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Вирусоподобные нВс-частицы, образуемые в результате самосборки ядерного антигена вируса гепа-
тита В, могут быть использованы в качестве высокоиммуногенного носителя для презентации чуже-
родных эпитопов при создании рекомбинантных вакцин. Мы используем этот носитель для разработки  
противогриппозных вакцин, основанных на консервативных антигенах вируса гриппа, – внеклеточном 
домене трансмембранного белка М2 (М2е) и фрагменте второй субъединицы гемагглютинина (HA2). 
Представление на поверхности нВс-частиц должно повысить иммуногенность этих пептидов. С ис-
пользованием методов генетической инженерии мы получили гибридный белок, в котором последо-
вательность нА2 присоединена на N-конец нВс-антигена, а М2е-пептид включён в район иммунодоми-
нантной петли, экспонируемой на поверхности нВс- частиц. Гибридный белок, выделенный из штамма-
продуцента Escherichia coli в денатурирующих условиях, образовывал вирусоподобные нВс-частицы 
после рефолдинга in vitro. Рефолдинг этого белка в присутствии предварительно денатурированного 
нВс-антигена, не содержащего чужеродных вставок, позволил получить мозаичные вирусоподобные 
частицы. Разработанный нами метод позволит создавать мозаичные нВс-частицы, несущие различные 
целевые эпитопы вируса гриппа за счёт комбинации соответствующих модифицированных нВс-белков, 
что открывает возможность создания противогриппознах вакцин с более широким спектром защиты.
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Virus-like HBc particles formed as a result of the self-assembly of the nuclear antigen of the hepatitis B 
virus can be used as a highly immunogenic carrier for the presentation of foreign epitopes when creating 
recombinant vaccines. We use this vehicle to create influenza vaccines based on the conservative antigens 
of the influenza virus, the extracellular domain of the transmembrane protein M2 (M2e) and the fragment of 
the second subunit of hemagglutinin (HA2). Presentation on the surface of HBc particles should improve the 
immunogenicity of these peptides. Using genetic engineering techniques, we obtained a fusion protein in 
which the HA2 sequence is attached to the N-terminus of the HBc antigen, and the M2e peptide is included 
in the immunodominant loop region exposed on the surface of HBc particle. The hybrid protein expressed 
in Escherichia coli and purified under denaturing conditions formed virus-like HBc particles after refolding 
in vitro. Refolding of this protein in the presence of a previously denatured HBc antigen carrying no inserts 
resulted in formation of mosaic virus-like particles. The developed method will allow construction of mosaic 
HBc particles carrying different target epitopes of the influenza virus by combining the corresponding modified 
HBc proteins, which opens the possibility of creating vaccines with a wider spectrum of protection.
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Введение
Рекомбинантные вирусоподобные частицы (ВПЧ), обра-

зующиеся в результате самосборки капсидных белков виру-
сов, могут быть использованы в качестве носителей чуже-
родных антигенов для разработки вакцин и диагностических 
средств. К числу наиболее широко используемых относятся 
ВПЧ, образуемые ядерным антигеном вируса гепатита В 
(НВс-частицы), поскольку они обладают высокой иммуно-
генностью, стабильностью, могут быть получены в различ-
ных системах гетерологичной экспрессии и модифицирова-
ны методами генетической и белковой инженерии [1, 2].

HBc-частицы существуют в двух формах, состоящих из 
180 или 240 копий субъединиц, которые в форме димеров 
собираются в симметричные икосаэдрические структуры, 
диаметр которых составляет 30 или 34 нм [3]. Вставки чу-
жеродных пептидов могут быть осуществлены на генетиче-
ском уровне на N- или С-концы НВс-антигена либо между 
аминокислотами Asp78 и Pro79 в район выступающей на 
поверхности НВс-частицы «иммунодоминантной» петли 
[4, 5]. Включения в этот участок наиболее перспективны 
для создания вакцин, поскольку иммунный ответ при вак-
цинации такими рекомбинантными НВс-частицами будет 
направлен в основном против включённого эпитопа [2]. В 
район иммунодоминантной петли без нарушения сборки 
ВПЧ могут быть включены достаточно большие пептиды. 
Так, включение в этот район последовательности зелёного 
флуоресцентного белка (238 аминокислотных остатков – 
а.о.) не нарушало не только формирование ВПЧ, но и его 
способность флуоресцировать [6]. Однако структура вклю-
чённого пептида должна соответствовать конформации ак-
цепторного сайта, поэтому во многих случаях включение 
чужеродных пептидов приводило к образованию нераство-
римого продукта и/или нарушало сборку химерных HBc-
частиц [7]. 

