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Введение 
 

Актуальность темы исследования 

Клещевой энцефалит (КЭ) – это вирусная трансмиссивная инфекция, переносимая 

преимущественно клещами рода Ixodes, вызванная вирусом клещевого энцефалита (ВКЭ), 

который принадлежит к роду Orthoflavivirus семейства Flaviviridae. Ежегодно в мире 

регистрируется около 10-15 тысяч случаев заболевания КЭ [1]. ВКЭ эндемичен для регионов 

Европы и Азии, в том числе и России, и представляет собой серьезную проблему для 

общественного здравоохранения. Выделяют три основных подтипа ВКЭ: европейский, 

сибирский и дальневосточный – все они циркулируют на территории России. Серодиагностика 

играет решающее значение в постановке диагноза КЭ на разных стадиях инфекции и для 

дифференцирования этиологического агента от других ортофлавивирусов [2].  

Клинически острая инфекция ВКЭ имеет монофазное или двухфазное течение [3]. 

Начальная виремическая фаза проявляется лихорадкой, головной болью и гриппоподобными 

симптомами, которые часто ошибочно диагностируются как легкое вирусное заболевание. В 20-

30% случаев развивается вторая фаза, характеризующаяся поражением центральной нервной 

системы (ЦНС), в форме менингита, энцефалита или менингоэнцефаломиелита. Заболевание 

особенно опасно тяжелыми неврологическими осложнениями, которые могут сохраняться 

длительное время [4]. Смертность от КЭ варьируется в зависимости от подтипа вируса и 

составляет примерно 2%. Сибирский и дальневосточный подтипы ассоциируют с более высокой 

частотой тяжелых форм заболевания и большей вероятностью долгосрочных осложнений по 

сравнению с европейским подтипом [5]. 

Вакцинация против КЭ является эффективной профилактикой заболевания. Во всём мире 

для борьбы с этой вирусной инфекцией были разработаны и применяются различные вакцины: 

Клещ-Э-Вак и ЭнцеВир, FSME-IMMUN (TicoVac), Encepur, SenTaiBao, производимые в России, 

Австрии, Германии и Китае, соответственно [6]. Все используемые вакцины основаны на 

инактивированных частицах цельного вируса [7]. Зарубежные вакцины основаны на штаммах 

Neudörfl (Австрия), К23 (Германия) и Sen-Zhang (Китай) [8–10]. Российские вакцины получены 

на основе штаммов Софьин (Клещ-Э-Вак) и 205 (ЭнцеВир) ВКЭ, которые являются 

высоковирулентными и относятся к дальневосточному подтипу вируса. За длительное время 

применения вакцины против КЭ продемонстрировали высокую сероконверсию и 

иммуногенность, доказали безопасность и эффективность для всех возрастных групп, включая 

детей и пожилых людей [11–15]. Несмотря на это, случаи заболевания среди вакцинированных 

также встречаются [16; 17]. 
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Регулярное исследование сывороток населения на наличие антител к ВКЭ в эндемичных 

регионах помогает отслеживать распространенность ВКЭ и заболеваемость КЭ, выявлять 

вспышки и оценивать эффективность программ вакцинации [18]. 

В рутинной диагностике ключевую роль в выявлении острого КЭ играет обнаружение 

антител класса IgM и/или IgG в сыворотках крови или спинномозговой жидкости (СМЖ) с 

использованием иммуноферментного анализа (ИФА), особенно на стадиях инфекции, когда 

вирусная РНК или вирусный антиген в сыворотках крови уже не обнаруживаются. Наличие IgM 

антител может указывать на свежую инфекцию. Наличие низких титров IgG антител может 

свидетельствовать о прошлом контакте с возбудителем или о предшествующей вакцинации, а 

повышение титров IgG антител – о свежей инфекции [5]. Кроме того, на уровень IgG антител 

могут влиять такие факторы, как особенности иммунного ответа человека и время, прошедшее с 

момента заражения [19]. Коммерческие наборы для серодиагностики, используемые в России, 

способны выявить и подтвердить КЭ на ранней стадии, позволяя вовремя принять верную 

стратегию лечения, снижая риск развития неврологических осложнений [20]. ИФА для 

выявления IgG антител к ВКЭ широко используется благодаря своей простоте, 

масштабируемости и отсутствию дополнительных требований к безопасности во время анализа. 

В настоящее время большинство ИФА тест-систем используют в качестве антигена 

инактивированные цельные вирионы. Во всем мире в ряде исследований были отмечены 

проблемы, связанные с чувствительностью и специфичностью таких тест-систем [21; 22]. 

В последние годы отмечается расширение ареала ВКЭ как в Европе, так и в России. При 

этом всё чаще ареал ВКЭ пересекается с ареалом других ортофлавивирусов, таких как вирус 

Западного Нила (ВЗН), вирус японского энцефалита (ВЯЭ), вирус Омской геморрагической 

лихорадки (ВОГЛ). Кроме того, развитие туризма способствует увеличению количества 

завозных случаев ортофлавивирусных инфекций: лихорадка денге, Зика и других, не 

характерных для РФ ортофлавивирусов. Перекрёстная реактивность постинфекционных антител 

к другим ортофлавивирусам часто приводит к ложноположительным результатам в 

коммерческих ИФА, усложняя дифференциальную серодиагностику КЭ, а также может 

приводить к постановке ложноположительного диагноза КЭ у пациентов, ранее перенесших 

инаппарантную форму ортофлавивирусной инфекции или вакцинированных против других 

ортофлавивирусов [23–25]. Все вышеперечисленное указывает на необходимость проведения 

более специфических диагностических анализов, таких как реакция нейтрализации (РН) в 

культуре клеток, в специализированных лабораториях. 

Вариабельность циркулирующих вариантов ВКЭ ещё больше усугубляет проблему 

специфичности серодиагностики. Коммерческие ИФА наборы могут быть неодинаково 

эффективны в разных регионах, где циркулируют разные подтипы ВКЭ. Например, исследования 
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в Центральной Европе показали различную эффективность используемых коммерческих тест-

систем, особенно в отношении вариантов, не относящихся к европейскому подтипу [21; 22; 24]. 

Таким образом, коммерческие диагностические ИФА для выявления антител к ВКЭ, 

которые используются в данный момент, имеют ряд недостатков и требуют значительного 

повышения специфичности и чувствительности для выявления анти-ВКЭ антител [21; 22; 24]. 

Для повышения точности диагностики, выбора тактики лечения КЭ во всем мире необходимы 

детальные исследования и разработка новых подходов к дифференциальной серодиагностике 

ВКЭ. 

Степень разработанности темы исследования 

 Существующие коммерческие ИФА наборы, такие как Вектор-Бест (Россия), Euroimmun 

(Германия) и др. успешно используются для выявления IgM и IgG антител к ВКЭ при 

диагностике заболевания и оценке иммунной прослойки. В настоящее время подавляющее 

большинство таких тест-систем основаны на использовании инактивированного 

цельновирионного антигена ВКЭ [22; 24]. Сравнительные исследования показали, что ИФА на 

основе инактивированных вирусов может обладать хорошей чувствительностью, но при этом 

страдать от проблем перекрестной реактивности. Например, оценка ИФА Immunozym, в котором 

используются инактивированные антигены ВКЭ, показала чувствительность 83% и 

специфичность 49% при исследовании человеческих сывороток, при этом низкая специфичность 

обусловлена перекрестными реакциями с другими ортофлавивирусами [26]. Таким образом, 

основным недостатком таких тест-систем является низкая специфичность ввиду их перекрестной 

реактивности с антителами к другим ортофлавивирусам, таким как ВЗН, ВОГЛ, вирусу желтой 

лихорадки (ВЖЛ), ВЯЭ, вирусу денге (ДЕНВ), вирусу Зика и другим [27]. Сравнительные 

исследования показывают противоречивые результаты при использовании коммерческих 

наборов ИФА даже при тестировании одних и тех же образцов [28]. 

На решение проблемы низкой специфичности существующих ИФА-наборов для 

выявления антител к ВКЭ направлены многие исследования по всему миру. Большинство из них 

в качестве антигена используют рекомбинантные домены белка Е либо субвирусные частицы 

ВКЭ. В Европе существует коммерчески доступный рекомбинантный белок Е ВКЭ штамма 

Neudoerfl европейского подтипа, который может быть использован в ИФА тест-системах. Однако 

его специфичность была проверена только при использовании сывороток пациентов из Европы, 

что не дает представление о спектре выявляемых антител против ВКЭ [29]. Было показано, что 

рекомбинантные субвирусные частицы (prM/E-SP), включающие белок E, могут успешно 

использоваться в качестве антигена в ИФА для выявления IgG и IgM антител к ВКЭ, однако такая 

система была проверена на кросс-реактивность только с сыворотками, содержащими антитела к 

ВЯЭ [30]. Аналогично, ИФА на основе рекомбинантных prM/E частиц, экспрессированных в 
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клетках млекопитающих, продемонстрировали хорошие результаты при исследовании 

сывороток, содержащих антитела к ВКЭ, в сравнении с сыворотками, содержащими антитела к 

ВЯЭ или вирусу Семлики Форест [31; 32]. Также исследователями был изучен диагностический 

потенциал домена III белка E (rE-D3) ВКЭ как более специфичного антигена для 

дифференциации антител к ВКЭ от антител против ортофлавивирусов, переносимых комарами. 

Тем не менее, нет данных, что полученный антиген смог специфично выявлять антитела к ВКЭ 

среди антител к другим ортофлавивирусам, переносимым клещами [33]. В дополнение к этому, 

в другом исследовании был получен белок Е ВКЭ соединенный с Fc-доменом кроличьего IgG в 

качестве антигена для ИФА. Такая система ИФА показала специфичность при выявлении анти-

ВКЭ антител в сыворотках грызунов и людей в сравнении с сыворотками, содержащими антитела 

к ВЯЭ [34]. Эти разработки демонстрируют растущий интерес к использованию различных форм 

белка E в качестве антигена для ИФА, однако многие из них остаются на уровне 

исследовательских наборов и требуют дальнейшей валидации на больших клинических панелях. 

Всё это подчеркивает необходимость разработки подходов к созданию диагностических систем 

и их проверки на большом материале для эффективного и специфичного обнаружения антител 

ко всем подтипам ВКЭ. 

Целью данной работы является создание диагностической методики ИФА на основе 

рекомбинантных доменов белка Е ВКЭ для дифференциальной серодиагностики. 

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи 

1. Получение рекомбинантных доменов (sE, dI+II, dIII) белка Е вируса клещевого 

энцефалита, создание диагностической методики иммуноферментного анализа на основе 

полученных антигенов для выявления антител к вирусу клещевого энцефалита. 

2. Изучение способности полученных рекомбинантных доменов белка Е связываться с 

антителами к широкому набору штаммов вируса клещевого энцефалита, относящихся к 

разным подтипам, изолированным в разное время из разных источников и регионов с 

использованием сывороток лабораторных животных. 

3. Оценка специфичности разработанной диагностической методики иммуноферментного 

анализа на основе рекомбинантных белков sE, dI+II, dIII с использованием сывороток 

лабораторных животных, содержащих антитела к различным ортофлавивирусам. 

4. Оценка чувствительности и специфичности полученной диагностической методики 

иммуноферментного анализа для выявления антител к вирусу клещевого энцефалита в 

сыворотках пациентов с диагнозами клещевой энцефалит, японский энцефалит, лихорадка 

Западного Нила, лихорадка Зика, лихорадка денге и реципиентов, вакцинированных 

против клещевого энцефалита и желтой лихорадки. 
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Научная новизна 

Впервые были получены рекомбинантные белки sE, dI+II и dIII на основе штамма Сухар 

ВКЭ сибирского подтипа, широко распространенного на территории РФ, и sE вакцинного 

штамма Софьин дальневосточного подтипа и отработаны условия их получения. Впервые с 

использованием большого набора сывороток крови людей и лабораторных животных показана 

способность диагностической методики ИФА на основе рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII 

выявлять антитела против широкого спектра штаммов ВКЭ, изолированных в разных регионах 

РФ и Европы. Впервые для рекомбинантного белка sE ВКЭ (штамм Сухар) как антигена для ИФА 

показана высокая чувствительность без потери специфичности. Рекомбинантный белок sE ВКЭ 

штамма Сухар позволяет дифференцировать антитела к ВКЭ от антител к ортофлавивирусам: 

ВЗН, вирусу Лангат, ДЕНВ, вирусу Повассан (ВПОВ), ВЖЛ, вирусу Зика, ВЯЭ. Впервые 

разработана диагностическая методика ИФА на основе рекомбинантных белков ВКЭ (sE, dIII, 

штамм Сухар), способная специфично выявлять антитела к ВКЭ в сыворотках людей на фоне 

уже имеющихся антител к другим ортофлавивирусам. Впервые на наборе сывороток, 

полученных от разных организмов, показана диагностическая значимость разных доменов белка 

Е ВКЭ. 

Теоретическая и практическая значимость  

Разработан протокол очистки рекомбинантных белков ВКЭ, обеспечивающий высокую 

чувствительность и специфичность при использовании их в качестве антигенов в ИФА. 

Отработана схема проведения ИФА для выявления антител к ВКЭ на основе рекомбинантных 

белков sE, dI+II, dIII ВКЭ. Показано, что диагностическая методика ИФА на основе 

рекомбинантного белка sE способна специфично дифференцировать антитела к ВКЭ от антител 

к ортофлавивирусам переносимых как клещами, так и комарами. Разработанный 

диагностический метод ИФА может быть основой при создании коммерческого набора для 

дифференциальной серодиагностики ВКЭ. 

Методология и методы исследования 

Решение задач опиралось на обширную теоретическую базу и современные практические 

вирусологические, молекулярные, молекулярно-генетические, иммунологические и 

иммунохимические методы. Основной научный подход состоял в получении рекомбинантных 

антигенов sE, dI+II, dIII белка Е ВКЭ для последующей разработки диагностической методики 

ИФА по дифференциальной серодиагностике КЭ. Валидация специфичности разработанной 

тест-системы проведена с использованием широкого набора сывороток лабораторных животных 

и людей, содержащих антитела к ВКЭ, ВЗН, ВОГЛ, ВЯЭ, ВЖЛ, ДЕНВ, вирусу Зика, ВПОВ, 

вирусу Лангат и вирусу Чикунгунья. Проведена оценка диагностической значимости полученной 
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лабораторной ИФА тест-системы в качестве альтернативы используемым методикам ИФА на 

основе цельновирионного антигена.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Схема получения рекомбинантных белков sE, dI+II, dIII штамма Сухар вируса клещевого 

энцефалита сибирского подтипа, включающая экспрессию в бактериальной системе с       

0,5 мМ индуктором (изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид), солюбилизацию с 6 М 

мочевиной, выделение на никелевом сорбенте с концентрацией имидазола 150 мМ и 

обессоливание, обеспечивает синтез белков в количестве и качестве, пригодном для 

иммуноферментного анализа. 

2. Использование рекомбинантных белков sE и dIII штамма Сухар вируса клещевого 

энцефалита в качестве антигенов для иммуноферментного анализа обеспечивает высокую 

чувствительность при выявлении антител к широкому спектру штаммов, принадлежащих 

к основным подтипам вируса клещевого энцефалита (европейский, дальневосточный, 

сибирский, байкальский-1, байкальский-2) в сыворотках лабораторных животных. 

3. Разработанная диагностическая методика иммуноферментного анализа на основе доменов 

sE и dIII белка Е штамма Сухар вируса клещевого энцефалита позволяет 

дифференцировать антитела к вирусу клещевого энцефалита от антител к другим 

ортофлавивирусам: в сыворотках лабораторных животных – от антител к вирусу 

Западного Нила, вирусу Омской геморрагической лихорадки, вирусу японского 

энцефалита, вирусу Повассан, вирусу Лангат; в сыворотках людей – от антител к вирусу 

японского энцефалита, вирусу Западного Нила, вирусу Зика, вирусу денге, а также от 

антител, индуцированных вакциной против вируса желтой лихорадки. 

4. Антитела к dI+II белка Е вируса клещевого энцефалита выявляются в сыворотках обезьян 

и людей и не выявляются в сыворотках мышей и кроликов. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Научные положения диссертации соответствуют паспорту специальности 1.5.10. 

Вирусология. Результаты проведенной работы соответствуют областям исследований: пунктам 

7 и 10 паспорта специальности 1.5.10. Вирусология. 

Степень достоверности и апробация результатов  

Достоверность полученных результатов в ходе работы подкрепляется теоретической 

базой, достаточным числом проведенных исследований, выполненных с использованием 

современных методов, и статистической обработкой результатов. Все выводы диссертации 

логично вытекают из полученных результатов и соответствуют цели и задачам работы. 

Материалы исследования были представлены на российских и международных конференциях: 
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XXVII Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых 

«Ломоносов-2020», Москва, Россия, ноябрь 2020; XXVIII Международная научная конференция 

студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов-2021», Москва, Россия, апрель 2021; 

XXIX Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых 

«Ломоносов-2022», Москва, Россия, апрель 2022; Конгресс «Молекулярная диагностика и 

биобезопасность 2023», Москва, апрель 2023; Международное научно-практическое 

мероприятие «OpenBio - 2023», Кольцово, Россия, сентябрь 2023; Международная конференция 

«WSV 2025 The virosphere of our cellular world» Малайзия, Куала-Лумпур, май 2025. 

Личное участие автора в получении результатов  

Автором была проведена работа по изучению литературы, поставлены цель и задачи 

исследования, построен дизайн экспериментов. Результаты, представленные в данной работе, 

получены лично автором или при его непосредственном участии. Разработка праймеров и 

получение конструкций, кодирующих целевой ген, выполнены в сотрудничестве с младшим 

научным сотрудником лаборатории биохимии Турченко Юрием Владиславовичем. Реакцию 

секвенирования проводил научный сотрудник лаборатории биологии арбовирусов к.б.н. 

Холодилов Иван Сергеевич. Культуру эмбриональных клеток почки свиньи (СПЭВ) 

культивировала и любезно предоставила научный сотрудник лаборатории биологии арбовирусов 

Рогова Анастасия Андреевна. 

Автор лично сформулировал основные положения и выводы диссертации. С участием 

автора подготовлены основные публикации по материалам исследования. 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 3 научные статьи в рецензируемых научных изданиях, 

индексируемых в международных библиографических базах данных – Web of Science, Scopus, 

RSCI, PubMed, соответствующих требованиям категорирования журналов, в которых должны 

быть опубликованы научные результаты диссертационного исследования.  

Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа изложена на 137 страницах и состоит из введения, 3-х глав 

основной части диссертации: обзора литературы, материалов и методов, результатов и 

обсуждения, а также заключения, выводов, практических рекомендаций, перспектив дальнейшей 

разработки темы, благодарности, списка сокращений и условных обозначений, списка 

литературы и приложения. Работа содержит 295 источников, иллюстрирована 18 таблицами и 43 

рисунками. 
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Глава 1. Обзор литературы 
 

1.1 Филогения ортофлавивирусов 

Семейство Flaviviridae охватывает обширную группу оболочечных РНК-вирусов. 

Представители этого семейства делятся на четыре рода: Orthoflavivirus, Hepacivirus, Pestivirus и 

Pegivirus. Род Orthoflavivirus наиболее многочисленный в данном семействе и включает 53 вида 

[35]. В него входит обширный ряд вирусов с трансмиссивным типом передачи, патогенных для 

животных и человека, в том числе такие важные с медицинской точки зрения возбудители, как 

вирус Зика, ДЕНВ, ВЗН, ВКЭ и другие [36]. Кроме того, есть большая группа 

неклассифицированных вирусов в семействе, которые значительно отличаются строением 

генома [35; 37]. 

Филогенетический анализ ортофлавивирусов показывает их разделение в зависимости от 

основных видов переносчиков: вирусы, переносимые клещами, комарами и вирусы, для которых 

переносчики в настоящее время не идентифицированы. Отдельно выделяют специфическую для 

насекомых подгруппу вирусов членистоногих [38]. Филогенетическое дерево, построенное на 

основе полных аминокислотных последовательностей ортофлавивирусов, представлено на 

Рисунке 1 [39; 40]. 

Переносимые комарами ортофлавивирусы, включая ДЕНВ, вирус Зика, ВЖЛ, ВЗН и 

другие, распространены на обширных территориях и представляют серьезную угрозу для 

общественного здравоохранения. Основными переносчиками этих вирусов являются комары 

рода Aedes и Culex [41].  

Ортофлавивирусы, переносимые клещами, включают такие вирусы, как ВКЭ, ВОГЛ, 

вирус Лангат и другие. В основном они передаются клещами рода Ixodes и Dermacentor [40]. Эти 

вирусы способны вызывать у человека лихорадку, геморрагическую лихорадку и энцефалиты.  
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Рисунок 1 – Филогенетическое дерево построено на основе полных аминокислотных 
последовательностей полипротеинов с применением метода максимального правдоподобия. Поддержка 
ветвей подтверждена квартетным анализом с частотами 99–100 %, если не указано иное. 
Ортофлавивирусы, переносимые клещами обозначены зелёным цветом, комарами — синим, а вирусы с 
неизвестным вектором — жёлтым. (Адаптировано по: Grard G. и др., 2017 [40]) 

 

На данный момент для ВКЭ описано 7 подтипов: европейский (ВКЭ-Евр), сибирский 

(ВКЭ-Сиб), дальневосточный (ВКЭ-ДВ), обский (ВКЭ-2871, или ВКЭ-Об), гималайский (ВКЭ-

Гим), байкальский-1 (ВКЭ-178-79, или ВКЭ-Бкл-1) и байкальский-2 (ВКЭ-886-84, или ВКЭ-Бкл-

2). Наиболее распространенными по-прежнему являются первые три. На территории России 

самый распространенный подтип – сибирский [42]. 

Разнообразие подтипов ВКЭ связано с наличием различных видов клещей переносчиков, 

в первую очередь Ixodes persulcatus в Сибири и на Дальнем Востоке и Ixodes ricinus в Европе, а 

также различных хозяев мелких млекопитающих, которые поддерживают долгосрочную 

циркуляцию вируса [43; 44]. 
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1.2 Геном ортофлавивирусов  

Впервые геномная последовательность ортофлавивирусов была определена для ВЖЛ в 

1985 году [45]. Вскоре после этого стали появляться публикации нуклеотидных 

последовательностей других ортофлавивирусов. Геном ВКЭ также впервые был опубликован в 

1985 году [46]. До сих пор учёные со всего мира пополняют информацию о последовательностях 

ортофлавивирусов, что позволяет более точно классифицировать их внутри рода.  

ВКЭ имеет геном, представленный одноцепочечной РНК положительной полярности 

длиной около 11 тысяч нуклеотидов (нт). Геном кодирует один полипротеиновый 

предшественник, который впоследствии расщепляется на структурные белки: капсидный белок 

(С), мембранный белок (prM) и белок оболочки (E); и неструктурные белки: NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5 [47]. Белки образуются за счёт котрансляционного и 

посттрансляционного процессинга полипротеина с помощью клеточных ферментов и 

специфической вирусной протеазы NS2B-3 (Рисунок 2)  [48]. 

 

 

Рисунок 2 – Схема организации генома ВКЭ (A) и схематическое изображение продуцируемого 
полипротеина с продуктами расщепления (Б). Структурные белки представлены зеленым цветом, 
неструктурные – желтым. Сайты расщепления вирусной сериновой протеазой обозначены черными 
стрелками, сайты расщепления сигнальной пептидазой клетки хозяина – оранжевыми стрелками, сайт 
расщепления неизвестной протеазой хозяина – синей стрелкой, а сайт расщепления фурином – зеленой 
стрелкой. (Адаптировано по: Pustijanac E. и др., 2023 [49]) 

 

Геном ортофлавивирусов содержит 5’-нетранслируемую область (5’НТО) длиной около 

100 нт и 3’-нетранслируемую область – около 500 нт [50]. На 5’-конце генома ортофлавивирусов 

находится кэп первого типа, который необходим для стабилизации РНК генома, инициации 



 

 

16 

трансляции, а также противодействию защитным механизмам клетки [51]. На 3’-конце, в отличие 

от клеточных мРНК, у вирусного РНК генома отсутствует поли-А хвост [52]. 

1.3 Структурные белки ортофлавивирусов 

1.3.1 Белок С 

Капсидный белок С (Рисунок 3) находится внутри вирусной частицы и образует 

нуклеокапсид, в который упакована вирусная РНК. Рентгеновская кристаллография и крио-ЭМ 

показали, что белок C образует нуклеокапсидное ядро, которое окружено липидной мембраной, 

со встроенными в неё структурными белками E и prМ [53]. Он взаимодействует с РНК геномом 

и играет решающую роль в сборке новых вирионов [54; 55]. 

 

Рисунок 3 – Трехмерная структура капсидного белка ортофлавивирусов. Топологическая схема 
гомодимера белка C: α-спирали 1–4 каждого мономера C показаны светло-голубым, зеленым, фиолетовым 
и темно-синим цветами, соответственно. Спирали α1–α1′ и α2–α2′ расположены на противоположной 
стороне спиралей α4–α4′, а спираль α3–α3′ параллельна α4–α4′. (Адаптировано по: Zhang X. и др., 2021 
[56]) 

 

Белок С состоит из 122 аминокислотных остатков (около 100 в зрелом белке за счет 

удаления С-концевого трансмембранного якоря) и имеет исключительно α-спиральную 

структуру [57]. В процессе сборки вируса этот С-концевой домен обеспечивает заякоривание 

белка в мембране эндоплазматического ретикулума (ЭПР). Положительные заряды на белке C 

взаимодействуют с отрицательно заряженной фосфатной группой, обеспечивая связывание с 

вирусной РНК [58]. Кроме того, белок C взаимодействует с факторами клетки-хозяина, которые 

способствуют сборке вируса и его отпочковыванию от мембраны ЭПР. Эти взаимодействия 

необходимы для производства инфекционных вирионов [59; 60]. 
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1.3.2 Белок prМ 

Гликопротеин prM является предшественником мембранного белка М ортофлавивирусов 

и выполняет в основном функцию шаперона для белка оболочки E во время сборки вириона. 

Структурно prМ состоит из двух основных доменов: глобулярного β-складчатого домена и 

трансмембранного домена, представленного двойной α-спиралью. Они соединены длинным 

гибким линкером, известным как «стебель» белка prМ. Этот белок состоит примерно из 168 

аминокислот в зависимости от конкретного анализируемого ортофлавивируса [61]. Белок prM 

имеет важное значение для образования гетеродимеров prM-E и для формирования и созревания 

вирионов ортофлавивирусов (Рисунок 4) [62]. Глобулярный домен отвечает за защиту петли 

слияния белка E, предотвращая преждевременное слияние вирусной и клеточной мембран во 

время экзоцитоза вириона [63]. Во время созревания prM расщепляется с образованием 

мембранного (M) белка, который остается связанным со зрелым вирионом [64; 65]. Исследования 

ВКЭ показали, что отщепление pr-домена необходимо для будущей инфекционности вируса [64].  

