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Введение. Жёлтая лихорадка (ЖЛ) остаётся одной из самых распространённых природно-очаговых инфек-
ционных болезней в мире. В связи с возрастающим туристическим потоком в страны, эндемичные по ЖЛ, 
обнаружением на территории южных регионов России устойчивых популяций комаров видов Aedes aegypti и 
Ae. albopictus, являющихся основными переносчиками вируса ЖЛ (ВЖЛ), и тем фактом, что в медицинских 
учреждениях нашей страны можно получить живую аттенуированную вакцину против ЖЛ, но нет возможности 
оценки эффективности вакцинации, возникает вопрос о разработке и внедрении в практику диагностических 
наборов для выявления антител к возбудителю методом иммуноферментного анализа (ИФА).
Цель работы – разработка способа выявления специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ методом 
ИФА и оценка его диагностических характеристик.
Материалы и методы. Методом обратной транскрипции на матрице РНК ВЖЛ, выделенного на клеточной 
культуре Aedes albopictus clone C6/36, синтезирована специфичная кДНК и амплифицирован участок гено-
ма белка Е ВЖЛ, который был клонирован в плазмиду pET160 (Thermo Fisher Scientific, США). Полученный 
фрагмент гена использовали в качестве ДНК-матрицы для создания рекомбинантного аналога третьего 
домена белка Е ВЖЛ в клетках Escherichia coli (BL-21(DE3)). Далее произведена оценка иммуногенности 
полученного антигена и оптимизация условий анализа.
Результаты. Определены оптимальные условия наработки полученного рекомбинантного белка Е ВЖЛ, 
подтверждена его специфичность иммунологическими методами (вестерн-блоттинг и ИФА), подобраны со-
рбционные буферы и блокирующие растворы, проведён анализ чувствительности и специфичности реком-
бинантного антигена и антител к ВЖЛ. 
Заключение. Был разработан способ выявления специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ мето-
дом ИФА. Данный диагностический набор может использоваться как для изучения протективных свойств 
вакцины против ЖЛ, так и для выявления завозных случаев инфекции на неэндемичных территориях.
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Introduction. Yellow fever (YF) remains one of the most common natural focal infectious diseases in the world. In 
connection with the increasing tourist flow to countries endemic for YF, the discovery of stable populations of Aedes 
aegypti and Ae. albopictus which are the main vectors of the yellow fever virus (YFV), in the southern regions of 
Russia, and the fact that in medical institutions in our country it is possible to obtain a live attenuated vaccine against 
YF, but there is no way to evaluate the effectiveness of vaccination, the question arises of the development and 
implementation of diagnostic kits for detecting antibodies (AB) to the pathogen by enzyme immunoassay (ELISA).
The aim of this study was to develop a method for detecting specific IgG antibodies to the E protein of YFV by 
ELISA and assessing its diagnostic characteristics.
Materials and methods. A specific cDNA was synthesized by reverse transcription on an RNA template of YFV 
isolated on a cell culture of Aedes albopictus clone C6/36, and a fragment of the genome coding the YFV E protein 
was amplified and subsequently cloned into the plasmid pET160 (Thermo Fisher Scientific, USA). The resulting 
gene fragment was used as a DNA template to obtain a recombinant analog of the third domain of the YFV E 
protein in Escherichia coli cells (BL-21(DE3)). Next, the immunogenicity of the obtained antigen was evaluated and 
the analysis conditions were optimized.
Results. The optimal conditions for the production of the obtained recombinant E protein of YFV were determined, 
its specificity was confirmed by immunological methods (Western blot and ELISA), sorption buffers and blocking 
solutions were selected, and sensitivity and specificity of detection of antibodies to YFV using the recombinant 
antigen were assessed.
Conclusion. A method for the detection of specific IgG antibodies to the YFV E protein by ELISA was developed. 
This diagnostic kit can be used both to study the protective properties of the YF vaccine and to detect imported 
cases of infection in non-endemic areas.
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Введение

Жёлтая лихорадка (ЖЛ) – острая природно-оча-
говая арбовирусная инфекционная болезнь с транс-
миссивным механизмом передачи возбудителя [1–4], 
которым является одноименный вирус, относящийся 
к семейству Flaviviridae. Территориями, где выявле-
на циркуляция вируса ЖЛ (ВЖЛ), являются регионы 
Африки, расположенные к югу от Сахары, а также 
Центральной и Южной Америки. Основные перено-
счики возбудителя – комары рода Aedes, в основном 
Ae. aegypti и Ae. albopictus, обитают как на эндемич-
ных территориях (Африка и Южная Америка), так 
и в регионах Европы с тёплым климатом [5]. 

