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МОНОкЛОНаЛЬНЫЕ аНТИТЕЛа к ГЕМаГГЛЮТИНИНУ ВИРУСОВ 
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Социркуляция двух эволюционных линий (ЭЛ) вируса гриппа В в один эпидемический сезон определя-
ет необходимость создания специфичных реагентов для быстрой идентификации и типирования новых 
изолятов. С этой целью была разработана панель моноклональных антител (МКА) к гемагглютинину (ГА) 
вируса гриппа В/Брисбен/46/15 Викторианской ЭЛ. Установлено, что все полученные МКА реагировали в 
иммуноферментном анализе только с вирусами Викторианской ЭЛ при полном отсутствии взаимодей-
ствия с гетерологичными вирусами гриппа В Ямагатской группы, сезонными и потенциально пандемиче-
скими вирусами гриппа А. МКА обладали выраженной антигемагглютинирующей и вируснейтрализующей 
активностью. Показано, что все МКА взаимодействовали в реакции торможения гемагглютинации (РТГА) 
только с вирусами Викторианской ветви, но не связывались с В/Ямагата-подобными штаммами. При ана-
лизе МКА с вирусами ранних лет выделения было обнаружено, что МКА 6E11, 9G5, 9B5 и 6A4 обладали 
способностью взаимодействовать с вирусом В/Россия/69, что может быть связано с наличием общего 
эпитопа у вирусов гриппа В еще до разделения на две независимые филогенетические ветви и совре-
менных штаммов гриппа В Викторианской ветви. Показано, что МКА 7C8, 7G9, 7H8 и 8D11 направлены к 
консервативному эпитопу (или эпитопам), специфичным для ГА вирусов гриппа В Викторианской линии. 
наличие различий в эффективности взаимодействия МКА 6A9, 7G9 и 8A8 в РТГА позволяет выявлять и 
дифференцировать изоляты, выделенные в куриных эмбрионах и культуре клеток MDCK. Таким обра-
зом, разработанные МКА могут быть успешно применены для идентификации и антигенного анализа В/
Виктория-подобных штаммов.
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Co-circulation of two evolutionary distinct lineages of influenza virus in one epidemic season has led to 
development specific reagents for rapid identification and typing of new isolates. Panel of MAbs to hemagglutinin 
of influenza virus B/Brisbane/46/15 belonging to Victoria evolutionary lineage was developed. All MAbs reacted 
in ELISA with B/Victoria-like strains only. There were no interactions with heterologous influenza viruses of B/
Yamagata lineage, seasonal and potentially pandemic influenza A viruses. All MAbs reacted in hemagglutination 
inhibition and virus neutralization. MAbs interacted in hemagglutination inhibition only with B/Victoria-like 
viruses, but did not interacted B/Yamagata-like strains. Neutralization and hemagglutination inhibition studies 
of viruses isolated before 1983 with MAbs revealed that MAbs 6E11, 9G5, 9B5 and 6A4 had the ability to interact 
with the virus B/ Russia/69 which may evidence that B strains of early isolation period (before lineage separation) 
have common epitope with recent Victoria lineage viruses. MAbs 7C8, 7G9, 7H8 and 8D11 were directed to a 
conserved epitope (or epitopes) specific for influenza hemagglutinin viruses of B/Victoria group. The presence of 
differences in the effectiveness of the interaction of MAbs 6A9, 7G9 and 8A8 in hemagglutination inhibition test 
allows the identification and differentiation of strains isolated in chicken embryos and MDCK cell culture. Thus, 
the developed MAbs can be successfully used for identification and antigenic analysis of B/Victoria-like strains. 
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Введение
Вирус гриппа В впервые был изолирован в 1940 г. [1]. 

До 80-х годов ХХ века основной линией, находящейся 
в циркуляции, была Ямагатская эволюционная линия 
(ЭЛ), однако в 70-е годы, вероятно, в Китае появилась 
отличная от Ямагатской Викторианская ЭЛ вирусов 
гриппа В, которая возникла в результате постепенной 
эволюции минорных Ямагатских сублиний [2]. Начиная 
с 1983 г. наметился дивергентный характер их эволюции 
с формированием двух ЭЛ, родоначальниками которых 
были признаны референс-вирусы В/Виктория/2/87 и В/
Ямагата/16/88 [3]. Штаммы Викторианской ЭЛ домини-
ровали в циркуляции в 80-е годы прошлого столетия, а 
вирусы, относящиеся к Ямагатской линии, превалирова-
ли по всему миру в 90-е годы [4]. В 2001 г. B/Victoria/2/87-
подобные штаммы вновь появились в циркуляции, и с 
тех пор обе филогенетически различающиеся линии ви-
руса гриппа В социркулируют по всему миру [5]. 

