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РАЗРАБОТКА ИММУНОФЕРМЕНТНОГО МЕТОДА 
КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ВАКЦИНЫ НА ОСНОВЕ ГИБРИДНОГО 
РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА PSEUDOMONAS AERUGINOSA
Солдатенкова А.В., Кудряшова А.М., Гаврилова Н.Ф., 
Яковлева И.В., Борисова О.В., Свиридов В.В., Михайлова Н.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI, содержащий в своeм составе амино-
кислотные последовательности трех наиболее значимых антигенов P. aeruginosа (мембранных белков 
OprF, OprI и анатоксина aTox), был включен в состав вакцины против синегнойной инфекции. Кон-
троль качества гибридного рекомбинантного белка и вакцины на его основе предполагает определе-
ние его подлинности и полноты сорбции препарата на гидроксиде алюминия. 

Цель исследования – разработка иммуноферментного метода контроля качества вакцинного пре-
парата на основе гибридного рекомбинантного белка P. aeruginosа. 

Гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела, специфичные к слитому рекомбинант-
ному белку, были получены путем слияния злокачественной линии миеломы мыши и иммунных 
спленоцитов мышей, вакцинированных отдельными рекомбинантными белками синегнойной па-
лочки. Для наработки антител в препаративных количествах гибридные клетки культивировали in vivo 
в мышах линии BALB/c. Супернатанты клеточных культур и асцитные жидкости хроматографически 
очищали на иммунном сорбенте. Конъюгирование антител с пероксидазой хрена проводили соглас-
но методу Nakane P.K. Гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI выявляли в твердофазном 
иммуноферментном анализе с использованием полученной панели моноклональных антител и конъ-
югатов моноклональных антител с пероксидазой корня хрена, специфичных к различным эпитопам 
белка. В качестве калибровочных стандартов для построения калибровочного графика использовали 
разведения, содержащие от 78 нг/мл до 5000 нг/мл рекомбинантного белка OprF-aTox-OprI. 

Для детекции OprF-aTox-OprI апробированы 55 вариантов пар моноклональных антител, в 11 слу-
чаях показана способность выявлять рекомбинантный белок. Критерием отбора наиболее чувстви-
тельных и специфичных вариантов ИФА служил предел количественного обнаружения. Для всех 11 
вариантов теста посчитан предел количественного обнаружения. В результате проведенных иссле-
дований были выбраны два варианта иммуноферментного анализа для контроля качества гибридно-
го рекомбинантного белка, обладающие наибольшей чувствительностью. Первый вариант включал 
в себя пару моноклональных антител, специфичных к эпитопам OprF и OprI, второй вариант – к 
эпитопам aTox и OprI. Пределы количественного обнаружения составили 2,9 и 13,6 нг/мл (0,0058 и 
0,027% от предполагаемого содержания антигена в вакцине) для первого и второго вариантов ИФА. 

Отработаны два варианта ИФА для выявления гибридного рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI. Первый вариант позволяет определить количество белка и оценить полноту его сорбции на геле 
гидроокиси алюминия. Для подтверждения подлинности белка целесообразно применять оба метода, 
поскольку они позволяют доказать наличие всех трех антигенов (OprF, aTox и OprI), присутствующих 
в слитом белке.
Ключевые слова: вакцина, Pseudomonas aeruginosa, гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI, иммуноферментный 
анализ
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DEVELOPMENT OF ELISA TEST FOR THE QUALITY CONTROL 
OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA RECOMBINANT VACCINE 
BASED ON THE HYBRID RECOMBINANT PROTEIN
Soldatenkova A.V., Kudryashova A.M., Gavrilova N.F., Yakovleva I.V., 
Borisova O.V., Sviridov V.V., Mikhailova N.A.
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. A hybrid recombinant protein containing the amino acid sequences of the three most significant 
Pseudomonas aeruginosa antigens (membrane proteins OprF, OprI and toxoid aTox) was incorporated into a 
vaccine against Pseudomonas infection. Quality control of a hybrid recombinant protein and appropriate vaccine 
includes determination of authentity and completeness of adsorption upon aluminum hydroxide adjuvant. The 
aim of our study was to develop techniques of quality control for a vaccine based on the hybrid OprF-aTox-
OprI recombinant protein specific to P. aeruginosa. Hybridomas secreting specific monoclonal antibodies 
for OprF-aTox-OprI were derived from the fusion of myeloma cells and murine spleen cells immunized with 
recombinant proteins P. aeruginosa. To produce sufficient quantities of antibodies, the hybrid cells were in 
vivo cultured in BALB/c mice. Supernates and ascite liquids were chromatographically purified with immune 
sorbent. Conjugation of antibodies with horseradish peroxidase was carried out according to P.K.Nakane. 
The hybrid OprF-aTox-OprI recombinant protein was detected by the solid-phase ELISA, using a panel of 
monoclonal antibodies and conjugates of monoclonal antibodies with horseradish peroxidase. Monoclonal 
antibodies were specific for different OprF-aTox-OprI epitopes. Titration assays containing OprF-aTox-OprI 
protein at 78 ng/ ml to 5000 ng/ml were used as quantitative standards for calibration curves. 

