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Эпидемия ВИЧ-1 является одной из самых острых проблем мирового здравоохранения. По ряду причин эффек-
тивной вакцины против этой инфекции на данный момент не создано. В настоящее время важным направлением 
в разработке вакцины против ВИЧ/СПИДа является конструирование иммуногенов, которые были бы способны 
индуцировать антитела, нейтрализующие широкий спектр штаммов ВИЧ-1 (bNAbs). Одним из подходов созда-
ния таких иммуногенов является конструирование химерных вирусоподобных частиц (VLPs), экспонирующих 
эпитопы, узнаваемые bNAbs. Целью исследования являлись получение и характеризация химерных VLPs на 
основе HBcAg, экспонирующих эпитопы, узнаваемые bNAbs 2F5 и 4E10. Материал и методы. Штаммы-проду-
центы химерных вариантов HBcAg получали путем трансформации клеток Escherichia coli BL21 рекомбинант-
ными плазмидами, несущими гены HBcAg и содержащими встройки, кодирующие эпитопы bNAbs 2F5 и 4E10. 
Очистку рекомбинантных белков проводили с помощью гель-фильтрации на колонке с сефарозой CL-6B. Спо-
собность рекомбинантного HBcAg образовывать вирусоподобные частицы оценивали с помощью электронной 
микроскопии. Антигенные свойства эпитопов в составе химерных вариантов HBcAg анализировали с помощью 
иммуноблотинга. Результаты. Получена модифицированная нуклеотидная последовательность гена HBcAg, в 
состав которой были введены уникальные сайты рестрикции, фланкирующие район главной антигенной детер-
минанты кора. На основе данной генетической конструкции получены три рекомбинантные плазмиды, кодиру-
ющие химерные варианты НВсAg, включающие эпитопы bNAbs 2F5 и 4E10. С помощью иммуноблотинга уста-
новлено, что эпитопы, узнаваемые bNAbs, сохраняют свои антигенные свойства в составе химерных НВсAg.
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The HIV-1 epidemic is one of the most acute global health problems. For several reasons, an effective vaccine against 
this infection has not yet been created. Currently, an important direction in the development of a vaccine against HIV 
/ AIDS is the design of immunogens that would be able to induce antibodies that neutralize a high diversity of HIV-1 
strains (bNAbs). One approach to creating such immunogens is the construction of chimeric virus-like particles (VLPs) 
exposing epitopes recognized by bNAbs. The aim of the study was to obtain and characterize chimeric VLPs based 
on HBcAg, exposing epitopes recognized by bNAbs 2F5 and 4E10. Material and methods. The producing strains of 
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Эпидемия ВИЧ-1 является одной из самых 
острых проблем мирового здравоохранения. По 
ряду причин, основной из которых является вы-
сокая вариабельность ВИЧ-1, эффективной вак-
цины против этой инфекции на данный момент 
не создано. В настоящее время одним из важных 
направлений в разработке вакцины против ВИЧ/
СПИДа является создание иммуногенов, которые 
были бы способны индуцировать антитела, ней-
трализующие широкий спектр гетерологичных 
вариантов ВИЧ-1 (broadly neutralizing antibodies, 
bNAbs) [6, 13]. bNAbs нацелены на пять обла-
стей Env ВИЧ-1: 1)  сайт связывания вируса с 
клеточным рецептом CD4; 2) протеогликановый 
фрагмент V2 на верхней части поверхностного 
тримера Env; 3)  фрагмент протеогликана V3 на 
маннозном участке; 4)  мембранно-проксималь-
ная внешняя область (MPER) трансмембранного 
домена Env; 5) поверхность gp120/gp41 [15].

На данный момент одно из наиболее активно 
развивающихся направлений по дизайну имму-
ногенов, связанных с индукцией bNAbs, заклю-
чается в разработке тримеров gp120/gp41 [9, 16]. 
Несмотря на значительный прогресс в этом на-
правлении, возникли определенные проблемы, 
требующие их решения. Во-первых, несмотря 
на то, что тримеры относительно стабильны в 
растворе, они продуцируют конформационные 
состояния, которые не способны обеспечить свя-
зывание и индукцию bNAbs. Во-вторых, триме-
ры экспонируют нежелательные иммунодоми-
нантные непротективные эпитопы ВИЧ, которые 
могут отвлекать адаптивный иммунный ответ 
от распознавания нейтрализующих эпитопов 
[16, 21].