В отличие от вирусов гриппа А вирусы гриппа В име-
ют ограниченный резервуар хозяев. Вирусы гриппа А за-
ражают человека, свиней, птиц, лошадей и других мле-
копитающих, тогда как вирус гриппа типа В затрагивает 
только людей, хотя его присутствие было подтверждено 
в мазках, полученных от тюленей [6, 7] и домашних сви-
ней [8]. Это определяет более низкую скорость эволю-
ционной изменчивости вирусов гриппа В. Тем не менее 
выраженная изменчивость вирусов гриппа В затрудняет 
создание эффективных лечебных, профилактических и 
диагностических средств. Несмотря на то что значимость 
вирусов B продемонстрирована на глобальном уровне [9, 
10], большинство научных исследований сосредоточено 
главным образом на вирусах гриппа А, и знания об анти-
генной структуре гемагглютинина (ГА) вируса гриппа ти-
па В по-прежнему достаточно ограничены.

Сказанное определяет значимость исследования эво-
люционной изменчивости и антигенной структуры ГА 
вирусов гриппа В. Применение специфичных монокло-
нальных антител (МКА) может способствовать решению 
данных задач. МКА успешно используют для типирова-
ния вирусов гриппа в таких простых и доступных мето-
дах, как реакция нейтрализации и реакция торможения 
гемагглютинации (РТГА). МКА также являются ценным 
исследовательским инструментом при антигенной ха-
рактеристике новых изолятов вирусов гриппа, что при 
сопоставлении с данными генетического анализа позво-
ляет выявить закономерности изменчивости и эволюции 
данного возбудителя.

В задачу настоящего исследования входила разработ-
ка и характеристика панели МКА, направленных к ГА 
вирусов гриппа В Викторианской линии.

Материал и методы
Получение аллантоисной жидкости, содержащей ви-

русы гриппа
Культивирование вирусов гриппа проводили в аллан-

тоисной полости развивающихся куриных эмбрионов 
согласно Методическим рекомендациям НИИ гриппа. 
Для получения вируссодержащей аллантоисной жидко-
сти 9—11-дневные куриные эмбрионы стерильно зара-
жали посевным вирусом в дозе от 10 до 100 ЭИД50/0,2 
мл. После герметизации парафином эмбрионы помеща-
ли в термостат на 48 ч инкубации при 36 ± 0,5°С для ви-
руса гриппа типа А или на 72 ч при 32 ± 0,5°С для виру-
са гриппа типа В. Далее эмбрионы охлаждали при 4°С, 

вируссодержащую аллантоисную жидкость стерильно 
собирали и проводили контроль гемагглютинирующей 
активности. 

Получение вируссодержащей культуральной жидко-
сти (ВКЖ)

Для получения ВКЖ клеточную культуру MDCK в 
концентрации 200 тыс. кл/мл засевали в культуральные 
флаконы и выращивали в течение 1–2 сут до 85–95% 
состояния монослоя в термостате при 36 ± 0,5°С. Пе-
ред заражением клеток вирусом из флаконов удаляли 
ростовую среду и отмывали 2 раза средой RPMI-1640 
без сыворотки, после чего вносили поддерживающую 
среду, содержащую вирус. Инкубацию для вируса грип-
па типа В производили при 33 ± 0,5°С. После развития 
выраженного цитопатического действия (ЦПД) среду 
стерильно собирали и использовали как ВКЖ. Все виру-
сы были получены из коллекции Музея вирусов гриппа 
ФГБУ «НИИ гриппа» МЗ РФ. В работе использовались 
референс-штаммы вируса гриппа В из Международ-
ных центров ВОЗ по гриппу (CDC&P, Атланта, США, и 
NIMR, Лондон, Англия).

Очистка и концентрация вирусов
После накопления эталонных штаммов вирусные ча-

стицы из аллантоисной жидкости осаждали ультрацен-
трифугированием при 50 000 g в течение 2 ч, суспен-
дировали в малом количестве 10 мМ трис-ЭДТА буфе-
ра, рН 7,2 (STE), и производили очистку вируса через 
градиент 20–60% сахарозы ультрацентрифугированием 
при 100 000 g в течение 2,5 ч с последующим осаждени-
ем вируса из зоны 36- 40% сахарозы на дно при 120 000 
g в течение 1 ч. Осадок ресуспендировали в STE. Полу-
ченные цельновирионные суспензии хранили до иссле-
дования в замороженном состоянии при -75° С.  

