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Введение. Африканская чума свиней (АЧС) является особо опасной геморрагической болезнью свиней, которую 
вызывает крупный ДНК-содержащий вирус семейсмтва Asfaviridae). Поскольку нет эффективных и безопасных 
вакцин против АЧС, актуально изучение функций белков вируса путём анализа особенностей репликации вируса 
АЧС в присутствии рекомбинантных белков in vitro.
Цель – изучить функции и степень влияния CD2v, pE248R и pX69R на скорость и уровень репродукции вируса АЧС 
in vitro для разработки подходов к созданию вакцины против АЧС.
Материал и методы. Использовали вирус АЧС изолят Krasnodar 07/17 и штамм АЧС/ВНИИЗЖ/CV-1. Гены X69R, 
EP402R и E248R клонировали в векторе pJET1.2/blunt в клетках Е. coli JM-109. Локализацию рекомбинантных 
белков в клетках CV-1 изучали в реакции прямой иммунофлюоресценции с использованием ФИТЦ-конъюгата по-
ликлональных антител. Уровень репродукции вируса АЧС оценивали в реакции гемадсорбции и в полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени.
Результаты. Сконструированы экспрессирующие рекомбинантные плазмиды pCI-neo/E248R, pCI-neo/EP402R 
и pCI-neo/Х69R. Определена локализация и подтверждена специфичность полученных белков CD2v, pE248R и 
pX69R, для которых установлено, что они повышают уровень накопления вируса АЧС на 3–5-е сутки эксперимента 
на ~1,2–1,5 lgГАдЕ50/см3 по сравнению с отрицательным контролем.
Обсуждение. В результате анализа установлена важная роль белков CD2v, pX69R и pE248R в репродукции виру-
са, поскольку они влияют на её уровень. Функция белка pX69R неизвестна, однако в проведённых экспериментах 
определено его влияние на репродукцию вируса АЧС, проявившееся в увеличении уровня его накопления.
Заключение. Данная методология позволяет изучить характер влияния белков с неизвестной функцией на репли-
кацию вируса АЧС.

Ключевые слова: вирус африканской чумы свиней; рекомбинантные белки; уровень накопления вируса; репродукция 
вируса. 
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Introduction. African swine fever (ASF), sever hemorrhagic disease of swine caused by a large DNA virus of the 
Asfaviridae family.
Since there are no effective and safe vaccines against ASF yet, it is urgent to study the functions of its proteins, which is 
applicable by analyzing the features of ASF virus replication in the presence of recombinant proteins in vitro.
Purpose. To study the effect of ASFV recombinant proteins CD2v, pE248R and pX69R on the speed and level of 
reproduction of ASF virus in vitro. Thus, obtain the necessary knowledge to develop approaches for creating a vaccine 
against ASF.
Materials and methods. ASFV isolate Krasnodar 07/17 and strain ASF/ARRIAH/CV-1 were used. Cloning of X69R, 
EP402R, and E248R genes was performed in the pJET1.2 / blunt vector and pCI-neo in E. coli JM-109 cells, according to 
the manufacturer’s manual. Localization of recombinant proteins in CV-1 cell line carried out by direct immunofluorescence 
reaction (DIF) using polyclonal antibodies conjugated to FITC.
The ASF virus reproduction level was assessed by hemadsorption reaction and qPCR kit (Central Research Institute of 
Epidemiology).
Results. Recombinant plasmids pCI-neo / E248R, pCI-neo / EP402R and pCI-neo / X69R were constructed.
The localization and the specificity of the obtained recombinant proteins CD2v, pE248R and pX69R was confirmed. It was 
established that these recombinant proteins induce the level of ASF virus reproduction on days 3-5 of the experiment by 
~ 1.2-1.5 lgHADU50/cm3 in comparison with the negative control.
Discussion. The data obtained demonstrate the important role of CD2v, pX69R and pE248R proteins in the reproduction 
of the virus, since they significantly affect its level. The exact function of pX69R protein was not determined, however, in 
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Несмотря на предпринимаемые меры борьбы, рас-
пространение АЧС принимает глобальный характер. 
Поэтому необходимость создания эффективной безо-
пасной вакцины против АЧС остаётся главной целью 
исследователей и способом защиты от панзоотии.