Специалистами Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ) разработана стратегия по ликвидации 
эпидемий ЖЛ (The Eliminate Yellow fever Epidemics 
(EYE)), которая применяется и поддерживается 
в 40 странах Африки, Южной и Северной Америки. 
Целью создания такой программы являются эпиде-
миологический контроль за данной инфекцией и мас-
совая вакцинация населения, проживающего в пора-
жённых районах, в которой, по прогнозам, к 2026 г. 
примут участие более 1 млрд человек. Ежегодно ВОЗ 
публикует перечень стран, где существует риск воз-
никновения вспышек ЖЛ, а также список государств, 
при въезде в которые требуется наличие международ-
ного свидетельства о вакцинации против ЖЛ для пу-
тешественников.

В настоящее время проблема распространения 
ВЖЛ является актуальной и для Российской Федера-
ции. Так, в районе г. Сочи (Краснодарский край) были 
обнаружены местные популяции комаров Ae. aegypti 
и Ae. albopictus [6, 7]. После долгого отсутствия кома-
ры Ae. aegypti вновь зарегистрированы на территории 
Черноморского побережья Кавказа и в Крыму. В слу-
чае заноса возбудителя не исключена возможность 
возникновения вспышки ЖЛ и на этих территориях 
[8, 9]. Также всё большую популярность среди насе-
ления приобретают туристические направления в эк-
зотические страны и регионы, где при въезде необхо-

дим международный сертификат о вакцинации про-
тив ЖЛ. По данным Роспотребнадзора Российской 
Федерации, в 2021 г. живой аттенуированной вакци-
ной против ЖЛ производства Института полиомие-
лита и вирусных энцефалитов имени М.П. Чумакова 
(Москва) было вакцинировано более 11 тыс. россиян 
[10]. Но в то же время наборы реагентов для выяв-
ления специфических антител (IgM и IgG) к ВЖЛ 
и оценки эффективности иммунизации ни одной оте-
чественной компанией не производятся.

По данным литературы, в настоящее время в ми-
ре зарегистрировано не более 10 диагностических 
препаратов, позволяющих выявлять специфические 
антитела классов IgM или IgG к ВЖЛ, но все они ре-
комендованы исключительно для научных исследо-
ваний. Также есть ограничения по использованию 
данных тестов для выявления антител у вакциниро-
ванных людей [11]. На территории Российской Феде-
рации разрешены к применению 6 коммерческих на-
боров для выявления антител IgM/IgG к возбудителю 
ЖЛ производства компании Euroimmun (Германия), 
которые основаны на использовании метода непря-
мой иммунофлуоресценции специфических антител. 
Ограничениями для широкого использования этих те-
стов являются сложность интерпретации результатов, 
небольшое количество одновременно анализируе-
мых проб (до 10) и высокая стоимость, по сравнению 
с другими препаратами для диагностики ВЖЛ. 

Одним из широко используемых методов для выяв-
ления как вирусных антигенов, так и специфических 
антител к возбудителю, является иммуноферментный 
анализ (ИФА), который обладает рядом преимуществ 
перед традиционными иммунологическими реакциями: 

– высокая чувствительность; 
– специфичность и воспроизводимость результа-

тов; 
– возможность получения количественных данных; 
– автоматизация всех этапов постановки. 
В связи с этим вопрос разработки и внедрения 

