
132

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-164
ORIGINAL RESEARCH

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-164
© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2023

Антигенная и иммуногенная активность вирусоподобных 
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Введение. Вирусная геморрагическая болезнь кроликов (ГКБ) – остро протекающее высококонтагиозное 
заболевание, возбудителями которого являются патогенные лаговирусы геногрупп GI1 и GI2. Антитела к 
главному капсидному белку (Vp60) вируса ГБК являются протективными. 
Цель работы – оценка антигенной и иммуногенной активности вирусоподобных частиц (ВпЧ) на основе 
рекомбинантных главных капсидных белков вируса ГБК геногрупп GI1 и GI2 (recVP60-GI1 и recVP60-GI2). 
Материалы и методы. Полученные в бакуловирусной системе экспрессии recVP60-GI1 и recVP60-GI2 
исследовали методом электронной микроскопии и вводили клинически здоровым кроликам в возрасте 
1,5–3 месяца в дозе 50 мкг. На 21-й день после иммунизации кроликов заражали вирулентными штаммами 
вируса ГБК «Воронежский-87» и «Тула» в дозе 103 ЛД50, а сыворотки крови исследовали в ИФА на наличие 
антител к вирусу ГБК. 
Результаты. В культуре клеток Нi-5 получены recVP60-GI1 и recVP60-GI2, обладающие гемагглютинирую-
щей активностью и формирующие ВпЧ размером 30–40 нм. На 21-е сутки после введения ВпЧ у кроликов 
выявляли специфические антитела к вирусу ГБК с титром 1 : 200–1 : 800. Иммуногенная активность ВпЧ 
recVP60-GI1 составила 90 и 40%, а ВпЧ recVP60-GI2 – 30 и 100% после контрольного заражения вирусом 
ГБК 1-го и 2-го генотипа соответственно при 100% иммуногенности их смеси. 
Обсуждение. ВпЧ из recVP60-GI1 и recVP60-GI2 обладают гемагглютинирующей, антигенной и иммуно-
генной активностью, что свидетельствует о возможности их использования в качестве компонентов препа-
ратов для специфической профилактики ВГБК у кроликов. Результаты контрольного заражения показали 
необходимость наличия в составе вакцины антигена обоих генотипов вируса ГБК. 
Заключение. RecVP60-GI1 и recVP60-GI2 образуют ВпЧ, обладающие гемагглютинирующей и антигенной 
активностью, и защищают животных при контрольном заражении вирулентными штаммами вируса ГБК 
генотипов GI1 и GI2 на уровне 90–100%. 
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Antigenic and immunogenic activity of virus-like particles based 
on rabbit hemorrhagic disease virus (Caliciviridae: Lagovirus) 
genotypes GI1 and GI2 recombinant major capsid proteins
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Introduction. Rabbit hemorrhagic disease is an acute highly contagious infection associated with two genotypes 
of pathogenic Lagovirus. Antibodies to major capsid protein (Vp60) are protective.
The aim of the work ‒ is an evaluation of antigenic and immunogenic activity of virus-like particles (VLPs) based on 
recombinant major capsid proteins of both genotypes of rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) (recVP60-GI1 and 
recVP60-GI2).
Materials and methods. Baculovirus-expressed VLPs were evaluated using electron microscopy and administered 
to clinically healthy 1.5–3 month old rabbits in a dose of 50 µg. Rabbits were challenged with 103 LD50 of virulent 
strains “Voronezhsky-87” and “Tula” 21 days post immunization. Serum samples were tested for the presence of 
RHDV-specific antibodies.
Results. VLPs with hemagglutination activity forming VLP 30–40 nm in size were obtained in Hi-5 cell culture. 
Specific antibody titers in rabbits measured by ELISA were 1 : 200 to 1 : 800 on 21th day post immunization with 
VLPs. Immunogenic activity of recVP60-GI1 VLPs was 90 and 40%, while it was 30 and 100% for recVP60-GI2 
VLPs after the challenge with RHDV genotypes 1 and 2 respectively. The immunogenicity of two VLPs in mixture 
reached 100%.
Discussion. VLPs possess hemagglutinating, antigenic and immunogenic activity, suggesting their use as 
components in substances designed for RHDV specific prophylaxis in rabbits. Results of the control challenge 
experiment demonstrated the need to include the antigens from both RHDV genotypes in the vaccine.
Conclusion. Recombinant proteins recVP60-GI1 and recVP60-GI2 form VLPs that possess hemagglutinating an 
antigenic activity, and provide 90–100% level of protection for animals challenged with RHDV GI1 and GI2 virulent 
strains.
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Введение
Вирусная геморрагическая болезнь кроликов  

