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Резюме
Введение. Норовирусы (НВ) являются одной из основных причин острого гастроэнтерита. В настоящее 
время отсутствует лицензированная вакцина против норовирусной инфекции. Разрабатываемые вакцины 
основаны на капсидном белке VP1, способном к формированию вирусоподобных частиц. 
Целью настоящей работы стала характеристика иммуногенных свойств рекомбинантного VP1 НВ и оценка 
перекрестной реактивности антител против него с различными геновариантами НВ.
Материалы и методы. В сыворотке крови животных, иммунизированных полученным авторами рекомби-
нантным белком VP1, c помощью иммуноферментного анализа определяли титры и авидность суммарных 
антител и антител класса М (IgM) против VP1 HB. Способность полученных антител взаимодействовать  
с НВ разных генотипов оценивали с помощью иммуноэлектронной микроскопии. 
Результаты. Рекомбинантный белок VP1 индуцировал образование у животных антител в высоких титрах. 
Суммарные антитела против VP1 имели высокую авидность, достигающую 100%, что предполагает нали-
чие у них вируснейтрализующей активности. Антитела класса IgM обладали низкой авидностью. Методом 
иммуноэлектронной микроскопиии показано, что IgG-антитела против VP1 генотипа GII.4 взаимодействуют 
с НВ генотипа GII.7 и GII.17.
Заключение. Полученный рекомбинантный белок индуцирует выраженный иммунный ответ с формирова-
нием высокоавидных поликлональных перекрестно-реагирующих антител, что позволяет рассматривать 
его как антигенный компонент прототипа кандидатной вакцины против НВ человека. 
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Abstract
Introduction. Norovirus (NoV) is one of the main causes of acute gastroenteritis. Currently, there is no vaccine to 
prevent norovirus infection. Vaccines under development are based on the capsid protein VP1, which is capable 
of forming virus-like particles.
The aim of the work was to analyze the immunogenic properties of the recombinant VP1 protein of NoV GII.4.
Materials and methods. In the blood serum of animals immunized with the recombinant VP1 protein obtained 
by the authors, titers and avidity of total antibodies and IgM antibodies against NoV VP1 were determined using 
enzyme immunoassay. The ability of the obtained antibodies to interact with NoV of different genotypes was 
assessed using immunoelectron microscopy.
Results. The recombinant VP1 protein induced high titer antibody production in animals. Total antibodies against 
VP1 had a high avidity, reaching 100%, which suggests that they have viral neutralizing activity. IgM antibodies had 
low avidity. Immunoelectron microscopy showed that IgG antibodies against VP1 protein of genotype GII.4 interact 
with wild-type NoV of genotype GII.7 and GII.17.
Conclusion. The obtained recombinant protein induces a sufficiently strong immune response with the formation 
of high avidity polyclonal cross-reacting antibodies, which allows us to consider it as an antigen component of a 
NoV vaccine candidate. 
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Введение

Норовирусы (НВ) являются второй по значимости 
причиной острого гастроэнтерита, уступая только 
ротавирусу. В странах, где проводится массовая вак-
цинация против ротавирусной инфекции, наблюдает-
ся увеличение доли НВ в этиологической структуре 
острых кишечных инфекций на фоне снижения забо-
леваемости ротавирусным гастроэнтеритом. В резуль-
тате норовирусная инфекция постепенно занимает 
лидирующую позицию [1]. Вирус обладает высокой 
контагиозностью, инфицирующая доза составля-
ет 18–2800 вирусных частиц [2]. Ежегодно в мире ре-
гистрируется около 700 млн случаев инфицирования 
НВ и более 200 тыс. смертельных исходов. Лицензи-
рованной вакцины для профилактики норовирусной 

инфекции до настоящего времени не существуют 
ни в одной стране мира [3]. Всемирная организация 
здравоохранения включила в 2024 г. норовирусную 
инфекцию в список приоритетных инфекций, против 
которых необходима в ближайшее время разработка 
вакцины [4]. 