в практику препаратов для оценки качества имму-
низации и диагностики ЖЛ, основанных на исполь-
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зовании метода ИФА, является очень актуальным. 
Для создания таких диагностических наборов необ-
ходимо использовать антигенные белки, способные 
высокоспецифично связываться с иммуноглобулина-
ми классов IgM и IgG в организме инфицированно-
го, переболевшего или вакцинированного человека. 
В составе вирусного генома ВЖЛ имеются 3 гена, 
кодирующие белки Е, NS1 и NS3, которые способны 
индуцировать иммунный ответ в организме (рис. 1). 
Белок Е отвечает за начальные фазы инфицирования 
клеток-хозяев, а также является основной мишенью 
для иммунного ответа хозяина. Белки NS1 и NS3 
связаны с инфицированной клеткой и также являют-
ся мишенями для иммунной элиминации. Антитела 
к белку NS1 связывают компоненты системы компле-
мента и способствуют формированию защитного им-
мунитета, лизируя инфицированные клетки [5].

Белок E флавивирусов состоит из трёх отдельных 
доменов, которые соединены короткими гибкими 
шарнирными областями. Первый является централь-
ным и соединяет два других; второй представляет 
собой удлинённую структуру, которая обеспечивает 
димеризацию белков E в зрелом вирионе [12]; а тре-
тий принимает иммуноглобулин-подобную складку 
на С-конце и также представляет собой ту часть бел-
ка E, которая выступает дальше всего от поверхно-
сти зрелого вириона и, предположительно, содержит 
сайты связывания для клеточных факторов, уча-
ствующих в прикреплении и проникновении вируса 
в клетку [13].

Согласно литературным данным, все три домена 
белка E распознаются нейтрализующими антителами, 
хотя и с сильно варьирующей активностью [1]. Пока-
зано, что третий домен белка Е ВЖЛ имеет особенно-

сти аминокислотного состава, которые отличают его 
от аналогичных белковых структур других флавиви-
русов [14]. Эти различия являются уникальными для 
ВЖЛ и представляют собой типоспецифичные эпи-
топы нейтрализации для отдельных флавивирусов, 
и поэтому данный участок белка можно использовать 
для специфической серодиагностики ВЖЛ.

Целью нашего исследования была разработка спо-
соба выявления специфических антител класса IgG 
к белку Е ВЖЛ методом ИФА. В работе описаны эта-
пы получения и очистки рекомбинантного аналога 
третьего домена белка E ВЖЛ, оптимизации его сор-
бирования на полистироловых планшетах и тестиро-
вание полученного набора реагентов.

Материалы и методы
Вирус. В работе использовали вакцинный 

штамм 17D ВЖЛ, который нарабатывали на клеточ-
ной культуре Aedes albopictus C6/36, полученной 
из коллекции культур клеток ФБУН «Государствен-
ный научный центр вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» Роспотребнадзора [15].

Получение кДНК (комплементарная дезоксирибо-
нуклеиновая кислота) ВЖЛ. Выделение суммарных 
нуклеиновых кислот и постановка реакции обратной 
транскрипции производились с использованием ком-
мерческих наборов «РИБО-преп» и «Реверта-100-L» 
(ФГУН «Центральный научно-исследовательский ин-
ститут эпидемиологии» Роспотребнадзора), согласно 
инструкциям производителя. 

ПЦР (полимеразная цепная реакция) и секвени-
рование. Дизайн олигонуклеотидных праймеров 
осуществляли при помощи программы PerlPrimer 
v. 1.1.21 [16], используя известные нуклеотидные 

Рис. 1. Схематичное изображение вирусной РНК и полипротеинов вируса жёлтой лихорадки. Стрелки указывают сайты расщепления 
в полипротеине, которые процессируются протеазами клеточного (красные стрелки) или вирусного происхождения (зелёные стрелки).
Fig. 1. Schematic representation of YFV viral RNA and polyprotein. Arrows indicate cleavage sites in the polyprotein that are processed by 

cellular (red arrows) or viral (green arrows) proteases.
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последовательности геномов ВЖЛ, доступные 
в базе данных GenBank [17]. Анализ вставок про-
водили c праймерами, комплементарными плаз-
мидной ДНК с обоих концов от вставки (табл. 1). 
Продукты амплификации секвенировали по обеим 
цепям модифицированным методом Сэнгера на ос-
нове капиллярного электрофореза на автоматиче-
ском секвенаторе 3130xl GeneticAnalyzer (Applied 
Biosystems, США). Полученные нуклеотидные 
последовательности анализировали с использова-
нием пакета программ UniproUGENE v.1.30 [18] 
и MEGA7 [19].

