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Резюме. Панель моноклональных антител (МКА) к VP35, VP40 и NP белкам вирусов Эбола и Мар-
бург была использована для исследования способности МКА к вирусным белкам VP35, VP40 и NP 
взаимодействовать с их рекомбинантными белками-аналогами. Было установлено, что МКА эффек-
тивно распознавали рекомбинантные белки-аналоги филовирусов. Это позволило предложить вари-
ант иммуноферментного анализа на основе МКА для захвата вирусного антигена и МКА меченых 
биотином, который эффективно и специфически выявлял рекомбинантные и вирусные белки ви-
русов Эбола и Марбург в пределах от 1 до 150 нг/мл. Эта позволило сделать вывод о том, что МКА 
и рекомбинантные белки VP35, VP40 и NP вирусов Эбола и Марбург перспективны для разработ-
ки нового поколения средств иммунодиагностики и для исследования особенностей иммунологии 
филовирусных инфекций.
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Введение
Вирус Марбург (ВМ) и вирус Эбола (ВЭ) (се-

мейство Filoviridae) вызывают у людей одноимен-
ные геморрагические лихорадки с очень тяже-
лым течением заболевания и высоким уровнем 
летальности, которая может достигать 70-90%  
[26, 47, 52, 53, 54, 55, 56]. Филовирусы распростра-
няются от человека к человеку через прямой кон-
такт с биологическими жидкостями. Аэрозоль-
ный путь передачи также возможен [7, 8, 13, 33].  
Ввоз обезьян из стран Африки для зоопарков 
и лабораторных исследований, а также развитие 
туризма в данном регионе – возможный путь 
контакта человека с чрезвычайно патогенными 
для человека филовирусами [45]. Недавно были 
получены первые экспериментальные данные, 
показывающие, что природным резервуаром для 
филовирусов являются несколько видов фрукто-
вых летучих мышей [25, 36]. Подтверждение этих 
результатов будет говорить о выявлении новой 
эпидемиологической цепочки распространения 
филовирусных инфекций и связанной с контак-
тами человека с фруктовыми летучими мышами 
и загрязненными ими тропическими фруктами.

Апробированных вакцин против этих инфек-
ций нет. Первые экспериментальные вакцины, 
полученные на основе инактивированных пре-
паратов филовирусов, оказались неэффективны 
[20, 28, 37]. Вакцина на основе аденовирусного 
вектора, несущего гены белков наружного гли-
копротеина (GP) и матриксного белка VP40 ви-
рионов нескольких штаммов ВМ и ВЭ, оказалась 
способна вызывать в организме приматов синтез 
протективных антител [46]. Экспериментальная 
рекомбинантная вакцина на основе вируса ве-
зикулярного стоматита со встройкой гликопро-
теина GP филовирусов была способна защищать 
обезьян от летальной инфекции, вызываемой 
вирусом Марбург и Эбола, при однократной им-
мунизации [31]. Высокая контагиозность и па-
тогенность филовирусов для человека требует 
быстрой и дифференциальной диагностики вы-
зываемых ими инфекций. Это тем более важно, 
так как стремительно развивающиеся геморра-
гические лихорадки приводят к летальному ис-
ходу в течение 5-12 дней, и первичные симпто-
мы филовирусных лихорадок во многом схожи 
с клинической картиной, характерной для ряда 
других заболеваний, которые вызываются виру-
сами, бактериями или простейшими. Это, пре-
жде всего, желтая лихорадка, лихорадка Ласса, 

дизентерия, тиф, чума, малярия и целый ряд 
других инфекционных заболеваний [29], для не-
которых из них разработаны вакцины и методы 
специфического лечения, а точная диагностика 
в этом случае предопределяет успех лечения [17]. 

Характерной особенностью филовирусных 
заболеваний является раннее появление вирус-
ных антигенов в сыворотке крови. Так, антиген 
ВЭ обнаруживается в сыворотке крови инфици-
рованных морских свинок и обезьян уже через 
4 суток, фактически в конце инкубационного пе-
риода заболевания [9, 10]. У пациентов ВЭ может 
быть обнаружен на третий день после начала за-
болевания и его концентрация в крови достигает 
106-108 вирусных частиц в миллилитре [48, 49]. 
ВМ появляется в крови инфицированных мор-
ских свинок и обезьян Macaca mulatta на 4 сутки 
от заражения и может быть обнаружен методом 
ИФА [6]. Также характерно высокое содержание 
ВМ в слюне и выделениях лабораторно инфици-
рованных животных [21]. Эта особенность раз-
вития заболевания делает высокоэффективными 
методы иммунологической диагностики, осно-
ванные на раннем выявлении вирусных антиге-
нов в биологических жидкостях человека и жи-
вотных. 

