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Цель – изучение возможности индукции куриных антител, нейтрализующих вирус Марбург (MARV), с ис-
пользованием различных иммуногенов. Материалы и методы. В качестве иммуногенов использовали рекомби-
нантный вирус осповакцины, экспрессирующий трансген поверхностного гликопротеина (GP) MARV штамма 
Musoke, и псевдовирусные частицы, экспонирующие GP трех штаммов MARV: Popp, Musoke и DRC2000, – на 
основе лентивируса и рекомбинантного штамма вируса везикулярного стоматита (VSV). В иммунизации уча-
ствовало две группы птиц. Кур иммунизировали девять раз: в первый раз вводили рекомбинантный вирус оспо-
вакцины, а затем 8 раз – псевдовирусные частицы (на основе лентивируса и рекомбинантного штамма вируса 
везикулярного стоматита). Первую группу иммунизировали очищенным и концентрированным иммуногеном, 
а вторую группу им же, но в комплексе с неполным адъювантом Фрейнда. Накопление специфических антител 
оценивали методом иммуноферментного анализа (ИФА). Для анализа накопления нейтрализующих антител ис-
пользовали рекомбинантный VSV, экспонирующий GP MARV, и натуральный MARV штамма Popp. Результаты 
и обсуждение. Разработана эффективная схема иммунизации кур тремя рекомбинантными конструктами, пре-
зентирующими GP MARV, в результате которой происходит индукция куриных антител класса IgY против вируса 
Марбург с титром в ИФА от 1:100 до 1:1 млн. Полученные IgY нейтрализуют псевдовирусы MARV (штаммы 
Popp, DRC2000, Musoke) в разведении от 1/256 до 1/1024 и натуральный вирус MARV штамма Popp в разведении 
1/8. Более стабильные результаты продемонстрировала схема иммунизации с использованием неполного адъю-
ванта Фрейнда. 
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Abstract. The aim was to study the possibility of inducing Marburg-neutralizing chicken antibodies (MARV) using 
various immunogens. Materials and methods. Recombinant vaccinia virus expressing the surface glycoprotein (GP) 
transgene MARV of Musoke strain and pseudovirus particles exhibiting GP of three strains of MARV – Popp, Musoke 
and DRC2000 based on lentivirus and recombinant strain of vesicular stomatitis virus (VSV) were used as immunogens. 
Two groups of birds were involved in the study. Chickens were immunized 9 times: first time they were injected with the 
recombinant vaccinia virus, and then 8 times – with pseudovirus particles (based on lentivirus and a recombinant strain of 
the vesicular stomatitis virus). The accumulation of specific antibodies was evaluated by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). We used recombinant VSV exhibiting GP MARV, and natural MARV strain Popp for the analysis of ac-
cumulation of neutralizing antibodies. Results and discussion. We have developed an effective immunization schedule 
for chickens with three recombinant constructs presenting GP MARV, which results in the induction of chicken IgY 
antibodies against Marburg virus with a titer in ELISA from 1:100 to 1:1 million. The obtained IgY neutralize MARV 
pseudoviruses (Popp, DRC2000, Musoke) at a dilution of 1/256 to 1/1024 and the natural MARV virus of the Popp strain 
at a dilution of 1/8. More stable results were demonstrated by immunization using Freund’s incomplete adjuvant.
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Согласно международной классификации, ви-
рус Марбург (MARV) является представителем 
рода Marburgvirus семейства Filoviridae порядка 
Mononegavirales. MARV способен передаваться от 
рукокрылых к людям с последующей передачей от 
человека к человеку, при этом у людей он способен 
вызывать тяжелую геморрагическую лихорадку. 
Уровень смертности в очагах лихорадки Марбург 
варьирует от 24 до 88 %. Развитие международной 
торговли и туризма в последнее время, активный 
импорт животных для проведения биомедицинских 
исследований и в зоопарки создают реальную угрозу 
инфицирования людей, проживающих за пределами 
Экваториальной Африки. 