Альтернативным подходом создания ВИЧ-
иммуногенов является конструирование химер-
ных вирусоподобных частиц (virus-like particles, 
VLPs), экспонирующих отдельные эпитопы, уз-
наваемые bNAbs [7]. VLPs получают на основе 
вирусных структурных белков, обладающих спо-
собностью к самосборке [8]. Большинство VLPs 
имеют диаметр от 20 до 100 нм, т.е. размер, ко-
торый позволяет свободно проникать в лимфати-
ческие сосуды и эффективно поглощаться анти-
генпрезентирующими клетками [14]. Эпитопы, 
представленные на поливалентных VLPs, могут 
перекрестно взаимодействовать с рецепторами 
B-клеток, что приводит к стимуляции и индукции 
устойчивого и длительного гуморального иммун-
ного ответа [11, 24]. Данные особенности VLPs 
имеют важное значение для их использования в 
качестве носителей чужеродных антигенов [7]. 
Одним из успешных примеров таких VLPs явля-
ется коровый антиген вируса гепатита B (HBcAg) 
[4, 19]. HBcAg образует частицу размером около 
36 нм, состоящую из 240 копий HBcAg, собран-
ных в виде 120  гомодимеров. Коровые частицы 
обеспечивают высокую иммуногенность вклю-
ченных в их состав чужеродных антигенов [20].

В данной работе для конструирования ВИЧ-
иммуногенов на основе HBcAg мы выбрали эпи-
топы, входящие в состав региона MPER ВИЧ-1 и 
узнаваемые bNAbs 2F5 и 4E10 [17, 18].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Моноклональные антитела, штаммы бак-
терий, плазмиды, ферменты. Моноклональные 
антитела (МКА) 2F5 (№ 1475) и 4E10 (№ 10091) 

chimeric HBcAg variants were obtained by transforming E. coli BL21 cells with recombinant plasmids carrying the 
HBcAg genes and containing insertions encoding bNAbs epitopes 2F5 and 4E10. Purification of recombinant proteins 
was performed using gel filtration on a sepharose CL-6B column. The ability of recombinant HBcAg to form virus-like 
particles was assessed using electron microscopy. Analysis of the antigenic properties of epitopes in the composition 
of chimeric variants of HBcAg was performed using immunoblotting. Results. A modified nucleotide sequence of 
the HBcAg gene was obtained, which included the introduction of unique restriction sites flanking the region of the 
main antigenic determinant of the core. Based on this genetic construct, three recombinant plasmids encoding chimeric 
HBcAg variants, including epitopes of bNAbs 2F5 and 4E10, were obtained. Using immunoblotting, it was found that 
epitopes recognized by bNAbs retain their antigenic properties after insertion into the HBcAg.

Key words: HIV-1, antigens, recombinant HBcAg, recombinant immunogens, bNAbs, MPER.
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были получены в рамках программы предостав-
ления реактивов NIH AIDS Research and Reference 
Reagent Program (США). Штамм Escherichia coli 
BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen) был предоставлен 
отделом «Коллекции микроорганизмов» Государ-
ственного научного центра вирусологии и био-
технологии «Вектор» Роспотребнадзора (Коль-
цово, Россия). Эндонуклеазы рестрикции BamHI, 
PspLI, FauNDI, Sfr274I и Т4 ДНК-лигаза были 
приобретены в компании «СибЭнзим» (Новоси-
бирск).

Конструирование генов рекомбинантных 
белков. Оптимизацию кодонового состава гена 
HBcAg проводили с помощью онлайн-ресурса 
«GenScript» (https://www.genscript.com/). Оли-
гонуклеотиды, кодирующие эпитопы bNAbs, 
рассчитывали с использованием программы 
«SnapGene 3.2.1». Ген, кодирующий оптимизиро-
ванный белок HBcAg, и олигонуклеотиды были 
синтезированы компанией «Евроген» (Москва). 
Ген HBcAg был клонирован в составе плазмид-
ного вектора pET21a («Novagen», США) по сай-
там узнавания эндонуклеаз рестрикции FauNDI и 
Sfr274I.

Структуры целевых плазмид (pET-НВсAg, 
pET-НВсAg-2F5, pET-НВсAg-4E10 и pET-НВсAg-
4Е10CRF63) подтверждали секвенированием в 
ЦКП «Геномика» СО РАН (Новосибирск).

Наработка и очистка рекомбинантных бел-
ков. Бактериальные штаммы-продуценты реком- 
бинантных белков (НВсAg, НВсAg-2F5, НВсAg-
4E10 и 4Е10CRF63) получали путем трансфор-
мации компетентных клеток E.  coli BL21 (DE3) 
pLysS соответствующими плазмидами. Биомас-
су наращивали как описано ранее [2]. Клетки 
разрушали с использованием ультразвукового 
гомогенизатора и отделяли растворимые белки 
от дебриса путем центрифугирования. Очистку 
проводили с помощью фракционирования рас-
творимых белков на колонке (1,5 × 37 см) с CL-
6B-сефарозой. Использовали натрий-фосфатный 
буфер (PBS), рН  7,6. Степень очистки целевого 
белка оценивали с помощью электрофореза по 
Леммли в 15%-м полиакриламидном геле (SDS-
PAGE) с последующей фиксацией и окрашивани-
ем Кумасси G250.

