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Трансгенные гуманизированные животные всё более востребованы для биомедицинских исследо-
ваний, фармакологических испытаний. Создается всё больше линий трансгенных животных, в т.ч. 
и с нокаутом собственных генов. Остро необходима доказательная база интеграции трансгена, его 
экспрессии, определение состояния нокаута собственного гена на молекулярно-генетическом уров-
не, детекция трансляции целевого белка в разных органах и тканях, доказательство отсутствия син-
теза белка (или его нефункциональность), ген которого был модифицирован. Для этого требуются 
высокоспецифичные реагенты — в частности, белки и антитела к ним, в подавляющем большинстве 
своём представленные иностранными производителями. Была поставлена задача идентификации 
β2-микроглобулина мыши и человека в белковых фракциях органов и тканей трансгенных и но-
каутных мышей нескольких HLA-линий, созданных в последние годы в НЦБМТ ФМБА России. 
На первом этапе наших исследований были получены штаммы-продуценты E. coli рекомбинантных 
β2-микроглобулина мыши mβ2mg и β2-микроглобулина hβ2mg человека. Нуклеотидные последо-
вательности генов были адаптированы для синтеза в бактериальной системе, рекомбинантные бел-
ки, mβ2mg и hβ2mg очищены и наработаны в количествах, необходимых для получения аффинных 
сорбентов и иммунизации животных. 
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Transgenic humanized animals are increasingly in demand for biomedical research and pharmacological 
testing. More and more lines of transgenic animals are being created, including those with knockout of their 
own genes. There is an urgent need for an evidence base for the integration of a transgene, its expression, 
determination of the knockout state of its own gene at the molecular genetic level, detection of transla-
tion of the target protein in different organs and tissues, proof for the absence of protein synthesis (or its 
non-functionality), the gene of which has been modified. This requires highly specific reagents, proteins 
and antibodies to them in particular, the vast majority of which are presented by foreign manufacturers. 
The task was set to identify mouse and human β2-microglobulin in protein fractions of organs and tissues 
of  transgenic and knockout mice of several HLA lines created in recent years at the Scientific Center 
of  Biomedical Technologies, Russia. At the first stage of our research, recombinant E. coli producing 
strains were obtained.
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Введение
Получение трансгенных (ТГ) гуманизи-

рованных животных с интегрированными 
генами человека, экспрессирующими че-
ловеческие белки, стало неотъемлемой ча-
стью биомедицинских исследований, фар-
макологических испытаний во всем мире 
[4–6, 13]. Это направление научных иссле-
дований в последние годы активно развива-

ется и в России: создается всё больше линий 
трансгенных животных, в т.ч. и с нокаутом 
собственных генов [7, 8, 11]. В связи с этим 
становится остро необходимой доказатель-
ная база не только интеграции трансгена, 
его экспрессии, определение состояния 
нокаута собственного гена на молекулярно-
генетическом уровне, но и детекция транс-
ляции целевого белка в разных органах 
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и тканях, доказательство отсутствия синте-
за белка (или его нефункциональность), ген 
которого был модифицирован. 

В последние годы в НЦБМТ ФМБА 
России были созданы несколько линий 
трансгенных мышей с геном HLA I класса 
в той или иной форме: «нативной», «гибрид-
ной» (согласно определениям, принятым 
в классической работе Боренштейна [10]), 
«химерной» [3, 8]. Первые линии наших 
трансгенных HLA-мышей были получены 
с использованием простых генетических 
конструкций: «нативная» генетическая 
конструкция (ГК) представляла собой не-
посредственно ген HLA I класса — с собст-
венными фланкирующими последователь-
ностями, со всеми экзонами и интронами; 
в «гибридной» ГК 3’-половина гена (коди-
рующая α3-домен, трансмембранную и ци-
топлазматическую части белка HLA) была 
заменена соответствующей частью гена Н2 
мыши (данные не опубликованы). В стабили-
зации кодируемого интегрированным транс-
геном белка у этих линий мышей участвует 
эндогенный β2-микроглобулин. К настоящему 
времени нами получены ТГ мыши, позицио-
нирующие на клеточных мембранах сложные 
«химерные» белки: к α1-домену цепи «ги-
бридного» белка гибким линкером «пришит» 
β2-микроглобулин человека, обеспечиваю-
щий дополнительную «человечность» анти-
генпрезентирующим иммунным механизмам. 
В виварии НЦБМТ ФМБА России успеш-
но поддерживается линия HLA-A*02:01 
[3, 7, 8], с использованием новой ГК 
HLA-С*07:02 [2] получена новая ТГ линия. 
У мышей новых линий необходимость при-
сутствия собственного β2-микроглобулина 
мыши (mβ2mg) в комплексе с тяжелой хи-
мерной цепью обесценилась: место надёж-
но занято β2-микроглобулином человека 
(hβ2mg). Следующий логический шаг в со-
здании HLA трансгенных мышей — обес-
печить отсутствие эндогенного mβ2mg — 
нами сделан: получены линии, обладающие 
вторым признаком — нокаутом гена mβ2mg 

