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Введение. Респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) является наиболее распространённой причиной острых 
инфекционных заболеваний респираторного тракта. Отсутствие широкого спектра терапевтических препаратов, а 
также вакцин для профилактики и лечения РВС-инфекции свидетельствует о высокой актуальности их разработки. 
Цель работы – получение высокоактивных и специфичных моноклональных  антител (МкАТ), способных обнару-
жить РСВ в заражённых клетках и нейтрализовать инфекционную активность вируса in vitro. Материал и методы. 
РСВ эталонных штаммов 2 субгрупп группы А (A2 и Long) размножали в перевиваемых клетках HEp-2 и МА-104 
соответственно. Мышей иммунизировали очищенным вирусом, МкАТ получали с помощью гибридомной техноло-
гии. результаты. Получена панель из 6 МкАТ, взаимодействующих с РСВ (А2 и Long) и с F-белком РСВ: 4 МкАТ 
принадлежали к иммуноглобулинам класса G, изотипам IgG2a или IgG2b; 2 МкАТ – к классу IgM. Тип лёгкой цепи 
во всех моноклональных Ig был kappa. Полученные МкАТ активно взаимодействовали с РСВ в иммунофермент-
ном анализе, в реакциях иммунофлюоресценции  и иммунопероксидазной окраски заражённых клеток, а также в 
иммунодоте. 5 из 6 МкАТ нейтрализовали инфекционную активность вируса в клеточной культуре. Обнаружены 
значительные различия в способности МкАТ реагировать с F-белком в иммунохимических и биологических реак-
циях, что предполагает направленность МкАТ к разным антигенным сайтам. обсуждение. Сравнительный анализ 
с опубликованными данными свидетельствует о том, что полученные МкАТ можно использовать для разработки 
диагностических препаратов и тест-систем, для обнаружения РСВ в клинических материалах и для доказатель-
ства этиологии инфекции при выделении вируса, в том числе быстрым культуральным методом. Заключение. 
Высокая активность и специфичность показывают, что разработанные МкАТ могут служить основой для создания 
новых профилактических препаратов и вакцин.
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лизации; иммуноферментный анализ; F-белок; иммунофлюоресцентная и иммунопероксидазная 
детекция респираторно-синцитиального вируса в зараженных клетках; иммунодот.
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Introduction. Respiratory syncytial virus (RSV) is the most common cause of lower respiratory tract infections in infants 
and the elderly. The absence of a wide range of therapeutic drugs and vaccines indicates to the high relevance of the de-
velopment of new effective drugs for the prevention and treatment of RSV infections. Purpose: to obtain highly active and 
specific monoclonal antibodies (MAbs) capable of detecting RSV in infected cells and neutralizing the infectious activity of 
the virus in vitro. Material and methods. RSV reference strains of group A 2 subgroups (A2 and Long) were propagated 
in HEp-2 and MA-104 cell lines, respectively. Mice were immunized with purified RSV A2 virus. MAbs were obtained us-
ing hybridoma technology. Results. A panel of 6 MAbs reacting with RSV strains А2 and Long has been obtained. Four 
MAbs were IgG (IgG2a or IgG2b subtype), two MAbs were IgM. All MAbs reacted with RSV F-protein in immunochemical 
tests.  The MAbs actively reacted with RSV in ELISA, in immufluorescence and peroxidase staining of infected cells, and 
in immunodot test. Five out of 6 MAbs neutralized of RSV in cell culture. Different properties of MAbs suggest that they 
target different antigenic sites of F-protein. Discussion. Comparative analysis suggests that the obtained MAbs can be 
used for the development of diagnostic preparations, for RSV detection in clinical materials and confirmation of infection 
etiology by rapid culture method. Conclusion. High activity and specificity of MAbs indicate that they can serve as a basis 
for development vaccines and preventive medicines. 

Keywords: monoclonal antibodies; respiratory syncytial virus; reaction of biological neutralization; immunoenzyme assay; 
F-protein, immunofluorescence and immunoperoxidase detection of RSV in infected cells; immunodot.
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го заболевания, так как успех терапии зависит от своев-
ременного, эффективного и специфичного обнаружения 
возбудителя при сходных клинических проявлениях у 
пациентов с острой инфекцией респираторного тракта. 
В то же время, согласно данным, опубликованным груп-
пой европейских авторов [13], при стандартном подходе 
дифференциальная диагностика респираторных инфек-
ций более чем в 50% случаев оказывается неудовлетво-
рительной.

Цель настоящей работы – получение высокоактивных 
и специфичных МкАТ, способных обнаруживать РСВ в 
заражённых клетках и нейтрализовать инфекционную 
активность вируса in vitro. 