Определение концентрации белка
Для определения концентрации белка использовали 

набор “BCATM Protein Assay Kit” («Pierce», США). Реак-
цию проводили в полном соответствии с инструкцией 
по применению. Учёт результатов проводили при дли-
не волны 560 нм, используя фотометр фирмы «Anthos» 
(Австрия). Концентрацию белка в исследуемых пробах 
рассчитывали по калибровочной кривой, линейный уча-
сток которой соответствовал интервалу концентраций 
0,05–2 мг/мл, по белку.

Получение МКА
МКА к вирусу гриппа типа В (штамм В/Брисбен/46/15) 

были получены в лаборатории биотехнологии диагно-
стических препаратов НИИ гриппа по методу, приведён-
ному в работе [11], в следующей модификации. Мышей 
линии Balb/с иммунизировали путём внутрибрюшин-
ного введения 70 мкг антигена вируса В/Брисбен/46/15, 
очищенного ультрацентрифугированием в градиенте 
плотности сахарозы. Через 8 нед мыши были бусти-
рованы очищенным концентратом того же вируса (50 
мкг/мышь). Через 3 дня после бустер-иммунизации 
проводили гибридизацию спленоцитов иммунных мы-
шей с клетками мышиной миеломы линии X63Ag8.653 
в соотношении 10:1 в присутствии 50% раствора 
полиэтиленгликоля-2000 в среде Игла DMEM. Клони-
рование гибридом выполняли методом предельных раз-
ведений. Первичное тестирование клонов проводили в 
иммуноферментном анализе (ИФА). Гибридные клоны 
с заданным спектром реагирования реклонировали на 
селективной среде НАТ. Стабильные клоны – продуцен-
ты МКА подвергали криоконсервированию, а также ис-
пользовали для получения асцитов.
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вируса-иммуногена В/Брисбен/46/15 Викторианской ЭЛ. 
Данный штамм является В/Брисбен/60/08-подобным ви-
русом, рекомендованным для включения в состав вак-
цин в Северном полушарии в сезоны 2016—2017 гг. [13] 
и 2017–2018 гг. [14]. Установлено, что все полученные 
МКА реагировали до высоких титров в ИФА (10-6–10-7) 
только с вирусами Викторианской ЭЛ при полном от-
сутствии взаимодействия с гетерологичными вирусами 
гриппа В Ямагатской ЭЛ, сезонными и потенциально 
пандемическими вирусами гриппа А субтипов (H1N1)
pdm09, H3N2, H2N2, H5N1, H7N9 и H9N2. Согласно 
данным вестер-блоттинга все МКА были направлены к 
молекуле ГА. МКА относились к различным изотипам 
IgG, в частности МКА 6A9, 8A8, 9B5 к IgG1, МКА 7C8 и 
7G9 к IgG2a, МКА 7D9 к IgG2b и МКА 6E11, 9G5, 10D3, 
7H8, 8D11 и 6A4 к IgG3. Для характеристики антиген-
ных свойств штаммов используют РТГА и реакцию ней-
трализации Известно, что при типировании изолятов 
«золотым стандартом» является реакция нейтрализации. 
Было установлено, что все разработанные МКА обла-
дали выраженной вируснейтрализующей активностью 
в отношении штамма-иммуногена В/Брисбен/46/15 до 
концентраций от 28 нг/мл до 120 мкг/мл для разных 
клонов МКА. Это позволяет использовать данные МКА 
для эпитопного картирования ГА вирусов гриппа В Вик-
торианской ЭЛ. Однако наибольшее распространение 
для типирования и антигенного анализа изолятов имеет 
РТГА. МКА были исследованы в РТГА с набором штам-
мов разных лет выделения, относящихся к различным 
ЭЛ (табл. 1). Установлено, что все МКА обладали вы-
раженной антигемагглютинирующей активностью в от-
ношении вируса-иммуногена В/Брисбен/46/15. По сте-
пени интенсивности взаимодействия в РТГА МКА были 
условно разделены на 2 группы: 1) МКА (6A9, 7C8, 7D9, 
7G9 и 8A8) с невысокой активностью (титры 1/80–1/320); 
2) МКА (6E11, 9G5, 10D3, 7H8, 8D11, 9B5 и 6A4) с высо-
кими титрами (1/81920–1/163840). Ни одно из МКА не 
взаимодействовало в РТГА с вирусами гриппа В Ямагат-
ской ЭЛ. Отмечено, что МКА 6E11, 9G5, 9B5 и 6A4 обла-
дали способностью связываться с вирусом В/Россия/69, 
не взаимодействуя при этом со штаммами более поздних 
лет выделения – B/Гонконг/5/72, B/Сингапур/222/79 и 
B/СССР/100/83. Все МКА взаимодействовали в РТГА в 
эталонным штаммом B/Брисбен/60/08. Однако по степе-
ни реагирования с другими референс-штаммами грип-
па В Викторианской ветви разработанные МКА были 
гетерогенны. Так, МКА 6А9, 7D9, 8A8, 9G5 и 9B5 бы-
ли активны только в отношении генетической группы, 
представленной штаммом B/Брисбен/60/08. МКА 6E11, 
10D3 и 6A4 не взаимодействовали с референс-штаммом 
B/Гонконг/330/01, при этом они реагировали с вируса-
ми, подобными B/Шандонг/7/97 и B/Малайзия/2506/04. 
МКА 7C8, 7G9, 7H8 и 8D11 проявляли антигемаггюти-
нирующую активность в отношении всех протестиро-
ванных в РТГА эталонных вирусов Викторианской ЭЛ.