To identify the recombinant protein OprF-aTox-OprI, 55 variants of of MAb pairs were tested. Limits of 
quantitative detection served for selection of most sensitive and specific ELISA variants. The quantitative 
detection limit was calculated for all 11 ELISA variants. Two ELISA variants with the highest sensitivity were 
selected for quality control of the hybrid recombinant protein. The limits of quantitative detection were, 
respectively, 2.9 and 13.6 ng/ml (0.0058 and 0.027% of the estimated antigen content in the vaccine) for the 
first and second ELISA variants. The first variant included a pair of monoclonal antibodies specific for the 
OprF and OprI epitopes, the second variant represented aTox and OprI epitopes. Two variants of ELISA were 
developed to detect the hybrid recombinant OprF-aTox-OprI protein. The first variant allows to determine the 
protein amount and to evaluate completeness of its adsorption on aluminum hydroxide. To confirm authenticity 
of the protein, both methods must be used, since they can detect all three antigens (OprF, aTox and OprI) which 
are present in the fusion protein.

Keywords: vaccine, P. aeruginosa, hybrid recombinant protein, OprF-aTox-OprI, enzyme-linked immunoassay

Введение
Устойчивость P. aeruginosa к лекарственным 

препаратам снижает эффективность профилак-
тики и лечения инфекционно-воспалительных 
заболеваний, вызываемых синегнойной палоч-
кой, а также приводит к увеличению их тяжести и 
длительности течения [3]. Поэтому по всему миру 
проводятся исследования по созданию вакцины 
на основе протективных антигенов P. aeruginosa, 
предназначенной для профилактики синегной-
ных инфекций [1, 7, 8, 9].

В ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова в 
течение ряда лет проводились исследования по 
разработке вакцины на основе рекомбинантных 
белков синегнойной палочки, обладающих про-
тективной активностью: мембранных белков 
OprF и OprI, анатоксина с делецией 106 амино-
кислотных остатков С-концевого участка [2] и 
слитого рекомбинантного варианта на основе 
аминокислотных последовательностей вышеука-
занных белков. 

Рекомбинантные белки P. aeruginosа вошли в 
состав вакцины в виде комплекса OprF и анаток-
сина [4], сорбированных на гидроокиси алюми-
ния. Для оценки качества такого варианта препа-
рата получена панель моноклональных антител, 
которые использованы для создания методов его 
контроля в ИФА [6].

Вторым направлением работы являлось соз-
дание вакцины на основе гибридного реком-
бинантного белка OprF-aTox-OprI, включа-
ющего аминокислотные последовательности 
анатоксина и двух мембранных белков (OprF и 
OprI) P. aeruginosa [5]. 

Цель настоящего исследования – разработка 
иммуноферментного метода контроля качества 
вакцинного препарата на основе слитого реком-
бинантного белка.

Материалы и методы
В работе использованы: рекомбинантный бе-

лок OprF-aTox-OprI; МкАт, специфичные к от-
дельным рекомбинантным белкам: OprF (№ 1, 5, 
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6, 7, 8), анатоксину (№ 28) и OprI (№ 1, 2) в каче-
стве иммобизованных; конъюгаты МкАт с перок-
сидазой хрена, специфичные к OprF (КГ № 1, 5, 
6, 7, 8), анатоксину (КГ № 21, 19), OprI (КГ № 1, 
2) в качестве детектирующих антител. 

Реактивы: 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, ком-
по ненты буферных растворов (Sigma, Fluka, 
Helicon). Для приготовления растворов исполь-
зовали деионизированную воду (Milli-Q System, 
Millipore, США). Для проведения ИФА исполь-
зовали 96-луночные планшеты (Corning, США, 
кат. № 2593).