Для создания эффективной вакцины необходимо 
знать о структуре и функциях как протективных бел-
ков, так и белков, ответственных за вирулентность 
вируса АЧС и «ускользание» от иммунного ответа 
организма. В настоящее время реализуются различ-
ные подходы к изучению функций этих белков: от по-
лучения рекомбинантных белков и антител к ним до 
конструирования делеционных мутантов вируса АЧС 
и изучения их биологических свойств [9, 10].

Различными исследователями показано, что ге-
ны X69R, A179L, E248R, 1215L и DP96R, кодирую-
щие белки pХ69R, pA179L, pE248R, убиквитин-
конъюгирующий фермент E2 и UK играют важную 
роль в поддержании вирусной инфекционности, ви-
рулентности возбудителя АЧС и выраженности кли-
нических признаков болезни.

Ген EP402R кодирует белок CD2v, названный так 
из-за сходства с CD2 лейкоцитов свиньи [11, 12]. 
Транскрипция EP402R происходит на поздней стадии 
репликации вируса. Отсутствие фрагмента длиной 
354 п.н. в EP402R не приводит к снижению скорости 
роста вируса in vitro, но нарушает способность виру-
са АЧС индуцировать гемадсорбцию.

Участвуя в клеточной адгезии, CD2v способству-
ет повышению вирулентности вируса и модуляции 
иммунного ответа. В экспериментах на животных 
продемонстрирована его ведущая роль в патогенезе 
инфекции, тканевом тропизме, уклонении от эффек-
торов иммунной системы и усилении репликации ви-
руса [13].

Ген E248R, расположенный в левой концевой вари-
абельной области генома вируса АЧС, кодирует белок 
pE248R, который имеет молекулярную массу 28 кДа. 

the experiments its positive effect on ASF virus reproduction was established, manifested in an increase in its reproduction 
level.
Conclusion. This methodology allows us to study the nature of the effect of proteins with unknown function on ASF virus 
replication.
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Введение
Африканская чума свиней (АЧС) – особо опасная 

геморрагическая вирусная болезнь, которую вызыва-
ет крупный нуклеоцитопатический ДНК-содержащий 
вирус, единственный представитель семейства Asfa-
viridae.

Эпизоотология АЧС сложна и значительно варьиру-
ет по динамике и факторам распространения в зави-
симости от территориального расположения и уровня 
социально-экономического развития стран. Характер 
течения эпизоотии также зависит от свойств циркули-
рующего вируса, наличия и роли в распространении 
вируса векторов передачи и природных резервуаров.

До недавнего времени АЧС была в основном энде-
мичной в странах Африки к югу от Сахары, с очагами 
эпизоотий в Португалии, Испании (1957–1995 гг.) и на 
Сардинии (с 1978 г.). Однако с начала 2000-х годов си-
туация кардинально изменилась и число стран, офици-
ально сообщивших о вспышках АЧС, возросло до 25.

В результате заноса вируса АЧС из Восточной Аф-
рики в Грузию в 2007 г. болезнь быстро распростра-
нилась по всему Кавказу и проникла на тысячи ки-
лометров на северо-запад РФ [1, 2]. Дальнейшее рас-
пространение болезни привело к её появлению в 2012 
г. на Украине, в 2013 г. в Беларуси и в начале 2014 г. 
в Литве и Польше. В этом же году вирус АЧС проник 
в Эстонию и Латвию, поражая как домашних, так и 
диких животных [3, 4].

Серьёзность нарастания угрозы АЧС подтверждает-
ся зарегистрированными спорадическими вспышка-
ми болезни в Молдове в сентябре 2016 г. [5], в Чехии 
и Румынии в 2017 г. [6], в Венгрии, Китае, Бельгии [7] 
и Монголии в 2018 г., во Вьетнаме и Лаосе в 2019 г. 