Материал и методы
Вирус и клетки. Использовали РСВ двух эталонных 

штаммов (A2 и Long, подгруппа А) из коллекции ФГБНУ 
НИИВС им. И. И. Мечникова. РСВ А2 размножали в 
перевиваемой клеточной культуре HEp-2 (человек, эпи-
дермоидная карцинома гортани), в среде RPMI, содер-
жащей 5% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС), 
глутамин и гентамицин (ООО «Панэко», Россия), при 
37 оС в атмосфере 5% CO2. РСВ Long культивировали 
с использованием перевиваемой культуры клеток МА-
104 (макака резус, эмбриональная почка) в среде Игла 
МЕМ. Концентрировали и очищали вирусы из клеток 
преципитацией с PEG6000. Осадок, содержащий вирус, 
растворяли в 20% сахарозе. При концентрировании ви-
руса использовали методику согласно O. Ueba [14]. Для 
титрования вирусов использовали клетки МА-104, так 
как на них хорошо проявляется классическое цитопато-
генное действие РСВ (образование синцитиев), которое 
можно учитывать при контроле монослоя с использова-
нием микроскопа. Титр вирусов рассчитывали по фор-
муле Спирмена–Кербера. Титр РСВ А2 после концен-
трирования составил 9lg тканевой 50% цитопатической 
дозы в 1 мл (ТЦД50/мл), РСВ Long – 7lg ТЦД50/мл. Кон-
центрацию белка в вирусном препарате определяли на 
микроспектрофотометре NanoDrop (Thermo Scientific, 
США) при длине волны 280 нм против 20% сахарозы 
или с помощью реагента Брэдфорда (Sigma, США) в со-
ответствии с инструкцией. 

Иммунизация мышей. Иммунизацию мышей (самки 
линии BALB/c), полученных из питомника «Пущино» 
(Московская обл.), проводили с использованием 2 схем 
(1-я группа и 2-я группа, по 5 животных в каждой груп-
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Введение
Острые респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) 

широко распространены во всем мире и нередко при-
водят к смерти пациента. Возбудителями ОРВИ явля-
ются вирусы, относящиеся к разным таксономическим 
группам. Наиболее распространённой причиной острых 
инфекционных заболеваний нижних отделов респи-
раторного тракта среди детей в возрасте младше 5 лет 
является респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) [1]. 
Согласно данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), в мире ежегодно инфицируются РСВ 64 
млн человек и 160 тыс. человек умирают [2]. Все дети в 
течение первых 2 лет жизни по крайней мере 1 раз ин-
фицируются РСВ [3], причём смертность детей в воз-
расте до 1 года от РСВ-инфекции более высокая, чем от 
любого другого патогена, кроме малярии [4]. В США от 
РСВ-инфекции ежегодно умирают более 100 тыс. детей 
[5]. В Российской Федерации данная проблема не менее 
актуальна. Эпидемиологическое исследование, прове-
дённое в 2011–2013 гг. в Санкт-Петербурге, показало, 
что в этиологической структуре ОРВИ госпитализиро-
ванных детей первых 5 лет жизни доминировала РСВ-
инфекция [6]. У взрослых людей в группах высокого 
риска (со сниженным иммунитетом, с заболеваниями 
лёгких, сердечно-сосудистой системы), а также у лиц 
старшего возраста РСВ-инфекция протекает с тяжёлы-
ми последствиями и нередко со смертельным исходом 
[7].

В то же время единственное разрешённое средство 
борьбы с РСВ-инфекцией – препарат паливизумаб 
(palivizumab, Synagis®) – гуманизированное монокло-
нальное антитело (МкАТ), полученное методами моле-
кулярной и клеточной биотехнологии [8]. Этот препарат 
снижает заболеваемость в группах риска [9], но не пре-
дотвращает реинфекции и у части пациентов вызывает 
образование устойчивых к паливизумабу вариантов РСВ 
[10, 11]. Оценка эффективности паливизумаба в разных 
исследованиях варьирует от 39 до 78% [12]. Следует от-
метить, что высокая стоимость препарата существенно 
ограничивает возможность его использования для про-
филактики заболевания. Отсутствие более широкого 
спектра терапевтических препаратов, а также вакцин 
свидетельствуют о высокой актуальности разработки 
новых более эффективных препаратов для профилакти-
ки и лечения РВС-инфекции. Не менее актуально усо-
вершенствование дифференциальной диагностики это-
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в инфицированной, но не обработанной культуре разви-
валось ЦПД.

