
Соз да ние вак ци ны про тив ВИЧ -ин фек ции
чрез вы чай но ак ту аль но, пос коль ку это са мый на -
деж ный спо соб ос та но вить эпи де мию СПИ Да, ко -
то рая рас п рос т ра ня ет ся уг ро жа ю щи ми тем па ми.
Бо лее 30 лет над ре ше ни ем этой за да чи ра бо та ют
мно гие ис с ле до ва те ли раз ных стран. Труд ность
соз да ния вак ци ны про тив СПИ Да свя за на с вы со -
кой ва ри а бель нос тью ви ру са, его спо соб нос тью
адап ти ро вать ся к за щит ным ме ха низ мам им мун -
ной сис те мы и ин ду ци ро вать им му но па то ло гию, а 
так же от сут с т ви ем адек ват ных мо де лей ин фек -
ции у жи вот ных [1].

Ста ло оче вид но, что для про ек ти ро ва ния бо -
лее со вер шен ных ВИЧ - вак цин не об хо ди мы но вые 
нет ра ди ци он ные под хо ды. К ним мож но от нес ти кон -

с т ру и ро ва ние син те ти чес ких по ли э пи топ ных анти-
 ВИЧ-1-иммуногенов, ис поль зу ю щих ши ро кий спектр 
про тек тив ных T- и B-кле точ ных эпи то пов ос нов -
ных ви рус ных ан ти ге нов, спо соб ных ин ду ци ро -
вать об ра зо ва ние ши ро ко ней т ра ли зу ю щих ан ти тел
и от вет ци то ток си чес ких (CD8+ CTL) и хел пер ных
(CD4+ Th) T-лим фо ци тов [2—5]. Во ФБУН «Го су -
дар с т вен ный на уч ный центр ви ру со ло гии и би о -
тех но ло гии «Век тор»» раз ра бо та на кан ди дат ная
вак ци на про тив ВИЧ-1/СПИД «Ком би ВИЧ вак», в 
сос тав ко то рой вош ли два ис кус с т вен ных по ли э -
пи топ ных им му но ге на TBI и TCI. Ис кус с т вен ный
бе лок TBI был спро ек ти ро ван для сти му ля ции
ВИЧ - с пе ци фи чес ко го гу мо раль но го им мун но го от -
ве та, а им му но ген TCI — для уси ле ния кле точ но -
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ИФА- тес  т -  сис  те ма для ко н т ро л я ка ч ес т  ва  вак ц и ны
«Ком би ВИЧ вак» при ее про из  вод с т в е

Раз ра бо та на ИФА- тес т - сис те ма для оцен ки ак тив нос ти ан ти- ВИЧ-1 вак ци ны «Ком -
би ВИЧ вак». Соз да ны стан дар т ные па не ли от ри ца тель ных и по ло жи тель ных об раз -
цов сы во рот ки мы шей. Оп ти ми зи ро ва ны ус ло вия про ве де ния ана ли за с ис поль зо ва -
ни ем в ка чес т ве ан ти ге на по ли э пи топ но го ре ком би нан т но го бeл ка ТВI. Оце не на ви -
рус - ней т ра ли зу ю щая ак тив ность сы во ро ток им му ни зи ро ван ных че ло ве ка и мыши
и ус та нов ле ны вы со кая спе ци фич ность и чув с т ви тель ность раз ра бо тан ной тес т - сис -
те мы. Ре зуль та ты, по лу чен ные с ис поль зо ва ни ем дан ной сис те мы, были под т вер ж де -
ны с по мощью ана ли ти чес кой сис те мы NewLavBlot; было по ка за но, что все об раз цы,
ко то рые были иден ти фи ци ро ва ны как по ло жи тель ные с по мощью пред ла га е мой
тес т - сис те мы, со дер жа ли ха рак тер ные бел ки ВИЧ-1. Про ве де на ва ли да ция тес т - сис -
те мы: оп ре де ле ны ее внут ри ла бо ра тор ная и меж ла бо ра тор ная пре ци зи он ность. Вос -
п ро из во ди мость ре зуль та тов, по лу чен ных с при ме не ни ем дан ной сис те мы, сос тав ля -
ла 2—10% при ве ли чи не удов лет во ри тель ной вос п ро из во ди мос ти, рав ной 19%.

Клю че вые сло ва: ан ти те ла, вак ци на про тив ВИЧ-1, ва ли да ция, ИФА- тес т - сис те ма, по ли э пи топ ный бе лок TBI, спе ци -
фич ность, чув с т ви тель ность.

                                 
Кап ли на Оль га Ни ко ла ев на, Кар пен ко Ла ри са Ива нов на, Кап лин Вла ди мир Сер ге е вич, Ле бе дев Ле о нид Ру до ль фо вич, Иль и -
чев Алек сандр Алек се е вич, Бог рян це ва Ма ри на По ли кар пов на.

