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несмотря на значительный прогресс в области 
вирусологии, иммунологии и молекулярной биоло-
гии, а также колоссальные усилия многих поколений 

ученых и практиков по борьбе с бешенством, этот 
зооноз продолжает оставаться чрезвычайно сложной 
проблемой для многих стран мира, в том числе и для 

Пробл. особо опасных инф. 2017; 4:27–31. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-4-27-31

удк 616.98:578.824.11

м.а.ефимова1, к.с.хаертынов1,2, а.ф.арсланова1, р.м.ахмадеев1, а.и.никитин1, В.Г.Гумеров1, 
Э.а.Шуралев1,2,3

ВЫделение, очиСтКа и оценКа СерологичеСКой аКтиВноСти антигеноВ  
ВируСа БешенСтВа 

1ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности», Казань;  
2Казанская государственная медицинская академия – филиал ФГБОУ ДПО РМАНПО Минздрава России, Казань; 

3ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет», Казань, Российская Федерация

цель работы. оценка серологической активности антигенов вируса бешенства, выделенных из мозговой тка-
ни мышей и очищенных ультрацентрифугированием с предварительной дезинтеграцией на FastPrep. материалы 
и методы. в работе использовали производственный штамм вируса бешенства «овечий» гнки. вирус бешен-
ства выделяли из мозговой ткани экспериментально зараженных мышей с последующим изучением электрофоре-
тического профиля. серологическую активность компонентов вируса оценивали иммуноблотом и иФа с исполь-
зованием специфических антирабических сывороток крови. результаты и выводы. в ходе сравнения методов 
выделения и очистки антигена вируса бешенства наиболее оптимальным определено проведение гомогенизации 
на FastPrep-24 с последующим фракционированием в градиенте сахарозы. в результате фракционирования в сту-
пенчатом градиенте плотности сахарозы с концентрацией 15–50 % при 25000 g в течение 120 мин получено пять 
фракций вируса бешенства. максимально очищенной являлась белковая фракция, отобранная с зоны сахарозы 
15–20 %, соответствующая молекулярной массе 67 кда. специфическая антигенная активность фракции в иФа 
достигала титра 1:1280 (коэффициент специфичности 2,2). в результате иммуноблота антигенов, полученных 
с градиента сахарозы в диапазоне 40–45 и 20–35 % после ультрацентрифугирования, выявлена одна мажорная 
фракция полипептидов (54 кда), проявившая наиболее высокую антигенную активность. полученные результаты 
будут применимы при конструировании тест-систем для проведения скрининговых исследований на бешенство и 
мониторинга эффективности противоэпизоотических мероприятий.
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Objective of the study is to evaluate the serological activity of rabies virus antigens isolated from the brain tissue of mice by 
homogenization on FastPrep followed by ultracentrifugation. Materials and methods. Producer strain of the rabies virus “Ovechiy” 
GNKI. The rabies virus was isolated from the brain tissue of experimentally infected mice, followed by the study of the electropho-
retic profile. The serological activity of the virus components was assessed by immunoblot and ELISA using specific anti-rabies sera. 
Results and conclusions. In the course of comparing the methods of isolation and purification of the rabies virus antigen, it was found 
that most optimal one is to use a homogenization on FastPrep-24, followed by fractionation in a sucrose gradient. As a result of frac-
tionation in a graded sucrose density gradient with a concentration of 15–50 % at 25000 g for 120 min, five fractions of the rabies virus 
components were obtained. The maximum purified protein fraction was from 15–20 % sucrose zone, which corresponded to a molecu-
lar weight of 67 kDa. The specific antigen activity of the fraction in ELISA reached up the titers of 1:1280 (Specificity coefficient 2.2). 
Using immunoblot of antigens, obtained from the sucrose gradient in the range of 40–45 % and 20–35 % after ultracentrifugation, one 
major fraction of polypeptides (54 kDa) was detected, which showed the highest antigenic activity. The results obtained will be useful 
in the design of test systems for rabies screening and monitoring the effectiveness of anti-epizootic measures.
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российской Федерации [2, 6]. заболевание проявля-
ется и у людей, приводя к летальным исходам [13].