Наиболее эффективным способом противо-
действия любой вирусной инфекции является ис-
пользование профилактических вакцин, однако для 
MARV лицензированные вакцины отсутствуют. 
Другим способом борьбы с инфекцией могут быть 
антивирусные препараты. Эффективность на модели 
морских свинок показали препараты на основе анти-
смысловых РНК и малые интерферирующие РНК 
[1–3]. Ведутся работы по поиску низкомолекулярных 
веществ – блокаторов проникновения вируса в клет-
ку [4]. Одной из групп перспективных антивирусных 
препаратов, обладающих высокой избирательностью 
действия, являются моноклональные антитела. Все 
существующие методы получения моноклональных 
антител базируются на отборе отдельных вариантов 
антител из разнообразия, представленного иммун-
ной системой либо переболевшего человека, либо 
иммунизированных лабораторных животных. Так 
как лихорадка Марбург является редким заболевани-
ем, наиболее доступным источником может служить 
иммунная система лабораторных животных. 

Стимуляция выработки антител, нейтрализую-
щих MARV в организме лабораторных животных, 
является нетривиальной задачей [5–8]. Так, иммуни-
зация морских свинок инактивированным вирусом 
стимулировала выработку специфических антител, 
однако они не проявляли активность в тесте ингиби-
рования бляшкообразования [6, 8]. Использование 
инактивированного вируса для иммунизации при-
матов привело к активации их гуморального имму-
нитета, но, несмотря на появление специфических 
антител в титре 1/2500, нейтрализующие антитела 
отсутствовали [9]. Иммунизация морских свинок 
вирусоподобными частицами на основе белков 
VP40 и GP или VP40, NP и GP обеспечивала полную 
защиту животных от заражения гомологичными и 
гетерологичными штаммами MARV, однако так же, 
как в случае с инактивированным вирусом, нейтра-
лизующие антитела не обнаружены [6, 8]. Сходные 
результаты наблюдались при иммунизации вирусо-
подобными частицами приматов: животные выжи-
ли, однако нейтрализующие антитела отсутствова-
ли [10]. Обнадеживающие результаты показывают 
иммуногены на основе рекомбинантных вирусных 
векторов, при вакцинации которыми обнаружены 

нейтрализующие антитела, что отражено в ряде ра-
бот [11, 12]. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение индукции нейтрализующих MARV антител у 
кур. Куры в качестве источника разнообразия анти-
генраспознающих доменов антител имеют ряд пре-
имуществ. Все разнообразие нуклеотидных после-
довательностей, кодирующих вариабельные фраг-
менты тяжелой (VH) и легкой (VL) цепей антител, 
у птиц фланкировано тремя консенсусными после-
довательностями [13], что облегчает в дальнейшем 
получение моноклональных антител с использова-
нием технологии фагового дисплея. Кроме того, ди-
намику накопления специфических антител можно 
регистрировать для каждой курицы индивидуально, 
анализируя желток снесенных ею яиц, не прибегая к 
травматичным инвазивным процедурам.

Материалы и методы

В качестве иммуногена выбраны рекомбинант-
ный вирус осповакцины, содержащий GP вируса 
Марбург штамма Musoke (GPmus), и псевдовирус-
ные частицы, экспонирующие GP MARV, на основе 
VSV и ВИЧ-1. Для псевдотипирования использова-
ли нуклеотидные последовательности, кодирующие 
поверхностный гликопротеин трех штаммов MARV: 
Popp (GenBank: Z29337.1), Musoke (GenBank: 
DQ217792.1) и DRC 2000 (GenBank: JX458848.1), 
при этом также использовали варианты GP без муци-
ноподобного домена (ΔMLD). Синтез нуклеотидных 
последовательностей осуществлен коммерческой 
фирмой («ДНК-синтез», Москва).

Рекомбинантный вирус осповакцины (штамм 
Л-ИВП, GenBank: KP233807) со встройкой транс-
гена GPmus (VACV-GPmus) получали методом вре-
менной доминантной селекции с использованием 
векторной плазмиды pGEM-Puro-UN-DS, которая 
является универсальной конструкцией для встройки 
любых трансгенов в геном штамма Л-ИВП в район 
делеции фрагмента гена C11R и экспрессии этих 
трансгенов под контролем ранне-позднего синтети-
ческого промотора рE/L [14]. Лентивирусные псев-
довирусы MARV получали котрансфекцией эукарио
тических клеток HEK293Т двумя плазмидами, одна 
из которых экспрессирует ген, кодирующий белок 
GP MARV, а вторая является пакующей плазмидой 
pSG3ΔEnv, как описано ранее [15]. Спустя двое су-
ток после котрансфекции проводили сбор урожая 
псевдовирусов Lenti-GP∆MLD-DRC. 