Электронная микроскопия частиц НВсAg. 
Для изучения размеров и формы вирусоподобных 
частиц использовали метод негативного контра-
стирования. Препараты рекомбинантного НВсAg 
адсорбировали на сеточках с формваровой под-
ложкой в течение 1–2  мин и окрашивали 2%-м 
водным раствором уранилацетата. Визуализацию 
проводили с использованием электронного ми-
кроскопа «JEM100C» («Jeol», Япония).

Дот-блот анализ. Дот-блот анализ прово-
дили с использованием системы «SNAP i.d.» 
(«Millipore», США) как описано ранее [2]. На 
нитроцеллюлозную мембрану («Amersham», Ав-
стрия) наносили очищенные белки НВсAg-2F5, 
НВсAg-4E10 и HBcAg-4Е10CRF63 (стартовая 
концентрация 0,1  мг/мл). НВсAg без встрой-
ки в той же концентрации использовали как от-
рицательный контроль. В  качестве первичных 
антител были использованы МКА 2F5 и 4E10, 
разбавленные в блокирующем буфере (PBS, 1 % 
бычьего сывороточного альбумина) в соотноше-
нии 1 : 10000. Для проявления применяли антите-
ла кролика против IgG человека («Sigma», США), 
конъюгированные с щелочной фосфатазой и раз-
бавленные в блокирующем буфере в соотноше-
нии 1 : 5000. Визуализацию иммунного комплекса 
проводили добавлением NBT/BCIP-субстратного 
раствора («Sigma»).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что основной иммуннодоминант-
ный район HBcAg находится в области 76–82 
аминокислотных остатков (а.о.) (петля е1) [20, 
23]. В ряде работ показано, что чужеродная по-
следовательность, встроенная во внутреннюю 
область 75–83 а.о. петли HBcAg, является значи-
тельно более антигенной и иммуногенной, чем 
та же последовательность, расположенная на N- 
или С-конце белка-носителя [20, 23]. Ранее про-
демонстрирована возможность сборки химерных 
частиц HBcAg при внедрении широкого спектра 
чужеродных эпитопов [20]. Тем не менее суще-
ствуют данные о том, что ряд эпитопов, встроен-
ных в HBcAg, нарушают сборку коровых частиц 
и уменьшают уровень экспрессии рекомбинант-
ного гена [1, 10, 12].

Ранее нами получен химерный HBcAg, не-
сущий линейный миметик эпитопа и узнаваемый 
широконейтрализующим ВИЧ-1 МKА VRC01 
[3]. В  качестве вектора использована рекомби-
нантная плазмида рUС/НВсAg, содержащая один 
уникальный сайт рестрикции в области главной 
антигенной детерминанты HBcAg. Это создает 
трудности для клонирования чужеродных ДНК-
последовательностей. Также в ходе исследований 
установлено, что рекомбинантный белок находит-
ся в тельцах включения, что затрудняет очистку 
и требует рефолдинга рекомбинантного HBcAg. 
Поэтому в начале данной работы в состав гена 
HBcAg мы ввели три уникальных сайта рестрик-
ции BamHI, MabI и PspLI, что позволяет вклю-
чать пептиды в область петли е1 HBcAg путем за-
мены участков, соответствующих 79–83 (BamHI 
и MabI) или 79–87 (BamHI и PspLI) а.о. кора. Кро-
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ме того, была проведена оптимизация кодонного 
состава гена HBcAg для эффективной экспрессии 
в системе E.  coli. Модифицированный ген был 
синтезирован и клонирован в составе плазмид-
ного вектора рЕТ21a, рекомбинантную плазми-
ду назвали рЕТ-НВсАg и трансформировали ею 
компетентные клетки E.  coli BL21 для получе-
ния штамма-продуцента. Полученную биомассу 
гомогенизировали, разделяли на растворимую и 
нерастворимую фракции центрифугированием 
и исследовали на присутствие рекомбинантных 
белков с помощью SDS-PAGE; целевой белок 
обнаруживался в растворимой фракции. Его очи-
щали с помощью гель-фильтрации на колонке 
с сефарозой CL-6B и показали, что целевой бе-
лок выходит в свободном объеме (рис.  1, фрак-
ции  2–7). Так как предел исключения сефарозы 
CL-6B составляет 4  ×  106 Да, можно предполо-
жить, что исследуемый белок формирует части-
цы, имеющие высокую молекулярную массу, зна-
чительно большую, чем мономер НВсАg.