Кроме того, в Африке к югу от Сахары, в Кот-
д’Ивуаре и Кабо-Верде, были вновь зарегистрирова-
ны вспышки АЧС после более чем 15-летнего отсут-
ствия [8]. 
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Изучение репродукции делеционного мутанта ви-
руса АЧС, лишённого гена E248R, показало, что белок 
рE248R не участвует в интернализации или адгезии 
вируса, а начинает функционировать после проник-
новения в клетку, участвуя в «раздевании» и транс-
портировке вируса в цитоплазме [14]. 

Белок pE248R необходим для образования инфекци-
онного потомства вируса, но его репрессия не блокиру-
ет сборку вируса и на электронно-микроскопическом 
уровне зрелые вирионы, образовавшиеся при отсут-
ствии этого белка, морфологически неотличимы от 
вирионов дикого типа. Тем не менее инфекционная 
активность делетированного по гену E248R вируса 
АЧС была по меньшей мере в 100 раз меньше, чем у 
вируса дикого типа [14].

Функция белка рX69R, кодируемого геном X69R, 
неизвестна, однако программа Vaxign, основанная на 
анализе нуклеотидных последовательностей генов, 
позволила позиционировать данный белок в качестве 
возможного компонента вакцины против АЧС [15, 
16].

Цель работы – изучение функции и степени влия-
ния вышеуказанных белков на скорость и уровень 
репродукции вируса АЧС in vitro для разработки под-
ходов к созданию вакцины против АЧС.

Материал и методы
В качестве источника геномной ДНК использова-

ли вирус АЧС изолят Krasnodar 07/17, выделенный в 
июле 2017 г. из пробы селезёнки павшей домашней 
свиньи (Краснодарский край).

Накопление вируса осуществляли путём последова-
тельного пассирования в первичной культуре клеток 
селезёнки свиньи в течение 2–3 пассажей. 

Вирусную ДНК из вируссодержащей суспензии 
2-го – 3-го пассажей выделяли с помощью набора 
«ДНК-сорб-Б» (ООО «НекстБио», Россия) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Клонирование генов X69R, EP402R и E248R прово-
дили в векторе pJET1.2/blunt с использованием клеток 
Е. coli штамма JM-109, согласно руководству CloneJET 
PCR Cloning Kit (ThermoFisher) [17]. Рестрикцию и 
лигирование донорной плазмиды (pJET1.2) и плаз-
миды pCI-neo проводили, как описано J. Sambrook 
(2006) [18].

Для изучения локализации рекомбинантных белков 
pX69R, CD2v, pE248R, их накопления и исследования 
влияния на репродукцию вируса АЧС in vitro, исполь-
зовали перевиваемую культуру клеток почки афри-
канской зеленой мартышки (CV-1). Клетки CV-1 были 
трансфицированы плазмидами pCI-neo/X69R, pCI-neo/
E248R и EР402R, согласно руководству к набору Lipo-
fectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, США). Очист-
ку рекомбинантного белка CD2v проводили согласно 
методу очистки немаркированных белков из геля SDS-
PAGE по протоколу R. Burgess (2009 г.) [19].

Экспрессию генов вируса АЧС, специфичность ре-
комбинантных белков и их локализацию в клетках 
CV-1 оценивали с помощью реакции прямой имму-
нофлюоресценции (РПИФ) с использованием ФИТЦ-

конъюгата поликлональных антител к АЧС. Результа-
ты РПИФ учитывали на люминисцентном микроско-
пе (Olympus, Япония).

Уровень репродукции вируса АЧС в культуре кле-
ток оценивали в реакции гемадсорбции и с помощью 
тест-системы «АЧС» для выявления вируса африкан-
ской чумы свиней методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспо-
требнадзора, Россия) в соответствии с инструкцией 
производителя; уровень репродукции вируса в куль-
туре клеток определяли согласно методическим реко-
мендациям [20, 21].

Статистическая обработка цифровых данных, по-
лученных в результате экспериментальных иссле-
дований, выполнена с использованием стандартных 
программ Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., США).

Результаты
В 2018 г. на основе изолята Krasnodar  07/17 была 

сконструировна клонотека, содержащая рекомби-
нантные плазмиды: pJET1.2-X69R со встройкой раз-
мером 1140 п.н., pJET1.2-A179L со встройкой разме-
ром 679 п.н.; pJET1.2-E248R со встройкой размером 
759 п.н., pJET1.2-I215L со встройкой размером 717 
п.н.; pJET1.2-DP96R со встройкой размером 404 п.н., 
pJET1.2-EP402R со встройкой размером 1109 п.н.; 
pJET1.2-O61R со встройкой размером 421 п.н. [17].