Спи сок со кра ще ний: АГ — ан ти ген; АТ — ан ти те ла; БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; в/м — внут ри мы шеч но; ВГС —
ви рус ге па ти та С; ИБ — им му ноб ло тинг; ИН — ин декс ней тра ли за ции; ИФА — имун но фер мен т ный ана лиз; КББ — кар бо -
нат-бик ра бо нат ный бу фер; ОВА — ова ль бу мин; ОП — оп ти че ская плот ность; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; ПЭГ — по -
ли эти лен г ли коль; РБР-С, РБР-К — раз во дя щий бу фер ный рас твор для сы во ро ток и ко нь ю га та, со от вет ст вен но; СПОС — стан -
дар т ная па нель от ри ца те ль ных сы во ро ток; СППС — сдан дар т ная па нель по ло жи те ль ных сы во ро ток; ФСП — фар ма ко пей ная
ста тья пред при я тия; PBS — фос фат но-со ле вой бу фер; p-NPP — n-ни тро фе нил фос фат; SDS — до де цил су ль фат на трия; TBI (T
and B cell epi to pes-con ta i ning im mu no gen) — им му но ген, со дер жа щий эпи топы T- и B-кле ток; TCI (T-cell im mu no gen) — им му -
но ген T-кле ток.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



го от ве та. По ли э пи топ ный бе лок TBI — скон с т ру и -
ро ван ный по ли пеп тид с за ра нее за дан ной тре тич -
ной струк ту рой, со дер жа щий эпи то пы из бел ков
Env и Gag ВИЧ-1 [6, 7]. В сос тав TCI вклю че ны
эпи то пы (как CD8+ CTL, так и CD4+ Th) из ос нов -
ных ви рус ных бел ков Env, Gag, Pol и Nef, ко то рые
яв ля ют ся вы со ко кон сер ва тив ны ми для трех суб ти -
пов ВИЧ-1 (А, В и С). Вак ци на «Ком би ВИЧ вак»
пред с тав ля ет со бой ис кус с т вен ные ви ру со по доб -
ные час ти цы, в цен т ре ко то рых на хо дит ся плаз ми -
да pcDNA-TCI (ДНК-вак ци на), а на по вер х нос ти
— бе лок TBI, конъ ю ги ро ван ный с по лиг лю ки ном
[6, 7]. 

Проб ле ма оцен ки гу мо раль но го им мун но го 
от ве та на ис кус с т вен ные им му но ге ны сос то ит в
том, что ком мер чес кие ИФА- тес т - сис те мы, ко то -
рые при ме ня ют ся для оп ре де ле ния ан ти тел к
ВИЧ-1 у ин фи ци ро ван ных па ци ен тов, в этом слу -
чае мо гут да вать не а дек ват ные ре зуль та ты. Одна
из при чин зак лю ча ет ся в том, что в ка чес т ве ан ти -
ге нов в ком мер чес ких тес т - сис те мах ис поль зу ют
ре ком би нан т ные по ли пеп ти ды, со от вет с т ву ю щие 
фраг мен там ви рус ных бел ков, ко то рые про яв ля ют 
силь ные ан ти ген ные свой с т ва и яв ля ют ся им му но -
до ми нан т ны ми (в ос нов ном это ко ро вые бел ки ви -
ру са). Сос тав эпи то пов в ком мер чес ких по ли пеп -
ти дах мо жет не сов па дать с на бо ром эпи то пов, ко -
то рые вклю че ны в сос тав бел ка TBI и не яв ля ют ся 
им му но до ми нан т ны ми, но от ве ча ют за фор ми ро -
ва ние ней т ра ли зу ю щих ан ти тел.

В свя зи с этим для кон т ро ля ка чес т ва се рий
вак ци ны «Ком би ВИЧ вак» при про из вод с т ве, а так -
же для про ве де ния док ли ни чес ких ис с ле до ва ний
было не об хо ди мо раз ра бо тать ла бо ра тор ную ИФА-
 тес т - сис те му и про вес ти ее ва ли да цию.

Целью нас то я ще го ис с ле до ва ния яв ля лась
раз ра бот ка и ва ли да ция ла бо ра тор ной ИФА- тес т -
 сис те мы для кон т ро ля гу мо раль но го от ве та, ин ду -
ци ро ван но го вак ци ной «Ком би ВИЧ вак», у ла бо ра -
тор ных жи вот ных.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

По лу че ние и очис т ка ан ти ге на. В ка чес т -
ве ан ти ге на для сор б ции на твер дой фазе в ИФА
ис поль зо ва ли ре ком би нан т ный бе лок TBI. По лу -
че ние и очис т ка бел ка TBI были про ве де ны, как
опи са но ра нее в ра бо те [8]. Оцен ку чис то ты ре ком -
би нан т но го бел ка про во ди ли с по мощью элек т ро -
фо ре за в 15%-ном SDS-ПААГ (в де на ту ри ру ю щих
ус ло ви ях). Со дер жа ние бел ка оценивали пу тем
ана ли за по лос, по лу чен ных в ре зуль та те элек т ро -
фо ре за, с ис поль зо ва ни ем ком пь ю тер ной прог рам -
мы «Gel-pro ana ly zer, Ver.3.1» (Media Cybernetics

Inc., США). Чис то та бел ка TBI, ис поль зу е мо го в
тес т - сис те ме, сос тав ля ла бо лее 95 % (рис. 1).