 

Рисунок 4 – Предполагаемый процесс сборки вирусной частицы. (А) Капсидные белки экспрессируются 
на цитоплазматической стороне мембраны ЭПР, где они образуют гомодимеры. Одна сторона гомодимера 
взаимодействует с мембраной ЭПР, а другая – с вирусной РНК. Одновременно на люминальной стороне 
ЭПР белки prM и E образуют гетеродимеры, а затем три из этих гетеродимеров связываются друг с 
другом, образуя перевернутый тример. (Б) Перевернутые триподы взаимодействуют друг с другом. 
Капсидные димеры присоединяются к трансмембранным областям триподов prM-E. (В) Димеры 
капсидных белков взаимодействуют с другими близлежащими капсидными димерами через спираль α5. 
Таким образом, устанавливается расстояние между инвертированными триподами. Три инвертированных 
трипода prM-E с димерами капсидных белков, связывающимися под ними, образуют сборочную единицу. 
(Г) Концы этих сборочных единиц (розовые квадраты) затем взаимодействуют, образуя решетку вирусной 
поверхности на стороне просвета мембраны ЭПР. Одна сборочная единица окрашена серым цветом, 
другая – желтым. (Адаптировано по: Tan T.Y. и др., 2014 [66]) 
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1.3.3 Белок М 

 Мембранный белок (М) играет критически важную роль в сборке и созревании вирусов. 

Являясь структурным компонентом зрелого вириона, белок М, как описано выше, образуется из 

мембранного белка-предшественника (prМ) путем протеолитического расщепления фуриновой 

протеазой клетки хозяина в процессе созревания [67]. 

Зрелый белок М представляет собой небольшой трансмембранный белок (около 75 

аминокислот, в зависимости от вируса), встроенный в вирусную липидную оболочку. Он состоит 

из короткого N-концевого домена и трансмембранного домена, который прикрепляет его к 

липидному бислою. Такое структурное расположение стабилизирует зрелый вирион и 

поддерживает его общую архитектуру. Белок M способствует организации димеров белка E на 

вирусной поверхности, влияя на стабильность и инфекционность вириона [68]. В то время как 

белок Е опосредует связывание с рецептором и слияние мембран, белок М обеспечивает 

физическую целостность вириона во время этих процессов [69].  

1.3.4 Белок Е 

Белок E представлен на поверхности вириона и является основным антигеном, к которому 

вырабатываются антитела в процессе ортофлавивирусной инфекции. Этот белок играет 

ключевую роль в проникновении вируса в клетку хозяина и в индукции иммунного ответа, что 

делает его важным объектом для разработки вакцин и экстренных терапевтических средств 

против ортофлавивирусов, а также главной мишенью при создании диагностических тест-систем 

[70]. 

Первая рентгеновская структура белка Е ВКЭ была опубликована в 1995 году с 

разрешением 2 Å. Она раскрыла трехдоменную архитектуру эктодомена белка, что заложило 

основу для понимания взаимодействия антител с различными областями белка [71]. В течение 

последних 30 лет знания о структуре белка Е ортофлавивирусов значительно расширились. 

Гликопротеин Е содержит четыре отдельных домена: домен I (dI), который служит структурным 

каркасом; домен II (dII), который содержит петлю слияния; домен III (dIII), который имеет 

иммуноглобулиноподобную структуру и служит мишенью для многих нейтрализующих антител; 

домен IV (dIV) – заякорен в мембране и имеет решающее значение в процессе слияния вирусной 

и клеточной мембран (Рисунок 5). Домены, расположенные на поверхности (dI-III), 

представляют собой растворимую часть белка Е (sE) и являются основными мишенями для 

нейтрализующих антител, что учитывается при разработке тест-систем для серодиагностики и 

разработке вакцинных препаратов [71–73]. 
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Рисунок 5 – Реконструированная модель расположения структурных белков на поверхности вириона. 
Домены белка E окрашены: фиолетовый – домен I, бирюзовый – домен II, пурпурный – домен III, серый 
– домен IV. Петля слияния белка E окрашена в золотой, белок M – в зеленый. (Адаптировано по: Pulkkinen 
L.I.A. и др., 2022 [53]) 
 

Сравнительный анализ структур белка E различных ортофлавивирусов, включая ВКЭ, 

ДЕНВ, вирус Зика, ВЗН, ВЯЭ и ВЖЛ, показывает высокую степень консервативности 

пространственной архитектуры при умеренной аминокислотной идентичности (около 40–60%). 

Кристаллографические и крио-ЭМ структуры растворимого эктодомена белка E (sE) 

демонстрируют, что мономер имеет вытянутую форму и состоит из трёх доменов, 

организованных в конфигурации «голова–хвост». Среднеквадратичное отклонение (Root Mean 

Square Deviation, RMSD) при наложении Cα-атомов белков E различных ортофлавивирусов, как 

правило, не превышает ~2 Å, что свидетельствует о жёстко консервативной трёхмерной 

организации белка (Рисунок 6) [74; 75]. В последнее время метод крио-ЭМ дополняет 

рентгеновскую кристаллографию, позволяя понять динамические структурные изменения в 

белках, происходящие в процессе проникновения вируса в клетку. Исследования на основе крио-

ЭМ позволили зафиксировать белок E в его префузионной и постфузионной конформациях, 

показав, как нейтрализующие антитела могут стабилизировать префузионное состояние или 

блокировать постфузионное состояние, не позволяя вирусу завершить проникновение в клетку 

хозяина [71; 76; 77]. 
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Рисунок 6 – Схематичное изображение сворачивания доменов белка Е ВКЭ и изображение отдельных 
доменов в виде лент. Дисульфидные мостики показаны прерывистыми черными линиями на диаграмме 
сворачивания. (Адаптировано по: Rey F.A. и др., 1995 [71]) 

 

Домен I включает около 120 аминокислот и представляет собой компактную β-

бочковидную структуру, сформированную восемью антипараллельными β-нитями. Он 

выполняет роль центрального структурного ядра белка E и участвует в обеспечении 

конформационной стабильности всей молекулы. В DI локализован консервативный сайт N-

гликозилирования по остатку Asn154 (мотив N-X-S/T), характерный для большинства клещевых 

ортофлавивирусов [78]. В белке E ВКЭ идентифицировано множество потенциальных сайтов O-

связанного гликозилирования, из которых экспериментально подтверждено наличие по меньшей 

мере трёх O-гликанов.  Из нескольких потенциальных сайтов O-гликозилирования, остатки T147 

и S158, представляют наибольший интерес. Эти остатки находятся в области петли E150 и 

предполагаемое O-гликозилирование этого участка может влиять на pH-зависимые структурные 

перестройки белка E и, как следствие, изменять доступность отдельных эпитопов для антител 

[79]. Домен I (DI) играет важную структурную роль, обеспечивая корректное расположение 

доменов II и III [73]. 

Домен II (DII) включает примерно 170 аминокислотных остатков и является наиболее 

протяжённой частью белка E. В нем находится петля слияния, которая необходима для слияния 

вирусной оболочки с мембраной эндосомы после проникновения вируса в клетку. В нейтральной 
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среде этот участок скрыт внутри димера белка E, однако при подкислении эндосомы происходит 

конформационная перестройка белка и образование тримерной структуры, в результате чего 

петля становится доступной и функционально активной [75; 80]. 

Домен III (DIII) представляет собой иммуноглобулинподобную структуру длиной около 

100 аминокислотных остатков и рассматривается как основной участок, участвующий в 

связывании вируса с клеточными рецепторами. Он характеризуется наибольшей 

вариабельностью аминокислотной последовательности по сравнению с другими доменами белка 

E. Изменения в его поверхностных петлях связывают с различиями в клеточном тропизме 

вирусов и особенностями их взаимодействия с переносчиками, такими как комары и клещи [23; 

55; 71]. DIII считается перспективной мишенью для дифференциальной диагностики и 

разработки серологических тестов, способных различать близкородственные ортофлавивирусы 

(Рисунок 7) [81; 82]. 

 

Рисунок 7 – Выравнивание аминокислотных последовательностей белка Е ВКЭ, ВЯЭ, ДЕНВ, ВЖЛ. 
Цветами выделены: красный – домен I, желтый – домен II, синий – домен III, черный – домен IV. 
(Адаптировано по: Rey F.A. и др., 1995 [71]) 

 

Эпитопы для антител на поверхности целевых белков можно разделить на линейные и 

нелинейные. У ортофлавивирусов исследователи выявили B-клеточные линейные эпитопы как в 

структурных, так и в неструктурных белках. Для вируса клещевого энцефалита такие эпитопы 

описаны в белках E и NS5, причём некоторые из них позволяют различать инфекции, вызванные 

близкородственными вирусами [83]. У ортофлавивирусов, переносимых комарами, 

охарактеризовано более 150 линейных B-клеточных эпитопов, часть которых рассматривается 
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как перспективная основа для серологических тест-систем. Кроме того, для вирусов денге и Зика 

были выявлены эпитопы, позволяющие дифференцировать антительный ответ к этим 

близкородственным возбудителям [84; 85]. 

Конформационные эпитопы, в отличие от линейных, формируются только после укладки 

белка в трёхмерную структуру и не редко являются основными мишенями нейтрализующих 

антител. Исследователи показали, что человеческое моноклональное антитело C10 распознает 

участки белка E, расположенные на границе двух соседних протомеров вирусной частицы. Такая 

организация эпитопа обеспечила эффективное связывание с вирусом денге разных серотипов и 

вирусом Зика, что определяет широкий спектр нейтрализующей активности антитела [86; 87]. 

Сравнительный анализ линейных и конформационных эпитопов подчёркивает, что, хотя 

линейные последовательности удобны для диагностики или создания антител в лабораторных 

тестах, именно конформационные эпитопы чаще определяют защитную нейтрализующую 

активность антител. 

Антитела к белку E ортофлавивирусов можно условно разделить на нейтрализующие, 

слабонейтрализующие и ненейтрализующие. Нейтрализующие антитела способны блокировать 

инфекцию, препятствуя прикреплению вируса к клетке или процессу мембранного слияния, 

тогда как ненейтрализующие антитела могут участвовать в формировании иммунных 

комплексов и, в случае комариных ортофлавивирусов, могут быть вовлечены в 

антителозависимое усиление инфекции (АТЗУИ) [88; 89]. 

Нейтрализующие антитела могут быть направлены против всех трёх доменов белка E, 

однако наиболее эффективные и вирусспецифичные из них, как правило, распознают эпитопы 

домена III. Такие антитела блокируют взаимодействие вируса с клеточными рецепторами и 

обладают высокой специфичностью к отдельным видам или подтипам ортофлавивирусов [90–

92].  

Антитела, направленные против доменов I и II, чаще распознают консервативные 

эпитопы, включая петлю слияния и латеральный гребень DII. Эти антитела могут нейтрализовать 

вирус за счёт блокирования конформационных перестроек, необходимых для слияния мембран, 

однако они, как правило, обладают широкой кросс-реактивностью между различными 

ортофлавивирусами [92; 93]. Именно такие антитела чаще всего ассоциированы с феноменом 

АТЗУИ для комариных флавивирусов [94; 95]. 

Гуморальный иммунный ответ на белок E зависит от вида хозяина и характера антигенной 

стимуляции. У человека после естественной инфекции формируется широкий спектр антител ко 

всем трём доменам белка E, тогда как после вакцинации наблюдается смещение иммунного 

ответа в сторону домена III [96; 97]. У мышей, напротив, даже после инфекции может 

наблюдаться преобладание антител к DIII, что указывает на видоспецифические различия в 
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формировании гуморального иммунитета и требует осторожности при экстраполяции данных 

животных моделей на человека [72; 73; 98].  

1.4 Неструктурные белки ортофлавивирусов 

Неструктурные белки (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B и NS5) отвечают за вирусную 

репликацию, сборку вирионов и модуляцию иммунного ответа хозяина [99]. 

Гликопротеин NS1 выполняет разнообразные функции в ходе вирусной инфекции, 

включая участие в вирусной репликации и уклонение от иммунного ответа, что в свою очередь 

влияет на тяжесть заболевания. Белок NS1 существует в двух основных формах: 

мембраноассоциированной и секретируемой. Мембраносвязанная форма NS1 задействована в 

формировании репликативного комплекса, а секретируемый NS1 участвует в модуляции и 

уклонении от иммунного ответа хозяина [100]. Также, секретируемый NS1 является ключевым 

биомаркером для ранней диагностики некоторых ортофлавивирусных инфекций [101; 102].  

Роль других неструктурных белков различна: NS2A и NS2B участвуют в формировании 

репликативного комплекса и процессинге полипротеина [103; 104]. NS3 – это 

многофункциональный фермент с протеазным доменом, обеспечивающий репликацию РНК и 

процессинг полиопротеина, а NS4A и NS4B играют важнейшую роль в ремоделировании 

мембран и уклонении от иммунитета [105; 106]. Наконец, NS5 является РНК-зависимой РНК-

полимеразой и отвечает за репликацию и кэпирование РНК, обеспечивая эффективную 

транскрипцию и трансляцию вирусного генома [107]. Вместе эти неструктурные белки образуют 

высококоординированную сеть, которая позволяет ортофлавивирусам, включая ВКЭ, 

эффективно репродуцироваться в организме хозяина. 

1.5 Строение вириона ортофлавивирусов 

Вирионы ортофлавивирусов бывают нескольких форм: зрелые инфекционные, незрелые 

неинфекционные вирионы, частично зрелые вирионы и пустые формы, лишённые 

нуклеокапсида. Помимо этих форм в процессе репродукции за счет подвижности поверхностного 

Е белка при кислых рН вирионы ВКЭ преобразуются в фьюзогенную форму, способную к 

слиянию с мембраной эндосомы клетки [108].   

Зрелые инфекционные вирионы ортофлавивирусов представляют собой сферические 

частицы диаметром около 50 нм (500 Å) (Рисунок 8). Они окружены липидной мембраной, 

заимствованной у клеток хозяина, в которую встроены 180 копий гетеродимеров, состоящих из 

мембранного белка (М) и белка оболочки (Е). Гетеродимеры образуют структуру, 

напоминающую икосаэдрическую, и прикреплены к липидной оболочке посредством 

гидрофобных мембранных якорей [63].  
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Структура нуклеокапсида играет важную роль в защите вирусной РНК. Нуклеокапсид 

ВКЭ состоит из вирусной РНК и С белка и обеспечивает структурную стабильность [57; 109]. 

  

Рисунок 8 – Строение вириона ВКЭ, реконструированное с помощью криоэлектронной микроскопии на 
основе атомной модели. (Адаптировано по: Pulkkinen L.I.A. и др., 2022 [53]) 

 

1.6 Цикл репродукции ортофлавивирусов 

Жизненный цикл ортофлавивирусов начинается с проникновения вируса в клетки хозяина 

путем рецептор-опосредованного эндоцитоза. Ортофлавивирусы используют для проникновения 

поверхностный гликопротеин E, который связывается с молекулами адгезии и рецепторами на 

поверхности клетки. На данный момент известны рецепторы для ряда ортофлавивирусов [110]. 

В недавнем исследовании был открыт специфический рецептор для ВКЭ – LRP8 [111], 

предполагается существование ещё нескольких рецепторов, таких как ламинин-связывающий 

белок и интегрин [112].  

При попадании в клетку-хозяина зрелого инфекционного вириона путем эндоцитоза 

кислая среда внутри эндосомы вызывает конформационные перестройки поверхностных белков 

ортофлавивирусов во фьюзогенную форму. На эффективность этого процесса влияют 

эндосомальный рН и специфическая конформация белка E ортофлавивирусов [113].  

Существует три класса вирусных белков слияния [114]. Белки слияния класса II 

встречаются у ортофлавивирусов и альфавирусов (например, вирус Семлики Форест). Эти белки 

имеют преимущественно структуру β-листа и существуют в виде димеров в префузионной форме 

и обычно активируются при низком значении pH в эндосоме (Рисунок 9 (Б)) [115]. После этого 

димеры белка E ортофлавивирусов диссоциируют на мономеры, и каждый мономер затем 

подвергается перестройке с образованием тримеров (Рисунок 9 (В)). Этот переход делает петлю 
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слияния более доступной, и она встраивается в мембрану клетки-хозяина [113; 116]. Процесс 

слияния завершается, когда две мембраны полностью сливаются с образованием канала – поры, 

позволяя вирусному нуклеокапсиду высвободиться в цитоплазму хозяина (Рисунок 9 (Е)) [75].  

 

 

Рисунок 9 – Слияние мембран с помощью рецепторов слияния класса II (при проникновении ВКЭ). 
Димерная форма белка E находится на поверхности вируса, а пептид слияния (показан зеленым цветом) 
спрятан в димере (А). Белок связывается с рецептором и проникает в эндосому. В условиях низкого pH 
домен II разворачивается наружу по направлению к мембране клетки-хозяина, предположительно в 
области шарнира домена I-II (Б). Это конформационное изменение позволяет белкам E перестроиться 
латерально. Пептид слияния вставляется во внешний листок мембраны клетки-хозяина, обеспечивая 
образование тримеров белка E (В). Домен III белка E складывается обратно на себя и при этом приближает 
вирусную мембрану к пептиду слияния и мембране клетки-хозяина (Г). По мере продвижения домена III 
к домену II происходит гемифузия липидных мембран (Д), и в итоге образуется тример, в котором 
трансмембранные области и пептид слияния находятся в непосредственной близости друг от друга (Е). 
Для процессов слияния с белками слияния класса I и II с помощью рентгеновской кристаллографии 
наблюдали только первый и последний этапы, но биохимические анализы подтверждают наличие 
остальных этапов. (Адаптировано по: Mukhopadhyay S. и др., 2005 [55]) 

 

Вирусная РНК транслируется единым полипротеином, который подвергается 

совместному посттрансляционному расщеплению клеточными и вирусными протеазами на 

структурные и неструктурные белки. Репликация вирусного генома происходит в репликативных 

комплексах на внутриклеточных мембранах ЭПР. Эти мембранные структуры служат 

платформами для синтеза промежуточных РНК отрицательной полярности, которые, в свою 

очередь, служат матрицами для производства новой геномной РНК. Вновь синтезированная 

вирусная РНК упаковывается капсидным белком, и нуклеокапсид отпочковывается внутрь 

цистерн ЭПР, приобретая липидную оболочку и формируя незрелые неинфекционные вирионы 

ортофлавивирусов. Они содержат мембранный белок-предшественник prМ, который образует 

гетеродимеры с оболочечным белком E, создавая шипообразную, нерегулярную поверхность, 
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которая предотвращает преждевременное слияние с мембранами клеток-хозяев во время 

внутриклеточной транспортировки вируса по экзоцитозному пути [63; 117].  

При прохождении через аппарат Гольджи незрелые вирионы подвергаются расщеплению 

белка prM фуриновой протеазой. Протеолиз запускает реорганизацию белков E в димеры, 

которые укладываются на поверхности вириона, обнажая рецептор-связывающие сайты. Этот 

процесс, известный как созревание, приводит к образованию зрелых инфекционных вирионов 

[118]. Однако процесс расщепления prМ в М эффективен не на 100%, в результате чего незрелые 

и частично зрелые формы также выходят из клетки вместе со зрелыми вирионами [5; 71; 119]. 

Строение зрелой и незрелой форм проиллюстрированы на Рисунке 10. 

 

Рисунок 10 – (А) Димеры белков E в незрелом вирусе (слева) перестраиваются, образуя зрелую вирусную 
частицу (справа). (Б) Димеры белков E в зрелом вирусе (слева) подвергаются перестройке, образуя 
предполагаемую промежуточную структуру с симметрией псевдо T=3 фузогенного типа (справа) с 
возможным промежуточным звеном (в центре). Стрелки около треугольников указывают направление 
вращения белка E. Треугольник указывает на положение оси квазисимметрии третьего порядка. 
Предполагаемая перестройка потребовала бы радиального расширения частицы на ~10% между 
промежуточной (в центре) и фузогенной формой (справа). (Адаптировано по: Mukhopadhyay S. и др., 2005 
[55]) 

1.7 Распространение вируса клещевого энцефалита и других ортофлавивирусов 

Россия с ее обширной территорией и разнообразными климатическими зонами создает 

идеальные условия для коциркуляции ВКЭ с другими ортофлавивирусами, переносимыми 

клещами, такими как ВОГЛ [120], ВПОВ [121] и переносимыми комарами –  ВЗН [122], ВЯЭ 

[123]. Сочетаемые очаги ортофлавивирусных инфекций располагаются в таких регионах России, 

как Западная Сибирь, Урал, Дальний Восток и на Европейской части территории, где 
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экологические условия позволяют сосуществовать клещам- и комарам-переносчикам и 

способствуют одновременной передаче нескольких патогенов [124]. 

В регионах Западной Сибири и Урала наблюдается совместная циркуляция сибирского 

подтипа ВКЭ и ВОГЛ, передаваемых преимущественно клещами родов Ixodes и Dermacentor. Не 

так давно ВОГЛ был выявлен в клещах в Казахстане и Кемеровской области России, где также 

зафиксирована его совместная циркуляция с ВКЭ [125–127]. Совместные очаги осложняют 

клиническую диагностику заболеваний, вызванных этими вирусами, из-за схожести симптомов, 

особенно на начальной стадии инфекции, что требует применения более точных лабораторных 

тестов для правильной постановки диагноза [128]. На данный момент не существует 

коммерческих ИФА тест-систем для выявления антител к ВОГЛ. Отсутствие 

зарегистрированных случаев заражения ВОГЛ в России в последние десятилетия может быть 

связано с недостаточной чувствительностью существующих диагностических ПЦР тестов или 

возможным защитным эффектом вакцины против КЭ, для которой в экспериментах in vivo была 

продемонстрирована частичная перекрёстная защита в отношении ВОГЛ. Однако клиническое 

значение вакцины КЭ против ВОГЛ остаётся недостаточно изученным [129; 130]. 

На юге России и в Западной Сибири циркулирует другой ортофлавивирус – ВЗН, 

переносимый в основном комарами рода Culex, которые распространёны в этих регионах. Таким 

образом, здесь формируются сложные эпидемиологические условия, в которых могут совместно 

циркулировать ВКЭ и ВЗН. Согласно данным эпидемиологического мониторинга в последние 

годы отмечается постепенное расширение ареала ВЗН на север, что способствует увеличению 

территорий с потенциальной коциркуляцией этих ортофлавивирусов [131]. В 2021 году на 

территории Московской агломерации была зафиксирована вспышка ВЗН, подтвердившая 

проникновение вируса в регион, ранее считавшийся неэндемичным [132]. Исследования 

показывают, что люди в эндемичных районах часто имеют антитела к обоим вирусам, что 

свидетельствует о необходимости более детальной серодиагностики для постановки 

дифференциального диагноза [133]. Эта проблема становится актуальной и для Европы, где 

коциркуляция ВЗН и ВКЭ была зарегистрирована в нескольких странах, включая Австрию, 

Венгрию и Италию. Как и в России, перекрывающиеся ареалы этих вирусов усложняют 

эпидемиологический мониторинг и дифференциальную диагностику, поскольку оба 

ортофлавивируса могут вызывать сходные симптомы повреждения ЦНС, но передаются разными 

переносчиками [134; 135]. Несмотря на существование отдельных тест-систем для выявления 

антител к ВЗН и ВКЭ, проблему их кросс-реактивности отмечают многие исследователи [136–

139]. 

На Дальнем Востоке России наиболее распространён дальневосточный подтип ВКЭ, 

способный вызывать наиболее тяжелое заболевание [140; 141]. Тут он сосуществует с ВПОВ. 
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Хотя коммерческие серодиагностические тесты на антитела к ВПОВ существуют, их 

доступность ограничена, а интерпретация результатов осложняется перекрестной реактивностью 

с другими ортофлавивирусами [142]. В сочетании с тем фактом, что ВПОВ может вызывать 

быстро прогрессирующее заболевание с высокой смертностью или долгосрочными 

неврологическими последствиями, этот диагностический пробел представляет собой серьезную 

проблему для общественного здравоохранения в эндемичных регионах [143]. В исследованиях 

сообщалось о значительных показателях распространенности антител сразу против нескольких 

ортофлавивирусов, в том числе и ВПОВ, что подчеркивает существенный риск для здоровья 

населения, создаваемый сочетаемыми очагами [144].  

ВЯЭ, хотя и менее распространен в России, представляет угрозу для здоровья населения. 

Современное распространение ВЯЭ в России не определено, поскольку не проводится 

соответствующего мониторинга. Завозные случаи инфекции ВЯЭ в значительной степени 

регистрируются благодаря массовому развитию туризма: в 2014 году в России был 

зарегистрирован завозной случай японского энцефалита у туриста, вернувшегося из Таиланда. У 

пациента развилась тяжелая форма заболевания с поражением ЦНС, что было подтверждено 

данными МРТ и лабораторными исследованиями [145]. Совместные очаги вызывают особую 

озабоченность в связи с нейровирулентностью обоих вирусов, что требует дополнительных 

инструментов для их дифференциальной диагностики и грамотного эпидемиологического 

надзора [146]. 

1.8 Клинические проявления при заражении вирусом клещевого энцефалита 

Инфекция, вызванная ВКЭ, приводит к целому спектру клинических проявлений – от 

легкого лихорадочного состояния до тяжелых неврологических осложнений [4]. 

Ежегодно во всём мире регистрируется примерно 10 000-15 000 случаев заражения ВКЭ 

[147]. Случаи заражения ВКЭ ежегодно отмечают более чем в 25 странах Европы и 7 странах 

Азии [120]. Наиболее высокая заболеваемость регистрируется в Центральной и Восточной 

Европе, России, а также в некоторых частях Китая, где в эндемичных регионах показатели 

заболеваемости КЭ доходят до 2 случаев на 300 тысяч населения в год [150–152].  

Заболевание КЭ может протекать двухфазно. Начальная фаза включает неспецифические 

симптомы, такие как лихорадка, головная боль, недомогание и миалгия, продолжающиеся в 

течение 2-7 дней. Затем заболевание может переходить во вторую фазу, характеризующуюся 

поражениями ЦНС и сопровождающуюся такими симптомами как менингит, энцефалит и 

менингоэнцефалит [4]. В редких случаях может возникнуть поражение спинного мозга – миелит, 

приводящий к острому вялому параличу, особенно у пожилых пациентов [153].  
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Тяжесть клинических проявлений клещевого энцефалита во многом зависит от возраста и 

иммунного статуса пациента. У детей заболевание часто протекает бессимптомно или в лёгкой 

форме, у взрослых может развиваться поражение центральной нервной системы. Клиническое 

течение инфекции может различаться в зависимости от подтипа вируса. Европейский подтип 

обычно ассоциирован со сравнительно низкой летальностью около 1–2 %. Для сибирского 

подтипа описаны более тяжёлые формы заболевания, летальность около 6–8 %, и возможно 

хроническое течение заболевание. Дальневосточный подтип связывают с наиболее тяжёлым 

течением и высокой летальностью, которая в отдельных исследованиях достигает 20–40 %. 

Несмотря на это, для каждого подтипа описаны разнообразные клинические проявления: от 

бессимптомных случаев до тяжелых форм энцефаломиелитов. Данные по смертности для 

каждого из подтипов не всегда учитывают различные социальные факторы [154–156]. Примерно 

у 30-50% переболевших тяжелой формой КЭ наблюдаются долгосрочные последствия, такие как 

когнитивные нарушения, усталость и двигательная дисфункция, что значительно сказывается на 

качестве жизни [153]. 

Наиболее эффективным способом защиты от КЭ является вакцинация [17]. В качестве 

экстренной профилактики на территории РФ применяется противовирусный иммуноглобулин, 

который имеет ряд недостатков [157]. 