Одним из путей решения этой проблемы может быть 
разграничение последовательности НВс-антигена и встав-
ки специальными линкерами. Для этого часто используют 
гидрофильные богатые глицином последовательности, обе-
спечивающие гибкость всей структуры рекомбинантного 
белка [8]. Другим способом получить HBc-частицы, несу-
щие такие «сложные» антигены, является получение моза-
ичных ВПЧ в результате совместной экспрессии немодифи-
цированного HBc-антигена и НВс-антигена с чужеродной 
вставкой [9, 10]. Такие частицы будут нести меньшее коли-
чество эпитопов на своей поверхности, но обладать боль-
шей стабильностью за счёт немодифицированных молекул 
НВс. Поскольку НВс-частицы могут собираться из мономе-
ров как in vivo, так и in vitro, для регулирования доли моле-
кул НВс-антигена со вставкой в мозаичных частицах можно 
использовать метод совместного рефолдинга НВс-белков 
со вставкой и без неё. Кроме того, рефолдинг и сборка in 
vitro НВс-частиц после предварительной очистки белка в 
денатурирующих условиях позволяют получить ВПЧ с бо-
лее высокой степенью чистоты, поскольку сформированные 
in vivo частицы могут при сборке включать компоненты 
клетки-продуцента [11].

НВс-частицы могут быть использованы в качестве носи-
теля консервативных антигенов вируса гриппа А для разра-
ботки рекомбинантных противогриппозных вакцин [12]. В 
отличие от традиционных сезонных противогриппозных вак-
цин, которых обеспечивают иммунный ответ против вариа-
бельных поверхностных антигенов вируса, гемагглютинина 
и нейраминидазы, использование консервативных антигенов 
даёт перспективу получения «универсальной» противогрип-
позной вакцины, защищающей от широкого спектра штам-
мов вируса гриппа А [13]. Наиболее перспективным канди-
датом является внеклеточный домен трансмембранного белка 
М2 (М2е-пептид). Этот небольшой пептид (24 а.о., включая 

N-концевой метионин) отличается высокой консервативно-
стью у штаммов вируса гриппа А человека различных суб-
типов [12, 14]. Однако М2е-пептид обладает низкой имму-
ногенностью [15] и для индукции эффективного иммунного 
ответа должен быть присоединён к высокоиммуногенному 
адъюванту или носителю [13]. Ранее нами была показана 
возможность встраивания до 4 копий М2е-пептида в район 
иммунодоминантной петли HBc [16]. Такие ВПЧ обладали 
высокой иммуногенностью и обеспечивали защиту иммуни-
зированных животных от заражения различными штаммами 
вируса гриппа А [17].

Однако основным антигеном вируса гриппа и наиболее 
важным компонентом вакцины, вызывающим (в отличие от 
М2e) образование вируснейтрализующих антител, является 
гемагглютинин. Вторая субъединица гемагглютинина (HA2) 
образует «стебель» молекулы гемагглютинина и менее под-
вержена мутационным изменениям, что позволило получить 
на основе соответствующего пептида препарат, обеспечива-
ющий защиту от различных штаммов вируса гриппа [18]. Со-
четание М2е- и НА2-пептидов в вакцинном препарате может 
обеспечить более разнообразный спектр антител у иммуни-
зированных животных и повысить эффективность «универ-
сальной» вакцины [19, 20].

Целью нашей работы было конструирование НВс-частиц, 
несущих одновременно консервативные пептиды М2е и НА2 
вируса гриппа.