Для подтверждения того, что очищенный ре-
комбинантный НВсАg образует вирусоподобные 
частицы, был проведен анализ объединенных 
фракций (см. рис.  1, фракции  3–6) с помощью 
электронной микроскопии. На электронной ми-
крофотографии видно, что полученный рекомби-
нантный НВсАg формирует VLPs (рис. 2).

Полученный плазмидный вектор pET-
HBcAg был использован для клонирования 
олигонуклеотидных дуплексов, кодирующих 

эпитопы  – 2F5 (NEQELLELDKWASLWN), 
4E10 (NWFDITNWLWYIK) и 4Е10CRF63 
(NWFDISNWLWYIK). Эпитопы 2F5 и 4E10 яв-
ляются консенсусными последовательностями, 
они были взяты из базы данных https://www.
hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html. 
Эпитоп 4Е10CRF63 соответствует 671–683  а.о. 
env штамма ВИЧ-1 рекомбинантной формы 
CRF063_02A1, доминирующей на территории 
Новосибирской области [5, 22]. В результате 
клонирования получены три рекомбинантные 
плазмиды (pET-НВсAg-2F5, pET-НВсAg-4E10 и 
pET-НВсAg-4Е10CRF63), кодирующие химерные 
варианты HBcAg со встроенными эпитопами в 
районе главной антигенной детерминанты кора. 
С помощью SDS-PAGE показано, что в клет-
ках E. coli, трансформированных полученными 
плазмидами, синтезируются белки, по электро-
форетической подвижности соответствующие 
теоретически рассчитанной молекулярной массе 
(23,4 кДа для НВсAg-2F5, 23,2 кДа для НВсAg-
4E10 и НВсAg-4Е10CRF63) (рис. 3, а).

Для исследования антигенных свойств белков 
НВсAg-2F5, НВсAg-4E10 и НВсAg-4Е10CRF63 
выполнен дот-блот анализ с использованием 
МКА 4Е10 и 2F5, в качестве контроля исполь-
зовали рекомбинантный HBcAg без вставки. 
Анализ подтвердил, что МКА 2F5 распознают 
соответствующий эпитоп в составе НВсAg-2F5 
и не взаимодействует с НВсAg-4E10, НВсAg-
4Е10CRF63 и HBcAg без вставки. МКА 4E10 эф-

Рис. 1. �SDS-PAGE растворимых белков лизатов кле-
ток E. coli BL21, несущих плазмиду рЕТ-НВсАg: 
1 – образец до разделения на колонке; 2–16 – 
фракции, полученные при гель-фильтрации на 
колонке с сефарозой CL-6B; 17 – маркеры мо-
лекулярных масс

Fig. 1. �SDS-PAGE of soluble proteins of lysates of E. coli 
BL21 cells carrying the pET-HBcAg plasmid: 1 – 
sample before separation on a column; 2–16  – 
fractions obtained by gel filtration on a column 
with sepharose CL-6B; 17 – molecular weight 
markers

Рис. 2. �Электронная микрофотография очищенного 
препарата рекомбинантного HBcAg. Нега-
тивное контрастирование уранилацетатом, 
масштаб 100 нм

Fig. 2. �Electron micrograph of the purified recombinant 
HBcAg preparation. Negative contrasting with 
uranyl acetate, scale 100 nm
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фективно связывается с НВсAg-4E10 и НВсAg-
4Е10CRF63 и не узнает НВсAg-2F5 и исходный 
HBcAg (рис. 3, б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Преодолеть необычайное генетическое и, 
следовательно, экстремальное антигенное раз-
нообразие ВИЧ-1, возможно, позволит создание 
иммуногена, способного индуцировать синтез 
антител, которые бы обладали нейтрализующей 
активностью против множества циркулирующих 
штаммов вируса.

В данной работе представлены результаты 
экспериментов по созданию ВИЧ-иммуногенов, 
несущих эпитопы, узнаваемые bNAbs 2F5 и 
4Е10, с использованием в качестве белка-носи-
теля НВсАg. Сконструирован плазмидный век-
тор, содержащий ген НВсАg, в состав которого 
были введены уникальные сайты рестрикции, 
что позволяет получать химерные VLPs, несущие 
чужеродные эпитопы в районе главной анти-
генной детерминанты кора. На основе данной 
генетической конструкции получены три реком-
бинантные плазмиды, кодирующие химерные ва-
рианты НВсAg, включающие эпитопы bNAbs 2F5 
и 4E10. С помощью иммуноблотинга установле-
но, что эпитопы, узнаваемые bNAbs, сохраняют 
свои антигенные свойства в составе химерных 

НВсAg. Полученные рекомбинантные белки мо-
гут рассматриваться как перспективные ВИЧ-
иммуногены и в дальнейшем будут исследованы 
на способность индуцировать вирус-нейтрализу-
ющие антитела у лабораторных животных.
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