НВ относится к группе безоболочечных вирусов, 
входящих в семейство Caliciviridae, род Norovirus. 
Геном вируса представляет собой одноцепочечную 
РНК позитивной полярности, которая кодирует не-
структурные белки (ORF1), основной структурный 
белок VP1 (ORF2) и минорный белок капсида VP2 
(ORF3). Капсид вируса имеет икосаэдрическую сим-
метрию и состоит из 180 копий белка VP1, которые 
дополняются одной или двумя копиями минорного 
белка VP2 [5]. 
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Выделено 10 геногрупп НВ и несколько десятков 
генотипов, различающихся по аминокислотным по-
следовательностям белка VP1. Для человека патоген-
ны представители 5 геногрупп (GI, GII, GIV, GVIII 
и GIX). Наиболее распространенным и клинически 
значимым является НВ генотипа GII.4, ответствен-
ный в мире в последние три десятилетия за 70–80% 
вспышек норовирусной инфекции [6]. 

VP1 НВ способен образовывать вирусоподобные 
частицы (ВпЧ), морфологически не отличающиеся 
от природного вируса, но не содержащие нуклеино-
вую кислоту. Это позволяет использовать такие ВпЧ 
в качестве безопасных компонентов вакцины. VP1 
состоит из двух доменов – S и P. Домен S (от англ. 
shell – оболочка) отвечает за самосборку капсида 
и расположен внутри вирусной частицы. Домен Р (от 
англ. рrotruding – выступающий) расположен на по-
верхности, дополнительно стабилизирует структуру 
вириона и представлен двумя субдоменами – P1 и P2, 
которые несут антигенные сайты, и отвечает за связы-
вание вируса со структурами организма хозяина (ан-
тигены групп крови человека HBGA). Наряду с пол-
норазмерным VP1, составляющие его домены также 
способны образовывать ВпЧ разного размера [7–9].

Разрабатывается несколько вариантов вакцин для 
профилактики норовирусной инфекции человека. 
Большинство из них основаны на использовании VP1 
и образуемых этим белком или его Р-доменом ВпЧ, 
которые повышают иммунный ответ на VP1 [10]. Од-
нако в понимании естественного иммунитета к НВ че-
ловека остается много пробелов, что затрудняет раз-
работку вакцин. Способность вызывать иммунитет 
к широкому спектру часто циркулирующих геноти-
пов и защищать от будущих появляющихся штаммов 
определяет эффективность вакцины. В то же время 
остается малоизученной возможность перекрестного 
иммунитета к различным геногруппам или генотипам 
внутри одной геногруппы НВ [11]. 

Ранее нами был получен рекомбинантный VP1 НВ 
генотипа GII.4, циркулирующего на территории Цен-
тральной части России. Показано, что он формирует 
ВпЧ, и кратко описаны его свойства [12]. 

Целью настоящей работы стала характеристика 
иммуногенных свойств рекомбинантного VP1 НВ 
и оценка перекрестной реактивности антител (АТ) 
против него с различными геновариантами НВ.

Материалы и методы
Экспрессию, очистку и ренатурацию рекомбинант-

ного VP1 НВ генотипа GII.4 осуществляли согласно 
описанным ранее методам [12]. Для иммунизации 
использовали самок мышей линии BALB/c возрас-
том 8 нед и массой 16–18 г. Животных содержали в ус-
ловиях вивария в соответствии с межгосударствен-
ными стандартами ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-
2014. Биоматериал для исследования брали у мышей 
с соблюдением принципов гуманности, изложенных 
в директивах Европейского сообщества (86/609/ЕС). 
Исследования проводили согласно биоэтическим 
и этическим принципам, установленным Хельсинк-

ской декларацией (принята в июне 1964 г. и пересмо-
трена в октябре 2013 г.). 

Авторы подтверждают соблюдение инсти-
туциональных и национальных стандартов 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с Сonsensus Author Guideline for Animal Use 
(IAVES, 23.07.2010). Протокол исследования одобрен 
решением Локального этического комитета ННИИЭМ  
им. акад. И.Н. Блохиной (№ 4 от 25.11.2021).

