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Введение. Ротавирусная инфекция является одной из основных проблем инфекционной патологии челове-
ка, животных и птиц. Оценку иммуногенности и эффективности всех типов вакцин против ротавируса типа А 
(РВА) проводят на лабораторной модели животных, в качестве которой обычно используют грызунов или 
новорождённых поросят, при этом для их проведения необходимо наличие ИФА, позволяющего выявить 
вирусспецифические антитела определённого класса.
Цель – разработка непрямого ИФА с использованием вирусоподобных частиц (VLP), состоящих из белков 
VP2/VP6 РВА, в качестве антигена для выявления и оценки уровня ВГА-специфических антител классов 
IgG, IgM, IgA в иммунном ответе к ротавирусу А. 
Материалы и методы. Получение и очистка VP2/VP6 VLP РВА, электронная микроскопия, электрофорез в 
ПААГ-ДСН, иммуноблоттинг, иммуноферментный анализ, реакция нейтрализации.
Результаты. В статье представлены результаты получения рекомбинантного бакуловируса, содержащего 
ген VP2/VР6 GFP РВА, определения его инфекционной активности и использования для наработки VLP. 
Показана морфология, определён структурный состав и установлена высокая антигенная активность VP2/
VP6 VLP РВА. На его основе разработан ИФА и приведены результаты выявления специфических антител 
к РВА в сыворотке крови различных видов животных. 
Заключение. Разработанный ИФА с использованием VP2/VP6 VLP РВА в качестве универсального анти-
гена позволяет выявлять весь спектр IgG-, IgM-, IgA-антител в иммунном ответе к РВА, что имеет важное 
научно-практическое значение в оценке иммуногенности и эффективности традиционных и разрабатывае-
мых вакцин против ротавирусной инфекции. 
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Introduction. Rotavirus infection is one of the main concerns in infectious pathology in humans, mammals and 
birds. Newborn piglets or rodents are usually being used as a laboratory model for the evaluation of immunogenicity 
and efficacy for all types of vaccines against rotavirus A (RVA), and the use of ELISA for the detection of virus-
specific antibodies of specific isotype is an essential step of this evaluation. 
Objective. Development of indirect solid-phase ELISA with VP2/VP6 rotavirus VLP as an antigen to detect and 
assess the distribution of RVA-specific IgG, IgM and IgA in the immune response to rotavirus A.
Materials and methods. VP2/VP6 rotavirus VLP production and purification, electron microscopy, PAGE, 
immunoblotting, ELISA, virus neutralization assay.
Results. The study presents the results of development of a recombinant baculovirus with RVA genes VP2-
eGFP/VP6, assessment of its infectious activity and using it for VLP production. The morphology of the VP2/
VP6 rotavirus VLPs was assessed, the structural composition was determined, and the high antigenic activity of 
the VLP was established. VLP-based ELISA assay was developed and here we report results for RVA-specific 
antibody detection in sera of different animals.
Conclusion. The developed ELISA based on VP2/VP6 rotavirus VLP as a universal antigen makes it possible to 
detect separately IgG, IgM and IgA antibodies to rotavirus A, outlining its scientific and practical importance for the 
evaluation of immunogenicity and efficacy of traditional vaccines against rotavirus A and those under development. 
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Введение
Ротавирусная инфекция (РВИ), характеризующа-

яся острым течением, диареей, рвотой, гастроэнте-
ритом, развитием общего интоксикационного син-
дрома, значительной степенью распространённости 
и летальности, является одной из основных проблем 
инфекционной патологии человека, животных и птиц 
во всём мире [1]. Ротавирус (РВ) типа А (РВА) – важ-
нейший энтеропатоген неонатального периода чело-
века, свиней, крупного рогатого скота, других видов 
млекопитающих. За счёт структурной особенности 
своей трёхслойной белковой оболочки, устойчивой 
к кислой среде желудка и пищеварительным фер-
ментам, поражает эпителиальные клетки ворсинок 
тонкого отдела кишечника, вызывая их дегенерацию, 
некроз и десквамацию. Защита организма происходит 
за счёт иммунных реакций в лимфоидной ткани сли-
зистых оболочек, в первую очередь экстраваскуляр-
ной продукции секреторного IgA (sIgA), являюще-
гося основой иммунитета слизистых. IgG- и ранние 
IgM-антитела также выполняют важную эффектор-
ную функцию в формировании как системного, так 
и местного иммунитета против РВИ [2]. 

