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Карбарил – инсектицид (низкомолекулярное соединение), ингибирующий холинэстеразу насекомых. При�
сутствие остаточного количества карбарила в пище и окружающей среде наносит вред здоровью людей. Вы�
сокоспецифические scFv мини�антитела, с помощью которых можно было бы идентифицировать карбарил,
пока не созданы. В представленной работе сконструировали ген, кодирующий антикарбариловые scFv ми�
ни�антитела. Предварительно были клонированы гены VL и VH, кодирующие вариабельные районы моле�
кул иммуноглобулинов, из генома гибридных клеток (гибридом) мышей, секретирующих моноклональные
антитела против карбарила. Далее эти гены были объединены между собой ПЦР методом сплайсинга пере�
крывающимися расширениями (SOE (splicing by overlap extension)�ПЦР) последовательностью, кодирую�
щей гибкий олигопептидный линкер (Gly�Gly�Gly�Gly�Ser)3. Сконструированная после этого рекомбинант�
ная плазмида (scFv�pET�26b) была экспрессирована в клетках E. coli BL21. Экспрессию рекомбинантного
белка проверяли методом Ds�Na�ПААГ электрофореза и иммуноферментного анализа (ИФА). Построена
компьютерная модель трехмерной структуры антикарбарил scFv мини�антитела, и путем молекулярного до�
кинга была смоделирована структура комплекса карбарила с мини�антителом. При анализе модели уста�
новлено, что карбарил�связывающий участок образован следующими аминокислотными остатками: Ala51,
Ser52, Ile51, Gly54, Ser56, Arg98 и Gly100. Дальнейшее изучение этой модели может помочь установлению
механизма взаимодействия карбарила с его специфическими антителами. Кроме того, эта модель может
служить целям in vitro повышения аффинности антител к карбарилу.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: карбарил, антикарбарил scFv мини�анитела, ИФА, комплекс антиген–антитело.

Карбарил (C12H11 O2N, 1�нафтил�N�метил�
карбамат) (рис. 1) – это инсектицид карбамат�
ной природы контактного и желудочного
действия, оказывающий также системное воз�
действие на зерновые и древесные культуры.
Подобно фосфорорганическим соединениям,
карбарил обратимо ингибирует холинестеразу
насекомых [1]. У высших животных он вызыва�
ет появление типичных симптомов отравления:
усиление слезотечения и слюноотделения, ми�
оз, в тяжелых случаях судороги и смерть [2]. Ос�
таточные количества карбарила в пище и окру�
жающей среде могут представлять опасность
для человека.

В течение последних лет большое внимание
уделяется мониторингу карбарила в пище, поч�

ве и т.д. Законодательством Евросоюза (дирек�
тива 396/2005) установлено требование к макси�
мальному уровню остаточного карбарила в пи�
щевых продуктах – 0,05 мг/кг [3]. Для специфи�
ческого тестирования этого инсектицида требу�
ется чувствительный метод с простой и быстрой
процедурой определения. Существующие обще�
употребительные методы основаны на хрома�
тографическом или спектрофотометрическом
определении предварительно модифицирован�
ного карбарила путем ТСХ или ЖХВД [4]. Для
выполнения анализа этими методами требуется
длительная процедура подготовки образцов и
наличие специализированного лабораторного
оборудования. В настоящее время все большую
популярность завоевывает метод иммунофер�
ментного анализа (ИФА), позволяющий выпол�
нять экспресс�тестирование большого количе�
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ства образцов с высокой чувствительностью и
низким пределом обнаружения [5].

Мини�антитела на основе одноцепочечного
вариабельного фрагмента (scFv) относятся к ан�
тителам третьего поколения. В последние годы
появилась возможность получать scFv мини�ан�
титела с использованием ДНК�гибридизацион�
ной технологии и продуцировать эти рекомби�
нантные белки в бактериальной культуре. Стои�
мость производства таких искусственных анти�
тел значительно ниже, чем стоимость поликло�
нальных или моноклональных. Кроме того, scFv
могут быть получены большими партиями и эф�
фективно конъюгированы с маркерными моле�
кулами для иммунологического тестирования
[6]. В соответствии с этим, одной из целей на�
шей работы явилось конструирование высоко�
аффинного миниантитела scFv против карбари�
ла и подтверждение его специфического детек�
тирования.