Животные были разделены на 3 группы по 10 осо-
бей: 1-я группа получала внутрибрюшинно 0,5 мл 
физиологического раствора; 2-я группа – 10 мкг 
VP1 в 0,5 мл физиологического раствора; 3-я груп-
па – 10 мкг VP1 в 0,5 мл физиологического раствора 
с добавлением 100 мкг гидроокиси алюминия. Жи-
вотных иммунизировали дважды с интервалом 2 нед. 
Через 3 нед после второй иммунизации забирали 
кровь и получали сыворотку крови. Определение АТ 
к VP1 НВ в сыворотке крови иммунизированных 
мышей проводили с помощью твердофазного имму-
ноферментного анализа. VP1 сорбировали в лунки 
планшетов в концентрации 1 мкг/мл в течение 18 ч 
при температуре 4 °C. Планшеты трижды отмыва-
ли в фосфатно-солевом буфере, содержащем 0,1% 
Твин-20 (ФСБ-Т). 1 мкл сыворотки крови разводили 
ФСБ-Т, содержащим 10% осветленного лизата клеток 
Escherichia сoli Rosetta 2 (DE3) с шагом 2 и вносили 
в лунки планшетов в объеме 100 мкл с последующей 
инкубацией в течение 1 ч при 37 °С. Затем лунки план-
шетов отмывали ФСБ-Т и вносили по 100 мкл рас-
твора конъюгированных с пероксидазой корня хрена 
кроличьих АТ против суммарной фракции иммуно-
глобулинов мыши (ИМТЕК, Россия) или против им-
муноглобулинов класса M (IgM) (Elabscience, Китай), 
инкубировали 1 ч при 37 °С и отмывали ФСБ-Т. Ре-
акцию визуализировали добавлением 100 мкл раство-
ра 0,04% тетраметилбензидина, содержащего 0,002 
перекиси водорода при рН 5,0. Оставляли планшет 
на 10 мин в темном месте. Во все лунки добавляли 
по 50 мкл 1N H2SO4 и измеряли оптическую плот-
ность (ОП) в двухволновом режиме, при основной 
длине волны 450 нм и при референсной длине вол-
ны 620 нм в микропланшетном ридере Infinite M200 
Pro (TECAN, Австрия) с программным обеспечением 
Magellan 7.2 (TECAN, Австрия). В качестве отрица-
тельного контроля использовали сыворотку крови 
мышей, получавших внутрибрюшинно физиологиче-
ский раствор в объеме 0,5 мл. Все тесты выполняли 
в трех повторах. За положительную реакцию прини-
мали значение ОП, превышающее среднее значение 
отрицательного контроля, умноженное на 3. 

Для определения авидности АТ образцы сыворотки 
крови тестировали в дублях иммуноферментным ме-
тодом с описанными ниже модификациями. Перед до-
бавлением конъюгата в одну из двух лунок каждого 
из образцов вносили 100 мкл раствора 8М мочевины 
в ФСБ-Т, инкубировали в течение 3 мин, отмыва-
ли 5 раз и проводили анализ, как описано выше. Ин-
декс авидности рассчитывали как отношение вели-
чины ОП в лунках с 8М мочевиной к величине ОП 
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в лунках без мочевины, полученных для одной сыво-
ротки крови, выраженное в процентах.

Для проведения иммуноэлектронной микроскопии 
получали АТ морских свинок к VP1 НВ. Подкожно 
иммунизировали морскую свинку дважды с интер-
валом 2 нед. Вводили по 500 мкг рекомбинантно-
го VP1 НВ в смеси с 5 мг гидроокиси алюминия. 
Через 21 сут после повторной иммунизации произ-
водили забор крови и выделяли суммарную фракцию 
иммуноглобулинов путем высаливания 33% сульфа-
том аммония с последующим диализом осадка про-
тив дистиллированной воды; 50 мкл выделенных АТ 
сорбировали в течение 60 мин на медные сеточки для 
электронной микроскопии (ЭМ), покрытые парлоди-
евой подложкой. Сеточки отмывали дистиллирован-
ной водой и помещали на капли копрофильтратов, 
содержащих НВ генотипов GII.4, GII.7, GII.17, GI.3 
или echovirus 30 в качестве отрицательного контроля. 
Инкубировали в течение 60 мин при 37 °С, окраши-
вали водным раствором 2% уранилацетата (рН 4,5) 
и анализировали на наличие вирусных частиц с по-
мощью микроскопа HT7700 (Hitachi, Япония). В ра-
боте использовали хранящиеся в исследовательской 
коллекции Нижегородского НИИЭМ им. академика 
И.Н. Блохиной копрофильтраты с подтвержденным 
методами электронной микроскопии и полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией наличием 
вирусов. 