Этиологическим агентом РВИ является икосаэд-
рический безоболочечный вирус рода Rotavirus се-
мейства Reoviridae, в состав которого входят шесть 
структурных (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 и VP7) и пять 
неструктурных белков (NSP1 – NSP5/6), кодирую-
щихся одиннадцатью сегментами двухцепочечной 
РНК в РВ-вирионе размером 18 555 b.p. [3]. На основе 
секвенирования гена белка внутреннего капсида VP6 
и его молекулярных и антигенных свойств в пределах 
рода идентифицировано десять геногрупп/серогрупп 
вируса (РВA–РВJ). 

Наиболее эффективной мерой борьбы с РВИ че-
ловека и животных является вакцинопрофилактика, 
снижающая уровень заболеваемости и предотвраща-
ющая развитие тяжёлых гастроэнтеритов и диарей. 
В настоящее время в мире используется несколь-
ко моно- и поливалентных вакцин, изготовленных 
из живых ослабленных штаммов РВА человеческого 
и (или) животного происхождения, однако имеет-
ся тенденция к разработке и внедрению в практику 
более безопасных и эффективных препаратов [4–6], 
в том числе и на основе нереплицирующихся виру-
соподобных частиц (VLP). Предполагается, что VLP-
вакцины могут снизить риск побочных эффектов, 
связанных с традиционными вакцинами, обеспечить 
повышенную защиту против родственных сероти-
пов РВ [7–10]. Было показано, что вакцинация очи-
щенными ротавирусными VLP вызывает иммунитет 
у млекопитающих против гетеротипичного РВ [11]. 
В нашей стране также были получены VLP, синтези-
рованные к актуальным вирусным генотипам РВА, 
циркулирующим на территории Российской Федера-
ции, и показана перспектива их использования в каче-
стве основного компонента VLP-вакцины [12].

Оценку иммуногенности и эффективности всех 
типов РВА-вакцин повсеместно проводят на лабора-
торной модели животных, в качестве которой обычно 

используют грызунов или новорождённых поросят. 
Ранее была экспериментально доказана эффектив-
ность использования именно поросят в качестве уни-
версальной модели для оценки качества вакцинных 
препаратов против РВИ человека [13, 14].

Для проведения подобных исследований необхо-
димым условием является наличие тест-системы на 
основе иммуноферментного анализа (ИФА), позволя-
ющей в сжатые сроки выявить вирусспецифические 
антитела различных классов. Ранее нами был разра-
ботан ИФА для выявления РВА-специфических ан-
тител, относящихся к IgG-изотипу в сыворотке крови 
и молозиве свиней с использованием в качестве анти-
гена рекомбинантного белка VP6 (рек-VP6), получен-
ного в бакуловирусной системе экспрессии. Выбор 
VP6 был не случаен, поскольку известно, что он яв-
ляется основным высококонсервативным группоспе-
цифическим белком вириона, обладает выраженной 
иммуногенной активностью и содержится в наиболь-
шем количестве [15]. Метод был успешно апроби-
рован в эксперименте на новорождённых поросятах 
породы вьетнамская вислобрюхая при воспроизве-
дении РВ человека и оценки протективного эффекта 
клонированного штамма Wa РВА [16]. Вместе с тем 
за рубежом уже имеются разработки, касающиеся ис-
пользования различных комбинаций антигенов VLP 
в непрямом ИФА (VLP ELISA), например, для выяв-
ления антител к РВ типа С (РВС) [7].

Целью настоящей работы была разработка непря-
мого ИФА с использованием вирусоподобных частиц 
(VLP), состоящих из белков VP2/VP6 РВА, в качестве 
антигена для выявления и оценки уровня ВГА-специ-
фических антител классов IgG, IgM, IgA в иммунном 
ответе к РВА. 

Материалы и методы
Для получения рекомбинантного бакуловируса, со-

держащего ген VP2/VР6 GFP РВА, использовали 
рекомбинантную бакмиду, содержащую белки РВА 
человека VP6 и VP2, слитую с зелёным флуоресцент-
ным белком eGFP. Получение генно-инженерной кон-
струкции, кодирующей белки VP2-eGFP и VP6 РВА, 
подробно описано ранее [12]. Трансфекцию переви-
ваемой линии клеток Spodoptera frugiperda Sf-9 про-
водили очищенными препаратами бакмидной ДНК 
с использованием катионного липосомного агента 
Cellfectin (Invitrogen, США) по методике производи-
теля. После трансфекции проводили ещё два пассажа 
на клетках Sf-9 для накопления вируса.

