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Описаны результаты выделения гликопротеида из фиксированного вируса бешенства штамма «Москва 
3253» с применением неионного детергента с последующей хроматографической очисткой. Показана 
возможность применения полученного антигена вируса бешенства в качестве иммунореагента 
при конструировании диагностикума путем конъюгации с наночастицами коллоидного золота для 
выявления специфических антител в иммунных сыворотках лошадей-продуцентов и в препарате 
антирабического иммуноглобулина в дот-иммуноанализе.
Ключевые слова: гликопротеид, фиксированный вирус бешенства, диагностикум

isolation of gliCoproteid from the fixed rabies virus, strain «mosCow 
3253», and ConstruCting of dot-immunoassay diagnostiCum on its basis

N.A. Sharapova, M.N. Kireyev, E.G. Abramova, S.V. Generalov, Zh.V. Matveyeva, 
I.M. Zhulidov, N.E. Tereshkina, E.A. Mikheyeva, L.V. Savitskaya, A.V. Gayeva, A.K. Nikiforov

Russian Research Anti-Plague Institute «Microbe», Saratov

Described here are the results of glicoproteid isolation from the fixed rabies virus, strain «Moscow 3253», using 
non-ionic detergent with subsequent chromatographic purification. The obtained antigen was demonstrated 
to be applicable as immunoreagent for construction of diagnosticum, by means of conjugation with colloid 
gold nanoparticles. The diagnosticum is meant for detection of specific antibodies in immune sera of horses-
producers, and in the preparation of anti-rabies immunoglobulin, in dot-immunoassay. 
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введение

Учитывая широкое распространение бешен-
ства и возрастающий объем проводимых лечеб-
но-профилактических мероприятий, конструи-
рование и усовершенствование диагностикумов 
для выявления антирабических антител остаётся 
актуальной проблемой [1, 9–11]. 

Гликопротеид, входящий в состав наружного 
белкового слоя липопротеиновой оболочки рабдо-
вирусов и образующий на поверхности вириона 
шипы длиной 5 –10 нм, играет ведущую роль в 
прикреплении вирионов в клетке и определяет 
типовую специфичность рабдовирусов [1, 2, 6, 
9, 12, 15]. Гликопротеид является наиболее мощ-
ным иммуногеном, индуцирующим образование 
вируснейтрализующих антител, что позволяет 
рассматривать его как эффективный иммуно-
реагент для конструирования диагностикумов, 
достоинством которых является отсутствие 
балластных внутренних компонентов вируса, 
способствующих проявлению неспецифических 
реакций и исключение инфекционного материала 
при анализе [2, 9]. 

Технология получения очищенных гликопро-
теидов связана с решением двух основных про-
блем: дезинтеграцией вирусных частиц, очисткой 
гликопротеидов от субвирусных компонентов и 
солюбилизирующего агента. В основном для де-
зинтеграции вирусных частиц применяют детер-
генты [1, 2, 4, 8, 9]. В литературе описано большое 

количество методов и различных детергентов, с 
помощью которых удается извлечь поверхностные 
гликопротеиды вирусов гриппа, парагриппа, вене-
суэльского энцефаломиелита лошадей, клещевого 
энцефалита, герпеса и бешенства [1–4, 8, 9]. Наи-
более мягкое и селективное действие на вирусную 
оболочку оказывают неионные детергенты. Из 
неионных детергентов для получения вирусных 
гликопротеидов чаще всего применяется тритон 
Х-100 [ПЭГ-(9-10)-р-t-октилфенол]. Обработка 
вирусов данным детергентом не сопровождается 
солюбилизацией липидного компонента и выхо-
дом в раствор внутренних вирусных белков. Это 
позволяет получать препараты высокой степени 
чистоты. Для отделения солюбилизированных гли-
копротеидов от внутренних вирусных белков ис-
пользуют гель-фильтрационную хроматографию, 
центрифугирование и диализ. Диализом могут быть 
удалены низкомолекулярные и хорошо раствори-
мые вещества. Следует подчеркнуть, что очистка 
от детергента является одним из основных этапов 
процесса получения очищенных, биологически 
активных гликопротеидов [2].

Целью настоящего исследования явилось 
выделение и очистка гликопротеида из фикси-
рованного вируса бешенства штамма «Москва 
3253», его характеристика и конструирование на 
основе выделенного антигена диагностикума для 
определения титра антирабических антител в дот-
иммуноанализе (ДИА).
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методика

Фиксированный вирус бешенства (штамм «Мо-
сква 3253») выращивали в культуре перевиваемых 
клеток Vero. Вирус очищали гель-хроматографией 
и концентрировали тангенциальной ультрафиль-
трацией. Гликопротеид вируса бешенства выделя-
ли из концентрированного тангенциальной ультра-
фильтрацией и очищенного гель-хроматографией 
фиксированного вируса бешенства штамма 
«Москва 3253» культурального происхождения. 
Работы по получению и инактивации культураль-
ного вируса бешенства проводили в соответствии 
с МУ 3.3.1.1099-02 «Безопасность работы с произ-
водственными штаммами фиксированного вируса 
бешенства». 