(ВГБК) – остро протекающая высококонтагиозная 
болезнь, характеризующаяся явлениями геморра-
гического диатеза во всех органах, в особенности 
в лёгких и печени, возбудителями которой являются 
вирусы, относящиеся к семейству Caliciviridae, роду 
Lagovirus. ВГБК является одной из причин, нанося-
щих высокий экономический ущерб кролиководству 
во всём мире, и эндемичной в Восточной Азии и Ев-
ропе болезнью [1–7].

В настоящее время выделяют 4 геногруппы лагови-
русов: две патогенные – GI1 (GI1а–GI1d) и GI2 и две 
непатогенные – GI3 и GI4 [8]. Оба патогенных вариан-
та вируса ГБК встречаются на территории РФ [9–11].

Геном вируса представлен линейной молеку-
лой РНК положительной полярности, состоящей 
из 7437 н.о. Вирусный капсид состоит из главного 
структурного белка VP60, кодируемого последова-
тельностью нуклеотидов открытой рамки считыва-
ния 1 (ORF-1), и минорного белка VP-2.

Единственным методом специфической профилакти-
ки болезни является вакцинация кроликов с применени-
ем инактивированных тканевых или рекомбинантных 
вакцин. Вакцинация вызывает у кроликов образование 
антител к главному капсидному белку (Vp60), которые 
являются протективными. Несмотря на близкое анти-
генное родство вирусов, полноценная перекрёстная за-
щита отсутствует, поэтому вакцина должна содержать 
капсидный антиген вирусов обоих генотипов [12, 13]. 

Несмотря на то что получение рекомбинантных глав-
ных капсидных белков вирусов ГБК и определение их 
иммуногенной активности были показаны рядом авто-
ров [7, 14–18], коммерчески доступных вакцин на их 
основе, применяемых на территории РФ, не существует.

Целью данного исследования является оценка ан-
тигенной и иммуногенной активности вирусоподоб-
ных частиц (ВпЧ) на основе рекомбинантных глав-
ных капсидных белков вирусов ГБК геногрупп GI1 
и GI2 (recVP60-GI1 и recVP60-GI2).

Материалы и методы

Вирусы
В работе использовали:
– 10% суспензию печени кролика, заражённого 

штаммом «Воронежский-87» вируса ГБК , относяще-
гося к геногруппе GI1, с активностью в реакции гема-
гглютинации 1 : 2048 (104 ЛД50/см3);

– 10% суспензию печени кролика, заражённого 
штаммом «Тула» вируса ГБК, относящегося к гено-
группе GI2, с активностью в реакции гемагглютина-
ции 1 : 2048 (104 ЛД50/см3).

Получение рекомбинантных вирусов ядерного  
полиэдроза калифорнийской совки Autographa 

californica (AcNPV) со вставкой ORF-1 вируса ГБК 
генотипов GI1 и GI2

Конструирование векторов, получение рекомби-
нантных бакуловирусов AcORF-1-GI1 и AcORF-1-

GI2, оценку и наработку продуктов осуществляли, 
как описано в предыдущей работе [19].