Иммунофлюоресцентный анализ РСВ в заражённых 
клетках проводили методом непрямого иммунофлюо-
ресцентного анализа. Клетки МА-104 в концентрации 
4x104 клеток/мл вносили в лунки 24-луночных панелей 
с покровными стеклами, на следующий день заражали 
РСВ с инфекционной множественностью 104 ТЦД50/мл. 
Через 4 сут после заражения клетки фиксировали мета-
нолом 20 мин при -20 оС. На фиксированные препара-
ты наносили МкАТ и инкубировали 1 ч при 37оС. Затем 
промывали PBS и наслаивали антимышиную сыворотку, 
меченную ФИТЦ (DAKO, Дания). Клетки докрашивали 
эвансом синим («Biochem», Франция). Окрашивание 
наблюдали с помощью флюоресцентного микроскопа 
AxioScope A1 (Carl Zeiss, Германия) при длине волны 
520–560 нм. Результаты оценивали по интенсивности 
окраски и выражали в условных обозначениях: +++ со-
ответствовали яркой изумрудно-зелёной окраске, ++ – 
менее яркой окраске, + – слабой окраске.

Иммуноферментный анализ F-белка РСВ проводили 
с использованием 96-луночных планшетов MAXISORP 
NUNC-IMMUNO PLATE (Thermo Scientific, США). В 
лунки вносили рекомбинантный F-белок (Sino Biological, 
Республика Корея) РСВ А2 в концентрации 0.5 мкг/мл в 
0,1 М фосфатно-солевом буфере, pH 7.2 (PBS) и инкуби-
ровали в течение 18 ч при 4 оС. Затем вносили МкАТ и 
выполняли ИФА, как описано выше.

Субтипы МкАТ и типы лёгких цепей определяли ме-
тодом ИФА с помощью набора «Pierce Rapid ELISA 
Mouse mAb Isotiping Kit» (Thermo Scientific, США) в со-
ответствие с инструкцией: КЖ от МкАТ вносили в лун-
ки планшета, предадсорбированного антителами к им-
муноглобулинам мыши классов G (IgG1, IgG2a, IgG2b, 
IgG3), IgA и IgM, а также к субтипам легкой цепи kappa 
и lambda. После инкубации добавляли поливалентный 
конъюгат к IgG + IgA + IgM, меченный пероксидазой, 
после инкубации – субстрат ТМБ. Принадлежность 
МкАТ определяли по максимальному сигналу с опреде-
лённым субтипом Ig и типом лёгкой цепи.

Иммунопероксидазное выявление антигена РСВ в за-
раженных клетках. Клетки, содержащие РСВ, выявляли 
иммуноцитохимическим окрашиванием in situ с помо-
щью полученных МкАТ. Клетки фиксировали охлаждён-
ным метанолом, обрабатывали МкАТ и инкубировали 1 
ч при 37 °C. Антитела отмывали PBS, наслаивали анти-
мышиные антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (anti-mouse PX, PO260; Dako, Дания), и инкубиро-
вали 1 ч при 37 °C. Препараты промывали PBS и нано-
сили раствор 3,3’-диаминобензидина в концентрации 1 
мг/мл в буфере 0,05 М Трис-HCl (pH 7,4) с добавлением 
3% пероксида водорода. Реакцию останавливали через 
10 мин внесением дистиллированной воды. Результаты 
иммунопероксидазного окрашивания оценивали с ис-
пользованием светового микроскопа AxioVertA1. 

Иммунодот. Образцы (концентрированные препараты 
вирусов, F-белок, лизаты заражённых и незаражённых 
клеток) наносили в серийных разведениях на нитроцел-
люлозную мембрану 0,45 мкм (Schleicher & Shuell, Гер-
мания) с помощью вакуумного насоса с использованием 
Bio-Dotapparatus (Bio-Rad, США), как описано ранее 
[17]. Инкубацию с МкАТ в блокирующем растворе PBS, 
содержащем 5% обезжиренного сухого молока и 0,1% 
твин-20, проводили в течение 2 ч на качалке при комнат-
ной температуре, затем – в течение 1 ч с антимышиными 

пе). Доза РСВ А2 при каждой инъекции составляла 100 
мкг/мышь. В качестве адъювантов использовали полный 
адъювант Фрейнда (ПАФ) и неполный адъювант Фрейн-
да (НАФ) (Sigma, США). Мышей 1-й группы иммунизи-
ровали 3 раза с 2-недельным интервалом, 2-й группы – 5 
раз с недельным интервалом: 1-е введение РСВ с ПАФ, 
следующие – с НАФ. Исследования выполняли соглас-
но Пpавилам пpоведения pабот с иcпользованием экс-
периментальных животных (приказ Минздрава России 
от 19.06.2003 № 266).