Статистическая обработка данных выполнена с по-
мощью программного обеспечения Prism (GraphPad 
Software) и Microsoft Excel. Различия считали стати-
стически достоверными при р ≤ 0,05.

Результаты 

У всех иммунизированных животных в сыворот-
ке крови присутствовали АТ против белка VP1 НВ 
в разных титрах. У мышей, которым вводили физи-
ологический раствор, АТ против VP1 не обнаружива-
лись. Титры IgM на 21-е сутки после двукратной им-
мунизации мышей рекомбинантным VP1 колебались 
от 1 : 256 до 1 : 1024. Средний арифметический титр 
составил 1 : 474 (рис. 1). У мышей, иммунизирован-
ных VP1 в смеси с гидроокисью алюминия, титр АТ 
был в 2 раза выше, однако различия не были статисти-
чески значимы. 

Еще более высокие титры АТ были получе-
ны при анализе их суммарной фракции. Как вид-
но из рис. 2, средний титр суммарных АТ соста-
вил 1 : 1869. При этом в отдельных образцах значения 
титра достигали 1 : 8000. Иммунизация животных 
рекомбинантным белком с добавлением адъюванта 
еще более повышала титры АТ. В этом случае они ко-
лебались у животных от 1 : 512 до 1 : 32 768. Средний 
арифметический титр составил 1 : 13158. Характери-
зующие напряженность популяционного иммунитета 
средние геометрические титры составили соответ-
ственно 1 : 1024 и 1 : 9410. 

Была проведена оценка специфичности как сум-
марных АТ против рекомбинантного VP1, так и АТ 
класса IgM. В конкурентной реакции, когда АТ про-
тив VP1 преинкубировали с рекомбинантным VP1 
в повышающихся концентрациях, было показано, 
что мышиные АТ нейтрализуются рекомбинантным 
белком на 95% при концентрации белка, превышаю-

Рис. 1. Титры IgM-антител у мышей, иммунизированных 
рекомбинантным VP1 в отсутствие (а) и в присутствии (б) 

гидроокиси алюминия. 
* – статистически значимые различия (p < 0,05).

Fig. 1. IgM antibody titers in mice immunized with recombinant 
VP1 protein in the absence (a) and presence (b) of aluminium 

hydroxide. 
* – statistically significant differences (p < 0.05).

Рис. 2. Титры суммарных антител у мышей, иммунизирован-
ных рекомбинантным VP1 в отсутствие (а) и в присутствии (б) 

гидроокиси алюминия.
* – статистически значимые различия (p < 0,05).

Fig. 2. Titers of total antibodies in mice immunized with recombi-
nant VP1 protein in the absence (a) and presence (b) of aluminium 

hydroxide.
* – statistically significant differences (p < 0.05).
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щей 4,5 × 10−4 мг/мл (рис. 3). Кривые нейтрализации 
суммарных АТ и IgM, наработанных мышами после 
иммунизации в отсутствие и в присутствии использо-
ванного адъюванта, представлены на рис. 3. 

При определении авидности АТ против VP1 показа-
но, что суммарные АТ против VP1, полученные после 
иммунизации мышей без адъюванта, имели индекс 
авидности, равный 55,22%. Применение адъюван-
та приводило к повышению индекса авидности АТ 
до 83,99%. Близкий к 100% индекс авидности свиде-
тельствует о высокой вероятности продукции живот-
ными вируснейтрализующих АТ. IgM-АТ против VP1 
имели намного меньший индекс авидности, составив-
ший 9,08% у мышей, иммунизированных VP1 с адъю-
вантом. Индекс авидности IgM АТ после иммунизации 
рекомбинантным VP1 без адъюванта составил 8,11%.