(материалы готовятся к печати). Поскольку  
β2-микроглобулину принадлежит очень 
важная роль в стабилизации антигенпре-
зентирующего комплекса на поверхности 
клеток, детекция присутствия hβ2mg (в со-
ставе химерной молекулы), отсутствия син-
теза эндогенного mβ2mg для нокаутных 
по этому белку мышей является важным 
этапом верификации созданных и создава-
емых линий. 

Практически все высокочувствитель-
ные и точные методы обнаружения белков 
не обходятся без использования антител 
к ним. Разработано огромное количество 
тест-систем для обнаружения практически 
любого белка. Главной проблемой являет-
ся то, что их подавляющее большинство — 
иностранного производства за соответст-
венно высокую цену. Например, стоимость 
ИФА-набора (планшет на 96 лунок) для оп-
ределения β2mg мыши производства Cloud-
Clone Corp. (США) составляет более 
80000 руб., аналогичный набор для опреде-
ления b2mg человека стоит около 60000 руб. 
(информация сайта https://белкиантитела.
рф/product/SEA260Hu/ на апрель 2024 г.). 
В этих наборах используются рекомбинант-
ные видоспецифичные β2mg и поликло-
нальные антитела к ним. Стоимость: 1 мг 
hβ2mg — 200000 руб., а поликлональных 
кроличьих антител к нему — 60000 руб.

Развитие отечественной науки невоз-
можно без создания и развития собствен-
ного парка производства реактивов и суб-
станций для научных и прикладных задач. 
Разработка рекомбинантных белков (РБ), 
в т.ч. и с целью получения антител к ним, 

— одно из направлений комплексного реше-
ния научных задач с использованием таких 
высокочувствительных методов, как вес-
терн-блот, иммуногистохимия, иммуноци-
тохимия, иммунопреципитация.

Для идентификации mβ2mg и hβ2mg 
в белковых фракциях органов и тканей 
трансгенных и нокаутных мышей были по-
ставлены следующие задачи: 
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1. Разработать рекомбинантные плазми-
ды для экспрессии mβ2mg и hβ2mg в бакте-
риальном штамме-продуценте. 

2. Получить штаммы-продуценты, подо-
брать условия их культивирования и по-
лученных штаммов. Проверить эффектив-
ность индукции синтеза рекомбинантных 
белков mβ2mg и hβ2mg.

3. Подобрать условия очистки и нарабо-
тать mβ2mg и hβ2mg в количествах, необхо-
димых для иммунизации животных. 

Материалы и методы
Плазмида. Синтезированные нуклеотид-

ные последовательности mβ2mg и hβ2mg, 
оптимизированные по коду для экспрес-
сии в бактериальных системах (табл. 1), 
были клонированы в плазмиду-вектор pET-
28а(+) (ООО «Евроген», Россия).

Штамм E. coli BL21 DE3, генотип: fhuA2 
[lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ 
sBamHIo ∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 
gene1) i21 ∆nin5 (New England Biolabs).

Трансформация. Полученными плаз-
мидами pET-28a(+)/hβ2mg и pET-28a(+)/
mβ2mg  трансформировали компетентные 
клетки E. coli BL21 (DE3) по методике про-
изводителя (New England Biolabs), клетки 
выращивали на среде LB с агаром (1,5%) 
и канамицином (60 мкг/мл) при 37°C.