1.9 Иммунный ответ при клещевом энцефалите 

Иммунный ответ хозяина включает в себя как врожденные, так и адаптивные компоненты 

[158]. Центральной клеткой иммунной системы является лимфоцит, от функциональной 

активности которого зависит способность организма к полноценной реализации иммунного 

ответа. Было отмечено, что при КЭ возникают внутрипопуляционные изменения лимфоцитов. 

При остром КЭ относительное и абсолютное содержание Т-лимфоцитов в крови снижено. 

Функция В-лимфоцитов при острой инфекции не нарушена. Отмечены активная пролиферация 

В-клеток и двукратное повышение их содержания в периферической крови с нормализацией 

числа лимфоцитов к концу третьего месяца с момента инфицирования [159]. Иммунный ответ 

при КЭ формируется за счёт взаимодействия Th1- и Th2-лимфоцитов и во многом определяется 

балансом продуцируемых ими цитокинов. ВКЭ вызывает сильный провоспалительный ответ с 

подъемом уровня таких цитокинов, как фактор TNF-α (некроза опухоли α), IL-6 и IFN-γ, которые 

предположительно способствуют повышению проницаемости гематоэнцефалического барьера. 

Это может облегчать вирусную инвазию в ЦНС, что приводит к апоптозу нейронов и 

нейровоспалению [160]. 

В-клеточный иммунный ответ при инфекции ВКЭ является определяющим фактором 

защиты и основывается на многоуровневой активации гуморального иммунитета. На ранних 
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этапах инфекции, через 4–10 дней после заражения, выявляются иммуноглобулины M (IgM), 

направленные главным образом против белка Е, который служит ключевым диагностическим 

маркёром и отражает первичный контакт с антигеном [161]. 

Важную роль в B-клеточном иммунном ответе играют долгоживущие плазматические 

клетки костного мозга, которые поддерживают стабильный уровень циркулирующих IgG в 

течение десятилетий, а также клетки памяти, быстро активирующиеся при повторном контакте с 

антигеном [162]. Показано, что у вакцинированных лиц уровень нейтрализующих антител может 

снижаться через 5–10 лет, но при этом сохраняется пул B-клеток памяти, обеспечивающий 

эффективный бустерный ответ [163; 164]. 

Заболевание, вызванное ВКЭ, остается серьезной проблемой для общественного 

здравоохранения. Более глубокое понимание механизмов патогенеза заболевания, а также 

своевременная специфическая диагностика необходимы для разработки целевой терапии и 

улучшения результатов лечения пациентов.  

1.10 Антителозависимое усиление инфекции  

АТЗУИ – это иммунологическое явление, при котором уже существующие антитела к 

одному вирусу способствуют проникновению близкородственного вируса в фагоцитирующие 

клетки хозяина, что приводит к увеличению вирусной нагрузки, быстрому распространению 

вируса по организму и усугублению тяжести заболевания. Этот механизм особенно актуален в 

контексте переносимых комарами ортофлавивирусов. Феномен АТЗУИ характерен для 

нескольких ортофлавивирусов, включая ДЕНВ и вирус Зика, и подтвержден как 

экспериментальными (in vitro и in vivo), так и клиническими данными. Для переносимых 

клещами ортофлавивирусов АТЗУИ показано только в экспериментах in vitro. Изучение данного 

феномена легло в основу разработки безопасных вакцин, новых методов лечения и подчеркнуло 

важность качественной диагностики этих инфекций [165–167]. 

ДЕНВ имеет четыре серотипа (ДЕНВ-1, ДЕНВ-2, ДЕНВ-3 и ДЕНВ-4). Первичное 

заражение одним серотипом обычно приводит к выработке нейтрализующих антител и, в 

большинстве случаев, легкой или бессимптомной форме заболевания. Однако при вторичном 

заражении другим серотипом, ранее синтезированные антитела могут усилить проникновение и 

репликацию другого серотипа посредством механизма АТЗУИ (Рисунок 11) [168; 169].  
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Рисунок 11 – Механизм нейтрализации и АТЗУИ на примере ДЕНВ: при высокой степени связывания с 
эпитопами антитела блокируют способность вируса к прикреплению к клетке и проникновению в неё; 
при низкой — некоторые антитела способствуют проникновению вируса через Fc-рецепторы. 
(Адаптировано по: Rothman A.L. и др., 2011 [170]) 

 

Антитела к домену III белка Е более специфичны и зачастую хорошо нейтрализуют вирус, 

однако они составляют лишь часть популяции антител, вырабатываемых у людей в процессе 

ортофлавивирусной инфекции, тогда как за АТЗУИ ответственны в основном не-

нейтрализующие антитела или антитела в субнейтрализующих концентрациях, которые в 

основном вырабатываются к домену I и II. Было показано, что моноклональные антитела, 

реагирующие с доменами I и II или prM, слабо нейтрализовали вирус и имели широкую 

перекрестную реактивность с четырьмя серотипами ДЕНВ, а также усиливали инфекцию в 

субнейтрализующих концентрациях [171]. На данный момент времени нет данных о значении 

перекрестных реакций между ортофлавивирусами переносимыми комарами и клещами.  

Феномен АТЗУИ подчеркивает критическую важность оценки не только наличия анти-

ВКЭ-антител, но и их специфичности – особенно соотношения антител, нацеленных на домены 

I и II, и домена III [172; 173]. 

Измерение соотношения антител к различным доменам белка Е после инфицирования или 

вакцинации может помочь определить соотношение иммунной защиты и потенциального риска, 

а также подчеркивает важность разработки более специфической диагностики. Поэтому 

детальное профилирование домен-специфических ответов антител необходимо для оценки риска 

АТЗУИ и функционального качества гуморального ответа. 

1.11 Основные подходы в диагностике клещевого энцефалита 

Диагностика клещевого энцефалита основывается на комплексе лабораторных методов, 

таких как серологические тесты, например, ИФА для выявления специфических антител к 
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ортофлавивирусам, и ПЦР, позволяющую обнаруживать вирусную РНК в крови или СМЖ. 

Также в некоторых случаях применяются современные подходы, такие как мультиплексные 

панели для выявления нескольких патогенов одновременно и секвенирование нового поколения 

(NGS). Наряду с этим используются методы иммунофлуоресценции и иммуногистохимии, 

позволяющие выявлять вирусные антигены в тканях с высокой специфичностью благодаря 

применению моноклональных антител [174–177]. 

Выбор метода зависит от стадии инфекции, типа имеющегося клинического материала и 

целей диагностики. ПЦР незаменим для ранней диагностики на виремической стадии, а ИФА, 

направленный на выявление антител к вирусу, - для подтверждения диагноза на более поздних 

стадиях (Таблица 1). Интеграция этих методов с применением подтверждающих тестов, таких 

как РН, обеспечивает точную диагностику и эффективное лечение пациентов [178; 179].  

 

Таблица 1 – Методы выявления ВКЭ или антител к нему на разных стадиях инфекции 
 

Стадия инфекции Диагностический метод Клинический материал 

1 – 7 день  
(виремическая фаза) 

ПЦР / изоляция вируса Кровь / сыворотка 

4 – 10 день 
ИФА (выявление IgM антител) / 

ПЦР 
Кровь / СМЖ 

2 – 4 неделя 
(фаза выздоровления) 

ИФА (выявление IgG антител) / 
тест нейтрализации 

Кровь / сыворотка 

Посмертное исследование 
Иммунофлуоресценция / 

иммуногистохимия 
Образцы тканей 

 

1.11.1 Обнаружение генома вируса клещевого энцефалита с помощью полимеразной 

цепной реакции   

В то время как обнаружение антител имеет решающее значение для установления 

контакта с ВКЭ, обнаружение вирусной РНК является подтверждением продуктивной инфекции 

на ранних этапах заболевания. ПЦР с детекцией в реальном времени (ПЦР-РВ), направленная на 

консервативные участки генома, является высокочувствительным и специфичным методом 

обнаружения РНК ВКЭ в клинических образцах [180]. Лабораторные анализы ПЦР-РВ 

обеспечивают широкое обнаружение различных вариантов ВКЭ. Такие системы крайне 

необходимы в эпидемиологических и исследовательских целях [181]. 

Несмотря на свою чувствительность и специфичность, ПЦР имеет ряд ограничений, 

обусловленных природой вируса, клиническим течением заболевания, а также техническими и 

логистическими проблемами. Так, метод ПЦР наиболее эффективен в течение первых 7 дней 

после заражения, когда еще нет характерных неврологических проявлений. В этот период 
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вирусная РНК может быть обнаружена в образцах крови или сыворотки, однако процент ее 

выявления у больных довольно низок, т.к. вирус циркулирует в крови кратковременно. 

Отрицательный результат при поиске вирусных генов в СМЖ и крови не является достаточным 

основанием для исключения диагноза и не может служить единственным критерием его 

постановки. Время появления и длительность циркуляции вируса в крови зависит от многих 

факторов: индивидуальных особенностей пациента, дозы вируса при инфицировании, свойств 

вируса и др. [182]. При этом низкая вирусная нагрузка снижает эффективность ПЦР [20], [183–

186]. 

Другой проблемой при исследовании материала с помощью ПЦР является генетическая 

изменчивость подтипов ВКЭ. Праймеры и зонды для ПЦР разработаны с учетом консервативных 

областей вирусного генома, мутации в этих областях могут снижать чувствительность анализа 

[187]. Даже в эндемичных регионах диагностические возможности могут различаться, при этом 

небольшие или сельские лаборатории часто не имеют доступа к передовым технологиям ПЦР 

[188]. 

Ограничения ПЦР указывают на необходимость использования дополнительных 

диагностических подходов. Сочетание ПЦР с серологическими методами повышает точность 

диагностики и дает более полное представление об инфекционном статусе пациента [189]. 

1.11.2 Обнаружение антител в клиническом материале  

Исторически при исследовании биологических жидкостей для выявления 

поликлональных антител различных классов использовали ИФА на основе инактивированного 

ВКЭ [190–192]. В дальнейшем использование инактивированного ВКЭ в качестве основы для 

ИФА стало стандартом, именно на этом основано подавляющее большинство коммерчески 

доступных тест-систем [193; 194]. Кросс-реактивность антител к различным ортофлавивирусам 

ведёт к проблемам со специфичностью таких ИФА тест-систем [21; 22], [24]. Эта проблема 

широко распространена в регионах, где совместно циркулируют несколько ортофлавивирусов, 

что приводит к ложноположительным результатам и снижению диагностической специфичности 

[195].  

В большинстве коммерческих ИФА-наборов для диагностики ВКЭ в качестве антигена 

используется инактивированный цельный вирус, полученный из культур клеток. Такие как, 

применяемые в Европе наборы серии SERION ELISA classic (Virion/Serion), RIDASCREEN (R-

Biopharm) и Euroimmun Anti-TBEV ELISA [196]. Коммерческие наборы могут отличаться по 

используемому в качестве антигена штамму. Европейский набор Immunozym FSME (Progen) 

основан на штамме Neudоrfl, наборы Euroimmun Anti-TBEV ELISA и Enzygnost (Siemens) 

используют антиген штамма K23, набор Reagena TBE основан на штамме Kumlinge A52. Все эти 

наборы основаны на штаммах европейского подтипа ВКЭ, которые несмотря на различия, 



 

 

34 

демонстрируют высокую гомологию (около 94% по аминокислотной последовательности), что 

может снижать точность диагностики в регионах, где циркулируют другие подтипы ВКЭ [24; 28; 

196; 197]. 

В России преимущественно используются наборы, основанные на дальневосточном 

подтипе ВКЭ [198]. Географические особенности, не учтенные преимущественно в конструкции 

европейских наборов, могут привести к ложноотрицательным результатам или к ошибкам при 

оценке распространенности заболевания [11; 21]. 

ИФА широко используются для выявления специфических IgM и IgG к ВКЭ, но при их 

интерпретации необходимо учитывать временную динамику выработки антител. На кинетику 

появления антител влияют такие факторы, как возраст пациента, иммунный статус и подтип 

ВКЭ, при этом более тяжелые инфекции (например, вызванные сибирским и дальневосточным 

подтипами) часто приводят к более высоким титрам и длительной циркуляции IgG антител [187; 

199].  

Как было описано ранее после инфицирования ВКЭ у человека начинает формироваться 

гуморальный иммунный ответ, который характеризуется последовательным появлением антител 

– IgM и IgG (Рисунок 12). Антитела IgM обычно появляются в сыворотке крови и СМЖ через 4-

10 дней после начала проявления первых симптомов КЭ, что знаменует собой острую фазу 

инфекции. Уровень IgM антител достигает максимума на ранних стадиях инфекции, а затем 

снижается к 2-3 месяцам после заражения, хотя в некоторых случаях низкие уровни антител 

могут сохраняться до 6 месяцев [5; 153; 200]. Антитела IgG, напротив, появляются позже – 

обычно, примерно, на второй неделе после заражения – и их уровень постоянно увеличивается в 

период выздоровления, сохраняясь в течение многих лет или даже десятилетий, поэтому они 

служат маркером перенесенной инфекции или успешной вакцинации [4]. Антитела IgG, особенно 

таких подклассов, как IgG1 и IgG3, обладают выраженной нейтрализующей способностью и 

имеют решающее значение для долгосрочной защиты [201]. Таким образом, положительный 

результат выявления IgM у пациента с недавним появлением симптомов указывает на острую 

инфекцию, в то время как положительный результат выявления IgG антител может отражать 

прошлый контакт или вакцинацию [150]. Диагноз КЭ обычно подтверждается при обнаружении 

в крови антител класса IgM (IgM) и/или при четырехкратном и более увеличении титров IgG 

антител при исследовании парных сывороток, взятых с интервалом в 2–4 недели [202–205].  

Хотя длительное присутствие IgG в сыворотке крови ценно для ретроспективной 

эпидемиологии и оценки протективного иммунитета, в эндемичных очагах оно осложняет 

разграничение острой и перенесенных в прошлом ортофлавирусных инфекций, что требует 

постановки более сложных тестов, таких как РН.  
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Рисунок 12 – Динамика появления специфичных IgM и IgG антител в сыворотке крови и СМЖ при 
двухфазном течении инфекции КЭ. (Адаптировано по: H. Holzmann, 2003 [206]) 

 

Вакцинация, как правило, индуцирует выработку IgG антител и обеспечивает их 

длительную персистенцию, что гарантирует защиту от заболевания на протяжении нескольких 

лет. Однако, с течением времени наблюдается постепенное снижение титра антител [207]. Это 

обусловливает необходимость проведения ревакцинации для поддержания иммунитета. 

Мониторинг динамики поствакцинального иммунного ответа крайне важен для оптимизации 

схем иммунизации и анализа причин редких случаев заболевания среди вакцинированных [97; 

206; 208]. 

 Таким образом, сохраняется потребность в совершенствовании методов диагностики 

антительного иммунного ответа к ВКЭ, обладающих повышенной специфичностью и 

чувствительностью. 

1.11.2.1 Иммуноферментный анализ на основе рекомбинантных белков вируса клещевого 

энцефалита 

Исследования показывают, что использование в качестве антигенов рекомбинантных 

белков Е или отдельных его доменов, может значительно повысить специфичность и 

чувствительность ИФА при диагностике КЭ [209]. В частности, как было сказано ранее, домены 

I и II имеют в своём составе кросс-реактивные эпитопы, что свидетельствует о возможности их 

использования в качестве основы для пан-флавивирусной тест-системы [210]. В свою очередь, 

иммуноглобулиноподобный домен III содержит дифференцирующие эпитопы и может быть 

использован как основа для создания специфической тест-системы [73; 211]. Таким образом 

рекомбинантные домены белка Е являются перспективными кандидатами для разработки новых 

диагностических тестов.  
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В одном из первых исследований по использованию рекомбинантных белков в качестве 

антигенов для ИФА для диагностики ортофлавивирусных инфекций, был получен 

рекомбинантный домен III белка E ВКЭ. Для тестирования главным образом были взяты 

иммунные сыворотки лабораторных животных, предварительно охарактеризованные в РН. ИФА 

тест-система на основе рекомбинантного домена III белка E вируса клещевого энцефалита 

(штамм Kumlinge) продемонстрировала высокую специфичность при исследовании сывороток, 

содержащих антитела как к клещевым, так и к комариным ортофлавивирусам. Однако она не 

позволила чётко дифференцировать антитела внутри группы вирусов, переносимых клещами (в 

частности, ВКЭ и вирус Лангат) [212]. Было проведено сравнение использования в качестве 

антигена в ИФА домена III белка Е штамма Oshima, дальневосточного подтипа ВКЭ, и 

субвирусных частиц (СЧ), содержащих белки prM и E, совместно экспрессированные в клетках 

Vero. В этом исследовании использовали сыворотки диких грызунов (вида Myodes rufocanus 

bedfordiae и Apodemus speciosus), отловленных в эндемичных районах Хоккайдо в Японии. 

Чувствительность СЧ оказалась выше, чем при использовании домена III. Стоит отметить, что 

кросс-реактивность антител в этом исследовании была изучена только с ВЯЭ [213]. 

Отдельным направлением исследований является применение домен-специфического 

ИФА для дифференциации антител к ВКЭ и ВЗН. Показано, что рекомбинантные белки E, в 

которых была удалена или модифицирована петля слияния в домене dII обоих вирусов, 

значительно снижают перекрестную реактивность. Это было продемонстрировано при 

тестировании сывороток людей с диагнозами КЭ и лихорадкой Западного Нила (ЛЗН), 

собранных во время вспышек на территории северо-востока Италии, а также при анализе 

сывороток лошадей с антителами к ВЗН, выявленных в ходе рутинной диагностики 

коммерческими наборами (ID Screen West Nile IgM Capture и ID Screen West Nile Competition, 

IDVet, Монпелье, Франция) на территории Австрии. Исследование подчеркнуло важность 

использования менее консервативных участков белка Е для повышения диагностической 

специфичности [135].  

В последнее время в литературе появляется всё больше сообщений о том, что 

использование белка NS1 совместно с белком E в ИФА повышает диагностическую 

чувствительность и специфичность анализов [179; 214]. Кроме того, недавние исследования 

показали, что ИФА на основе NS1 позволил выявить КЭ на более ранних сроках по сравнению с 

ИФА, основанном только на белке E. Использование рекомбинантных антигенов (домен III белка 

Е и NS1) ВКЭ, ВЗН, вируса Зика и ДЕНВ в мультиантигенном ИФА позволило эффективнее 

дифференцировать ортофлавивирусные инфекции. Такой подход может обеспечить более 

четкую диагностическую картину [215]. Исследования, направленные на улучшение 

диагностических тест-систем, являются перспективным направлением, но требуют дальнейшего 
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изучения эффективности, чувствительности выявления антител к ВКЭ и специфичности 

относительно антител к другим ортофлавивирусам [216; 217]. 

Таким образом, использование доменов белка Е в качестве антигенов для ИФА может 

обеспечивать высокую эффективность выявления антител к ВКЭ. Применение различных 

доменов белка E ВКЭ формирует комплексный диагностический профиль, что дает возможность 

детально охарактеризовать динамику иммунного ответа. 

1.11.2.2 Системы латерально-проточных анализов   

Латерально-проточный анализ (ЛПА) – один из самых удобных и быстрых методов 

диагностики, подходящий для проведения анализов в любом месте. Он основан на комплексах, 

образованных рекомбинантным антигеном и мечеными антителами, расположенных на 

нитроцеллюлозной мембране. Присутствие специфических антител или антигенов в образце 

приводит к появлению видимой линии на тест-полоске. ЛПА на основе поверхностного 

гликопротеина E для ВКЭ благодаря простоте использования является ценным инструментом 

для быстрой диагностики в полевых условиях [20]. Проточные анализы, предназначенные для 

выявления специфических ВКЭ антител, обычно выявляют IgM антитела в сыворотках 

пациентов. Одним из ярких примеров является коммерчески доступный ЛПА экспресс-тест 

«ReaScan TBE IgM», который занимает всего 20 минут. В исследовании, проводимом с 

использованием 172 образцов сыворотки крови пациентов, находящихся в острой фазе КЭ, и 306 

отрицательных образцов, тест-система продемонстрировала высокую чувствительность (99%) и 

специфичность (97%) при выявлении IgM антител против ВКЭ. Однако, несмотря на довольно 

высокие показатели, такой анализ имеет и ряд недостатков. ЛПА дает качественные результаты, 

только указывая на наличие или отсутствие антител без количественного определения их 

концентрации. В отличие от ЛПА, ИФА может предоставить количественные данные, что очень 

важно для мониторинга развития болезни при оценке парных сывороток. Ко всему прочему, 

разработчики «ReaScan TBE IgM» отмечают, что существует вероятность получения 

ложноположительных результатов при использовании ЛПА у людей с инфекциями, 

вызывающими перекрестные серологические реакции [218].  

Таким образом экспресс-тесты на основе ЛПА, в частности, «ReaScan TBE IgM» 

представляют собой быстрый и удобный метод предварительного выявления IgM антител к ВКЭ. 

Однако, при проведении тестов сотрудники лабораторий и исследователи, зная о недостатках 

таких анализов, проводят дополнительные анализы для обеспечения точной диагностики. 

1.11.3 Биосенсоры для выявления ортофлавивирусов 

 В последние годы активно развиваются биосенсорные методы диагностики, 

предназначенные для быстрого выявления вирусной РНК или специфических антител к 
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ортофлавивирусам. Наибольшее внимание уделяется электрохимическим и безмаркерным 

платформам, которые сочетают высокую чувствительность, специфичность и возможность 

проведения анализа вне специализированной лаборатории. В таких системах в качестве 

распознающих элементов используют антитела, олигонуклеотиды или пептиды, а регистрацию 

сигнала осуществляют методами импедиметрии, вольтамперометрии и другими 

электроаналитическими подходами. Это делает биосенсоры перспективным инструментом для 

быстрой и портативной диагностики [219; 220]. 

Несмотря на успехи и растущий интерес, значительная часть исследований сосредоточена 

на ортофлавивирусах, переносимых комарами, в то время как биосенсорных систем, специально 

разработанных для детекции антител к ортофлавивирусам, переносимым клещами, не 

существует. Например, была разработана платформа для выявления антител к ВЗН, ДЕНВ, 

вирусам Зика и Усутсу с помощью электрохимических изменений при связывании белка E или 

его домена III. Эта платформа не проявляла кросс-реактивности по отношению к неродственным 

вирусам [221; 222]. В анализе на основе частиц золота антитела к вирусу Зика удалось отличить 

от антител к ДЕНВ, однако описанная платформа также требует получения рекомбинантных 

белков [223]. Кроме того, были разработаны биосенсоры на основе локализованного 

поверхностного плазмонного резонанса золотых частиц, которые успешно обнаруживали 

ортофлавивирусы в образцах насекомых [224]. Адаптация существующих платформ, снижение 

перекрёстной реактивности, обеспечение стабильности и стандартизация – всё это остаётся 

важной задачей для дальнейшего развития биосенсорных методов диагностики 

ортофлавирусных инфекций.  

1.12 Заключение по разделу   

Дифференциальная диагностика КЭ имеет принципиальное клиническое значение, 

поскольку при подтверждённом диагнозе применяется специфический иммуноглобулин, 

содержащий антитела к ВКЭ [225; 226]. В то же время для ортофлавивирусов, переносимых 

комарами, таких как ДЕНВ, вирус Зика, перекрёстно-реактивные, но слабо нейтрализующие 

антитела могут приводить к АТЗУИ, способствуя проникновению вируса в Fc-рецептор-

положительные клетки, способствуя более тяжелому течению заболевания [227]. Надёжная 

серологическая идентификация антител к ВКЭ играет ключевую роль в корректной 

интерпретации лабораторных данных и обеспечивает основу для обоснованных клинических и 

диагностических решений [228]. 

 Данные, полученные в результате серологических исследований, могут служить 

руководством для проведения мероприятий в области общественного здравоохранения, таких 
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как кампании по вакцинации, программы по борьбе с переносчиками и инициативы по 

повышению осведомленности общественности, направленные на снижение заболеваемости КЭ.  

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) рекомендует проводить рутинное 

серологическое тестирование в эндемичных по КЭ районах для предотвращения 

крупномасштабных вспышек и оценки эффективности вакцин [229; 230]. Эпидемиологическая 

ситуация по заболеваемости КЭ варьируется по всему миру, при этом наибольшее число случаев 

приходится на страны Восточной Европы и Россию. В России КЭ остается значительной угрозой 

для здоровья населения [151; 231; 232].  

Исследования показали, что лабораторные тест-системы на основе рекомбинантных 

белков могут достигать лучшей диагностической точности с чувствительностью и 

специфичностью, сопоставимыми с коммерческими наборами [233; 234]. Кроме того, наличие 

лабораторных тест-систем позволяет более гибко адаптировать анализы для выявления новых 

вариантов ВКЭ. Также одним из преимуществ таких диагностических методов является их 

экономическая эффективность. Производство рекомбинантных белков и использование их в 

качестве антигенов в диагностических наборах могут быть выполнены в лабораториях без 

специально оборудованных помещений для работы со второй группой патогенности, что 

значительно сокращает расходы. Это делает тест-системы на основе рекомбинантных белков 

особенно перспективными. Тем не менее, эффективность лабораторных тест-систем для 

выявления анти-ВКЭ антител на основе рекомбинантных белков должна быть тщательно 

проверена в сравнении с коммерческими анализами, особенно в регионах, где наблюдается 

коциркуляция нескольких ортофлавивирусов. Дальнейшее развитие и валидация таких наборов 

для диагностики КЭ расширит возможности по мониторингу и контролю заболевания, что в 

конечном итоге будет способствовать улучшению здоровья населения. 
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1 Материалы 

2.1.1 Вирусы 

Для получения рекомбинантных белков в работе использовали ВКЭ сибирского подтипа 

штамм Сухар (GenBank: OP185392) и дальневосточного подтипа штамм Софьин (GenBank: 

GU121963). Штаммы всех используемых в работе вирусов из коллекции лаборатории биологии 

арбовирусов ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита) указаны 

в Таблице 2. Вирусы хранились при -80С в виде аликвот 10% мозговой суспензии от 

инфицированных мышей или культуральной жидкости (КЖ) после размножения вируса в 

культуре клеток СПЭВ. 