Возможность перекрестных взаимодействий сы-
вороточных АТ против VP1 с НВ разных генотипов 
изучали с помощью твердофазной иммуноэлектрон-
ной микроскопии. Использовали вирусы, выделен-
ные из фекалий больных норовирусным гастроэн-
теритом и энтеровирусным менингитом, собранные 
на территории Российской Федерации. Сеточки для 
ЭМ сенсибилизировали АТ против VP1 HB генотипа 
GII.4 и тестировали на взаимодействие c НВ других 
генотипов. ЭМ показала наличие вирусных частиц 
диаметром 40–50 нм при нанесении копрофильтра-
тов, содержащих HB генотипов GII.4, GII.7, GII.17, 
но не GI.3, на сеточки, покрытые иммуноглобулина-
ми (рис. 5). В качестве контроля специфичности свя-
зывания использовали копрофильтрат, содержащий 
Echovirus 30, в котором с использованием сеточек, 

покрытых иммуноглобулинами против VP1 НВ, ви-
русных частиц обнаружено не было. Полученные 
результаты указывают на связывание сывороточных 
поликлональных IgG против VP1 генотипа GII.4 
с НВ генотипов GII.7, GII.17, но не с НВ генотипа 
GI.3, т.е. НВ геногруппы GI. 

Обсуждение
Белок VP1 НВ содержит ряд антигенных детер-

минант (эпитопов), которые определяют его имму-
ногенные свойства. Домен S образован N-концевы-
ми остатками от 1 до 225 аминокислоты. Остатки 
от 50 до 225 сворачиваются в 8-цепочечную антипа-
раллельную β-структуру, характерную для капсид-
ных белков многих вирусов. Полипептидная цепь, 
начинающаяся от 225-й аминокислоты, образует 
субдомены P1 и P2. С помощью моноклональных АТ 
в N-концевой части домена S VP1 HB геногруппы II 
обнаружен достаточно консервативный участок, по-
строенный из 60 аминокислот и содержащий В-кле-
точные антигенные детерминанты [13, 14]. Также 
было описано и охарактеризовано несколько пере-
крестно-реактивных АТ, нацеленных на консерва-
тивную область домена P [15–20]. Среди них об-
наружены АТ, реагирующие как с линейными, так 
и конформационными эпитопами [16]. Показано, что 
к части выявленных эпитопов могут образовывать-
ся нейтрализующие АТ, что важно для реализации 
антивирусного В-клеточного ответа [21, 22]. Иден-
тифицировано 5 антигенных участков, построенных 
из вариабельных В-клеточных эпитопов и локализо-
ванных в структуре P2 субдомена на его внешней по-

Рис. 3. Нейтрализация рекомбинантным VP1 мышиных сум-
марных антител (АТ) и АТ класса IgM.

 1 – суммарные АТ после иммунизации без адъюванта; 2 – то же с адъю-
вантом; 3 – IgM-АТ после иммунизации без адъюванта; 4 – то же с адъ-
ювантом; 5 – суммарные АТ неиммунизированных мышей; 6 – IgM-АТ 

неиммунизированных мышей.
Fig. 3. Neutralization of mouse total antibodies (AB) and IgM AB 

by recombinant VP1 protein.
 1 – total AB after immunization without adjuvant; 2 – same with adjuvant; 
3 – IgM AB after immunization without adjuvant; 4 – same with adjuvant; 5 – 

total AB  of unimmunized mice; 6 – IgM-AB of unimmunized mice.

Рис. 4. Сравнение индексов авидности суммарных АТ (1 – им-
мунизация только VP1, 2 – VP1 совместно с адъювантом) и АТ 
класса IgM (3 – иммунизация только VP1, 4 – VP1 совместно с 

адъювантом). 
Fig. 4. Comparison of avidity indices of total antibodies (1 – im-
munization with VP1 alone, 2 – VP1 together with adjuvant) and 
IgM class antibodies (3 – immunization with VP1 alone, 4 – VP1 

together with adjuvant). 
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верхности [23]. Эта область P2 субдомена характе-
ризуется высокой частотой мутаций, что, вероятно, 
является результатом селективного давления со сто-
роны иммунитета хозяина и содержит эпитопы, ин-
дуцирующие образование нейтрализующих АТ [24]. 