Получение гибридной плазмиды и клонов-продуцен-
тов. Для клонирования использовали 2 мкл свеже-
наработанного ампликона и 0,5 мкл вектора pET160-
TOPO по инструкции производителя (Thermo Fisher 
Scientific, США). Выделение плазмидной ДНК осу-
ществляли, используя «Набор diaGene для выделения 
плазмидной ДНК из бактерий» («ДИАЭМ», Россия). 
Гибридной плазмидой трансформировали компе-
тентные клетки Escherichia coli штамма BL21 (DE3) 
(Thermo Fisher Scientific, США) и засевали на чашки 
Петри с агаризованной средой LB (AppliChem, Гер-
мания) с ампициллином в концентрации 100 мкг/мл 
в качестве селективного маркера. Полученные кло-
ны-продуценты анализировали по уровню экспрес-
сии после индукции изопропил-β-D-1-тиогалактопи-
ранозидом (ИПТГ) методом электрофореза в 15% по-
лиакриламидном геле (ПААГ) с SDS по Лэммли [20].

Выделение рекомбинантного белка. Очистку бел-
ка осуществляли из клеточного осадка, полученного 
из 500 мл бактериальной культуры, индуцирован-

ной ИПТГ, коммерческим набором His-Spin Protein 
Miniprep (Zymo Research, США).

Подбор оптимальных условий сорбирования анти-
гена. Полученный очищенный рекомбинантный белок 
сорбировали на полистироловых планшетах для ИФА 
(Thermo Fisher Scientific, США) в трёх сорбционных 
растворах: ацетатном (pH 4,5), карбонатном (pH 11,5) 
и карбонатно-бикарбонатном (pH 9,6). Блокировку 
осуществляли двумя разными растворами: сахарозой 
или пептоном с казеином. Подробный состав буферов 
представлен в табл. 2. 

Отработка схемы ИФА. Твердофазный ИФА про-
водили в два этапа. Исследуемые образцы инкубиро-
вали с антигеном, сорбированным на полистироловые 
планшеты (в разведении 1 : 500) и после пятикратной 
отмывки от несвязавшегося с антигеном материа-
ла инкубировали с конъюгатом против IgG челове-
ка. Затем после второй пятикратной отмывки от не-
образовавшихся иммунных комплексов производили 
визуализацию результатов ИФА путём добавления 
раствора хромогена. После внесения стоп-реагента 
учитывали результаты реакции на планшетном риде-
ре MultiscanGO (Thermo Fisher Scientific, США) при 
длине волны 450 нм с референс-волной при 630 нм.

Постановка вестерн-блоттинга. Предваритель-
но выполняли электрофоретическое разделение бел-
ка в денатурирующих условиях в 12% ПААГ. Далее 
переносили белки из геля на нитроцеллюлозную 
мембрану с использованием спиртового Tris-HCl-
буфера (pH 8,0) и камеру для полусухого переноса. 
Результат детектировали окраской мембраны пун-
цовым S. Блоттинг осуществляли в вакуум-системе 

Таблица 1. Перечень олигонуклеотидных праймеров, использованных в работе
Table 1. List of oligonucleotide primers used in the study

Праймер
Primer

Структура
Structure

Длина фрагмента (bp)
Fragment length(bp)

Температура отжига (°С) 
Annealing  temperature (°С)

E3F 5’CACCGCCGCCACTATCAGAGTACTGG 3’ 480 57

E3R 5’CTTTCCTATTGARCTTCCCTCTTTGTGC 3’

pET-F 5’GACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC 3’ 338 54

pET-R 5’CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC 3’

Таблица 2. Сорбционные и блокирующие растворы
Table 2. Sorption and blocking solutions