Фрагмент нуклеотидной последовательности гена 
ORF-1 вируса ГБК геногруппы GI1:

GGATCCATGCATCACCATCACCATCATGGTTCC
GGATCTGGCAGTGGTTCAGGATCTGGTGGCAAGG
CTAGAGCAGCTCCCCAAGGTGAGACTGCTGGCA
CCGCTACCACTGCTTCCGTACCTGGAACCACAAC
TGACGGTATGGACCCAGGTGTGGTTGCTACAACC
TCCGTGATCACTGCTGAGAACTCTTCAGCATCCA
TCGCTACCGCTGGTATCGGTGGACCACCTCAGCA
GGTGGACCAACAGGAGACCTGGAGGACCAACTT
CTACTACAACGACGTGTTCACCTGGTCTGTGGCT
GACGCTCCTGGTTCCATCCTGTACACTGTCCAGC
ACTCTCCACAGAACAATCCCTTCACCGCTGTGTT
GTCCCAGATGTATGCTGGTTGGGCAGGAGGCATG
CAGTTTCGCTTCATCGTGGCTGGTAGTGGTGTGT
TCGGAGGTCGTCTGGTTGCAGCTGTGATTCCTCC
AGGTATCGAGATTGGTCCAGGTCTGGAGGTGCGT
CAGTTCCCACACGTCGTGATCGACGCTCGTAGCT
TGGAGCCTGTGACCATCACCATGCCAGACCTGCG
TCCCAACATGTACCATCCCACTGGTGACCCCGGT
CTCGTTCCCACCTTGGTGCTGTCCGTGTACAACA
ACCTGATCAATCCCTTTGGAGGTTCCACCTCTGC
CATCCAGGTGACCGTGGAGACACGTCCCTCCGA
GGACTTCGAGTTCGTGATGATCCGTGCTCCCAGC
TCCAAGACTGTGGACTCCATCTCTCCTGCTGGTC
TCCTGACCACACCTGTGCTGACCGGTGTTGGAAA
CGACAACCGTTGGAACGGTCAGATCGTTGGTCTG
CAACCAGTTCCAGGTGGCTTCTCCACCTGCAACC
GTCACTGGAACCTGAATGGATCCACCTATGGTTG
GAGCTCACCACGCTTCGCTGACATCGACCATCGT
AGAGGTTCTGCTAGCTATCCTGGCAACAATGCAA
CCAACGTGCTGCAGTTCTGGTACGCTAACGCTGG
TTCAGCTATCGACAATCCCATCTCCCAGGTGGCTC
CTGACGGATTTCCAGACATGTCCTTCGTTCCCTT
CAATGGTCCTGGCATTCCTGCTGCAGGTTGGGTT
GGATTTGGTGCCATCTGGAACTCCAACTCTGGTG
CTCCCAACGTGACCACTGTGCAAGCCTACGAGC
TTGGCTTTGCCACTGGTGCACCTGGCAACCTGCA
ACCCACTACCAACACCAGTGGTACCAACACCAG
TGGTGCTCAGACTGTGGCCAAGTCCATCTACGCT
GTTGTGACAGGTACTGCACAGAATCCAGCTGGA
CTCTTCGTGATGGCTTCTGGCATCATCTCCACCCC
CAACGCTTCTGCTATCACCTACACCCCACAACCT
GACCGCATCGTGACTACCCCTGGTACACCTGCAG
CTGCACCTGTGGGCAAGAACACTCCCATCATGTT
TGCATCCGTCGTGAGACGTACCGGTGACGTGAAC
GCTACCGCTGGATCAGCCAACGGTACTCAGTATG
GTACAGGTTCCCAGCCCTTGCCTGTGACCATTGG
TCTGTCCCTCAACAACTACTCATCTGCTCTGATGC
CAGGTCAGTTCTTCGTGTGGCAGCTGACCTTCGC
TTCTGGCTTCATGGAGATTGGTCTGTCCGTGGAC
GGCTACTTCTATGCAGGAACTGGTGCTTCCACTA
CCTTGATCGACCTGACCGAGCTGATCGACGTGAG
ACCAGTTGGTCCTCGTCCCTCCAAGAGCACTCTG
GTGTTCAACCTGGGAGGTACAGCCAACGGCTTC
TCCTACGTGTAAGCTT. 