Аффинность scFv мини�антител по отноше�
нию к низкомолекулярным антигенам обычно
бывает более низкой, чем к макромолекулам.
Изучение механизмов связывания scFv с анти�
генами могло бы помочь выяснить причины
этого и увеличить аффинитет мини�антител.
Сейчас механизм связывания антигена с антите�
лом изучен мало, поэтому конструирование гап�
тенов для получения антител сопровождается
массой проб и ошибок и представляет значи�

тельные трудности. Обычно связывание белка и
лиганда изучается на основании данных о крис�
таллической структуре комплекса белок–лиганд
и занимает много времени и сил. Поэтому дру�
гой целью нашего исследования явилось констру�
ирование с помощью биоинформационных
подходов виртуальной модели комплекса scFv
мини�антитело–карбарил, изучение которой
могло бы помочь в будущем увеличению аффи�
нитета антител к карбарилу.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клетки, материалы и реактивы. Использовали
плазмиды PGEM�T�Easyа («Promega», США),
pET�26b («Beijing Bao Covey food safety Biological
Technology», Китай) и культуру Escherichia coli
линии JM109 («TaKaRa Biotechnology», Китай).
Олигонуклеотидные праймеры ([7] и табл. 1)
синтезированы фирмой «Invitrogen» (США).
Рестриктазы EcoRI и XhoI – фирмы «TaKaRa»
(Китай), ДНК полимераза Pfu ДНК и лигаза T4 –
«TransGen Biotechnology» (Китай). Использова�
ли набор для обратной транскрипции GoScript
reverse transcription system фирмы «Promega»
(США), наборы DNA gel extraction kit, RNeasy
Midi kit, Oligotex mRNA Mini Kit и QIA quick
PCR Purification Kit – фирмы «Qiagen» (США).
Клон гибридных клеток, продуцирующих мо�
ноклональные антитела против карбарила, был
ранее получен в нашей лаборатории. Все хими�
ческие реагенты были аналитической чистоты.
ПЦР выполняли с помощью прибора DNA
Engine thermal cycler, а анализ гелей и фотопле�
нок проводили на системе Gel Doc XR (все «Bio�
Rad», США).

Экстракция РНК. Суммарную фракцию РНК
экстрагировали из гибридных клеток�продуцен�
тов моноклональных антител (из ~106–107 кле�
ток) с использованием набора RNeasy Midi kit в
соответствии с инструкцией производителя
(«Qiagen», США).

Клонирование генов VL и VH. Синтез кДНК
из РНК осуществляли путем обратной транс�
крипции и ПЦР с использованием соответству�
ющего набора реагентов для ОТ�ПЦР. Эта
кДНК служила матрицей для амплификации
генных последовательностей VL и VH, кодирую�
щих вариабельные районы обоих цепей Ig; ПЦР
выполняли с использованием соответствующих
прямых и обратных праймеров (VL�back, VL�for�
ward и VH�back, VH�forward). Режим проведе�
ния ПЦР: начальная денатурация 95° 5 мин, за�
тем 35 циклов при 95° по 1 мин, далее 53° в тече�
ние 1 мин и 72° по 1 мин, наконец, 72° в течение
10 мин. Продукты ПЦР были очищены электро�
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Рис. 1. Структурная формула молекулы карбарила



ЖЕНГ КСИЮАН  и  др.

форезом в агарозном геле с использованием на�
бора agarose gel DNA purification kit.