основу мировых программ борьбы с бешен-
ством составляет специфическая профилактика и 
своевременная диагностика с использованием со-
временных лабораторных методов исследования. в 
настоящее время практическое применение получи-
ли различные методы: биопроба на лабораторных 
животных, морфологическое исследование голов-
ного мозга, метод иммунофлуоресценции, реакция 
преципитации в агаровом геле [14]. однако все они, 
в той или иной степени, обладают значительными 
недостатками: низкая чувствительность и недо-
статочная специфичность (световая микроскопия и 
реакция преципитации), длительность получения 
результатов экспертиз и трудоемкость (биопроба и 
реакция нейтрализации) [7]. усовершенствование 
существующих и разработка новых молекулярно-
генетических [10] и ускоренных серологических 
[1] методов как эффективных средств диагностики 
бешенства остаются актуальными вопросами до на-
стоящего времени [8, 12]. такого рода исследования 
требуют предварительной наработки определенных 
специфических биологических компонентов тест-
систем, в том числе антигенов, иммуноглобулинов 
[15]. для приготовления основы иммунизирующего 
материала, c целью получения антител, используют 
клеточные культуры животных.

каждый этап исследований требует не только 
учета генетических особенностей (вариабельности) 
вируса [4], но и проведения дополнительного, более 
углубленного изучения специфичности и чувстви-
тельности отдельных компонентов. несоблюдение 
этих требований может привести к низкой диагно-
стической эффективности тест-систем на финаль-
ном этапе разработки [9]. 

целью данной работы была оценка серологиче-
ской активности антигенов вируса бешенства, выде-
ленных из мозговой ткани мышей с использованием 
гомогенизатора FastPrep с последующим ультрацен-
трифугированием.

материалы и методы

в работе использовали производственный 
штамм вируса бешенства «овечий» гнки (коллек-
ция Фцтрб-вниви), органо-тканевого происхожде-
ния, c инфекционным титром 5,25 lg LD50/0,03 мл.

для наработки вирусного материала белых 
мышей линии BALB/c живой массой 6 –7 г заража-
ли интрацеребрально вирусом бешенства, штамм 
«овечий» гнки. мышей с признаками неврологи-
ческих нарушений через 5–8 сут после заражения 
усыпляли, декапитировали, стерильно извлекали 
мозг и готовили 20 % мозговую суспензию в 0,01 м 
фосфатно-буферном растворе.

с целью выделения вируса часть мозговой тка-
ни подвергали дезинтеграции на приборе FastPrep®-
24 Classic Instrument (MP Biomedicals), для мак-

симального извлечения вируса использовали про-
бирки Lising Matrix B; другую часть подвергали 
замораживанию-оттаиванию. прибор FastPrep-24 
был использован на предварительном этапе подго-
товки вирусного материала для полного разрушения 
клеток мозговой ткани, так как, в отличие от стеклян-
ных гомогенизаторов, данный прибор обеспечивает 
стабильную повторяемость результатов и не зависит 
от человеческого фактора. режим обработки на при-
боре FastPrep: скорость вибрации 6,0 миллисекунд, 
время обработки 60 с в присутствии однородных ча-
стиц карбида кремния. 

мозговую ткань осаждали низкоскоростным 
центрифугированием, cупернатант концентрирова-
ли ультрацентрифугированием при 25000 g. очистку 
вируса проводили в ступенчатом градиенте сахарозы 
15–50 % с использованием ультрацентрифуги Optima 
L-90K (Beckman) и последующим исследованием 
промежуточных стадий флотации. на каждом эта-
пе очистки вируса проводили контроль при помощи 
аналитического электрофореза и иммуноблотинга 
для выявления локализации полипептидов и их се-
рологической активности.

концентрацию белка определяли на спектро-
фотометре UV5 (Mettler Toledo) при длине волны 
280 нм согласно инструкции к прибору.