Поскольку белки pХ69R, pE248R и CD2v вируса 
АЧС являются гликопротеинами, для получения ре-
комбинантных белков, не отличающихся по своим ан-
тигенным свойствам от вирусных, их синтезировали 
в эукариотической системе экспрессии. 

С этой целью для реклонирования гена E248R про-
вели рестрикцию ДНК рекомбинантной плазмиды 
клона pJET1.2-E248R и реципиентной плазмиды pCI-
neo по сайтам XhoI и XbaI и переклонировали ре-
перный ген в экспрессирующий вектор pCI-neo. Ген 
EP402R был реклонирован в pCI-neo по сайтам NotI 
и XbaI, а для гена X69R использовали сайты рестрик-
ции EcoRI и XbaI.

Полученные клоны использовали для выделения 
плазмид pCI-neo/E248R, pCI-neo/EP402R и pCI-neo/
Х69R. Для определения наличия и размера соответ-
ствующей вставки проводили их рестрикционный 
анализ.

Результаты рестрикционного анализа и электро-
форетического разделения в 1% агарозном геле пред-
ставлены на рис. 1. 

Таким образом, после рестрикции плазмиды pCI-
neo/E248R по сайтам XhoI и XbaI получили 2 фраг-
мента: один около 5400 п.н. (соответствует размеру 
pCI-neo), второй – 717 п.н., что соответствует разме-
ру гена E248R. Для плазмиды pCI-neo/EP402R после 
рестрикции NotI и XbaI также получили 2 фрагмента: 
один около 5400 п.н., второй – 1129 п.н., соответству-
ющий размеру гена EP402R. Рестрикционный анализ 
pCI-neo/X69R (см. рис. 1Б) также позволил выявить 2 
фрагмента: один около 5400 п.н., второй – 350 п.н., что 
соответствует размеру клонированного фрагмента, со-
держащего ген X69R (207 п.н.).
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Анализ экспрессии генов вируса АЧС в клетках CV-1
Специфичность рекомбинантных белков и их локали-

зацию в клетках CV-1 определяли с помощью РПИФ с 
использованием поликлонального ФИТЦ-конъюгата. 

Для этого культуру клеток CV-1, трансфицирован-
ную соответствующей плазмидой, культивировали 
при 37  0С в СО2 инкубаторе в течение 24 ч, фикси-
ровали и исследовали при помощи флюоресцентной 
микроскопии. Анализ наличия и специфичности из-
учаемых рекомбинантных белков и определение их 
локализации представлены на рис. 2.

Результаты изучения локализации рекомбинантных 
белков в клетках CV-1 показали:

– в цитоплазме клеток CV-1, трансфицированных 
плазмидой pCI-neo/E248R, наблюдается равномерное 
диффузное специфическое свечение в результате вза-
имодействия белка pE248R и антител к АЧС, меченых 
ФИТЦ (см. рис. 2Б);

– в цитоплазме клеток CV-1, трансфицированных 
плазмидой pCI-neo/EP402R, белок CD2v распреде-
лён в цитоплазме неравномерно и локализован в не-
посредственной близости к клеточной мембране (см. 
рис. 2В);

– в цитоплазме клеток CV-1, трансфицированных 
плазмидой pCI-neo/Х69R, белок pХ69R также ло-
кализован в непосредственной близости к клеточ-
ной мембране, однако его комплексы с АЧС-ФИТЦ-
антителами выявляли в виде скопления гранул разно-

го размера (см. рис. 2Г).
Подобного специфического све-

чения не отмечали ни в отрица-
тельном контроле (культура клеток 
CV-1, трансфицированная плазми-
дой pCI-neo без встройки) (см. рис. 
2А), ни в ядре и/или перинуклеар-
ной зоне трансфицированных кле-
ток линии CV-1 (см. рис. 2).