 

Таблица 2 – Штаммы ортофлавивирусов, используемых в работе [235] 
 

Штамм Регион и год получения Откуда выделен 
Номер в 
GenBank 

ВКЭ дальневосточного подтипа 

SofjinKGG Приморский край, СССР, 1937 
Мозг пациента 

умершего от ВКЭ 
GU121963 

205 Хабаровский край, СССР, 1973 I. persulcatus GU121964 
DV-936k Приморский край, СССР, 1975 I. persulcatus GU125722 

ВКЭ сибирского подтипа 

Sukhar Ярославская область, Россия, 2016 
Мозг пациента, 

умершего от ВКЭ 
OP185392 

EK-328 
СССР (совр. терр. Эстонская 

Республика), 1972 
I. persulcatus DQ486861 

Kurg-59 Курганская область, СССР, 1989 I. persulcatus  
ZauPVV Неизвестно, до 2000 Неизвестно OQ673266 
VK476 Волгоградская область, СССР, 1975 I. ricinus OQ673268 
Karl14-
T20468 

Республика Карелия, Россия, 2014 I. persulcatus MT424738 

Yuk 4/13 Кемеровская область, СССР, 1969 I. persulcatus GU125721 
Ya-10/89 Ярославская область, СССР, 1989 I. persulcatus GU125719 

ВКЭ европейского подтипа 

256 
СССР (совр. терр. Республика Беларусь), 

1940 
I. ricinus AF091014 

Absettarov Ленинградская область, СССР, 1951 
Кровь пациента с 

КЭ 
KU885457 

MOS-152-N-
2017 

Город Москва, Россия, 2017 I. ricinus OQ673267 

LK-138 
СССР (совр. терр. Литовская 

Республика), 1972 
I. ricinus GU125720 

ВКЭ подтип Байкальский-1  
178–79 Иркутская область, СССР, 1979 I. persulcatus EF469661 
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Продолжение Таблицы 2 
 

ВКЭ подтип Байкальский-2  

886–84 Иркутская область, СССР, 1984 
Мозг красно-серой 

полёвки  
EF469662 

ВПОВ 
Pow-24 Приморский край, СССР, 1976 I. persulcatus MG652438 

ВОГЛ, подтип 1 

Nikitina Омская область, СССР, 1948 
Кровь пациента с 

ОГЛ 
GU290187 

Вирус Лангат  
TP-21 

(Elantsev) 
Малайя, 1956 Ixodes granulatus M73835 

ВЗН линия 1 

Hp-90 Астраханская область, СССР, 1963 
Hyalomma 
marginatum 

JX041633.1 

ВЗН линия 2 
B958 Неизвестно, до 1980 Неизвестно OQ673269 

ВЯЭ 
Jagar Неизвестно, до 1975 Неизвестно - 

Совр.терр. – современная территория 

 

2.1.2 Бактерии и плазмиды 

Escherichia coli (E.coli) TOP10 (Invitrogen, США). Генотип: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara- leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) 

endA1 λ- 

E. coli JM109 (Promega, США). Генотип: endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 

mcrB+Δ(lac-proAB) e14- [F' traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15] hsdR17(rK-mK+). 

Плазмиды семейства pQE: pQE-60, pQE-30 (Qiagen, Германия) – были любезно 

предоставлены сотрудниками Учебно-научного центра Института биоорганической химии им. 

академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук (УНЦ ИБХ РАН). 

2.1.3 Культуры клеток 

Перевиваемую культуру клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ) культивировали при 37С 

в среде, состоящей из смеси из среды 199 на растворе Хенкса и растворе Эрла (ФГАНУ 

«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита), Россия), в соотношении 2:1 в 

присутствии 5% фетальной бычьей сыворотки (ФБС, Invitrogen, США). Культуру клеток СПЭВ 

любезно предоставила научный сотрудник лаборатории биологии арбовирусов ФГАНУ 

«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита) Рогова Анастасия Андреевна. 

Перевиваемую культуру клеток эпителия почки зелёной мартышки (Vero) 

культивировали в питательной среде ДМЕМ (ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» 
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(Институт полиомиелита), Россия), содержащей 0,5 мг/мл канамицина (Serva, Германия) и 10% 

ФБС (Gibco, США) при 37°C в 5% СО2 в инкубаторе.  

2.1.4 Используемые в работе сыворотки людей 

В работе использовали шесть наборов человеческих сывороток, полученных из разных 

источников.  

Первые три набора были получены от пациентов ГБУЗ «Инфекционная клиническая 

больница №1 Департамента здравоохранения города Москвы». Первый и второй наборы 

сывороток были получены из ретроспективных исследований за последние 20 лет. Диагноз КЭ 

был подтвержден на основании клинических симптомов и серологического тестирования с 

помощью набора «Вектор-Бест ВКЭ IgG» или набора «Вектор-Бест ВКЭ IgM» (оба набора – 

Вектор-Бест, Новосибирск). Набор сывороток любезно предоставили д.м.н. Бутенко Александр 

Михайлович и д.м.н. Ларичев Виктор Филиппович из лаборатории биологии и индикации 

арбовирусов, отдела арбовирусов в ФГБУ «Национальный научный центр эпидемиологии и 

микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ (Таблица 3). 

Второй набор сывороток также был предоставлен д.м.н. Бутенко Александром 

Михайловичем и д.м.н. Ларичевым Виктором Филипповичем из лаборатории биологии и 

индикации арбовирусов, отдела арбовирусов в ФГБУ «Национальный научный центр 

эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ, полученный при 

проведении ретроспективного анализа сывороток пациентов с диагнозом КЭ за последние 25 лет. 

Третий набор сывороток был получен от пациентов, поступивших в ГБУЗ «Инфекционная 

клиническая больница №1 Департамента здравоохранения города Москвы» в период с 2017 по 

2023 год. Все пациенты дали добровольное информированное согласие на использование 

сывороток в диагностических целях. Диагноз КЭ был поставлен на основании клинической 

картины и серодиагностики. Характеристика первого и третьего наборов сывороток указана в 

Таблице 3.  
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Таблица 3 – Описание набора сывороток №1 и №3 

Название Диагноз Пол Возраст 
Вероятное место 

заражения 
День 

заболевания 
ВКЭ (набор №1) 

TBE1 

КЭ 

Ж 12 Красноярск 21 
TBE2 М 36 Уфа 180 
TBE3 Ж 44 Чита >365 
TBE4 M 47 Республика Крым >180 
TBE5 M 38 Челябинск 28 
TBE6 M Неизвестно Вологда 6 

TBEvac *  Ж 26 Москва - 
ВКЭ (набор №3) 

TBE7 

КЭ 

M 2,5 Неизвестно Неизвестно 
TBE8 M Неизвестно Неизвестно Неизвестно 
TBE9 M Неизвестно Неизвестно Неизвестно 
TBE10 Ж 29 Алтайский край 7 
TBE11 M Неизвестно Неизвестно Неизвестно 
TBE12 M 50 Челябинская область 47 
TBE13 M 42 Тверская область 5 
TBE14 M 19 Новосибирская область 9 
TBE15 M 36 Пермский край 26 
TBE16 M Неизвестно Неизвестно Неизвестно 
TBE17 M 45 Пермский край 13 
TBE18 M 42 Неизвестно 11 
TBE19 M 42 Неизвестно 14 
TBE20 M 42 Неизвестно 15 
TBE21 M Неизвестно Республика Карелия 14 
TBE22 Ж 50 Костромская область 22 
TBE23 Ж 5 Республика Хакасия Неизвестно 
TBE24 M 52 Неизвестно 27 
TBE25 M 42 Тверская область 14 
TBE26 M 19 Новосибирская область 16 

ЯЭ (набор №1) 
JE ** ЯЭ M 53 Королевтсво Таиланд 18 

Лихорадка Зика (набор №1) 
Zika1 

Вирус Зика 
Ж 35 Королевтсво Таиланд 37 

Zika2 M Неизвестно Доминиканская республика 14 
ЛЗН (Набор №1) 

WN1 

ВЗН 

Ж 32 Москва 14 
WN2 Ж 63 Волгоград 7 
WN3 M 43 Индия 15 
WN4 M 32 Индия 21 
WN5 Ж 24 Волгоград >180 
WN6 M Неизвестно Астрахань Неизвестно 

Лихорадка денге (Набор №1) 
D1 

ДЕНВ 

Ж 56 Мальдивская Республика 7 
D2 M 45 Шри-Ланка 6 
D3 Ж 29 Мальдивская Республика 7 
D4 M 28 Вьетнам 14 
D5 Ж 40 Королевтсво Таиланд 9 
D6 M Неизвестно Вьетнам 8 

* Пациент был дважды привит вакциной Клещ-Э-Вак.  

** Пациент был привит против ВКЭ 30 лет назад и неоднократно посещал эндемичные по КЭ районы.  
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Четвертый набор человеческих сывороток, содержащих антитела против различных 

ортофлавивирусов, получен от д.м.н. Игнатьева Георгия Михайловича, ранее 

охарактеризованных в [236]. Сыворотки были получены в ходе двойного слепого клинического 

исследования. Все сыворотки были протестированы на наличие антител к вирусам Зика, 

Чикунгунья, ДЕНВ и ВЖЛ с помощью коммерческих наборов ИФА (Биоскрин-Чикунгунья (IgG) 

и Биоскрин-Денге (IgG), Биосервис, Россия), набора Anti-Zika Virus ELISA (IgG) (Euroimmun AG, 

Lübeck, Германия) и набора Qualitative Human Yellow Fever Virus Antibody IgG (YFV-IgG) ELISA 

Kit (MyBioSource Inc, США) (последний набор предназначен только для исследовательских 

целей).  

Пятый набор сывороток от вакцинированных и невакцинированных от КЭ реципиентов 

до и после вакцинации от желтой лихорадки (ЖЛ) был ранее получен в ходе клинического 

сравнительного исследования вакцинации от ЖЛ (протокол JLH-III-01/20). Людей 

иммунизировали вакциной SinSaVac (ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт 

полиомиелита), Россия). Ранее вакцинированные участники исследования получали вакцину 

EnceVir (Микроген, Москва, Россия). Наличие анти-ВКЭ антител в сыворотках 

вакцинированных людей подтверждали с помощью ИФА набора «Вектор-Бест ВКЭ IgG» 

(Вектор-Бест, Новосибирск). Набор любезно предоставил заведующий отделом вирусологии 

ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита) д.б.н. Игнатьев 

Георгий Михайлович. 

Шестой набор сывороток был получен от условно здорового населения из Московской 

области, предоставлен Центром гигиены и эпидемиологии Московской области. Доноры 

подписали информированное согласие на использование сыворотки при донорстве. Они были 

положительны на анти-ВКЭ IgG антитела в ИФА «Вектор-Бест ВКЭ IgG» ("Вектор-Бест", 

Новосибирск, Россия). Набор любезно предоставил сотрудник лаборатории биологии 

арбовирусов ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита)             

к.м.н. Холодилов Иван Сергеевич [235]. 

2.2 Методы 

2.2.1 Выделение тотальной РНК  

Тотальную вирусную РНК из КЖ или 10% мозговой суспензии выделяли при помощи 

реагента TRI Reagent LS (Sigma, США). К 125 мкл пробы добавляли 375 мкл TRI Reagent, 

перемешивали и инкубировали 4 мин при комнатной температуре, добавляли 100 мкл 

хлороформа (Ленреактив, Россия), перемешивали и снова инкубировали 15 мин. Фазы разделяли 

центрифугированием 15 мин при 12000 g, после чего водную фазу отбирали, добавляли равный 

объем изопропанола и инкубировали 10 минут при комнатной температуре. РНК из 
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изопропанола осаждали центрифугированием 15 мин при 12000 g, промывали 1 мл 80% этанола 

и центрифугировали 7 мин при 12000 g. Надосадочную жидкость отбирали, а осадок РНК 

высушивали от следового количества этанола в термостате при 30ºС и растворяли в 25 мкл воды 

(Milli-Q, Millipore, США). 

2.2.2 Обратная транскрипция  

Перед реакцией обратной транскрипции проводили измерение оптической плотности 

полученной РНК на спектрофотометре NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, США) при длине 

волны 260 нм. Одна оптическая единица соответствовала 40 мкг/мл РНК. Для проведения 

реакции к 1 мкг РНК добавляли 300 нг праймера Random-гексамер (R6) (Синтол, Россия) и 

доводили объем смеси до 12,5 мкл водой (Milli-Q, Millipore, США). Для отжига праймера смесь 

прогревали 5 мин при 70ºС и помещали в лед. Затем добавляли 6 мкл раствора dNTP с 

концентрацией 10 мМ (Евроген, Россия), 5 мкл 5-кратного буфера для обратной транскрипции 

(Promega, США) и 1 мкл обратной транскриптазы M-MLV (Promega, США), доводили до общего 

объема 50 мкл водой Milli-Q. После этого пробу инкубировали 10 мин при комнатной 

температуре и затем при 42ºС в течение часа. Обратную транскриптазу инактивировали 

нагреванием в течение 15 мин при 70ºС.  

2.2.3 Полимеразная цепная реакция 

К 2 мкл кДНК после обратной транскрипции добавляли 5 мкл 2,5мM dNTP (Евроген, 

Россия), 5 мкл буфера (DreamTaq Buffer), по 1 мкл праймеров с концентрацией 10 пкмоль 

(Таблица 8) и доводили водой до объема 49,5 мкл. Смесь прогревали 5 мин при 95°С, охлаждали 

до 50°С и добавляли 0,5 мкл термостабильной DreamTaq-ДНК полимеразы (Thermo Fisher 

Scientific, США). Реакционный цикл: 20 с при 95°С (денатурация), 30 с при 50°С (отжиг 

праймеров) и 60 с при 72°С (элонгация), выполняли 40 раз.  

2.2.4 Аналитический и препаративный гель-электрофорез ДНК 

Аналитический гель-электрофорез проводили в 1,5% агарозном геле, приготовленном из 

1,5 г агарозы (Sigma-Aldrich, США) и 98,5 мл 1хTBE (0,09 M Трис (Диа-М, Россия), 0,09 M 

борной кислоты (Компонент-Реактив, Россия), 2 мМ ЭДТА (Sigma-Aldrich, США)). Смесь 

нагревали до расплавления агарозы, затем добавляли 8 мкл насыщенного раствора бромистого 

этидия («Компонент-реактив», Россия). Смесь в микропланшете застывала в течение 20-30 мин 

при комнатной температуре. Далее в лунки микропланшета добавляли по 1 мкл краски (6-

кратный раствор ксилен цианола и бромфенолового синего в 30% сахарозе) (Евроген, Россия) и 

по 5 мкл ПЦР продукта. Полученную смесь перемешивали и добавляли в лунки геля. В 

отдельную лунку добавляли 3 мкл маркера молекулярной массы GeneRuler DNA Ladder Mix 

(Fermentas, США). Электрофорез проводили в буфере 1хТВЕ при 80-90 В (5,71-6,00 В/см) (Bio-
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Rad, США). Результаты оценивали визуально в УФ трансиллюминаторе LMV transilluminator и 

фотографировали с помощью системы Infinity-Capt. 

Препаративный электрофорез проводили в 1,5% агарозном геле (Sigma-Aldrich, США) в 

буфере 1хТВЕ при тех же условиях, что и аналитический. Добавляли 10 мкл краски (6-кратный 

раствор ксилен цианола и бромфенолового синего в 30% сахарозе) (Евроген, Россия) в пробирки 

с ПЦР продуктом (50 мкл). Затем всё содержимое пробирок тщательно перемешивали и вносили 

в лунки геля. В отдельную лунку добавляли 10 мкл маркера молекулярной массы GeneRuler DNA 

Ladder Mix (Fermentas, США). После окончания электрофореза (80-90 В) участок геля, 

содержащий нужный фрагмент, вырезали стерильным скальпелем и затем выделяли из него ДНК. 

Скальпель прожигали каждый раз перед вырезанием фрагмента. 

2.2.5 Выделение ДНК из агарозного геля после препаративного гель-электрофореза 

Экстракцию ДНК проводили с помощью колонок QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 

Германия) согласно инструкции производителя. К фрагменту геля добавляли 600 мкл буфера 

Buffer QG и инкубировали при 50°С в термостате до растворения геля, перемешивая каждые 5 

мин. Затем в пробирку добавляли 200 мкл изопропанола и перемешивали, после чего отбирали 

700 мкл пробы и переносили в колонку, которую центрифугировали 1 мин при 12000 g, наносили 

на колонку оставшуюся часть пробы и центрифугировали ещё раз при тех же условиях. После 

этого вносили в колонку 500 мкл Buffer QG и центрифугировали 1 мин при 12000 g. Затем 

вносили 700 мкл Buffer PE и оставляли при комнатной температуре на 5 мин, после чего 

центрифугировали 1 мин при 12000 g. Добавляли еще 700 мкл Buffer PE и центрифугировали 2 

раза по 1 мин при 12000 g. В центр колонки наносили 30 мкл воды и оставляли на 5 мин, после 

чего центрифугировали 1 мин 12000 g. Концентрацию полученной кДНК определяли с помощью 

спектрофотометра NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, США). 

2.2.6 Секвенирование и анализ последовательностей 

Нуклеотидную последовательность полученной ДНК после очистки препаративным 

электрофорезом и выделения из геля определяли секвенированием по Сэнгеру. В реакцию 

секвенирования брали 20-30 нг ДНК в пересчете на необходимый фрагмент длиной 500-1000 пар 

нуклеотидов (пн), добавляли 3,2 пкмоль праймера. Секвенирование ПЦР продуктов проводили с 

соответствующими олигонуклеотидами (Таблица 4). 

 

Таблица 4 – Праймеры для секвенирования сайта клонирования семейства плазмид pQE  

Праймер Последовательность 

pQEseq-F ATTTGCTTTGTGAGCGG 
pQEseq-R GAGCGTTCTGAACAAATCC 
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Секвенирование проводили на автоматическом секвенаторе Applied Biosystems 3130 

Genetic Analyzer. Реакцию проводил ведущий научный сотрудник лаборатории биологии 

арбовирусов ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита) к.м.н. 

Холодилов И.С. Последовательности анализировали при помощи пакета программ SeqMan. 

2.2.7 Филогенетический анализ штаммов 

Последовательности геномов штаммов ВКЭ всех известных подтипов, а также штаммов 

ВЗН, ВОГЛ, ВПОВ и вируса Лангат были взяты из генбанка и использованы для 

филогенетического анализа. Были использованы геномы штаммов, взятых в работу, а также 

набор геномов штаммов ортофлавивирусов для репрезентативности филогенетического дерева. 

Нуклеотидные последовательности, кодирующие фрагмент гена белка E (1097 нт, начиная с 

позиции 144), были выровнены с помощью метода ClustalW. Филогенетический анализ 

проводили с использованием метода максимального правдоподобия и модели Тамуры-Нея [237] 

в программе MEGA X с 1000 бутстреп-репликациями [235; 238]. 

2.2.8 Анализ последовательностей  

Все хроматограммы, полученные на автоматическом секвенаторе, выверяли вручную с 

помощью программы SeqMan (пакет программ LaserGene DNAstar v7.0). Поиск гомологий между 

полученными в данной работе нуклеотидными и аминокислотными последовательностями с 

соответствующими последовательностями фрагментов вирусных геномов проводили в базах 

данных NCBI при помощи программы BLAST. 

2.2.9 Рестрикция  

В работе были использованы рестриктазы HindIII, BglII, NcoI FD, SacI FD и BamHI FD 

(Thermo Fisher Scientific, США).  

Реакцию проводили согласно инструкции производителя. К 0,5-1 мкг ДНК добавляли 2 

мкл буфера, 10 ед. рестриктазы и доводили объем водой до 20 мкл. Инкубировали при 37 °C 180 

минут. При использовании рестриктаз с меткой FD (Fast Digest – быстрая ферментация) 

проводили рестрикцию в течение 15 минут. Ферменты инактивировали термически (Таблица 5). 

Успешное проведение реакции подтверждали аналитическим гель-электрофорезом.  

 

Таблица 5 – Характеристики ферментов рестрикции, используемых в работе 
 

Рестриктаза 
Название 
буфера 

Время инкубации, 
мин 

Температура 
инактивации, °C 

Время инактивации, 
мин 

HindIII R 180 80 20 

BglII O 180 - - 

NcoI FD FD 15 65 15 
SacI FD FD 15 65 5 
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2.2.10 Лигирование 

Полученные ампликоны клонировали по сайтам рестрикции BglII и NcoI для sE и dI+II, 

используя вектор pQE-60 (Qiagen, Германия), и по сайтам рестрикции HindIII и SacI для dIII, 

используя вектор pQE-30 (Qiagen, Германия). После обработки рестриктазами плазмиды 

наносили на 1,5%-ный агарозный гель и очищали на центрифужных колонках, следуя 

инструкции производителя (Qiagen, Германия). Концентрацию ДНК измеряли по оптической 

плотности или с помощью спектрофотометра NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, США).  

Для реакции лигирования вектор и вставку брали в эквимолярном соотношении. Реакцию 

проводили в буфере (60 мM Трис-HCI [pH 7,6], 5 мМ MgCI2, 5 мМ дитиотреитол (ДТТ), 1 мМ 

аденозинтрифосфат (АТФ) (Sigma-Aldrich, США)), содержащем 100 ед./мл ДНК-лигазы фага Т4 

(Fermentas, США). Смесь инкубировали при 16 °С в течение 16 часов. Лигазной смесью 

трансформировали клетки E. coli TOP10 по методике теплового шока.  

2.2.11 Трансформация бактериальных клеток 

К 100 мкл суспензии компетентных бактериальных клеток E. coli ТОР10 добавляли 

водный раствор лигазной смеси и инкубировали при 4°С в течение 40 минут. Затем пробирку с 

клетками нагревали 2 минуты при 42°С (метод теплового шока), после чего добавляли 400 мкл 

питательной среды SOB (2% триптон, 0,5% дрожжевой экстракт, 10 мМоль NaCI, 2,5 мМоль KCI) 

и инкубировали час при температуре 37°С. 

Трансформированные клетки высеивали на чашки Петри с 1% агаризованной питательной 

средой SOB, содержащей ампициллин (Serva, Германия) в концентрации 0,5 мг/мл, и 

инкубировали около 18 часов при 37 °С. Отдельные колонии, выросшие на чашках, переносили 

в 3 мл жидкой питательной среды SOB с 1 мкг/мл ампициллина. Культуру растили при 37 °С в 

ротационной качалке в течение 12-16 часов. 

2.2.12 Выделение плазмидной ДНК малого и большого объема 

Выделяли плазмидную ДНК из культивированных в 3 мл среды SOB (дрожжевой экстракт 

5 г/л, Триптон 12 г/л, KCl 0,185 г/л, NaCl 0,585 г/л) клетках E. coli TOP10 с помощью набора 

реагентов GeneJET PIasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, США), согласно инструкции 

производителя. Концентрацию выделенной ДНК определяли с помощью спектрофотометра 

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, США) или спектрофотометра (Bio-Rad, США). 

Для выделения плазмиды из большого объема КЖ клетки переносили из 3 мл в 200 мл 

жидкой питательной среды SOB, содержащей 0,5 мг/мл ампициллина. Культуру инкубировали 

при 37 °С в ротационной качалке в течение 12-16 часов. Затем выделяли плазмидную ДНК с 

помощью набора реагентов Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Германия), согласно инструкции 

производителя. Наличие и чистоту полученной плазмидной ДНК проверяли аналитическим 
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электрофорезом. Концентрацию выделенной ДНК определяли с помощью спектрофотометра 

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, США) или спектрофотометра (Bio-Rad, США). 

2.2.13 Индукция клеток E. coli для получения рекомбинантных белков 

Полученными конструкциями, содержащими последовательности, кодирующие 

рекомбинантные белки, трансформировали клетки E. coli JM109 методом теплового шока. 

Использовали среды: LB, SOB и TB (Таблица 6). Отдельную колонию клеток инкубировали в 

течение 12‒16 часов в 3 мл среды, содержащей 0,5 мг/мл ампициллина (Serva, Германия), с 

подавлением индукции в присутствии 20 мМ глюкозы (Serva, Германия). Далее переносили 

клеточную суспензию в 200 мл среды с ампициллином (0,5 мг/мл) и глюкозой (20 мМ) и растили 

клеточную массу до оптической плотности 0.6‒0.8 при длине волны 600 нм (9.6 × 109 клеток/мл). 

Клетки осаждали центрифугированием при 1700 g, 4°С в течение 30 мин. Осадок 

ресуспендировали в 200 мл среды (SOB, LB или TB) без глюкозы c 0,5 мM изопропил-β-D-1-

тиогалактопиранозидом (ИПТГ; “Диа-М”, Россия) как индуктором экспрессии и инкубировали 

18 часов при 37 °С в орбитальном шейкере. Полученный в результате центрифугирования (1700 

g, 4°С, 30 мин) осадок промывали 50 мл ФБС (Sigma-Aldrich, США) и переосаждали в тех же 

условиях. 

 

Таблица 6 – Состав использованных сред для работы с бактериальными клетками 
 

Название среды Состав Концентрация, г/л 

SOB 

Дрожжевой экстракт 
Триптон  

KCl 
NaCl 

5 
12 

0,185 
0,585 

LB 
Дрожжевой экстракт 

Триптон 
NaCl 

5 
10 
10 

TB 
Дрожжевой экстракт 

Глицерин 99% 
24 

20 (мл/л) 

 

Из полученных клонов выделяли плазмидную ДНК как описано ранее [194]. Наличие 

вставки проверяли методом ПЦР с праймерами, которые использовали для клонирования. 

Отсутствие замен подтверждали методом секвенирования по Сэнгеру. 

2.2.14 Ультразвуковая обработка бактериальных клеток 

После индукции ресуспендировали клетки в 5 мл буфера А (50 мМ Трис-НСl pH 8,0; 0,2 

M NaCl; 2% Тритон Х-100; 1 мМ ЭДТА). Обработку клеток ультразвуком проводили в 

следующем режиме: 3 раза по 1 мин импульсом 7 мс на льду. После центрифугирования (7800 g, 

4°С, 30 мин) осадок ресуспендировали в 3 мл буфера В (50 мM Трис-HCl, pH 8,0; 0,2 M NaCl;        
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2 М мочевина (Ленреактив, Россия)) и цетрифугировали при тех же условиях. Далее клетки 

обрабатывали ультразвуком 3 раза по 1 мин импульсом 7 мс на льду. Центрифугировали (7800 g, 

4°С, 30 мин) и последовательно использовали 2 мл лизирующиго буфера (50 мМ Трис-HCl, pH 

8,0, 0,5 M NaCl) с нарастающей концентрацией мочевины (2М, 4М, 6М, 8М). Обрабатывали 

ультразвуком 3 раза по 1 мин импульсом 7 мс на льду для каждой концентрации мочевины. Далее 

в работе использовали супернатант. 

2.2.15 Аффинная хроматография с использованием никелевого сорбента 

Для очистки целевых рекомбинантных белков, полученных после ультразвуковой 

обработки с мочевиной, использовали аффинную хроматографию на 9-сантиметровых 

гравитационных колонках Poly-Prep® (Bio-Rad, США) с 1 мл Ni-NTA-агарозы (Qiagen). В 

колонку добавляли 1 мл сорбента и уравновешивали буфером лизиса. На колонку наносили 3 мл 

супернатанта, содержащего рекомбинантный белок, затем колонку промывали 2 мл буфера С1 

(50 мM Трис-HCl, pH 8,0; 0,5 M NaCl; 6 M мочевины; 10 мM имидазола) и С2 (50 мM Трис-HCl, 

pH 8,0; 0,5 M NaCl; 6 M мочевины; 25 мM имидазола). Элюировали целевой белок 10 мл буфера 

для элюции Е_1 (50 мM Трис-HCl, pH 8,0; 0,25 M NaCl; 6 M мочевины; 0,15 M имидазола). После 

элюирования собирали 10 фракций по 1 мл. Наличие белков во фракциях проверяли путем 

нанесения 2 мкл из каждой фракции на нитроцеллюлозную бумагу (Bio-Rad, США) и, затем, 

окрашивая Понсо S (0,1 г Ponceau S (Sigma-Aldrich, США), 5 мл CH3COOH (Компонент-Реактив, 

Россия), 95 мл H2O). В дальнейшую работу брали 2 фракции (суммарно 2 мл) с наибольшим 

количеством белка. 