Иммуноферментный анализ (ИФА) антител к РСВ в 
сыворотках крови мышей, в культуральных жидкостях 
от гибридных клеток, а также МкАТ проводили в непря-
мом варианте: вносили по 50 мкл РСВ в концентрации 10 
мкг/мл в 0,1 М фосфатно-солевом буфере, pH 7,2 (PBS) 
в лунки 96-луночных планшетов (Thermo Scientific, 
США) на 24 ч при 4 оС. После отмывки раствором PBS с 
твином (0,1% твин-20 в PBS) в лунки вносили: сыворот-
ки мышей в серийных разведениях; или культуральные 
жидкости (КЖ) из лунок с гибридными клетками; или 
КЖ из лунок с моноклонами, и инкубировали в течение 
1 ч при 37 оС. После отмывки добавляли козьи антите-
ла к иммуноглобулинам мыши, меченные пероксидазой 
(«Сорбент», Россия), в разведении 1 : 500. В качестве 
субстрата использовали тетраметилбензидин гидрох-
лорид (ТМБ; US Biomedical, США). Для торможения 
реакции добавляли 1N серную кислоту. Оптическую 
плотность (ОП) измеряли на планшетном иммунофер-
ментном анализаторе «Sunrise» (Tecan, Швейцария) при 
длине волны 450 нм, референс-волны – 620 нм. За титр 
антител принимали обратное разведение, ОП которого 
в 2 раза превосходила ОП отрицательных контролей – 
преиммунные мышиные сыворотки или КЖ из лунок, 
не содержащих гибридные клетки.

Гибридизация и клонирование. Миеломные и гибри-
домные клетки культивировали в среде RPMI-1640, со-
держащей 4.5 г/л глюкозы, 3 мМ глутамина, 60 мкг/мл 
гентамицина (ООО «ПанЭко», Россия) с добавлением 
20% ЭТС (Gibco, Invitrogene, США) и 0.2 ед/мл инсули-
на (Lilly, Франция). Культивирование проводили в СО2-
инкубаторе при 37 оС в атмосфере 5% СО2. Для слияния 
использовали клетки мышиной миеломы Sp2/0, не про-
дуцирующие собственные иммуноглобулины.

Гибридизацию проводили по методу [15] с модифика-
циями, как описано ранее [16]. Суспензию спленоцитов 
мыши смешивали с клетками Sp2/0 в соотношении 2 : 1, 
соответственно, и добавляли раствор PEG/DMSOSolu-
tion (Hybri-Max™, Sigma, США). После слияния клетки 
ресуспендировали в селективной среде гипоксантнн-
аминоптерин-тимидин (ГАТ) (Hybri-Max™, Sigma, 
США), вносили в 96-луночные панели и инкубировали 
при 37 ºС в атмосфере 5% СО2. Клетки культивировали в 
селективной среде ГАТ в течение 14 дней после слияния. 
КЖ из лунок, содержащих гибридные клетки, тестиро-
вали на наличие антител к РСВ в ИФА, как описано вы-
ше, и в реакции биологической нейтрализации (РБН).

Реакция биологической нейтрализации. КЖ от ги-
бридных культур или моноклонов инкубировали с РСВ 
А2 (инфекционная множественность 104 ТЦД50/мл) в 
течение 2 ч при 37 оС в присутствии 5% СО2 и затем 
вносили на монослой клеток МА-104. Через 1 ч обрабо-
танные клетки промывали средой без сыворотки и вно-
сили среду поддержки с 2% ЭТС, содержащую двойную 
концентрацию глютамина. Цитопатогенное действие 
(ЦПД) вируса на клетки оценивали через 72–96 ч, когда 
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антителами, меченными пероксидазой хрена (Jackson 
Immuno Research, США) в разведении 1 : 500. Реакцию 
проявляли раствором субстрата 3,3’-диаминобензидина 
(Sigma, США) (0,05 М трис-HCl, pH 7,4; 0,03% H2O2; 0,5 
мг/мл 3,3’-диаминобензидина). Результаты оценивали 
визуально по интенсивности пятен.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программ MS Office Excel 2010 
и Statistica 6. Достоверность различий оценивали по 
t-критерию Стьюдента; различия считали статистически 
значимыми при р < 0.05.