ПЦР. Выросшие клоны проверя-
ли на наличие плазмид методом ПЦР 
с использованием пар праймеров pET28-f/
Humb2-r и pET28-f/Musb2-r, где pET28-f 
(5’-CCCGCGAAATTAATACGAC-3') — прай-
мер, специфичный к плазмидному век-
тору, Humb2-r (5’-GACTCAAGGTGAC 
ATGGTTG-3') и Musb2-r (5’-CAGCCATG 
CTCGCATGTTTC-3') — праймеры, специ-
фичные к вставке (нуклеотидная последо-
вательность РБ).

Культивирование штаммов-продуцентов. 
Проверенные ПЦР колонии переносили 
в 5 мл жидкой среды LB (триптон, 10 г/л; 
экстракт дрожжей, 5 г/л; NaCl, 10 г/л) c 
канамицином (60 мкг/мл), инкубировали 

в течение ночи при 37°C. По 1 мл ночной 
культуры вносили в 100 мл LB с антиби-
отиком, колбы помещали в термошейкер, 
выращивали в течение нескольких часов. 
При достижении суспензией оптической 
плотности (ОП) 0,1–0,6 о.е. (λ595) инду-
цировали экспрессию РБ добавлением 
0,25  М спиртового раствора изопропил-β-
D-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до 1 мМ. 
Культивировали еще в течение нескольких 
часов. После окончания инкубации клетки 
осаждали центрифугированием, промыва-
ли р-ром ФБС, центрифугировали повторно 
и осадок замораживали до использования.

Очистка РБ. Суспензию центрифуги-
ровали. Осадок отбирали для проведения 
ПААГ электрофореза. Клетки ресуспен-
дировали в лизирующем буфере (50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM имидазол, 
рН=8,0), охлаждали на льду, вносили ли-
зоцим до 1 мг/мл, инкубировали на льду 
30 мин, суспензию обрабатывали уль-
тразвуком, после чего центрифугировали 
при 10000 g, 10°С, 35 мин. Для электрофо-
реза полиакриламидным гелем (ПААГ) от-
бирали пробу надосадочной жидкости. 

Осадок ресуспендировали в буфере С-20 
(20 мМ Трис-HCl, 0,5 М NaCl, 8 М моче-
вина, 20 мМ имидазол, 5 мМ 2-меркаптоэ-
танол, рН=7,9), обрабатывали ультразву-
ком. Центрифугировали при 10000 g, 10°С, 
35  мин. В колонку с Ni-сефарозой, уравно-
вешенную буфером С-20, вносили осветлен-
ный лизат. Носитель со связанным белком 
промывали тем же буфером до выхода оп-
тической плотности (ОП) на плато (280 нм). 
Связанный с носителем РБ снимали буфером 
С возрастающим содержанием имидазола 
50, 200 и 500 мМ, собирали фракции с раз-
личной ОП до ее минимальных значений. 
На каждом этапе отбирали пробы для оцен-
ки качества РБ ПААГ электрофорезом.

Электрофорез (ЭФ) ПЦР-ампликонов 
осуществлялся в 0,8% агарозном геле 
в ТВЕ (Трис-боратный ЭДТА, 0,5х) буфе-
ре. Полосы ДНК визуализовали с помощью 
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интеркалирующего красителя (бромистого 
этидия) в трансиллюминаторе при ультра-
фиолетовом свете (УФ).

Для проведения белкового ЭФ образ-
цы нормализовали по содержанию белка. 
В зависимости от ОП меньший или боль-
ший объём пробы смешивали в соотноше-
нии 1:1 с 2х буфером для образцов (БО) 
(4% додецилсульфата натрия (SDS), 10% 
2-меркаптоэтанол, 20% глицерин, 0,125 М 
Трис-HCl, рН=6,8, бромфеноловый синий 
0,1%). Прогревали при 95°С. В лунку кон-
центрирующего геля наносили по 15 мкл 
подготовленного образца. ЭФ проводи-
ли в ПААГ-SDS (12,5% — разделяющий 
и 4%  — концентрирующий гель). Гель 
окрашивали (0,125% кумасси R250; уксус-
ная кислота 10%; метанол 50%), последо-
вательно отмывали (50% метанол, 10% ук-
сусная кислота и 5% метанол, 7% уксусная 
кислота) (табл. 3, рис. 2). В качестве мар-
керов длин ДНК использовалась GeneRuler 
1 kb DNA Ladder (“Invitrogen”, США), 
для оценки размера рекомбинантных бел-
ков использовали маркеры молекулярной 
массы Precision Plus Protein Unstained,  
10–250 кДа (“Bio-Rad”, США).

