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цель работы – разработка методического подхода к выделению гликопротеина вируса бешенства с использо-
ванием трехфазной экстракции и характеристика его антигенных свойств. материалы и методы. инфекционную 
активность вируса бешенства (производственный штамм «овечий» гнки) после длительного хранения восста-
навливали на белых мышах линии BALB/c. Штамм использовали для культивирования на клетках линии внк-21; 
культуральную жидкость концентрировали методом ультрацентрифугирования с последующим разделением ее 
по плавучей плотности в градиенте сахарозы, отбором визуально опалесцирующих зон, фазовым концентриро-
ванием, хроматографическим разделением на колонке ENrich™ SEC650 (Bio-Rad, сШа) и отбором мономерных 
фракций с высокой серологической активностью по результатам вестерн-блоттинга. результаты и обсуждение. 
показано, что предварительное механическое разрушение суспензии головного мозга, извлечение вируссодержа-
щего материала из клеточной суспензии путем последовательных этапов центрифугирования, разделение осадка, 
полученного в градиенте сахарозы, c дальнейшей очисткой фазовым концентрированием и хроматографическим 
разделением преципитата позволяет получать мономерный препарат с высокой серологической активностью. 
данный подход позволил получить антиген, представляющий собой гликопротеин вируса бешенства с молеку-
лярной массой 67 кда и две его изоформы с молекулярной массой 60 и 54 кда. описанный подход можно рас-
сматривать в качестве варианта выделения специфического антигена вируса бешенства при проведении работ по 
совершенствованию методов лабораторной диагностики. полученный антиген является мономерным дискретом 
и содержит одну фракцию молекулярной массой 67 кда. результаты исследований подтверждают высокую специ-
фичность антигена и его пригодность для конструирования иммуноферментных и иммунохроматографических 
тестов, получения специфических иммуноглобулинов, рецепторного изучения взаимодействия антиген/антитело, 
а также для оценки напряженности протективного иммунитета после вакцинации. 
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Abstract. The aim of the work was to develop an approach to isolation of rabies virus glycoprotein applying three-
phase extraction and to characterize its antigenic properties. Materials and methods. Infectious activity of the rabies vi-
rus (production strain, “Ovine” GNKI) after long-term storage was restored on white BALB/c mice. The strain was used 
for cultivation on BHK-21 cells; the culture liquid was concentrated applying ultracentrifugation followed by separation 
by buoyant density in a sucrose gradient, selection of visually opalescent zones, phase concentration, chromatographic 
separation on an ENrich™ SEC650 column (Bio-Rad, USA) and selection of monomeric fractions with high serological 
activity according to the results of Western blotting. Results and discussion. We have demonstrated that preliminary 
mechanical destruction of brain suspension, extraction of the virus-containing material from the cell suspension through 
successive low-speed and high-speed centrifugation, separation of the sediment produced in sucrose gradient with further 
phase concentration and chromatographic separation of the precipitate allows to obtain monomeric antigenic prepara-
tions with high serological activity. This methodology has made it possible to obtain an antigen, which is rabies virus 
glycoprotein with a molecular weight of 67 kDa, and two of its isoforms, having molecular weights of 60 and 54 kDa. 
The described approach can be viewed as an option for isolation of the rabies virus specific antigen when improving 
laboratory diagnostics techniques. The resulting antigen is a monomeric discrete containing one fraction with a molecu-
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бешенство – особо опасная летальная зооан-
тропонозная болезнь всех видов теплокровных 
животных, в том числе человека, характеризую-
щаяся поражением центральной нервной системы. 
возбудителем бешенства является рнк-содержащий 
вирус семейства Rhabdoviridae, рода Lyssavirus.  
в настоящее время установлено, что вирус бешен-
ства имеет четыре серотипа [1]. центральная нерв-
ная система является избирательным местом нахож-
дения возбудителя бешенства. в наибольшем титре 
вирус обнаруживается в головном мозге (аммоновых 
рогах, мозжечке и продолговатом мозге), а также в 
слюнных железах, биоптатах кожи [2] и спинномоз-
говой жидкости [3].