2.2.16 Обессоливание и рефолдинг рекомбинантных белков 

Рефолдинг рекомбинантных белков штамма Сухар проводили путем смены буфера Е_1 

(50 мM Трис-HCl, pH 8.0, 0,25 M NaCl, 6 M мочевина, 0,15 M имидазол) на 1хФБС (Sigma, США) 

с использованием Hi-Trap Desalting Column 5 ml (Cytiva, Швеция), согласно инструкции 

производителя. Объем раствора, содержащего очищенный белок, был равен первоначальному 

объему, который вносили на колонку. 

В другом варианте рефолдинга доменов белка Е штамма Сухар белок разводили 

покапельно в соотношении 1:20 с буфером рефолдинга (2 М мочевины, 4% глицерин). Добавляли 

постепенно CaCl2 до конечной концентрации 2 мM и глутатиона – до 0,5 мM. Инкубировали 

смесь полчаса при +4°С и концентрировали с помощью центрифужного концентратора Amicon 

(Amicon, Merck, Германия), для рекомбинантных белков sE и dI+II использовали концентраторы 

с диаметром пор 30 кДа, для dIII – 10 кДа, концентрировали в 20 раз для доведения объема до 

первоначального.  
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Рефолдинг белка sE штамма Софьин проводили путем смены буфера E_1 на тот же объем 

ФБС с использованием центрифужных концентраторов Amicon 50 ml (Amicon, Merck, Германия) 

с диаметром пор 30 кДа согласно инструкции производителя. 

Объемы растворов, содержащих очищенные белки, были одинаковы после всех вариантов 

рефолдинга. 

2.2.17 Электрофорез в полиакриламидном геле и измерение концентрации белков 

Полученные рекомбинантные белки разделяли электрофорезом в 12%-ном (или 15% -ном 

для dIII) полиакриламидном геле (ПААГ). Гель окашивали красителем Кумасси (1 г Кумасси R-

250 (Sigma, США); 300 мл этанол (Константа-Фарм М, Россия); 650 мл дистиллированной воды; 

50 мл уксусной кислоты (Ленреактив, Россия)) 30 минут, затем отмывали в течение 12 часов 

буфером (H2O дист., содержащая 10% этанола и 10% CH3COOH (Компонент-Реактив, Россия)). 

Для определения концентрации целевых белков использовали калибровочный график, 

построенный по известным концентрациям бычьего сывороточного альбумина (БСА) (стандарт 

2 мг/мл (Thermo Fisher Scientific, США)). Расчёт производили при помощи пакета программ 

Genesys tool from Syngene. Для денситометрии полос в ПААГ измеряли полосы с целевым 

продуктом при помощи пакета программ Genesys tool from Syngene. Определяли площадь пика 

полосы исследуемого белка. 

 Общий белок в пробах для контроля измеряли при помощи метода Лоури по стандартному 

протоколу [239]. 

2.2.18 Вестерн-блот 

Полученные рекомбинантные белки разделяли электрофорезом в 12%-ном ПААГ как 

описано ранее и переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, США) с использованием 

системы мокрого блоттинга Criterion Blotter (Bio-Rad, США). Мембрану инкубировали с 5%-ным 

обезжиренным коровьим молоком (Best Value, США) в трис-боратном буфере (ТБС: 25 мМ Tris, 

0.15 M NaCl, рН 7,5) в течение 1 часа, затем 1 час с исследуемой сывороткой. Мембрану 

промывали ТБС с 0,05% Tween-20 (ТБС-Т) и инкубировали с меченными пероксидазой хрена 

(HRP) антителами против IgG мыши (кат. №. ab6789), кролика (кат. №. ab6721) или человека (кат. 

№. ab6759) (Abcam, Великобритания), в зависимости от исследуемой сыворотки, в течение 1 

часа. Затем мембрану промывали ТБС с 0,05% Tween-20 (ТБС-T). Проявляли мембрану с 

использованием набора ECL (Bio-Rad, США) в гельдокументирующей системе Genesys (Genesys, 

США). 

2.2.19 Получение сывороток и иммуноасцитных жидкостей мышей 

В работе использовали инбредных мышей BALB/c и аутбредных мышей ICR 

(Государственное учреждение «Научный центр биотехнологии», филиал «Столбовая», поселок 
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Столбовая, Московская область, Россия). Содержание животных осуществлялось в соответствии 

с международными рекомендациями по обращению с лабораторными животными 

(рекомендации CIOMS, 1985, Директива 2010/63/EU и Приложение А к Европейской конвенции 

ETS № 123). Все экспериментальные процедуры с использованием животных были одобрены 

комитетом по биоэтике ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П.Чумакова» РАН (Институт полиомиелита) 

(протокол № 17 от 1 сентября 2016 г. и протокол № 29012018 от 29 января 2018 г.). 

Для размножения вируса брали 3-4 дневных мышей сосунков и заражали 

интрацеребрально по 20 мкл 10% мозговой суспензией вируса. Забор мозга проводили при 

первых проявлениях клинических симптомов заболевания (примерно на 3-8 сутки).  

Аутбредным мышам (ICR) массой 20-22 г вводили 0,5 мл смеси вируса и полного 

адъюванта Фрейнда (1:1) (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) под кожу в область холки (три раза с 7-

дневным интервалом между инъекциями) для получения гипериммунной сыворотки. Затем, 

через 7 дней, вирус без адъюванта вводили внутрибрюшинно. Через день вводили клетки 

саркомы TG-180. Ещё через 10-14 дней мышей умерщвляли путем декапитации. Кровь и 

иммуноасцитные жидкости (ИАЖ) собирали и центрифугировали при 1500 об./мин в центрифуге 

R6 (Biosan). Надосадочную жидкость хранили в виде аликвот при -20 °C.  

Сыворотки мышей после экспериментальной инфекции были собраны в пул от трех 

мышей через семь дней после подкожного инфицирования разными штаммами ВКЭ. Образцы 

крови мышей получали путем декапитации, сыворотку отделяли центрифугированием как было 

описано ранее и хранили в виде аликвот при -20 °C. 

Гипериммунные сыворотки кроликов, содержащие антитела к различным штаммам ВКЭ, 

были получены ранее и предоставлены для работы сотрудниками лаборатории биологии 

арбовирусов ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита).  

Обезьян распределяли на группы по 2-3 особи. Одной группе вводили вакцину КЭ 

двукратно с интервалом в 14 дней, после чего обезьяны были заражены ВПОВ штамм Pow-24 

через 14 дней после второй дозы вакцины. Вторую группу заражали ВКЭ штамм ЭК-328. Третью 

группу заражали ВПОВ штамм Pow-24. Четвертой группе вводили физ. раствор и использовали 

в качестве отрицательного контроля. Забор крови проводили за день до заражения, а также на 2, 

4, 7 и 10-14 день после введения вирусов. Все сыворотки обезьян были получены совместно с 

сотрудниками лаборатории биологии арбовирусов ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова 

РАН» (Институт полиомиелита) Роговой Анастасией Андреевной и Илларионовой Викторией 

Владимировной. 
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2.2.20 Реакция нейтрализации 50% бляшек в культуре клеток 

Содержание нейтрализующих антител (НАТ) в образцах сывороток определяли с 

использованием 24-луночных планшетов с монослоем клеток СПЭВ. Делали серийные 

разведения исследуемой сыворотки с шагом 1:4 со средой 199 в растворе Эрла (ФГАНУ 

«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита), Россия) с 2% фетальной 

бычьей сывороткой (ФБС (Gibco, США)) и вносили в них равный объем вируса с концентрацией 

20‒30 БОЕ/лунку. Инкубировали полученную смесь 1 час при 37 °С, затем вносили в планшет с 

клетками и инкубировали 1 час в CO2-инкубаторе при 37 °С. Последующие этапы проводили по 

методике, описанной для титрования вируса in vitro [240]. Титр НАТ рассчитывали по 

модифицированной формуле Рида‒Менча и представляли в виде lg(НАТ) [241]. 

2.2.21 Иммуноферментный анализ  

Рекомбинантные белки сорбировали в лунках (12 нг на лунку) в ФСБ (Sigma, США) при 

4°C в течение 16 часов. В качестве внутреннего отрицательного контроля (отрицательного 

антигена) использовали К- (очищенную суспензию клеток E. coli, трансфецированных 

плазмидой pQE-32 (без вставки) после ИПТГ-индукции, солюбилизации, аффинной 

хроматографии и обессоливания), который также сорбировали на лунки микропланшета в 

концентрации (12 нг на лунку). Неспецифические сайты связывания блокировали в течение 1 

часа при 37°C 4%-ным обезжиренным молоком в ФСБ-T (фосфатно-буферный солевой раствор 

(ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита), Россия) с 0,05% 

Tween 20 (Sigma, США)). Исследуемые разведенные сыворотки в ФСБ-T с 4% обезжиренным 

коровьим молоком (Best Value, США) добавляли в планшеты на 1 час при 37°C. После промывки 

планшеты инкубировали со вторичными антителами против IgG мыши (кат. №ab6789, Abcam, 

США), кролика (кат. №ab6721, Abcam, США), обезьяны (кат. №А2054, Sigma, США), человека 

(кат. №ab6759, Abcam, США), или IgM мыши (кат. №ab97230, Abcam, США), конъюгированные 

с HRP в зависимости от исследуемого образца, в течение 1 часа при 37°C.  

Раствор субстрата 3,3',5,5'-тетраметилбензидина гидрохлорид (ТМБ (Sigma, США)) 

добавляли в каждую лунку и инкубировали 20 минут при комнатной температуре в темноте. 

Затем реакцию останавливали 2М раствором H2SO4 (Ленреактив, Россия). Результаты 

определяли путем измерения оптической плотности при 450 нм (Multiscan, Thermo Fisher 

Scientific, США) [235]. Краткое проведение анализа представлено на Рисунке 13. 
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Рисунок 13 – Схема диагностической методики ИФА, использованной в работе 

 

Для построения калибровочной кривой использовали титрованную положительную 

сыворотку в 6 разведениях, начиная с 1:50 с кратностью 4. При помощи уравнения линейной 

зависимости рассчитывали титры исследуемых сывороток.  

Коммерческие наборы для выявления антител к ВКЭ «Anti-TBE ELISA (IgG)» (кат. 

№EI2661-9601G) Euroimmune (Германия) и «Векто-ВКЭ-IgG» (кат. №D-1156) Вектор-Бест 

(Россия) использовали в соответствии с инструкцией производителя. 
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Глава 3. Результаты и обсуждение 
 

В отличие от традиционного производства антигенов на основе цельных патогенов, 

требующего сложных и дорогостоящих условий, производство рекомбинантных белков является 

более дешевым и простым и легко масштабируется [242; 243]. Безопасность ИФА-наборов на 

основе рекомбинантных белков позволяет использовать их в широком спектре условий, включая 

экстренные ситуации при вспышках инфекций, когда необходима быстрая диагностика. Высокая 

производительность и оперативность получения результатов делают эти тесты полезными для 

эпидемиологического надзора, мониторинга заболеваемости и оценки эффективности 

противоэпидемических мер общественного здравоохранения. 

Сочетаемые очаги ортофлавивирусных инфекций на территории России и 

расширяющиеся туристические потоки в регионы, эндемичные по другим ортофлавивирусам, 

поднимают вопрос о необходимости повышения эффективности дифференциальной 

диагностики заболеваний, вызванных этими вирусами. Дифференциальная серодиагностика 

необходима, во-первых, для лабораторного подтверждения диагноза и выбора оптимальной 

схемы лечения. Во-вторых, она используется для мониторинга эпидемиологической ситуации; её 

результаты служат основой для разработки стратегии и тактики профилактических мероприятий, 

особенно на территориях со смешанными очагами. Кроме того, дифференциальная 

серодиагностика имеет значение для научных исследований, направленных на изучение 

механизмов формирования иммунного ответа и АТЗУИ [194]. 

Серологические методы, включая ИФА, играют важную роль в исследовании и 

диагностике заболеваний, вызванных ортофлавивирусами, в том числе и ВКЭ [174]. ИФА 

используется как в клинической диагностике, так и для массового скрининга в эндемичных 

регионах [5; 26; 244]. Как было сказано ранее, большинство тестов ИФА для выявления антител 

к ВКЭ основано на использовании в качестве антигена цельных вирионов [21; 28], однако такие 

тесты часто имеют низкую специфичность [245], что снижает их эффективность. В связи с этим 

всё большее внимание уделяется использованию рекомбинантных белков в качестве антигенов. 

Такие подходы лежат в основе современных ИФА тест-систем для выявления антител к 

различным ортофлавивирусам [246; 247]. 

Гликопротеин Е ортофлавивирусов является основным белком оболочки, который 

содержит антигенные сайты для антител, вырабатываемых в процессе инфекции. 

Консервативность белка Е среди ортофлавивирусов является причиной кросс-реактивности и 

ложноположительных результатов в применяемых серологических диагностикумах. Считается, 

что повышение специфичности ИФА тест-систем возможно при использовании не 

полноразмерного белка Е, а отдельных его участков: доменов I, II и III. 
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Для получения рекомбинантных доменов белка Е (sE, dI+II и dIII) был выбран штамм 

Сухар, который принадлежит к Сибирскому подтипу Балтийской группы. Ранее не изученный 

штамм Сухар был выделен из мозга пациента, умершего от КЭ в 2016 году в Ярославской 

области.  Он представляет интерес как новый штамм, полученный из клинического материала от 

человека, а также выбор штамма был обусловлен широким распространением Сибирского 

подтипа на территории РФ. Помимо этого, был получен рекомбинантный белок sE вакцинного 

штамма Софьин, принадлежащего к Дальневосточному подтипу ВКЭ.  

3.1 Особенности структуры рекомбинантных белков sE и dI+II штамма Сухар 

 Рекомбинантные белки dI+II и sE штамма Сухар получали без одного цистеина на N-

конце. Вторичную структуру белка sE штамма Сухар предсказывали при помощи программы 

AlphaFold 2 (версия v2.3.2 от DeepMind совместно с ColabFold) в онлайн сервисе 

(app.tamarind.bio). Для оценки разницы вторичной структуры белков Е ВКЭ штамма Сухар с 

цистеином на N-конце (Рисунок 14 (А) и 14 (А1)) и без него (Рисунок 14 (Б) и 14 (Б1)) проводили 

визуальное сравнение аминокислотных последовательностей части белка.  

 

Рисунок 14 – Вторичная структура белка sE штамма Сухар предсказанная с помощью программы 
AlphaFold 2 в онлайн сервисе (app.tamarind.bio). Вторичная структура белка с наличием цистеина (А), 
увеличенный участок (А1), представляющий наличие цистеина (отмечено красным): score – 0,85 (pLDDT 
– 96.15). Вторичная структура с отсутствием цистеина (Б), увеличенный участок (Б1), представляющий 
отсутствие цистеина (отмечено красным): score – 0,85 (pLDDT – 95.88) 

 

 Аналогично предсказывали вторичную структуру рекомбинантного белка dI+II, с 

цистеином на N-конце (Рисунок 15 (Б)) и без него (Рисунок 15 (А)). 
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Рисунок 15 – Вторичная структура белка dI+II штамма Сухар предсказанная с помощью программы 
AlphaFold 2 в онлайн сервисе (app.tamarind.bio). Для вторичной структуры с цистеином (отмечено 
красным) (Б) score – 0,84 (pLDDT – 95.64), для структуры в отсутствии цистеина (отмечено красным) (А) 
score – 0,84 (pLDDT – 95.50) 
 

Сравнение структур показало, что удаление остатка цистеина на N-конце рекомбинантных 

белков sE и dI+II приводит к исчезновению N-концевой альфа-спирали, что, предположительно, 

делает данный участок белка более открытым.  

 

3.2 Получение целевых участков генов и конструкций, кодирующих 

рекомбинантные белки 

На основании последовательности белка Е штамма Сухар ВКЭ были подобраны праймеры 

для амплификации участков, кодирующих домен III (dIII), домены I+II (dI+II) и эктодомен (sE) 

белка Е ВКЭ (Таблица 7) [194]. Как было отмечено ранее, в конструкциях, кодирующих белки sE 

и dI+II, отсутствовал N-концевой цистеин [248]. 

Последовательность, кодирующая домен dI+II изображена на Рисунке 16 (А). Считается, 

что в нём содержится большинство перекрёстно-реактивных эпитопов [73], однако в нём 

находятся и видоспецифичные эпитопы [249].  
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Рисунок 16 (А) – Нуклеотидная последовательность, кодирующая домен I+II белка Е штамма Сухар ВКЭ 
(GenBank: OP185392) 

 

DIII был выбран на основании предыдущих работ, где данный антиген успешно 

применяли для специфической серологической диагностики различных ортофлавивирусных 

инфекций (Рисунок 16 (Б)) [250–253]. 

 

 

Рисунок 16 (Б) – Нуклеотидная последовательность, кодирующая домен III белка Е штамма Сухар ВКЭ 
(GenBank: OP185392) 

 

Был также клонирован растворимый участок белка Е – sE штаммов Сухар без концевого 

цистеина и sE белок штамма Софьин без дополнительных модификаций (Рисунок 16 (В)).  
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Рисунок 16 (В) – Нуклеотидная последовательность, кодирующая белок sE штамма Софьин ВКЭ  

 

Ожидаемая молекулярная масса белков составляла: sE – 44 кДа, dI+II – 33 кДа и dIII – 11 

кДа [248]. Олигонуклеотиды для клонирования участков генома, кодирующих sE, dI+II, dIII 

указаны в Таблице 7.  

 

Таблица 7 – Праймеры для амплификации доменов sE, dI+II и dIII белка Е штамма Сухар ВКЭ  
 

Штамм Праймер Последовательность Участок в геноме 

Сухар 

Прямой для sE 
и dI+II 

GAGCTACCATGGTCACACATCTGGAGAACAGG 1-19 

Прямой для 
dIII 

GAGCTAGAGCTCACAATGTGTGACAAAACGAAG 904-925 

Обратный для 
dI+II 

TAGCTCAGATCTGTATGTGAGACCTTTCATCT 885-905 

Обратный для 
sE и dIII 

TAGCTCAGATCTCTTTTGGAACCACTGATGGC 1158-1117 

Софьин 
Прямой для sE 

GAGCTACCCGGGGAAAACCTGTATTTTCAG* 
GGCTCACGGTGCACACATCTGG 

1-19 

Обратный для 
sE 

TAGCTCAAGCTTTTTTTGGAACCATTGGTGAC 1185-1165 

 

 В качестве векторов для работы были выбраны плазмиды группы pQE (pQE-30, pQE-32 и 

pQE-60), компетентные для экспрессии белков в бактериальной системе E. сoli, благодаря 

наличию лактозного оперона (lacO). Лактозный оперон позволяет контролировать экспрессию 

встраиваемого гена, что особенно актуально на стадии работы с чистым вектором или наработки 

готовой конструкции. Гены, кодирующие целевые белки, были фланкированы 

последовательностью, кодирующей гистидиновый тег (6×His), содержащийся в векторе, что 

позволяет в дальнейшем использовать метод аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе для 
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выделения рекомбинантного белка из бактериального лизата [194]. Схема клонирования 

представлена на Рисунке 17. 

 
 

 
Рисунок 17 – Схема получения векторных конструкций 

 

После выделения РНК и обратной транскрипции при помощи ПЦР со специфичных 

праймеров были получены ампликоны целевых участков гена белка Е ВКЭ. Полученные 

ампликоны клонировали по сайтам рестрикции BglII и NcoI для sE и dI+II, используя вектор pQE-

60, и по сайтам рестрикции HindIII и SacI для dIII, используя вектор pQE-30 (Рисунок 17). 

Фрагменты ДНК после рестрикции очищали путем препаративного электрофореза в 1,5%-ном 

агарозном геле (Рисунок 18) [194].  
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Рисунок 18 – Электрофореграмма или аналитический электрофорез ампликонов целевых участков гена 
белка Е для клонирования в бактериальную систему: sE (1) – 1176 п.н., dI+II (2) – 903 п.н., dIII (3) – 273 
п.н. 

 

Лигирование проводили, смешивая вектор и вставку в эквимолярном соотношении 1:3 и 

1:9 соответственно, в течение 16 часов при 14С. Клетки E. coli TOP10 трансформировали 

лигазной смесью методом теплового шока. Плазмидную ДНК, выделенную из полученных 

клонов, проверяли на наличие вставки методом ПЦР, используя праймеры для клонирования 

(Таблица 7). Гель-электрофорез с полученными клонами со вставкой, кодирующей целевой белок 

sE штамма Сухар, представлен на Рисунке 19 (А). Полученные конструкции для экспрессии 

рекомбинантных белков в бактериальной системе проверили на отсутствие замен методом 

секвенирования по Сэнгеру [194]. Использовали универсальные праймеры для семейства 

плазмид pQE, отжигающиеся по обе стороны от сайта клонирования (Таблица 4). 

Для получения конструкции, содержащей целевой ген рекомбинантного белка sE штамма 

Софьин, использовали плазмиду pQE-32. Целевой ген получали при помощи обратной 

транскрипции с РНК ВКЭ штамма Софьин и ПЦР праймеров (Таблица 7). Продукты ПЦР и 

плазмиду обрабатывали эндонуклеазами рестрикции SmaI и HindIII. В реакцию лигирования 

брали 50 нг вставки и вектора 3:1 и 9:1 по молярному соотношению. Лигазной смесью 

трансформировали клетки E. coli TOP10, отбор клонов осуществляли по наличию вставки после 

ПЦР в агарозном гель-электрофорезе (Рисунок 19 (Б)) с последующим секвенированием по 

Сэнгеру.  
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Рисунок 19 (А) – Гель-электрофорез с полученными клонами со вставкой, кодирующей белок sE шт. 
Сухар (указан стрелкой) после лигирования (клоны 1-4) 

 

 

Рисунок 19 (Б) – Гель-электрофорез с полученными конструкциями с sE штамма Софьин (указан 
стрелкой) после лигирования в соотношении вектора и вставки 1:3 (клоны 1-5) и 1:9 (клоны 6-11) 

Для рекомбинантного белка sE штамма Сухар был выбран клон номер 4, что соответствует 

дорожке №4 гель-электрофореза (Рисунок 19 (А)). В работу отобрали клон номер три, 

соответствующий дорожке №3 гель-электрофореза (Рисунок 19 (Б)) для получения 

рекомбинантного белка sE штамма Софьин. Аналогичным образом были отобраны клоны, 

содержащие вставку, кодирующую рекомбинантные белки dI+II и dIII штамма Сухар. 

3.3 Оптимизация условий получения рекомбинантных белков sE, dI+II, dIII штамма 

Сухар и sE штамма Софьин 

3.3.1 Подбор среды для экспрессии целевых белков 

Для оптимизации роста бактериальных клеток и получения белка в бактериальных 

системах экспрессии необходимо было подобрать оптимальную среду.  

Каждая среда обладает уникальным набором питательных веществ, который влияет на 

скорость роста бактерий, выход белка и его экспрессию. Для культивирования бактерий не редко 

используют среды LB (Luria–Bertani), SOB (Super Optimal Broth) и TB (Terrific Broth). Среда SOB 

отличается повышенной питательностью за счёт содержания триптона, дрожжевого экстракта и 

ионов магния, что способствует интенсивному росту клеток и повышает эффективность 

трансформации плазмид [254]. Среда SOB обычно применяется на начальных этапах получения 

рекомбинантных белков — для работы с компетентными клетками и размножения плазмид. LB 

остаётся одной из самых распространённых сред благодаря простому составу и универсальности. 

Однако, из-за низкой питательности среда LB может обеспечивать меньший выход белка, чем 

SOB или TB. Несмотря на сравнительно невысокую питательность, среда LB остаётся 

MW1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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востребованной благодаря простому составу и удобству использования в большинстве 

стандартных экспериментов [255]. Среда TB содержит триптон, дрожжевой экстракт и глицерин, 

обладает высокой буферной ёмкостью и обеспечивает интенсивный рост клеток, что позволяет 

получать более высокий выход рекомбинантного белка [256]. Для отдельных задач также 

применяют среды 2хYT и M9 Minimal Medium [257]. Выбор питательной среды зависит от типа 

белка, особенностей системы экспрессии и требуемого объёма целевого продукта. LB чаще 

используют для клонирования и первичных экспериментов, тогда как TB и SOB подходят для 

получения большей биомассы и повышения выхода рекомбинантного белка в системах на основе 

E. coli. При этом эффективность экспрессии определяется не только составом среды, но и 

условиями индукции и культивирования. 

Эксперимент по подбору оптимальной среды проводили для рекомбинантного белка sE 

штамма Сухар ВКЭ. Бактериальные клетки растили в малом объеме, затем наращивали на 

большем объеме до коэффициента оптической плотности 0,6 при длине волны 600 нм. 

Экспрессию белка индуцировали ИПТГ после чего осаждали клетки центрифугированием. 

Полученную клеточную массу обрабатывали первые два раза ультразвуком с буфером без 

содержания мочевины и третий раз с буфером, содержащим 8М мочевину. После каждой 

обработки образцов ультразвуком центрифугировали и в полученном супернатанте оценивали 

продукцию целевых белков денситометрированием полос, после электрофореза в 12%-ном 

ПААГ (Рисунок 20) [194].  

 

 
Рисунок 20 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ продукции рекомбинантного белка sE (44 кДа) 
штамм Сухар ВКЭ (указан стрелками) в клетках E. coli. Для экспрессии белка в клетках E. coli 
использована питательная среда LB (А), SOB (Б) или TB (В). Суспензия клеток до индукции (1), 
лизированные клетки (2), супернатант после первой (3), второй (4) и третьей (5) солюбилизации телец 
включения в 8 М мочевине. Гели окрашены Кумасси R-250. Стрелками указан целевой белок. 
Денситометрия целевого белка sE: 50759 (А), 70116 (Б), 106561 (В) 

 

Наличие целевого белка было подтверждено вестерн-блотом. При денситометрировании 

полос в 12% ПААГ, соответствующих целевому белку sE штамма Сухар ВКЭ, интегральный 
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показатель составлял 50759 при использовании среды LB, 70116 при использовании среды SOB, 

106561 при использовании среды TB.  

На основании перечисленных данных для целевого рекомбинантного белка sE штамма 

Сухар ВКЭ (44 кДа) была выбрана среда TB для культивирования клеток-продуцентов E. coli JM 

109. Для рекомбинантных белков dI+II и dIII также использовали среду TB.  

3.3.2 Подбор условий индукции синтеза белка 

Для большинства экспрессионных векторов, используемых для продукции белков в 

системах E. coli, содержащих lac-промотор, в качестве индуктора экспрессии используют ИПТГ. 

Он, имитируя лактозу, связывается с рецептором, что инактивирует lac-промотор и позволяет 

транскрибировать интересующий ген. Концентрация ИПТГ имеет решающее значение для 

оптимизации уровня экспрессии и минимизации ненужной метаболической нагрузки на клетки. 

Более низкие концентрации ИПТГ часто используются для получения растворимых белков и для 

снижения клеточного стресса, что может помочь предотвратить образование телец включения. 