Материал и методы
Пептиды вируса гриппа и богатые глицином линкеры 
В ходе работы были использованы последователь-

ности М2е-пептида вируса гриппа штамма A/Chicken/
Kurgan/05/2005 (SLLTEVETPTRNEWESRSSDSSD, M2ek), 
а также консенсусная последовательность консервативного 
участка второй субъединицы гемагглютинина НА2 потен-
циально пандемического штамма A/H2N2 от 35 до 107 а. о. 
(AADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKEFSN-
LERRLENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERT [20]). 
Оптимизированную для экспрессии в Escherichia coli по со-
ставу кодонов нуклеотидную последовательность, кодирую-
щую этот белок, синтезировали in vitro. В качестве богатых 
глицином линкеров использовали последовательности Gly19 
(GTSGSSGSGSGGSGSGGGG) и Gly10 (GGGGSGGGGS). 
Нуклеотидная последовательность, кодирующая Gly10, была 
получена в виде синтетического гена.

Конструирование экспрессионных векторов
Для экспрессии белка HBc без вставок чужеродных пеп-

тидов использовали плазмиду pQE60-HBc, содержащую 
укороченную последовательность гена HBc, кодирующую 
HBc-антиген с 4 по 149 а.о., за которыми следует  С-концевой 
цистеин [21].

Для встраивания последовательности HA2 на N-конец HBc-
антигена использовали экспрессионный вектор pQE60-HBc/
M2ek [16], кодирующий белок HBc/M2ek, содержащий одну 
копию М2е-пептида в районе иммунодоминантной петли НВс. 
Последовательность М2е-пептида в этом белке фланкирована 
последовательностями линкера Gly19. С помощью ПЦР на 5’-
конец гена HBc/M2ek ввели дополнительные рестрикционные 
сайты NruI и EheI, по которым в дальнейшем проводили по-
следовательное введение синтетических последовательностей 
двух копий богатого глицином линкера Gly10 и НА2.

Таким образом была получена плазмида pQE60-HA2-HBc/
M2ek, содержащая ген гибридного белка HA2-HBc/M2ek, 
включающего последовательность HBc-антигена, слитого с 
пептидом НА2 на N-конце молекулы, и включающего М2е-
пептид в иммунодоминантной петле. Ген HA2-HBc/M2ek 
вырезали из этой плазмиды и клонировали по сайтам NcoI и 
HindIII в вектор p-ETM-10 (EBML), в результате чего был по-
лучен экспрессионный вектор pETM-10 HA2-HBc/M2ek.
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микроскопии с использованием микроскопа ИНТЕГРА Прима 
(NT-MDT, Россия) в полуконтактном режиме.

Результаты
Дизайн и получение препаратов рекомбинантных белков
Консервативные антигены вируса гриппа, такие как М2е-

пептид и стеблевой участок гемагглютинина, могут быть осно-
вой рекомбинантных противогриппозных вакцин широкого 
спектра действия. Поскольку включение в состав вакцины 
нескольких антигенов должно повысить её эффективность, 
мы получили гибридный белок HA2-HBc/M2ek, в котором к 
N-концу молекулы НВс-антигена была присоединена после-
довательность консервативного фрагмента второй субъедини-
цы гемагглютинина HA2 [20], а в район иммунодоминантной 
петли включен М2е-пептид (рис. 1). Для обеспечения подвиж-
ности отдельных частей молекулы HA2-HBc/M2ek между фраг-
ментом НА2 и НВс-антигеном были введены богатые глицином 
линкеры общей длиной 20 а.о., а М2е-пептид был фланкирован 
линкерами длиной 19 а.о. Чтобы избежать неконтролируемого 

Создание штаммов-продуцентов рекомбинантных белков, 
выделение целевых белков

Экспрессионные векторы pQE60-HBc и pETM-10 HA2-
HBc/M2ek вводили с помощью трансформации в штаммы 
Escherichia coli JM109 и BL21(DE3) соответственно. Для экс-
прессии целевых белков штаммы-продуценты выращивали в 
среде LB при 37°С на шейкере до середины логарифмиче-
ской фазы роста (OD600 ~ 0,5–0,7), затем вносили изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) до 1 мМ и продолжали 
выращивать в тех же условиях в течение 12–16 ч. После ин-
дукции клетки собрали центрифугированием, ресуспендиро-
вали в буфере для лизиса (15 мМ фосфатно-солевой буфер 
(ФСБ)  рН 7,2; лизоцим 1 мкг/мл) и инкубировали в течение 
40 мин при 4°С. Разрушение клеток проводили посредством 
6-кратной обработки ультразвуком по 30 с с интервалом 1 
мин (Diagenode Bioruptor UCD 200). Клеточный лизат цен-
трифугировали при 13000 об/мин в течение 10 мин на цен-
трифуге Mikro 20 («Hettich», Германия). Для очистки белка 
HA2-HBc/M2ek отбирали осадок, для очистки HBc-частиц 
использовали супернатант.