Инфекционность рекомбинантного бакуловируса 
определяли методом титрования в монослойной куль-
туре Sf-21 по методике, описанной в Baculocomlete 
User Guide с модификациями. Клетки Sf-21 с кон-
центрацией посевной суспензии 5 × 105 клеток/см3 
культивировали в двух 12-луночных планшетах 
в объеме 1 см3/лунка в течение 24 ч. В 24-луночном 
планшете готовили разведения вируса от 10–1 до 10–7 
на питательной среде, содержащей 10% эмбриональ-
ную телячью сыворотку, в соотношении 0,2 см3 ви-
руса к 1,8 см3 среды. Каждое разведение исследуе-
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мого вируса (с 10–7 по 10–1) в объёме 0,5 см3 вносили 
в три лунки одного ряда. Три лунки последнего ряда 
оставляли незаражёнными в качестве контроля. Ин-
фицированные клетки оставляли для контакта с ви-
русом на 1 ч при комнатной температуре, после че-
го последовательно из каждого ряда лунок, начиная 
с контрольного, удаляли по 0,5 см3 разведения вируса 
и немедленно вносили по 1,0 см3 тёплого рабочего 
раствора агарозы. Через 10–20 мин, после застывания 
слоя агарозы, на его поверхность наносили по 0,5 см3 
ростовой среды для предотвращения высыхания кле-
ток. Инкубировали планшеты в термостате с темпе-
ратурой 27,0 ± 0,5 °С в течение 4 суток. После инку-
бации удаляли из каждой лунки планшетов по 0,5 см3 
среды и добавляли по 0,5 см3 приготовленного рабо-
чего раствора нейтрального красного. Инкубировали 
планшеты в термостате с температурой 27,0 ± 0,5 °С 
в течение 3–4 ч. По окончании срока инкубации уда-
ляли оставшуюся жидкость и помещали планшеты 
в термостат с температурой 27,0 ± 0,5 °С для полно-
го проявления бляшек. Через сутки проводили учёт 
результатов титрования подсчётом бляшек в световом 
боксе. Бляшки имеют вид неокрашенных пятнышек 
на монослое клеток красного цвета. Подсчитыва-
ли бляшки в ряде лунок с их количеством в преде-
лах 5–30 в лунке. Титр вируса выражают в бляшко-
образующих единицах (БОЕ/см3). Высчитывали сред-
нее количество бляшек в разведении по трём лункам 
и определяли титр вируса, используя формулу (1): 

Титр (БОЕ/см3) = А × В × 2,    (1)
где А – среднее количество бляшек в разведении; 

В – значение, обратное степени разведения виру-
са; 2 – коэффициент пересчёта на 1 см3 (при объёме 
вносимого вируса в лунку 0,5 см3).

Очистка VP2/VP6 VLP РВА. Культуральную жид-
кость, содержащую VP2/VP6 VLP РВА, центрифуги-
ровали 5 мин при 1000 об/мин, супернатант повторно 
центрифугировали 20 мин при 6000 об/мин (4 °С, ро-
тор Sorval SS34, Thermo Scientific). 

VLP из осветлённых суспензий очищали ультрацен-
трифугированием в течение 2 ч при 28 000 об/мин (4 °С; 
центрифуга Оptima XE-100, бакетный ротор SW 32Ti, 
Beckman Coulter, США) на подушке из 35% (w/v) са-
харозы, приготовленной на буфере TNС (10 мM Tris-
HCl, 140 мM NaCl, 10 мM CaCl2; рН 7,4). 

Также для получения VLP из осветлённых суспен-
зий использовали проточное центрифугирование 
(центрифуга Оptima XE-100, проточный ротор CF-32, 
Beckman Coulter, США) 28 000 об/мин на подушке 
из 35% (w/v) сахарозы на буфере TNС. Осадок VLP 
смывали со стенок ротора буфером TNC, и получен-
ную суспензию VLP наслаивали на 6 мл 35% (w/v) 
сахарозы, приготовленной на буфере TNС, центри-
фугировали в течение 2 ч при 28 000 об/мин (4 °С; 
центрифуга Оptima XE-100, бакетный ротор SW 32Ti, 
Beckman Coulter, США). Полученные осадки, содер-
жащие VLP, ресуспендировали в буфере TNС и хра-
нили при 4 °С.