эпизоотическая ситуация по бешенству живот-
ных в некоторых регионах российской Федерации 
остается нестабильной, выявляются природные оча-
ги, отмечается рост заболеваемости диких плотояд-
ных животных, в эпизоотический процесс интен-
сивно вовлекаются домашние животные, создавая 
угрозу для людей [4]. в настоящее время одним из 
ключевых звеньев существующей тактики пред-
упреждения распространения инфекции является 
вакцинация. несмотря на значительный прогресс 
вакцинопрофилактики, проблема бешенства остает-
ся актуальной в связи с распространением инфекции 
среди диких животных – так называемого природно-
го бешенства [5].

диагноз «бешенство» ставится на основании 
комплекса эпизоотологических, клинических, па-
тологоанатомических данных и результатов лабо-
раторных исследований. применяемые на сегод-
няшний день диагностические средства исключают 
возможность индикации возбудителя бешенства до 
манифестации клинических симптомов болезни. 
прижизненное и посмертное подтверждение бешен-
ства производится посредством диагностических 
методов, направленных на выявление цельного ви-
риона, вирусных антигенов или нуклеиновых кислот 
в инфицированных тканях [6]. точность выставле-
ния достоверного диагноза и определения напряжен-
ности иммунного ответа вакцинированных против 
бешенства диких и домашних животных требует на-
личия специфических антигенов и является важной 
составляющей для организации профилактических 
мероприятий. расширение номенклатуры, повыше-

ние качества диагностических тест-систем остаются 
первостепенными задачами для лабораторной прак-
тики. современные достижения биотехнологии по-
зволяют получать высокоспецифичные антигенные 
препараты для дальнейшего совершенствования ме-
тодов диагностики бешенства.

перспективным направлением является кон-
струирование вирусоподобных частиц (VLP), содер-
жащих гликопротеины вируса бешенства (RVG) – 
наиболее активные видоспецифичные иммуноге-
ны [7, 8]. гликопротеин вируса бешенства является 
единственным вирусным белком, обнаруженным в 
липидной оболочке. эта молекула массой 65–67 кда 
соответствует N-гликозилированному трансмем-
бранному белку, является гликопротеином I типа, 
имеет тримерную структуру, распознает рецепто-
ры и вызывает рн-индуцированное слияние мем-
бран [9]. он идентифицирован как основная детер-
минанта патогенности, участвующая в процессах 
почкования, аксонального оттока вириона во время 
инфекции, апоптоза и толерантности иммунной си-
стемы [10], а также в процессах блокирования акти-
вации дендритных клеток [11]. более того, гликопро-
теин является основным антигеном, индуцирующим 
защитный иммунный ответ, который используется 
в коммерческих рекомбинантных вакцинах [12–14]. 
также индукцию защитного ответа вызывает рибону-
клеопротеин (RNP) вируса бешенства [15–17], одна-
ко именно гликопротеин играет ведущую роль в вы-
явлении вируснейтрализующих антител (VNA) [18]. 
данные о структуре гликопротеина, его антигенных 
свойствах, роли в патогенезе позволяют рассматри-
вать его как базовый компонент для конструирова-
ния диагностических тест-систем [19].

в отечественной и зарубежной литературе есть 
сведения о способах получения очищенных анти-
генов вируса бешенства, основанных на дезинте-
грации вирионов, наиболее широко применимыми 
среди которых являются ультрацентрифугирование 
в градиентах плотности сахарозы и хлористого це-
зия [20–22], обработка неионными и цвиттерионны-
ми детергентами [13] с последующей хроматографи-
ческой очисткой [23, 24], однако изыскание доступ-
ных технологий выделения мономерных антигенных 
препаратов является по-прежнему актуальным на-
правлением исследований.

lar weight of 67 kDa. The data obtained corroborate the high specificity of the antigen and its suitability for the design 
of enzyme immunoassay and immunochromatographic tests, production of specific immunoglobulins, the study of the 
antigen/antibody interaction, as well as for the assessment of the protective immunity intensity after vaccination.
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целью настоящей работы явилась разработка 
методического подхода к получению гликопротеина 
вируса с использованием трехфазной экстракции и 
характеристика его антигенных свойств. 

материалы и методы 

все стадии исследования соответствовали за-
конодательству российской Федерации, междуна-
родным этическим нормам и нормативным докумен-
там Фгбну «Федеральный центр токсикологиче-
ской, радиационной и биологической безопасности» 
(Фгбну «Фцтрб-вниви»).