Результаты

Сравнительный анализ иммунного ответа мышей, им-
мунизированных по 2 схемам, проводили через 7 дней 
после последней иммунизации. Схемы различались ко-
личеством введений РСВ и интервалами между ними, 
как описано в разделе «Материал и методы». Опреде-
ляли титр антител при тестировании суммарных IgG, а 
также антител изотипов IgG1 и IgG2a к РСВ А2. Резуль-
таты определения антител в сыворотках крови мышей 
методом ИФА и способности антител нейтрализовать 
инфекционную активность РСВ в РБН показали, что по-
сле 2-й иммунизации иммунный ответ мышей в обеих 
группах был относительно слабым, титры суммарных Ig 
анти-РСВ не превышали 1 : 104; титры в РБН составляли 
1 : 10, что статистически значимо не отличалось от уров-
ня контрольных неиммунизированных животных. После 
иммунизации животных по 1-й и 2-й схемам активность 
иммунного ответа возрастала (табл. 1).

Сыворотки неиммунизированных мышей не реагиро-
вали с РСВ А2: ОП всех разведений в ИФА была р < 0.05. 
Среднегеометрические титры антител к РСВ, иммуни-
зированных по 1-й схеме, составляли 1 : 5,6 · 105, по 2-й 
схеме – 1 : 3.8 · 105, различия статистически незначимы 
(p > 0,05). Анализ сывороток в РБН показал, что вирус-
нейтрализующие антитела образовались у всех живот-
ных, иммунизированных по схеме 1, и характеризова-
лись титрами 1 : 40 – 1 :  160. Напротив, в группе мышей, 
иммунизированных по схеме 2, только у 2 животных 
детектировали вируснейтрализующие антитела. Для по-
лучения гибридом, продуцирующих МкАТ к РСВ, были 
отобраны 2 мыши, имевшие лучшие показатели актив-
ности сывороточных антител к РСВ (табл. 1).

В результате экспериментов по гибридизации клеток 
было получено 768 гибридных культур, устойчивых к 
селективной среде ГАТ. Первичный скрининг КЖ уста-
новил, что 180 гибридных культур продуцировали анти-
тела к белкам РСВ А2 (23%), которые реагировали с РСВ 
только в ИФА или только в РБН или в обеих реакциях. 
Проведено клонирование положительных культур с по-
следующим изучением стабильности продукции анти-
тел при сохранении пролиферативной активности. Срав-
нительный анализ позволил отобрать 6 моноклонов для 
подробного изучения продуцируемых ими МкАТ. Данные 

представлены в табл. 2 и на рис. 1 и 2 (см. рис. 2 
на третьей полосе обложки).

Определены субтипы моноклональных им-
муноглобулинов: 3 МкАТ принадлежали к 
IgG, изотипам IgG2a или IgG2b; 2 МкАТ – к 
IgM. Тип лёгкой цепи во всех моноклональ-
ных Ig был каппа.

Результаты ИФА показали, что МкАТ 3F3 и 
1В7 одинаково интенсивно реагировали как со 
штаммом РСВ А2, к которому были получены, 
так и со штаммом РСВ Long и с F-белком РСВ. 
Другие МкАТ более слабо реагировали с РСВ 
Long. В то же время все МкАТ взаимодейство-
вали с F-белком, хотя и в разной степени. Важ-
но отметить, что 5 из 6 МкАТ проявили значи-
тельную вируснейтрализующую активность, 
подавляя ЦПД РСВ in vitro на 60–80%. 

Все полученные клоны выявляли РСВ в за-
ражённых клетках, но с разной активностью 
(см. табл. 2). Иммунофлюоресцентный анализ 
(ИФл) показал, что МкАТ выявляли F-белок 
РСВ А2 в цитоплазме клеток. На рис. 2 а–д 
можно видеть, что МкАТ 3F3 и 11F6 взаимо-

Т а б л и ц а  1
Сравнительный анализ специфической активности антител в сыворотках 

иммунизированных мышей в отношении РСВ а2

Схема имму-
низации

Мыши,
№ п/п

Титр антител в ИФА*, класс и субклассы Ig Титр в 
РБН**IgG1 IgG2a IgG суммарный

1-я схема 
(3 иммуни-
зации через 
2 нед с ПАФ 
и НАФ)

1 7 · 105 6 · 105 7,8 · 105 160
2 105 3 · 104 4 · 105 160
3 7 · 104 105 5,6 · 105 80
4 105 2 · 105 4,9 · 105 80
5 2 · 105 2 · 105 6 · 105 40

2-я схема
(5 иммуни-
заций через 
1 нед с ПАФ 
и НАФ)

6 2 · 105 105 1,6 · 105 < 40
7 105 2 · 104 4 · 105 < 40
8 105 3 · 104 4 · 105 < 40
9 105 105 4 · 105 160

10 6 · 105 5 · 105 7,8 · 105 80
Неиммунизированные 
мыши < 250 < 250 < 250 < 40

П р и м е ч а н и е. * За титр принято обратное предельное разведение сыво-
ротки; ** за титр принято обратное предельное разведение сыворотки, при котором 
цитопатогенное действие РСВ А2 подавлено на 50%. Жирным шрифтом выделены 
лучшие показатели активности антител. Расшифровка аббревиатур дана в тексте.