Им му ни за ция ла бо ра тор ных жи вот ных.
В ка чес т ве тес т -объ ек та ис поль зо ва ли мы шей ли -
нии BALB/c (сам цы мас сой 16—18 г в ко ли чес т ве
10 шт. в каж дой груп пе) из пи том ни ка ФБУН ГНЦ 
ВБ «Век тор». Для им му ни за ции ла бо ра тор ных жи -
вот ных опыт ной груп пе вво ди ли вак ци ну «Ком би -
ВИЧ вак», а кон т роль ной — 0,9%-ный рас т вор хло -
ри да нат рия. Для оцен ки спе ци фи чес кой ак тив нос -
ти вак ци ны в док ли ни чес ких ис пы та ни ях при ме -
ня ли двук рат ную схе му им му ни за ции: пре па рат
вак ци ны (одну дозу) вво ди ли внут ри мы шеч но в
пер вый и на 28-й день от на ча ла им му ни за ции в
объ е ме 0,2 мл. Одна доза вак ци ны «Ком би ВИЧ вак»
со дер жа ла 75 мкг плаз ми ды рсDNA-TCI и 50 мкг
бел ка TBI. Кровь мы шей от би ра ли и ана ли зи ро ва -
ли че рез 7 дней пос ле пос лед ней им му ни за ции.

Оп ре де ле ние тит ра спе ци фи чес ких ан ти -
тел с по мощью ИФА. Для вы яв ле ния тит ра спе ци -
фи чес ких ан ти тел в сы во рот ках мы шей, им му ни -
зи ро ван ных вак ци ной «Ком би ВИЧ вак», про во ди -
ли сор б цию ан ти ге на (АГ) в объ е ме 100 мкл/лун -
ку 96-луночного план ше та (Greiner Bio-One, Гер -
ма ния). В ка чес т ве ан ти ге на ис поль зо ва ли бе лок
TBI в кон цен т ра ции 5 мкг/мл в кар бо нат - би кар бо -

86 Биотехнология, 2015, № 4

 КАП ЛИ НА и др.

Рис. 1. Элек т ро фо рег рам ма бел ка TBI в 15%-ном SDS-
 ПААГ: М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы; 1 — бе лок TBI



нат ном бу фе ре (КББ), рН=9,6 (таб ле ти ро ван ная
фор ма, «Ме ди ген», Рос сия). Ин ку би ро ва ли 2 ч
при тем пе ра ту ре 37° и за тем 16 ч при 4°. Рас т вор
АГ уда ля ли пу тем стря хи ва ния и в лун ки вно си ли
по 200 мкл бло ки ру ю ще го бу фе ра (1%-ный рас т -
вор ка зе и на (Merck, Гер ма ния) в фос фат но- со ле -
вом бу фе ре (PBS, таб ле ти ро ван ная фор ма, рН=7,4,

«Ме ди ген»), с до бав ле ни ем 0,05% тви на-20
(Amresco, США). Смесь ин ку би ро ва ли 2 ч при тем -
пе ра ту ре 37° в тер мос та те и пос ле это го лун ки план -
ше та 4-кратно ав то ма ти чес ки про мы ва ли на при -
бо ре Washer (BioRad, США) рас т во ром PBS с
0,05% твина-20 в объ е ме 350 мкл/лун ку. В лун ки
ряда А вно си ли по 100 мкл всех об раз цов сы во ро -
ток им му ни зи ро ван ных жи вот ных, раз ве ден ных в 
200 раз, с пос ле ду ю щим 3- или 5-кратным тит ро ва -
ни ем. Для кон т ро ля конъ ю га та в лун ки без об раз -
цов сы во ро ток вно си ли 0,5%-ный рас т вор ка зе и на 
в PBS с 0,05% твина-20. Смесь ин ку би ро ва ли 1,5 ч
при тем пе ра ту ре 37° на тер мо шей ке ре (Termo
Shаker PST-60 HL-4) (Biosan, Лат вия). Пос ле ин ку -
ба ции лун ки план ше та 4-кратно ав то ма ти чес ки
про мы ва ли. Рас т вор конъ ю га та ан ти тел козы про -
тив IgG мы ши со ще лоч ной фос фа та зой (Sigma,
США) в 0,5%-ном рас т во ре ка зе и на в PBS с 0,05%
твина-20 в раз ве де нии 1:40000 вно си ли в лун ки в
ко ли чес т ве 100 мкл, ин ку би ро ва ли 1 ч при по ка чи -
ва нии и тем пе ра ту ре 37°, пос ле чего лун ки план -
ше та 4-кратно ав то ма ти чес ки про мы ва ли. Для про -
яв ле ния цвет ной ре ак ции ис поль зо ва ли рас т вор
хро мо ге на п-нит ро фе нил фос фа та (p-NPP) в 0,2 М
трис- HCl- буфере, рН=4,5, в кон цен т ра ции 1 мг/мл 
(Sigma). Смесь ин ку би ро ва ли 12 ч при тем пе ра ту -
ре 37°. Ве ли чи ну ОП из ме ря ли при дли не вол ны
405 нм с по мощью план шет но го ска не ра (Micro -
plate Reader) (BioRad).