Накопление и очистка рекомби-
нантного белка CD2v

Культуру клеток линии CV-1, 
трансфицированную плазмида-
ми pCI-neo/EP402R и pCI-neo без 
встройки (отрицательный кон-
троль), инкубировали в течение 48 
ч при 37 °С. Для выявления синте-
за белка и оценки уровня его нако-
пления готовили лизат клеток. 

С этой целью клетки монослоя, 
снятые с поверхности культураль-
ных флаконов Т-25 с помощью 
трипсин-версена, центрифугиро-
вали при 2000 об/мин в течение 
30 мин. Осадок клеток дважды 
отмывали забуференным физио-
логическим раствором, ресуспен-
дировали в 200 мкл раствора с ин-
гибитором протеаз (PMSF Sigma, 
Германия) до концентрации 1мМ 
и обработали ультразвуком (6 ци-
клов по 30 сек при 20 Мгц). Кле-
точный детрит осаждали центри-
фугированием при 12500 об/мин 
в течение 30 мин при +4  °С. В 
качестве контроля использовали 
осветленный лизат клеток, транс-
фицированных плазмидой pCI-
neo без встройки. 

Наличие рекомбинантного бел-
ка CD2v в осветлённом лизате 
трансфицированных клеток CV-1 
определяли с помощью SDS-
PAGE электрофореза. Результаты 
представлены на рис. 3. 

Рис. 1. Электрофореграммы продуктов рестрикции рекомбинантных плазмид pCI-neo/
E248R, pCI-neo/EP402R (А) и pCI-neo/X69R (Б).

Pестрикционый анализ плазмид для определения наличия и размера встройки: А – треки 1, 2 и 3 – 
электрофорез pCI-neo/E248R после рестрикции; треки 4 и 5 – pCI-neo/EP402R после рестрикции; 
трек 6 – маркер 1к (Thermo Fisher Scientific) с линейкой фрагментов от 10 000  до 250 п.н.; Б  – трек 

1 – pCI-neo/X69R после рестрикции; трек 2 – маркер 1к (Thermo Fisher Scientific).

Рис. 2. Результаты реакции прямой иммунофлюоресценции – клетки CV-1 через 24 ч по-
сле трансфекции плазмидами.

А – pCI-neo без встройки – отрицательный контроль; Б – pCI-neo/E248R; В – pCI-neo/EP402R;  
Г – pCI-neo/X69R (ув. × 200).
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На данной электрофореграмме в 
треках 2, 3, 4 и 5 с осветлённым ли-
затом клеток, трансфицированных 
плазмидой pCI-neo/EP402R, чётко 
регистрируется одна дополнительная 
мажорная полоса, соответствующая 
белку с молекулярной массой ~90 
кДа, что совпадает с молекулярной 
массой вирусного белка CD2v. Ана-
логичная полоса отсутствует на тре-
ке 1 с осветлённым лизатом клеток, 
трансфицированных плазмидой pCI-neo. 

Далее выделяли рекомбинантный белок CD2v из 
ПААГ-SDS геля [19] в конечной концентрации 620 нг.

Изучение влияния рекомбинантного белка CD2v ви-
руса АЧС на репродукцию вируса in vitro

Для определения характера влияния CD2v на ре-
продукцию вируса АЧС in vitro рекомбинантный бе-
лок также вносили в культуру клеток селезёнки сви-
ньи в дозе 50, 100, и 150 нг на культуральный флакон 
T-25. Для каждой дозы проводили исследование в 4 
параллелях. Для улучшения адсорбции из флаконов 
с клетками удаляли питательную среду и вносили по-
лученный CD2v белок в 1 мл питательной среды без 
сыворотки. Далее флаконы инкубировали на шейкере 
при 37 С в течение 1 ч. 

После инкубации в каждый флакон добавляли пита-
тельную среду до 10 мл и инфицировали культуру кле-
ток вирусом АЧС изолята Krasnodar 07/17 в дозе 100 
гемадсорбирующих единиц (ГАдЕ) на флакон (~0,01 
ГАдЕ на клетку). В качестве контроля культуры ис-
пользовали интактную культуру клеток, а в качестве 
отрицательного контроля – культуру клеток, заражён-
ную вирусом, но с добавлением 100 нг альбумина. 