Фрагмент нуклеотидной последовательности гена 
ORF-1 вируса ГБК геногруппы GI2:
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по общепринятой методике. В качестве положительного 
контроля использовали 10% суспензию печени кролика, 
заражённого штаммом вируса ГБК «Воронежский-87», 
и 10% суспензию печени кролика, заражённого штам-
мом вируса ГБК «Тула». В качестве отрицательного кон-
троля использовали 10% печень от заведомо здорового 
кролика и лизат культуры клеток Hi-5, инфицированные 
AcNPV без вставки. За титр принимали максимальное 
разведение АГ, дающее гемагглютинацию. 

Электронная микроскопия
На электронно-микроскопическую медную сетку, 

покрытую парлодиевой плёнкой, наносили 5 мкл рас-
твора смеси 1 : 1 очищенных recVP60-GI1 и recVP60-
GI2 в концентрации 10 мг/мл по общему белку в 0,15 М  
ФБР (рН 7,2), отмывали водой от несвязавшихся ком-
понентов и окрашивали 1% водным раствором ура-
нилацетата (рН 4,5). Образцы просматривали с по-
мощью электронного микроскопа просвечивающего 
типа НТ7700 (Hitachi, Япония).

Определение антигенной активности 
Антигенную активность ВпЧ на основе рекомби-

нантных белков исследовали на клинически здоровых 
кроликах возраста 1,5–3,0 месяца. В исследовании ис-
пользовали 4 группы животных по 20 голов в каждой. 
Первой группе животных внутримышечно вводили 
recVP60-GI1 в дозе 50 мкг, 2-й группе – recVP60-GI2 
в дозе 50 мкг, 3-й группе – смесь 25 мкг recVP60-
GI1 и 25 мкг recVP60-GI2, а животных 4-й группы 
не вакцинировали. Сыворотки крови кроликов, взятые 
до иммунизации и на 21-й день после неё, исследовали 
с помощью иммуноферментного анализа (ИФА) с це-
лью выявления специфических антител к вирусу ГБК. 
ИФА ставили, как описано в работе [20].

Определение иммуногенной активности 
На 21-е сутки после иммунизации кроликов заража-

ли вирулентными штаммами «Воронежский-87» виру-
са ГБК генотипа GI1 (50% животных) и «Тула» вируса 
ГБК генотипа GI2 (50% животных) в дозе 103 ЛД50. На-
блюдение за животными проводили в течение 7 дней 
после заражения: отмечали гибель и появление клини-
ческих признаков. От погибших животных отбирали 
печень, сердце, селезёнку, лёгкие и почки для исследо-
вания с помощью ПЦР-РВ (полимеразная цепная ре-
акция в реальном времени) с целью обнаружения РНК 
вируса ГБК. На 7-е сутки все выжившие животные 
были подвергнуты эвтаназии, пробы паталогического 
материала также исследовали с применением ПЦР-РВ.

Иммуногенную активность recVP60 для кроликов 
вычисляли по формуле (1):

ИА = (ЛК – ЛИ) / ЛК × 100%,     (1)
где ИА – иммуногенная активность; ЛК – леталь-

ность в контрольной группе (%); ЛИ – летальность 
среди иммунизированных животных (%).