За титр при ни ма ли пос лед нее раз ве де ние ис -
с ле ду е мой сы во рот ки, зна че ние ОП ко то рой пре -
вы ша ет зна че ние ОП крит., ко то рое рас с чи ты ва ли
по фор му ле: 

ОП к рит. = ОПср. Кк  2, 

где ОПср. Кк — сред нее зна че ние оп ти чес кой
плот нос ти кон т роль но го конь ю га та. Как ука за но
выше, резуль та ты тес та счи та ли по ло жи тель ны -
ми, если ОП ана ли зи ру е мой сы во рот ки было
боль ше ОП к рит.; со от вет с т вен но их счи та ли от ри -
ца тель ны ми, если ОП сы во рот ки было мень ше
или рав но ОП к рит..

Ре ак ция ви рус ной ней т ра ли за ции. Ре ак -
цию ней т ра ли за ции про во ди ли сог лас но ме то ди -
ке, опи сан ной в ра бо тах [6, 9]. В ре ак ции ви рус -
 ней т ра ли за ции бы ли ис поль зо ва ны штамм ГКВ-

 4046 ВИЧ-1 и чув с т ви тель ные к ви ру су клет ки
МТ4 (кол лек ция ФБУН ГНЦ ВБ «Век тор»).

В ка чес т ве по ло жи тель но го кон т ро ля ис -
поль зо ва ли сы во рот ку ВИЧ -ин фи ци ро ван но го
па ци ен та, а в ка чес т ве от ри ца тель ных кон т ро -
лей — нор маль ную че ло ве чес кую сы во рот ку и
нор маль ную мы ши ную сы во рот ку. Все сы во рот -
ки по лу че ны из ве ноз ной кро ви и оха рак те ри зо -
ва ны со от вет с т вен но в Но во си бир с ком го су дар с -
т вен ном об лас т ном цен т ре по про фи лак ти ке и
борь бе со СПИ Дом и ин фек ци он ны ми за бо ле ва -
ни я ми и в Но во си бир с ком цен т ре кро ви. Ре зуль -
та ты учи ты ва ли на чет вер тые сут ки, оп ре де ляя
со дер жа ние ви рус но го бел ка р24 в каж дом об раз -
це с по мощью ИФА. («Тес т - сис те ма им му но фер -
мен т ная для оп ре де ле ния бел ка р24 ви ру са
ВИЧ-1», «ЗАО Век тор - Бест», Коль цо во, Но во си -
бир с кая обл.).

Ин декс ней т ра ли за ции ви рус ной ак тив нос -
ти (ИН) рас с чи ты ва ли по фор му ле:

ИН = (ОП1 — ОП2) / (ОП1 — ОПК)  100%,

где ОП1 — ОП сы во рот ки, пред с тав ля ю щей не га -
тив ный кон т роль, ОП2 — ОП тес ти ру е мый сы во -
рот ки; ОПк — ОП не ин фи ци ро ван ных кле ток.

Сте пень ви рус ной реп ли ка ции в опы те рас -
с чи ты ва ли как от но ше ние кон цен т ра ции бел ка
р24 при при ме не нии сы во рот ки им му ни зи ро ван -
но го жи вот но го к кон цен т ра ции это го бел ка при
ис поль зо ва нии нор маль ной мы ши ной сы во рот -
ки. Ре ак цию ви рус ной ней т ра ли за ции ана ли зи ро -
ва ли при жиз нес по соб нос ти кле ток МТ-4 не ме -
нее 80%.

Оп ре де ле ние спе ци фи чес ких ан ти тел в
сис те ме им му ноб ло тин га (ИБ). Оп ре де ле ние
спе ци фи чес ких ан ти тел в сы во рот ках мы шей про -
во ди ли с ис поль зо ва ни ем ком мер чес кой тес т - сис -
те мы NewLavBlot (BioRad), пред наз на чен ной для
вы яв ле ния спе ци фи чес ких ан ти тел к на тив ным
бел кам ВИЧ-1. Про це ду ру про во ди ли сог лас но ин -
с трук ции фир мы -из го то ви те ля c не боль ши ми мо -
ди фи ка ци я ми. Так, для об раз цов сы во ро ток мы -
шей, им му ни зи ро ван ных вак ци ной «Ком би ВИЧ -
вак», и для сы во ро ток мы шей, ко то рым вво ди ли
0,9%-ный рас т вор хло ри да нат рия (от ри ца тель -
ный кон т роль), ис поль зо ва ли конъ ю гат ан ти тел
козы про тив IgG мыши с ще лоч ной фос фа та зой в
раз ве де нии 1:5000. В ка чес т ве по ло жи тель но го
кон т ро ля бра ли ВИЧ - по зи тив ную сы во рот ку и
конъ ю гат из на бо ра NewLavBlot. Пос ле про яв ле -
ния нит ро цел лю лоз ных стри пов наб лю да ли ок ра -
ши ва ние по лос, со от вет с т ву ю щих оп ре де лен ной
фрак ции ви рус но го бел ка.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Им му но фер мен т ный ана лиз яв ля ет ся на и бо -
лее удоб ным и рас п рос т ра нен ным ме то дом ис с ле -
до ва ния гу мо раль но го им му ни те та при оцен ке эф -
фек тив нос ти про ти во ви рус ных вак цин. Из дос туп -
ных в Рос сии в нас то я щий мо мент ком мер чес ких
ИФА- тес т - сис тем ни одна не мо жет быть ис поль -
зо ва на для тес ти ро ва ния спе ци фи чес кой ак тив -
нос ти по ли э пи топ ной вак ци ны «Ком би ВИЧ вак».
Воз мож ная при чи на сос то ит в том, что сос тав эпи -
то пов в бел ках, ис поль зу е мых в ком мер чес ких на -
бо рах ре а ген тов, не сов па да ет с по ли э пи то па ми
бел ка TBI, вхо дя ще го в сос тав вак ци ны «Ком би -
ВИЧ вак».

