immunoglobulin lambda constant gene; pA SV40 – polyadenylation signal SV40.

5'VH

5'VH

5'V�

3'JH-CHG

3'Ck

3'C�

SS

SS LCk

SS LCk

SS LCk

SS LCk

SS LCk

SS LC�

HC

SS HC

SS HC

VH

Vk

Vk

Vk

V�

V�

V�

VH

VH

IGHG

IGHG1

IGHG1

IGLC2

IGKC

IGKC

IGKC

IGKC

IGLC

IGLC

PCR

PCR

LCk cDNA

LC� cDNA

SOE-PCR

SOE-PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

SOE-PCR

PCR

pcDNA 3.4

pcDNA 3.4

pA SV40

pA SV40

pA SV40

pA SV40

pA SV40

pA SV40

E&P CMV IE1 Hs

E&P CMV IE1 Hs

E&P CMV IE1 Hs

E&P CMV IE1 Hs

E&P CMV IE1 Hs

E&P CMV IE1 Hs

pSF-CMV-

HulgG1 HC

(OG527)

pSF-CMV-

HuKappa

LC (OG528)

pSF-CMV-

HuLambda

LC (OG529)

HC cDNA

(гомологичных) участков в SOE-PCR. К прайме-
рам 5'-VH добавили последовательность GGGG-
CGTCCAGTGT; к праймерам 5'-Vκ и 5'-Vλ – после-
довательность GAGCGGCGCAAGGTGC. Соеди-
нение трех полинуклеотидов в SOE-PCR формирует

линейную экспрессионную кассету с открытой
рамкой считывания, которая кодирует N-концевой
сигнальный пептид и собственно цепь антитела.
Для тяжелой и легкой цепи мы выбрали сигналь-
ные пептиды H7 (MEFGLSWVFLVALFRGVQC) и
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L1 (MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC) соответ-

ственно, которые были исследованы R. Haryadi и

соавт. [18]. Данная комбинация преимуществен-

но позитивно влияет на количественный выход

антител при продукции в клетках CHO.

В процессе дизайна 5'-праймеров отдельные

гомологичные последовательности удалось пре-

образовать в консенсусные и записать их с симво-

лами вырожденных нуклеотидов ИЮПАК. Тем

самым мы сократили число последовательностей

для синтеза и добились практически полного со-

ответствия 5'-праймеров всевозможным аллель-

ным вариантам генных сегментов IGHV, IGKV и

IGLV: для более чем 96% аллелей внутри каждой

группы существует хотя бы один праймер, ком-

плементарный матрице полностью или содержа-

щий единичный мисматч. В табл. S2–S4 (Допол-

нительные материалы) представлены участки от-

жига 5'-праймеров внутри аллелей V-генных

сегментов и ближайшие по гомологии варианты

5'-праймеров, которые получены декодировани-

ем вырожденных позиций нуклеотидов (оверхен-

ги не добавлены для удобства восприятия). В

табл. S5–S7 (Дополнительные материалы) пред-

ставлены последовательности 3'-праймеров и
участки их отжига.

В прикладных исследованиях, связанных с по-
лучением рекомбинантных антител из единичных
В-клеток человека, чаще всего используют прото-
кол амплификации кДНК, описанный K. Smith и
соавт. [10]. Для сравнения композиций прайме-
ров, используемых нами и в указанной работе, мы
разместили их согласно предназначению в табл. S8
(Дополнительные материалы). В результате мож-
но сделать следующий вывод: в процессе превра-
щения мРНК IgG единичной клетки в рекомби-
нантные ДНК, кодирующие легкую и тяжелую
цепь, вместо 42 праймеров суммарной протяжен-
ностью 1572 нуклеотида, используемых K. Smith
и др. [10], мы предлагаем задействовать 28 общей
протяженностью 924 нуклеотида