ПЦР-РВ
Для выделения тотальной РНК готовили 10% су-

спензии из образцов печени кроликов, полученные 

ATGCACCACCATCACCACCATGGTAAGGCTCG
TGCTGCTCCACAAGGAGAGACTGCTGGTACTGC
TACCACAGCTTCCGTTCCTGGCACCACTACAGAT
GGCATGGACCCAGGTGTGGTTGCTACAACCTCA
GTCGTGACCACTGAGAACGCTTCCACCTCCATT
GCTACCGCTGGTATCGGAGGTCCTCCACAGCAG
GTGGACCAACAGGAGACTTGGCGTACCAACTTC
TACTACAACGACGTGTTCACCTGGTCAGTTGCTG
ACGCTCCTGGTAACATCCTGTACACTGTGCAGC
ACTCTCCACAGAACAATCCCTTCACTGCTGTGCT
GTCTCAGATGTATGCTGGATGGGCTGGTGGCATG
CAGTTTCGCTTCATCGTTGCTGGTTCAGGTGTGT
TTGGTGGACGTCTCGTGGCTGCTGTGATTCCTCC
AGGCATCGAGATTGGACCTGGTCTGGAAGTGCG
TCAGTTTCCTCACGTTGTGATCGATGCTCGCTCC
TTGGAGCCCGTGACCATCACTATGCCCGACCTGC
GTCCCAACATGTACCATCCCACTGGCAACCCTGG
TCTGGTACCCACCTTGGTGTTGTCCGTGTACAAC
AACCTGATCAATCCCTTTGGTGGAAGCACCTCTG
CTATCCAGGTGACCGTGGAGACCCGTCCCTCCG
AGGACTTCGAGTTCGTGATGATTCGTGCTCCCAG
CTCCAAGACCGTGGACTCCATCTCCCCTGCTGA
CCTCCTGACCACACCAGTGCTGACTGGAGTTGG
AACCGACAACAGATGGAACGGTGAGATCGTTGG
ACTGCAACCAGTTCCAGGAGGTTTCTCCACCTG
CAACCGTCACTGGAACCTGAATGGTTCCACCTT
CGGATGGTCCTCTCCACGCTTCGCTGCTATCGAC
CACGATCGTGGCAATGCTTCCTTTCCTGGATCAT
CCAGCTCCAACGTGCTGGAGTTGTGGTATGCTTC
AGCTGGTTCTGCTGCTGACAATCCCATCTCTCAG
ATTGCTCCAGATGGCTTTCCTGACATGTCCTTCG
TACCCTTCTCAGGTGCAACCATTCCCACTGCTGG
CTGGGTTGGCTTTGGAGGTATCTGGAACAGCAA
CAACGGTGCTCCCTTCGTGACCACCGTGCAGGC
TTACGAACTGGGATTCGCTACCGGAGCTCCCTCC
AATCCTCAACCCACTACCACAACCTCTGGTGCTC
AGATCGTAGCTAAGTCCATCTATGGTGTGGCTAA
CGGTATCAACCAGACCACTGCTGGTCTGTTCGTG
ATGGCTTCAGGTGTGATCAGCACACCCAACTCCT
CCGCTATCACCTACACTCCTCAACCTAACCGTAT
CGTGAACGCTCCAGGCACACCTGCTGCAGCTCC
CATTGGTAAGAACACACCCATCATGTTCGCTTCC
GTGGTTCGTCGCACTGGAGACATCAACGCTGAA
GCTGGTTCCACCAACGGAACTCAGTATGGTGCT
GGATCCCAACCATTGCCTGTCACTGTGGGACTGT
CCCTGAACAACTACTCATCTGCTCTGATGCCAGG
TCAGTTCTTCGTGTGGCAGCTGAACTTTGCTTCC
GGTTTCATGGAACTCGGTCTGTCCGTGGATGGCT
ACTTCTATGCTGGTACTGGAGCTTCAGCTACCTT
GATCGACCTGTCTGAGCTGGTGGACATTCGTCCT
GTTGGTCCACGTCCCTCCACCTCCACCTTGGTCT
ACAACCTCGGAGGCACTACCAACGGATTCTCCT
ACGTGTAA.

Определение гемагглютинирующей активности 
recVP60-GI1 и recVP60-GI2

Реакцию гемагглютинации ставили с 0,75% суспензи-
ей эритроцитов человека группы О (I группы) в 0,15 М 
фосфатно-буферного раствора (ФБР) рН 7,2 микромето-
дом на полистироловых планшетах с U-образным дном 
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зования показало наличие рекомбинантных баку-
ловирусов AcORF-1-GI1 и AcORF-1-GI2 в титрах –  
105,0–105,5 БОЕ50/см3.