Штамм вируса. в работе использовали произ-
водственный штамм фиксированного вируса бешен-
ства «овечий» гнки органо-тканевого происхожде-
ния с инфекционным титром 5,25 lg LD50/0,1 мл. 

Репродукция вируса бешенства. для повыше-
ния инфекционной активности вируса белых мы-
шей линии BALB/c живой массой 6–7 г заражали 
интрацеребрально вирусом бешенства под ингаля-
ционном наркозом (изофлуран). мышей, павших 
с признаками неврологических нарушений через 
5–8 суток после заражения, декапитировали, сте-
рильно извлекали мозг и готовили 20 % суспензию в 
0,05 м фосфатно-буферном растворе (рн=7,2±0,1), 
которую дополнительно обрабатывали в стеклян-
ном гомогенизаторе. с целью максимального ме-
ханического разрушения мозговой ткани исполь-
зовали прибор FastPrep®-24 Classic Instrument (MP 
Biomedicals, сШа) и пробирки Lysing Matrix е 
(MP Biomedicals, сШа) (режим обработки: ско-
рость вибрации – 6,0 м/с, время обработки – 40 с). 
механически разрушенную мозговую ткань осаж-
дали центрифугированием на центрифуге Eppendorf 
5430 R (Eppendorf, германия) при 5000 g в течение 
10 мин при 4 °с для удаления разрушенных клеток, 
далее cупернатант концентрировали ультрацентри-
фугированием на центрифуге Beckman L-7 Series 
Preparative ultracentrifuges (Beckman Coulter, сШа) 
при 180000 g в течение 1 часа. осадок ресуспенди-
ровали в объеме, равном 1/10 части от исходного.

для культивирования вируса бешенства исполь-
зовали перевиваемую монослойно-суспензионную 
сублинию клеток почки новорожденного сирийско-
го хомячка внк-21/13 (институт цитологии ран, 
россия) [25]; после накопления вируса в титре не 
менее 6,0 lg LD50/0,1 мл при множественности ин-
фицирования 0,01 MOI суспензию клеток осаждали 
путем центрифугирования при 3000 g и приступали 
к дальнейшей очистке. 

Фракционирование в градиенте плотности 
сахарозы. очистку вируса проводили в ступенчатом 
(10–60 %) градиенте сахарозы (Sigma, сШа) мето-
дом ультрацентрифугирования при 180000 g в те-
чение 3 часов. разделенные по плавучей плотности 
зоны опалесценции отбирали в отдельные флаконы. 
на каждом этапе очистки вируса проводили контроль 
с использованием вестерн-блоттинга для определе-

ния локализации серологически активных фракций. 
для дальнейшего концентрирования вирусного ма-
териала после разделения по плавучей плотности ис-
пользовали метод трехфазового концентрирования. 

Фазовое разделение (экстракция) вирусно-
го белка. в качестве фазовой системы использова-
ли н-бутанол («химпром», россия) и насыщенный 
раствор сульфата аммония (нса) («ленреактив», 
россия). к конечному супернатанту вируссодер-
жащего материала приливали нса в соотношении 
1:1 и инкубировали в течение 60 мин при комнат-
ной температуре, добавляли 2 объема н-бутанола, 
смесь энергично встряхивали, фазы разделяли цен-
трифугированием на центрифуге Eppendorf 5804 R 
(Eppendorf, германия) при 3000 g в течение 40 мин 
при 15 °с. смесь разделялась на три фазы: верхняя 
фаза содержала бутанол, средняя фаза представляла 
собой взвесь в виде тонкого диска-таблетки, нижняя 
фаза – раствор нса. верхнюю фазу удаляли, ниж-
нюю фазу отбирали в отдельный флакон, к средней 
фазе после подсушивания добавляли 0,5 исходного 
объема 0,01 м трис-нсl буфера, встряхивали и по-
лучали опалесцирующий раствор, после чего остав-
ляли на сутки при температуре 4–6 °с и центрифу-
гировали 10 мин при 10000 g для удаления взвешен-
ных частиц.