Все пробы инкубировали в течение 7 сут при 37 0С, 
появление гемадсорбции регистрировали с помощью 
светового микроскопа. С 2-х по 7-е сутки из каждо-
го флакона отбирали пробы культуральной жидкости 
для исследования в реакции гемадсорбции и методом 
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Такой 
же метод был использован ранее при изучении влия-
ния рекомбинантных белков p30 и p54 на репродук-
цию вируса АЧС in vitro [22].

Поскольку ПЦР-РВ применяется как количественный 
метод, ранее с помощью набора ФБУН «ЦНИИ» Эпиде-
миологии Роспотребнадзора определили минимальное 

количество копий генома вируса АЧС, выявляемого в 
образцах. Установили корреляцию между значениями 
порогового цикла (Ct) ПЦР-РВ, титра вируса в образцах 
и количества копий генома, в результате чего получили 
формулу для расчёта титра вируса по значению Ct, на 
основе которой рассчитали титр вируса в пробах [23]:

                    1,655 - lgCt(lg Титр )= –––––––––––, 
                        0,0988

где Ct – значение порогового цикла (определяется 
как цикл, на котором происходит пересечение флюо-
ресцентной кривой с пороговой линией).

Для подтверждения достоверности полученных ре-
зультатов пробы, отобранные на 3, 5 и 7-е сутки, были 
исследованы параллельно в реакции гемадсорбции 
(РГАд) (см. таблицу).

По данным таблицы, увеличение титра вируса в 
пробах с добавлением CD2v на 0,3–1,0 lg ГАдЕ50/см3,  
определённое в РГАд, совпадает с полученными в 
ПЦР-РВ результатами и доказывает усиливающее 
влияние CD2v на репродукцию вируса АЧС in vitro. 

Результаты эксперимента по изучению влияния 
разных количеств белка CD2v на уровень репродук-
ции вируса in vitro также представлены на графике, 
построенном по данным определения титра вируса в 
реакции ПЦР-РВ (рис. 4). 

На основании полученных результатов можно сде-
лать вывод, что внесение 50 и 100 нг CD2v приводит 
к равнозначному эффекту в изменении уровня репро-
дукции вируса АЧС с 3-х по 6-е сутки эксперимента, 
т.е. к повышению уровня накопления вируса АЧС по 
сравнению с отрицательным контролем (при разнице 
в Ct от 1,5 до 2 циклов на 3-и сутки и 1 цикл на 6-е 
сутки). Однако на 7-е сутки значения титров сравня-
лись с отрицательным контролем. 

Рис. 3. Электрофореграмма лизатов клеток продуцента pCI-neo/EP402R. 
Трек 1– лизат клеток продуцента pCI-neo; треки 2, 3, 4 и 5 – лизат клеток с pCI-neo/EP402R.

Оценка влияния концентрации вносимого рекомбинантного белка CD2v  
на уровень репродукции вируса африканской чумы свиней (n=4)

Количество добав-
ленного белка, нг

Титр (lg ГАдЕ50/см3)
3-и сутки 5-е сутки 7-е сутки

РГАд Рассчитанный
на основе ПЦР-РВ РГАд Рассчитанный

на основе ПЦР-РВ РГАд Рассчитанный
на основе ПЦР-РВ

CD2v / 50 4,25±0,06 3,86±0,14 4,50±0,04 4,29±0,18 4,9±0,06 4,61±0,09
CD2v /100 4,10±0,08 3,90±0,10 4,60±0,06 4,52±0,19 5,10±0,04 4,69±0,15
CD2v / 150 4,50±0,06 4,17±0,11 5,50±0,03 5,43±0,17 6,25±0,05 6,13±0,10
Альбумин / 100 3,85±0,06 3,54±0,10 4,45±0,08 4,13±0,07 5,30±0,06 5,00±0,16
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Изучение влияния рекомбинантных гликопротеинов 
pX69R и pE248R вируса АЧС на его репродукцию in vitro

Для индукции синтеза рекомбинантных белков 
pX69R и pE248R в CV-1 и определения характера их 
влияния на репродукцию вируса АЧС in vitro реком-
бинантные плазмиды pCI-neo/X69R и pCI-neo/E248R 
использовали для трансфекции с Lipofectamine 3000 
перевиваемой линии клеток CV-1. Через 24 ч куль-
тивирования для определения наличия синтеза белка 
пробы исследовали методом РПИФ.