Электронная микроскопия. 3 мкл препарата с кон-
центрацией 12–30 мг/мл наносили на медную сетку, 

покрытую углеродной подложкой (Ted Pella, США) 
и обработанную в атмосфере тлеющего разряда, ин-
кубировали 30 сек при комнатной температуре. Затем 
на сетку наносили каплю 2% раствора ацетата ура-
на, выдерживали 30 сек, излишки раствора удаляли 
с сетки фильтровальной бумагой. Окрашенные сетки 
хранили в пластиковых контейнерах до использова-
ния. Исследование образцов производили в просве-
чивающем электронном микроскопе JEOL JEM-2100 
(JEOL, Япония), оборудованном катодом из гексабо-
рита лантана, при ускоряющем напряжении 200 кВ. 
Изображения получали с увеличением ×25 000 с по-
мощью ПЗС-камеры Gatan X100 с размером матри-
цы 2000 × 2000 пикселей (Gatan, США).

Концентрацию белка в образцах определяли 
с использованием коммерческого набора Micro BCA 
Protein Assay Kit (Thermo, США). 

Чистоту и специфичность продуктов оценивали 
методами электрофореза в 12% полиакриламидном 
геле (ПААГ) на приборе Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, 
США) в восстанавливающих условиях при постоян-
ном напряжении 200 В.

Экспериментальная вакцина «VLP-рота» пред-
ставляет смесь VLP, состоящих из четырех рекомби-
нантных белков: VP2, VP4, VP6 и VP7 [12].

В качестве испытуемых проб использовали сыво-
ротку крови мышей, морских свинок, свиней. Предва-
рительно все испытуемые пробы были протестирова-
ны в реакции нейтрализации (РН) и по её результатам 
в зависимости от наличия и титра антител к РВА диф-
ференцированы на положительные и отрицательные.

Получение РВА-специфических сывороток мышей. 
Для исследования использовали самок мышей ли-
нии BALB/c 3–4-недельного возраста массой 16–18 г 
(питомник лабораторных животных филиала «Стол-
бовая» ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий» Федерального медико-биологического 
агентства, Россия). Проводили двукратную имму-
низацию экспериментальной вакциной «VLP-рота» 
с интервалом 14 суток. При интраназальном введе-
нии применяли лёгкий эфирный наркоз. Сформиро-
вали 7 опытных групп: 

– группа 1 – внутримышечное введение с адъюван-
том в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 2 – внутримышечное введение без адъю-
ванта в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 3 – внутрибрюшинное введение с адъю-
вантом в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 4 – внутрибрюшинное введение без адъю-
ванта в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 5 – интраназальное введение с адъюван-
том в объёме 0,05 мл/мышь; 

– группа 6 – интраназальное введение без адъюван-
та в объёме 0,05 мл/мышь; 

– группа 7 – контроль. 
Через 7 суток после второй иммунизации от всех жи-

вотных получали сыворотку крови и определяли уро-
вень антител к РВА методом непрямого ИФА с исполь-
зованием в качестве сорбированного антигена рек-VP6 
и VP2/VP6 VLP РВА. Сыворотки тестировали с двой-
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ным шагом в разведениях от 1/200 до 1/25 600. Исполь-
зовали пероксидазные конъюгаты анти-IgG, анти-IgM 
и анти-IgA мыши (Sigma) в разведении 1/2000.

Получение РВА-специфических сывороток свиней. 
Для исследования использовали сыворотку крови 
карликовых свиней после трёхкратной иммунизации 
с интервалом 9–10 суток экспериментальной вакци-
ной «VLP-рота» в дозах 30, 120 мкг белка/доза. Кон-
трольным животным вводили 0,9% NaCl. Уровень 
РВА-специфических антител классов IgG и IgА опре-
деляли методом непрямого ИФА с использованием 
в качестве сорбированного антигена VP2/VP6 VLP 
РВА и пероксидазные конъюгаты анти-IgG, анти-IgM 
и анти-IgA свиньи (Sigma).