     Для оценки способности полученных МКА взаимо-
действовать с современными штаммами вируса гриппа В 
Викторианской филогенетической ветви было проведено 
тестирование МКА в РТГА с отечественными изолятами 
2016–2017 гг. выделения. Были проанализированы ви-
русы, выделенные в двух различных системах – в кури-
ных эмбрионах (КЭ) и культуре клеток MDCK. Установ-
лено, что МКА 7C8, 7G9, 6E11, 9G5, 10D3, 7H8, 8D11, 
9B5 и 6A4 реагировали в РТГА до высоких титров со 
всеми исследованными вирусами независимо от систе-

Получение асцитных жидкостей
Мышам линии BALB/c, предварительно праймирова-

ным пристаном (0,5 мл/мышь), внутрибрюшинно вводи-
ли гибридные клетки в количестве 3–5 млн клеток на 
мышь. Спустя 2–3 нед асцитную жидкость отбирали из 
брюшной полости мышей. Исследования выполнены 
согласно Пpавилам пpоведения pабот с иcпользованием 
экспеpиментальных животных (приказ № 266 МЗ РФ от 
19.06.2003).

Реакция гемагглютинации (РГА) и РТГА
РГА и РТГА ставили общепринятым методом в соот-

ветствии с Практическими рекомендациями [12]. За титр 
антител принимали их наибольшее разведение, полно-
стью подавляющее гемагглютинацию 4 ГАЕ вируса.

Оценка свойств полученных МКА в непрямом ИФА
Планшеты сенсибилизировали в течение 18 ч при 

4°С очищенным концентратом вируса, разведённым 
карбонатно-бикарбонатным буфером (КББ) до концен-
трации 2–4 мкг/мл. После отмывания несвязавшегося 
антигенного материала 0,01 М фосфатно-солевым бу-
фером (ФСБ) с добавлением 0,05% твина -20  (ФСБ-Т), 
рН 7,2, вносили МКА в ФСБ-Т в разведениях 10-3–10-7 
и инкубировали 1 ч при 37ºС. Связавшиеся с антигеном 
МКА детектировали с помощью пероксидазных конъ-
югатов к IgG мыши («Sigma», США) в ФСБ-Т в тече-
ние 1 ч при 37°С. Пероксидазную реакцию проявляли 
добавлением субстратной смеси, содержащей 0,1 мг/
мл 3,3´,5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ) и 0,02% Н2О2, 
в ацетат-цитратном буфере, рН 5,0. После остановки 
реакции 2N H2SO4 оптическую плотность измеряли на 
фотометре Anthos-2010 (Австрия) при длине волны 450 
нм (OП450).

Изотипы МКА определяли в ИФА с использовани-
ем коммерческого набора «Mouse Monoclonal Antibody 
Isotyping Reagents» («Sigma») в соответствии с инструк-
циями фирмы-изготовителя.  