Для получения псевдовирусов на основе VSV 
нами использован подход на основе рекомбинант-
ного VSV (rVSVΔG-G) с делецией гена поверхност-
ностного гликопротеина (G), описанный ранее [16]. 
Клетки НЕК293FT трансфицировали плазмидой, 
кодирующей GP MARV, через 24 ч проводили сме-
ну ростовой среды и добавляли rVSVΔG-G. Спустя 
двое суток после трансфекции производили сбор 
урожая псевдовирусов VSV-GP∆MLDpopp. 
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Функциональную активность лентивирусных 
псевдовирусов определяли на клетках TZM-bl – гене-
тически модифицированной клеточной линии HeLa, 
презентирующей на своей поверхности большое 
число рецепторов для GP MARV и содержащей ре-
портерный ген люциферазы светлячка под контролем 
Tat-индуцируемого промотора. Функциональную ак-
тивность псевдовирусов на основе VSV определяли 
на культуре клеток HEK293T. В обоих случаях уро-
вень вирусной инфекции оценивали по величине 
сигнала люминесценции, регистрируемого планшет-
ным люминометром Stat Fax 4400. Величину сигна-
ла люминесценции, которая прямо пропорциональна 
количеству зараженных клеток, выражали в относи-
тельных люциферазных единицах (RLU).

После наработки псевдовирусных частиц в эу-
кариотических клетках HEK293FT (рабдовирусные 
псевдовирусы) и НЕК293Т (лентивирусные псевдо-
вирусы) культуральную жидкость фильтровали через 
фильтр с диаметром пор 22 мкм и концентрировали 
центрифугированием через слой 20%-й сахарозы 
при 70000 g в течение 3–4 часов. Осадок растворяли 
в фосфатно-солевом буфере и хранили при темпера-
туре -80 °С.

Для иммунизации использовали 6 кур породы 
Лекгорн. На первом этапе всем курам однократно 
вводили рекомбинантный вирус осповакцины VACV-
GPmus в дозе 1·108 БОЕ на курицу (праймирование). 
Затем кур разделили на 2 равные группы и иммуни-
зировали еще 8 раз псевдовирусами MARV. Для пер-
вых пяти иммунизаций использовали псевдовирусы 
на основе рабдовирусной системы, экспонирующие 
ΔMLD GP штамма Popp, в дозе 1,4·107 RLU на пти-
цу. Во время следующих трех иммунизаций куриц 
прививали смесью лентивирусных псевдовирусов, 
экспонирующих ΔMLD GP штамма DRC 2000, и раб-
довирусных псевдовирусов, экспонирующих ΔMLD 
GP штамма Рорр MARV, в соотношении 1:1. Все им-
мунизации проводили внутримышечно, объем ино-
кулята составил 500 мкл. Первой группе птиц псев-
довирусы вводили в фосфатно-солевом буфере, вто-
рой – в комплексе с неполным адъювантом Фрейнда 
(НАФ). Все стадии исследования соответствовали 
законодательству РФ, международным этическим 
нормам и нормативным документам учреждения, а 
также одобрены соответствующими комитетами.

Выделение из яиц иммунизированных птиц жел-
точных антител класса IgY проводили методом изо-
электрического осаждения, описанным ранее [17]. 
С этой целью из яиц извлекали желточный мешок 
и растворяли его содержимое в дистиллированной 
воде, доводили водородный показатель смеси до рН 5 
и помещали в морозильную камеру с температурой 
-20 °С не менее чем на 12 часов. Далее раствор про-
пускали через бумажный фильтр, добавляли хлорид 
натрия до конечной концентрации 8,8 % и доводили 
рН раствора до 4. Выпавший осадок центрифугиро-
вали. Для очистки препарата антител от примесей 
хлорида натрия проводили диализ.

Анализ специфических антител проводили при 
помощи ИФА. В качестве специфического иммуно-
сорбента использовали очищенный концентрирован-
ный инактивированный препарат вируса Марбург 
штамма Рорр (номер V 626 в коллекции микроор-
ганизмов ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор»). Для его полу-
чения на 7-е сутки инкубации собирали с монослоя 
зараженных клеток Vero 100 мл культуральной ви-
руссодержащей жидкости. Осаждали вирусные ча-
стицы центрифугированием с 8 % полиэтиленглико-
ля ПЭГ-8000, полученный осадок ресуспендировали 
в растворе Хенкса и осаждали ультрацентрифуги-
рованием в градиенте плотности сахарозы, собирая 
опалесцирующую фракцию. Вирус инактивировали 
инкубацией раствора антигена с добавлением 0,2 % 
пропиолактона при 37 °С. Контроль отсутствия 
остаточной инфекционности проводили методом 
пассажа на инъецированных препаратом антигена 
восприимчивых к вирусу Марбург морских свинках, 
параллельно с пассажами контаминированного этим 
препаратом монослоя клеточной культуры Vero. 
Полученный препарат разводили в 100 раз в раство-
ре 0,05 М натрия углекислого и вносили по 100 мкл 
в лунки полистиролового планшета. Сорбцию анти-
гена проводили в течение 18 часов, после чего про-
водили ИФА.