Наименование буфера
Buffer name

Состав
Composition pH

Ацетатный 
Acetate

1М CH3COOH 4,5

Карбонатный
Carbonate

Na2CO3, NaN3 11,5

Карбонатно-бикарбонатный
Carbonate-bicarbonate

Na2CO3, Na2HCO3 9,6

Раствор для блокировки 1
Blocking solution 1

0,1% казеин (casein), 1% сахароза (sucrose) –

Раствор для блокировки 2
Blocking solution 2

0,1% казеин (casein), 1% пептон (peptone) –
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SNAPID (Millipore, США). Блокировку мембраны 
проводили 1% раствором бычьего сывороточного 
альбумина (BSA) в фосфатно-солевом буфере с до-
бавлением 0,1% твина 20 (ФСБ-Т). После выполняли 
последовательные инкубации с сыворотками и конъ-
югатом антител против иммуноглобулинов человека 
с щелочной фосфатазой (Sigma, США), затем мем-
брану отмывали раствором ФСБ-Т. Хромогенную 
реакцию выполняли готовым субстратом BCIP/NBT 
(Sigma, США). Реакцию останавливали отмывкой 
дистиллированной водой. Полученные после анализа 
мембраны высушивали и учитывали результаты бло-
та в гель-документирующей системе iBright CL750 
(Thermo Fisher Scientific, США). Обработку получен-
ных изображений проводили с помощью программ-
ного обеспечения Invitrogeni Bright Analysis Software 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Используемые сыворотки. Перечень сывороток 
крови людей, используемых в настоящем исследо-
вании, указан в табл. 3. Присутствие или отсутствие 
антител в сыворотках было подтверждено следую-
щими коммерческими диагностическими препарата-
ми: набор реагентов для выявления антител класса 
IgG к ВЖЛ методом ИФА Human Yellow Fever Virus 
IgG (YFV-IgG) (Abbexa, Великобритания); набор ре-
агентов для выявления антигена NS1 вирусов денге 
и специфических антител IgM/IgG методом иммуно-
хроматографического анализа (ИХА) Dengue fever 
rapid diagnostic test (Dengue Duo) (SD BIOLINE, Юж-
ная Корея); набор реагентов для иммуноферментного 
выявления и количественного определения иммуно-
глобулинов класса G к вирусу клещевого энцефалита 
«Векто ВКЭ-IgG» (№ РЗН 2017/5605) и набор реаген-
тов для иммуноферментного выявления иммуногло-

булинов классов G и M к вирусу гепатита С «Бест ан-
ти-ВГС» (№ РЗН 2015/2352) («ВекторБЕСТ», Россия). 

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программного обеспечения Micro-
soft Excel.

Исследование проводилось при информирован-
ном согласии пациентов. Протокол исследования 
сывороток крови жителей Гвинейской Республики 
одобрен решением Этического комитета Гвинейской 
Республики (протокол № 129/CNERS/16 от 31 авгу-
ста 2015 г.). 

Результаты и обсуждение
В результате генно-инженерных манипуляций была 

получена гибридная плазмида pET160-E3, содержа-
щая открытую рамку считывания, кодирующую фраг-
мент гена белка Е длиной 221 а.о. с шестью остатками 
гистидина, что обеспечивает последующее выделе-
ние белка на Ni-хелатном носителе и остатками поли-
линкера векторной плазмиды pET160 под контролем 
промотора фага T7.

Клонированный фрагмент гена белка Е ВЖЛ ис-
пользовали в качестве ДНК-матрицы для получения 
рекомбинантного аналога третьего домена в клет-
ках E. coli (штамм BL-21 (DE3)). Штамм, трансфор-
мированный плазмидной ДНК pET160-E3, культи-
вировали в 100 мл жидкой питательной среды LB 
с добавлением ампициллина (100 мкг/мл), после 
чего добавляли индуктор Lac-оперона ИПТГ в раз-
личных концентрациях (0,1, 1 и 10 мМ) и культиви-
ровали при разных температурах (25, 30 и 37°С при 
покачивании на 180 об/мин) с отбором проб в трёх 
временных точках: до индукции, через 5 и 18 ч после 
добавления ИПТГ. Выбор клонов-продуцентов про-