Было показано, что при синтезе некоторых рекомбинантных белков, например, токсичных 

белков, низкие уровни ИПТГ (0,01-0,1 мМ) позволяют сбалансировать выход с качеством белка, 

обеспечивая более медленную и контролируемую индукцию [258]. Умеренная концентрация 

ИПТГ в диапазоне 0,1 и 0,5 мМ часто используется для индукции синтеза белка. Этот диапазон, 

как правило, обеспечивает эффективный баланс между выходом белка и нагрузкой на клетки, 

позволяя избежать их избыточного стресса. Использование 0,1 мМ ИПТГ бывает достаточным 

для достижения высоких уровней экспрессии некоторых белков при комбинации использования 

высокопроцессивных штаммов E. coli и эффективного промотора [259]. Высокая концентрация 

от 1 мМ ИПТГ обычно используется для индукции максимальной экспрессии. Однако высокая 

концентрация ИПТГ может увеличить метаболическую нагрузку на бактериальные клетки и 

привести к снижению эффективности экспрессии целевого белка из-за его агрегации и 

образования телец включения. Более высокие концентрации ИПТГ обычно подходят для 

краткосрочного синтеза белков в больших концентрациях, которые не имеют проблем с 

растворимостью или токсичностью [260]. Идеальная концентрация ИПТГ зависит от таких 

факторов, как вектор экспрессии, растворимость белка, токсичность белков и фаза роста клеток, 

на которой проводится индукция.  

Мы сравнили выход рекомбинантного белка sE штамма Сухар при умеренной 0,5 mM 

(Рисунок 21 (a)) и высокой концентрации ИПТГ 5 мM (Рисунок 21 (b)).  
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Рисунок 21 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ белка sE (44 кДа) штамм Сухар ВКЭ (указан 
стрелкой) после индукции 0,5 мM (a) и 5 мM (b) ИПТГ. На дорожки нанесены: клеточный осадок после 
индукции (1) и супернатант после индукции клеток (2) 

 

 Оптимальную концентрацию ИПТГ для получения белка sE ВКЭ штамма Сухар в 

количестве 0,5 мM определили визуально по результатам белкового электрофореза в ПААГ 

согласно полосе, соответствующей молекулярной массе белка (Рисунок 21). При этом большая 

часть целевого белка находилась в нерастворимой части, т.е. в осадке. Для получения 

рекомбинантных белков dI+II и dIII в дальнейшем использовали концентрацию ИПТГ 0,5 мМ. 

Для подбора условий оптимальной концентрации ИПТГ для синтеза белка sE штамма 

Софьин, отталкивались от подобранной концентрации ИПТГ для белка sE штамма Сухар. 

Индукцию экспрессии белка проводили разными концентрациями ИПТГ (0,1 мM (Рисунок 22 

(а)), 0,25 мM (Рисунок 22 (б)) и 0,5 мM (Рисунок 22 (в))) и, солюбилизировали синтезированный 

белок в присутствии 6 M мочевины, после чего центрифугировали клеточную суспензию и 

оценивали визуально супернатант в ПААГ (Рисунок 22).  

 

 

Рисунок 22 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ белка sE штамма Софьин (указан стрелками) 
после индукции низкими концентрациями ИПТГ (а – 0,1 мM, б – 0,25 мM, в – 0,5 мM). На дорожках 
нанесен супернатант индукцированных ИПТГ клеток, после их солюбилизации 6 М мочевиной. 
Денситометрия целевого белка sE (44 кДа): 182136 (а), 230152 (б), 240477 (в) 
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Наличие целевого белка sE штамма Софьин в ПААГ оценивали денситометрически по 

полосе, соответствующей молекулярной массе белка. Денситометрия составляла 182136 при 

использовании 0,1 мМ ИПТГ, 230152 при использовании 0,25 мМ ИПТГ, 240477 при 

использовании 0,5 мМ ИПТГ. Оптимальную концентрацию ИПТГ для индукции белка sE 

штамма Софьин определили как 0,5 мM.  

После синтеза белка методом вестерн-блота подтверждали его наличие и способность 

связываться с антителами из гипериммунной асцитной жидкости мыши, содержащей антитела 

против ВКЭ штамма ЭК-328, Сибирского подтипа. В качестве отрицательного контроля 

использовали мышиную сыворотку не зараженной мыши (Рисунок 23). 

 

Рисунок 23 – Вестерн-блот рекомбинантного белка sE штамма Софьин до индукции (1 и 3) и после 
индукции (2 и 4) синтеза, окрашенные гипериммунной асцитной жидкостью мыши, содержащей антитела 
к ВКЭ штамму ЭК-328 (1 и 2) и мышиной сывороткой не зараженной мыши (3 и 4) 

 

3.3.3 Подбор условий солюбилизации 

Одной из проблем, которая возникает при получении белков в бактериальной системе, 

является агрегация белков в виде телец включения. Тельца включения представляют собой 

плотные нерастворимые агрегаты неправильно сложенного белка, которые необходимо 

солюбилизировать, после чего проводить рефолдинг для получения биологически активных 

белков. Для разрушения этих агрегатов и солюбилизации белка обычно используется мочевина 

как хаотропный агент в концентрации от 6 до 8 М. Мочевина эффективно денатурирует белки, 

делая их пригодными для дальнейших этапов очистки [261]. Солюбилизация телец включения 

мочевиной является простым и эффективным подходом, но требует тщательной оптимизации, 

поскольку неподходящие условия могут привести к реагрегации или неправильному фолдингу 

белка. 

Для оптимизации условий получения исследуемых рекомбинантных белков для каждого 

целевого белка проводили солюбилизацию в градиенте концентраций мочевины (от 2 до 8 М). 
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Выход белков sE, dI+II и dIII штамма Сухар в раствор достигал максимума при использовании 6 

М мочевины при денситометрической оценке полос в ПААГ (Рисунок 24) [194].  

 

 

Рисунок 24 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII штамма 
Сухар (указаны стрелками) после солюбилизации разными концентрациями мочевины для извлечения 
целевых белков из телец включения. На дорожки нанесены: супернатант после солюбилизации с 2 М (3), 
4 М (4), 6 М (5) и 8 М (6) мочевиной 

Условия солюбилизации для белка sE штамма Софьин подбирали аналогично условиям 

для белка sE штамма Сухар (Рисунок 25). Денситометрия полос целевого белка sE штамма 

Софьин (относительные единицы оптической плотности): 32122 (при 2 М мочевине), 176339 (при 

4 М мочевине), 507204 (при 6 М мочевине), 389653 (при 8 М мочевине). 

 

 

Рисунок 25 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ рекомбинантного белка sE штамма Софьин после 
последовательной солюбилизации в градиенте мочевины 2 М (1), 4 М (2), 6 М (3) и 8 М (4) Денситометрия 
целевого белка sE (относительные единицы оптической плотности): 32122 (1), 176339 (2), 507204 (3), 
389653 (4) 

  

Следует уточнить, что выбранная концентрация 6 М была оптимальной для дальнейшей 

аффинной хроматографии с использованием гравитационных колонок, в которых визуально 

изменялся цвет сорбента при использовании 8 М мочевины. 

3.3.4 Подбор концентрации имидазола для выделения рекомбинантных белков с 

помощью аффинной хроматографии 

В элюирующих буферах для аффинной хроматографии на никель-нитрилтриуксусной 

кислоте (Ni-NTA) или кобальтовых смолах для очистки His-меченых белков обычно используют 
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имидазол. Имидазол конкурирует с гистидиновыми остатками белка за места связывания на 

металло-аффинной смоле, что позволяет контролировать элюцию целевого белка. Концентрация 

имидазола, используемая в элюирующем буфере, имеет решающее значение для достижения 

оптимального выхода и чистоты целевого продукта. Начальные низкие концентрации имидазола 

(около 10-20 мМ) обычно используют в промывочном буфере для минимизации 

неспецифического связывания сорбента со слабо взаимодействующими белками, что повышает 

чистоту белка [262].  

Концентрация имидазола для буфера промывки в аффинной хроматографии при очистке 

исследуемых рекомбинантных белков составляла 10 мМ. Элюирование обычно проводят при 

умеренных или высоких концентрациях имидазола (от 100 до 500 мМ) в зависимости от сродства 

связывания целевого белка с металлической смолой и конкретной используемой смолой Ni или 

Co. Более высокие концентрации имидазола эффективно вытесняют His-меченые белки из 

смолы. Для большинства смол Ni-NTA концентрация имидазола около 250-300 мМ достаточна 

для элюирования His-меченых белков без существенной потери чистоты [263]. Остаточные 

количества имидазола в пробах могут выступать в роли интерферирующего агента и тем самым 

нарушать корректность результатов ИФА [264]. Поэтому важно выбрать максимально-

минимальную концентрацию имидазола, которая будет обеспечивать высокую степень очистки 

белка и хорошую элюцию белка. 

В буфере для элюирования концентрацию имидазола варьировали от 50 мМ до 300 мМ с 

шагом 50 мМ по 3 мл и последовательно элюировали белок с повышением концентрации 

(Рисунок 26).  

 

 

Рисунок 26 – Электрофоретический анализ в 12% ПААГ белка sE штамма Сухар (44кДа) после 
последовательного элюирования с повышением концентрации имидазола. На дорожки нанесены образцы, 
элюированные при следующих концентрациях имидазола: 50 мМ (А), 100мМ (Б), 150 мМ (В), 200 мМ (Г), 
250 мМ (Д) и 300 мМ (Е)  
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 Для белка sE штамма Сухар выбранная оптимальная рабочая концентрация имидазола в 

элюирующем буфере, используемом на аффинном сорбенте, составила 150 мМ (Рисунок 26). 

Именно при такой концентрации выход белка начинает снижаться, следовательно, целевой 

продукт вышел из колонки. Такую же концентрацию имидазола использовали для выделения 

белков dI+II, dIII штамма Сухар и sE штамма Софьин. 

3.3.5 Рефолдинг белка sE штамма Сухар  

После солюбилизации телец включения с помощью мочевины раствор денатурированного 

белка должен восстановить свою нативную, биологически активную структуру. Рефолдинг 

белков обычно проводят путём постепенного удаления мочевины с помощью диализа или 

обессоливания, что способствует восстановлению нативной структуры белка. Для подбора 

оптимальных условий варьируют pH, концентрацию белка и состав окислительно-

восстановительной среды [265]. Одной из проблем при рефолдинге белков является их 

аггрегация. Во избежание агрегации в процессе рефолдинга нередко используют 

восстановленный и окисленный глутатион (GSH/GSSG), обеспечивающие корректное 

образование дисульфидных связей [266; 267].  

Рефолдинг проводили несколькими способами: путём смены буфера и при помощи 

глутатиона. После выделения белка на колонках с Ni-NTA сорбентом рефолдинг проводили 

путём смены буфера элюции на ФСБ с использованием колонок Hi-Trap Desalting Column. 

Интенсивность окрашенных полос, соответствующих целевым белкам, измеряли в ПААГ, как 

описано в разделе Материалы и методы. Второй способ рефолдинга проводили с помощью 

глутатиона на примере рекомбинантного белка sE штамма Сухар, покапельно внося глутатион в 

пробу с белком.  

Концентрация белка sE штамма Сухар после рефолдинга путем смены буфера на колонке 

была выше (разведен в 10 раз для визуальной оценки), чем после рефолдинга с глутатионом 

(Рисунок 27).  

 
Рисунок 27 – Электрофорез в 12% ПААГ белка sE после рефолдинга с глутатионом (дорожка 1) и 
рефолдинга путём смены буфера на колонке. Полученный рекомбинантный белок sE путем смены буфера 
на колонке разведен в 10 раз (дорожка 2) 
 

Концентрация белка sE после рефолдинга с глутатионом сильно падает. В дальнейшем 

проводили рефолдинг путём смены буфера с использованием колонок Hi-Trap Desalting Column 

для всех рекомбинантных белков (sE, dI+II и dIII штамм Сухар) и методом смены буфера при 
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помощи центрифужных концентраторов Amicon с диаметром пор 30 кДа для белка sE штамма 

Софьин.  

3.3.6 Измерение концентрации белков 

Выход белков с одного литра бактериальной культуры после описанных выше стадий их 

получения оценивали с использованием калибровки БСА по интенсивности полос после 

окрашивания Кумасси в ПААГ (Рисунок 28) с помощью пакета программ Genesys Tool. 

 

Рисунок 28 – Электрофорез в 15% ПААГ рекомбинантных белков sE (44 кДа) в двух разведениях: с 
разведением в 200 раз (дорожка 1) и в 20 раз (дорожка 2); dIII (11 кДа) в разведении в 200 раз (дорожка 
3); dI+II (11 кДа) в разведении в 200 раз (дорожка 4) (указаны стрелками); концентрации БСА: 0,0025 
мг/мл (дорожка 5), 0,005 мг/мл (дорожка 6), 0,025 мг/мл (дорожка 7), 0,05 мг/мл (дорожка 8), 0,1 мг/мл 
(дорожка 9) 

 

 Концентрации полученных рекомбинантных белков с 1 литра бактериальной культуры 

представлены в Таблице 8. 

 

Таблица 8 – Конечные значения концентраций полученных рекомбинантных белков с одного литра 
культуры 

 

Белок Концентрация белка мг/мл 

sE 3,103 

dI+II 7,884 

dIII 7,089 

sE (Софьин) 0,7465 

 

3.3.7 Первичный анализ способности связывания полученных рекомбинантных белков 

с антителами против вируса клещевого энцефалита 

Несмотря на то что рекомбинантные белки sE, dI+II, dIII были получены в 

прокариотической системе и, следовательно, не гликозилированы, в ряде случаев показано, что 

отсутствие гликозилирования не препятствует сохранению антигенных свойств белков [268; 

269].  

Способность полученных рекомбинантных белков связываться с антителами, 

специфичными к ВКЭ, определяли методами иммуноблоттинга и ИФА. Исследуемые 
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рекомбинантные белки sE, dI+II и dIII штамма Сухар и белок sE штамма Софьин связывались с 

анти-ВКЭ-антителами из гипериммунной асцитной жидкости мыши к ВКЭ (штамм Абсеттаров) 

при анализе в иммунноблоттинге (Рисунок 29, 30). Предварительно наличие анти-ВКЭ-антител 

в гипериммунной мышиной сыворотке было подтверждено в РН. Титр НАТ против штамма 

Абсеттаров, к которому была получена сыворотка, составлял 2,95 lg [194].  

 
Рисунок 29 – Вестерн-блот рекомбинантных белков sE (44 кДа), dI+II (33 кДа) и dIII (11 кДа) штамма 
Сухар с гипериммунной асцитной жидкостью мыши, трижды иммунизированной ВКЭ (штамм 
Абсеттаров). Для детекции использованы HRP-меченые антитела против IgG мыши (Abcam, 
Великобритания) 
 

 

Рисунок 30 – Вестерн-блот с белком sE штамма Софьин (44 кДа). Дорожки 1 и 3 –очищенный белок sE 
штамма Софьин, дорожки 2 и 4 –контрольные пробы, К- (очищенная суспензия клеток E. coli, 
трансфецированных плазмидой pQE-32 (без вставки) после ИПТГ-индукции, солюбилизации, аффинной 
хроматографии и обессоливания). Слева (дорожки 1 и 2) – мембрана, окрашенная мышиной сывороткой, 
содержащей антитела к ВКЭ, штамм Абсеттаров; справа (дорожки 3 и 4) – мембрана, окрашенная 
мышиной сывороткой, не содержащей антител к ВКЭ  

 

Для полученных рекомбинантных белков была подобрана рабочая концентрация для 

использования в ИФА в качестве антигенов. Пробы рекомбинантных белков приводили к единой 

концентрации 0,6 мг/мл и сорбировали на планшет в разведениях 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2500, 

1:5000 и 1:10000. В качестве сыворотки использовали положительную сыворотку человека, 

дважды иммунизированного вакциной «Клещ-Э-Вак», раститрованную в разведениях начиная с 

1:50 с шагом 4. Оптимальная концентрация, при которой не наблюдалось снижения оптической 



 

 

72 

плотности в ИФА, для полученных рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII составила 12 нг на 

лунку.  

На основании значений оптической плотности, полученной в ИФА с положительной 

сывороткой вакцинированного человека, строили калибровочную кривую линейной зависимости 

для определения титров искомых сывороток в дальнейших экспериментах с человеческими 

сыворотками. 

Параллельно с исследуемыми антигенами сенсибилизировали другие лунки антигеном К- 

(очищенную суспензию клеток E. coli, трансфецированных плазмидой pQE-32 (без вставки) 

после ИПТГ-индукции, солюбилизации, аффинной хроматографии и обессоливания), в 

концентрации 12 нг общего белка/лунку. Все исследуемые рекомбинантные белки выявляли 

анти-ВКЭ-антитела в ИФА при исследовании сыворотки условно здорового человека, взятой 

через месяц после второй иммунизации вакциной Клещ-Э-Вак (Рисунок 31). 

 

 
Рисунок 31 – Анализ способности рекомбинантных белков sE, dI+II, dIII ВКЭ штамма Сухар связываться 
с анти-ВКЭ-антителами в сыворотке крови человека методом ИФА. Сыворотка человека, дважды 
иммунизированного вакциной Клещ-Э-Вак (С+), сыворотка невакцинированного человека (С‒) в 
разведении 1:50. Для детекции использованы HRP-меченые антитела против IgG человека 
 
  

Методом ИФА сравнили взаимодействие рекомбинантных белков sE, dI+II, dIII штамма 

Сухар и sE штамма Софьин с антителами к ВКЭ в сыворотке крови человека, дважды 

иммунизированного вакциной Клещ-Э-Вак. Для отрицательного контроля использовали 

сыворотку условно здорового, невакцинированного от ВКЭ человека (Рисунок 32). 
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Рисунок 32 – ИФА при использовании в качестве антигенов белков sE, dI+II, dIII штамма Сухар и sE 
штамма Софьин с сыворотками: С+ – сыворотка человека после двукратной иммунизации вакциной 
Клещ-Э-Вак, С- – сыворотка невакцинированного от ВКЭ, условно здорового человека 
  

При сравнении в ИФА взаимодействия рекомбинантных белков sE штамма Софьин и sE 

штамма Сухар, полученных в рамках данной работы, с положительной сывороткой крови 

вакцинированного от КЭ человека, белок sE штамма Софьин, взятый в той же концентрации, 

показал более низкий уровень сигнала, чем при использовании белка sE штамма Сухар (Рисунок 

32), несмотря на то, что штамм Софьин используется для приготовления вакцины КЭ. Это может 

быть связано с отсутствием цистеина на N-конце белка sE штамма Сухар, и, как следствие, 

другому сворачиванию белка, которое способствовало его повышенной активности в ИФА. В 

дальнейшем рекомбинантный белок sE штамма Софьин не использовали в работе. Стоит 

отметить, что эффективность выявления антител к ВКЭ, а также специфичность 

разрабатываемых ИФА тест-систем может быть различной в зависимости от штамма и структуры 

белка, что также подтверждается результатами нашей работы. 

Параллельно с данной работой исследователи получали отдельно третий домен (dIII) 

белка Е ВКЭ таких штаммов как Заусаев (сибирский подтип), Софьин и Glubinnoe/2004 

(дальневосточный подтип), 1528-99 и Абсеттаров (европейского подтипа) и полный белок Е, 

включающий трансмембранный домен (dIV). В большинстве работ полученные рекомбинантные 

белки использовали для исследования сайтов связывания моноклональных антител. Для домена 

dIII белка Е ВКЭ, полученного на основе штамма Glubinnoe/2004, был проведен анализ его 

диагностических характеристик в ИФА, в котором было показано, что экспериментальная тест-

система на основе рекомбинантного белка обладала меньшей чувствительностью, однако 

большей специфичностью в сравнении с коммерческими ИФА-наборами [270–272].  

Таким образом, была проведена работа по оптимизации следующих условий: подобрана 

среда для культивирования белков в клетках E. coli – среда ТВ, подобрана концентрация ИПТГ 
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(0,5 мМ) для индукции синтеза белка и выбрана концентрация мочевины (6 М) для 

солюбилизации белков из телец включения в растворимую фракцию. Отработаны условия 

очистки – сформирован протокол выделения при помощи аффинной хроматографии на 

никелевом сорбенте и обессоливания полученных рекомбинантных белков после очистки 

(Рисунок 33) [194].  

 

Рисунок 33 – Схематичное представление условий получения рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII 
белка Е ВКЭ штамма Сухар 
  

Всё это позволяет получать рекомбинантные белки в концентрации 3,1 – 7,8 мг с одного 

литра культуры с сохранением их антигенных свойств в реакциях вестерн-блота и ИФА.  

3.4 Выявление антител против вируса клещевого энцефалита с помощью 

диагностической методики иммуноферментного анализа на основе 

рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII штамма Сухар 

3.4.1 Определение порогового значения и коэффициента порогового значения для 

диагностической методики иммуноферментного анализа  

 Ключевым моментом при оценке результатов ИФА является определение порогового 

значения, позволяющего отличить положительный сигнал от отрицательного. Существует 

несколько подходов к его расчету. Наиболее традиционный метод основан на использовании 

средней оптической плотности отрицательных сывороток с добавлением статистической 

поправки, такой как плюс одно или плюс два стандартных отклонения [273]. Также в ИФА 

встречается и другой подход, исследователи применяют методику с параллельным 

сорбированием специфического антигена (АГ+) и контрольного антигена (АГ-), полученного в 

тех же условиях [274]. В нашем случае был применен коэффициент OD(АГ+)/OD(АГ–), который 
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отражает отношение специфического сигнала к фону. Такой подход оптимален, так как есть риск 

повышенного фонового связывания в некоторых случаях особенно при исследовании сывороток 

от пациентов с неизвестным диагнозом или при смешанной инфекции на фоне выраженного 

иммунного ответа на другой антиген. 

Для определения порогового значения диагностической методики ИФА были 

использованы отрицательные сыворотки людей, обезьян, мышей и кроликов. Коэффициент 

рассчитывали как соотношение оптических плотностей, определенных при исследовании 

отрицательных сывороток с положительным антигеном (АГ+) к оптической плотности, 

определенной с теми же образцами с отрицательным антигеном (АГ-). Пороговым значением 

считалось среднее значение коэффициента плюс два стандартных отклонения (2SD). 

Положительными антигенами выступали рекомбинантные белки sE, dI+II и dIII ВКЭ штамма 

Сухар, отрицательным антигеном – К- (очищенная суспензия клеток E. coli, трансфецированная 

плазмидой pQE-32 (без вставки) после ИПТГ-индукции, солюбилизации, аффинной 

хроматографии и обессоливания) (Рисунок 34). 

 

 

Рисунок 34 – Определение порогового значения диагностической методики ИФА с использованием 
набора отрицательных сывороток лабораторных животных и людей. Доверительные интервалы 
соответствуют двум стандартным отклонениям. Справа указана формула расчёта порогового значения 
  

Корректная интерпретация ИФА должна учитывать видовую специфику: пороговое 

значение, приемлемое для человека, может оказаться неадекватным для мыши, собаки или 

дикого животного. Это связано с межвидовыми различиями в иммунной системе, составе 

сыворотки и степенью неспецифического связывания с сорбентом для разных организмов. Было 

показано, что при разработке мультивидовых диагностических ИФА тест-систем требовалось 

устанавливать разные пороги в зависимости от организма, от которого был получен материал 
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(люди, собаки, мыши, кролики, олени и т.д.), поскольку уровень фонового сигнала и динамика 

специфических антител варьировалась между видами [275–277]. В нашем случае был рассчитан 

критерий отсечения по формуле выше, который соответствовал коэффициенту OD(АГ+)/OD(АГ–) 

равному двум для сывороток всех исследуемых организмов (Рисунок 34). 

Валидность используемого нами коэффициента была подтверждена при исследовании 

пула заведомо положительных сывороток человека и лабораторных животных (мышей, кроликов 

и обезьян), содержащих антитела к ВКЭ в сравнении с заведомо отрицательными сыворотками 

(Рисунок 35). Для повышения точности анализа рассчитывали пороги отдельно для каждого 

организма. 

 

Рисунок 35 – Оценка валидности порогового значения диагностической методики ИФА на основе 
рекомбинантных белков sE, dIII и dI+II при исследовании положительных и отрицательных сывороток 
крови лабораторных животных и людей. Доверительные интервалы соответствуют двум стандартным 
отклонениям 

 

Таким образом был подтвержден выбранный порог отрицательных значений при 

коэффициенте OD(АГ+)/OD(АГ–) равном двум при исследовании сывороток людей, обезьян, 
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кроликов и мышей в лабораторной диагностической методике ИФА с использованием 

рекомбинантных белков sE и dIII штамма Сухар. При использовании сывороток мышей и 

кроликов не были обнаружены антитела к рекомбинантному белку dI+II, поэтому для этого 

антигена порог отсечения, равный двум, был рассчитан с использованием сывороток людей и 

обезьян. 

 

3.4.2 Филогенетический анализ штаммов ортофлавивирусов, используемых для 

получения иммунных сывороток лабораторных животных  

На территории РФ одним из наиболее распространенных ортофлавивирусов является 

ВКЭ. На эндемичных по ВКЭ территориях в России проживает около 60 миллионов человек [232; 

278; 279]. При этом на этих территориях помимо ВКЭ также существуют совместные очаги с 

другими ортофлавивирусами: ВЗН, ВОГЛ, ВПОВ. Последовательности штаммов ВКЭ всех 

известных подтипов, а также штаммов ВЗН, ВОГЛ, ВПОВ и Лангат были взяты из онлайн 

сервиса GenBank и использованы для филогенетического анализа. Для наиболее 

распространенного на территории РФ сибирского подтипа ВКЭ были взяты минимум по 4 

штамма для каждой группы (Рисунок 36).  

 Филогенетическое дерево было построено в программе Mega X методом ClustalW. 

Штаммы ВКЭ, ВОГЛ, вируса Лангат, ВЗН и ВПОВ, отмеченные на дереве красными кругами, 

были использованы в работе (Рисунок 36).  
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Рисунок 36 – Филогенетическое дерево построено на основе нуклеотидных последовательностей белка Е 
в программе Mega X методом ClustalW. Красной стрелкой отмечен штамм Сухар, который использовали 
для получения рекомбинантных белков. Штаммы, используемые в работе, отмечены красным кругами 
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Для анализа были выбраны штаммы ВКЭ, которые представляли разные группы (ветви) 

на филогенетическом дереве. Как видно в Таблице 2, для получения панели сывороток 

лабораторных животных, были выбраны штаммы, изолированные из разных источников (клещ, 

человек, полёвка) и в разные годы, в том числе за последние 20 лет.  

Ранее подобный набор штаммов был апробирован для анализа протективной способности 

вакцины КЭ на основе европейского и дальневасточного штаммов [129]. 

3.4.3 Анализ мышиных иммуноасцитных жидкостей мышей и кроличьих сывороток, 

содержащих антитела к разным штаммам вируса клещевого энцефалита, в 

иммуноферментном анализе с белками sE, dI+II и dIII 

Для проверки чувствительности тест-системы были получены сыворотки к набору 

штаммов ВКЭ: Absettarov, ZauPVV, VK476, MOS-152-N-2017, Karl14-T20468, LK-138, 205, DV 

936k, 178–79, 886–84, принадлежащих к разным подтипам ВКЭ (Рисунок 36). Вирусы 

предварительно размножали в мозге мышей для получения высокотитражных мозговых 

суспензий, которые в дальнейшем использовали для получения сывороток и ИАЖ.   