Очистку белка HA2-HBc/M2ek проводили с помощью аф-
финной хроматографии на Ni-сорбенте в денатурирующих 
условиях. Для полной денатурации белка осадок после цен-
трифугирования клеточного лизата суспендировали в денату-
рирующем буфере (15 мМ ФСБ pH 7,4; 6 М мочевина; 0,5 М 
NaCl) и инкубировали в течение 12–16 ч при  10°С. Нераство-
римую фракцию удаляли путем центрифугирования (13 000 
об/мин – 10 мин). К супернатанту добавляли имидазол до 10 
мМ и выполняли сорбцию на HisLink Рrotein Purification Resin 
(«Promega», США). Отмывку несвязавшихся белков проводи-
ли денатурирующим буфером с содержанием 20 мМ имидаза-
ла. Элюцию проводили в денатурирующих условиях (15 мМ 
ФСБ pH 7.4; 6 М мочевина; 0,5 М NaCl; 0,3 М имидазол).

Концентрацию белков в растворе определяли методом 
Бредфорда.

Очистка HBc-частиц
Очистку не содержащих вставку HBc-частиц выполняли с 

помощью ультрацентрифугирования в градиенте плотности 
цезий хлористый – сахароза. В поликарбонатные пробирки на-
слаивали последовательно начиная со дна пробирки растворы: 
1,5 г/л хлористого  цезия – 2 мл  и 1,2 г/л хлористого  цезия – 3 
мл; 30% (w/v) сахарозы – 3 мл, 20%  (w/v) сахарозы – 3 мл. 
Затем наслаивали до верха пробирки 1–1,5 мл содержащего 
НВс-частицы лизата из штамма JM109/pQE60-HBc. Пробирки 
центрифугировали 22 ч при 15°С в роторе SW40 Ti на ультра-
центрифуге Optima L-90K («Beckman Coulter», США) при 36 
000 об/мин. После центрифугирования отбирали опалесци-
рующую фракцию, содержащую HBc-частицы.

Рефолдинг белков HA2-HBc/M2ek и HBc in vitro
Для получения ВПЧ использовали препараты очищенно-

го белка HA2-HBc/M2ek и HBc-частиц или их смеси в раз-
личных соотношениях. Концентрация белка при рефолдинге 
составляла 0,1 мг/мл. Для полной денатурации белков и вос-
становления дисульфидных связей проводили диализ против 
буфера, содержащего 50 мМ Tris HCl (pH 7,4), 6 М мочевину 
и 20 мМ β-меркаптоэтанола (β-МЕ), в течение 12–16 ч при 
10°С. Следующий этап диализа выполняли в таком же буфере, 
но с концентрацией мочевины 4 М и без β-меркаптоэтанола. 
На третьем этапе (этап непосредственного рефолдинга) диа-
лиз проводили против буфера, содержащего глутатионовую 
редокс-систему: 50 мМ Tris HCl (pH 7,4), 2 М мочевину, 0,2 
мМ oxidized glutathione (#2232C108, «Amresco», США) и 2 
мМ reduced glutathione (#0251C491, «Amresco», США). Да-
лее выполняли 2 стадии рефолдирующего диализа со сту-
пенчатым понижением концентрации мочевины до 1 М и 0,5 
М. На завершающем этапе проводили диализ против буфера, 
содержащего только 50 мМ Tris HCl (pH 7,4).