Конструирование гена scFv методом SOE
(сплайсинг перекрывающимися расширениями)A
ПЦР. Полученные (как описано выше) фраг�
менты ДНК, соответствующие генам VH и VL,
были объединены путем SOE�ПЦР с целью соз�
дания искусственного гена scFv. Фрагмент VL
был использован в качестве матрицы для ампли�
фикации последовательности, несущей ген VL,
участок рестрикции XhoI и часть последователь�
ности, кодирующей олигопептидный линкер;
амплификацию проводили в отсутствие прай�
меров VL�For�Xhol и VL�back�linker. Фрагмент
VH служил матрицей для амплификации после�
довательности, составленной геном VH, участ�
ком рестрикции EcoRI и другой частью последо�
вательности олигопептидного линкера; ампли�
фикацию проводили в отсутствие праймеров
VH�Back�EcoRI и VH�forward�linker. ПЦР вы�
полняли в режиме, описанном выше. Получен�
ные в результате амплификации последователь�
ности были затем объединены путем SOE�ПЦР
в единый ген scFv, в котором фрагменты VH и
VL соединены между собой генной последова�
тельностью, кодирующей полипептидный лин�
кер (Gly4–Ser)3. SOE�ПЦР проводили в следу�
ющем режиме: начальная денатурация при 94°
5 мин, затем 10 циклов при 94° 45 с, 50° 1 мин,
72° 1 мин и, наконец, 72° 10 мин. После этого

амплифицировали ген scFv, несущий участки
EcoRI и XhoI; амплификация была проведена с
использованием праймеров VL�For�XhoI и VH�
Back�EcoRI в соответствии с приведенным выше
протоколом для ПЦР генов VL и VH. Продукты
амплификации были очищены электрофорезом
в агарозном геле с использованием набора для
очистки ДНК (agarose gel DNA purification kit) [8, 9].

Конструирование рекомбинантной плазмиды
pETA26bAscFv. Генная последовательность scFv,
описанная выше, была расщеплена по соответ�
ствующим участкам рестриктазами EcoRI и XhoI
и встроена в плазмиду pET�26b. Рекомбинант�
ная плазмида была трансфицирована в компетент�
ные клетки E. coli JM109. Колонии трансформи�
рованных клеток были выявлены с помощью
ПЦР. Рестрикционный анализ плазмид из пози�
тивных колоний и генное секвенирование были
выполнены фирмой «Genewiz Biological Techno�
logy» (Китай).

Экспрессия и характеристика рекомбинантноA
го белка антикарбарил scFv. Рекомбинантные
плазмиды из трансформированных клеток по�
зитивных колоний экстрагировали и трансфи�
цировали в компетентные клетки E. coli BL21.
Клетки выращивали в 2× среде YT в присутствии
100 мкг/мл ампициллина до достижения суспен�
зией оптической плотности 0,8–1,0 при 600 нм.
Продукцию рекомбинантного белка индуциро�
вали 1 мМ ИПТГ (изопропил βD�1�тиогалакто�
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Название праймера

VH�Back

VH�For

VK�Back

MJK1�FONX

MJK2�FONX

MJK4�FONX

MJK5�FONX

VH�Back�EcoRI

VL�For�XhoI

Линкер

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные при клонировании и получении искусственного гена, коди�
рующего scFv

Олигонуклеотид

AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG

TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC

GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA

CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC

CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC

CCGTTTTATTTCCAACTTTGTCCC

CCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC

TACTCAGAATTCGCAGGTCCAACTGCAGGAGTC

TACTCACTCGAGCCGTTTTATTTCCAGCTTGGT

GGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTG�
GCTCTGGCGGTGGCGGATCGGACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA

Примечание. Подчеркнуты участки рестрикции EcoRI и XhoI; S, M, R и W – вырожденные основания, означающие (G, C),
(A, C), (A, G) и (A, T) соответственно.
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пиранозид) при 25°. Клетки инкубировали в те�
чение ночи при 25° на шейкере (200 об/мин), а
затем осаждали центрифугированием при 5000 g
в течение 10 мин. Экстракцию антикарбарил
scFv мини�антител из периплазматического
пространства проводили путем разрушения кле�
ток осмотическим шоком. Для этого клетки
ресуспендировали в 1 мл ледяного буфера TES
(0,2 М Tris�HCl, pH 8,0, 0,5 мМ ЭДТА, 0,5 мМ са�
хароза), добавляли 1/5× буфер TES и после 30 мин
инкубации центрифугировали при 12 000 об/мин
10 мин при 4°. Осадок и супернатант, содержа�
щий растворимый рекомбинантный белок scFv
мини�антитела, анализировали методом Ds�Na�
ПААГ�электрофореза.