Результаты и их обсуждение
Были получены плазмиды pET-28/

mβ2mg и pET-28/hβ2mg для экспрессии 
РБ mβ2mg и hβ2mg в бактериальных куль-
турах. Из кДНК эукариотических генов 
не всегда можно получить ГК, хорошо экс-
прессирующую в E. сoli, что обусловлено 
различной частотой встречаемости тРНК 
для различных кодирующих триплетов 
у эукарит и прокариот. Поэтому для экс-
прессии эукариотических генов в прокари-
тах создают искусственный ген, в котором 
аминокислотная последовательность эу-
каритического белка (например, β2mg) бу-
дет кодироваться триплетами, предпочти-
тельными для экспрессии в E. сoli. Анализ 
синтетической последовательности кодо-
нов РБ mβ2mg и hβ2mg в Е. coli был выве-

Рис. 1. Плазмида pET-28a (+)/hb2mg для экспрессии 
рекомбинантного hβ2mg в клетках E. coli. Структура 
плазмиды pET-28a (+)/mb2mg для экспрессии рекомби-
нантного mβ2mg идентична.
Fig. 1. pET-28a (+)/hb2mg plasmid for the expression 
of recombinant hβ2mg in E. coli cells. The structure 
of  the pET-28a (+)/mb2mg plasmid for the expression 
of recombinant mβ2mg is identical.

рен в программе Rare Codon Caltor (http://
people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html).

Описание нуклеотидных последователь-
ностей и кодируемых ими РБ приведено 
в табл. 1. Схема плазмиды pET-28a(+)-
hb2mg представлена на рис. 1.

Потенциальные физико-химические 
свойства РБ были вычислены с использо-
ванием программы PROTPARAM (https://
www.protparam.net/index.html) (табл. 2).

Алифатический индекс белка связан 
с количеством и качеством гидрофоб-
ных аминокислотных (АК) остатков: чем 
он больше, тем выше термостабильность 
глобулярных белков. Значение GRAVY 
связано с гидрофобностью: положительная 
величина свидетельствует о более высокой 
гидрофобности [1].

Как следует из табл. 2, рекомбинантные 
mβ2mg и hβ2mg имеют некоторую разницу 
в физико-химических свойствах, обуслов-
ленную межвидовыми различиями АК 
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последовательностей β2-микроглобулина. 
Сравнение АК последовательностей (рис. 2) 
показывает довольно существенную разни-
цу в АК составе (32% отличия), при этом 
имеются участки с очень высокой степе-
нью несовпадения (например, фрагмент 
на С-конце молекулы). Это даёт нам весо-
мые основания полагать, что спектры по-
ликлональных антител, вырабатываемых 

на mβ2mg и hβ2mg, как антигены при им-
мунизации животных будут иметь отличия 
благодаря несовпадающим эпитопам: в ре-
зультате технологических манипуляций по-
является возможность получения видоспе-
цифических антител к β2mg.

Для наработки РБ в качестве штамма-
продуцента использовали E.  coli BL21 
(DE3). Штаммы E.  coli линии B (BL21 

Таблица 1. Нуклеотидные и аминокислотные последовательности рекомбинантных β2-микроглобулинов мыши 
и человека 
Table 1. Nucleotide and amino acid sequences of recombinant mouse and human β2-microglobulins

Параметр pET-28/hβ2mg pET-28/mβ2mg

Клонированная 
в pET-28а(+)  
синтетическая 
оптимизирован-
ная нуклеотидная 
последователь-
ность