Гликопротеин (GP), основной структурный 
белок оболочки филовирусов, имеет невысокий 
удельный вес в составе вириона, около 4,7% [27]. 
Поэтому более перспективно использовать для 
иммунодиагностики филовирусных инфекций 
структурные белки – нуклеопротеин (NP), ма-
триксный белок VP40 и кофактор вирусной поли-
меразы (белок VP35), которые составляют 17, 37,7 
и 24,5% от массы вириона соответ ственно [27]. 

Ранее нами была получена коллекция гибри-
дом, стабильно продуцирующих МКА к струк-
турным белкам NP, VP40, VP35 ВМ [14] и к бел-
кам NP и VP35 ВЭ [4]. Целью данной работы было 
пополнение коллекции гибридом и исследование 
иммунохимических свойств МКА в конкурент-
ном ИФА для выявления пар МКА способных: 
а) эффективно «захватывать» вирусные и реком-
бинантные антигены ВМ и ВЭ в твердофазном 
ИФА; б) эффективно выявлять образовавшиеся 
на твердой фазе иммунные комплексы; а так-
же исследование иммунохимических свойств ре-
комбинантных белков VP35, VP40 и NP на при-
годность их использования для конструирования 
иммунодиагностических средств.
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Материалы и методы
Вирусные препараты. В экспериментах ис-

пользовали очищенный, концентрированный 
из культуральной среды инфицированных клеток 
Vero, инактивированный ВЭ, субтип Заир (штамм 
Mayinga) [18]. Вирус Марбург (штамм Popp) был 
получен методом ультрацентрифугирования 
плазмы крови инфицированных морских свинок 
по методике, приведенной в [2], инактивирован 
обработкой 0,17% димером этиленимина с по-
следующей инкубацией при 8-10 °С в течение 24 ч 
и далее прогреванием при 60 °С в течение 1 часа, 
как описано в работе [41]. Антиген ВМ был лю-
безно предоставлен доктором Белановым Е.Ф., 
а антиген ВЭ-доктором Чепурновым А.А.

Рекомбинантные белки ВМ и ВЭ. Белки 
ВМ были получены в результате экспрессии пол-
норазмерных генов VP35 и VP40 в клетках E. coli, 
по методикам, приведенным в [16]. Рекомби-
нантные белки VP40 и NP ВЭ получали анало-
гично по методикам, приведенным в [5]. 

Сыворотки и иммуноглобулины, специфичные 
к вирусу Эбола. Препарат очищенных лошадиных 
иммуноглобулинов (Ig-лошадь-ВЭ) был полу-
чен из ВЦ НИИМ МО РФ (г. Сергиев Посад) [1]. 
Поликлональные антисыворотки (АС-ВЭ) по-
лучали путем иммунизации препаратом ВЭ мы-
шей BALB/c (весом 18-20 г) и крыс Lou (весом  
180-200 г), как описано [4]. Получение поликло-
нальной антисыворотки кролика против ВЭ опи-
сано [19]. Антисыворотки к рекомбинантным 
белкам получали при иммунизации беспородных 
белых мышей.

Сыворотки и иммуноглобулины, специфич-
ные к вирусу Марбург. В качестве референс-
антисыворотки против ВМ использовали сы-
воротку человека, переболевшего лихорадкой 
Марбург [11]. Коммерческий препарат очищен-
ных лошадиных иммуноглобулинов (Ig-лошадь-
ВМ) был получен из ВЦ НИИМ МО РФ (г. Сер-
гиев Посад). С целью получения иммунных 
сывороток (АС-ВМ) проводили иммунизацию 
инактивированным препаратом ВМ мышей 
BALB/c и кроликов [14]. Антисыворотки к ре-
комбинантным белкам получали при иммуниза-
ции беспородных белых мышей.

Получение гибридом. Слияние клеток (гибри-
дизацию) проводили, как описано [4], с помощью 
полиэтиленгликоля по методу, предложенному 
Gefter М. [30]. Использовали соотношение мие-
ломных клеток NS/1 к иммунным спленоцитам 1:3.  
Отбор позитивных гибридом, секретирующих 
специфические МКА к антигену, осуществля-

ли методом ТИФА. Гибридомы, секретирующие 
специфичные антитела, были дважды клониро-
ваны методом предельных разведений. Криокон-
сервацию гибридных клеточных линий проводи-
ли в жидком азоте, как описано [4]. 