Определение специфичности антикарбарил scFv
миниAантител проводили методом непрямого
конкурентного ИФА. Карбариловый антиген
(конъюгат карбарила с овальбумином) вносили
в 96�луночные планшеты (1 мкг/мл, 100 мкл/в
лунку) и инкубировали при 4° в течение ночи.
Блокирование проводили 0,5%�ным обезжи�
ренным молоком в буфере TES. Затем в лунки
добавляли scFv мини�антитела и инкубировали
1 ч при 37°. В качестве конкурентного ингибито�
ра использовали свободный карбарил; в качест�
ве вторичных антител – конъюгаты козьих по�
ликлональных анти(His)n антител к His tag груп�
пе с пероксидазой в разведении 1 : 5000 в фос�
фатном солевом буфере (по 50 мкл/в лунку). В
качестве субстрата добавляли TMB (3,3',5,5'�тет�
раметилбензидин) и после инкубации 20 мин
при комнатной температуре определяли погло�
щение в лунках при 450 нм.

При последующей оценке специфичности
scFv мини�антител использовали различные
пестициды в качестве конкурирующих агентов и
определяли показатель конкурентного ингиби�
рования (CR) по следующей формуле:

IC50 (карбарил)
СR, % = ________________ × 100%,

IC50 (ингибитор)

где IC50 – концентрация вещества, необходимая
для 50%�ного ингибирования связывания scFv с
конъюгатом карбарил–овальбумин.

Гомологическое моделирование. Используя
программу SWISS–MODEL Workspace [10], мы
подобрали подходящую матрицу для гомологи�
ческого моделирования 3D�структуры белка
scFv. На основе 3D�структуры этой матрицы с
помощью программы Modeller 9 v. 2 [11] были
созданы три различные виртуальные модели
трехмерной структуры антикарбарил scFv мини�
антитела. Эти модели были оптимизированы
путем добавления в структуру молекулы вирту�

альных атомов водорода при рН 7,0, после чего
использовали процедуру CHARMM all�atom
минимизации энергии взаимодействия всех
атомов без рассмотрения растворителя. Энергия
системы была минимизирована за ~1000 после�
довательных шагов, пока ее градиент не снизил�
ся до величины 0,5 ккал/моль. При этом был ис�
пользован самый быстрый из доступных в
Discovery Studio способ понижения свободной
энергии системы, позволяющий устранять ка�
кие�либо стерические затруднения с целью
энергетической стабилизации исследуемых мо�
делей. Для последующей минимизации была ис�
пользована оценка модели по методу Рамачан�
драна в соответствии с вебсервером SAVES [12];
для дальнейшего исследования была выбрана
модель с наилучшим показателем Рамачандрана
[13].

Молекулярный докинг. Виртуальное совме�
щение антигена (карбарила) с полученной опти�
мизированной моделью молекулы мини�анти�
тела (scFv) выполняли с помощью программно�
го обеспечения Discovery Studio, являющегося
одним из самых широко используемых биоин�
форматических инструментов, позволяющих
быстро и автоматически осуществлять совмеще�
ние молекулярных структур. Структура карба�
рила была построена с использованием прог�
раммы ChemDraw 3D. При этом из виртуальной
молекулы scFv были удалены все молекулы воды
и добавлены атомы водорода. Для осуществле�
ния докинга центр связывания антигена с анти�
телом был определен как набор атомов в моле�
куле белка в области радиусом 6,5 Å вокруг мес�
та локализации ко�кристаллизуемого лиганда,
для чего были использованы параметры по
умолчанию из программного модуля Discovery
Studio [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Конструирование рекомбинантной плазмиды
pETA26bAscFv. Экстракцию общей фракции РНК
из клона гибридных клеток, продуцирующих
моноклональные антитела против карбарила,
проводили с использованием набора RNeasy
Midi kit в соответствии с инструкцией произво�
дителя. Результаты анализа этой фракции мето�
дом электрофореза в агарозном геле представле�
ны на рис. 2, А. Как следует из рисунка, полосы
на геле, соответствующие 28�, 18� и 5�S РНК,
были четкими и свидетельствовали о целостнос�
ти полученного нами препарата рибонуклеино�
вой кислоты.