Рис. 1. Морфологические проявления вируснейтрализующей 
активности моноклональных антител против респираторно-
синцитиального вируса (РСВ) в клетках культуры МА-104 в 

реакции биологической нейтрализации.
а – цитопатогенное действие РСВ, контроль заражения; б – подавление 
инфекционной активности РСВ моноклональными антителами (МкАТ) 
7Н5 на 60%; в – подавление МкАТ 11F6 на 80%; г – неинфицированные 

клетки МА-104, контроль. Фазовый контраст. Ув. 400×.
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действовали с РСВ не только в синцитиях с видимым 
ЦПД, но также с вирусом в неслившихся клетках, со-
седних с синцитиями. Остальные МкАТ реагировали 
преимущественно с РСВ, локализованном в синцитиях. 
Такая же реакция с внутриклеточным вирусом была ха-
рактерна и для поликлональной мышиной сыворотки 
к РСВ, которую использовали в качестве контроля. На 
рис. 2 ж приведён пример раннего обнаружения РСВ в 
клетках культуры методом иммунопероксидазного окра-
шивания.

4 МкАТ были испытаны в реакции иммунодота на 
способность выявлять F-белок РСВ. На рис. 3 в каче-
стве примера представлены данные взаимодействия 
МкАТ 7Н5. Можно видеть, что исследованные МкАТ 
специфично реагировали с F-белком (1-я полоска) и пре-
паратами РВС А2 (2-я полоска) и Long (3-я полоска), не 
выявляя его в неинфицированных клетках (5-я полоска). 
Чувствительность детекции варьировала: для рекомби-
нантного F-белка от 20 до 100 нг, для концентрирован-
ных вирусов РСВ – от 100 до 600 нг (А2) и 300–4800 нг 
(Long), для клеток, инфицированных РСВ А2, – от 1 до 
20 мкг/пятно (табл. 3).

Обсуждение
Поиски эффективных средств борьбы с РСВ-инфек- 

цией продолжаются в течение более 50 лет, однако до 
сих пор не удаётся существенно снизить заболеваемость 
среди детей и лиц старшего возраста. Отчасти это объ-
ясняется особенностями патогенеза РСВ-инфекции, при 
которой включаются механизмы иммунного ускольза-

ния. На ранних сроках после заражения РСВ им-
мунный ответ слабый и в дальнейшем характеризу-
ется низкой стойкостью, что способствует частым 
реинфекциям даже при заражении структурно 
близкими штаммами вируса [18, 19]. Результаты 
настоящей работы подтверждают это наблюдение: 
даже после двукратной иммунизации цельным ви-
русом гуморальный ответ мышей был невысоким 
и сыворотки крови практически не содержали ви-
руснейтрализующих антител. Поскольку для по-
лучения МкАТ необходимо индуцировать у мышей 
сильный антительный иммунный ответ к целевому 
антигену, мы использовали 2 схемы иммунизации 
животных с различным количеством инъекций и 
разными интервалами между введениями РСВ. Это 
позволило отобрать животных с высокими титрами 
сывороточных антител к РСВ и способностью ней-
трализовать инфекционную активность вируса. В 
результате использования гибридомной технологии 

был получен набор гибридом и выбраны 6 моноклонов, 
продуцирующих вирусспецифические МкАТ. В ИФА 
все МкАТ обнаруживали РСВ двух референс-штаммов 
группы А (А2 и Long) и реагировали с F-белком РСВ, 
при этом МкАТ 3F3 и 1В7 – с одинаково высокой актив-
ностью, другие МкАТ реагировали со штаммом Long и 
F-белком значительно слабее. Одно из возможных объ-
яснений состоит в различных свойствах моноклональ-
ных иммуноглобулинов, относящихся к разным типам и 
субтипам, в том числе в их способности реагировать с 
антигенными детерминантами на F-белке. Более вероят-
но, что МкАТ направлены к разным эпитопам F-белка. 
В пользу сделанного предположения свидетельствуют 
данные о том, что 6 антигенных сайтов на F-белке, инду-
цирующих РСВ-нейтрализующие антитела, существен-