Оценка нейтрализующей активности МКА в микро-
культуральном ИФА

Двукратные разведения МКА (50 мкл) соединяли с 
равными объёмами вируссодержащего материала, со-
держащего 100 ТЦД50 вируса. 100 мкл смеси вирус/
МКА инкубировали 1 ч при 37°С, после чего её наноси-
ли на отмытый 0,01М ФСБ, рН 7,2, монослой культуры 
клеток MDCK, выращенных в 96-луночных планшетах 
для культуральных работ («Nunc», Дания). Планшеты 
выдерживали в СО2-инкубаторе до развития ЦПД в кон-
трольных лунках (контроль репродукции 100 ТЦД50 ви-
руса в отсутствие МКА). Культуральную жидкость пол-
ностью удаляли, клетки фиксировали в течение 10 мин 
80% холодным ацетоном и промывали. Ингибирование 
синтеза вирусных белков в присутствии МКА учиты-
вали в микрокультуральном ИФА. Для этого в лунки с 
фиксированными клетками вносили по 100 мкл конъю-
гата вирусспецифичных МКА с пероксидазой хрена (ин-
кубация 1ч при 37°С). Результаты ИФА учитывали, как 
описано выше. Нейтрализующим титром МКА считали 
последнее разведение МКА, при котором наблюдалось 
двукратное и большее снижение ОП450 по сравнению с 
контролем репродукции вируса.

Результаты
В результате отбора положительных клонов была полу-

чена панель из 12 новых МКА (6A9, 7C8, 7D9, 7G9, 8A8, 
6E11, 9G5, 10D3, 7H8, 8D11, 9B5 и 6A4), специфически 
взаимодействующих в ИФА с очищенным концентратом 
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мы выделения (табл. 2). МКА 7C8 и 7G9 также взаимо-
действовали как с вирусами, выделенными в КЭ, так и с 
MDCK-вариантами, при этом, как правило, титры МКА 
при реагировании с «клеточными» изолятами были вы-
ше. Совершенно другая картина наблюдалась при взаи-
модействии вирусов, выделенных в разных системах, с 
МКА 6A9, 7D9 и 8A8. МКА 6A9 и 8A8 практически не 
взаимодействовали с вирусами, выделенными в КЭ (титр 
в РТГА < 20–1/20), но при этом МКА 8A8 реагировали 
до более высоких титров со штаммами, выделенными в 
клетках MDCK, по сравнению со штаммом-иммуногеном 
B/Брисбен/46/15, а МКА 6A9 имели сходный уровень 
взаимодействия. МКА 7G9 также не взаимодействовали с 
большинством КЭ-вариантов вирусов, но при этом хоро-
шо реагировали с MDCK-вариантами. С целью проверки 
предположения, что МКА отличаются по уровню взаи-
модействия в РТГА с вирусами, изолированными в раз-
личных системах выделения, было проведено сравнение 
штаммов, выделенных параллельно в КЭ и культуре кле-
ток MDCK (табл. 3). Действительно, оказалось, что МКА 
6A9, 7G9 и 8A8 практически не выявляли варианты виру-
сов, выделенных в КЭ, тогда как те же вирусы, но выде-
ленные в клетках MDCK, реагировали с МКА в РТГА до 
высоких титров. МКА 7C8, 7D9, 6E11, 9G5, 10D3, 7H8, 
8D11, 9B5 и 6A4 выявляли в РТГА оба варианта изолятов, 
но при этом титр МКА с MDCK-вариантами был выше по 
сравнению с КЭ-вариантами вирусов.

Обсуждение
Социркуляция двух ЭЛ вируса гриппа В в один эпи-

демический сезон определяет необходимость создания 
специфичных реагентов для быстрой идентификации и 
типирования новых изолятов. С этой целью была разра-