Моноклональные антитела. Наработку МКА 
проводили, как описано [4]. Для очистки МКА 
использовали каприловую кислоту в соответ-
ствии с рекомендациями [22] и с последующим 
осаждением в 50% растворе сульфата аммония 
(pH 7,0). Типирование классов и подклассов 
МКА проводили методом ТИФА с использова-
нием моноспецифических мышиных антител 
(«Sigma», США). Концентрацию белков опре-
деляли при помощи набора «Bio-Rad Protein 
Assay» в соответствии с рекомендациями произ-
водителя. 

Иммунологические методы. 
Твердофазный ИФА (ТИФА) проводи-

ли в полистироловых планшетах, как описа-
но нами ранее [16]. Для проявления иммуно-
химической реакции использовали хромоген,  
0,1% O-фенилендиамин, в цитратно-фосфатном 
буфере (0,2 М лимонной кислоты, 0,5 М Na2HPO3, 
рН 5,0) с 0,03% перекиси водорода. Останавли-
вали реакцию добавлением 100 мкл на лунку 
1 NHCl и измеряли оптическую плотность образ-
цов на спектрофотометре «Multiscan» с использо-
ванием светофильтра с максимумом пропускания 
492 нм. В качестве отрицательного и положи-
тельного контроля использовали гомологичные 
нормальную (неиммунную) и гипериммунную 
сыворотки соответственно. 

Приготовление конъюгатов антител с биоти-
ном проводили по методу, описанному [23], ис-
пользуя Biotin N-hydroxysuccinimide ester с FW 341  
(«Sigma», США) в соотношении 250 мкг/1мг 
МКА. Процесс включения биотина в МКА кон-
тролировали титрованием меченых антител 
на антигене, иммобилизованном на пластик, 
с конъюгатом пероксидазы со стрептовидином.

Конкурентный ИФА. В лунках высокосорб-
ционных полистироловых планшетов («Testiks╗» 
или «Nunc») сорбировали очищенные МКА  
в 0,5 М карбонатном буфере (рН 9,0) в объеме 
100 мкл при 22 °C в течение 12 часов. Места для 
неспецифического связывания антител на план-
шетах насыщали 0,5 % раствором казеина и вы-
держивали при 37 °С в течение 30 минут. Рас-
твор антигена выдерживали в течение ночи при 
4 °С или при 37 °С в течение часа. Затем в лунки 
планшетов вносили конъюгаты МКА с биотином 
в рабочих разведениях, выдерживали при 37 °С 
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в течение часа и после 3-кратной отмывки лунок 

вносили в них конъюгат стрептавидина с перок-

сидазой. Специфическое связывание антител, 

меченных биотином, с конъюгатом выявляли 

жидкой субстратной системой ТМБ (3,3’, 5,5’ – 

Tetramethylbenzidine, «Sigma») по 100 мкл на лун-

ку. Выдерживали планшеты 30 мин в темноте, 

останавливали реакцию добавлением 100 мкл 

на лунку 1N соляной кислоты и измеряли опти-

ческую плотность образцов на спектрофотометре 

(«Uniscan», Финляндия) при длине волны 450 нм. 

Положительным считали результат измерения 

ОП в лунке, превышающий в 2 раза таковой для 

лунки с отрицательным контролем. Для отрица-

тельного контроля связывания антител с анти-

геном использовали пару неспецифичных МКА 

или один вид МКА для «захвата» антигена. 

Электрофорез и иммуноблот. Электрофорез 
проводили по методу, описанному в работе [12] 
в прерывистой буферной системе с использова-
нием 12-15% полиакриламидного геля с 0,1% до-
децилсульфата натрия в трис-глициновом буфере. 
Окраску гелей проводили при помощи Кумасси 
G-250. Вирусные и рекомбинантные белки по-
сле электрофореза переносили на нитроцеллю-
лозную мембрану (Millipore, США) на аппарате 
Transpor («LKB», Швеция). Места неспецифи-
ческого связывания насыщали 0,5% раствором 
казеина в буфере ТСБ-Твин (0,145 М хлористого 
натрия, 20 mM Трис-HCl, 5 mM PMSF («Sigma»), 
0,1% Tween-20 (Serva), pH-7,4) при 37 °С в тече-
ние 2 часов. Затем отдельные полоски мембраны 
инкубировали с очищенными МКА 4 часа при 
20-22 °С. Специфическое связывание антител, 
взаимодействующих с вирусными или рекомби-
нантными белками, выявляли с помощью конъ-
югата антивидовых антител меченых пероксида-
зой хрена. 