Гель-фильтрационная хроматография. в ка-
честве метода разделения использовали гель-прони-
кающую хроматографию, которую проводили на 
приборе NGC Quest 10 Plus System (Bio-Rad, сШа) 
с использованием колонки ENrich SEC 650 (в соот-
ветствии с протоколом), препарат для разделения 
вносили при помощи петли 250 мкл, элюцию про-
водили 0,01 м трис-HCl буфером (рн 7,2), детек-
цию осуществляли при длине волны 280 нм, фрак-
ции собирали на коллекторе фракций BioFrac (Bio-
Rad, сШа) в объеме 500 мкл (скорость элюции –  
1 мл/мин, давление – 600 psi). концентрацию бел-
ка определяли на спектрофотометре UV5 (Mettler 
Toledo, Швейцария) при длине волны 280 нм. 
контроль полученного материала осуществляли с 
использованием вестерн-блоттинга для определения 
локализации серологически активных фракций.

Анализ вирусных белков в SDS-PAGE  
и вестерн-блоттинге. электрофоретический ана-
лиз проводили в 12,5 % полиакриламидном геле 
(пааг) на приборе Mini-Protean Tetra Cell (Bio-
Rad, сШа) по лэммли [26]. перенос разделенного 
в пааг материала на нитроцеллюлозную мембрану 
(0,45 µm, Bio-Rad, сШа) осуществляли при помощи 
системы полусухого блоттинга Trans-Blot SD Semy-
Dry Transfer Cell (Bio-Rad, сШа). вестерн-блоттинг 
проводили с антирабическими кроличьими иммуно-
глобулинами, выделенными из гипериммунной сыво-
ротки, полученной против производственного штам-
ма вируса бешенства «овечий» гнки (коллекция 
Фгбну «Фцтрб-вниви»), в разведении 1:1000.  
в качестве отрицательного контроля использовали 
неиммунные кроличьи иммуноглобулины, в каче-
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стве гетерологичного – кроличьи иммуноглобулины 
против болезни ауески в аналогичном разведении. 

документирование результатов электрофореза 
и вестерн-блоттинга проводили на приборе Gel Doc 
XR+ (Bio-Rad, сШа), статистическую обработку 
осуществляли при помощи программы Image Lab 
Software 6.0. специфические иммунореактивные по-
липептиды определяли при помощи набора маркера 
молекулярной массы 6,5–200,0 кда (Broad Range, 
Bio-Rad, сШа).

результаты и обсуждение 

ранее проведенные исследования [27] по полу-
чению вирусного материала в градиенте плотности 
сахарозы (10–60 %) с последующим анализом при 
помощи электрофореза в 12,5 % пааг показали 
наличие большого количества белков, представляю-
щих полипептидный состав клеточной суспензии 
как источника вируса бешенства. установлено, что 
на фоне большого количества полипептидов доля 
специфических и серологически активных дискре-
тов в процентном отношении к общему количеству 
белков оказалась мала из-за присутствия балластно-
го материала. в то же время наблюдалась высокая 
серологическая активность полученного материала в 
зоне молекулярной массы 67 кда, соответствующей 
гликопротеину. результаты аналитического электро-
фореза очищенного в градиенте плотности сахарозы 
вируса бешенства, полученного из суспензии инфи-
цированных клеток внк-21, и вестерн-блоттинга 
представлены на рис. 1.

как видно из результатов вестерн-блоттинга, 
серологическая активность разделенного на ультра-
центрифуге вирусного материала распределена в 

зоне с 10 до 60 % сахарозы. разделение материала 
по плавучей плотности не позволило добиться лока-
лизации серологической активности только в одной 
зоне. по всей видимости, на разделение вирусной 
массы по плавучей плотности повлияли три факто-
ра: перегрузка разделяемого материала, рецептор-
ная связь вирусного материала с клеточными струк-
турами, отсутствие полной дезинтеграции клеток. 
Фракционированный материал, визуально представ-
ляющий четкие зоны опалесценции, был отобран и 
объединен для дальнейшей очистки. 