электрофоретический профиль вируса бешен-
ства изучали по методу U.K.Laemmli [11]. методом 
иммуноблотинга (Bio-Rad) определяли серологиче-
скую активность полученного материала с исполь-
зованием гипериммунных сывороток с высокой ак-
тивностью, а также сыворотки овец, вакцинирован-
ных против бешенства антирабической инактивиро-
ванной сухой культуральной вакциной из штамма 
«щелково-51» (Фкп «щелковский биокомбинат»).

выделение иммуноглобулинов из сыворотки 
крови овец, иммунизированных вирусом бешенства, 
проводили методом высаливания насыщенным рас-
твором 2,78 м сульфата аммония с последующим 
диализом против 0,025 м трис-HCl буфера, рн 7,8. 
процедуру переосаждения иммуноглобулинов суль-
фатом аммония проводили 3 раза.

результаты и обсуждение

на первом этапе проведено сравнительное из-
учение чистоты используемых иммуноглобулинов, 
полученных из сыворотки крови овец, иммунизиро-
ванных вирусом бешенства. иммуноглобулины овцы 
после первого, второго и третьего цикла осаждения 
сульфатом аммония и диализа очищали при помощи 
ионообменной хроматографии с целью получения 
отдельно и препаративно IgG1 и IgG2 для повыше-
ния их чувствительности и специфичности. степень 
чистоты полученного гипериммунного иммуногло-
булина оценивали методом электрофореза на ацетат-
целлюлозной мембране, рис. 1 [5]

в супернатанте уже после первого осаждения 
отсутствовала зона иммуноглобулинов, что свиде-
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тельствует о полном их осаждении. после второго и 
третьего осаждения отмечали наличие незначитель-
ного количества иммуноглобулинов в супернатанте. 
конечный продукт после диализа характеризовался 
высоким содержанием иммуноглобулина и отсут-
ствием примесей сывороточных белков.

таким образом, метод двукратного переосажде-
ния сульфатом аммония позволяет получить чистый 
препарат иммуноглобулина из гипериммунной сы-
воротки овец без наличия примесей сывороточных 
белков.

на следующем этапе проводили очистку вирус-
ного антигена. в качестве исходного материала ис-
пользовали вирусный материал с инфекционным 
титром 5,25 lg LD50/0,03 мл, полученный на основе 
штамма «овечий» гнки, репродуцированного в моз-
говой ткани экспериментально зараженных мышей. 
концентрация вирусного белка после очистки от моз-
говой ткани и концентрирования составила 64,7 мг/мл. 
в результате фракционирования в ступенчатом гради-
енте плотности сахарозы с концентрацией 15–50 % 
при 25000 g в течение 120 мин получено пять фракций 
вируса бешенства. электрофоретическое разделение 
фракций методом вертикального диск-электрофореза 
в 12,5 % пааг показало, что максимально очищен-
ной является белковая фракция, отобранная с зоны 
сахарозы 15–20 % и соответствующая молекулярной 
массе 67,0 кда. при этом было отмечено, что данная 
фракция содержала также незначительную примесь 
других белков. активность белковых фракций вируса 
бешенства подтверждена в сэндвич-иФа (таблица). 

специфическая антигенная активность фракций со-
ставила 1:640 – 1:1280 (ксп=2,1-2,2). высокая актив-
ность зоны 15–20 % градиента плотности, по всей ви-
димости, связана с локализацией в данной зоне пеп-
тидов, соответствующих антигенным детерминантам 
вируса бешенства.

далее специфичность и активность различных 
фракций антигена, после концентрирования и очист-
ки через градиент сахарозы, проверяли в реакции 
иммуноблот с использованием антирабических им-
муноглобулинов овцы (рис. 2). 

в осадке ультрацентрифугированного анти-
гена вируса бешенства (уцФ-аг) (трек 1) выяви-
ли 2 минорные фракции полипептидов в области 
45–66,7 кда. антиген, полученный при ультрацен-
трифугировании при 25000 g в градиенте сахарозы 
15–20 % (трек 6), содержал все основные полипеп-
тиды вируса, а антиген, полученный с градиента са-
харозы 40–45 % (трек 3), содержал дополнительно 
две фракции полипептидов с молекулярной массой 
в области от 30 до 45 кда. обработка вируса бешен-
ства на FastPrep-24 не обеспечивала четкой карти-
ны разделения полипептидов (трек 7). характерная 
картина разделения в 12,5 % пааг установлена при 
использовании исходного вируса бешенства (трек 9). 
при этом обнаруживаются 2 мажорные и 8 минор-
ных фракций полипептидов.

