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СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО АЛЬФАВИРУСА ДЛЯ 
ПРОДУКЦИИ РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ В 

КУЛЬТИВИРУЕМЫХ КЛЕТКАХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ 

Войков М. С. 

   Развитие методов временной (транзиентной) экспрессии 
рекомбинантныхбелков в культурах клеток млекопитающих привлекло в 
последние годы большой интерес по причине достижения высоких выходов 
продуктов экспрессии и сокращения времени, затрачиваемого на разработку 
экспрессионной системы.Транзиентная экспрессия с использованием 
неинтегративных вирусных 
векторовявляетсяподходом,альтернативнымполучению стабильно 
экспрессирующих клеточных линий, в которых гены целевых продуктов 
интегрированы в клеточный геном. Для продукции рекомбинантных белков в 
клетках млекопитающих наиболее часто используемыми вирусными 
векторами являются конструкции на основе геномоввирусаосповакцины, 
аденовируса, ретро- и лентивирусов,альфавирусов (представителей рода 
Alphavirus, сем. Togaviridae, таких как вирус венесуэльского 
энцефаломиелита лошадей, вирус Синдбис и вирус Леса Семлики).По 
сравнению с большинством других семейств и родов вирусов, альфавирусы 
отличают очень высокая репликативная активность, высокие уровни 
продукции и способность инфицировать широкий спектр клеток 
разнообразного происхождения, в т.ч. клетки млекопитающих, птиц и 
насекомых. 
   Цель работы: разработать технологию быстрого,легкомасштабируемого и с 
высоким выходом производства рекомбинантных белков в культивируемых 
invitro клетках млекопитающих с использованиемв качестве векторов 
автономно реплицирующихся фрагментов генома вируса венесуэльского 
энцефаломиелита лошадей (VEE). 
   Полноразмерная кДНК-копия генома VEE (11423 пн) была собрана из 
амплифицированных фрагментов генома с использованием методов 
генетической инженерии. Недостающие части генома, включающие 5’-UTR и 
3’-UTR, были синтезированы из олигонуклеотидов.Генмодельного продукта 
экспрессии – зелёного флуоресцентного белка (GFP) -был встроен в геном 
VEE под контроль новой копии (созданной средствами генетической 
инженерии) субгеномного промотора (SP). Полученная кДНК-копия 



вирусного генома была встроена в плазмидуE.coliпод контрольпромотора 
РНК-полимеразы SP6. Оживление вируса проводили путём получения 
вирусной РНК с помощью транскрипции РНК invitro,опосредованной РНК-
полимеразой SP6, и последующей трансфекции синтетической РНК в 
культуру клеток BHK-21. Вирус, оживлённый на культуре BHK-21, 
использовали для адаптации к клеткам CHO. 
В результате создана система для получения рекомбинантных альфавирусов 
и её работоспособность продемонстрирована путём создания 
рекомбинантного вируса VEE, продуцирующего GFP.Разработан тест для 
измерения уровня продукции модельного рекомбинантного белка GFP в 
продуцирующих культурах. 
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