Из 40 мл цельной периферической крови до-

нора было выделено 2.21 × 106 В-лимфоцитов.
Обогащенную фракцию В-клеток окрашивали
конъюгатами флуорохромов против IgG человека
и поверхностных клеточных маркеров. В процессе
цитометрического сортинга изолированы В-клетки

с фенотипом CD19+CD27+CD38+/‒IgG+ (рис. 2),
что соответствует активированным В-клеткам па-

Рис. 2. Стратегия многоэтапного гейтирования субпопуляции В-клеток с применением панели CD19 APC/CD38 PE-
Cy7/CD27 BB515/IgG BB700. Сначала проводили гейтирование по прямому (FSC) и боковому (SSC) светорассеянию (а).
После исключения дуплетов (b) и гейтирования CD19+ В-лимфоцитов (c) на основе коэкспрессии молекул
CD27/CD38 выделяли В-клетки с фенотипом CD19+CD27+CD38‒/+ (d). Далее в этой субпопуляции дополнительно
выделяли только IgG+ В-клетки памяти (e). 
Fig. 2. A multi-step gating strategy for B-cell subpopulation using the panel of CD19 APC/CD38 PE-Cy7/CD27 BB515/IgG
BB700. First, forward (FSC) and side (SSC) scatter gating was performed (a). After exclusion of doublets (b) and gating of
CD19+ B-lymphocytes (c), B-cells with the CD19+CD27+CD38‒/+ phenotype were identified by coexpression of CD27/CD38
molecules (d). Further, IgG+ memory B-cells were additionally isolated within this subpopulation (e).
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мяти. Единичные клетки помещали в лизирующий
буфер для выхода мРНК из клетки в реакцион-
ный раствор. Лизирующий буфер разливали не в
ПЦР-пробирки, а в перевернутые крышки для
пробирок, тем самым существенно увеличив пло-
щадь поверхности для “улавливания” клеток. Од-
нако такие емкости необходимо подготавливать
за считанные минуты до начала сортировки из-за
ускоренного испарение воды из раствора. У нас
есть успешней опыт сортировки клеток в низко-
профильные ПЦР-стрипы из антистатического
полипропилена (B72811; BIOplastics, Нидерлан-
ды), что более удобно для проведения дальней-
ших исследований, не входящих в рамки этой ра-
боты (данные не представлены).

На первой стадии проводили амплификацию
кДНК всех транскрибируемых мРНК в тех же

пробирках, где прошла обратная транскрипция.