ботана панель МКА к ГА вируса гриппа В/Брисбен/46/15 
Викторианской ЭЛ. Показано, что все МКА взаимодей-
ствовали в РТГА только с вирусами Викторианской ветви 
при отсутствии неспецифического взаимодействия с В/
Ямагата-подобными штаммами. При анализе МКА с ви-
русами ранних лет выделения было обнаружено, что МКА 
6E11, 9G5, 9B5 и 6A4 обладали способностью связывать-
ся с вирусом В/Россия/69, не взаимодействуя при этом со 
штаммами более поздних лет выделения – B/Гонконг/5/72, 
B/Сингапур/222/79 и B/СССР/100/83. Предполагается, 
что штаммы Ямагатской линии эволюционировали от B/
СССР/100/83-подобных штаммов [15, 16]. Было показа-
но, что вирусы Ямагатской разновидности отличались 
от штамма B/СССР/100/83 на 16–18 аминокислотных за-
мен, а от эталонного представителя B/Виктория/2/87 – на 
25–27 аминокислотных замен [15]. Кроме того, у штаммов 
B/Гонконг/5/72, В/Сингапур/222/79 и В/СССР/100/83 по-
казано наличие делеций в гене ГА, что характерно для В/
Ямагата-подобных вирусов. Так как МКА 6Е11 и 6А4 реа-
гировали в РТГА со всеми протестированными штамма-
ми Викторианской ЭЛ за исключением B/Гонконг/330/01, 
можно предполагать, что эти МКА направлены к консер-
вативному эпитопу, который имелся у вирусов гриппа В 
ещё до разделения на две независимые филогенетические 
ветви. Однако этот эпитоп впоследствии был утрачен у В/
Ямагата-подобных штаммов, но сохранился у большин-
ства современных представителей Викторианской ли-
нии. С другой стороны, МКА 9G5 и 9B5, также взаимо-
действующие со штаммом В/Россия/69 как в РТГА, так 
и в реакции нейтрализации, не реагировали с изолятами 
Викторианской группы, подобными B/Шандонг/7/97 и B/
Малайзия/2506/04, до появления генетической группы, 
представленной эталоном B/Брисбен/60/08. Вероятнее все-

Т а б л и ц а  1
Взаимодействие Мка с эталонными штаммами вируса гриппа В разных лет выделения в РТГа

Штамм Титр-1 МКА в РТГА
6A9 7C8 7D9 7G9 8A8 6E11 9G5 10D3 7H8 8D11 9B5 6A4

Штаммы ранних лет выделения:
  B/Россия/69 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 1280 20 480 < 20 < 20 < 20 10 240 1280
  B/Гонконг/5/72 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Сингапур/222/79 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/СССР/100/83 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
Штаммы Ямагатской ЭЛ:
  B/Ямагата/16/88 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 <2 0 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Панама/45/90 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Харбин/07/94 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Яманаши/166/98 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Виктория/504/00 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Флорида/07/04 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Массачусетс/2/12 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
  B/Пхукет/3073/13 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
Штаммы Викторианской ЭЛ
  B/Шандонг/7/97 < 20 40 < 20 80 < 20 10 240 < 160 10 240 40 960 40 960 < 160 5120
  B/Шига/51/98 < 20 160 < 20 80 < 20 5120 < 160 2560 40 960 20 480 < 160 10 240
  B/Токио/53/99 ≤ 20 160 < 20 160 < 20 5120 < 160 640 20 480 40 960 < 160 2560
  B/Гонконг/330/01 < 20 320 < 20 160 < 20 < 160 < 160 < 160 40 960 40 960 < 160 < 160
  B/Малайзия/2506/04 < 20 160 < 20 80 < 20 10 240 < 160 1280 81 920 40 960 < 160 20 480
  B/Брисбен/60/08 20 320 160 160 80 40 960 40 960 81 920 20 480 20 480 81 920 40 960
B/Брисбен/46/15 80 320 160 160 80 81 920 163 840 163 840 163 840 81 920 163 840 81 920
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мены, 3 из которых расположены в антигенных сайтах ВЕ, 
ВА (петля 150), ВВ2 (петля 160), и аминокислотная замена 
S172P, которая расположена вне антигенно-значимой об-
ласти, но сопровождается приобретением пролина – ами-
нокислоты с крупным радикалом, которая несовместима с 

го это связано с появлением реверсивной аминокислотной 
замены по отношению к эталонному штамму В/Россия/69. 
Ранее было показано, что у российских изолятов 2009–2012 
гг. выделения, относящихся к группе B/Брисбен/60/08-
подобных штаммов, зафиксированы 4 аминокислотные за-

Т а б л и ц а  2
Взаимодействие Мка со штаммами вируса гриппа В Викторианской линии 2016–2017 гг. выделения в РТГа