Т а б л и ц а  2 
Свойства моноклональных антител к респираторно-синцитиальному 

вирусу

МкАТ
Изотип Ig, 
тип лёгкой 

цепи

РБН,
% ингиби-

рования

ИФА: ОП с КЖ*

ИФл**РСВ
А2

РСВ 
Long F-белок

7H5 IgG2a, κ*** 60 3,0 1.1 1,0 ++
11F6 IgG2a, κ 80 2,6 0,8 0,5 +++
3F3 IgM, κ 70 3,4 3,3 3,5 +++
5G8 IgG2b, κ 70 1,1 0,3 0,4 +
5D5 IgM, κ 70 3,2 0,8 0,8 +
1B7 IgG2b, κ <50 2,8 2,3 2,4 +

П р и м е ч а н и е. * Показатели оптической плотности (ОП) при анализе 
моноклональных антител (МкАТ) в культуральных жидкостях (КЖ) от ги-
бридом; ** ИФл – сравнительная оценка интенсивности флюоресценции в 
клетках, зараженных РСВ и окрашенных МкАТ, условные обозначения; *** 
κ – обозначение лёгкой цепи.

Т а б л и ц а  3
Чувствительность выявления F-белка респираторно-

синцитиального вируса в вирусных препаратах методом 
иммунодота

МкАТ F-белок
Концентрированные 

РСВ, штаммы
Лизат клеток МА-104, 
инфицированных РСВ, 

штамм А2А2 Long
7H5 100 нг* 600 нг 2,0 мкг 20 мкг
11F6 50 нг 600 нг 4,8 мкг 20 мкг
3F3 20 нг 200 нг 500 нг 5 мкг
1B7 20 нг 100 нг 300 нг 1 мкг

П р и м е ч а н и е. * Минимальное количество белка, выявляемое 
указанными моноклональными антителами (МкАТ).

Рис. 3. Анализ взаимодействия моноклональных антител с РСВ 
А2 и Long в реакции иммунодота.

На нитроцеллюлозную мембрану нанесены следующие препараты в се-
рийных разведениях с шагом 1 : 5. Начальные разведения: 1-я полоска 
– рекомбинантный F-белок – 2.5 мкг; 2-я полоска – концентрированный 
вирус РСВ А2 – 75 мкг; 3-я полоска – концентрированный вирус РСВ 
Long – 50 мкг; 4-я полоска – лизат клеток МА-104, заражённых РСВ 
А2 – 2,5 мг; 5-я полоска – лизат незаражённых клеток МА-104 – 2,5 мг. 
Мембраны инкубировали с КЖ 7H5, реакцию проявляли, как описано в 

тексте (см. раздел «Материал и методы»).
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гностики необходимо для надежной дифференциации 
РСВ-инфекции от других вирусных заболеваний, в том 
числе от гриппа, а также от бактериальных инфекций 
респираторного тракта, что позволяет начать терапию 
специфическими противогриппозными препаратами и 
ограничить применение антибиотиков. МкАТ являются 
полезным инструментом для скрининга антивирусных 
препаратов, мониторинга эпидемий и оценки эффектив-
ности вакцин. Новые МкАТ, в том числе полученные в 
данной работе, нужны для повышения качества и до-
ступности лабораторной диагностики, для достижения 
баланса между новыми сложными мультиплексными 
платформами, требующими дорогостоящего оборудо-
вания и специалистов для обслуживания, и достаточно 
быстрыми и простыми методами для применения не-
посредственно в местах оказания первой медицинской 
помощи.

Важно отметить, что большинство полученных нами 
МкАТ нейтрализовали инфекционную активность РСВ 
в клеточной культуре. Особого внимания заслуживают 
МкАТ 3F3, которые проявили высокую активность во 
всех изученных иммунохимических и биологических 
реакциях, в том числе во взаимодействии с F- белком. 
F-белок обеспечивает проникновение вируса в клетку 
путем слияния вирусной и клеточной мембран, участву-
ет в почковании и распространении вируса от клетки к 
клетке, и что важно, характеризуется меньшей изменчи-
востью, чем поверхностный гликопротеин G. МкАТ к 
F-белку послужили основой для получения паливизума-
ба – первого и единственного разрешённого препарата 
для профилактики РСВ-инфекции в группах высокого 
риска. В настоящее время предпринимаются усилия для 
разработки улучшенного препарата на основе новых 
МкАТ, направленных к другому, апикально экспониро-
ванному антигенному сайту на F-белке – Ø [19]. Исполь-
зование новых МкАТ, в том числе полученных в настоя-
щей работе, для изучения тонкой антигенной структуры 
F-белка РСВ – одно из необходимых условий для созда-
ния эффективной вакцины против РСВ-инфекции.