На втором этапе был использован образец кДНК

из ПЦР первого этапа. На каждую В-клетку (ан-

титело) проводили по три реакции с композиция-

ми генспецифичных праймеров: VH-CHG (SOE),

Vκ-Cκ (SOE) и Vλ-Cλ (SOE). В результате были

получены полинуклеотиды, кодирующие вариа-

бельный домен и часть константного домена. На

рис. 3 представлен электрофоретический анализ

миграции ПЦР-продуктов в агарозном геле. В ре-

зультате амплификации кДНК антител первых

семнадцати В-клеток получены результативные

пары полинуклеотидов VH-VL из клеток в слотах

A2, A5, A6, A7, A8, A10, A11, A12, C7, C9, C10 и

C11, так как оба ампликона были четко различи-

мы и соответствовали ожидаемой длине. В то же

время из четырех клеток удалось амплифировать

Рис. 3. ПЦР кДНК иммуноглобулинов 17 единичных клеток (слоты A2‒C7). На дорожки нанесено по 2 мкл продукта
реакции. Фигурной скобкой сверху объединены реакции, в которых использовали кДНК одной клетки (номер слота
указан над скобкой) в качестве матрицы. Интерпретация приведена внизу каждой дорожки: “+” ‒ позитивный ре-
зультат, “‒” ‒ негативный результат амплификации. Обведены номера слотов с клетками, из которых получен пози-
тивный результат амплификации кДНК легкой и тяжелой цепи одновременно. М ‒ маркер молекулярной массы ДНК
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific). 
Fig. 3. PCRs of cDNA of 17 single cells from slots A2‒C7. Lanes were loaded with 2 μl of reaction product. Reactions that used
cDNA of a single cell as a template are combined in a group of 3 lanes by curly bracket located from above. The result interpretated
below each of the lanes: “+” ‒ positive amplification, “‒” ‒ negative amplification. The circled slots indicate positive results of
cDNA amplification for both heavy and light chains. M – GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).
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участки кДНК, кодирующих лишь одну из цепей:
A3 (только регион Vκ), A4 и C12 (только регион
Vλ) и A9 (только регион VH). Из клетки C8 не уда-
лось амплифицировать никакой кДНК иммуно-
глобулина. Процент выполнения успешной ПЦР
составил 70%, что соизмеримо с показателями в
известных протоколах [7, 10‒12].

Для сборки линейных экспрессионных кассет
сначала амплифировали участки коммерчески
доступных плазмид согласно табл. 3 (реакции

2.1–2.5), затем проводили SOE-PCR и получали
линейные экспрессионные кассеты антител A2,
A5, A6, A7 и A8. Рис. 4 отражает результат получе-
ния линейных экспрессионных кассет антител A2
и A8 в виде электрофореграммы всех полученных
ПЦР-продуктов.

Линейная экспрессионная кассета, по сути, по-
вторяет транскрипционно активную часть плазми-
ды, то есть состоит из промотора в 5'-области, от-
крытой рамки считывания и сигнала полиадени-