Оборудование: планшетный спектрофото-
метр Bio-RadModel 680 (Bio-Rad, Германия); 
термостатируемый шейкер-встряхиватель ELMI 
SkyLine (ELMI, Латвия); вошер Bio-Rad PW 40 
(Bio-Rad, Германия); весы OHAUS Discovery 
(OHAUS, США); pH-метр MettlerToledoMP 220 
(Sigma-Aldrich, США). 

Для получения гибридом мышей линии 
BALB/c иммунизировали соответствующими ре-
комбинантными белками. Слияние иммунных 
спленоцитов и злокачественной линии миело-
мы мыши P3-X63-Ag8.653 проводили в соответ-
ствии с общепринятым протоколом при помощи 
ПЭГ 1450 (Sigma). Продуцирующие антитела ги-
бридомы отбирали на основании результатов им-
муноферментного анализа. Клонирование про-
водили методом предельных разведений в ранние 
сроки. Все гибридные культуры-продуценты ан-
тител криоконсервировали в жидком азоте. 

Для наработки антител в препаративных ко-
личествах гибридные клетки культивировали 
in vivo в мышах линии BALB/c. Предварительно, 
за 10-14 дней до прививки гибридом, животным 
внутрибрюшинно вводили по 0,5 мл пристана 
(Sigma). Инокулировали клетки в дозе 3-5 × 106 
на животное.

Супернатанты клеточных культур и асцит-
ные жидкости хроматографически очищали на 
иммунном сорбенте. Конъюгирование антител с 
пероксидазой хрена проводили согласно методу 
Nakane P.K.

Для приготовления иммуносорбента в 96-лу-
ночные планшеты вносили по 100 мкл монокло-
нальных антител к анатоксину, OprF или OprI в 
концентрации 10 мкг/мл в 0,02 М фосфатном бу-
ферном растворе рН 7,2 и выдерживали в течение 
19-22 ч при температуре 5±3 °C. После инкубации 
планшеты промывали один раз деионизованной 
водой, далее на 1 час при комнатной температуре 
вносили блокирующий раствор, представляю-
щий собой 0,02 М фосфатный буферный раствор 
рН 7,2, содержащий 5% сахарозы, 0,09% казеина-
та натрия, 0,05% Tween 20. После удаления бло-
кирующего раствора планшеты высушивали в 
ламинарном потоке в течение 2 часов, запаивали 
в полиэтиленовые пакеты и хранили при темпе-
ратуре 5±3 °C до использования.

Для проведения анализа в планшет с иммо-
билизованными моноклональными антителами 
вносили по 100 мкл калибраторов, содержащих 
рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI (5000, 
2500, 1250, 625, 312, 156, 78, 0 нг/мл) и выдер-
живали при температуре 37±2 °С и постоянном 
встряхивании со скоростью вращения 500 об/ мин 
в течение 45±2 мин. Затем планшеты отмывали 
пятикратно и в лунки вносили по 100 мкл конъ-
югата МкАт с пероксидазой моноклональных 
антител к анатоксину, OprF или OprI и выдержи-
вали 30±2 мин в тех же условиях и осуществляли 
промывку планшетов.

Затем в лунки вносили по 100 мкл 33 мМ ци-
тратного буферного раствора рН 4,0, содержаще-
го 0,01 % перекиси водорода и 0,5 мМ 3,3’,5,5’- 
тетраметилбензидина. Через 15 мин реакцию 
останавливали добавлением 50 мкл 2 N серной 
кислоты, измеряли оптическую плотность (ОП) 
при основной длине волны 450 нм и длине волны 
сравнения 680 нм. 

Строили калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации реком-
бинантного белка OprF-aTox-OprI. 

В каждом случае проводили подбор параме-
тров ИФА с целью достижения максимальной 
чувствительности. Чувствительность оценивали 
путем определения предела обнаружения (ПО) 
и предела количественного обнаружения (ПКО).

Статистическая обработка результатов
Полученные данные анализировали с помо-

щью программного обеспечения Microsoft Оffice 
Еxcel 2013.

Результаты и обсуждение
Для количественного определения рекомби-

нантного слитого белка OprF-aTox-OprI исследо-
вано 55 комбинаций антител для захвата и детек-
ции, специфичных к эпитопам, находящимся на 
разных участках слитого белка.