В наших исследованиях с применением анали-
за in silico в составе VP1 HB генотипа GII.4 Syd-
ney [P16], циркулирующего на территории России 
и воспроизведенного нами в виде рекомбинантного 
белка, идентифицирован ряд возможных Т-клеточ-
ных эпитопов, презентируемых молекулами HLA I 
и II классов, т.е. способных активировать как ци-
тотоксический ответ Т-клеток, так и Т-хелперный 
ответ. Моделирование структуры и ее анализ позво-
лили обнаружить также 2 линейных и 47 конфор-
мационных В-клеточных эпитопов VP1 при отсут-
ствии его аллергенности [25]. 

Наличие указанных эпитопов обеспечивает фор-
мирование В-клеточного ответ, которое и было за-
регистрировано в нашем исследовании. Суммар-
ные АТ, вырабатываемые в высоких титрах в ответ 
на иммунизацию рекомбинантным VP1, обладали 
высокой авидностью, что с высокой вероятностью 
предполагает их вируснейтрализующие свойства. 

Использование адъюванта приближало индекс 
авидности к 100%. Заметим, что высокая иммуно-
генность обусловлена также способностью VP1 
формировать ВпЧ, что продемонстрировано нами 
ранее [12]. Ожидаемыми оказались менее высокие 
по сравнению с суммарными АТ титры и авидность 
IgM АТ, образующихся при иммунизации животных 
рекомбинантным VP1. Вероятно, это связано с от-
носительно короткими сроками иммунизации жи-
вотных и, как следствие, недостаточной зрелостью 
выработанного иммунного ответа. 

Для исследования перекрестных взаимодействий 
АТ против VP1 НВ в основном используются сурро-
гатные модели, основанные на взаимодействии АТ 
с ВпЧ, сформированными VP1 разных генотипов НВ. 
В недавних исследованиях было показано, что моно-
клональные IgM были способны связывать ВпЧ, от-
носящиеся к геногруппам GI (GI.1, GI.2, GI.3) и GII 
(GII.3, GII.4, GII.6, GII.13 или GII.17). Перекрестная 
реактивность моноклональных IgА регистрировалась 
только между генотипами внутри геногруппы GII. 
Моноклональные IgG обладали перекрестной реак-
тивностью с ВпЧ, полученными из VP1 разных гено-
типов GII и одного генотипа GI.3 [26, 27]. 

a/a

г/d д/e

б/b в/с

Рис. 5. Электронные микрофотографии норовирусных частиц, взаимодействующих с антителами против VP1 норовируса. 
а – норовирус (НВ) генотипа GII.4; б – НВ генотипа GII.17; в – HB генотипа GII.7; г – GI.3; д – Echovirus 30.

Fig. 5.  Electron micrographs of norovirus particles interacting with antibodies against norovirus VP1 protein. 
a – norovirus (NoV) genotype GII.4; b – NoV genotype GII.17. c – NoV genotype GII.7; d – GI.3; e – Echovirus 30.
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Нами для исследования перекрестной реактивности 
АТ против VP1 GII.4 был применен оригинальный 
подход, основанный на использовании для имунно-
электронной микроскопии, выделенных от больных 
норовирусным гастроэнтеритом. Полученные резуль-
таты подтверждают перекрестную реактивность IgG 
АТ против VP1 GII.4 с другими генотипами. Однако 
остается неясной их нейтрализующая активность. Ра-
нее при исследовании иммунного ответа на иммуни-
зацию ВпЧ НВ было показано, что в сыворотке крови 
человека присутствуют как перекрестно реактивные, 
но не нейтрализующие АТ, так и более узко реактив-
ные нейтрализующие АТ [28]. 

Заключение
Таким образом, полученный нами рекомбинант-

ный VP1, образующий ВпЧ и индуцирующий выра-
женный иммунный ответ с формированием высоко-
авидных поликлональных перекрестно-реагирующих 
АТ, можно рассматривать как антигенный компонент 
прототипа кандидатной вакцины против НВ человека 
наиболее распространенной геногруппы GII.
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