Атомно-силовая микроскопия
Структуру ВПЧ анализировали методом атомно-силовой 

Ncol Nrul Ehel Hindlll

6his
G10HA2 G10 G19 G19HBc-N M2e HBc-C

Рис. 1. Структура гена гибридного белка HA2-HBc/M2ek.
НВс-N и НВс-C – участки НВс-антигена до и после точки включения 
М2е в иммунодоминантную петлю; 6 his – последовательность, коди-

рующая N-концевой 6-гистидиновый таг.
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Рис. 2. Получение и очистка рекомбинантного белка  
HA2-HBc/M2ek.

а – результаты анализа белковых препаратов с помощью SDS-PAGE: 1 – 
маркёр молекулярной массы (в кДа); 2 – белковый препарат из штамма-
продуцента после индукции экспрессии HA2-HBc/M2ek, фракция рас-
творимых белков клеточного лизата; 3 – то же, но фракция нераство-
римых белков клеточного лизата; 4 – очищенный в денатурирующих 
условиях препарат рекомбинантного белка HA2-HBc/M2ek; б –  вестерн-
блот-анализ белковых препаратов: 1 – белковый препарат из штамма-
продуцента после индукции экспрессии HA2-HBc/M2ek, фракция рас-
творимых белков клеточного лизата; 2 – то же, но фракция нераство-
римых белков клеточного лизата. Положения маркёров молекулярной 

массы (в кДа) указаны слева. 
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образования дисульфидных связей и как следствие агрегации 
рекомбинантного белка, в последовательности М2еk-пептида 2 
цистеина в позициях 17 и 19 (считая от первого метионина в 
нативном М2) были заменены аминокислотными остатками се-
рина. Такие замены не должны приводить к существенным из-
менениям иммунологических свойств М2е-пептида [22]. Кроме 
того, для предотвращения включения в полученные in vivo в E. 
coli НВс-частицы клеточной РНК, мы использовали укорочен-
ную последовательность HBc-антигена. Последовательность 
С-концевого фрагмента (после Val149), отвечающего за связы-
вание с нуклеиновыми кислотами при сборке вириона, была 
удалена и заменена на цистеин, включение которого повышает 
стабильность НВс-частиц [23].

Полученный ген клонировали в векторе pETM-10 под кон-
тролем промотора, узнаваемого Т7 РНК-полимеразой, при 
этом экспрессируемый рекомбинантный белок содержал поли-
гистидиновый таг на N-конце. Этот белок был экспрессирован 
в штамме BL21(DE3) на высоком уровне, до 25–30% общего 
белка (рис. 2, а), и выявлялся антителами к М2е в вестерн-
блоттинге (рис. 2, б). Однако анализ клеточных фракций по-
казал, что практически весь белок HA2-HBc/M2ek находится 
в нерастворимой фракции. Изменение условий экспрессии 
(температура, концентрация ИПТГ, время после индукции) 
не позволило получить растворимый белок. Поэтому очистку 
рекомбинантного белка проводили в денатурирующих услови-
ях с помощью аффинной хроматографии на Ni-NTA-сорбенте 
(см. рис. 2, а).

Для получения HBc-антигена без вставок использовали век-

тор pQE60-HBc, обеспечивающий экспрессию укороченного 
HBc (с 4 по 149 а. о. и  С-концевой цистеин), который образует 
ВПЧ in vivo в клетках штамма-продуцента [21]. Вирусоподоб-
ные НВс-частицы были очищены с помощью ультрацентрифу-
гирования в градиенте плотности цезий хлористый – сахароза. 
В дальнейшем их использовали как источник «немодифици-
рованного» НВс.

Получение мозаичных вирусоподобных НВ-частиц в ре-
зультате рефолдинга in vitro 

Поскольку экспрессированный в E. coli белок HA2-HBc/
M2ek оказался нерастворимым и его удалось выделить лишь 
в денатурирующих условиях, для получения ВПЧ проводили 
его рефолдинг через ступенчатый диализ совместно с белком 
HBc без чужеродных вставок. Изменение соотношения НВс и 
HA2-HBc/M2ek должно было обеспечить получение вирусо-
подобных НВс-частиц с различным числом представленных 
на них гриппозных эпитопов. С одной стороны, увеличение 
доли HBc без вставок должно облегчить формирование ВПЧ. 
С другой стороны, увеличение доли HA2-HBc/M2ek повы-
шает вероятность встраивания этих молекул в формируемые 
ВПЧ и увеличивает число гриппозных эпитопов, представ-
ленных на их поверхности.

