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В статье описываются возможные методы использования моноклональных анти-
тел к рекомбинантному белку р30 вируса африканской чумы свиней (АЧС) для диагностики 
болезни и перспективы их применения. 

Африканская чума свиней (АЧС) – ге-
моррагическая лихорадка свиней с уров-
нем смертности, приближающимся к 100%. 
Возбудителем АЧС является крупный ДНК-
содержащий вирус, который реплицируется 
преимущественно в цитоплазме и отнесен к 
семейству �sfarviridae, род �sfivirus [1].

Сложность противоэпизоотических 
мероприятий заключается в отсутствии вак-
цин против АЧС, что ограничивает возмож-
ности борьбы с распространением болезни, 
поэтому ее ранняя диагностика и высоко-
чувствительные диагностические препара-
ты приобретают первостепенное значение.

Общеизвестно, что использование 
моноклональных антител (МкАт) повышает 
чувствительность и специфичность обна-
ружения вируса АЧС, они позволяют иссле-
довать пробы плазмы и сывороток крови 
свиней с высокой эффективностью, позво-
ляя выявлять специфические антигены при 
значительных разведениях исследуемых об-
разцов.

Одним из диагностически значимых 
белков вируса АЧС является фосфопротеин 
р30 (30 кДа), который располагается в мем-
бране инфицированных клеток, имеет высо-
кую антигенную активность и синтезируется 
на ранних этапах инфекционного цикла, что 

позволяет выявлять вирус на 4-5 сутки после 
заражения животного[2,3].

Целью настоящих исследований яв-
лялось определение возможности исполь-
зования МкАт к рекомбинантному белку 
p30 вируса АЧС для выявления антигенных 
детерминант вирусиндуцированного белка 
при диагностике болезни.

Материалы и методы
В работе использовали:
Вирусный штамм: авирулентный 

штамм вируса АЧС 691/88 (6,5 lg ТЦД50/см
3), 

адаптированный к репродукции в переви-
ваемой культуре клеток CV-1, полученный 
из коллекции микроорганизмов ГНУ ВНИ-
ИВВиМ Россельхозакадемии. 

Бактериальные штаммы: штамм 
клеток E.coli BL21(DE3)pLysS, клон рТТ9/��-��-
FVp30, содержащий рекомбинантную плаз-
миду со встройкой участка гена �P204� виру-�P204� виру-204� виру-� виру- виру-
са африканской чумы свиней, кодирующего 
конформационный эпитоп белка р30 [4,5,6].

Клеточные культуры: перевиваемые 
культуры клеток почки свиньи PK-15 и почки 
африканской зеленой мартышки CV-1; мие-
ломная линия клеток �P 2/0 �g14.1.

Полевые образцы селезёнки свиней.
Постановка электрофореза и имму-

ноблоттинга
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Электрофорез проводили по методу 
�aemmli �.K. [7]. После денатурации иссле-
дуемые образцы вносили в приготовленный 
по стандартной методике 10% ПААГ по 20 
мкл в лунку и пропускали электрический ток 
постоянного напряжения.

Электроперенос белков из геля на 
нитроцеллюлозную мембрану проводили 
в полусухой буферной системе по методу 
Kyhse-�ndersen J. [8].

Далее проводили процедуру имму-
ноблоттинга [9,10,11]. Детекцию белков, 
сорбированных на нитроцеллюлозной мем-
бране, проводили с использованием анти-
видовых антимышиных иммуноглобулинов, 
конъюгированных с пероксидазой хрена. В 
качестве проявляющего красителя применя-
ли субстратный буферный раствор с 0,05% 
3,3’-диаминбензидина (��B) тетрагидрох-��B) тетрагидрох-) тетрагидрох-
лорида. Реакция с положительным образ-
цом МкАт выявляется по окрашенной поло-
се, соответствующей целевому белку.

Постановка реакции непрямой им-
мунофлуоресценции (РНИФ)

Проводили согласно стандартной ме-
тодике, рекомендованной Международ-
ным эпизоотическим бюро и методике, опи-
санной Bool P.H. et al. (1970) и Sanchez-Boti�a 
�. et al. (1970) [2,7]. В качестве антивидового 
конъюгата использовали ФИТЦ-конъюгат 
�gG козы к �gG мыши в рабочем разведении.

Учет реакции проводили в отражен-
ном синем свете на люминесцентном ми-
кроскопе при увеличении 1×90.

Постановка непрямого варианта 
твердофазного иммуноферментного 
анализа (ТФ ИФА)

Вертикальные ряды полистироловых 
планшетов сенсибилизировали при 40С в 
течение ночи препаратами антигенов в раз-
ведении 1:100. 

Планшеты трехкратно отмывали вне-
сением по 0,3 см3/лунку раствора ФБР-Т 
с последующим удалением содержимого 
резким встряхиванием. Планшеты подсу-
шивали постукиванием по сложенной в не-
сколько слоев фильтровальной бумаге. 