Результаты и обсуждение
Антитела сыворотки человека, переболевше-

го лихорадкой Марбург в результате случайного 
лабораторного заражения [11], выявляют все ви-
русные структурные белки в препарате очищен-
ного и инактивированного ВМ (рис. 1). Наиболее 
отчетливо выявлялись белки NP, VP35 и VP40, 
что говорит об их высокой иммуногенности для 
иммунной системы человека и возможности ис-
пользования этих вирусных полипептидов в ка-
честве антигена для конструирования иммуноди-
агностических тест систем. 

В таблице 1 представлены данные по спо-
собности поликлональных антител различно-
го видового происхождения взаимодействовать 
с нативными инактивированными антигена-
ми филовирусов и рекомбинантными белками 
VP35 и VP40 ВМ, а также с NP и VP40 ВЭ. В этих 
экспериментах были использованы аффин-
но-очищенные рекомбинантные белки (рис. 2). 
Представленные данные показывают, что реком-
бинантные белки филовирусов, полученные в ре-
зультате экспрессии соответствующих полнораз-
мерных генов в клетках E. coli, сохранили свою 
антигенную структуру и способны специфически 
взаимодействовать с поликлональными антиви-
русными антителами различного видового про-
исхождения. Важно отметить, что поликлональ-
ные антитела не выявили значимого антигенного 
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Рисунок 1. Иммуноблот белков вируса Марбург 
с антителами сыворотки реконвалесцента
Примечание. 1 – нормальная сыворотка человека в разведении 
1:1000; 2 – сыворотка человека, переболевшего лихорадкой 
Марбург [11], в разведении 1:1000. Стрелками обозначено 
местоположение белков вируса Марбург.
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Рисунок 2. Электрофореграмма вирусов Марбург 
и Эбола и рекомбинатных белков
Примечание. 1 – рекомбинатный белок VP35 вируса Марбург 
(5 мкл); 2 – рекомбинатный белок VP40 вируса Марбург (5 мкл);  
3 – препарат инактивированного вируса Марбург (10 мкл); 
4 – препарат инактивированного вируса Эбола (10 мкл);  
5 – рекомбинатный белок VP40 вируса Эбола (5 мкл);  
6 – рекомбинатный нуклеопротеин вируса Эбола( 5мкл);  
7 – белковые маркеры молекулярного веса (10 мкл) (Bio-Rad).

ТаблИца 1. ИММунохИМИческИе свойсТва РазлИчных анТИгенов вИРусов МаРбуРг И Эбола в ТИФа

Антитела
Титр антител (обратные величины) к  следующим антигенам:

вирус
Марбург

рек.
VP40 ВМ

рек.
VP35 ВМ PQE вирус 

Эбола
рек.

VP40 ВЭ
рек.

NP ВЭ
ЧС (1990г) 24300 8100 2700 < 100 900 < 100 < 100
ЧС (1996г) 200 400 < 100 < 100 < 100 < 100 < 100
Л.IgG-ВМ 218700 72900 218700 < 100 2700 < 100 < 100
МАС-ВМ 24300 24300 8100 < 100 300 < 100 < 100
КАС-ВМ 24300 24300 24300 < 100  < 100  < 100  < 100
МАС-рек. VP35-ВМ* 24300 < 100 656100 < 100 < 100 < 100 < 100
МАС-рек. VP40-ВМ* 72900 1968300 < 100 < 100 < 100 < 100 < 100
Л. IgG-ВЭ 24300 < 100 < 100 < 100 656100 656100 656100
КАС-ВЭ 2700 < 100 < 100 < 100 218700 218700 656100
МАС-ВЭ 2700 < 100 < 100 < 100 218700 218700 218700
Кр-АС-ВЭ 8100 < 100 < 100 < 100 218700 218700 218700
МАС-рек. V40-ВЭ* < 100 < 100 < 100 < 100 656100 1968300 < 100
МАС-рек. NP-ВЭ* < 100 < 100 < 100 < 100 656100 < 100 1968300
отрицательные кон-
троли** < 100 < 100 < 100 < 100 < 100 < 100 < 100

Примечание. ЧС – сыворотка человека, переболевшего лихорадкой Марбург [11] (в скобках указана дата забора 
крови); Л. IgG – очищенные IgG лошадей, иммунизированных инактивированными и инфекционными препаратами 
Марбург и Эбола (г. Сергиев Посад); МАС – мышиные антисыворотки; КАС – антисыворотка кролика, иммунизированного 
инактивированным антигеном ВМ или ВЭ; Кр-АС-ВЭ – антисыворотка крысы, иммунизированной инактивированным 
антигеном ВЭ; PQE – лизат E. coli (отрицательный контроль для рекомбинантных белков).
* – проводили обработку (истощение) исследуемых моноспецифических сывороток в присутствии 1% раствора лизата 
E. coli клеток 20 мин при 37 °С; ** – в качестве отрицательного контроля использовали нормальные сыворотки человека 
(5 сывороток), лошади (1 сыворотка), мыши (5 сывороток); концентрация антигенов 100 нг/лунка.