Штамм Титр-1 МКА в РТГА
6A9 7C8 7D9 7G9 8A8 6E11 9G5 10D3 7H8 8D11 9B5 6A4

B/Брисбен/46/15 80 320 160 160 80 81 920 163 840 163 840 163 840 81 920 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/44/17* < 20 160 80 80 < 20 20 480 81 920 163 840 81 920 40 960 81 920 40 960
В/Санкт-Петербург/79/17* 20 160 20 160 20 81 920 81 920 163 840 163 840 81 920 81 920 81 920
В/Санкт-Петербург/80/17* < 20 160 160 80 20 20 480 81 920 81 920 40 960 20 480 40 960 20 480
В/Санкт-Петербург/83/17* 20 80 ≤ 20 80 < 20 81 920 327 680 163 840 81 920 81 920 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/104/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 81 920 40 960 40 960 20 480 40 960 40 960
В/Санкт-Петербург/106/17* < 20 160 < 20 160 < 20 40 960 81 920 81 920 40 960 20 480 81 920 40 960
В/Санкт-Петербург/114/17* < 20 80 80 40 < 20 20 480 40 960 40 960 40 960 20 480 40 960 40 960
В/Санкт-Петербург/156/17* ≤ 20 80 < 20 80 < 20 81 920 163 840 163 840 81 920 40 960 81 920 81 920
В/Санкт-Петербург/174/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 40 960 40 960 20 480 10 240 40 960 20 480
В/Санкт-Петербург/187/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 40 960 40 960 20 480 10 240 40 960 40 960
В/Санкт-Петербург/201/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 40 960 20 480 20 480 5120 20 480 40 960
В/Санкт-Петербург/203/17* < 20 40 < 20 40 < 20 20 480 20 480 20 480 10 240 5120 20 480 20 480
В/Санкт-Петербург/209/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 81 920 40 960 20 480 10 240 40 960 81 920
В/Санкт-Петербург/225/17* < 20 80 < 20 80 < 20 81 920 163 840 327 680 81 920 81 920 327 680 81 920
В/Санкт-Петербург/225/16** 160 5120 320 1280 640 163 840 327 680 327 680 327 680 163 840 327 680 327 680
В/Санкт-Петербург/230/16** 160 10 240 160 640 2560 40 960 163 840 163 840 40 960 20 480 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/292/16** 160 2560 160 640 320 40 960 81 920 81 920 40 960 40 960 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/323/16** 80 2560 160 320 320 81 920 163 840 163 840 81 920 81 920 327 680 163 840
В/Санкт-Петербург/324/16** 160 2560 320 640 640 40 960 163 840 163 840 81 920 40 960 163 840 40 960
В/Иркутск/2/16** 160 10 240 320 2560 5120 40 960 327 680 81 920 81 920 40 960 40 960 40 960
В/Иркутск/4/16** 160 20 480 640 2560 1280 163 840 327 680 327 680 327 680 327 680 327 680 163 840
В/Астрахань/2/17** < 20 160 160 80 ≤ 20 40 960 163 840 81 920 81 920 40 960 40 960 40 960
В/Санкт-Петербург/148/17** 160 20 480 640 2560 2560 163 840 327 680 327 680 327 680 163 840 163 840 327 680

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3:* – штаммы, изолированные в КЭ; ** – штаммы, изолированные в культуре клеток MDCK.

  Т а б л и ц а  3                                           
Сравнение взаимодействия Мка со штаммами вируса гриппа В Викторианской линии в РТГа, изолированными параллельно в 