После установления наличия синтеза белка культу-
ру клеток остальных параллельных проб инфициро-
вали вирусом АЧС штамма «АЧС/ВНИИЗЖ/CV-1» в 
дозе 100 ГАдЕ на флакон (~0,01 ГАдЕ на клетку). Ис-
пользование в работе этого штамма вируса АЧС обу-
словлено его способностью к репродукции в переви-
ваемой культуре клеток CV-1 и наличием детальной 

характеристики его культуральных свойств [24].
В качестве отрицательного контроля использовали 

заражённую вирусом культуру клеток, трансфици-
рованную плазмидой pCI-neo без встройки. Каждый 
опыт проводили в 6 параллелях. 

Все пробы инкубировали в течение 7 сут при 37 0С, 
с 1-х по 7-е сутки из каждого флакона отбирали пробы 
культуральной жидкости для исследования с помощью 
метода ПЦР-РВ. Все результаты были статистически 
обработаны (p < 0,05) и представлены на рис. 5.

На рис. 5 показано, что через 1 сут после заражения 
значение Ct ПЦР-РВ для всех проб составило 29 (~2 
lg ГАдЕ50/см3), а на 3-и сутки наблюдали значительную 
разницу уровня накопления вируса: Ct в отрицатель-
ном контроле составляло 24 цикла (~2,8 lg ГАдЕ50/см3), 
Ct в пробах с pX69R и pE248R –17 (~4,3 lg ГАдЕ50/см3) 
и 18 циклов (~4,0 lg ГАдЕ50/см3), соответственно. На 

3 сутки 4 сутки 5 сутки

Влияние рекомбинантного белка CD2v вируса АЧС на его репродукцию in vitro

50 нг

22
21
20
19
18
17
16

Сt
 П

Ц
Р-

РВ

15
14
13
12
11
10

100 нг 150 нг

Сутки отбора материала

альбумин 100 нг

6 сутки 7 сутки

1 сутки 3 сутки 5 сутки

Сt
 П

Ц
Р-

РВ

30
29
28
27
26
25
24
23
22
21

k pX69R

Сутки отбора материала

pE248R

20
19
18
17
16
15
14
13
12

Влияние рекомбинантных белков pX69R и pE248R вируса АЧС на его репродукцию in vitro 

Рис. 4. График изменения уровня репродукции вируса африканской чумы свиней (АЧС) in vitro под воздействием белка CD2v.

Рис. 5. График изменения уровня репродукции вируса африканской чумы свиней (АЧС) in vitro 
под воздействием белков pX69R и pE248R.
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4) рекомбинантные белки обладают разной устой-
чивостью к внутриклеточным протеолитическим 
ферментам, поэтому могут иметь короткий период 
жизни (полураспада). Следовательно, белки присут-
ствуют и действуют в короткий срок эксперимента. 
Когда белки разрушаются или теряют свое актив-
ность, их действие в эксперименте непродолжитель-
но.

Заключение
Сравнительный анализ влияния рекомбинантных 

белков с изученной и неизвестной функцией позволя-
ет получить дополнительные характеристики для бел-
ков и установить, в каком этапе репродукции вируса 
участвует каждый белок. Функция белка CD2v хоро-
шо известна, однако сравнительный анализ локализа-
ции CD2v и белка pX69R с неизвестной функцией да-
ёт дополнительную информацию о функциональных 
особенностях pX69R. Вероятно, это трансмембран-
ный белок, необходимый для репликации вируса на 
ранних этапах, что было продемонстрировано в ходе 
сравнительного анализа результатов трансфекции 
клеток CV-1 плазмидными конструкциями pCI-neo/
EP402R и pCI-neo/X69R.