При заражении культуры клеток Нi-5 рекомбинант-
ными бакуловирусами со множественностью 0,1 БОЕ50/
клетка отмечали экспрессию recVP60-GI1 и recVP60-
GI2. После очистки 1 г клеточных осадков было по-
лучено 5 мл препарата recVP60-GI1 с концентрацией 
общего белка 20 мг/мл и 4 мл препарата recVP60-GI2 
с концентрацией общего белка 18 мг/мл.

Гемагглютинирующая активность очищенных пре-
паратов recVP60-GI1 и recVP60-GI2 с концентраци-
ей 50 мкг/мл в ФБР составила 1 : 32 000.

В 0,15 М ФБР с рН 7,2–7,4 рекомбинантные белки 
образовывали ВпЧ. В растворах recVP60-GI1, recVP60-
GI2 и их смеси 1 : 1 с концентрацией по общему бел-
ку 10 мг/мл при проведении электронной микроскопии 
наблюдали ВпЧ размером 30–40 нм (рисунок).

До вакцинации животные были серонегативны 
в отношении вируса ГБК: уровень антител в ИФА со-
ставил < 1 : 200 (1 : 200 – минимальное разведение 
сыворотки, используемое в тест-системе ИФА).

На 21-е сутки после однократного введения ВпЧ 
с содержанием 50 мкг рекомбинантных капсидных 
белков у всех иммунизированных кроликов наблю-
дался синтез специфических антител к главным 
капсидным белкам вируса ГБК. Уровень антител 
составил 1 : 200–1 : 800, у кроликов контрольной 
группы сероконверсии не наблюдалось (табл. 1, 2). 

После контрольного заражения вирулентным штам-
мом вируса ГБК 1-го генотипа «Воронежский-87» 
выжили 9 из 10 животных, иммунизированных 

путём гомогенизации проб в стерильном ФБР и да-
лее подвергшиеся центрифугированию при 13 200 об/
мин в течение 5 мин. Суммарную РНК экстрагиро-
вали из каждой ткани кроликов с TRIzol (Invitrogen) 
согласно протоколу производителя. Наличие РНК ви-
руса ГБК определяли методом ОТ-ПЦР (ПЦР с обрат-
ной транскрипцией) с использованием универсаль-
ной пары праймеров, разработанных M. Pawlikowska 
и соавт. [21]. Для дифференциации вирусов второго 
генотипа использовали ОТ-ПЦР в РВ, описанную 
у K.P. Dalton и соавт. [22]. ОТ-ПЦР проводили с по-
мощью набора One-tube real-time RT-PCR kit («Альфа 
Фермент», Россия).

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus author guidelines for animal use (IAVES 
July, 23, 2010). Протокол исследования одобрен эти-
ческим комитетом ООО «Ветбиохим» (протокол 
№ 1 от 13.11.2020).

Результаты
В результате проведённых работ были получены 

рекомбинантные вирусы ядерного полиэдроза кали-
форнийской совки Autographa californica (AcNPV) со 
вставкой ORF-1 вируса ГБК генотипа GI1 (AcORF-1-
GI1) и генотипа GI2 (AcORF-1-GI2). 

При заражении культуры клеток Sf-9 рекомби-
нантными бакуловирусами на 3–4-е сутки после за-
ражения отмечали цитопатические изменения в ин-
фицированных культурах. Титрование полученных 
вируссодержащих суспензий методом бляшкообра-

Рис. Электронно-микроскопическое изображение вирусоподбных частиц recVP60. 
Fig. Transmission electron microscopy images of recVP60 virus-like particles.
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Таблица 1. Результаты контрольного заражения кроликов вирулентным штаммом вируса геморрагической болезни кроликов GI1
Table 1. Results of the challenge experiment with virulent rabbit hemorrhagic disease virus GI1

Группа
Group

№ животного
Animal No.