Амплификация генов VH и VL. Фрагменты
ДНК, соответствующие различным генам VH и
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VL, были успешно амплифицированы путем
гнездовой ПЦР с использованием праймеров для
различных подгрупп этих генов. Размеры полу�
ченных фрагментов составляли около 340 п.о.
для VH и около 320 п.о. для VL (рис. 2, В).

Конструирование scFv методом SOE. Фраг�
менты VH и VL, несущие перекрывающиеся
последовательности линкера, были объединены
между собой методом SOE�ПЦР. Методом
электрофореза было установлено, что размеры
гена scFv составляли около 750 п.о. (рис. 2, С),
что соответствовало теоретически ожидаемой
величине.

Отбор, идентификация и секвенирование
ДНК позитивных клонов. Последовательность
scFv и плазмидный вектор pET�26b были рас�
щеплены рестриктазами EcoRI и XhoI, а продук�
ты рестрикции были очищены с использовани�
ем набора для очистки (PCR product purification
kit) и затем сшиты между собой с помощью
ДНК лигазы Т4. Продукты лигирования были
трансфецированы в компетентные клетки E. coli
линии JM109. Позитивные клоны трансформи�
рованных клеток были идентифицированы
(рис. 2, D и E), ген scFv секвенирован и его вы�
веденные из нуклеотидной структуры амино�

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  8  2015

1266

Рис. 2. Конструирование рекомбинантной плазмиды scFv�pET�26b. A – Общая фракция РНК из гибридных клеток�про�
дуцентов антикарбариловых мини�антител (1); набор маркеров (2); B – амплификация генов VH (2) и VL (3); набор мар�
керов (1); C – амплификация гена scFv (2); набор маркеров (1); D – детектирование позитивных клонов, несущих плаз�
миду scFv�pET�26b, методом ПЦР (2–12); набор маркеров (1); E – двойное ферментативное подтверждение; п.о. – пар ос�
нований
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кислотные последовательности представлены
на рис. 3.

Экспрессия и идентификация антикарбарил
scFv миниAантител. Рекомбинантная плазмида
была использована для трансформации компе�
тентных клеток E. coli линии BL21. Клетки куль�
тивировали до поглощения в суспензии 0,8–1,0
при 600 нм и индуцировали экспрессию реком�
бинантного белка с помощью ИПТГ при 25°.
Растворимые белки были экстрагированы из пе�
риплазматического пространства клеток путем
осмотического шока на холоду. Представленные
на рис. 4 данные электрофоретического анализа,
показали, что индуцированные клетки экспрес�
сировали растворимый рекомбинантный белок
с мол. массой ~31 кДа.

Специфичность антикарбарил scFv миниAантиA
тел определяли методом непрямого конкурент�
ного ИФА с трехкратным повторением каждого
эксперимента. Полученная градуировочная кри�
вая – зависимость связывания рекомбинантных
scFv мини�антител с конъюгатом карбарил–
овальбумин от концентрации свободного карба�
рила (конкурента) представлена на рис. 5. Кар�
барил достоверно распознается scFv мини�анти�
телами, и степень связывания имеет концентра�
ционно�зависимый характер. Предел обнаруже�
ния (LOD) свободного карбарила, соответству�
ющий IC15 = 0,04 ± 0,01 нг/мл, а чувствитель�
ность конкурентного ИФА, IC50 = 0,73 ± 0,06 нг/мл.
Эти величины много ниже, чем у исходных мо�
ноклональных антител и у поликлональных ан�
тител, описанных в [15]. Они были слегка выше,
чем у описанных ранее моноклональных анти�
тел [16]. Однако использование scFv мини�анти�
тел является более простым и воспроизводимым
подходом для иммунологического определения
карбарила, поскольку культуру бактериальных
клеток�продуцентов можно поддерживать неог�
раниченно долго, а получение из нее раствори�

мого белка (мини�антител) может быть адапти�
ровано до промышленных масштабов и прово�
диться в одну стадию.