Фазовая экстракция вирусного белка. для до-
стижения поставленной цели – получения очищен-
ного вирусного препарата с более высокой дискрет-
ностью – нами взята за основу математическая мо-
дель фазовой экстракции белка [28, 29], которая по-
зволяет минимизировать денатурирующие свойства 
органических растворителей (в случае их отдель-
ного использования). в качестве фазовой системы 
использован н-бутанол/сульфат аммония, исходным 
материалом служили пять объединенных опалесци-
рующих зон (рис. 1) после фракционирования в гра-
диенте плотности сахарозы. 

в результате фазового концентрирования об-
разовавшийся преципитат перемещался из двух не-
смешивающихся растворов в середину, которая была 
сформирована при низкоскоростном центрифугиро-
вании (тонкий диск-таблетка) и представляла собой 
десолюбилизированный биологический материал. 
после удаления верхней и нижней фаз диск подсуши-
вали и вносили 0,01 м трис-нсl буфер (рн 7,0±0,1) в 
половинном объеме от исходного, получали опалес-
цирующий раствор, инкубировали при температуре 
4–6 °с и центрифугировали 10 мин при 10000 g для 
удаления взвешенных частиц. результаты вестерн-

рис. 1. результаты аналитического электрофореза (А) и вестерн-блоттинга (B):
A – аналитический электрофорез вирусного материала, отобранного с зон 1–9 концентрации сахарозы: 1 – до 10 %; 2 – с 10 до 20 %; 3 – с 20 до 30 %; 
4 – с 30 до 35 %; 5 – с 35 до 40 %; 6 – с 40 до 45 %; 7 – с 45 до 50 %; 8 – с 50 до 60 %; 9 – с 60 % до дна пробирки; М – маркер молекулярных масс Broad 
Range (Bio-Rad, сШа); B – вестерн-блоттинг разделенного по плавучей плотности осадка вирусного материала в ступенчатом градиенте сахарозы 
(10–60 %) с кроличьими иммуноглобулинами (разведение 1:1000): 1 – до 10 %; 2 – с 10 до 20 %; 3 – с 20 до 30 %; 4 – с 30 до 35 %; 5 – с 35 до 40 %;  
6 – с 40 до 45 %; 7 – с 45 до 50 %; 8 – с 50 до 60 %; 9 – с 60 % до дна пробирки; М – маркер молекулярных масс Broad Range (Bio-Rad, сШа)

Fig. 1. Results of analytical electrophoresis (A) and Western blotting (B):
A – analytical electrophoresis of viral material taken from zones 1–9 of sucrose concentration: 1 – below 10 %; 2 – from 10 to 20 %; 3 – from 20 to 30 %; 4 – 
from 30 to 35 %; 5 – from 35 to 40 %; 6 – from 40 to 45 %; 7 – from 45 to 50 %; 8 – from 50 to 60 %; 9 – from 60 % to the bottom of the test tube; M – Broad 
Range molecular weight marker (Bio-Rad, USA); B – Western blotting of the viral material sediment separated by buoyant density in a stepwise sucrose gradi-
ent (10–60 %) with rabbit immunoglobulins (1:1000 dilution): 1 – below 10 %; 2 – from 10 to 20 %; 3 – from 20 to 30 %; 4 – from 30 to 35 %; 5 – from 35 to 
40 %; 6 – from 40 to 45 %; 7 – from 45 to 50 %; 8 – from 50 to 60 %; 9 – from 60 % to the bottom of the test tube; M – Broad Range molecular weight marker 
(Bio-Rad, USA)
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блоттинга с использованием кроличьих иммуногло-
булинов, выделенных из гипериммунных сывороток, 
полученных против производственного штамма ви-
руса бешенства «овечий» гнки (коллекция Фгбну 
«Фцтрб-вниви») представлены на рис. 2.

в материале после фазового концентрирова-
ния определяются основной гликопротеин (67 кда) 
и два пика с молекулярными массами 65 и 60 кда, 
представляющие собой гликопротеины различной 
олигомеризации трансмембранных и цитоплазма-
тических доменов. по всей видимости, это связано 
со свойствами сульфатных анионов, вызывающих 
в растворе белков конформационные изменения.  
на основании изучения серологической активности 
определены три антигена: один мажорный и два ми-
норных, которые показали высокую специфичность. 
по сравнению с исходным вирусным материалом 
(рис. 2, а) очевидна эффективность использования 
метода трехфазной очистки.