Титр НАТ в ИАЖ определяли против соответствующего вируса (Таблица 9) с помощью 

РН 50% бляшек в культуре клеток СПЭВ. Титры НАТ исследуемых мышиных ИАЖ составляли 

около 2,5lg. 

ИАЖ кроликов, полученные ранее в лаборатории биологии арбовирусов ФГАНУ 

«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита), и ИАЖ мышей, полученные в 

рамках данной работы, содержащие антитела против различных штаммов ВКЭ, которые 

циркулируют на территории РФ, тестировали в ИФА с белками sE, dI+II и dIII. Все исследуемые 

ИАЖ были положительны в ИФА тест-системе с рекомбинантными белками sE и dIII и 

отрицательны с dI+II (Таблица 9).  
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Таблица 9 – Титр НАТ и результаты ИФА на основе рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII при 
исследовании ИАЖ, содержащих антитела к разным штаммам ВКЭ 
 

От кого 
получена 

ИАЖ 
Подтип Штамм 

Титр НАТ против 
соответствующего 

вируса, lg(НАТ) 

ИФА 
(sE) 

ИФА 
(dI+II) 

ИФА 
(dIII) 

Мышь 

Европейский Absettarov 2,95 + − + 

Европейский 
MOS-152-N-

2017 
1,9 + − + 

Сибирский VK476 2,94 + − + 

Сибирский ZauPVV 1,9 + − + 

Сибирский Karl14-T20468 2 + − + 

Кролик 

Дальневосточный 256 н/т + − + 

Сибирский Yar-82 н/т + − + 

Сибирский Kurg-59 н/т + − + 

«н/т» – не тестировали 
 

Разработанная ИФА тест-система на основе рекомбинантных белков dIII и sE была 

эффективна в отношении всех исследуемых ИАЖ, содержащих антитела ко всем штаммам ВКЭ, 

используемым в работе. Рекомбинантный белок dI+II не сработал ни с одной мышиной и 

кроличьей сывороткой. 

3.4.4 Выявление антител против разных штаммов вируса клещевого энцефалита в 

сыворотке крови мышей при экспериментальном заражении  

Для определения спектра выявляемых антител против ВКЭ с использованием 

рекомбинантных белков тестировали сыворотки мышей, полученные при моделировании 

естественной инфекции различными штаммами ВКЭ. Мышей заражали подкожно по 0,1 мл 

вируса в заднюю лапу. Сыворотки от 3х мышей на 7-й день после инокуляции одним вирусом 

объединяли в пул. Все сыворотки были протестированы в РН против штамма вируса 

соответствующего подтипа. 

Ввиду отсутствия сигнала в ИФА при использовании рекомбинантного белка dI+II при 

тестировании мышиных и кроличьих ИАЖ, белок не использовали в исследовании сывороток 

после экспериментального заражения КЭ. 

В пулах сывороток крови мышей, зараженных ВКЭ, на 7-й день после введения вируса 

титры НАТ в РН были низкими (на уровне 1–1,4 lg). При выявлении IgG антител 3/8 и 4/8 

исследуемых сывороток показали отрицательный результат в ИФА с рекомбинантными белками 

sE и dIII соответственно. Тем не менее, большинство исследуемых сывороток (7/8) оказались 
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положительными на IgM-антитела в ИФА с белком dIII, а половина пулов (4/8) - 

положительными на IgM-антитела в ИФА с белком sE (Таблица 10).  

 

Таблица 10 – Исследование сывороток мышей на 7-е сутки после заражения разными штаммами ВКЭ в 
ИФА на основе белков sE и dIII  
 

Подтип Штамм 
Титр НАТ против ВКЭ, 

lg 

ИФА 
IgG 
(sE) 

ИФА 
IgM 
(sE) 

ИФА 
IgM 

(dIII) 

Европейский 
Absettarov н/т + + + 

LK-138 1,25 * 1 − − + 
Сибирский Yuk 4/13 1,07 2 + + + 

Дальневосточный 
SofjinKGG 1,17 3 + − − 

205 1,24 3 + + + 
DV 936k н/т + + + 

Байкальский-1 178–79 1,48 2 − − + 
Байкальский-2 886–84 1,45 2 − − + 

* – Разброс значений для РН с контрольной сывороткой для ВКЭ находится в пределах SD=0,18 (n = 10); 
1 – титр НАТ был проверен в РН со штаммом LK-138; 
2 – титр НАТ был проверен в РН со штаммом EK-328;  
3 – титр НАТ был проверен в РН со штаммом SofjinKGG;  

«н/т» – не тестировали 
  

При исследовании сывороток крови мышей, полученных на 7-е сутки после заражения 

разными штаммами ВКЭ, с использованием ИФА тест-системы на основе белков sE и dIII, IgG 

антитела выявлялись не во всех сыворотках. Это связано с тем, что на 7-е сутки IgG антительный 

ответ еще слабо сформирован, что подтверждается низкими титрами антител, определенных в 

РН (<1,5 lg). Так у людей уровень IgM достигает пика на 10-14 сутки после заражения (на ранних 

стадиях заболевания) и начинает снижаться примерно к шести неделям после заражения [280]. У 

мышей IgG антитела обычно обнаруживаются вскоре после IgM антител, причем заметное 

повышение уровня наблюдается в течение нескольких недель после заражения. Важно отметить, 

что хотя эти временные рамки представляют собой общую схему, точная кинетика появления 

антител может варьироваться в зависимости от таких факторов, как вид организма, доза вируса 

и путь заражения [281]. Выявление IgG-антител в сыворотках мышей на ранней стадии инфекции 

с помощью ИФА оказалось проблематичным, тогда как анализ IgM-антител позволил выявить 

их в тех образцах, в которых результаты выявления IgG антител были отрицательными (Таблица 

10).  

Таким образом, была продемонстрирована высокая чувствительность диагностической 

методики ИФА на основе полученных рекомбинантных белков sE и dIII при использовании их в 

качестве антигенов для выявления антител к широкому спектру штаммов ВКЭ, относящихся к 
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европейскому, сибирскому, дальневосточному и байкальским подтипам, как в гипериммунных 

сыворотках и ИАЖ мышей и кроликов, так и в сыворотках крови мышей при экспериментальной 

инфекции ВКЭ [282]. Использовались охарактеризованные ранее штаммы, выделенные в разные 

годы, из разных источников и из разных географических регионов [235].  

Суммируя результаты, полученные рекомбинантные белки sE и dIII пригодны для 

выявления как IgG, так и IgM антител против ВКЭ, что может быть в дальнейшем применимо 

для диагностики антител к ВКЭ.   

3.4.5 Оценка спектра антител против вируса клещевого энцефалита в сыворотках 

крови обезьян после экспериментальной инфекции вирусом клещевого 

энцефалита или иммунизации вакциной против клещевого энцефалита 

Обезьян делили на группы по две-три особи. Одной группе вводили вакцину КЭ 

двукратно с интервалом в 14 дней, вторую группу заражали ВКЭ штамм ЭК-328, а третьей группе 

вводили физиологический раствор и использовали в качестве отрицательного контроля. 

Сыворотки обезьян до заражения были исследованы в РН на наличие антител к вирусам ВЗН, 

ВКЭ и ВПОВ, т.к. данные вирусы эндемичны на территории России. У двух обезьян были 

обнаружены НАТ: у обезьяны №6 в титре 1,84 lg к ВЗН и у обезьяны №2 в титре 1,81 lg к ВЗН и 

1,86 lg к ВКЭ. При рандомизации согласно случайным числам, обезьяна №6 попала в 

контрольную группу невакцинированных незараженных обезьян, а обезьяна №2 попала в группу 

зараженных ВКЭ обезьян. 

При помощи разработанной методики ИФА IgG антитела к белкам sE, dI+II и dIII были 

обнаружены в сыворотках некоторых обезьян, в которых были высокие титры НАТ. Стоит 

отметить, что НАТ, определяемые в РН, включают как IgG, так и IgM антитела, которые 

преимущественно образуются на первых этапах инфекции, тогда как в ИФА измеряли только IgG 

антитела. В группе инфицированных ВКЭ обезьян, на 7 и 10-14 сутки после заражения антитела 

были обнаружены в ИФА ко всем исследуемым рекомбинантным белкам в равных количествах 

только у обезьяны №2, у которой уже имелись НАТ к ВКЭ или другому ортофлавивирусу до 

заражения. В группе вакцинированных («Клещ-Э-Вак») обезьян на 13 день после иммунизации 

второй дозой вакцины, антитела к ВКЭ наблюдались у всех исследуемых обезьян. В контрольной 

группе антитела к ВКЭ не обнаруживались (Таблица 11). 
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Таблица 11 – Титры НАТ к ВКЭ и антител, выявленных в ИФА на основе белков sE, dI+II и dIII в 
сыворотках обезьян, зараженных ВКЭ либо вакцинированных вакциной КЭ 
 

Группа 
День после 
инфекции/ 

вакцинации 
Обезьяны 

Анти-ВКЭ 
НАТ, lg 

Антитела 
против 
dIII в 

ИФА, lg 

Антитела 
против 

sE в ИФА, 
lg 

Антитела 
против 
dI+II в 
ИФА, lg 

ВКЭ 

7 
1 2,35 0 0 0 
2 4,49 3,98 3,9 3,93 
3 1,8 0 0 0 

10-14 
1 3,23 0 0 0 
2 4,4 4,1 4,07 4,68 
3 1,84 0 0 0 

ВКЭ 
вакцинирован-

ные 
13 

4 2,40 3,49 3,33 3,42 

5 2,70 3,75 3,3 3,53 

Невакциниро-
ванные и 

незараженные 
0 

6 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 

 

В отличие от мышиных и кроличьих сывороток при тестировании сывороток обезьян как 

после заражения ВКЭ, так и после иммунизации вакциной КЭ, рекомбинантный белок dI+II в 

ИФА тест-системе позволял также эффективно выявлять антитела к ВКЭ, как и sE и dIII. 

Антитела ко всем рекомбинантным белкам выявлялись примерно в равных количествах [248]. 

3.4.6 Выявление антител против вируса клещевого энцефалита в сыворотках крови 

обезьян после инфекции вирусом Повассан и после иммунизации вакциной 

против клещевого энцефалита с последующим заражением вирусом Повассан 

В исследование входили две группы животных: обезьяны, зараженные ВПОВ и обезьяны, 

иммунизированные двукратно вакциной против ВКЭ, зараженные ВПОВ через 14 дней после 

последней иммунизации (Рисунок 37).  

 

Рисунок 37 – Схема эксперимента по заражению обезьян ВПОВ с предварительной иммунизацией 
вакциной КЭ и без неё. Красными каплями на графике указаны дни сбора материала 
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В группе, инфицированной только ВПОВ без вакцинации, антитела к рекомбинантным 

белкам не были обнаружены, несмотря на наличие перекрестно реагирующих НАТ к ВКЭ 

(Таблица 12). Стоит отметить, что перекрестные НАТ после заражения ВПОВ к ВКЭ 

обнаруживались в достаточно низких титрах, что могло повлиять на эффективность их 

обнаружения. Тем не менее в наших экспериментах мышиные ИАЖ, полученные к ВПОВ, также 

показали отрицательный результат с разработанной ИФА тест системой на основе исследуемых 

рекомбинантных белков, что дает дополнительное подтверждение о ее специфичности [194]. В 

группе двукратно иммунизированных вакциной КЭ обезьян после заражения ВПОВ антитела 

эффективно выявлялись в ИФА с использованием всех трёх рекомбинантных белков во всех 

временных точках, за исключением второго дня после инфицирования. При этом титры 

перекрестно-реактивных антител к ВКЭ значительно выросли к 10 суткам после заражения 

ВПОВ вакцинированных животных. 

При тестировании сывороток крови обезьян все три рекомбинантных белка (sE, dI+II, dIII) 

эффективно выявляли антитела к ВКЭ, в отличие от мышиных и кроличьих сывороток [248]. 

 

Таблица 12 – Титры анти-ВКЭ НАТ и антител, выявленных в ИФА тест-системе на основе белков sE, dI+II 
и dIII в сыворотках обезьян, зараженных вирусом Повассан с иммунизацией вакциной КЭ и без неё [248] 
 

Группа 
День после 
инфекции 

Обезьяны 
Анти-ВКЭ 

НАТ, lg 

Антитела 
против 
dIII, lg 

Антитела 
против 
sE, lg 

Антитела 
против 
dI+II, lg 

ВПОВ 7 

8 1,3 0 0 0 
9 1,8 0 0 0 
10 н/т 0 0 0 

Вакцинирован-
ные против 

ВКЭ + ВПОВ 

2 
4 2,40 0 0 0 
5 2,57 3,85 3,55 4,77 

4 
4 2,98 4,02 4,02 4,41 
5 2,31 4,08 3,84 3,6 

7 
4 3,04 4,92 4,84 5,58 
5 2,95 5,33 4,95 4,62 

10-14 
4 4,17 4,45 4,6 4,87 
5 5,30 5,55 5,01 7,82 

Отрицательные 0 
6 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 

«н/т» – не тестировали 
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3.4.7 Исследование клинического материала от людей в иммуноферментном анализе 

на основе рекомбинантных белков  

В России встречаются все подтипы ВКЭ, из них Европейский, Сибирский и 

Дальневосточный отвечают за большинство случаев заражения, в то время как Байкальские 

варианты вируса имеют более ограниченный ареал (Рисунок 38). 

 

 

Рисунок 38 – Карта мира. Разными цветами отмечено распространение различных подтипов ВКЭ. 
Европейский (черная линия), сибирский (коричневая линия) и дальневосточный (зеленая линия), 
байкальские (фиолетовая линия) и гималайский (золотая линия). (Адаптировано по: Worku D.A. и др., 
2023 [283]) 

 

Для оценки эффективности полученных рекомбинантных белков в качестве антигенов для 

ИФА при исследовании сывороток человека использовали несколько наборов сывороток 

пациентов с клинически и лабораторно подтвержденным диагнозом КЭ из разных регионов 

России (Рисунок 39). Сыворотки были получены от пациентов на разных стадиях заболевания 

КЭ и в отдаленные сроки после перенесенного заболевания (от 4 дней до более чем года) и 

подробно описаны в разделе Материалы и методы. 
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Рисунок 39 – Карта России, на которой отмечены регионы откуда поступили материалы от пациентов с 
диагнозами КЭ или ЛЗН, сыворотки которых были проанализированы в работе. Указаны регионы без 
четких координат и границ распространения вируса 

 

В первом наборе проб от пациентов из ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница №1 

Департамента здравоохранения города Москвы» шесть из семи сывороток от пациентов с 

диагнозом КЭ были положительными в ИФА с белками sE, и dIII и три из семи сывороток с 

белком dI+II. Ввиду низкой эффективности выявления антител к ВКЭ в ИФА на основе белка 

dI+II в дальнейших исследованиях человеческих сывороток его не использовали. Одна из 

сывороток оказалась отрицательной в нашей тест-системе на основе белков sE, и dIII при 

выявлении IgG антител против ВКЭ, поэтому она была дополнительно протестирована в РН 

против штамма ВКЭ MOS-152-N-2017, относящегося к европейскому подтипу, т.к. пациент был 

заражен на территории Европейской части Российской Федерации. Титр составлял 2,01 lg НАТ. 

Второй набор сывороток пациентов с диагнозом КЭ был взят из ретроспективного анализа 

за 20 лет. Все сыворотки были положительными в ИФА с использованием белка sE. Только 11 из 

26 сывороток были положительными в ИФА с белком dIII.  

Все сыворотки из третьего набора, полученные от пациентов с диагнозом КЭ, 

поступивших в ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница №1 Департамента здравоохранения 

города Москвы» в период с 2017 по 2023 год, были положительными в исследуемой тест-системе 

на основе рекомбинантного белка sE (20/20). При использовании рекомбинантного белка dIII 

положительными были 18 из 20 сывороток (Таблица 13). 
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Таблица 13 – Эффективность выявления анти-ВКЭ антител в ИФА на основе белков sE, dI+II и dIII в 
сыворотках пациентов с диагнозом КЭ 
 

Номер набора 
Количество 

сывороток, n 
ИФА (sE) 

С+/n 
ИФА (dIII) 

С+/n 
1 7 6/7 6/7 
2 26 26/26 11/26 
3 20 20/20 18/20 

 

С+/n – количество положительных сывороток / общее количество исследуемых сывороток 
 

В общей сложности было исследовано 53 человеческие сыворотки, полученные от людей 

с подтвержденным диагнозом КЭ. В лабораторном варианте ИФА на основе рекомбинантного 

белка sE, при тестировании человеческих сывороток, эффективность выявления анти-ВКЭ 

антител составила 98% (52/53). При использовании в ИФА рекомбинантного белка dIII 

эффективность выявления анти-ВКЭ антител составила 66% (35/53). Рекомбинантный белок 

dI+II, который использовали только при анализе первого набора сывороток, показал самую 

низкую эффективность 42% (3/7). 

3.5 Изучение взаимодействия рекомбинантных белков sE, dI+II и dIII с антителами 

к другим ортофлавивирусам в иммуноферментном анализе  

3.5.1 Анализ мышиных гипериммунных асцитных жидкостей, содержащих 

антитела к различным ортофлавивирусам 

 

ИАЖ мышей, полученные в рамках данной работы, содержащие антитела против 

различных ортофлавивирусов: ВПОВ, ВОГЛ, вируса Лангат и ВЗН – были протестированы в РН 

против соответствующего вируса. Несмотря на наличие высоких титров нейтрализующих 

антител (>2,2 lg), все исследуемые ИАЖ, за исключением ИАЖ к штамму Абсеттаров ВКЭ, 

показали отрицательный результат в ИФА тест-системе на основе рекомбинантных белков sE и 

dIII, а также с белком dI+II (Таблица 14) [235]. 
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Таблица 14 – Исследование мышиных сывороток, содержащих антитела против различных 
ортофлавивирусов, в РН и в ИФА на основе белков sE, dI+II и dIII 
 

Вирус / штамм 
Титр НАТ против 

соответствующего вируса, 
lg(НАТ) 

ИФА (sE) 
ИФА 

(dI+II) 
ИФА (dIII) 

ВКЭ / Absettarov 2,95 + − + 
ВПОВ / Pow-24 >3,4 * − − − 
ВОГЛ / Nikitina 2,2 − − − 

Вирус Лангат / TP-21 (Elantsev) 2,5** − − − 
ВЗН / B958 2,3 − − − 

* – Разброс значений для РН 50% бляшек с контрольной сывороткой для ВКЭ находится в пределах 
SD=0,18 (n = 10);  
** – Значение титра в РН 50% бляшек против ВОГЛ; «−» - антитела не выявлялись 

 

Таким образом, были протестированы сыворотки мышей, содержащие антитела к 

различным ортофлавивирусам, циркулирующим на территории РФ, таким как ВЗН, ВПОВ, 

ВОГЛ и вирус Лангат. Разработанная ИФА тест-система на основе рекомбинантных белков dIII 

и sE показала 100% специфичность при анализе антител к ВКЭ и не выявляла антитела к другим 

исследуемым ортофлавивирусам. Рекомбинантный белок dI+II также не сработал ни с одной 

мышиной сывороткой [194]. 

3.5.2 Исследование специфичности полученных рекомбинантных белков в 

иммуноферментном анализе с использованием сывороток людей 

Специфическая диагностика заболеваний, вызванных ортофлавивирусами, важна как для 

совместно циркулирующих вирусов, так и для географически и филогенетически отдаленных 

вирусов в условиях активного и развивающегося туризма. Поэтому было важно протестировать 

исследуемые рекомбинантные белки с сыворотками людей, содержащими антитела к различным 

ортофлавивирусам, близким или отдаленно родственным ВКЭ. Специфичность выявления 

антител к ВКЭ разработанной тест-системы ИФА на основе рекомбинантных белков sE и dIII 

была показана с использованием пула человеческих сывороток (56 сывороток) с клинически и 

лабораторно подтвержденными инфекциями ЯЭ, Зика, ЛЗН, ЖЛ и лихорадки денге (первый 

набор) и содержащими антитела к одному или сразу к нескольким ортофлави- (ВЖЛ и вирус 

Зика) или альфавирусам (вирус Чукунгунья) (четвертый набор) (Рисунок 40). Последние были 

взяты в анализ для оценки возможного неспецифического связывания на фоне другой 

арбовирусной инфекции [235]. 
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Рисунок 40 – Карта мира с указанием регионов, где предположительно произошло заражение пациентов 
ортофлавирусной инфекцией, чьи сыворотки были проанализированы в работе 

 

При тестировании сывороток от пациентов с ортофлавивирусными инфекциями (кроме 

КЭ), рекомбинантные белки sE и dIII обнаружили антитела в ИФА лишь в одном случае – у 

больного с диагнозом японский энцефалит (Таблица 15). 

 

Таблица 15 – Исследование человеческих сывороток, содержащих антитела против других 
ортофлавивирусов в ИФА на основе белков sE, dI+II и dIII 
 

Номер 
набора 

Диагноз 
Количество 

сывороток, n 
ИФА (sE) 

С+/n 
ИФА (dIII) 

С+/n 

1 

ЯЭ* 1 1/1 1/1 
Лихорадка Зика 2 0/2 0/2 

ЛЗН 6 0/6 0/1 
Лихорадка денге 6 0/6 0/6 

4 

ЖЛ 5 0/5 0/5 
ЖЛ + Зика 1 0/1 0/1 

Чикунгунья + ЖЛ 5 0/5 0/5 
Чикунгунья + Зика 3 0/3 0/3 

Чикунгунья 3 0/3 0/3 
* – Пациент был ранее иммунизирован вакциной против КЭ;  
С+/n – количество положительных сывороток / общее количество исследуемых сывороток  

 

При более подробном изучении истории болезни в анамнезе данного пациента выявилось, 

что он ранее был вакцинирован от КЭ и посещал эндемичные по КЭ территории, что, судя по 

всему, послужило причиной выявления анти-ВКЭ антител. Данный случай был описан в отчете 

врачей [284]. Сыворотка пациента с ЯЭ была дополнительно протестирована на наличие НАТ 

против ВЯЭ и ВКЭ. Было установлено, что титр НАТ в сыворотке пациента против ВКЭ штамма 

MOS-152-N-2017 европейского подтипа составил 2,11 lg. В то же время, титр НАТ против ВЯЭ 

был – 2,8 lg. Эти данные свидетельствуют о выраженной перекрестной реактивности антител к 
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ВКЭ в исследуемом образце сыворотки, что объясняет почему исследуемая сыворотка была 

положительна в ИФА с антигенами sE и dIII [235]. Однако для исключения возможности 

перекрестной реакции антител к ВЯЭ с исследуемыми рекомбинантными белками необходимо 

более масштабное тестирование сывороток, содержащих только антитела к ВЯЭ.  

Таким образом, результаты свидетельствуют о 100% специфичности тест-системы ИФА 

на основе рекомбинантных белков sE и dIII. Оценить специфичность рекомбинантного белка 

dI+II не представилось возможным ввиду его низкой эффективности. 

3.5.3 Влияние последующей вакцинации против вируса желтой лихорадки на 

обнаружение антител против вируса клещевого энцефалита у людей 

Известно, что предшествующая вакцинация против одного ортофлавивируса может 

повлиять на иммунный ответ при заражении другим ортофлавивирусом, в том числе на спектр 

антител, образующихся в ответ на инфекцию [285; 286]. Ежегодно в мире регистрируется около 

200 тысяч случаев заражения людей ВЖЛ. При этом, в случае развития тяжелой формы 

заболевания, летальность достигает почти пятидесяти процентов [287; 288]. В связи с этим в 2023 

году в рамках стратегии ВОЗ по ликвидации эпидемий ЖЛ вакцинацию прошли почти 62 

миллиона реципиентов [289; 290]. Вакцинация против ЖЛ довольно распространена в РФ в связи 

с массовым туризмом в страны, эндемичные по этому заболеванию. Поэтому мы оценили 

эффективность выявления анти-ВКЭ антител в ИФА с использованием рекомбинантных белков 

sE, dI+II и dIII в сыворотках людей, вакцинированных и не вакцинированных против КЭ, которые 

дополнительно были вакцинированы против ВЖЛ (Рисунок 41).  

 

 

Рисунок 41 – Схема эксперимента по влиянию вакцинации против ЖЛ на обнаружение анти-ВКЭ антител 
в сыворотке крови людей, предварительно иммунизированных вакциной КЭ 
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Все сыворотки людей, вакцинированных против ВКЭ до и после вакцинации против ВЖЛ 

(штамм 17D) (пятый набор сывороток), были положительны в разработанной ИФА тест-системе 

на основе рекомбинантных белков sE и dIII. При использовании в ИФА рекомбинантного белка 

dI+II анти-ВКЭ антитела выявлялись только у 5 из 8 пациентов, вне зависимости от иммунизации 

вакциной против ВЖЛ. Сыворотки людей, не вакцинированных против ВКЭ, были 

отрицательными как до, так и после введения вакцины против ВЖЛ (Таблица 16).  

 

Таблица 16 – Исследование сывороток людей, иммунизированных и неиммунизированных вакциной КЭ 
на фоне дополнительной иммунизации вакциной против ВЖЛ в ИФА на основе рекомбинантных белков 
sE, dIII и dI+II 
 

Группа 
Вакцинация 
против ВКЭ 

Вакцинация 
против ВЖЛ 

Количество 
образцов 

ИФА 
(sE) 
С+/n 

ИФА 
(dI+II) 
С+/n 

ИФА 
(dIII) 
С+/n 

Группа 1 до 
вакцинации от ВЖЛ 

+ − 8 8/8 5/8 8/8 

Группа 2 до 
вакцинации от ВЖЛ 

− − 6 0/6 0/6 0/6 

Группа 1 после 
вакцинации от ВЖЛ 

+ + 8 8/8 5/8 8/8 

Группа 2 после 
вакцинации от ВЖЛ 

− + 6 0/6 0/6 0/6 

С+/n – количество положительных сывороток / общее количество исследуемых сывороток  

 

Таким образом, вакцинация против ВЖЛ не повлияла на выявление антител к ВКЭ, 

выработанных после иммунизации вакциной КЭ, при их исследовании в ИФА на основе 

рекомбинантных белков sE и dIII. Рекомбинантный белок dI+II показал более низкую 

чувствительность при выявлении анти-ВКЭ антител в сыворотках крови людей [235].  

3.5.4 Специфичность выявления антител к вирусу клещевого энцефалита в 

сыворотках крови условно здоровых людей, содержащих антитела к вирусу 

Западного Нила  

ИФА широко используется для оценки уровня популяционного иммунитета. 

Перекрестная реактивность антител к ВКЭ и ВЗН является одной из важных проблем при 

серодиагностике нейроинфекций, особенно на территориях, где вирусы циркулируют 

одновременно [135]. В работе были исследованы 10 образцов сывороток крови условно здоровых 

людей из Московской области (шестой набор), которые, по данным Центра гигиены и 

эпидемиологии Московской области, были положительными на анти-ВКЭ IgG антитела в 

коммерческом наборе для ИФА (ВектоВКЭ-IgG) [282]. Образцы были протестированы в РН и 

имели титры НАТ как к штамму ВКЭ MOS-152-N-2017, изолированному в Москве в 2017 году, 
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принадлежащему к европейскому подтипу, так и к ВЗН штамму Hp-90, принадлежащему к 

первой линии. Титр НАТ к ВКЭ был выше, чем к ВЗН, только в сыворотке № 10 (Таблица 17). 