Не связанные адсорбционно активные 
центры на полистироле пластин блокирова-
ли 0,5% раствором казеина на 0,02М ФБР, 

рН 7,4, с 0,05% твин-20 и инкубировали в те-
чение 40 минут при 20-22°С.

В лунки горизонтальных рядов план-
шетов вносили по 100 мкл двукратных раз-
ведений на ФБР-Т культуральных жидкостей 
МкАт. В горизонтальный ряд Н специфиче-
скую свиную сыворотку в разведении 1:200.

В горизонтальные ряды А-G вносили 
по 100 мкл рабочего разведения на ФБР-Т-
БСА пероксидазного конъюгата �gG козы к 
�gG мыши. В горизонтальный ряд Н перокси- мыши. В горизонтальный ряд Н перокси-
дазный конъюгат протеина А.

Далее все этапы непрямого ТФ ИФА 
проводили согласно стандартной процеду-
ре.

Учет реакции осуществляли фотоме-
трически при длине волны 405 нм. Реакцию 
считали положительной, если значение оп-
тической плотности субстрата (ОП405) в лун-
ках, в которых инкубировали специфиче-
ский антиген, в 2,1 и более раза превышало 
значение ОП405 субстрата в лунках, в которых 
инкубировали нормальный и гетерологич-
ный антигены. 

Результаты и обсуждение
Для получения МкАт использовали не 

полноразмерный аналог вирусного протеи-
на, а сплит белок, содержащий последова-
тельность целлюлозо-связывающего доме-
на и консервативный центральный участок 
р30 молекулярной массой 14 кДа [12,4]. 

В результате проведенных исследова-
ний было получено более 1,5 тыс. гибрид-
ных клонов, 298 из которых продуцировали 
МкАт к белку p30 вируса АЧС. В результате 
проведения 3-кратного клонирования в по-
лужидком агаре и методом предельных раз-
ведений были отобраны 10 клонов гибри-
дом (1�2; 1�2; 5�11; 7F7; 6B10; 2B7; 4�12; 
7�5; 2E4; 3F6;), синтезирующих МкАт к бел-�5; 2E4; 3F6;), синтезирующих МкАт к бел-5; 2E4; 3F6;), синтезирующих МкАт к бел-E4; 3F6;), синтезирующих МкАт к бел-4; 3F6;), синтезирующих МкАт к бел-F6;), синтезирующих МкАт к бел-6;), синтезирующих МкАт к бел-
ку p30 вируса АЧС. Для дальнейшего изуче-p30 вируса АЧС. Для дальнейшего изуче-30 вируса АЧС. Для дальнейшего изуче-
ния иммунохимических свойств полученных 
МкАт выбраны 3 линии гибридов (5�11; 7F7; 
2B7), стабильно продуцирующие МкАт к 
белку p30 вируса АЧС, имеющие наивысший 
титр активности культуральной жидкости в 
непрямом ТФ ИФА и взaимодействующие 
как с рекомбинантным белком р30, так и с 
нативным культуральным антигеном вируса 
АЧС.
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Изучение свойств моноклональных ан-
тител в серологических реакциях дает лишь 
косвенную информацию об их полипептид-
ной специфичности. Для определения спец-
ифичности полученных МкАт применяли 
метод ДСН-ПААГ-электрофореза с последу-
ющим иммуноблоттингом (рисунок 1).

Результаты определения полипеп-
тидной специфичности МкАт, полученных 
на рекомбинантный белок р30 вируса АЧС, 
представленные на блоттограмме, показа-
ли, что моноклональные антитела клонов 
5�11 и 7F7 взаимодействовали со спец-�11 и 7F7 взаимодействовали со спец-11 и 7F7 взаимодействовали со спец-F7 взаимодействовали со спец-7 взаимодействовали со спец-
ифическим культуральным антигеном ви-
руса АЧС (окрашивание реплики на уровне 
30 кДа) и с лизатом клеток клона �TT9/��-9/��-��-
FVp30, продуцирующего рекомбинантный 
белок p30 (окрашивание реплики на уровне 
14 кДа). Моноклональные антитела клона 
2B7 взаимодействовали только с рекомби-B7 взаимодействовали только с рекомби-7 взаимодействовали только с рекомби-
нантным белком и не взаимодействовали 
с культуральным антигеном, что, вероят-
но, обусловлено изменением конформа-
ции эпитопов, распознаваемых МкАт этого 
клона, при денатурации пробы во время 
электрофореза. МкАт указанных клонов не 
взаимодействовали с нормальным культу-
ральным антигеном, полученным из лизата 
перевиваемой культуры клеток CV-1.