Рис. 4. Результат ПЦР, выполненных для сборки линейных экспрессионных кассет антител A2 и A8. На дорожки на-
несено по 2 мкл продукта реакции. 1 – CMV-энхансер/промотор, старт-кодон в контексте Козак-последовательности,
сигнальная последовательность тяжелой цепи (соответствует реакции № 2.1 в табл. 3); 2 – CMV-энхансер/промотор,
старт-кодон в контексте Козак-последовательности, сигнальная последовательность легкой цепи (соответствует ре-
акции № 2.2 в табл. 3); 3 – константный регион тяжелой цепи γ1 и сигнал полиаденилирования SV40 (соответствует
реакции № 2.3 в табл. 3); 4 – константный регион легкой цепи изотипа κ и сигнал полиаденилирования SV40 (соот-
ветствует реакции № 2.4 в табл. 3); 5 – константный регион легкой цепи изотипа λ и сигнал полиаденилирования SV40
(соответствует реакции № 2.5 в табл. 3); 6 – вариабельный регион тяжелой цепи антитела A2 (соответствует реакции
№ 1.1 в табл. 3); 7 – экспрессионная кассета тяжелой цепи антитела A2 (соответствует реакции № 3 в табл. 3); 8 – ва-
риабельный регион и часть константного региона легкой цепи изотипа κ антитела A2 (соответствует реакции № 1.2 в
табл. 3); 9 – экспрессионная кассета легкой цепи антитела A2 (соответствует реакции № 4 в табл. 3); 10 – вариабель-
ный регион тяжелой цепи антитела A8 (соответствует реакции № 1.1 в табл. 3); 11 – экспрессионная кассета тяжелой
цепи антитела A8 (соответствует реакции № 3 в табл. 3); 12 – вариабельный регион и часть константного региона легкой
цепи изотипа λ антитела A8 (соответствует реакции № 1.3 в табл. 3); 13 – экспрессионная кассета легкой цепи антитела A8
(соответствует реакции № 5 в табл. 3); 14 – маркер длин ДНК GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). 
Fig. 4. Result of PCRs performed to assemble linear expression cassettes of antibodies A2 and A8. Lanes were loaded with 2 μL
of reaction product. 1 – CMV enhancer/promoter, start codon in surrounding Kozak sequence context, heavy chain signal se-
quence (corresponds to reaction no. 2.1 in Table 3); 2 – CMV enhancer/promoter, start codon in surrounding Kozak sequence
context, light chain signal sequence (corresponds to reaction no. 2.2 in Table 3); 3 – γ1 isotype heavy chain constant region and
SV40 polyadenylation signal (corresponds to reaction no. 2.3 in Table 3); 4 – κ isotype light-chain constant region and polyade-
nylation signal SV40 (corresponds to reaction no. 2.4 in Table 3); 5 – λ isotype light chain constant region and polyadenylation
signal SV40 (corresponds to reaction no. 2.5 in Table 3); 6 – A2 antibody variable region of heavy chain (corresponds to reaction
no. 1.1 in Table 3); 7 – A2 antibody expression cassette of the heavy chain (corresponds to reaction no. 3 in Table 3); 8 – A2 an-
tibody variable region and fragment of constant region of κ isotype light chain (corresponds to reaction no. 1.2 in Table 3); 9 –
A2 antibody expression cassette of light chain (corresponds to reaction no. 4 in Table 3); 10 – A8 antibody variable region of heavy
chain (corresponds to reaction no. 1. 1 in Table 3); 11 – A8 antibody expression cassette of heavy chain (corresponds to reaction
no. 3 in Table 3); 12 – A8 antibody variable region and fragment of constant region of λ isotype light chain (corresponds to reac-
tion no. 1.3 in Table 3); 13 – A8 antibody expression cassette of light chain (corresponds to reaction no. 5 in Table 3); 14 –
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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лирования в 3'-области. Производство такой
конструкции занимает ровно столько времени,
сколько идет сплайсинговая ПЦР (SOE-PCR). А
получение рекомбинантной плазмиды подразу-
мевает минимум двукратную очистку ПЦР-про-
дукта (перед гидролизом и после гидролиза ре-
стриктазами), реакцию лигирования плазмиды и
вставки, трансформацию в Escherichia coli, скри-
нинг нескольких единичных колоний в ПЦР на
предмет корректного клонирования, наращивание
культуры и выделение плазмидной ДНК, проверку
рамки считывания через секвенирование плазмид
по Сэнгеру. Экспрессионные кассеты тяжелой и
легкой цепи одного антитела, одновременно транс-
фицированные в клетки линии HEK293, обеспечи-
вают синтез полноразмерных молекул иммуногло-
булина. В целом, трансформация клеток HEK293
линейной ДНК и последующий анализ функцио-
нальной активности антител отвечает на вопрос,
есть ли вообще необходимость проводить клони-
рование в плазмиды. Клонирование остается не-
обходимым этапом для завершения цикла работ
по получению рекомбинантных антител. Исполь-
зование линейных экспрессионных кассет неже-
лательно для масштабной транзиентной транс-
фекции клеток CHO, так как линейная ДНК име-
ет ряд недостатков перед сверхспирализованной
плазмидной ДНК [19]. Кроме того, в таком ис-
полнении – без использования селективных мар-
керов и “балластных” фланкирующих последова-
тельностей ‒ они практически непригодны для со-
здания стабильного продуцента. Также их нельзя
отсеквенировать по Сэнгеру из-за особенностей
сплайсинговой ПЦР: наличие неверных вариантов
сплайсинга фрагментов ДНК среди продуктов ре-
акции будет выражаться в перекрывающихся пи-
ках на хроматограмме.

Обработка линейных экспрессионных кас-
сет рестриктазами NcoI и NheI приводит к потере

промоторного и полиаденилирующего сегмента,
но оставляет открытую рамку считывания полно-
размерной цепи иммуноглобулина, готовую к ли-
гированию в любую из плазмид набора Human
IgG Vector Set (рис. 5). Тогда рамка считывания
заново приобретает промотор CMV и сигнал по-
лиаденилирования плазмиды. В то же время преду-
смотрены альтернативные варианты гидролиза по
сайтам рестрикции XbaI, NheI и XbaI и ClaI. Это
делает возможным клонирование открытой рамки
считывания в другие векторы, например в плазмиду
pcDNA3.1 (Invitrogen), обработанную ферментами
NheI или NheI и XbaI, с обязательной проверкой
ориентации вставки. Сайты рестрикции NcoI,
XbaI, ClaI и NheI относятся к редко встречающимся
в V-, D-, J-генных сегментах иммуноглобулина за-
родышевой линии человека (по данным каталога
V BASE: https://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/vbase/re-
striction2.php), значит вероятность их наличия в
кодирующей последовательности цепей мини-
мальна.