Данные по перекрестной реактивности ан�
тикарбарил scFv мини�антител с различными
пестицидами, функциональными аналогами
карбарила, представлены в табл. 2. Значения по�
казателя CR для 1�нафтила и карбофурана сос�
тавили 0,58 и 0,39% соответственно, а для всех
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Рис. 3. Установленные аминокислотные последовательности VH и VL доменов антикарбарил scFv мини�антитела и вхо�
дящие в их состав антиген�связывающие участки (подчеркнуто)

Рис. 4. Анализ рекомбинантного белка антикарбарил scFv
мини�антитела методом Ds�Na�ПААГ электрофореза. На�
бор маркеров (1); супернатант (2); клеточный осадок (3);
индуцированные клетки (4); неиндуцированные клетки (5)
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остальных тестированных соединений <0,1%.
Все это свидетельствовало о высокой специфич�
ности полученных нами синтетических scFv ми�
ни�антител к карбарилу.

Гомологическое моделирование. Трехмерная
структура антикарбарил scFv мини�антител бы�
ла построена методом гомологического модели�
рования с использованием в качестве матрицы
кристаллической структуры антител к фенобар�
биталу (PDB код: 1IGY). Полученные с по�
мощью программы Modeller 9 v. 2 модели были
оптимизированы и оценены; оптимальная мо�
дель белка scFv и соответствующая ей диаграм�
ма Рамачандрана представлены на рис. 6. Белок
scFv состоит из VH и VL доменов и соединяю�
щего их линкера, что соответствует типичной
структуре одноцепочечного антитела. В соответ�
ствии с расчетами с помощью программы
PROCHECK, 89,7% аминокислотных остатков
располагаются в предпочитаемых областях ди�
аграммы и лишь 2,5% – в запрещенных областях.
Вторичная структура scFv мини�антитела сос�
тавлена 16 α�спиралями, 93 β�тяжами, 23 β�вит�
ками и 90 неупорядоченными спиралевидными
структурами (анализ выполнен на вебсайте:
http://swissmodel.expasy.org/).

Молекулярный докинг. Результаты центриро�
вания молекулы карбарила (лиганда) в карба�
рил�связывающем участке молекулы scFv мини�
антитела (рецептора) представлены на рис. 7.
Видно, что неполярная часть молекулы карба�
рила как бы вдавлена внутрь гидрофобной по�
лости активного центра антитела, втянута в него
благодаря гидрофобным взаимодействиям. Ли�
ганд�связывающий центр scFv мини�антитела
сформирован, главным образом, следующими

аминокислотными остатками: Ser52, Ile51, Gly54,
Ser56, Arg98, Gly100 и некоторыми другими. Arg98
и Gly100 принадлежат району VH�CDR2, Ile51,
Gly54 и Ser56 – VH�CDR3, а Ala51 и Ser52 –
району VL�CDR2 молекулы scFv. Нафтиловая
часть молекулы карбарила взаимодействовала с
VH, причем левое бензольное кольцо было пог�
ружено в глубь белка и взаимодействовало с
Arg98 и Gly100. (Остаток Arg98 содержит длин�
ную боковую цепь со свободно вращающимися
C–C� и C–N�связями. Конформационные из�
менения, вызванные этими вращениями, опре�
деляют сродство и специфичность scFv мини�
антитела.) Правое бензольное кольцо также рас�
полагается в полости активного центра и взаи�
модействует с Ile51, Gly54 и Ser56. Метилкарба�
матная часть карбарила взаимодействовала с VL:
атом N1 – с Ala51, C11 – с Ser52, C12 и O2 – рас�
положены в стороне и за пределами полости ак�
тивного центра.