Для оценки нейтрализующей активности IgY ис-
пользовали псевдовирусы MARV на основе rVSVΔG. 
В иммунологическом 96-луночном планшете гото-
вили 4-кратные разведения препарата антител, за-
тем во все лунки добавляли одинаковое количество 
псевдовирусов (40000 RLU). После получасовой ин-
кубации смеси антител и псевдовирусов переносили 
в соответствующие лунки 96-луночного планшета с 
клетками НЕК293Т. Через 48 ч проверяли уровень 
люминесценции на планшетном люминометре Stat 
Fax 4400. 

Анализ нейтрализующей активности также про-
водили при помощи реакции ингибирования бляш-
кообразования MARV штамма Рорр на монослое кле-
ток Vero. Реакция проводилась на суточной культуре 
клеток Vero под полужидким агаровым покрытием, 
как описано ранее [18]. Полученные результаты учи-
тывали на 7-е сутки.

Результаты и обсуждение

В нашей работе для индукции нейтрализующих 
MARV антител в качестве иммуногенов использова-
ли рекомбинантный вирус осповакцины и псевдови-
русы (рекомбинантные вирусы одного цикла). Выбор 
продиктован простотой и относительной безопасно-
стью работы с такими иммуногенами при сохране-
нии иммунологических особенностей, характерных 
для натурального вируса. 

Для индукции кросс-нейтрализующих анти-
тел использовали прайм-бустерную стратегию, 
заключающуюся в использовании гетерологичных 
псевдовирусных частиц (лентивирусные и на осно-
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ве рабдовирусной системы), а также гетерологичных 
GP MARV (Popp и DRC 2000). Известно, что при-
сутствующий в составе GP муциноподобный домен 
филовирусов способен негативно влиять на гумо-
ральный иммунный ответ, направленный против 
MARV [19]. Поэтому для разработки иммуногена 
использовали варианты плазмид, в которых участок, 
кодирующий этот домен гликопротеина, удален. Во 
время иммунизации выбрано девять контрольных 
точек для оценки эффективности гуморального отве-
та: каждая через 19–20 дней после инъекции. Схема 
иммунизации представлена на рис. 1.

ИФА препаратов антител класса IgY, выделен-
ных из желтков иммунизированных птиц, показал 
нарастание титров специфических антител. В пер-
вой группе титры специфических антител после по-
следней иммунизации достигли значений от 1:100 
до 1:100000. В образцах, полученных от птиц второй 
группы, титр антител оказался существенно выше 
и составил от 1:100000 до 1:1 млн (рис. 2, 3), что 
можно объяснить использованием адъюванта. Как 
следует из рис. 2 и 3, после четвертой иммунизации 
повышение титра специфических антител суще-
ственно затормозилось, поэтому решено провести 

Рис. 1 Схема иммунизации кур. В первой иммунизации в качестве иммуногена использовался рекомбинантый вирус осповакцины, 
экспрессирующий трансген GP MARV штамма Musoke. Первая группа птиц далее иммунизирована очищенными псевдовирусами 
VSV-GP∆MLDpopp в концентрации 1,4·107 RLU. Вторая группа птиц получала тот же антиген в комплексе с НАФ. Последние три 
иммунизации выступали в роли буста и птицам вводили смесь VSV-GP∆MLDpopp и Lenti-GP∆MLD-DRC

Fig. 1. Chicken immunization schedule. During the first immunization, a recombinant vaccinia virus expressing the GP MARV transgene of the 
Musoke strain was used as an immunogen. The first group of birds was further immunized with purified VSV-GP∆MLDpopp pseudoviruses 
at a concentration of 1.4·107 RLU. The second group of birds received the same antigen in combination with Freund’s incomplete adjuvant. 
The last 3 immunizations served as boost ones and the birds were injected with a mixture of VSV-GP∆MLDpopp and Lenti-GP∆MLD-DRC