Все испытуемые пробы сывороток также исследо-
вали на наличие антител к РВА в коммерческом на-
боре Ingezim Rotavirus Porcino (Ingenasa, Испания) 
по методике производителя. 

Получение РВА-специфических сывороток морских 
свинок. Морских свинок иммунизировали двукратно 
с интервалом 14 дней вакциной «VLP-рота» в до-
зах 60, 120 мкг белка/доза. Контрольным животным 
вводили 0,9% NaCl. Уровень РВА-специфических 
антител IgG-изотипа определяли методом непрямого 
ИФА с использованием в качестве сорбированного 
антигена VP2/VP6 VLP РВА и пероксидазного конъ-
югата анти-IgG морской свинки (Sigma).

Реакцию нейтрализации РВА с испытуемыми про-
бами проводили микрометодом в 96-луночных поли-
стироловых культуральных планшетах (Costar, США) 
на перевиваемой культуре клеток MARC-145, выра-
щенной на питательной среде МЕМ с глутамином 
с добавлением 5% эмбриональной сыворотки телёнка 
по стандартной методике с рабочей дозой РВА, со-
держащей 100 ТЦИД50/100 мкл. Разведения вируса 
готовили в питательной среде, содержащей 10 мкг/мл 
трипсина. Испытуемые пробы прогревали на водяной 
бане при температуре 56 °С в течение 30 мин с целью 
инактивации неспецифических ингибиторов. Далее 
готовили их разведения от 1 : 10 до 1 : 1280 и вносили 
по 100 мкл в лунки 96-луночного планшета. К разве-
дениям сывороток добавляли по 100 мкл вируссодер-
жащей суспензии и инкубировали смесь в течение 1 ч 
при 37 °С. Затем смесь переносили в 96-луночные 
планшеты с монослоем клеток MARC-145. Через 4–5 
суток инкубации при 37 °С и 5% СО2 проводили учёт 
результатов путём микроскопирования монослоя с це-
лью определения цитопатических изменений в клет-
ках. Вируснейтрализующий титр испытуемой пробы 
выражали как её предельное разведение, ингибирую-
щее развитие цитопатического действия вируса. 

Непрямой ИФА. В лунки иммунологического план-
шета (Greiner, Германия) вносили 0,1 мл рек-VP6 
или VP2/VP6 VLP РВА (10 мкг/мл) в 0,1 М карбо-
натно-бикарбонатном буфере, рН 9,5. Планшет инку-
бировали 18 ч при 4 °С, после чего удаляли избыток 
антигена пятикратной отмывкой ФСБТ (0,01 М фос-
фатный буфер, 170 mM NaCl, 0,1% твин-20, pH 7,4). 
Свободные участки пластика блокировали 1% жела-
тином (Gerbu, Германия) в ФСБТ (1 ч при 37 °С), уда-

ляли блокирующий раствор и вносили в лунки 0,1 мл 
РВА-специфических или нейтральных испытуемых 
сывороток в ФСБТ и 0,5% бычьего сывороточного 
альбумина. Планшет инкубировали 1 ч при 37 °С, 
промывали ФСБТ и добавляли 0,1 мл меченых пе-
роксидазой соответствующего конъюгата в рабочем 
разведении. Через 1 ч инкубации при 37 °С отмывали 
планшет ФСБТ и вносили в лунки 100 мкл субстрат-
ного раствора с тетраметилбензидином (ООО «Хе-
ма», Россия). Инкубировали 15 мин при комнатной 
температуре и останавливали реакцию добавлени-
ем 0,1 мл 1M H2SO4. Интенсивность окраски в лунках 
определяли на спектрофотометре с вертикальным лу-
чом (Multiscan FC, Thermо, США) при 450 нм (А450). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием компьютерных программ 
Microsoft Office Excel 2007–2016 и статистических 
онлайн-калькуляторов (https://math.semestr.ru, https://
medstatistic.ru).

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 Этиче-
ским комитетом организации ООО «Институт докли-
нических исследований» (Протокол № БЭК 4.25/21 
от 02.06.2021).