кЭ и культуре клеток MDcK

Штамм Титр-1 МКА в РТГА
6A9 7C8 7D9 7G9 8A8 6E11 9G5 10D3 7H8 8D11 9B5 6A4

B/Брисбен/46/15 80 320 160 160 80 81 920 163 840 163 840 163 840 81 920 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/176/17* < 20 80 < 20 20 < 20 40 960 40 960 20 480 20 480 10 240 40 960 20 480
В/Санкт-Петербург/176/17** 320 10 240 640 5120 5120 163 840 327 680 327 680 327 680 327 680 327 680 81 920
В/Санкт-Петербург/204/17* < 20 160 ≤ 20 80 < 20 40960 81 920 40 960 20 480 20 480 40 960 20 480
В/Санкт-Петербург/204/17** 320 10 240 2560 5120 10240 81 920 327 680 327 680 327 680 163 840 327 680 163 840
В/Санкт-Петербург/210/17* ≤ 20 160 ≤ 20 160 20 81 920 163 840 327 680 81 920 81 920 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/210/17** 640 10 240 640 1280 5120 327 680 327 680 327 680 327 680 327 680 327 680 163 840
В/Санкт-Петербург/234/17* < 20 80 < 20 80 < 20 20 480 40 960 20 480 20 480 10 240 40 960 20 480
В/Санкт-Петербург/234/17** 320 20 480 1280 5120 10 240 163 840 163 840 163 840 327 680 163 840 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/235/17* 20 160 < 20 160 < 20 81 920 163 840 163 840 81 920 81 920 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/235/17** 320 5120 320 1280 1280 81 920 327 680 327 680 327 680 163 840 327 680 81 920
В/Санкт-Петербург/236/17* < 20 80 < 20 80 < 20 20 480 40 960 20 480 20 480 10 240 20 480 20 480
В/Санкт-Петербург/236/17** 160 2560 320 640 640 81 920 163 840 327 680 163 840 163 840 327 680 163 840
В/Санкт-Петербург/238/17* < 20 80 < 20 80 < 20 40 960 81 920 40 960 20 480 10 240 40 960 40 960
В/Санкт-Петербург/238/17** 80 1280 320 640 640 81 920 163 840 327 680 327 680 81 920 163 840 163 840
В/Санкт-Петербург/257/17* 20 160 20 160 < 20 81 920 163 840 163 840 81 920 40960 163 840 81 920
В/Санкт-Петербург/257/17** 320 20 480 640 5120 10 240 163 840 327 680 327 680 327 680 163840 163 840 81 920
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α-спиралью молекулы ГА, что характерно для эталонного 
штамма В/Брисбен/60/08 [17].

МКА 7C8, 7G9, 7H8 и 8D11 взаимодействовали в 
РТГА со всеми штаммами вируса гриппа В Виктори-
анской линии (B/Шандонг/7/97-, B/Гонконг/330/01-, B/
Малайзия/2506/04- и B/Брисбен/60/08-подобные штаммы), 
что позволяет предполагать, что данные МКА направлены 
к консервативному эпитопу (или эпитопам), специфично-
му для ГА вирусов гриппа В Викторианской ветви.

В ходе анализа вирусов гриппа В Викторианской ли-
нии в РТГА было обнаружено, что ряд МКА (6A9, 7G9 и 
8A8) отличаются по уровню взаимодействия в РТГА от 
вирусов, изолированных в различных системах выделе-
ния. Известно, что вирусы гриппа В, адаптированные к 
размножению в КЭ, отличаются по антигенной структуре 
ГА от вирусов, выращенных в культуре клеток MDCK. 
Было показано, что культивирование вирусов в различ-
ных системах приводит к ряду специфических замен в 
большой субъединице ГА. В частности, было обнаруже-
но, что адаптация вирусов гриппа В к КЭ приводит к по-
тере сайта гликозилирования (N-Х-T) в позициях 194–196 
в молекуле ГА1 [18]. Кроме того, показано, что некоторые 
лабораторные варианты вируса гриппа В, выращенные 
на КЭ, проявляли альтернативные антигенные свойства 
благодаря единичной замене глицина в положении 141 
[18, 19]. Установлено, что адаптированный к КЭ вирус B/
Lyon/1271/96, несущий замену 141Gly→Arg, показал уве-
личение сродства к 3′-сиалил(N-ацетиллактозе), в то вре-
мя как связывание с 6′-сиалил(N-ацетиллактозамином) 
было ослаблено. В то же время MDCK-адаптированный 
вариант того же вируса с Gly141 отображал улучшенное 
сродство к 6′-сиалил(N-ацетиллактозамину) и значитель-
но меньшее сродство к 3′-сиалил(N-ацетиллактозе) [20]. 
Вероятно, МКА 6A9, 7G9 и 8A8 распознают ангигенные 
области ГА вирусов гриппа В Викторианской ЭЛ, которые 
подвержены изменениям в результате культивирования в 
различных клеточных системах. Этим можно объяснить 
отсутствие взаимодействия этих МКА с эталонными В/
Виктория-подобными штаммами, так как все эти вирусы 
выращивались в КЭ.

Выводы
1. Получены и охарактеризованы новые МКА к ГА ви-

русов гриппа В Викторианской ЭЛ.
2. Установлено, что созданные МКА могут быть успеш- 

но применены для идентификации и антигенного анали-
за В/Виктория-подобных штаммов. Полученные МКА 
позволяют выявлять и дифференцировать изоляты, вы-
деленные в КЭ и культуре клеток MDCK.

3. Наличие вируснейтрализующей активности у МКА 
позволяет использовать их для эпитопного картирования 
ГА вирусов гриппа В Викторианской ЭЛ и установления 
эволюционных связей с вирусами ранних лет выделения.
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