Критерием отбора наиболее чувствительных 
и специфичных вариантов служил предел 
количественного обнаружения (ПКО), ко-
торый определяли по калибровочному 
графику зависимости оптической плотности 
от концентрации рекомбинантного слитого 
белка OprF-aTox-OprI. ПКО представлял собой 
концентрацию препарата, соответствующую 
пороговому значению оптической плотности, 
определяемому по формуле:

ОПпорог .= ОПср.К- + 10σ,
где ОПср.К- – среднее арифметическое значение 
ОП нулевой пробы, σ – среднее квадратическое 
отклонение ОП нулевой пробы (8 повторов).

Рабочие разведения концентраций антител 
для иммобилизации в лунках планшета и конъ-
югатов антител с пероксидазой устанавливали 
в предварительных экспериментах. Результаты 
определения ПКО для вариантов сэндвич-ме-
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тода со значениями ПКО, не превышающими 
100 нг/ мл, представлены в таблице 1.

Для дальнейшей работы были выбраны два ва-
рианта ИФА, обладающие достаточной чувстви-
тельностью и включающие антитела, специфич-
ные ко всем трем участкам слитого белка: 

МкАт № 5 к OprF – МкАт № 2 к OprI, конъю-
гированные с пероксидазой;

МкАт № 28 к анатоксину – МкАт № 2 к OprI, 
конъюгированные с пероксидазой.

На рисунках 1 и 2 представлены калибровоч-
ные графики зависимости оптической плотно-
сти от концентрации белка OprF-aTox-OprI при 
использовании вышеперечисленных пар МкАт. 
Для обоих вариантов установлены диапазоны 
концентраций калибровочных образцов, про-
ведена оценка приемлемости аппроксимации и 
воспроизводимости. 

Построенные графики определяют диапазон 
концентраций калибровочных образцов, которые 
могут использоваться для количественного опре-
деления рекомбинантного белка OprF-aTox-OprI. 
Минимальный калибратор должен содержать ис-
комый белок в концентрации не ниже предела 
количественного обнаружения (ПКО). Концен-
трация максимального калибратора определяется 
техническими характеристиками прибора; обычно 
оптическая плотность, регистрируемая для мак-
симального калибратора, не должна превышать 
2,0 о. е. Этим условиям соответствовали диапазо-
ны концентраций 2,9-2500 нг/мл и 13,6- 5000 нг/ мл 
для 1-го и 2-го варианта соответственно. 

Приемлемость аппроксимации проверяли 
обратным пересчетом концентраций калибро-
вочных образцов с применением выбранной 
функции, с учетом требований, что не менее 75% 
рассчитанных значений концентраций калибро-
вочных образцов может отклоняться от номи-
нальных значений не более чем на 20%, а концен-
трация калибратора, соответствующего пределу 
количественного обнаружения, – не более чем на 
25%. Полиномиальная аппроксимация удовлет-
воряла перечисленным условиям, и результаты 
ОП в выбранном диапазоне концентраций анти-

гена подлежали количественной интерпретации. 
Коэффициент вариации, рассчитанный по ОП в 
четырех повторах для каждой концентрации ан-
тигена, не превышал 8%.

Контроль качества гибридного рекомбинант-
ного белка и вакцины на его основе предполага-
ет определение подлинности и полноты сорбции 
препарата. 

Разрабатываемый метод количественного 
определения рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI базируется на методе твердофазного ИФА в 
сэндвич-варианте, при котором на внутренней 
поверхности лунок планшета иммобилизованы 
моноклональные антитела к анатоксину, OprF 
или OprI. На первой стадии анализа в лунках с 
иммуносорбентом происходит образование им-
мунных комплексов «антитело/антиген». На вто-
рой стадии анализа, после отмывки, образовав-
шиеся иммунные комплексы взаимодействуют с 
моноклональным антителами мыши к анатокси-
ну, OprF или OprI, конъюгированными с перок-
сидазой хрена.

При конструировании сэндвич-метода для 
выявления слитого рекомбинантного антигена 
использованы антитела к разным эпитопам. В на-
стоящем исследовании апробированы 55 вари-
антов пар антител. Поскольку рекомбинантный 
слитый белок представляет собой аминокислот-
ную последовательность трех разных антигенов 
P. aeruginosa, исследовали пары антител, специ-
фичные к эпитопам, находящимся на разных 
участках слитого белка. Для количественного 
определения рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI были выбраны два варианта ИФА, облада-
ющие наибольшей чувствительностью и вклю-
чающие антитела, специфичные ко всем трем 
участкам слитого белка: анатоксину, OprF и OprI. 