Гель-фильтрационная хроматография. Анализ 
профиля белков. материал после трехфазного кон-
центрирования был разделен по молекулярным мас-
сам методом гель-фильтрации, результаты кото рой 
представлены на рис. 3.

профиль элюции представлен двумя пика-
ми, обозначенными № 1 и № 2 соответственно. 
электрофоретический анализ пика № 1 в пааг по-
казал, что гликопротеин, степень очистки которого 
составила >90 %, являлся мономером, представляю-
щим одну четкую полосу молекулярной массой око-
ло 67 кда; чистота и мономерность пика № 2 была 
аналогичной, однако концентрация – в 4–5 раз мень-
ше. Фракционированный материал также проанали-
зирован методом вестерн-блоттинга с использова-
нием кроличьих иммуноглобулинов, очищенных по 
ранее описанной методике [27, 30]. результаты пред-
ставлены на рис. 4.

выделенный гликопротеин представляет со-
бой мономерный препарат с молекулярной массой 
67 кда, по серологическим характеристикам имеет 
иммунодоминантную активность с антирабически-
ми иммуноглобулинами и не реагирует с отрицатель-

ными и гетерологичными иммуноглобулинами кро-
лика. олигомеры гликопротеина 67 кда после трех-
фазовой очистки и концентрирования образовывали 
едва заметные полосы – реплики, соответствующие 
молекулярным массам 60 и 65 кда. 

с целью усовершенствования протокола препа-
ративного выделения и наработки очищенного гли-
копротеина вируса бешенства нами испытано после-
довательное сочетание методик зонального ультра-
центрифугирования, трехфазового концентрирова-
ния и гель-фильтрации. в результате использования 
процедуры трехфазового концентрирования получе-
ны высокоактивные антигены вируса бешенства, со-
поставимые по чистоте и активности с антигенами, 
полученными после гель-фильтрации.

рис. 2. вестерн-блоттинг супернатанта фазового преципитата с кроличьими иммуноглобулинами, выделенными из гипериммунной 
сыворотки, полученной против производственного штамма вируса бешенства «овечий» гнки (коллекция Фцтрб-вниви):
А – исходный вирусный материал; В – супернатант экстракта средней фазы 

Fig. 2. Western blotting of the supernatant of the phase precipitate with rabbit immunoglobulins isolated from hyperimmune serum obtained 
against the production strain of the rabies virus “Ovine” GNKI (collection of the FCTRBS-ARRVI):
A – original viral material; B – supernatant of the middle phase extract

рис. 3. результат фракционирования вирусного материала: 
А – гистограмма гель-фильтрации (по оси абсцисс показано количество 
элюирующего буфера, прошедшего через колонку, по оси ординат – 
оптическая плотность, выраженная в единицах оптической плотности 
(OU) при длине волны 280 нм); В – вестерн-блоттинг: трек 1 – элюат 
№ 1; трек 2 – элюат № 2; М – маркер молекулярных масс Broad Range 
(Bio-Rad, сШа)

Fig. 3. Result of viral material fractionation:
A – gel filtration histogram (the abscissa shows the amount of elution buf-
fer that passed through the column, the ordinate shows the optical density 
expressed in units of optical density (OU) at a wavelength of 280 nm);  
B – Western blotting: track 1 – eluate No. 1; track 2 – eluate No. 2; M – Broad 
Range molecular weight marker (Bio-Rad, USA)
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на основании изучения серологической актив-
ности охарактеризованы три антигена: один мажор-
ный и два минорных, которые показали высокую 
специфичность. данные антигены представлены 
основным гликопротеином G (67 кда) и двумя ми-
норными полипептидами. полученные результаты 
демонстрируют высокую степень чистоты выделен-
ного гликопротеина и подтверждают его антигенную 
специфичность.

полученные результаты являются важными 
для формирования технологических регламентов по 
наработке гликопротеина вируса бешенства. в со-
ответствии с поставленными задачами упрощения 
процедуры получения очищенного гликопротеина 
без потери его антигенных и иммунохимических 
свойств возможно аргументированно исключить 
процесс гель-фильтрации. кроме того, метод трех-
фазной экстракции совместим с другими методами, 
обладает преимуществом сочетания концентриро-
вания и очистки за один-два этапа с минимальными 
трудозатратами.
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