перекреста между рекомбинантными полипепти-
дами ВМ и ВЭ. Это позволяет заключить, что по-
лученные рекомбинантные полипептиды могут 
быть использованы для конструирования имму-
нодиагностических методов, дифференцирую-
щих эти две филовирусные инфекции. 

Для иммунохимической характеризации МКА 
были определены белки-мишени для них в им-
муноблоте, титры специфического взаимодей-
ствия с инактивированными вирусами и реком-
бинантными белками в ТИФА (табл. 2), класс 
и субклассы гибридомных иммуноглобулинов 
(данные не представлены), взаимодействие с го-
мологичными вирусами и рекомбинантными 
белками в иммуноблоте (рис. 4). В результате ис-
следования было показано, что МКА имеют вы-
сокий уровень специфического взаимодействия 
с нативными вирусными белками и их рекомби-
нантными аналогами и все МКА, кроме одного 
вида 6G8, специфичных к нуклеопротеину ВЭ, 
не имеют перекрестной активности с гетероло-
гичными вирусными и рекомбинантными бел-
ками. На рисунке 3 представлен результат элек-
трофоретического анализа используемых для 
исследования очищенных препаратов МКА.
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ТаблИца 2. ИсследованИе ИММунохИМИческИх свойсТв И ПеРекРесТной акТИвносТИ Мка 
с геТеРологИчныМИ вИРусныМИ И РекоМбИнанТныМИ белкаМИ

№
п/п

назва-
ние
МКА

специ-
фич-
ность

(вирус)