в результате иммуноблота антигенов, полу-
ченных с градиента сахарозы в диапазоне 40–45 и 
20–35 %, выявлялась одна мажорная фракция по-

рис. 1. электрофорез проб в процессе получения антирабиче-
ских глобулинов после осаждения сульфатом аммония с после-
дующей ионообменной хроматографией на дэаэ-целлюлозе: 
1, 2, 3 – IgG1; 4, 5, 6, 7 – IgG2; 8 – препарат иммуноглобулина после 
третьего осаждения и 7-дневного диализа; 9 – исходная овечья гиперим-
мунная сыворотка

специфичность белковых фракций вируса бешенства  
после фракционирования в ступенчатом градиенте плотности  

сахарозы

исследуемый  
материал

титр, 
LD50/мл

концентрация 
белка, мг/мл

титр антигена  
в иФа, 1/n*

концентрированный 
антиген 105,5 64,7±0,22 2560

Фракция зоны 15–20 % 
градиента плотности – 0,78±0,03 1280

Фракция зоны 45–50 % 
градиента плотности – 0,45±0,07 640

*обратные значения титров антигена вируса бешенства.

рис. 2. результаты электрофореза (а) и иммуноблота (в) уцФ-
аг вируса бешенства с овечьими антирабическими глобу-
линами: 
1 – осадок после центрифугирования в градиенте сахарозы; 2 – антиген 
с градиента сахарозы 45–50 %; 3 – антиген с градиента сахарозы 40–
45 %; 4 – антиген с градиента сахарозы 20–35 %; 5 – антиген с градиента 
сахарозы 20–40 %; 6 – антиген с градиента сахарозы 15–20 %; 7 – су-
пернатант зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 
8 – осадок зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 
9 – вирус бешенства штамм «овечий» гнки; М – маркеры молекуляр-
ных масс (кда)
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липептидов, соответствующая 54 кда. при анализе 
результатов иммуноблота и электрофореза белков с 
градиента сахарозы 15–20 % и супернатанта, полу-
ченного после центрифугирования при 3000 g в тече-
ние 30 мин взвеси зараженной мозговой ткани после 
обработки на FastPrep-24, установлен идентичный 
полипептидный профиль получаемых антигенов, 
при этом последний способ прост в исполнении и не 
требует значительных затрат.

таким образом, в ходе сравнения методов полу-
чения и очистки антигена вируса бешенства наиболее 
оптимальным определено проведение гомогенизации 
на FastPrep-24 с последующим фракционированием 
в градиенте плотности сахарозы. в результате имму-
ноблота антигенов, полученных с градиента сахаро-
зы в диапазоне 40–45 и 20–35 % после ультрацентри-
фугирования, выявлена одна мажорная фракция по-
липептидов, соответствующая 54 кда. показано, что 
максимально очищенной является белковая фракция 
с молекулярной массой 67 кда, отобранная с зоны 
сахарозы 15–20 %. высокая специфическая анти-
генная активность данной фракции подтверждена в 
иФа и иммуноблоте. в последующем, будет оцене-
на возможность использования выделенной фракции 
антигена вируса бешенства в качестве иммунизиру-
ющего антигена для получения иммуноглобулинов с 
высокой активностью, что позволит повысить диа-
гностическую чувствительность и специфичность 
совершенствуемых тест-систем на основе иФа и 
риФ для проведения скрининговых исследований на 
бешенство и мониторинга эффективности противоэ-
пизоотических мероприятий.

биоэтика. все стадии исследования соответ-
ствовали законодательству рФ, международным эти-
ческим нормам и нормативным документам Фцтрб-
вниви.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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