 

Таблица 17 – Титры НАТ к ВКЭ и ВЗН в сыворотках условно здоровых людей из Московской области 
 

Номер сыворотки 
титр НАТ против ВКЭ, 

lg(НАТ) 
титр НАТ против ВЗН, 

lg(НАТ) 
1 1.5 * 2.3 
2 <1 ** 1.9 
3 <1 >2.2 
4 <1 1.8 
5 <1 2.7 
6 <1 >2.8 
7 <1 2 
8 1.8 2.2 
9 <1 1.9 
10 >2.2 1.6 

* – Разброс значений в реакции нейтрализации 50% бляшек с контрольной сывороткой для ВКЭ находится 
в пределах SD=0,18 (n = 10);  
** – Значение находится ниже порога чувствительности метода 

 

Все сыворотки были использованны для исследования в разработанной диагностической 

методике ИФА на основе белков sE и dIII. В ИФА на основе рекомбинантного белка sE в качестве 

антигена антитела к ВКЭ выявлялись только при тестировании сыворотки №10 (Рисунок 42). 

Однако при использовании в качестве антигенов в ИФА рекомбинантных белков dI+II и dIII с 

этой же сывороткой результат был отрицательным. Остальные сыворотки были отрицательны 

при исследовании в ИФА с антигенами sE, dI+II и dIII, что свидетельствует о высокой 

специфичности ИФА тест-системы при выявлении антител к ВКЭ в сыворотках людей, 

содержащих антитела к ВЗН [235]. 
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Рисунок 42 – Титры антител в сыворотках условно здоровых людей в РН против ВКЭ и ВЗН и в ИФА с 
белком sE 
 

Это подтверждает, что полученный рекомбинантный белок sE может быть использован в 

качестве антигена в ИФА для эффективной специфической диагностики ВКЭ, что особенно 

важно в районах, где наблюдается совместная ко-циркуляция ВКЭ и ВЗН [5; 135; 291]. 

3.6 Сравнение разработанной методики иммуноферментного анализа на основе 

рекомбинантных белков с коммерческими тест-системами на основе 

иммуноферментного анализа 

 Эффективность и специфичность ИФА тест-системы на основе рекомбинантных белков 

sE и dIII сравнивали с лицензированными коммерческими тест-системами: российским набором 

«Вектор-Бест» и немецким набором «Euroimmun». Эти наборы используются для рутинной 

диагностики КЭ в клинической практике. 

Для тестирования были взяты 22 сыворотки крови людей из набора №1 с клинически 

подтвержденными диагнозами ортофлавивирусных инфекций: КЭ, ЯЭ, ЛЗН, лихорадка Зика и 

лихорадка денге.  

Как описано ранее, для количественного определения антител в разработанной ИФА тест-

системе на основе рекомбинантных белков sE и dIII использовали контрольную сыворотку 

человека, вакцинированного дважды вакциной Клещ-Э-Вак (Россия). Сыворотку брали в 6 

разведениях, начиная с 1:50 с кратностью 4, после чего на основании данных полученной 

оптической плотности (OD) строили калибровочную кривую. При помощи уравнения линейной 

зависимости рассчитывали титры исследуемых сывороток (Рисунок 43).  
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Рисунок 43 – Титры антител в исследуемых сыворотках, определенные с помощью ИФА с 
использованием в качестве антигена (а) белка sE и (б) белка dIII. Цветами указаны титры сывороток 
пациентов с диагнозами: фиолетовый – КЭ, светло-фиолетовый – условно здоровый реципиент 
иммунизированный вакцинированный против КЭ, желтый – ЯЭ, красный – лихорадка Зика, зеленый – 
ЛЗН, синий – лихорадка денге 
 

Кроме того, часть сывороток из набора №1 была протестирована в коммерческих ИФА 

наборах (Таблица 18). 

 

Таблица 18 – Исследование человеческих сывороток, содержащих АТ к различным ортофлавивирусам в 
коммерческих наборах ИФА и некоммерческой ИФА тест-системе на основе рекомбинантных белков sE 
и dIII 
 

Диагноз 
ИФА (sE и dIII) 

С+/n 
Euroimmun 

С+/n 
Вектор-Бест 

С+/n 

ЯЭ * 1/1 1/1 1/1 

КЭ 4/5 4/5 5/5 

Лихорадка Зика  0/1 0/1 0/1 

Лихорадка денге  0/5 2/5 2/5 

ЛЗН 0/5 1/5 1/5 

* – Пациент был ранее иммунизирован вакциной против КЭ; 
С+/n – количество положительных сывороток / общее количество исследуемых сывороток  
 

Рекомбинантные белки sE и dIII показали схожие результаты при тестировании 

сывороток. Их эффективность составила 80% (4/5) при выявлении анти-ВКЭ-антител в 

сыворотках людей, а специфичность 92% (11/12), учитывая описанную ранее сыворотку 

пациента с ЯЭ, имеющую титр НАТ 2,11 lg к ВКЭ [284]. Для коммерческого набора Euroimmun 

(Германия) эффективность составила 80% (4/5), а специфичность 67% (8/12). Для коммерческого 

набора Вектор-Бест эффективность составила 100% (5/5), а специфичность 67% (8/12) (Рисунок 

43 и Таблица 18). Таким образом, использование рекомбинантных белков в ИФА тест-системе 
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значительно повысило её специфичность для выявления антител к ВКЭ в сравнении с 

коммерческими наборами, основанными на иммобилизации цельвирионного антигена. При этом 

использование sE белка в качестве антигена не снижало эффективность выявления, однако 

использование только dIII или dI+II значительно снижало эффективность выявления анти-ВКЭ-

антител в ИФА.  

Специфичность и чувствительность полученных рекомбинантных белков при их 

использовании в качестве антигенов в ИФА могут при соответствующей доработке обеспечить 

более точную диагностику КЭ. Это особенно важно для диагностики заболеваний со сходными 

с КЭ клиническими проявлениями, а также ввиду серологической перекрестной реактивности 

ортофлавивирусов [292]. Таким образом, полученные рекомбинантные белки штамма Сухар ВКЭ 

могут быть использованы в качестве платформы для специфической и эффективной тест-

системы ИФА. 
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Заключение 
  

Диссертация посвящена препаративному получению рекомбинантных белков dI+II, dIII, 

sE ВКЭ штамма Сухар и sE штамма Софьин в бактериальной системе экспрессии E. coli и оценке 

их диагностического потенциала в ИФА для выявления антител к ВКЭ. Изучена 

чувствительность и специфичность диагностической методики ИФА, проведено сравнение с 

существующими ИФА тест-системами на основе цельновирионного антигена ВКЭ.  

Для получения рекомбинантных белков был выбран ранее неисследованный штамм 

Сухар, относящийся к сибирскому подтипу ВКЭ [194]. В качестве антигенов для лабораторной 

ИФА тест-системы были отобраны: слитый домен dI+II, так как в нем находится большая часть 

общих внутриродовых эпитопов; домен dIII, в связи с тем, что он несет в себе большинство 

вирусоспецифических эпитопов; домен sE, как целый поверхностный вирусный антиген.  

Для получения рекомбинантных белков подбирали и оптимизировали условия их 

выделения в бактериальной системе экспрессии. На первом этапе, используя стандартный режим 

культивирования бактерий (18 часов при 37С), была подобрана оптимальная питательная среда 

для культивирования. Наибольшую экспрессию рекомбинантного белка sE наблюдали при 

использовании среды ТВ. 

Поскольку исследуемые рекомбинантные белки синтезировали в виде телец включения, 

на следующем этапе работы проводили подбор концентрации мочевины для буфера 

солюбилизации. Далее были подобраны оптимальные условия по выделению белков при помощи 

аффинной хроматографии (последовательные смывы белка с колонки при повышении 

концентрации имидазола) и обессоливания на колонках. Концентрация выделенных и 

очищенных рекомбинантных белков варьировалась от 3,1 до 7,8 мг с литра культуры. При 

постановке иммуноблота и ИФА было показано, что полученные белки сохранили способность 

связываться с антителами к ВКЭ.  

Белок sЕ штамма Софьин был получен в количестве 0,8 мг при использовании условий, 

аналогичных условиям получения белка sE штамма Сухар, что достаточно для его применения в 

качестве антигена в иммунологических реакциях. Однако, при сравнении способности 

связываться с антителами к ВКЭ в ИФА белок sE штамма Софьин показал более низкую 

оптическую плотность (OD450), чем белок sE штамма Сухар.   

Для изучения эффективности и специфичности диагностической методики ИФА на 

основе полученных белков в работе были использованы сыворотки мышей, кроликов и людей, 

содержащие антитела к ВКЭ и другим ортофлавивирусам. Все исследуемые мышиные и 

кроличьи сыворотки, полученные против штаммов ВКЭ, принадлежащих к различным подтипам, 

были положительны в ИФА с белками sE и dIII. Таким образом, диагностическая методика ИФА 



 

 

97 

на основе белков sE и dIII показала широкий спектр выявления антител к ВКЭ. Разработанная 

ИФА тест-система на основе белка sE и dIII показала высокую специфичность при тестировании 

сывороток лабораторных животных, позволяя дифференцировать сыворотки, содержащие 

антитела к ВКЭ, от сывороток с антителами к другим ортофлавивирусам. Суммарно было 

протестировано 20 сывороток мышей и кроликов, предварительно иммунизированных ВКЭ и 

ортофлавивирусами ВПОВ, ВОГЛ, вирусом Лангат и ВЗН. Во всех сыворотках, содержащих 

антитела к широкому спектру штаммов ВКЭ, были выявлены анти-ВКЭ антитела (16/16). В 

сыворотках, содержащих антитела к другим ортофлавивирусам, не было выявлено 

ложноположительных результатов (0/4) при тестировании белков sE и dIII. При тестировании 

сывороток лабораторных животных рекомбинантный белок dI+II не сработал ни с одной 

мышиной или кроличьей сывороткой. Также были протестированы сыворотки мышей, взятые на 

разные сроки при экспериментальной инфекции ВКЭ и после иммунизации вакциной КЭ. 

Сыворотки, взятые на ранней стадии инфекции, были протестированы на наличие не только IgG, 

но и IgM антител. При отсутствии IgG антител в тест-системе безошибочно выявлялись анти-

ВКЭ-IgM антитела, что соответствует ранней стадии инфекции. Стоит отметить, что 

эффективность выявления анти-ВКЭ IgG антител с помощью рекомбинантного белка sE была 

выше, чем при использовании белка dIII, особенно при анализе сывороток вакцинированных 

животных.  

Чувствительность выявления антител к ВКЭ зависела от объекта исследования. В 

сыворотках мышей антитела выявлялись в ИФА на основе рекомбинантных белков sE и dIII даже 

при низких титрах НАТ, тогда как в сыворотках людей и обезьян антитела в ИФА выявлялись 

при титрах НАТ выше 2lg. Поскольку в РН детектируются только нейтрализующие антитела, а 

ИФА выявляет общий пул IgG антител к вирусу [293], наблюдаемые различия, по-видимому, 

обусловлены неодинаковым соотношением общих и нейтрализующих антител в исследуемых 

образцах. 

Суммарно было протестировано 53 сыворотки крови от пациентов с подтверждённым 

диагнозом КЭ. В лабораторном варианте ИФА на основе рекомбинантного белка sE 

эффективность выявления антител к ВКЭ составила 98% (52/53). При использовании 

рекомбинантного белка dIII эффективность выявления антител была ниже – 66% (35/53). При 

тестировании белка dI+II данный показатель был минимальным и составил 42% (3/7). Таким 

образом, белок sE продемонстрировал лучший результат при его использовании в качестве 

антигена для постановки диагностического ИФА при выявлении антител к ВКЭ в сыворотках 

крови людей, не теряя при этом в специфичности. 

Известно, что нейтрализующие эпитопы присутствуют во всех доменах белка Е ВКЭ. 

Однако большинство видоспецифичных эпитопов расположены в домене dIII, в то время как 
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домены dI+II более консервативны и, следовательно, содержат больше перекрестно-реактивных 

эпитопов [92; 294]. Ранее было показано, что в иммунных сыворотках людей с острой формой 

КЭ, присутствуют антитела к dI+II [211]. В исследованиях было показано, что при 

экспериментальной инфекции на мышиной модели значительная часть антител, образующихся 

при заражении ВКЭ, направлена против домена III белка E [295]. В нашем исследовании 

рекомбинантный белок dI+II не прореагировал с антителами ни одной из иммунных к ВКЭ 

мышиных или кроличьих сывороток. Однако при использовании материала от обезьян Macaca 

fascicularis, которые являются более близкой к человеку животной моделью, было 

продемонстрировано наличие антител к доменам dI+II после заражения ВКЭ или иммунизации 

вакциной КЭ. При этом анти-ВКЭ-антитела к рекомбинантным белкам dIII и sЕ в сыворотках, 

инфицированных ВКЭ обезьян и вакцинированных от КЭ животных, в последствии зараженных 

ВПОВ, выявлялись наравне с антителами к доменам dI+II. При исследовании человеческих 

сывороток рекомбинантный белок dI+II не всегда был информативен, поэтому использовался 

только при исследовании ограниченного набора сывороток. Полученные результаты указывают 

на некоторое сходство в спектре антител человека и макак. Наши результаты показывают, что sE 

захватывает больший спектр IgG антител, чем dIII или dI+II, при этом обладая сходной 

специфичностью. Однако при выявлении IgM-антител в сыворотках мышей на 7-й день после 

экспериментального заражения вирусом, белок dIII продемонстрировал более высокую 

эффективность по сравнению с sE. Данный факт обусловливает необходимость дополнительной 

оптимизации условий ИФА для детекции антител класса IgM. Таким образом, антитела к dI+II 

выявлялись в сыворотках обезьян и человека нерегулярно, их уровень не определялся в 

сыворотках мышей и кроликов, а использование белков sE и dIII позволяло выявить антитела к 

ВКЭ в разных организмах с высокой эффективностью.  

Описанные ранее ИФА тест-системы на основе рекомбинантных белков были 

недостаточно проверены на специфичность относительно других ортофлавивирусов [270–272]. 

В данной работе были проведены исследования с использованием сывороток мышей и людей, 

содержащих антитела к различным ортофлавивирусам: ВЗН, Лангат, ДЕНВ, ВПОВ, ВЖЛ, Зика, 

ВЯЭ, а также альфавируса Чикунгунья. Кроме того, были исследованы сыворотки людей со 

смешанными инфекциями, в которых не были выявлены анти-ВКЭ-антитела.  

Повышение специфичности при разработке ИФА тест-систем чаще всего сопровождается 

сужением спектра выявляемых антител. В описанных результатах работы использовался 

широкий набор штаммов ВКЭ, относящихся к разным подтипам, таким как европейский, 

дальневосточный, сибирский, байкальский-1, байкальский-2. При исследовании ИФА тест-

системы на основе рекомбинантных белков dI+II, dIII, sE использовали сыворотки людей с 
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диагнозом КЭ из разных регионов России, взятые на разные сроки инфекции, а также 

использовали пул сывороток из ретроспективных анализов.  

ИФА тест-система на основе белка sE ВКЭ штамма Сухар показала самую высокую 

эффективность выявления антител против ВКЭ при тестировании сывороток мышей, кроликов, 

обезьян и людей, при этом не проявляя неспецифичного связывания с антителами к другим 

ортофлавивирусам.  
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Выводы 
 

1. Получены рекомбинантные белки (sE, dI+II, dIII) штамма Сухар сибирского 

подтипа вируса клещевого энцефалита. Подобраны оптимальные условия для экспрессии 

соответствующих генов, солюбилизации, выделения и рефолдинга белков. Разработана 

диагностическая методика иммуноферментного анализа для выявления антител к вирусу 

клещевого энцефалита на основе полученных рекомбинантных белков.  

2. Диагностическая методика иммуноферментного анализа на основе 

рекомбинантных белков sE и dIII вируса клещевого энцефалита штамма Сухар обладает высокой 

чувствительностью: выявляет антитела в сыворотках лабораторных животных к 17 штаммам, 

относящимся к 5 подтипам вируса клещевого энцефалита, изолированным в разное время из 

разных источников и регионов. При анализе человеческих сывороток диагностическая методика 

иммуноферментного анализа на основе белка sE обладает более высокой чувствительностью в 

сравнении с белками dI+II и dIII. 

3. Доказана способность разработанной диагностической методики 

иммуноферментного анализа с использованием рекомбинантных белков sE и dIII 

дифференцировать антитела к вирусу клещевого энцефалита при анализе иммунных сывороток 

животных, содержащих антитела к вирусу клещевого энцефалита, вирусу Западного Нила, вирусу 

Лангат, вирусу Повассан, вирусу японского энцефалита, а также в сыворотках крови пациентов с 

диагнозами клещевой энцефалит, японский энцефалит, лихорадка Западного Нила, лихорадка 

Зика, лихорадка денге и реципиентов, вакцинированных против вируса клещевого энцефалита и 

вируса желтой лихорадки. 

4. Выявление антител к домену dI+II, в котором представлена большая часть кросс-

реактивных эпитопов, связанных с антителозависимым усилением инфекции ортофлавивирусов, 

информативно при анализе сывороток людей и обезьян, но не может быть использовано при 

анализе сывороток лабораторных животных (кроликов и мышей). 
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Практические рекомендации 
 
 Для практического применения разработанной диагностиечской метолики ИФА на основе 

рекомбинантных доменов особое значение имеют условия получения антигенов, используемых 

в анализе. Экспрессия, выделение и последующая очистка белков должны обеспечивать 

достаточный выход и необходимую степень чистоты, поскольку именно эти параметры во 

многом определяют воспроизводимость и диагностическую ценность метода при исследовании 

различных сывороточных образцов. 

При постановке ИФА также необходимо использование системы контроля качества, 

включающей внутренние и внешние контрольные образцы. Применение таких контролей 

позволяет отслеживать стабильность работы тест-системы и своевременно выявлять возможные 

отклонения, связанные с вариабельностью реагентов, условиями проведения анализа или 

техническими особенностями выполнения методики. 

Полученная ИФА тест-система может быть использована для дифференциальной 

диагностики антител к ВКЭ от антител к другим ортофлавивирусам. Четкие инструкции по 

использованию системы поддерживают точность диагностики, что позволит эффективно 

использовать ее в клинической практике. 
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Перспективы дальнейшей разработки темы 
 

 Для доведения разработанной диагностической методики ИФА до коммерческого 

продукта, необходим подбор условий для длительного хранения и стабилизации белков.  

Требуются дополнительные исследования для выбора рекомбинантного антигена для 

выявления антител класса IgM. В дальнейшем возможно улучшение разработанной ИФА тест-

системы за счёт анализа специфических сайтов связывания антител против ВКЭ с антигенными 

сайтами в рекомбинантных доменах. Требуются дополнительные исследования по 

специфичности диагностической методики ИФА с сыворотками лабораторных животных или 

пациентов, в которых содержатся антитела к ортофлавивирусам шотландского энцефалита овец 

(ШЭО) и Усуту.  

 Аналогичным образом изучение связывания перекрёстных сайтов в рекомбинантных 

доменах со специфическими для рода антителами в дальнейшем может позволить получить пан-

ортофлавивирусную ИФА тест-систему для первичного анализа сывороток людей при сезонных 

заболеваниях невыясненной этиологии. 

 Также, с научно-фундаментальной точки зрения, перспективным направлением будет 

анализ состава антител в сыворотках крови людей и животных при иммунном ответе на 

инфекцию, для изучения патогенеза при КЭ. Также, направление по изучению спектра 

противовирусных антител в постинфекционный и поствакцинальный периоды для обеспечения 

эффективности и снижения риска АТЗУИ при использовании экстренных и профилактических 

препаратов против ВКЭ. 
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Список сокращений и условных обозначений 
 

АТЗУИ – антитело-зависимое усиление инфекции 

АТФ – аденозинтрифосфат 

БОЕ – бляшко-образующие единицы 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ВЖЛ – вирус жёлтой лихорадки 

ВЗН – вирус Западного Нила  

ВКЭ – вирус клещевого энцефалита 

ВОГЛ – вирус омской геморрагической лихорадки 

ВОЗ – всемирная организация здравоохранения 

ВПОВ – вирус Повассан 

ВЯЭ – вирус японского энцефалита 

ГИС – гипериммунная сыворотка 

ГЭБ – гематоэнцефалический барьер 

ДЕНВ – вирус денге 

ДМЕМ – питательная среда Игла, модифицированная Дульбекко 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДТТ – дитиотреитол 

ЖЛ – желтая лихорадка 

ИАЖ – иммуноасцитная жидкость 

ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

ИФА – иммуноферментный анализ 

кДа – килодальтоны 

КЖ – культуральная жидкость 

Крио-ЭМ – криоэлектронная микроскопия 

КЭ – клещевой энцефалит 

ЛЗН – лихорадка Западного Нила 

ЛПА – латерально – проточный анализ 

НАТ – нейтрализующие антитела 
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нт – нуклеотид(ы) 

ОРС – открытая рамка считывания 

ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

ПААГ – полиакриламидный гель 

пн – пары нуклеотидов 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

РН – реакция нейтрализации 50% бляшек 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

СМЖ – спинномозговая жидкость 

СПЭВ – эмбриональные клетки почки свиньи 

СЧ – субвирусные частицы 

TБС (ТБС-T) – трис-боратный буфер (+Твин) 

ТМБ – 3,3',5,5'-тетраметилбензидина гидрохлорид  

УФ – ультрафиолет 

ФБС – фетальнай бычья сыворотка 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер 

ЦНС – центральная нервная система 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

ЯЭ – японский энцефалит 

6×His – гистидиновый тэг (состоит из 6 гистидинов) 

dNTP – смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов (dATP, dTTP, dGTP и dCTP) 

HRP – пероксидаза хрена  

IFN – интерферон 

IgM – иммуноглобулин M 

IgG – иммуноглобулина G 

IL – интерлейкин  

RdRp – РНК-зависимая РНК-полимераза 

prМ – мембранный белок-предшественник  

TNF – фактор некроза опухоли  
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Приложение 1 
 

ПРОТОКОЛ ПОСТАНОВКИ ИФА НА ОСНОВЕ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА sE 

ШТАММА СУХАР ВКЭ В КАЧЕСТВЕ АНТИГЕНА 

 

НЕОБХОДИМЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ 

 

Положительный рекомбинантный антиген (sE) (АГ+), отрицательный антиген (АГ-), 

контрольные положительная (С+) и отрицательная (С-) сыворотки, фосфатно-солевой буфер 

(ФСБ), твин 20, сухое обезжиренное молоко, раствор 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ), 2 М 

серная кислота (H2SO4), 96-луночный планшет для ИФА с высокой степенью связывания 

(Соrning), пленка липкая для заклеивания планшета (4 штуки), пипетки и наконечники, 

спектрофотометр, термостат на 37 °С, холодильник на 4 ºС, вторичные антитела 

конъюгированные пероксидазой хрена (HRP) соответствующие исследуемым антителам. 

В качестве отрицательного антигена (АГ-) используется очищенная суспензия клеток E. coli, 

трансфецированных плазмидой pQE-32 (без вставки) после ИПТГ-индукции, солюбилизации, 

аффинной хроматографии и обессоливания (12 нг на лунку) 

Контрольная положительная сыворотка (С+) – сыворотка, содержащая антитела к ВКЭ. 

Контрольная отрицательная сыворотка (С-) – сыворотка, не содержащая антитела к ВКЭ. 

 

ПОДГОТОВКА, ПРОВЕДЕНИЕ И ОБРАБОТКА РЕЗУЛЬТАТОВ ИФА 

 

1. Подготовка планшета. Подготовить положительный антиген (sE) (АГ+) и 

отрицательный антиген (АГ-), разведенный в ФСБ из расчета необходимого количества лунок, 

по 90 мкл с концентрацией 12 нг на лунку. Использовать по две лунки для каждой исследуемой 

сыворотки. В лунки планшета внести положительный антиген и отрицательный антиген (АГ-). 

Планшет закрыть пленкой и убрать на 4 ºС на 12 часов. 

2. После инкубации, планшет промыть три раза ФСБ. В каждую лунку вносить не менее 

300 мкл жидкости в процессе каждого цикла промывки. Время между заполнением и 

опорожнением лунок должно быть не менее 30 сек. Необходимо добиваться полного 

опорожнения лунок после каждого их заполнения. После трех промывок отобрать ФСБ-Т 

дополнительно до полного осушения лунок, если требуется.  

3. Приготовить раствор для блокировки неспецифических сайтов связывания: развести 4% 

обезжиренное молоко в ФСБ-Т (ФСБ с 0,05% Твин 20). Добавить по 90 мкл на лунку. Планшет 

заклеить пленкой и инкубировать 1 час при температуре 37 °С. 
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4. Развести исследуемые и контрольные сыворотки в 4% обезжиренном молоке в ФСБ-Т. 

Минимальное разведение сывороток 1:50. 

5. По окончании инкубации повторить п. 2. 

6. В две лунки внести по 90 мкл отрицательного контрольного образца сыворотки (С-). В 

две лунки внести 90 мкл положительного контрольного образца (С+) для качественного анализа.  

7. В остальные лунки внести по 90 мкл исследуемых образцов. Время внесения образцов 

не должно превышать 20 мин при использовании всех лунок планшета. 

8. Планшет заклеить пленкой и инкубировать 1 час при температуре 37 °С. По окончании 

инкубации повторить п. 2. 

9. Внести во все используемые лунки планшета по 90 мкл вторичных антител, меченных 

пероксидазой хрена (HRP), соответствующих исследуемым первичным антителам.  

10. Планшет заклеить пленкой и инкубировать 1 час при температуре 37 °С. По окончании 

инкубации повторить п. 2. 

11. Внести во все используемые лунки планшета (в т.ч. со всеми контрольными 

образцами) ТМБ по 90 мкл. Для внесения раствора ТМБ следует использовать одноразовую 

пластиковую ванночку и наконечники. Время внесения образцов не должно превышать 20 мин 

при использовании всех лунок планшета. После внесения раствора убрать планшет в темное 

место, не пропускающее свет на 20 минут. 

12. По истечении времени инкубации достать планшет и внести по 45 мкл 2М раствора 

серной кислоты (H2SO4) для остановки реакции.  

13. Оптическую плотность определить путем измерения при длине волны равной 450 нм 

на спектрофотометре. Время между остановкой реакции и измерением оптической плотности не 

должно превышать 10 минут. 

14. Вычислить коэффициент порогового значения (К) для отрицательной (С-) и 

положительной (С+) сывороток по формуле:  

 

где OD(АГ+)/OD(АГ–) – это соотношение оптических плотностей, определенных при исследовании 

сывороток (С+) и (С-) с положительным антигеном (АГ+) к оптической плотности, определенной 

с теми же сыворотками с отрицательным антигеном (АГ-).  

 15. Результаты ИФА считать валидными при значениях К:  

КСି  < 2 

КСା  ≥ 2 
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16. Если результат двух контролей соответствует валидности (п. 15), то можно проводить 

анализ исследуемых сывороток, как описано в п.14. Исследуемую сыворотку считать 

положительной при значении К больше или равной двум и отрицательной при значении К 

меньше двух, также как в п. 14. 

 

 