Открытые рамки считывания цепей антител A2,
A5, A6, A7 и A8 были клонированы из линейных
экспрессионных кассет в плазмиду pSF-CMV-
HuIgG1 HC. Получено 10 новых плазмид, обеспе-
чивающих синтез данных антител в клетках млеко-
питающих. Участки рекомбинантных плазмид были
секвенированы по Сэнгеру для анализа корректной
встройки ДНК. Нуклеотидные последовательности
проанализированы с помощью IMGT/V-QUEST.
Результат представлен в табл. S9 и на рис. S2
(Дополнительные материалы). В каждой нуклео-
тидной последовательности алгоритм определил
регион V(D)J-рекомбинации, что указывает на
принадлежность к полинуклеотидам, кодирую-
щим вариабельный домен цепи иммуноглобули-
на человека.

К сожалению, для примера связывания анти-
гена с антителом мы не смогли использовать ма-

Рис. 5. Карты линейных экспрессионных кассет цепей иммуноглобулина: тяжелой цепи γ1 (a), легкой цепи κ (b), лег-
кой цепи λ (c). Использованы следующие обозначения: E CMV IE1 Hs – энхансер предраннего гена-1 цитомегаловируса
человека; P CMV IE1 Hs – промотор предраннего гена-1 цитомегаловируса человека. 
Fig. 5. Maps of linear expression cassettes of immunoglobulin chains: heavy chain γ1 (a), light chain κ (b), light chain λ (c). The
following designations are used: E CMV IE1 Hs – enhancer of the human cytomegalovirus immediate early gene 1; P CMV IE1
Hs – promoter of the human cytomegalovirus immediate early gene 1.
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териал, полученный после амплификации кДНК
V-доменов иммуноглобулина сортированных еди-
ничных клеток в рамках данной работы, поскольку
провели сортинг В-клеток здорового донора без
окрашивания флуоресцентным антигенным зон-
дом. Однако, по результатам проведенных нами
модельных экспериментов, созданные по опи-
санному способу линейные экспрессионные кас-
сеты антител с константой диссоциации порядка

10‒9 М, введенные в клетки HEK293, через 48 ч
обеспечивают синтез антител в таком количестве,
при котором они могут быть обнаружены в имму-
ноферментном анализе при разведении культу-
ральной жидкости не менее чем в 16 раз. Для того,
чтобы подтвердить заявленное в цели работы
утверждение о проверке функциональной актив-
ности антител перед клонированием кДНК V-до-
менов в плазмиды, мы провели дополнительный
эксперимент (см. Дополнительный эксперимент
в Дополнительных материалах). Для обратной
транскрипции вместо лизата единичного В-лимфо-
цита использовали изолированную РНК гибридо-
мы Hu-C6D7-RBD, производящей одноименные
человеческие антитела к рецепторсвязывающему
домену (RBD) белка шипа коронавируса-2 тяжело-
го острого респираторного синдрома (SARS-CoV-2,
штамм Wuhan-Hu-1), которая охарактеризована
нами в работе [20] и патенте на изобретение [21].
В остальном процесс получения линейных экс-
прессионных кассет остался идентичным опи-
санному в разделе “Условия эксперимента”.