Для выделения гликопротеида использовали 
известную методику [13]. Тритон Х-100 добавляли 
к суспензии очищенного и концентрированного 
фиксированного вируса бешенства (концентрация 
5,9 мг/мл) до конечной концентрации 2 %. Смесь 
выдерживали при комнатной температуре в тече-
ние 20 мин и охлаждали на ледяной бане (5 мин). 
Затем смесь центрифугировали на Eppеndorf 5415R 
при 13000 об/мин в течение 2,5–3 ч при темпера-
туре 4 °С. Супернатант, содержащий G-белок, диа-
лизировали против раствора бикарбоната аммония 
0,01М NH

4
HCO

3
 pH 7,8 в течение 48 ч со сменой 

буфера через 8 ч и лиофилизировали на установке 
для лиофилизации «ALPHA I-5». 

Лиофилизированный материал растворяли 
в 1 мл деионизованной воды и осаждали в 15 
объемах охлажденного ацетона путем центрифу-
гирования на Eppеndorf 5415R при 5000 об/мин 
в течение 10 мин при температуре 4 °С. Далее 
преципитат отмывали однократно охлажденным 
до температуры минус 20 °С этанолом путем цен-
трифугирования при 5000 об/мин в течение 10 мин 
при температуре 4 °С, затем дважды отмывали 
горячим этанолом (56 °С) центрифугированием 
при 5000 об/мин в течение 10 мин при температуре 
22 °С. Осадок растворяли в 1 мл раствора 0,01 М 
NH

4
HCO

3
 (pH 7,8) и лиофилизировали. Далее 

полученный препарат растворяли в 1 мл деиони-
зованной воды и проводили гель-фильтрацию на 
хроматографической системе «LKB». В качестве 
носителя использовали TSK-гель HW-65, упако-
ванный в хроматографическую колонку разме-
ром 15 × 250 мм, уравновешенную 3 свободными 
объемами 0,01 М фосфатного буфера рН 7,3, со-
держащего 0,137 моль/л NaCl и 0,0027 моль/л KCl 
(буфер элюции). Подготовленную пробу наносили 
на колонку в объеме 0,5–1 мл. Выход белков кон-
тролировали на проточном спектрофотометре при 
длине волны 280 нм. Степень очистки оценивали 
с помощью электрофореза в 12 % полиакриламид-
ном геле с додецилсульфатом натрия (ПААГ-ДСН) 
и с набором белков стандартной молекулярной 
массы: бычий сывороточный альбумин (67 кДа), 
овальбумин (45 кДа). 

Содержание белка в полученном препарате 
определяли спектрофотометрически при длине 
волны 280 нм.

Для характеристики антигенных свойств 
гликопротеида проводили иммунизацию мы-
шей инбредной линии BALB/с массой 18–20 г 
(питомник РосНИПЧИ «Микроб»), прошедшим 
контроль генетической стандартности лаборатор-
ных животных инбредных линий. Манипуляции 
с животными проводили в соответствии с При-
казом № 267 «Правила лабораторной практики в 
Российской Федерации» (2003) и «Положением 
о контроле качества лабораторных животных, 
питомников и экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)» (2003). Животных иммунизи-
ровали следующими антигенами: изолированным 
гликопротеидом; цельным вирусом культурального 
происхождения; гликопротеидом с наночастицами 
коллоидного золота в качестве адъюванта и глико-
протеидом с полным адъювантом. Антиген вводили 
в дозе 25 мкг/мышь при первой иммунизации и 50 
мкг/мышь в последующие четыре иммунизации. 
Отрицательным контролем служили сыворотки 
мышей, которым вводили 0,9%-й раствор хлорида 
натрия. Антигены вводили внутрибрюшинно с 
двухнедельным интервалом. Первое введение анти-
гена с полным адъювантом Фрейнда осуществляли 
подкожно. Кровь для исследования на наличие 
специфических антител брали из хвостовой вены 
после третьей и пятой иммунизаций на пятые сутки 
после инъекции. Уровень специфических антител 
в сыворотках определяли в ИФА с использованием 
антивидового пероксидазного конъюгата. 

Охарактеризованные образцы очищенного 
гликопротеида объединяли, лиофилизировали и 
использовали в качестве иммунореагента для кон-
струирования диагностикума для прямого ДИА [7] и 
для сенсибилизации твердой фазы при постановке 
непрямого ДИА. В качестве маркера при изготов-
лении диагностикума использованы наночастицы 
коллоидного золота со средним диаметром частиц 
15–17 нм, которые получали по методу Г. Френса 
с использованием цитрата натрия в качестве вос-
становителя золотохлористоводородной кислоты 
при 100 °С [14]. В качестве подложки (твердой фазы) 
при постановке ДИА применяли расчерченную на 
квадраты НЦМ с размером пор 0,45 мкм («Millipor»). 