Для до ка за тель с т ва того, что при вве де нии
«Ком би ВИЧ вак» фор ми ру ют ся ан ти те ла, спо соб -

ные уз на вать ВИЧ-1, мы ис поль зо ва ли на бор
NewLavBlot, на стри пах ко то ро го сор би ро ва ны от -
дель ные бел ки ли за та ВИЧ-1. В ре зуль та те было
по ка за но, что в сы во рот ках кро ви жи вот ных, им му -
ни зи ро ван ных вак ци ной «Ком би ВИЧ вак», при сут -
с т ву ют ан ти те ла, спе ци фи чес ки уз на ю щие ан ти ге -
ны ВИЧ-1.

Од ним из ос нов ных по ка за те лей эф фек тив -
нос ти вак ци ны яв ля ет ся спо соб ность ин ду ци ро -
вать ан ти те ла, ко то рые мо гут не толь ко уз на вать,
но и ней т ра ли зо вать ви рус. Оцен ка ви рус ней т ра -
ли зу ю щей ак тив нос ти сы во ро ток была про ве де на
в сис те ме in vitro на куль ту ре кле ток МТ-4 (табл. 1).
Сы во рот ки мы шей, им му ни зи ро ван ных «Ком би -
ВИЧ вак», эф фек тив но по дав ля ли ви рус ную реп -
ли ка цию на за ра жен ной ви ру сом ВИЧ-1 (штамм
ГКВ4046) куль ту ре кле ток. Тот же эф фект наб лю -
да ли и при ис поль зо ва нии сы во рот ки ин фи ци ро -
ван но го че ло ве ка. Та ким об ра зом, с ис поль зо ва ни -
ем дан ной сис те мы ИФА по ка за но, что кан ди дат -
ная вак ци на «Ком би ВИЧ вак» ин ду ци ру ет ви рус -
 с пе ци фи чес кий гу мо раль ный от вет, при чем про ду -
ци ру е мые ан ти те ла вы со кос пе ци фич ны: они не толь -

ко рас поз на ют ан ти ге ны ВИЧ-1, но и спо соб ны
ней т ра ли зо вать ви рус в сис те ме in vitro. Дан ные
ре зуль та ты, та ким об ра зом, под т вер ж да ют дан -
ные, по лу чен ные ра нее с ис поль зо ва ни ем дру гих
тес т - сис тем [6, 7]. Все они сви де тель с т ву ют о том, 
что В-кле точ ные эпи то пы в сос та ве час тиц «Ком -
би ВИЧ вак» дос туп ны для уз на ва ния В-клет ка ми
и кон фор ма ци он но близ ки при род ным эпи то пам
ВИЧ-1 бел ков.

В свя зи с этим для про ве де ния кон т ро ля спе -
ци фи чес кой ак тив нос ти «Ком би ВИЧ вак» на про -
из вод с т ве, а так же при док ли ни чес ких ис с ле до ва -
ни ях вак ци ны мы раз ра бо та ли ИФА- тес т - сис те му,
в ка чес т ве ан ти ге на в ко то рой был ис поль зо ван ре -
ком би нан т ный бе лок TBI, вхо дя щий в сос тав са -
мой вак ци ны «Ком би ВИЧ вак» и от ве ча ю щий за
фор ми ро ва ние гу мо раль но го им мун но го от ве та.

Кон с т ру и ро ва ние им му но фер мен т ной тес т -
 сис те мы вклю ча ло по иск оп ти маль ных па ра мет -
ров, от ко то рых за ви сят чув с т ви тель ность и спе ци -
фич ность про во ди мой ре ак ции. Важ ным фак то -
ром яв ля лось оп ре де ле ние ус ло вий ад сор б ции ан -
ти ге на на твер дой фазе, т.е. ус та нов ле ние оп ти -
маль ной кон цен т ра ции ан ти ге на, сос та ва сен си би -
ли зи ру ю ще го бу фе ра, ус ло вий от мыв ки нес вя зав -
ших ся ком по нен тов, вре ме ни и тем пе ра ту ры свя -
зы ва ния ан ти ге на с по вер х нос тью лу нок по лис ти -
ро ло вых план ше тов и ра бо чей дозы спе ци фи чес -
ко го ан ти ви до во го конъ ю га та.