белок-
мишень

Концент-
рация 

очищен-
ных 
МКА
в мл

Титры очищенных МКА в ТИФА с вирусными антигенами 
и рекомбинатными аналогами

вирус
Марбург

рек.
VP40 
ВМ

рек.
VP35 
ВМ

вирус 
Эбола-IS

рек.
VP40 ВЭ

рек.
NP ВЭ

1 3F9 ВМ VP35 11,8 656100 - 729000 - - -

2 9D8 ВМ VP35 5,7 729000 - 656100 - - -

3 8G3 ВМ VP35 6,0 218700 - 72900 - - -

4 5G9 ВМ VP40 7,2 729000 72900 - - - -

5 7H10 ВМ VP40 8,0 729000 729000 - - - -

6 9G6 ВМ VP40 6,8 218700 218700 - - - -

7 6B7 ВМ VP40 6,8 656100 656100 - - - -

8 1C12 ВМ VP40 3,6 24300 24300 - - - -

9 10E11 ВМ VP40 5,3 24300 24300 - - - -

10 7D8 ВМ VP40 5,9 2187000 243000 - - - -

11 5G8 ВМ VP40 1,4 656100 656100 - - - -

12 7С4 ВМ VP40 6,7 2187000 729000 - - - -

13 5F11 ВМ NP 3,6 2187000 - - - - -

14 9C7 ВМ NP 8,7 6561000 - - - - -

15 5H7 ВМ NP 7,7 2187000 - - - - -

16 3A5 ВМ NP (?) 4,3 218700 - - - - -

17 1C7 ВЭ-IS VP35 7,8 - - - 2187000 - -

18 6F7 ВЭ -IS VP35 8,3 - - - 729000 - -

19 1C1 ВЭ-8МС VP40 14,5 - - - 6561000 6561000 -

20 4A2 ВЭ-IS VP40 7,7 - - - 6561000 6561000 -

21 1E6 ВЭ-8МС VP40 1,5 - - - 72900 656100 -

22 3D9 ВЭ-8МС VP40 7,0 - - - 729000 218700 -

23 1B5 ВЭ-8МС VP40 5,7 - - - 72900 656100 -

24 5С10 ВЭ-IS VP40 6,3 - - - 24300 13500 -

25 2E12 ВЭ-IS VP40 3,6 - - - 24300 13500

26 1B2 ВЭ-IS NP 8,9 - - - 2187000 - 2187000

27 7B11* ВЭ-IS NP 7,2 - - - 512000 - 656100

28 1E5 ВЭ-IS NP 6,3 - - - 218700 - 243000

29 4B9 ВЭ-IS NP 7,4 - - - 656100 - 2187000

30 9A7 ВЭ-IS NP 4,3 - - - 24300 - 72900

31 4A8 ВЭ-IS NP 7,2 - - - 2187000 - 121500

32 10B4 ВЭ-IS NP 9,0 - - - 2187000 - 729000

33 6G8 ВЭ-IS NP 6,8 2700 - - 24300 - 243000

34 6A8 ВЭ-IS NP 4,3 - - - 72900 - 40500

35 10A8 ВЭ-IS NP 7,2 - - - 218700 - 218700

Примечание. ВЭ-IS – исходный штамм ВЭ-Заир; 8МС – штамм ВЭ-Заир, адаптированный к морским свинкам, 
на 8 пассаже вызвал гибель животных [50]; МКА 7B11* – продукт секреции гибридомы крысиного происхождения (автор 
гибридомы – доктор Перебоев А.В.); NP – белок – мишень не определяется в блоте; - – нет реакции в данном методе; 
концентрация антигенов 100 нг/лунка.
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Рисунок 3. Электрофореграмма Мка, очищенных каприловой кислотой
Примечание. 1 – белковые маркеры молекулярного веса (10 мкл) (Bio-Rad); 2, 3, 4 – препараты очищенных мышиных МКА 3F9, 7D8, 
7H10, специфичные к ВМ (по 1 мкл); 5, 6, 7 – препараты очищенных мышиных МКА 1C1, 4A2, 1В2, специфичные к ВЭ (по 1 мкл); 
стрелками обозначены цепи иммуноглобулинов.
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Рисунок 4. Иммуноблот Мка с нативными и рекомбинатными белками вирусов Марбург и Эбола
а) Все полоски мебраны обработаны препаратом очищенных МКА 3F9 в разведении 1:500; 1 – препарат вируса Марбург; 2 – препарат 
вируса Эбола (отрицательный контроль на антиген); 3 – лизат E. coli (отрицательный котроль для рекомбинатного белка); 4 – очищенный 
рекомбинатный белок VP35. 
b) 1 – препарат вируса Марбург, обработан МКА 7Н10 в разведении 1:500; 2 – препарат вируса Марбург, обработан МКА 7D8 
в разведении 1:500; 3 – рекомбинатный белок VP40, обработан МКА 7Н10 в разведении 1:500; 4 – рекомбинатный белок VP40, 
обработан МКА 7D8 в разведении 1:500; 5 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 7Н10 в разведении 1:500 (отрицательный контроль); 
6 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 7D8 в разведении 1:500 (отрицательный контроль); 7 – лизат E. coli, обработан МКА 7Н10 
в разведении 1:500 (отрицательный контроль); 8 – лизат E. coli, обработан МКА 7D8 в разведении 1:500 (отрицательный контроль).
c) 1 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 4А2 в разведении 1:10 000; 2 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 1С1 в разведении 
1:10 000; 3 – рекомбинатный белок VP40, обработан МКА 4А2 в разведении 1:10 000; 4 – рекомбинатный белок VP40, обработан МКА 1С1  
в разведении 1:10 000; 5 – препарат вируса Марбург, обработан МКА 4А2 в разведении 1:10 000 (отрицательный контроль);  
6 – препарат вируса Марбург, обработан МКА 1С1 в разведении 1:10 000 (отрицательный контроль); 7 – лизат E. coli, обработан МКА 4А2 
в разведении 1:10 000 (отрицательный контроль); 8 – лизат E. coli, обработан МКА 1С1 в разведении 1:10 000 (отрицательный контроль).
d) 1 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 1В2 в разведении 1:500; 2 – препарат вируса Эбола, обработан МКА 7В11 
в разведении 1:500; 3 – рекомбинатный NP, обработан МКА 1В2 в разведении 1:500; 4 – рекомбинатный NP, обработан МКА 7В11 
в разведении 1:500; 5 – препарат вируса Марбург, обработан МКА 1В2 в разведении 1:500 (отрицательный контроль); 6 – препарат 
вируса Марбург, обработан МКА 7В11 в разведении 1:500 (отрицательный контроль); 7 – лизат E. coli, обработан МКА 1В2 в разведении 
1:500 (отрицательный контроль); 8 – лизат E. coli, обработан МКА7В11 в разведении 1:500 (отрицательный контроль).