Поскольку в процессе синтеза не исключена 
деградация полипептидной цепи, наиболее пер-
спективными вариантами выявления полнораз-
мерного белка можно считать тесты, в которых 
в качестве пары используются моноклональ-
ные антитела к эпитопам, находящимся на N- и 
C-концах полипептидной цепи, а именно специ-

ТАБЛИЦА 1. ПРЕДЕЛЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОБНАРУЖЕНИЯ ДЛЯ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТОВ ТЕСТОВ 
TABLE 1. QUANTIFICATION LIMITS FOR VARIOUS ELISAs

КГ
Conjugated  

Mab
МкАт
на подложке
Absorbad Mab

№ 1-ПХ 
OprI, нг/мл
No. 1-HRP 
OprI, ng/ml

№ 2-ПХ 
OprI, нг/мл
No. 2-HRP 
OprI, ng/ml

№ 1-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 1-HRP 
OprF, ng/ml

№ 5-ПХ
OprF, нг/мл
No. 5-HRP 
OprF, ng/ml

№ 6-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 6-HRP 
OprF, ng/ml

№ 7-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 7-HRP 
OprF, ng/ml

№ 8-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 8-HRP 
OprF, ng/ml

№ 5 OprF 3,7 2,9 – – – – –
№ 7 OprF 74,9 16,3 – – – – –
№ 28 анатоксин
No. 28 toxoid 33,7 13,6 19,9 88,8 78,7 17,6 74,2
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Рисунок 1. Калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации OprF-aTox-OprI 
(нг/мл) с использованием пары МкАт № 5 к OprF – МкАт 
№ 2 к OprI, конъюгированных с пероксидазой хрена
Figure 1. Standard curve of the dependence of optical density 
on the concentration of OprF-aTox-OprI (ng/ml). ELISA with 
using a pair of Mab No. 5 specific to OprF and Mab No. 2 
specific to OprI conjugated to horseradish peroxidase

Рисунок 2. Калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации OprF-aTox-OprI 
(нг/мл) в тесте с использованием пары МкАт № 28  
к анатоксину – МкАт № 2 к OprI, конъюгированных  
с пероксидазой хрена
Figure 2. Standard curve of the dependence of optical density 
on the concentration of OprF-aTox-OprI (ng/ml). ELISA with 
using a pair of Mab No. 28 specific to toxoid and Mab No. 2 
specific to OprI conjugated to horseradish peroxidase 

фичным к аминокислотным последовательно-
стям белков OprF и OprI. Вариант теста с исполь-
зованием в качестве иммобилизованных антител 
МкАт № 5, специфичных к OprF, и конъюгата 
МкАт № 2-ПХ, специфичного к OprI, удовлет-
ворял требуемым условиям и обладал достаточ-
ной чувствительностью: ПКО составил 2,9 нг/мл 
(0,0058% от предполагаемого содержания анти-
гена в вакцине). 

Такой тест может быть использован для ко-
личественного определения рекомбинантного 
белка OprF-aTox-OprI, а также оценки полноты 
сорбции вакцины на его основе.

С другой стороны, для контроля подлинности 
вакцинного препарата, состоящего из слитого 
рекомбинантного белка, требуется подтвержде-
ние наличия эпитопов всех трех антигенов, вхо-

дящих в его состав. С этой целью дополнительно 
отработан второй вариант теста с использовани-
ем МкАт № 28, специфичного к анатоксину, и 
конъюгата МкАт № 2-ПХ, специфичного к OprI 
(ПКО составил 13,6 нг/мл – 0,027% от предпола-
гаемого содержания антигена в вакцине). 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований разработаны два метода ИФА для 
контроля качества рекомбинантного слитого 
белка OprF-aTox-OprI. Первый вариант позволя-
ет определить количество белка и оценить пол-
ноту его сорбции на геле гидроокиси алюминия. 
Для подтверждения подлинности белка целесо-
образно применять оба метода, поскольку они 
позволяют доказать наличие всех трех антигенов, 
присутствующих в слитом белке.
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