В представленной работе мы предложили мате-
риалы и методы, которые способствовали успеш-
ной амплификации кДНК антител, производимых
единичными клетками. Наш протокол может быть
выбран в качестве основного для решения данной
задачи другими исследователями. В конце отметим
несколько моментов, которые помогут выбрать
направление для усовершенствования протокола
и перспективы его практического применения.

К критически важному этапу мы относим ис-
пользование набора SMART-Seq HT (Takara Bio).
Его применение гарантирует синтез и обогаще-
ние кДНК единичных клеток по принципу “все
реакции в одной пробирке”, что также практиче-
ски исключает риски контаминации загрязнен-
ными реактивами и кросс-контаминации соседни-
ми образцами РНК/кДНК. Следовательно, для по-
вышения эффективности амплификации кДНК
антител оптимизации подлежит только стадия
ПЦР с генспецифичными праймерами. Оптими-
зация может включать использование термоста-
бильной полимеразы более высокого или более
низкого класса, чем предложенная нами Phusion
Hot Start II (например, Q5-полимеразы фирмы
NEB или Taq-полимеразы), изменение концентра-

ции ионов Mg2+ в буфере, программы амплифи-
катора и т.д. Мы предполагаем, что таким образом

можно добиться парной амплификации V-доменов
как минимум для 9 В-клеток из 10.

В то же время стоимость амплификации тран-
скриптома одной клетки с помощью набора
SMART-Seq HT достаточно высокая и составляет
минимум 60 € (в зависимости от страны приобре-
тения набора). Ее можно снизить на треть путем
уменьшения количества каждого компонента в
3 раза. Пока мы не нашли аналогичных реактивов
для проведения обратной транскрипции РНК еди-
ничной клетки по технологии SMART с последую-
щей амплификацией кДНК, причем с предусмот-
ренным лизисом клетки в реакционном буфере.

Амплификация кДНК антител имеет практиче-
скую значимость для создания терапевтических
препаратов на основе моноклональных антител че-
ловека. При наличии отработанной стратегии
цитометрического сортинга перспективных В-
лимфоцитов, производящих антитела желае-
мой специфичности, и возможности примене-
ния разработанного нами протокола амплифика-
ции кДНК с промежуточной проверкой специфич-
ности антител через линейные экспрессионные
кассеты процесс создания терапевтических анти-
тел из единичных клеток может получить распро-
странение в научно-исследовательских лаборато-
риях биомедицинской направленности.
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Amplification of cDNA of Antibody Variable Domains from Single Human
B cells for Obtaining Recombinant Monoclonal Antibodies

M. A. Marina, #, N. A. Zeninskayaa, M. A. Shkuratovaa, M. M. Rogozina, A. S. Kartsevaa, 
M. V. Silkinaa, Ya. O. Romanenkoa, A. K. Ryabkoa, I. G. Shemyakina, and V. V. Firstovaa

aState Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow oblast, 142279 Russia
#e-mail: marin@obolensk.org

Abstract–A method for creating genetic constructs for obtaining recombinant human antibodies from single
cells is described. The process starts with isolation of B lymphocytes from human peripheral blood using f low
cytometry technique; then the first cDNA strand is synthesized using SMART technology followed by full-
transcriptome amplification and amplification of polynucleotides encoding the variable (VH, Vκ and Vλ) do-
mains of immunoglobulin G. For this purpose, we have proposed to use 28 synthetic primers with a total of
924 nucleotides, including additional overhangs at the 5' ends. The primer design makes it possible to con-
struct a pair of linear expression cassettes for the heavy and light chains of each tested antibody from a pair of
successfully amplified polynucleotides using splicing PCR. The co-transfection of paired linear expression
cassettes into continuous mammalian cell cultures provides the synthesis of a full-length immunoglobulin,
the specificity and neutralizing ability of which can be rapidly evaluated in appropriate tests. The open reading
frames of the antibody chains can then be cloned into а plasmid vector to create a stable expression cell line.

Keywords: human monoclonal antibodies, recombinant antibodies, cDNA amplification, single cells, linear
expression cassettes
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