Таблица 3. Образцы использованных в исследовании сывороток крови людей 
Table 3. Human serum samples used in the study

Исследуемый материал
Tested samples

Количество образцов
Number of samples

Сыворотки крови людей, вакцинированных против ВЖЛ
(Российская Федерация)
Sera of people vaccinated against YFV
(Russian Federation)

30

Сыворотки крови больных и переболевших ЛД
(Российская Федерация)
Sera of patients and recovered from DENV
(Russian Federation)

10

Сыворотки крови людей, вакцинированных против ВКЭ
(Российская Федерация)
Sera of people vaccinated against TBEV
(Russian Federation)

10

Сыворотки крови больных ВГС (Российская Федерация)
Sera of patients with HCV (Russian Federation)

10

Сыворотки крови людей, у которых отсутствуют антитела к ВЖЛ, ЛД, ВКЭ и ВГС (Российская Федерация)
Sera of people who do not have antibodies to YFV, DENV, TBEV and HCV (Russian Federation)

30

Сыворотки крови людей с неизвестным иммунным статусом по ВЖЛ (Гвинейская Республика)
Sera of people with unknown immune status for YFV (Republic of Guinea)

250

Примечание. ВЖЛ – вирус жёлтой лихорадки; ЛД – лихорадка денге; ВКЭ – вирус клещевого энцефалита; ВГС – вирус гепатита С.
Note.  YFV – yellow fever virus; DENV – dengue virus; TBEV – tick-borne encephalitis virus, HCV – hepatitis C virus. 
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Рис. 2. Электрофореграмма лизатов клеток E. coli BL-21 (DE3) и очищенного рекомбинантного белка в 15% ПААГ-электрофорезе 
с SDS: 0 – до индукции ИПТГ; 1–7 – инкубация при 25°С при различных условиях: 1–3 инкубация в течение 5 ч после добавления 
ИПТГ в концентрациях 0,1, 1 и 10 мМ соответственно; 4–6 – инкубация в течение 18 ч после добавления ИПТГ в концентрациях 

0,1, 1 и 10 мМ соответственно; 7 – спустя 18 ч после добавления ИПТГ 1 мМ/мл; 8 – очищенный рекомбинантный белок. Стрелкой 
обозначено положение рекомбинантного белка Е ВЖЛ. М – маркер; ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; ВЖЛ – вирус 

жёлтой лихорадки.
Fig. 2. Electrophoregram of E. coli BL-21 (DE3) cell lysates and purified recombinant protein in 15% PAGE-electrophoresis with SDS: 0 – 

before IPTG induction; 1–7 – incubation at 25°C under various conditions: 1–3 incubation for 5 hours after adding IPTG at concentrations of 
0.1, 1 and 10 mM, respectively; 4–6 – incubation for 18 hours after adding IPTG at concentrations of 0.1, 1 and 10 mM, respectively; 7 – 18 

hours after adding IPTG at concentration 1 mM/ml; 8 – purified recombinant protein. The arrow indicates the position of the recombinant 
YFV E protein . M – marker. (IPTG – isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; YFV – yellow fever virus).

Рис. 3. Результаты выявления очищенного антигена методом 
вестерн-блоттинга: дорожка 1 – обработанная сывороткой, 

содержащей антитела к вирусу денге; дорожка 2 – обработан-
ная сывороткой, не содержащей антитела к ВЖЛ, ВКЭ, ВГС, 
вирусу денге; дорожка 3 – обработанная сывороткой крови с 

антителами к ВЖЛ. Стрелкой обозначено положение рекомби-
нантного белка Е ВЖЛ. ВЖЛ – вирус жёлтой лихорадки; ВКЭ –  

вирус клещевого энцефалита; ВГС – вирус гепатита С.
Fig. 3. The results of the detection of the purified antigen by 

Western blotting: lane 1 – treated with serum containing antibodies 
to the dengue virus; lane 2 – serum that does not contain antibod-
ies to YFV, TBEV, HCV, dengue virus; lane 3 – blood serum with 

antibodies to YFV. The arrow indicates the position of the recombi-
nant YFV E protein. YFV – yellow fever virus; TBEV – tick-borne 

encephalitis virus; HCV – hepatitis C virus.