Изучение возможности использования 

полученных моноклональных антител клона 
7F7 для выявления антигена вируса АЧС на 
ранних стадиях инфицирования культуры 
клеток и чувствительных животных показа-
ло, что специфический антиген выявляется 
на 2-3 сутки после инфицирования культуры 
клеток с множественностью заражения 0,1-
0,01 ТЦД50/см

3/клетку. На рисунке 2 показана 
специфическая гранулярная цитоплазмати-
ческая флуоресценция в инфицированных 
клетках. При инкубации тест препаратов с 
культуральными жидкостями не продуци-
рующего антитела клона флуоресценция от-
сутствует.

В результате проведенных исследо-
ваний установили, что МкАт клона 7F7 к 
рекомбинантному р30 специфично взаи-
модействовали только с антигенами вируса 
АЧС инфицированных культуральных тест-
препаратов и не взаимодействовали с анти-
генами тест-препаратов интактной культуры 
клеток CV-1 и препаратами вируса болезни 
Тешена и болезни Ауески. Активность МкАт 
в РНИФ составляла 1:256 – 1:512.

Определение специфичности 
моноклональных антител полученных 
клонов 5�11; 7F7; 2B7 методом непрямого ТФ 
ИФА подтвердила, что МкАт специфически 
взаимодействовали с антигеном вируса 
АЧС и с рекомбинантным белком р30 и не 

Рис.1 – Результаты определения полипептидной специфичности МкАт к белку р30 
вируса АЧС методом иммуноблоттинга. А – белковый электрофорез в 10% ПААГ (в качестве 
источника рекомбинантного белка р30 использовали лизат клеток рекомбинантного клона 
pTT9/��FV�30); Б – блоттограмма исследования культуральной жидкости клона 7F7; В – блот-F7; В – блот-7; В – блот-
тограмма исследования клона 5�11; Г – блоттограмма исследования клона 2B7.
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взаимодействовали с отрицательными 
антигенами - с лизатом интактных культур 
клеток ��-1, PK-15, ПСГК и лизатом клеткок 
E.coli штамма B�21(�E3)p�ysS.

Изучение возможности использования 
МкАт для выявления антигена вируса АЧС 
в пробах селезенки инфицированных 
животных методом непрямого ТФ 
ИФА показало, что активность МкАт в 
культуральной жидкости гибридом клонов 
5�11; 7F7; 2B7 составляла 1:125 - 1:250, а с 
лизатом рекомбинантного р30 - 1:10000.

Активность МкАт клонов 5�11; 7F7; 
2B7 к специфическому культуральному ан-B7 к специфическому культуральному ан-7 к специфическому культуральному ан-
тигену вируса АЧС штамма 691/88 составля-
ла 1:125-1:2000.

Следовательно, полученные монокло-
нальные антитела активны и специфичны 
и пригодны для диагностических исследо-
ваний при АЧС в реакциях непрямой имму-
нофлуоресценции, ТФ ИФА, иммуноцито- и 
иммуногистохимии.

Заключение. Полученные нами 
моноклональные антитела клонов 5�11; 
7F7; 2B7 к рекомбинантному белку p30 
при исследовании в непрямом ТФ ИФА 
не взаимодействуют с нормальными 
антигенами культуры клеток CV-1, 
антигенами E.с�li, и гетерологичных вирусов, 
что свидетельствует об их специфичности. 
В РНИФ МкАт к рекомбинантному р30 

специфично взаимодействовали только с 
антигенами вируса АЧС инфицированных 
культуральных тест-препаратов и не 
взаимодействовали с антигенами тест-
препаратов интактной культуры клеток CV-1 
и препаратами гетерологичных вирусов. 
Активность МкАт в РНИФ составила 1:256 – 
1:512.

При определении полипептидной 
специфичности в иммуноблоттинге МкАт 
взаимодействовали с рекомбинантным бел-
ком р30 и культуральным антигеном вируса 
АЧС. На уровне молекулярной массы 14 и 30 
кДа наблюдали соответствующее специфи-
ческое окрашивание.

Анализ определения антигена вируса 
АЧС на ранних стадиях инфицирования куль-
туры клеток и чувствительных животных по-
казал возможность его выявления на 2-3 
сутки после инокуляции культуры клеток.

Работа содержит оригинальные и но-
вые результаты в области вирусологии и 
диагностики, выполнена коллективом ав-
торов в ГНУ ВНИИВВиМ Россельхозакаде-
мии в 2012 г. по плановым тематикам НИР и 
при финансовой поддержке РФФИ в рамках 
гранта № 12-04-31378 «Рекомбинантные 
белки вируса АЧС для изучения основ его 
иммуногенности и патогенности» (Договор 
№ 12-04-31378\12 от 22.10.2012).

Рис. 2 – Выявление вируса АЧС в инфицированной культуре клеток в РНИФ. А – спец-
ифический культуральный тест-препарат, инфицированной авирулентным вирусом АЧС штам-
ма 691/88 культуры клеток CV-1, фиксированной ацетоном, инкубированный с культуральной 
жидкостью не продуцирующего антитела клона гибридом; Б – специфический культуральный 
тест-препарат, инкубированный с культуральной жидкостью продуцирующего антитела клона 
7F7.
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