Для под бо ра оп ти маль ных ус ло вий сор б -
ции оце ни ва ли ин тен сив ность им му но фер мен т -
ной ре ак ции при раз лич ных кон цен т ра ци ях ан ти -
ге на (ре ком би нан т но го бел ка TBI) в рас т во ре
КББ. Не дос та ток ан ти ге на при во дит к сни же нию
чув с т ви тель нос ти тес та, а из бы ток — к пе ре рас хо -
ду до ро гос то я ще го ре а ген та. На дос то вер ность ре -
зуль та тов ИФА ока зы ва ет вли я ние нес пе ци фи чес -
кое свя зы ва ние ре а ген тов со сво бод ны ми сай та ми 
по лис ти ро ло вых план ше тов. В на ших эк с пе ри мен -
тах мы ис пы ты ва ли раз лич ные кон цен т ра ции ан -
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Та б ли  ца  1

Оцен ка ви рус ней тра ли зу ю щей ак тив но сти сы во ро ток в пред ла га е мой си с те ме ИФА

Об ра зец
ИН, %

Раз ве де ние сы во рот ки 1:10 Раз ве де ние сы во рот ки 1:50

Объ е ди нен ная сы во рот ка им му ни зи ро -
ван ных «Ком би ВИЧ вак» мы шей

81,90 75,60

Сы во рот ка ВИЧ -ин фи ци ро ван но го че -
ло ве ка (“СПИД - центр” Но во си бир с ка)

99,41 77,83



ти ге на: 0,2 мкг/мл; 1,0; 5,0 и 25,0 мкг/мл. Про цесс
ад сор б ции ан ти ге на оце ни ва ли по ин тен сив нос ти
ре ак ции с кон т роль ны ми по зи тив ны ми и не га тив -
ны ми сы во рот ка ми ла бо ра тор ных жи вот ных. На и -
бо лее близ кое к оп ти маль но му на сы ще ние по вер х -
нос ти план ше тов дос ти га лось при кон цен т ра ции
бел ка TBI, рав ной 5 мкг/мл; по вы ше ние кон цен т -
ра ции до 25 мкг/мл прак ти чес ки не при во ди ло к
уве ли че нию чув с т ви тель нос ти тес т - сис те мы (рис. 2).

С целью сни же ния нес пе ци фи чес кой сор б -
ции были про ве де ны ис с ле до ва ния по умень ше -
нию фо но вых «по мех» при ис поль зо ва нии раз лич -
ных кон цен т ра ций бычь е го сы во ро точ но го аль бу -
ми на (БСА) (Amresco, США), оваль бу ми на (ОВА) 
(Sigma), по ли э ти лен г ли ко ля (ПЭГ) (Panreac, Ис па -
ния) и ка зе и на (Merck), вхо дя щих в сос тав бу фер -
ных рас т во ров для сор б ции АГ, раз ве де ния конъ ю -
га та и про мыв ки план ше тов. Вы ше у ка зан ные ре а -
ген ты были ис поль зо ва ны в сле ду ю щих кон цен т -
ра ци ях: 0,1%; 0,5%; 1% и 2%, со от вет с т вен но. Ус -
та нов ле но, что при ме не ние 1%-но го рас т во ра ка -
зе и на в PBS, рН 7,5, с до бав ле ни ем 0,05% тви -

на-20 обес пе чи ва ло ми ни маль ные фо но вые «по ме -
хи» при пос та нов ке ИФА.

Важ ным па ра мет ром, вли я ю щим на чув с т -
ви тель ность ИФА, яв ля ет ся рН сор би ру ю ще го бу -
фе ра. В по лис ти ро ло вые план ше ты вно си ли ан ти -
ген (бе лок TBI) в раз лич ных бу фер ных рас т во рах
— аце тат ном, PBS и КББ — и с раз лич ным рН, от
4,0 до 10,0. Ис поль зо ва ние КББ при рН=9,6 обес -
пе чи ва ло са мый вы со кий уро вень ад сор б ции бел -
ка TBI на по вер х нос ти план ше тов.

На сле ду ю щем эта пе изу ча ли вли я ние тем -
пе ра ту ры и вре ме ни эк с по зи ции на ад сор б цию
бел ка TBI в лун ках план ше та. Было по ка за но, что
оп ти маль ным для сен си би ли за ции лу нок ан ти ге -
ном яв ля ет ся сле ду ю щий ре жим: тем пе ра ту ра 37°
в те че ние 2 ч и за тем ночь (18 ч) при 4°.

Для оп ре де ле ния оп ти маль но го уров ня ак тив -
нос ти ан ти ви до во го конъ ю га та ан ти тел со ще лоч -
ной фос фа та зой (Sigma) при про ве де нии ИФА под -
би ра ли ра бо чее раз ве де ние, да ю щее мак си маль но
ин тен сив ную цвет ную ре ак цию. Кро ме того, оп ти -
маль ным счи та ли раз ве де ние конъ ю га та, при ко -
то ром ОП по ло жи тель но го кон т ро ля была не ме -
нее 2,1 и от ри ца тель но го — не бо лее 0,2. Раз ве де -
ние конъ ю га та варь и ро ва ли в ди а па зо не от
1:30000 до 1:50000. Луч шие по ка за те ли наб лю да -
ли при раз ве де нии конъ ю га та 1:40000 (табл. 2).

В про цес се про из вод с т ва вак цин «Ком би -
ВИЧ вак» в ка чес т ве стан дар та была выб ра на и ат -
тес то ва на вак ци на се рии 07, ко то роя по всем по ка -
за те лям от ве ча ла тре бо ва ни ям, за ло жен ным в про -
ек те фар ма ко пей ной статьи пред п ри я тия (ФСП).