водили по наличию экспрессируемого белка методом 
электрофореза в 15% ПААГ (рис. 2) с SDS. В серии 
экспериментов показано, что максимальная продук-
ция рекомбинантного белка происходит на 18-й час 

инкубации при температуре 25°С после добавления 
индуктора в конечной концентрации 1 мМ/мл.

После подбора оптимальных условий получения ре-
комбинантного белка Е ВЖЛ в составе лизатов клеток 
E. coli была произведена его наработка в 500 мл куль-
туральной среды LB (при температуре 25°C 180 об/
мин в течение 18 ч после добавления ИПТГ (в конеч-
ной концентрации 1 мМ/мл)) и дальнейшая очистка 
на Ni-хелатном носителе. Гомогенность и степень 
очистки белка определяли также с помощью элек-
трофореза в 15% ПААГ с SDS. Полученный реком-
бинантный белок представлен единичной полосой 
с молекулярной массой ≈23,5 кДа (рис. 2).

Для определения специфичности взаимодействия 
полученного рекомбинантного антигена и антител 
к ВЖЛ, а также её отсутствия к антителам других 
флавивирусов нами был проведён ряд экспериментов 
с использованием вестерн-блот-анализа и ИФА.

Исследование в вестерн-блот-анализе показало 
специфичное взаимодействие образца сыворотки 
крови, содержащей антитела к ВЖЛ, с иммобилизо-
ванным на нитроцеллюлозной мембране рекомби-
нантным вирусным антигеном. Окрашивание про-
исходило в зоне соответствия молекулярной массы 
и не наблюдалось в двух контрольных полосках на 
нитроцеллюлозных мембранах, обработанных сы-
воротками крови, в которых отсутствовали антитела 
к ВЖЛ (рис. 3).

Следующим этапом работы были подбор опти-
мальных условий для сорбции очищенного реком-
бинантного белка Е ВЖЛ на полистироловых план-
шетах и выбор подходящего блокирующего буфера. 
Для сорбирования полученный препарат разводи-
ли 1 : 500 в трёх сорбционных растворах – ацетатном, 
карбонатном и карбонатно-бикарбонатном. В каче-
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стве блокирующих буферов использовали два вари-
анта растворов казеина – с сахарозой или пептоном. 
Далее был проведён ИФА с использованием сыворот-
ки крови (в разведении 1 : 100), имеющей антитела 
к ВЖЛ.

Как показано на графике (рис. 4), при использо-
вании ацетатного сорбционного буфера оптическая 
плотность при образовании иммунных комплексов 
рекомбинантного антигена и антител к ВЖЛ состав-
ляла 0,209 о.е. при использовании блокирующего рас-
твора «казеин + сахароза», а с блокирующим раство-
ром «казеин + пептон» – 0,230 о.е. При сорбировании 
рекомбинантного антигена с использованием карбо-
натного буфера и блокировки раствором «казеин + са-
хароза» чувствительность достигала 1,333 о.е., а при 
блокировании раствором «казеин + пептон» – 0,753 о.е.  
Аналогичные показатели для карбонатно-бикарбо-
натного буфера составляли 0,512 и 0,487 о.е. для бло-
кирующих растворов «казеин + сахароза» и «казеин + 
пептон» соответственно. Таким образом, было пока-
зано, что оптимальными условиями для обеспечения 
высокого уровня специфичности рекомбинантного 
антигена и антител к ВЖЛ является использование 
карбонатного сорбционного буфера и блокирующего 
раствора, в состав которого входят казеин и сахароза.

Оценка антигенных свойств полученного реком-
бинантного аналога третьего домена белка E ВЖЛ 
проведена с использованием сформированной панели 
образцов сывороток крови людей (табл. 3). 

Диагностическую чувствительность определяли 
с использованием панели сывороток крови людей, 
вакцинированных против ВЖЛ, при проведении ИФА 

с применением анти-IgG-конъюгата. Положительный 
результат выявлен в 100% случаев. Таким образом, 
диагностическая чувствительность сконструирован-
ного нами экспериментального набора реагентов для 
выявления IgG к ВЖЛ составила не менее 98% с до-
верительной вероятностью 90%.