Гены вариабельных цепей VH и VL иммуно�
глобулинов против карбарила были клонирова�
ны и объединены в единый ген scFv посредством
линкерной последовательности, кодирующей
олигопептид (Gly4�Ser)3. Рекомбинантный гиб�
ридный белок (антикарбарил scFv мини�антите�
ло) был экспрессирован в клетках E. coli линии
BL21 путем индукции с помощью ИПТГ. Мето�
дом непрямого конкурентного ИФА было уста�
новлено, что полученные мини�антитела обла�
дали высоким сродством и специфичностью к
карбарилу и не давали перекрестных реакций с
другими исследованными инсектицидами.

Поскольку кристаллическая структура анти�
карбариловых антител не известна, то для компь�
ютерного моделирования структуры молекулы
scFv мини�антитела мы использовали в качестве
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Рис. 5. Градуировочная кривая ингибирования связывания
scFv мини�антитела с карбариловым антигеном под
действием свободного карбарила (метод непрямого конку�
рентного ИФА)
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Таблица 2. Перекрестная реакция антикарбарил scFv с дру�
гими пестицидами (метод непрямого ИФА)
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Рис. 6. 3D�модель структуры антикарбарил scFv мини�антитела (A) и карта Рамачандрана для этой модели (B)
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исходной матрицы кристаллическую структуру
антител к фенобарбиталу (PDB ID:1IGY). Про�
веденное виртуальное центрирование карбарила
в предполагаемом лиганд�связывающем участке
молекулы scFv методом молекулярного докинга
показало, что лиганд прочно связывается в гид�
рофобной щели, образованной остатками Ser52,
Ile51, Gly54, Ser56, Arg98, Gly100 и некоторыми
другими, расположенными в районах VH�CDR2,
VH�CDR3 и VL�CDR2 молекулы scFv. Мы пола�
гаем, что проведенная нами работа может быть
полезна для дальнейшего экспериментального
анализа механизмов взаимодействия карбарила

с антикарбариловыми антителами с целью уве�
личения аффинности антител.

Эта работа была профинансирована Нацио�
нальным фондом по естественным наукам Ки�
тая (грант 20905058) и Китайской научно�техно�
логической программой Женгждякоу (грант
1311018C�3).

Авторы признательны Тянджинскому меж�
дународному объединенному научно�исследо�
вательскому институту фармацевтической био�
логии за возможность использования програм�
много модуля Discovery Studio.
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Рис. 7. A – 3D�структура карбарил�связывающего участка scFv мини�антитела. Аминокислотные остатки, образующие
этот участок, обозначены толстыми палочками, карбарил – черными линиями, остатки карбарил�связывающего участка
подписаны белыми буквами; B – общая структура комплекса карбарил�scFv мини�антитело. Молекула карбарила
показана палочками (в центре), scFv – шары (от темно� до светло�серого цвета) 
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Carbaryl is a low molecular weight insecticide that inhibits cholinesterase. The residues of carbaryl in food and the
environment have damaged human health. A high speci?city scFv that can identity carbaryl is still lacking. In the pre�
sent study, the anti�carbaryl scFv gene was prepared by cloning VL and VH genes from hybridoma cells secreting
monoclonal antibody, then VH and VL were fused by splice overlap extension (SOE) PCR with flexible polypeptide
linker connector (Gly4Ser)3, and then the scFv�pET�26b recombinant plasmid was constructed and transformed into
E. coli BL21 for expression using IPTG as the inducer. The expressed recombinant protein was identified by SDS�
PAGE and ELISA. The three�dimensional structure of the anti�carbaryl scFv was constructed by computer model�
ing, and carbaryl was docked to the scFv model to obtain the structure of the binding complex. The binding site was
composed of Ala51, Ser52, Ile51, Gly54, Ser56, Arg98, and Gly100. This helps to understand the mechanism of inter�
action between anti�carbaryl antibody and antigen. Furthermore, it provides guidance for in vitro affinity maturation
of anti�carbaryl antibody.

Key words: anti�carbaryl scFv, ELISA, construction, binding complex