CATATGTCACGCAGTGTTGCACTTGCT 
GTGCTTGCGTTGTTGAGCTTGAGTGGCT 
TAGAAGCGATTCAACGCACTCCGAAGAT 
TCAGGTGTACAGCCGTCATCCTGCTGAGAAT 
GGCAAGAGCAACTTTCTGAACTGCTACGTA 
AGTGGCTTTCATCCGTCTGACATTGAAGT 
GGATCTTCTGAAAAATGGTGAACGCATT 
GAGAAAGTGGAACATAGTGATCTGAGCTTCTC 
CAAAGACTGGAGCTTCTATCTcTTGTACTA 
CACTGAGTTCACACCGACTGAGAAAGATGAG 
TATGCGTGTCGTGTcAACCATGTCACCTTGAGT 
CAACCGAAGATTGTGAAGTGGGATCGTGACAT 
GCATCACCACCATCATCACTAACTCGAG

CATATGGCACGCTCTGTGACCTTGGT 
GTTTCTTGTGTTAGTCAGTCTGACTG 
GCTTGTATGCGATTCAGAAGACTCCT 
CAGATTCAGGTGTACAGTCGT 
CATCCTCCTGAGAATGGCAAAC 
CGAACATTCTGAACTGCTACGTAACT 
CAGTTTCATCCTCCTCACATTGAGAT 
TCAGATGCTGAAGAATGGCAAGAAGA 
TTCCGAAAGTGGAGATGAGTGACAT 
GTCCTTCAGCAAAGACTGGAGCTTC 
TACATTCTTGCTCATACAGAGTTCACTC 
CGACTGAGACCGATACCTATGCGTGTC 
GTGTGAAACATGCGAGCATGGCTGAAC 
CGAAGACCGTGTACTGGGATCGTGACAT 
GCATCACCACCATCATCACTAACTCGAG

Аминокислотная  
последователь-
ность рекомби-
нантного белка

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSRSVALAV 
LALLSLSGLEAIQRTPKIQVYSRHPAENGKSN 
FLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHS 
DLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVN 
HVTLSQPKIVKWDRDMHHHHHH

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMARSVTLV 
FLVLVSLTGLYAIQKTPQIQVYSRHP 
PENGKPNILNCYVTQFHPPHIEIQMLK 
NGKKIPKVEMSDMSFSKDWSFYILA 
HTEFTPTETDTYACRVKHASMAEPKTVY 
WDRDMHHHHHH

Соответствие по-
следовательности  
белка β2mg базе 
NCBI

NP_004039.1 NP_033865.2

Примечание: курсивом в нуклеотидной последовательности выделены сайты рестрикции  NdeI и XhoI для 
клонирования в плазмиду-вектор pET-28а(+); красным — триплет стоп-кодона; жёлтым выделены последова-
тельности, соответствующие β2-микроглобулину; голубым — теги гексагистидина; зелёным — тромбиновый 
сайт. 
Note: the restriction sites NdeI and XhoI for cloning into the plasmid vector pET-28a(+) are highlighted in italics in the 
nucleotide sequence; the stop codon triplet is highlighted in red; the sequences corresponding to β2 microglobulin are 
highlighted in yellow; hexahistidine tags are highlighted in blue; the thrombin site is highlighted in green.

Таблица 2. Физико-химические свойства РБ mβ2mg и hβ2mg
Table 2. Physico-chemical properties of mß2mg and hß2mg recombinant proteins

Параметр Hβ2M REC Mβ2M REC

Аа 145 145

MW 16700.6895 16765.1035

pI 7.06 (7.14) 8.92(8.98)

aliphatic index 75.24 67.17

GRAVY -0.606 -0.550

Extinction Coefficient 19940 19940

1mg/ml (59.878 uM) solution A280 nm 1.20 1.20
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Рис. 2. Сравнение АК последовательностей mβ2mg (sbjct) и hβ2mg (query).  Идентичность — 68%. Точки со-
ответствуют совпадениям, красные буквы — отличия. Сравнения последовательностей выполнены в онлайн-
приложении BLAST для нуклеиновых кислот и белков (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Fig. 2. Comparison of amino acid sequences of mouse β2-microglobulin (sbjct) and human β2-microglobulin (query). 
Identity — 68%. The dots correspond to the matches; the red letters are the differences. Sequence comparisons were 
performed in the BLAST online application for nucleic acids and proteins (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