Результаты
На первом этапе работы был получен рекомби-

нантный бакуловирус, содержащий ген VP2/VP6 
GFP РВА. Результат трансфекции линии клеток Sf-9 
бакмидной ДНК, содержащей гены белков РВА VP6 
и VP2-eGFP, представлен на рис. 1, по данным кото-
рого видно, что флуоресценция, свидетельствующая 
об успешной трансфекции клеток, наблюдается в 1-м 
пассаже и усиливается в 3-м. Для оценки бляшкообра-
зования непосредственно перед окраской монослоя 
нейтральным красным проводили контроль инфици-
рованных клеток методом флуоресцентной микро-
скопии (рис. 2). Титр полученного рекомбинантного 
бакуловируса, содержащего ген VP2/VР6 GFP РВА, 
в 3-м пассаже составил 2,3 × 106 БОЕ/см3.

По результатам очистки установлено, что совмест-
ная экспрессия (коэкспрессия) VP2 и VP6 приво-
дила к сборке двухслойных частиц, которые могут 
служить базовой структурой для всех остальных ва-
риантов соответствующих рекомбинантных белков 
РВА, полученных ранее [12]. Результаты электронной 
микроскопии показали, что по морфологии и разме-
ру VP2/VP6 VLP РВА соответствовали вириону на-
тивного вируса и представляли собой трёхслойный 
колесообразный капсид размером 50–80 нм (рис. 3). 
При этом более 90% полученных частиц были собра-
ны правильно и не разрушены, концентрация общего 
белка в растворе после проведённой очистки состави-
ла 10–20 мг/мл, что, вероятнее всего, и является коли-
чественным содержанием VP2/VP6 VLP РВА. 

Результаты по определению структурного состава 
субстанции показали, что VP2/VP6 VLP РВА пред-
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ставляют собой гомогенную смесь двух рекомби-
нантных белков VP2 и VP6 с молекулярной массой 
приблизительно 120 кД и 45 кД соответственно 
(рис. 4). Антигенная активность VP2/VP6 VLP РВА 
была подтверждена в иммуноблоттинге с РВА-по-

ложительными пробами сывороток крови свиньи 
и мыши. 

Для изучения антигенной активности полученного 
препарата и возможности его применения в качестве 
антигена в иммуноферментном методе для выявления 

a/a

a/a

в/с

б/b

б/b

г/d

в/c
Рис. 1. Результат трансфекции линии клеток Sf-9 бакмидной ДНК, содержащей гены белков РВА VP6 и VP2-eGFP: а – незаражен-

ная культура клеток Sf-9 в проходящем свете; б, в – культура клеток Sf-9, зараженная рекомбинантным бакуловирусом 1-го (б)  
и 3-го (в) пассажа соответственно в флуоресцентном поле.

Fig. 1. The result of transfection of the Sf-9 cell line with bacmid DNA containing the genes of RVA proteins VP6 and VP2-eGFP: а – not 
infected Sf-9 cell line in transmitted light; b, c – Sf-9 cell line infected with baculovirus first (b) and third (c) passages in fluorescence field.

Рис. 2. Инокулированная культура клеток Sf-21, разведение вируса 10–4: а – в проходящем свете; б, в, г – бляшки в флуоресцентном 
поле.

Fig. 2. Sf-21 cells infected with 10–4 virus dilution: а – in transmitted light; b, c, d – plaques in fluorescence field.
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и IgA-изотипов в сыворотках крови мышей, иммуни-
зированных VP2/VP6 VLP РВА, причём при исполь-
зовании в качестве сорбированного антигена VP2/
VP6 VLP РВА чувствительность тест-системы на 15–
30% выше, чем при использовании рек-VP6 (рис. 5). 

В опыте на поросятах была установлена динамика 
содержания РВА-специфических антител, относя-
щихся к IgG- и IgA-изотипам в сыворотке крови жи-
вотных в процессе поствакцинального иммуногенеза 
(рис. 6). При этом статистически достоверное повы-
шение их уровня отмечено у животных после третьей 
иммунизации (r = 0,95; р < 0,05). При параллельном 
исследовании этих же проб в РН и ИФА-наборе зару-
бежного производства положительная корреляция по-
лученных результатов установлена между VLP ИФА / 
РН (r = 0,9, p <0,05) и VLP ИФА / Ingezim Rotavirus 
Porcino (r = 0,87, p <0,05), что свидетельствует о вы-
сокой эффективности разработанной тест-системы.