Титр антител в ИФА
Antibody titer in ELISA

Результаты ПЦР
PCR results

Результат контрольного заражения
103 ЛД50 «Воронежский-87»

Results of challenge with 103 LD50 of “Voronegsky-87” strain

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 400 – жив
5 1 : 200 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 1 9

Летальность 10%
Mortality 10%

Иммуногенная активность 90%
Immunogenic activity 90% 

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.2

1 1 : 400 + пал
2 1 : 400 + пал
3 1 : 800 + пал
4 1 : 200 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 + пал
8 1 : 400 + пал
9 1 : 400 – жив
10 1 : 800 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 7 3

Летальность 70%
Mortality 70%

Иммуногенная активность 30%
Immunogenic activity 30%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
+
Rec VP60-GI.2

1 1 : 800 – жив
2 1 : 800 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 1 9

Летальность 10%
Mortality10%

Иммуногенная активность 90%
Immunogenic activity 90%

Контрольная 
группа  
(не иммунизиро-
вали) 
Control group 
(non-immunized)

1 < 1 : 200 + + пал
2 < 1 : 200 + + пал
3 < 1 : 200 + + пал
4 < 1 : 200 + + пал
5 < 1 : 200 + + пал
6 < 1 : 200 + + пал
7 < 1 : 200 + + пал
8 < 1 : 200 + + пал
9 < 1 : 200 + + пал
10 < 1 : 200 + + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 10 0

Летальность 100%
Mortality 100%
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Таблица 2. Результаты контрольного заражения кроликов вирулентным штаммом вируса геморрагической болезни кроликов GI2
Table 2. Results of the challenge experiment with virulent rabbit hemorrhagic disease virus GI2

Группа
Group

№ животного
Animal No.

Титр антител в ИФА
Antibody titer in 

ELISA

Результаты ПЦР
PCR results

Результат контрольного заражения
103 ЛД50 «Тула»

Results of challenge with 103 LD50 of «Tula» strain

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
 

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 + пал
3 1 : 800 – жив
4 1 : 400 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 + пал
8 1 : 200 + пал
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 6 4

Летальность 60%
Mortality 60%

Иммуногенная активность 40%
Immunogenic activity 40%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.2

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 – жив
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 400 – жив
10 1 : 800 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 0 10

Летальность 0%
Mortality 0%

Иммуногенная активность 100%
Immunogenic activity 100%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
+
Rec VP60-GI.2

1 1 : 800 – жив
2 1 : 800 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 – жив
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 0 10

Летальность 0%
Mortality 0%

Иммуногенная активность 100%
Immunogenic activity 100%

Контрольная  
группа  
(не иммунизировали)
Control group (non-im-
munized)

1 < 1 : 200 + + пал
2 < 1 : 200 + + пал
3 < 1 : 200 + + пал
4 < 1 : 200 + + пал
5 < 1 : 200 + + пал
6 < 1 : 200 + + пал
7 < 1 : 200 – – жив
8 < 1 : 200 + + пал
9 < 1 : 200 + + пал
10 < 1 : 200 + + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 9 1

Летальность 90%
Mortality 90%
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recVP60-GI1 и смесью recVP60-GI1 и recVP60-GI2 
(иммуногенная активность 90%, летальность 10%) 
Иммуногенная активность recVP60-GI2 состави-
ла 30%, т.е. из 10 иммунизированных кроликов вы-
жило 3 (летальность 70%). При этом в контрольной 
группе отмечалась 100% летальность. 

После контрольного заражения вирулентным штам-
мом вируса ГБК 2-го генотипа «Тула» выжили все 
животные, иммунизированные recVP60-GI2 и сме-
сью recVP60-GI1 и recVP60-GI2 (иммуногенная ак-
тивность 100%), иммуногенная активность recVP60-
GI1 составила 40%. В контрольной группе отмеча-
лась 90% летальность.

Гибель кроликов наступала в течение 12–72 ч по-
сле заражения. У всех погибших кроликов в образ-
цах патологического материала из печени, сердца, 
селезенки, почек и лёгких методом ПЦР был обна-
ружен генетический материал вируса ГБК генотипа, 
соответствующего вирусу, использованному для кон-
трольного заражения.