и др.) не обладают жгутиками, хорошо рас-
тут и дают больший выход биомассы кле-
ток. Клетки этой линии лучше усваивают 
глюкозу из среды, при культивировании 
образуют меньше уксусной кислоты даже 
при высокой концентрации глюкозы в сре-
де. Больший выход РБ также обусловлен 
меньшей деградацией экспрессируемых 
белков во время выделения и очистки из-
за меньшего содержания в бактериях про-
теолитических ферментов (lon и ompT). 
E. coli BL21 (DE3) имеет интегрированный 
в хромосому лизоген DE3, λ-профаг, со-
держащий ген РНК-полимеразы фага Т7, 
обладающей высокой скоростью транс-
крипции, под контролем промотора lacUV5. 
Экспрессирующие векторы серии рЕТ со-
держат Т7-промотор, ниже которого нахо-
дится нуклеотидная последовательность 
белка. Транскрипция с промотора lac UV5 
активируется IPTG (изопропил β-D-1 тио-
галактопиранозидом [14, 15].

При работе с несколькими штаммами-
продуцентами гомологичных белков воз-
никает необходимость верификации про-
дуцентов. Использование в составе пар 
праймеров при проведении ПЦР-анализа 
видоспецифического «белкового» прай-
мера и праймера, специфичного к плаз-
мидному вектору (пары pET28-f/Humb2-r 
и pET28-f/Musb2-r), позволяет надежно 
идентифицировать штамм-продуцент: в на-
шем случае ампликоны размером 482 п.н. 

для каждой пары праймеров визуализиру-
ются в агарозном геле.

Одна из проблем получения рекомби-
нантных белков в клетках E. сoli при ин-
тенсивном синтезе — образование нера-
створимых телец включения, состоящих 
из агрегатов РБ и примеси бактериальных 
белков [9]. С другой стороны, при выде-
лении РБ из телец включения в жестких 
денатурирующих условиях, например 
с использованием буферов с высоким 
содержанием мочевины (до 8 М), бе-
лок остается пригодным для иммуниза-
ции и получения антител [14]. Напротив, 
для использования РБ в качестве акцепто-
ра на сорбенте для аффинной хроматогра-
фии потребуется очистка белка, например 
диализом. Наличие в РБ полигистидино-
вой последовательности (6хHis) позволя-
ет производить очистку белка с помощью  
Ni-сефарозы. Добавление небольшого ко-
личества имидазола, конкурента гистидина 
в связях с никелем, в связывающий и про-
мывочный буферы снижает возможность 
неспецифического взаимодействия посто-
ронних белков с Ni-сорбентом. Для снятия 
белка с сорбента используют буфер с воз-
растающей концентрацией имидазола — 
до 0,5М.

ПААГ ЭФ белковых образцов показал 
отсутствие синтеза РБ в неиндуцирован-
ной ИПТГ культуре и интенсивную нара-
ботку белка после индукции: в белковом 
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Таблица 3. Образцы для ПААГ электрофореза
Table 3. Samples for PAAG electrophoresis

Дорожка Образец Дорожка Образец

              Рекомбинантный mβ2mg              Рекомбинантный  hβ2mg
1 Клон 1 — неиндуцированный 1  Неиндуцированный

2 Клон 1 — после индукции  IPTG 2 Лизат осадка  тотальный, после 

центрифугирования 

3 Клон 2 — не индуцированный 3 Осадок, растворенный в буфере 

для нанесения на колонку

4 Клон 2 — после индукции IPTG 4

Разные пики и «хвосты» после снятия 

с колонки

5 Пик 1 — основной, связавшийся 

и смытый белок

5

6–8 Фракции 2–4 (хвосты) пика 1 6–8

9 Проскок 9 Проскок

10 Маркер молекулярных масс 10 Маркер молекулярных масс

Рис. 3. Результаты ПААГ-электрофореза. 15% ПААГ-SDS. Оценка индукции экспрессии и очистки рекомби-
нантного mβ2mg (слева). Описание в табл. 3. Стадии наработки и очистки рекомбинантного hβ2mg (справа).
Fig. 3. Results of PAAG electrophoresis. 15% PAAG-SDS. Evaluation of the induction of expression and purification 
of recombinant mß2mg (left). Description is given in Table 3. Stages of development and purification of recombinant 
hß2mg (right).