Установленная динамика содержания уровня IgG-
специфических поствакцинальных антител к РВА 
в сыворотке крови морских свинок подтвердила вы-
сокую чувствительность и специфичность метода 
(рис. 7). 

Обсуждение
Несмотря на значительные успехи в борьбе с РВИ 

человека и животных, проблема разработки новых 
средств диагностики и специфической профилакти-
ки остаётся весьма актуальной. Прежде всего это об-
условлено биологией РВ, связанной с их реассортаци-
ей (обмен геномными фрагментами между вакцинным 
и вирулентным вирусом или между различными РВ 
после одномоментного заражения) и приводящей к по-
явлению новых, зачастую более вирулентных и трудно 
диагностируемых штаммов РВ. Использование VLP 
в вакцине (VLP-вакцина) является альтернативным 
подходом к замене живого вируса на более безопас-

РВА-специфических антител использованы сыворот-
ки крови мыши, свиньи и морской свинки. 

При сравнении антигенной активности препара-
тов рекомбинантного VP6 и VP2/VP6 VLP РВА по-
казано, что оба препарата позволяют эффективно 
выявлять РВА-специфические антитела IgG-, IgM- 

a/a б/b
Рис. 3. Электронная микрофотография VP2/VP6 VLP РВА (а) и РВА (б). Увеличение ×25 000.

Fig. 3. Electron micrograph of RVA VP2/VP6 VLPs (a) and RVA (b). ×25,000 magnification.

Рис. 4. Структурный анализ препарата VP2/VP6 VLP РВА мето-
дом электрофореза в 12% ПААГ-ДСН. На электрофореграмме 
видны две полосы, соответствующие по молекулярной массе 

структурным белкам VP2 и VP6 ротавируса А (120 and 45 kDa). 
Видимые дополнительные полосы отсутствуют.

Fig. 4. Protein analysis of RVA VP2/VP6 VLP by SDS-PAAGE. 
Two bands are visible in 12% gel that correspond to molecular 

weight of the RVA structural proteins VP2 and VP6  
(120 and 45 kDa). No additional protein bands are present.
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ный и не менее эффективный белковый иммуноген. 
Поскольку VLP, образующиеся путём самосборки 
рекомбинантных белков, экспрессируемых в клетке, 
обладают морфологическими и структурными особен-
ностями, сходными с таковыми у нативных вирусов, 
не содержат никаких инфекционных генетических ма-
териалов, они более безопасны, чем цельновирионные 
вакцины. Последние данные свидетельствуют о том, 
что VLP представляют собой технологию платформы 
для вакцинации с высоким потенциалом для использо-
вания против широкого спектра инфекционных виру-
сов, при этом технология получения рекомбинантных 
белков в клетках насекомых с использованием бакуло-

вирусной системы экспрессии достаточно подробно 
освещена в зарубежной и отечественной литературе 
[17–19]. В настоящем исследовании композиция VP2/
VP6 VLP РВА, представляющая собой конформаци-
онную структуру двух рекомбинантных белков, по-
мимо перспективы применения в качестве компонен-
та вакцины, была использована в качества антигена 
для ИФА. Методологически этот подход коррелирует 
с технологией разработки ИФА для выявления IgA- 
и IgG-антител к РВС в сыворотке крови и молоке сви-
ней с использованием отдельных очищенных комбина-
ций VLP или коктейля из всех полученных VLP РВС, 
показавший свою практическую эффективность [7]. 
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Рис. 5. Сравнительный анализ специфического связывания рек-VP6 (синие столбцы) и VP2/VP6 VLP РВА (красные столбцы) при их 
использовании в качестве антигена в непрямом ИФА для выявления IgG (а), IgM (б) и IgA (в) специфических антител в сыворотке 

крови мышей. 
Fig. 5. Comparative analysis of specific recognition of rec-VP6 (blue columns) and RVA VP2/VP6 VLP (red columns) which were  

utilized in ELISA as antigen for the detection of IgG (а), IgM (b) и IgA (c) antibodies in mouse serum samples.
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Помимо высокой консервативности и иммуногенно-
сти, особенностью VP6 является наличие нескольких 
других полезных свойств, которые могут позволить 
использовать их в качестве адъювантов, иммунологи-
ческих носителей и средств доставки лекарств, а также 
выступать в качестве каркаса для производства ценных 
нанобиоматериалов [20, 21].