У всех выживших кроликов, подвергнутых эвтана-
зии на 7-е сутки после заражения, в образцах пато-
логического материала из печени, сердца, селезёнки, 
почек и лёгких методом ПЦР генетического материал 
вируса ГБК обнаружено не было (табл. 1, 2).

Обсуждение
Как и нативные лаговирусы, очищенные препара-

ты recVP60-GI1 и recVP60-GI2 и их смесь обладали 
гемагглютинирующей активностью, что говорило 
о возможности образования молекулами recVP60 
в 0,15 M растворе ФБР ВпЧ. Электронная микроско-
пия показала наличие ВпЧ размером около 30–40 нм. 
Структуры, состоящие из рекомбинантных VP60, на-
поминали капсид калицивирусов. 

Изучение антигенной активности полученных на 
основе recVP60-GI.1 и recVP60-GI.2 ВпЧ показало, 
что введение кроликам ВпЧ из белка как одного вари-
анта, так и их смеси, вызывает синтез специфических 
антител. На 21-е сутки после введения рекомбинант-
ных капсидных белков у всех иммунизированных жи-
вотных уровень антител в ИФА стал 1 : 200 и выше.

Наличие антигенных свойств у ВпЧ на основе ре-
комбинантных главных капсидных белков открывает 
широкие перспективы использования их в качестве 
компонентов препаратов для специфической профи-
лактики ВГБК у кроликов. 

Результаты контрольного заражения показали разни-
цу в иммуногенности ВпЧ на основе рекомбинантных 
белков при заражении вирусами разных генотипов. 
Иммуногенная активность против гетерологичного ви-
руса не превышала 40%, тогда как при использовании 
вируса такого же генотипа или в случае иммунизации 
кроликов ВпЧ на основе смеси рекомбинантных бел-
ков иммуногенная активность была 90–100%. Данные 
результаты хорошо соотносятся с ранее известным фе-
номеном – ограниченной защитой кроликов, вакцини-
рованных вакцинами против ВГБК, изготовленных на 
основе штаммов 1-го генотипа, при заражении лагови-
русами 2-го генотипа [12, 13].

Учитывая высокое антигенное родство лаговиру-
сов 1-го и 2-го генотипов и то, что использованная 
нами тест-система ИФА не позволяла дифференциро-
вать антитела к капсидным белкам разных генотипов 
вируса ГБК, связь между уровнем антител и способ-
ностью животных противостоять контрольному зара-
жению оценивали только для кроликов иммунизиро-
ванных монопрепаратами. 

Проводимые серологические исследование показали, 
что выжили все кролики, имевшие до контрольного за-
ражения уровень антител к вирусу ГБК 1 : 400 и выше. 

Среди животных, иммунизированных ВпЧ на ос-
нове recVP60-GI.1 и заражённых вирусом ГБК 1-го 
генотипа, два кролика на момент заражения име-
ли антитела на уровне 1 : 200. Из них пал только 
один. В группе, иммунизированной ВпЧ на основе 
recVP60-GI.2 и зараженной вирусом ГБК 2-го гено-
типа, оба кролика с титром антител 1 : 200 выжили. 
При этом вирулентность в контрольной группе, зара-
женной вирусом ГБК 1-го генотипа, была в целом вы-
ше вирулентности в контрольной группе, зараженной 
вирусом ГБК 2-го генотипа. 

Заключение
Таким образом, полученные в бакуловирусной 

системе экспрессии генов главные капсидные бел-
ки вируса ГБК генотипов GI.1 и GI.2 в 0,15 М ФБР 
с рН 7,2–7,4 образуют ВпЧ. Их введение как в моно-
вариантах, так и в смеси вызывает у кроликов синтез 
специфических антител и защищает животных при 
контрольном заражении вирулентными штаммами 
«Воронежский-87» вируса ГБК генотипа GI1 и «Ту-
ла» вируса ГБК генотипа GI2 в дозе 103 ЛД50 на уров-
не 90–100%. Уровень специфических антител к виру-
су ГБК в ИФА 1 : 400 и выше защищает при контроль-
ном заражении 100% животных. 
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