Для оцен ки спе ци фич нос ти раз ра бо тан ной
тес т - сис те мы нами были сфор ми ро ва ны две па не -
ли сы во ро ток: стан дар т ная па нель по ло жи тель ных
сы во ро ток (СППС), сос то я щая из 8 по ло жи тель -
ных сы во ро ток кро ви мы шей, им му ни зи ро ван ных 
вак ци ной «Ком би ВИЧ вак», се рия 07; стан дар т ная
па нель от ри ца тель ных сы во ро ток (СПОС), вклю -
ча ю щая в себя 4 об раз ца сы во рот ки кро ви мы шей, 
им му ни зи ро ван ных 0,9%-ным рас т во ром нат рия
хло ри да; 2 об раз ца сы во рот ки кро ви мы шей, им -
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Рис. 2. За ви си мость сор б ци он ной спо соб нос ти ан ти ге -
на от его кон цен т ра ции, мкг/мл: 1 — 25; 2 — 5; 3 — 1; 4 — 0,2

Та б ли  ца  2

По ка за те ли ОП по зи тив но го и не га тив но го кон т ро ля при раз лич ных раз ве де ни ях конъ ю га та

Раз ве де ние 1:10000 1:40000 1:160000

К+ 2,501 ± 0,45 2,101 ± 0,28 0,864 ± 0,26

К– 0,432 ± 0,13 0,198 ± 0,15 0,104 ± 0,08

OП OПK K / 8,1 10,6 8,3



му ни зи ро ван ных ан ти ге ном ви ру са ге па ти та С
(ВГС), и 2 об раз ца сы во рот ки кро ви мы шей, им му -
ни зи ро ван ных ан ти ге ном кон го- к рым с кой ге мор -
ра ги чес кой ли хо рад ки. Для оцен ки спе ци фич нос -
ти тес т - сис те мы при ме ня ли об раз цы СПОС, ко то -
рые в дан ной тес т - сис те ме по ка за ли от ри ца тель -
ный ре зуль тат (дан ные не при ве де ны).

Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ных
ис с ле до ва ний была раз ра бо та на тес т - сис те ма для
вы яв ле ния ан ти тел, ин ду ци ро ван ных вак ци ной

«Ком би ВИЧ вак», на ос но ве ме то да твер до фаз но -
го им му но фер мен т но го ана ли за, вклю ча ю щая им -
му но сор бент, кон т роль ную по ло жи тель ную сы во -
рот ку (К+), кон т роль ную от ри ца тель ную сы во рот -
ку (К–), конъ ю гат ан ти тел с ще лоч ной фос фа та зой 
(Кг), раз во дя щий бу фер ный рас т вор для сы во ро -
ток (РБР-С), раз во дя щий бу фер ный рас т вор для
конъ ю га та (РБР-К), рас т вор хро мо ге на — п-нит ро -
фе нил фос фа та (p-NPP) в 0,2 М трис-HCl-буфере
(Sigma), бу фер для про мыв ки план ше та — фос фат -
но- со ле вой бу фер с 0,05% твина-20 (ФСБ-Т,
25-кратный кон цен т рат).

Ус та нов ле ны оп ти маль ные па ра мет ры и ус -
ло вия про ве де ния раз ра бо тан но го тес та: сор б ция
на план ше те бел ка TBI в кон цен т ра ции 5 мкг/мл ,
раз ве ден но го в 0,1 М КББ, рН = 9,6; бло ки ро ва ние
сво бод ных сай тов свя зы ва ния 1%-ным рас т во ром
ка зе и на в бу фе ре; эк с по зи ция ан ти тел на план ше -
те в течение 2 ч при 37° и 18 ч при 4°; эк с по зи ция
ан ти тел с им му но сор бен том 90 мин при 37°; ра бо -
чее раз ве де ние ан ти ви до во го конъ ю га та со ще лоч -
ной фос фа та зой 1:40000; ин ку ба ция конъ ю га та с
ан ти те ла ми на им му но сор бен те в те че ние 60 мин
при 37°.

В ре зуль та те ис пы та ний ус та нов ле ны вы со -
кая спе ци фич ность и чув с т ви тель ность тес т - сис -
те мы, что сви де тель с т ву ет о ее при год нос ти для
про ве де ния кон т ро ля спе ци фи чес кой ак тив нос ти
вак ци ны «Ком би ВИЧ вак».

С по мощью раз ра бо тан ной тес т - сис те мы
про во ди ли оцен ку спе ци фи чес кой ак тив нос ти вак -
ци ны «Ком би ВИЧ вак» се рии 05 (рис. 3), пред наз -
на чен ной для про ве де ния I фазы кли ни чес ких ис -
пы та ний. В ка чес т ве под т вер ж да ю ще го тес та ис -
поль зо ва ли ком мер чес кий на бор NewLavBlot. Во
всех об раз цах, ко то рые были иден ти фи ци ро ва ны
как по ло жи тель ные с по мощью раз ра бо тан ной
нами ИФА- тес т - сис те мы, с ис поль зо ва ни ем на бо -
ра NewLavBlot были об на ру же ны АТ к бел кам
р55, р40, р25/24, р18/17, что сви де тель с т ву ет о на -
ли чии в сы во рот ках АТ к ВИЧ-1; в об раз цах от ри -
ца тель ных сы во ро ток по доб ные бел ки не были об -
на ру же ны, что сви де тель с т ву ет об от сут с т вии в
сы во рот ках АТ к ВИЧ-1. Пол ное сов па де ние ре -