Заключение
Суммируя результаты проделанной работы, можно 

сделать вывод, что получен набор из 6 МкАТ, показана 
способность МкАТ взаимодействовать с F-белком РСВ 
и нейтрализовать инфекционную активность вируса в 
клеточной культуре. Полученные МкАТ можно исполь-
зовать для разработки диагностических препаратов, для 
иммуноферментного и иммунофлюоресцентного мето-
дов обнаружения РСВ в клинических материалах и для 
доказательства этиологии инфекции при выделении ви-
руса. Кроме того, они могут стать основой для создания 
новых профилактических препаратов и вакцин.
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В настоящее время несколько научных групп в разных 
странах проводят интенсивные исследования, направ-
ленные на разработку новых антител с улучшенными 
характеристиками [21–23].

Одна из целей получения новых МкАТ – использо-
вание их для лабораторной диагностики. Для респира-
торных инфекций диагностика имеет особое значение 
в связи со сходством клинических проявлений заболе-
ваний различной этиологии. Среди полученных нами 2 
МкАТ (3F3 и 1В7) высоко активно детектировали РСВ 
в ИФА, и по крайней мере еще 2 МкАТ (11F6 и 3F3) 
эффективно выявляли РСВ в заражённых клетках мето-
дом ИФл. Оба метода прямого обнаружения вирусного 
антигена широко используются в настоящее время на-
ряду с молекулярными методами как в Европе, так и в 
США [24, 25]. В еженедельных сводках Центра по кон-
тролю за заболеваемостью и профилактикой инфекци-
онных болезней США (Centers for Disease Control and 
Prevention) публикуются сведения о диагностике РСВ-
инфекции, которая проводится тремя методами: детек-
ция антигена, изоляция вируса и полимеразная цепная 
реакция (ПЦР). Согласно полученным данным, в 2018 г. 
количество положительных проб на РСВ при обнаруже-
нии антигена было выше, чем при использовании ПЦР 
и изоляции вируса: 14, 4 и 0% соответственно. О том, 
что стандартная ПЦР-диагностика РСВ-инфекции тре-
бует усовершенствования, свидетельствуют данные C.. 
Lowe и соавт. [26], показавших, что при рутинной ПЦР-
диагностике респираторных инфекций 30% случаев бы-
ли пропущены.

Один из методов, используемых в диагностике для 
идентификации возбудителя, – выделение вируса. Его 
применяют для доказательства этиологии заболевания. 
В классическом варианте клинические материалы вно-
сят в культуру чувствительных клеток и наблюдают раз-
витие ЦПД с последующей идентификацией патогена 
разными методами. МкАТ позволяют идентифицировать 
вирус на ранних стадиях после заражения, до развития 
ЦПД. Этот вариант (так называемый быстрый культу-
ральный метод), как показали данные ИФл-анализа, 
может использоваться с помощью полученных нами 
МкАТ.

Прямая детекция антигена РСВ продемонстрирова-
на нами также в реакции иммунодота. Представляет 
интерес, что наибольшей чувствительностью обладали 
МкАТ 1B7, не способные нейтрализовать инфекцион-
ный вирус. Так, рекомбинантный F-белок выявлялся с 
чувствительностью 20 нг, в составе концентрированных 
препаратов РСВ А2 и Long – 100–300 нг, зараженных 
клеток – 1 мкг. Сходные характеристики получены для 
МкАТ к белкам РСВ, описанным ранее [27]. Таким об-
разом, МкАТ1B7 могут быть использованы для разра-
ботки «быстрых» тестов для определения антигена РСВ 
на основе иммунодота, пригодных для скрининговых  
исследований и диагностики «у постели больного». В то 
же время МкАТ используют при разработке новых со-
временных диагностических платформ, в том числе на 
основе нанотехнологий [28]. Усовершенствование диа-
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Рис. 2. Иммуноцитохимический анализ взаимодействия моноклональных антител (МкАТ)  
с клетками МА-104, инфицированными РСВ А2.

а–е – метод иммунофлюоресцентного окрашивания: а – поликлональная мышиная сыворотка к респираторно-синцитиальному вирусу (РСВ) А2 
в разведении 1 : 100; б – МкАТ 11F6; в, г – МкАт 3F3; д – МкАТ 1В7; е – МкАТ к вирусу гепатита С, отрицательный контроль. Зелёная окраска – 

ФИТЦ, красная – докраска Эванс синий; 
ж, з – метод иммунопероксидазного окрашивания: ж – инфицированная культура клеток МА-104, коричневая окраска соответствует локализации 

РСВ, определённой при помощи МкАТ11F6 к F-белку РСВ; з – неинфицированная культура, контроль. Докраска гематоксилином.
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