Известно, что с биологической точки зрения осно-
ву системного иммунитета составляют антитела IgG-
класса, в то время как локальная продукция специфи-
ческих sIgA-антител (димерная форма молекулы IgA, 
связанная с секреторным компонентом) в лимфоид-
ных тканях желудочно-кишечного, респираторного 

и мочеполового тракта обеспечивает местную систе-
му защиты против вирусов. В формировании как си-
стемного иммунитета, так и иммунитета слизистых 
важную роль играют IgM-антитела, обеспечивающие 
вирусспецифическое связывание на ранней стадии 
иммунного ответа. Далее после изотипического пе-
реключения плазматические клетки начинают син-
тезировать антитела IgG и IgA. Этот процесс связан 
с реконструкцией ДНК В-клеток, реализуется CD4+-
эффекторными Т-лимфоцитами и приводит к функ-
циональному разнообразию гуморальный иммунный 
ответ. При энтеровирусных инфекциях изотипиче-
ское переключение с IgM на IgA происходит главным 
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Рис. 6. Распределение сывороточных IgG (a) и IgA (б) антител в иммунном ответе к РВА в опыте на новорождённых карликовых 
поросятах. В качестве антигена использован VP2/VP6 VLP РВА, испытуемые пробы отобраны до, после первой, второй и третьей 
иммунизации (ось абсцисс) соответственно. Приведены среднегеометрические показатели значения обратного титра антител (ось 

ординат).
Fig. 6. Distribution of IgG (a) and IgA (b) antibodies to RVA in the serum samples of newborn dwarf piglets. RVA VP2/VP6 VLPs were used 

as antigen in ELISA, serum samples were collected before and after of each vaccination. The geometric mean values for reverse antibody 
titers are shown.
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образом в зародышевых центрах В-клеток лимфоид-
ной ткани, ассоциированной с кишечником (GALT). 
В отличие от других иммуноглобулинов, молекулы 
sIgA устойчивы к протеолитическому расщеплению 
в желудочно-кишечном тракте, и поэтому по сравне-
нию с IgG- или IgM-антителами они наиболее эффек-
тивны в связывании с энтеропатогенами [22, 23]. 

A
 4

50

Рис. 7. Кривые титрования проб сыворотки крови морских свинок 
в VLP ИФА, отражающие уровень вирусспецифических антител 
IgG. В качестве антигена использован VP2/VP6 VLP РВА, испы-

туемые пробы отобраны после первой (а), второй (б) и третьей (в) 
иммунизации соответственно. В качестве отрицательного контроля 

использовали сыворотку крови неиммунных животных.
Fig. 7. Titration curves of guinea pigs serum samples obtained in VLP-
based ELISA representing the levels of RVA-specific IgG antibodies. 
RVA VP2/VP6 VLPs were used as antigen in ELISA, serum samples 

were collected after first (a), second (b) and third (c) vaccination, respec-
tively. Sera from non-vaccined animals were used as negative controls.

Ранее нами было показано, что появление IgG-ан-
тител к РВА в сыворотке крови является маркером 
формирования системного иммунитета против РВИ, 
обеспечивающего наряду с местным выживание жи-
вотных после экспериментального заражения [16]. 

Разработанная в настоящем исследовании 
тест-система позволяет выявлять не только IgG-, 
но и IgM- и IgA-антитела к РВА, что значительно 
расширяет показатели иммунного статуса организ-
ма животных (а в будущем, возможно, и человека), 
спектр исследуемого биологического материала 
и позволяет достоверно оценивать этапы форми-
рования противовирусного иммунного ответа в до-
клинических исследованиях.

Заключение
Таким образом, можно сделать общий вывод о том, 

что разработанный ИФА с использованием VP2/VP6 
VLP РВА в качестве универсального антигена выяв-
ляет весь спектр IgG-, IgM-, IgA-антител в иммун-
ном ответе к РВА. Тест-система позволяет с высокой 
степенью достоверности определить уровень анти-
тел как в сыворотке крови, где IgG является основ-
ным изотипом, так и в секретах слизистых оболочек, 
где преобладают секреторные антитела класса IgA. 
Изучение распределения различных классов антител 
имеет важное значение в оценке иммуногенности 
и эффективности разрабатываемых вакцин против 
РВИ в доклинических исследованиях. 
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