результаты 

В результате выделения и хроматографиче-
ской очистки гликопротеида из вируса бешенства 
на хроматограмме регистрировали два пика, где 
первый пик предположительно соответствовал 
конгломератам недезинтегрированного вируса, 
а второй пик – гликопротеиду с молекулярной 
массой около 65 кДа, по данным электрофореза. 
На рисунке 1 «Электрофореграмма гликопроте-
ида вируса бешенства на этапах очистки» пред-
ставлены данные электрофореза выделенного 
гликопротеида в сравнении с овальбумином и 
БСА. Полученные данные подтверждают литера-
турные данные, согласно которым молекулярный 
вес гликопротеида вируса бешенства составляет 
65–90 кДа, в зависимости от способа получения и 
исходного материала [1, 5, 6, 10]. 
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рис. 1.  Электрофореграмма  гликопротеида вируса бешен-
ства на этапах очистки. 1 – очищенный гликопротеид 
фиксированного  вируса  бешенства;  2  –  препарат 
после осаждения ацетоном и этанолом; 3 – оваль-
бумин (45 кДа);  4 – БСА (67 кДа).

При определении содержания белка в изолятах 
зафиксированы следующие данные: во фракции, 
соответствующей 1 пику, уровень содержания 
белка составил 0,28 мг/мл; во фракции, соответ-
ствующей 2 пику – 0,65 мг/мл. 

Сыворотки, полученные в результате имму-
низации мышей, характеризовались следующими 
титрами специфических антител: 1/80 – при вве-
дении цельного вируса бешенства; 1/160–1/320 – 
при использовании гликопротеида без адъюванта; 
1/640 – при иммунизации гликопротеидом с колло-
идным золотом и 1/640–1/1280 – при инъекциях 
гликопротеида с полным адъювантом Фрейнда. По 
результатам наших исследований, иммуногенность 
очищенного гликопротеида была выше иммуноген-
ности цельного вируса бешенства, причем наиболь-
шей способностью к индукции вируснейтрализу-
ющих антител обладал гликопротеид, введенный 
совместно с полным адъювантом Фрейнда. 

На рисунке 2 «Результаты прямого дот-
иммуноана лиза с использованием конъюгата с 
наночастицами золота» представлены результаты 
определения уровня специфических антител в 
иммунных сыворотках лошадей-продуцентов и 
препарате антирабического иммуноглобулина в 
прямом варианте ДИА, где гликопротеид вируса 
бешенства использовали как иммунореагент 
при конструировании диагностикума на основе 
гликопротеида и наночастиц коллоидного зо-
лота. Используемые в качестве маркера при 
изго товлении диагностикума наночастицы 
коллоид ного золота со средним диаметром 
час тиц 15–17 нм обеспечивают интенсивное 
розовое или красно-коричневое окрашивание 
пятен, соответствующих положительной реакции 
последовательных разведений исследуемых 
образ цов с конъюгатом. Главное преимущество 
диагностикумов с использованием очищенного 
гликопротеида заключается в специфичности, 
поскольку в этом случае анализ настроен на 
выявление вируснейтрализующих антител. За 

титр сыворотки или иммуноглобулина принимали 
наибольшее разведение, при котором визуально 
регистрировали четко различимое пятно. При 
исследовании гипериммунных сывороток лошадей-
продуцентов в прямом ДИА с применением 
конъюгата, выявили титры специфических анти-
тел на уровне 1:320–1:640 при отрицательном 
результате с нормальной лошадиной сывороткой. 
Такие же титры были получены при исследовании 
данных сывороток в непрямом ДИА, при постановке 
которого в качестве сорбируемого на твердой фазе 
антигена использовали выделенный гликопротеид. 
Специфическая активность коммерческого 
препарата гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина, выявленная аналогичными 
методами, составила 1:5000–1:10000.

рис. 2. Результаты  прямого  дот-иммуноанализа  с  ис-
пользованием конъюгата с наночастицами золота. 
По  оси  абсцисс:  двукратные  разведения    анти-
рабических сывороток с 1 : 40  и антирабического 
иммуноглобулина с  1  :  160; по  оси  ординат: 1–3 
ряды  – гипериммунные лошадиные сыворотки; 4 
ряд – гетерологичный антирабический иммуногло-
булин; 5 ряд – нормальная  лошадиная сыворотка 
(отрицательный контроль).

заключение

Таким образом, выделенный из фиксированного 
вируса бешенства штамма Москва «3253» с помощью 
неионного детергента гликопротеид с последующей 
хроматографической очисткой на TSK-геле HW-65 
охарактеризован по молекулярной массе и антиген-
ным свойствам. Впервые на основе гликопротеида и 
наночастиц коллоидного золота сконструирован диа-
гностикум для определения уровня специфических 
антител в иммунных антирабических сыворотках 
лошадей-продуцентов и препарате антирабического 
иммуноглобулина при производстве данного лечеб-
но-профилактического средства.
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