Рис. 2. Динамика накопления специфических антител против 
природного очищенного концентрированного инактивированно-
го антигена вируса Марбург штамма Рорр. Первая группа птиц:
Пунктирными линиями отмечены иммунизации. Синей линией обозначе-
на курица М3, красной – М4, желтой – М5, зеленой – контрольная груп-
па, иммунизированная физраствором. Титр ИФА выражен величиной, 
обратной разведению

Fig. 2. Dynamics of accumulation of specific antibodies against the 
natural purified concentrated inactivated antigen of the MARV Popp. 
The first group of birds:
Dotted lines indicate immunizations. The blue line indicates chicken M3, 
red – M4, yellow – M5, green – control group immunized with NaCl.  
The titer of ELISA is expressed as the reciprocal of the dilution

Рис. 3. Динамика накопления специфических антител против 
природного очищенного концентрированного инактивированно-
го антигена вируса Марбург штамма Рорр. Вторая группа птиц:
Пунктирными линиями отмечены даты иммунизации. Фиолетовой лини-
ей обозначена курица М6, зеленой – М7, черной – М8, светло-зеленой – 
контрольная неиммунизированная группа. Титр ИФА выражен величи-
ной, обратной разведению

Fig. 3. Dynamics of accumulation of specific antibodies against the 
natural purified concentrated inactivated antigen of MARV Popp 
strain. The second group of birds:
Dotted lines indicate immunization dates. The violet line indicates chicken 
M6, green – M7, black – M8, light-green – control non-immunized group. 
The titer of ELISA is expressed as the reciprocal of the dilution



Проблемы особо опасных инфекций. 2020; 4					         	 Оригинальные статьи

90

бустирование при помощи гетерологичного иммуно-
гена, представляющего собой смесь рабдовирусных 
и лентивирусных частиц. Это позволило добиться 
дополнительного увеличения титра специфических 
антител, за исключением одной птицы (М5) из пер-
вой группы, для которой наблюдался обратный эф-
фект (рис. 2).

Анализ нейтрализующих антител при помощи 
rVSVΔG, экспонирующих GP MARV, выявил сход-
ную картину (рис. 4–5). Пик нейтрализующих анти-
тел в обеих группах наблюдался после четвертой 
иммунизации, затем происходило снижение титров 
специфических антител. Введение гетерологиче-
ского иммуногена стимулировало наработку ней-
трализующих антител, однако этот эффект оказался 
нестабильным. Более стабильная наработка нейтра-
лизующих антител наблюдается во второй группе 
птиц, иммунизированной по схеме с добавлением 
НАФ (рис. 5).

Интересно отметить, что рекомбинантный ви-
рус осповакцины VACV-GPmus, продуцирующий GP 
MARV в процессе вирусной репликации в виде не-
структурного белка, не экспонированного на поверх-
ности вирионов, не индуцировал образование ви-
руснейтрализующих антител. Однако VACV-GPmus 
эффективно «праймировал» синтез не нейтрали-
зующих анти-MARV антител, выявляемых в ИФА. 
Нейтрализующие антитела детектировались уже 
после первой иммунизации рекомбинантным раб-
довирусом VSV-GP∆MLDpopp, экспонирующим на 
поверхности вирионов GPpopp MARV. Полученные 
результаты свидетельствуют о необходимости пре-
зентации GP MARV в виде мембранного поверхност-
ного гликопротеина для повышения протективности 
вакцинации.

Анализ нейтрализующей активности в реакции 
ингибирования бляшкообразования с использовани-
ем натурального вируса Марбург штамма Popp по-
казал наличие нейтрализующей активности антител 
в титрах от 1/8 до 1/16.

Таким образом, в ходе работы проведен срав-
нительный анализ иммуногенной активности анти-

генов на основе рекомбинантного вируса осповакци-
ны, а также лентивирусной и рабдовирусной систем, 
представляющих собой псевдовирусные частицы, 
несущие на своей поверхности GP MARV (штам-
мы Popp, DRC2000, Musoke). Определена наиболее 
эффективная схема иммунизации кур, стимулирую-
щая наработку специфических антител класса IgY с 
титром в ИФА от 1:100 до 1:1 млн. Полученные IgY 
нейтрализуют псевдовирусы MARV (штаммы Popp, 
DRC2000, Musoke) в разведении от 1/256 до 1/1024 
и натуральный вирус MARV штамма Popp в разве-
дении 1/8. 
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