184

Казачинская Е.И. и др. Медицинская Иммунология

Методом конкурентного ИФА (КИФА) МКА 
были исследованы на способность «захватывать» 
вирусные и рекомбинантные антигены из раство-
ра и формировать иммунные комплексы на поли-
стироловой поверхности микропланшет. В этом 
варианте КИФА другой вид МКА, меченных 
биотином, позволял судить об эффективности 
реакции захвата антигена. Всего было исследова-
но 21 вид МКА, специфичных к белкам ВЭ – два 
к VP35; девять к VP40; десять к нуклеопротеину. 
Из 16 видов МКА, специфичных к белкам ВМ – 
три к VP35; девять к VP40; три к нуклеопротеи-
ну и один вид МКА не выявлял белка-мишени 
в иммуноблоте. Было исследовано 399 различных 
сочетаний пар МКА против ВЭ. Инактивиро-
ванный антиген ВЭ удовлетворительно выявля-
ли 115 пар МКА (ОП > 1,0), из них 29 пар МКА 
выявляли рекомбинантные белки (16 пар выяв-
ляли VP40; 13 пар – NP). Для выявления анти-
гена ВМ исследовали 224 сочетания пар МКА.  
Из 74 пар МКА, выявляющих инактивированный 
антиген ВМ, 15 пар МКА выявляли рекомби-
нантные белки (11 пар выявляли  VP40, 4 пары – 
VP35). Интересен был факт выявления нативных 
антигенов парами МКА, специфичных к разным 
вирусным белкам. Эти данные предполагают со-
хранение комплексов вирусных белков в пре-
паратах вирусных антигенов после проведения 
их инактивации. Недавно было показано, что 
нуклеопротеин ВЭ взаимодействует с матрикс-
ным белком VP40, и этот процесс обеспечивает 
формирование вирусной частицы [51]. С помо-
щью конструирования делеционных вариантов 
рекомбинантного NP ВЭ было определено, что 
2-150 а.о. и 601-739 а.о. белка NP обеспечива-
ют это взаимодействие [43]. Известно также не-
сколько экспериментальных иммуноферментных 
систем на основе поликлональных, монокло-
нальных или сочетанного использования поли-
клональных и моноклональных антител (МКА) 
для выявления ВЭ [10, 34, 35, 44]. Только одна 
группа авторов сообщает о двух эксперименталь-
ных системах ИФА на основе «захватывающих» 
антиген и «индикаторных» МКА, специфичных  
к GP ВЭ [38] и к VP40 ВЭ [39]. Из описанных 
в литературе ИФА систем в формате «сэндвич» 
для выявления ВМ [3, 6, 15] нет системы на осно-
ве двух МКА. В некоторых из перечисленных ра-
бот показано, что антитела к внутренним струк-
турным вирусным белкам – нуклеопротеину 
и матриксному – успешно выявляли инактиви-

рованный вирус в биологических пробах экспе-
риментально зараженных животных. Кроме того, 
при исследовании методом иммуноблота сыво-
роток крови обезьян из возможного ареала рас-
пространения филовирусов, а также людей, пере-
болевших лихорадками Марбург и Эбола, было 
обнаружено наличие антител к структурным ну-
клеокапсидным белкам – NP, VP40, VP35, но не 
к наружному гликопротеину [24]. Интересно от-
метить, что чувствительность и специфичность 
ИФА по выявлению филовирусных антигенов 
сопоставима с результатами ПЦР [44].  

Использование очищенных антигенов и ре-
комбинантных белков позволяет более точно 
определять чувствительность выявления инди-
видуальных антигенов. Так, по литературным 
данным, очищенный вирусный препарат ВЭ вы-
являли парой МКА, специфичных к белку VP40, 
до концентрации 1-2 нг/мл, что соответствовало 
инфекционному титру 103-104 БОЕ/мл [39]. При 
использовании МКА для «захвата» антигена была 
показана возможность выявления рекомбинант-
ного VP40 ВЭ в концентрации приблизительно  
2 нг/100 мкл [34] и рекомбинантного NP ВЭ 
в концентрации 30 нг/100 мкл [42]. Сравнитель-
ный анализ чувствительности и специфичности 
ИФА с использованием МКА, специфичных 
к рекомбинантному NP ВМ, показал, что резуль-
таты ИФА сопоставимы по этим показателям 
с ПЦР [44]. Кроме того, пара МКА, специфич-
ных к матриксному белку VP40, была успешно 
использована при полевых испытаниях метода 
иммунофильтрации для выявления вируса Эбола 
в образцах сыворотки крови, мочи, слюны и пота, 
собранных во время вспышки ГЛЭ в 2003 г. в Ре-
спублике Конго [40]. 