В связи с этим выполняли рефолдинг смеси очищенных и 
предварительно денатурированных препаратов HBc и HA2-
HBc/M2ek в молярных соотношениях 1:0, 2:1, 1:1, 1:2 и 0:1. 
Рефолдинг белков проводили при общей концентрации целе-
вого белка 0,1 мг/мл. После нескольких этапов диализа ре-
фолдированные белки были переведены в 50 мМ Tris буфер 

ж

а б в

г д е

Рис. 3. Анализ структуры ВПЧ с помощью атомно-силовой микроскопии. 
а–д – ВПЧ, полученные после рефолдинга смеси белков НВс и HA2-HBc/M2ek в 
соотношениях 1:0 (а), 2:1 (б), 1:1 (в), 1:2 (г), 0:1 (д); е – очищенные с помощью уль-
трацентрифугирования ВПЧ, образованные НВс-антигеном без вставок in vivo при 
экспрессии в E. coli; ж – отрицательный контроль (подложка, на которую нанесён 
буфер без НВс-белков). Размер объектов в отрицательном контроле не превышает 
3 нм. Интенсивность пятен отражает высоту частиц над поверхностью, шкала при-

ведена справа от рисунков (диапазоны шкалы разные на панелях а–ж). 
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с pH 7,4, при этом все белковые препараты оставались рас-
творимыми.

Наличие в полученных препаратах ВПЧ и их свойства ис-
следовали с помощью атомно-силовой микроскопии. В каче-
стве контроля использовали препарат немодифицированных 
НВс-частиц, полученных in vivo и очищенных путём  уль-
трацентрифугирования. Результаты атомно-силовой микро-
скопии показывают, что для всех препаратов наблюдаются 
округлые частицы размером от 25 до 50 нм. Наличие ВПЧ де-
тектировали как в препаратах, содержащих HA2-HBc/M2ek 
совместно с немодифицированным HBc-антигеном (мозаич-
ные частицы), так и в препаратах, содержащих только белки 
HA2-HBc/M2ek (рис. 3). Наблюдаемые размеры собранных 
in vitro НВс-частиц во всех случаях были несколько больше, 
чем у полученных in vivo  в E. coli.

В дальнейшем на лабораторных животных будет исследова-
на иммуногенность полученных таким образом ВПЧ – носите-
лей М2е- и НА2-пептидов, а также протективное действие при 
заражении различными штаммами вируса гриппа А.

Обсуждение
Целью данной работы было получение вирусоподобных 

НВс-частиц, несущих одновременно консервативные пепти-
ды М2е и НА2 вируса гриппа. Хотя НВс-антиген широко ис-
пользуется как носитель чужеродных эпитопов [2], во многих 
случаях, в частности при включении гидрофобных или слиш-
ком длинных пептидов, белок оказывался нерастворимым и/
или неспособным образовывать ВПЧ [2]. Включения в район 
иммунодоминантной петли НВс-антигена особенно чувстви-
тельны к вставке, поскольку в этом случае важна конформация 
включённого пептида, а именно возможность пространственно-
го сближения N- и С-концов вставки. Частично эта проблема 
может быть решена за счёт фланкирования вставки гибкими 
богатыми глицином линкерами, что позволяет включить в этот 
участок даже несколько копий М2е-пептида [16]. Поскольку ис-
пользуемый нами в качестве антигена фрагмент НА2 содержит 
гидрофобный участок с 83 по 97 аминокислотами  (FLDVWTY-
NAELLVLM), последовательность НА2 включили на N-конец 
НВс-антигена, отделив его от последовательности НВс гибким 
линкером, а М2е-пептид включили в иммунодоминантную пет-
лю. Соответствующий гибридный белок HA2-HBc/M2ek, хоро-
шо экспрессировался в E. coli, но оказался нерастворимым, что 
не позволило получить ВПЧ. Поскольку аналогичный белок без 
НА2 растворим и образует ВПЧ при экспрессии в E. coli [16], 
вероятно, именно гидрофобный участок в НА2 нарушает рас-
творимость гибридного белка.