ассортименте клеточного лизата хорошо 
заметна новая полоса размером около 
16  кДа, соответствующая рассчитанной 
молекулярной массе РБ (табл. 3, рис. 3).

Фракции очищенного РБ собирали, кон-
центрацию белка определяли методом 
Брэдфорд, растворы РБ хранили при +4–8°С 
до дальнейшего использования.

Заключение
Актуальность создания отечественной 

базы реактивов и компонентов для анали-
тических исследований в фундаменталь-
ной и прикладной молекулярной биологии, 
генетике, фармакологии не вызывает сом-
нений. Особенно остро это касается вери-

фикации функциональности всё большего 
разнообразия трансгенных гуманизирован-
ных животных, в т.ч. и с нокаутом собст-
венных генов. С использованием моле-
кулярно-генетических методов анализа 
требуется доказать интеграцию трансгена 
в геном животного, наличие полезных ге-
нетических модификаций целевого гена, 
наличие/отсутствие экспрессии мРНК в ор-
ганах и тканях животного. В большинстве 
случаев даже положительные результаты 
ПЦР-анализа, генетического секвениро-
вания, определение уровня экспрессии 
не являются окончательным вердиктом 
пригодности созданной линии трансгенных 
животных своему предназначению.
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Именно подтверждение синтеза челове-
ческих белков в соответствующих органах 
и тканях трансгенного гуманизированного 
животного, отсутствие целевого белка но-
каутированного гена или, в ряде случаев, 
доказательство потери его функциональ-
ности является обоснованием «профпри-
годности» новой линии. Как правило, для  
такого рода исследований требуются  
методы с приставкой «иммуно»: имму-
ноферментный анализ, иммуноцитохи-
мия, иммуногистология, иммуноблоттинг 
во всех его проявлениях.

Нами были созданы несколько линий 
трансгенных гуманизированных HLA-мы-
шей, функциональность которых требует 
подтверждения наличия β2-микроглобулина 
человека в составе химерного белка (про-
дукта синтеза трансгена  — тяжелая моно-
цепь, состоящая из цитоплазматической, 
трансмембранной части, α3-домена мы-
шиного H2, антигенпрезентирующих α2-  
и α1-доменов белка HLA, и β2-микро-
глобулина человека, гибкой цепью «приши-
того» к α1). Это мыши линии HLA-A*02:01 
[3, 7, 8], подтверждённой уже в несколь-
ких поколениях, мыши новой создавае-
мой линии HLA-С*07:02 [2], ожидающей 
верификации, а также на их основе  — ли-
нии с двумя генетическими признаками:  
HLA-трансген и нокаут β2-микроглобулина. 
Как у полученных мышей с одним только 
признаком трансгенности HLA/B2m+/+, 
так и у мышей с двумя признаками  
HLA/B2m-/- наличие/отсутствие β2-микро-

глобулина человека и мыши придётся под-
тверждать не только молекулярно-генети-
ческими, но и специфическими методами 
вариаций иммунного анализа. Анализ ком-
мерческих предложений импортного про-
исхождения убедил нас в необходимости 
и возможности получения собственных ком-
понентов для создания иммунологических 
методов исследования — гомологичных 
рекомбинантных белков и поликлональ-
ных антител к ним. Биоинформационный 
анализ аминокислотных последовательно-
стей mβ2mg и hβ2mg с использованием он-
лайн-приложений позволил предположить 
возможность получения видоспецифичных 
антител, обладающих минимальной пере-
крёстной реакцией при применении проду-
манных методов очистки поликлональных 
антител.

На первом, исходном этапе наших иссле-
дований в новом направлении — использо-
вании собственных возможностей участия 
в создании насущно необходимой и неза-
висимой отечественной базы реагентов 
для тонких биологических, иммунохимиче-
ских, фармакологических исследований  — 
были получены штаммы-продуценты 
E. coli рекомбинантных β2-микроглобулина 
мыши и человека. Нуклеотидные после-
довательности генов были адаптированы 
для синтеза в бактериальной системе, ре-
комбинантные белки — mβ2mg и hβ2mg — 
очищены и наработаны в количествах, 
необходимых для получения аффинных 
сорбентов и иммунизации животных.
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