В наших экспериментах удалось вы-
брать пары МКА, обеспечивающих эф-
фективное выявление антигенов этих двух 
филовирусов. Чувствительность выявления ре-
комбинантных антигенов разными парами МКА 
колебалась от 150 до 1 нг/мл (данные не пред-
ставлены). Были выбраны четыре пары МКА, 
обеспечивающие наиболее высокую чувстви-
тельность в нашей системе КИФА. Это МКА  
1В2+7В11, специфичные к нуклеопротеину ВЭ;  
МКА 4А2+1С1, специфичные к белку VP40 ВЭ; 
МКА 7D8+7H10, специфичные к белку VP40 ВМ;  
МКА 3F9+3F9, специфичные к VP35 ВМ  
(рис. 5). Эти сочетания МКА позволяли эф-
фективно выявлять вирусный антиген в кон-
центрации 1-2 нг/мл. Интересно отметить, что  
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Рисунок 5b. график титрования антигена вируса Марбург и рекомбинантного белка VP40 парой Мка 7D8 и 7H10*
Примечание. В качестве отрицательного контроля использовали пару МКА 4A2 и 1C1*, специфичные к белку VP40 
вируса Эбола. 
Исходная концентрация препаратов антигенов по СФ 1мг/мл, первая точка титрования в разведении 1:400 соответствует 
концентрации 2500 нг/мл; 3F9*, 7H10*, 1C1*,7B11* – индикаторные МКА, меченные биотином.
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Рисунок 5а. график титрования антигена вируса Марбург и рекомбинантного белка VP35 парой Мка 3F9 и 3F9*
Примечание. В качестве отрицательного контроля использовали захватывающие антиген МКА 1С7, специфичные 
к белку VP35 вируса Эбола [4]. 
Исходная концентрация препаратов антигенов по СФ 1мг/мл, первая точка титрования в разведении 1:400 соответствует 
концентрации 2500 нг/мл; 3F9*, 7H10*, 1C1*,7B11* – индикаторные МКА, меченные биотином.
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Рисунок 5d. график титрования антигена вируса Эбола и рекомбинантного белка NP парой Мка 1B2 и 7B11*
Примечвание. В качестве отрицательного контроля использовали пару МКА 9С7 и 5F11*, специфичных к нуклеопротеину 
вируса Марбург [14]; концентрация МКА для «захвата» антигенов – 10 мкг/мл; концентрация индикаторных МКА, меченных 
биотином – 1 мкг/мл. 
Исходная концентрация препаратов антигенов по СФ 1мг/мл, первая точка титрования в разведении 1:400 соответствует 
концентрации 2500 нг/мл; 3F9*, 7H10*, 1C1*,7B11* – индикаторные МКА, меченные биотином.
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Рисунок 5с. график титрования антигена вируса Эбола и рекомбинатного белка VP40 парой Мка 4а2 и 1с1*
Примечание. В качестве отрицательного контроля использовали пару МКА 7D8 и 7Н10*, специфичные к белку VP40 
вируса Марбург [14]. 
Исходная концентрация препаратов антигенов по СФ 1мг/мл, первая точка титрования в разведении 1:400 соответствует 
концентрации 2500 нг/мл; 3F9*, 7H10*, 1C1*,7B11* – индикаторные МКА, меченные биотином.
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МКА 3F9, специфичные к белку VP35 ВМ, мож-
но одновременно эффективно использовать в ка-
честве «захватывающих» антиген, так и в качестве 
меченных биотином МКА. В двух известных кол-
лекциях мышиных гибридом, продуцирующих 
МКА к ВМ (штаммы Musoke и Рорр) [15, 32], 
отсутствуют гибридомы, продуцирующие МКА 
к белку VP35. Это делает МКА 3F9 особенно ин-
тересными для дальнейшего практического ис-
пользования. 

Таким образом, выбранные нами пары МКА 
строго специфичны к внутренним структурным 
вирусным белкам NP, VP40 и VP35 и не имеют 
перекрестной реактивности с гетерологичными 
антигенами и подходят для разработки ИФА тест-
систем для выявления филовирусных антигенов. 
Это особенно важно, так как ранее нами был об-
наружен факт наличия некоторой перекрестной 
активности поликлональных антител, специфич-
ных к этим двум филовирусам [4]. Исследование 
иммунохимических свойств полноразмерных ре-
комбинантных белков NP, VP40 и VP35 вирусов 
Эбола и Марбург методами ИФА и иммуноблота 
показало, что они антигенно подобны нативным 
вирусным антигенам и могут быть успешно ис-
пользованы для конструирования иммуноди-
агностических методов нового поколения. Для 
их использования не требуется высокого уровня 
биологической защиты, что совершенно необхо-
димо при работе с филовирусами. 
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