Поэтому для получения ВПЧ из HA2-HBc/M2ek был ис-
пользован метод рефолдинга in vitro совместно со способным 
образовывать ВПЧ немодифицированным НВс-антигеном. 
Чем больше доля немодифицированного НВС, тем легче 
должны образовываться мозаичные частицы. Несмотря на 
нерастворимость HA2-HBc/M2ek при экспрессии в E. coli, 
после рефолдинга он оказался растворимым и способным 
образовывать ВПЧ даже в отсутствие немодифицированного 
НВс-антигена. По-видимому, ступенчатый рефолдинг перво-
начально полностью денатурированного белка обеспечил его 
правильный фолдинг и сборку частиц.

Метод рефолдинга in vitro более сложен по сравнению с вы-
делением ВПЧ, полученных в результате самосборки in vivo в 
E. coli, но он имеет и ряд преимуществ. Во-первых, получен-
ные в E. coli частицы включают бактериальные компоненты, 
в частности клеточную РНК [11]. Во-вторых, сборка in vitro 
позволит создавать мозаичные частицы, несущие различные 
целевые эпитопы за счёт использования сочетания соответ-
ствующих модифицированных НВс-белков. Это может ока-
заться особенно полезным при создании противогриппозных 
вакцин на основе М2е, поскольку последовательность этого 
пептида практически неизменна у абсолютного большинства 
вирусов гриппа А человека, но отличается у вирусов гриппа 

птиц и пандемического штамма A(H1N1)2009, причём эти от-
личия важны для специфичности вакцин [24, 25]. Включение 
различных комбинаций иммунодоминантных эпитопов вируса 
гриппа, присоединённых к НВс-антигену, в состав мозаичной 
ВПЧ откроет возможность создания вакцин с более широким 
спектром защиты.

Финансирование. Исследование выполнено при поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследований (про-
ект 16-34-00976).
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кИНЕТИка ИНакТИВаЦИИ ВИРУСа ГЕПаТИТа УТЯТ ТИПа I 
(AVIHEPATOVIRU, PIcORnAVIRIDAE)

Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный институт птицеводства – филиал ФГБНУ Федерального научного 
центра «Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт птицеводства» РАН, 198412, г. Санкт-Петербург 
– Ломоносов

Представлены экспериментальные данные кинетики инактивации вакцинного штамма вируса гепатита утят 
типа I повышенной температурой и аминоэтилэтиленимином (АЭЭи). Показано, что вакцинный штамм 3М-
УнииП вируса гепатита утят типа I оказался сравнительно термостабильным при 56oC и чувствительным 
к действию АЭЭи, время полной инактивации вируса составляет 24 ч в конечной концентрации 0,1% при 
37 0С. Полученные результаты позволяют утверждать, что АЭЭи можно использовать в качестве инакти-
ватора при изготовлении инактивированной вакцины против вирусного гепатита утят типа I.
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(Avihepatovirus, Picornaviridae). Вопросы вирусологии. 2018; 63(3): 135-138. DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-
2018-63-3-135-138
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THE KINETICS OF THE INACTIVATION OF THE HEPATITIS VIRUS TYPE I (AVIHEPATOVIRUS, 

PICORNAVIRIDAE)
All-Russian Research Veterinary Institute of Poultry Science, Branch of the Federal State Budget Scientific Institution 
Federal Scientific Center “All-Russian Research and Technological Poultry Institute”, St. Petersburg - Lomonosov, 
198412, Russian Federation
Experimental data on the kinetics of the inactivation of the vaccine strain of the duckling hepatitis virus of the 
type I with increased temperature and aminoethyl ethylenimine are presented. It was shown that the vaccine 
strain 3M-UNIIP of the hepatitis virus of ducklings of type I was comparatively thermostable at 56°C and sensitive 
to the action of aminoethyl ethylenimine; the time of complete inactivation of the virus at a final concentration of 
0.1% at 37°C was 24 h. The obtained results suggest that aminoethyl ethylenimine can be used as an inactivator 
in manufacturing inactivated vaccine against viral hepatitis of ducklings of type I.
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