Поскольку белок pE248R играет важную роль в 
«раздевании» вируса АЧС в цитоплазме клетки, его 
экспрессия в культуре клеток ускоряет этот процесс 
и, следовательно, репродукцию вируса. pX69R – не-
изученный белок с неизвестной функцией и лока-
лизацией, поэтому представленная работа является 
первой, в которой были определены локализация 
белка в клетках и его влияние на репродукцию ви-
руса АЧС. 

Очевидно, что использованная методология позво-
лит выявить влияние на репликацию и других белков 
вируса АЧС с неизвестной функцией, что необходи-
мо для определения основных протективных белков, 
а также для установления оптимальных иммунных 
механизмов, обусловливающих надёжную защиту от 
АЧС. 

Таким образом, в результате проделанной работы 
было достоверно установлено, что рекомбинантные 
белки CD2v, pE248R и pX69R повышают уровень ре-
продукции вируса АЧС на 3–5-е сутки эксперимента, 
причём уровень его накопления на ~1,2–1,5 lg ГА-
дЕ50/см3 выше, чем у отрицательного контроля, при 
р < 0,05 и 95% доверительном интервале.
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5-е сутки Ct ПЦР-РВ во всех пробах сравнялось и со-
ставило 15 циклов (~4,8 lg ГАдЕ50/см3).

Обсуждение
Полученные данные демонстрируют важную роль 

белков CD2v, pX69R и pE248R в репродукции вируса 
АЧС, но они в разной степени влияют на уровень и 
сроки его накопления.

Минимальные различия в значениях титра вируса 
АЧС на 7-е сутки могут быть связаны с тем, что реком-
бинантный белок CD2v ускоряет его репродукцию, 
которая приводит к резкому уменьшению количества 
выживших клеток. В то время как в контрольных про-
бах происходит более медленное, постепенное нарас-
тание титра вируса и, соответственно, уровня гибели 
инфицированных клеток, что приводит к снижению 
разницы в титрах 6–7-е сутки репродукции. 

Интродукция 150 нг CD2v приводила к более вы-
раженному различию в накоплении вируса в экспери-
ментальных и контрольных пробах, так как с 3-х по 
7-е сутки при добавлении 150 нг CD2v уровень на-
копления вируса был отличимо (p < 0,05) выше, чем в 
пробах с 50 и 100 нг белка, а к 7-м суткам эта разница 
в Ct ПЦР-РВ достигала значения 3,5 цикла, т.е. около 
0, 75–1 lg ГАдЕ50/см3. 

Исследования Rodriguez I.  и соавт. (2009 г.) показа-
ли, что белок pE248R начинает функционировать не-
посредственно после проникновения вируса в клетку, 
участвуя в транспортировке вируса в цитоплазме [14]. 
Вследствие этого присутствие в клетках pE248R перед 
началом репликативного цикла инфекции, возможно, 
играет вспомогательную роль при транспортировке 
вируса в цитоплазме, что ускоряет его накопление.

Функция белка pX69R до сих пор не была опреде-
лена, однако в проведённых экспериментах удалось 
установить его влияние на репродукцию вируса АЧС, 
проявившееся в существенном (~1,5 lg ГАдЕ50/см3 на 
3-и сутки) увеличении его уровня накопления. 

В данном эксперименте феномен влияния реком-
бинантных белков на репродукцию вируса in vitro, 
проявившийся в увеличении титра накопления, имел 
непродолжительный характер, поскольку наблюдался 
только до 3-х суток эксперимента.

Интерпретировать полученный результат можно в 
нескольких вариантах:

1) синтез указанных белков происходит при экс-
прессии генов, встроенных в pCI-neo, но имеет не-
продолжительный характер (24–96 ч);

2) общеизвестно, что при репродукции в клетках 
вируса АЧС его белки способны выключать синтез 
клеточных мРНК и активировать синтез собственных 
мРНК, транскрибируемых с вирусного генома, т.е. 
при репликации вируса АЧС блокируется синтез хо-
зяйских белков. В данном случае блокируется синтез 
белков, закодированных в плазмиде;

3) указанные белки могут оказывать влияние только 
на ранней стадии репродукции вируса АЧС (например, 
pE248R принимает активное участие в «раздевании» 
вируса и не является необходимым для дальнейших 
этапов его репродукции);
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