Для определения специфичности разработанной 
методики тестировали сыворотки крови людей, кото-
рые не были вакцинированы против ЖЛ. При иссле-
довании всех образцов был получен отрицательный 
результат. Диагностическая специфичность состави-
ла не менее 99%. 

В твердофазном ИФА все пробы от вакцинирован-
ных против ВЖЛ были положительными, и величи-
на оптической плотности (ОП) колебалась от 0,599 
до 2,820 (при ОПкрит. = 0,260). Положительных образ-
цов среди групп сравнения не выявлено.

Проведено сравнение эффективности коммерче-
ского набора реагентов Human Yellow FeverVirusIgG 
(YFV-IgG) (Abbexa, Великобритания) и эксперимен-
тальной ИФА тест-системы. Для этого использова-
ли 30 сывороток крови, полученных от вакциниро-
ванных против ВЖЛ в разные годы, 1 – от пациента 
с диагнозом «лихорадка денге», 1 – от пациента с ди-
агнозом «гепатит С» и 1 – от пациента с отсутствием 
антител к вышеперечисленным вирусам. Сыворотки 
тестировали в разведении 1 : 100. При анализе сыво-
роток, содержащих антитела к ВЖЛ, как с использо-
ванием коммерческого набора, так и разработанного 
нами лабораторного варианта ИФА тест-системы им-
муноглобулины класса IgG к ВЖЛ были обнаружены 
во всех исследуемых пробах. Сыворотки сравнения 

Рис. 4. Результаты иммуноферментного анализа для определения оптимальных условий для сорбции рекомбинантного антигена 
вируса жёлтой лихорадки (разведение сыворотки крови 1 : 100).

Fig. 4. The results of ELISA performed to determine the optimal conditions for the sorption of the recombinant YFV antigen (dilution of 
blood serum 1 : 100).
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показали отрицательный результат при их исследова-
нии двумя тест-системами.

Апробация экспериментальной тест-системы была 
проведена на 250 образцах сывороток крови жите-
лей Гвинейской Республики, которая является энде-
мичной по ЖЛ и в которой ежегодно регистрируют-
ся случаи заболеваний. В связи с тем, что на данной 
территории широко распространены и возбудители 
малярии, полученный материал перед основными 
исследованиями был протестирован методом ИХА 
для выявления антигенов малярийных плазмодиев 
с наборами реагентов SD BIOLINE Malaria Ag P.f/Pan 
(Standart Diagnostics, Inc., Республика Южная Корея). 
Образцы, в которых присутствовали антигены воз-
будителей малярии, в последующую работу не были 
включены для исключения получения неспецифи-
ческих результатов. При проведении исследований 
было выявлено 34,8% положительных проб, содержа-
щих антитела класса IgG к ВЖЛ. 

Заключение
В результате проведённых исследований была скон-

струирована плазмида, содержащая фрагмент гена 
иммуногенного белка E ВЖЛ в бактериальной систе-
ме E. coli, на основании которой создан штамм-про-
дуцент белка, содержащего антигенные детерми-
нанты ВЖЛ, и получен рекомбинантный антиген. 
Специфичность и чувствительность полученных 
препаратов подтверждена иммунологическими ме-
тодами, в результате показано, что искусственно соз-
данный аналог белка Е обладает антигенными свой-
ствами и даёт возможность определять специфиче-
ские антитела к ВЖЛ в сыворотках вакцинированных 
людей. Показано, что полученный рекомбинантный 
антиген не имеет перекрёстных реакций с другими 
флавивирусами (вирусами денге, клещевого энцефа-
лита и гепатита С). 

Таким образом, был разработан способ выявления 
специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ ме-
тодом ИФА, проведена оптимизация условий анализа, 
сконструированы экспериментальные серии препарата. 
Данный диагностический набор может быть исполь-
зован для изучения протективных свойств вакцины 
от ЖЛ, а также для идентификации случаев инфекции.
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