зуль та тов с использованием ИФА- тес т - сис темы и
NewLavBlot сви де тель с т ву ет о вы со кой чув с т ви -
тель нос ти и спе ци фич нос ти раз ра бо тан ной нами
тес т - сис те мы (рис. 4).
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Рис. 3. Титр ан ти тел в сы во рот ке кро ви им му ни зи ро -
ван ных мы шей, оп ре де лен ный с по мощью раз ра бо тан ной
тес т - сис те мы: 1 — им му ни за ция вак ци ной «Ком би ВИЧ вак»,
0,5 се рия; 2 — им му ни за ция 0,9 %-ным NaCl

Рис. 4. Ана лиз сы во ро ток кро ви мы шей в сис те ме
NewLavBlot: 1 — сы во рот ка кро ви че ло ве ка, по ло жи тель ный 
кон т роль из на бо ра NewLavBlot; 2 — объ е ди нен ная сы во рот -
ка кро ви мы шей, им му ни зи ро ван ных вак ци ной «Ком би ВИЧ -
вак»; 3 — объ е ди нен ная сы во рот ка кро ви мы шей, им му ни зи -
ро ван ных 0,9%-ным рас т во ром хло ри да нат рия



Для под т вер ж де ния того, что раз ра бо тан ная 
тес т - сис те ма обес пе чи ва ет по лу че ние дос то вер -
ных ре зуль та тов, была про ве де на оцен ка ее ос нов -
ных ва ли да ци он ных ха рак те рис тик: пре ци зи он -
ность (схо ди мость и вос п ро из во ди мость), спе ци -
фич ность и чув с т ви тель ность.

Как внут ри ла бо ра тор ную, так и меж ла бо ра -
тор ную пре ци зи он ность предложенной тес т - сис -
те мы ИФА оце ни ва ли с при ме не ни ем кон т роль -
ных об раз цов. Внут ри се рий ную вос п ро из во ди -
мость (схо ди мость ре зуль та тов) по лу ча ли с по -
мощью од но го и того же ме то да в од ной и той же
ла бо ра то рии с учас ти ем од но го и того же опе ра то -

ра и с ис поль зо ва ни ем од но го и того же обо ру до ва -
ния, в пре де лах ко рот ко го про ме жут ка вре ме ни
(внут ри ла бо ра тор ная пре ци зи он ность). Об ра зец
КО1 с вы со ким со дер жа ни ем АТ к ВИЧ-1 ис поль -
зо ва ли для оцен ки схо ди мос ти ре зуль та тов и те ку -
ще го опе ра тив но го кон т ро ля; кон т роль ный об ра -
зец КО2 с низ ким со дер жа ни ем АТ к ВИЧ-1 — для 
оцен ки чув с т ви тель нос ти сис те мы, зна че ние ОП
ко то ро го пре вы ша ет ОП к рит; кон т роль ный об ра -
зец КО3, не со дер жа щий АТ к ВИЧ-1, — для оцен -
ки спе ци фич нос ти тес т - сис те мы, зна че ние ОП ко -
то ро го ниже ОП к рит (табл. 3).
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Та б ли  ца  3

Ре зу ль та ты внут ри ла бо ра тор ной вос про из во ди мо сти ОП об раз цов в раз лич ных се ри ях 
тест-си с те мы

Об ра зец
сы во рот ки

Но мер се рии тест-си с те мы
Сред нее
зна че ние

Ко эф фи-
ци ент

ва ри а ции
CV, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

КО1 1,55 1,58 1,54 1,68 1,61 1,54 1,69 1,65 1,59 1,54 1,6 6

КО2 0,31 0,21 0,28 0,34 0,2 0,21 0,29 0,33 0,38 0,39 0,29 7

КО3 0,12 0,2 0,11 0,21 0,22 0,21 0,1 0,21 0,1 0,1 0,16 5

Кк 0,05 0,11 0,05 0,06 0,12 0,18 0,16 0,06 0,06 0,09 0,09 5

При ме ча ние: ОП К рит. = 2ОП Кк = 0,18; сред нее зна че ние ОП КО1 = 1,6 (> ОП к рит, под твер ж да ет К+); сред нее зна че ние ОП КО2 = 0,29
(> ОП к рит. под твер ж да ет К+); сред нее зна че ние ОП КО3 = 0,16 (< ОП К рит. под твер ж да ет К–).

Та б ли  ца  4

Ре зу ль та ты меж ла бо ра тор ной схо ди мо сти ОП об раз цов в раз лич ных се ри ях тест-системы

 Об ра зец
сы во рот ки

В ла бо ра то рии В ОБТК
Ко эф фи-

ци ент ва ри а -
ции CV, %

Но мер се рии тест-си с те мы Но мер се рии тест-си с те мы

1 2 3 1 2 3

КО1 1,66 1,62 1,65 1,64 1,61 1,58 2

КО2 0,25 0,25 0,28 0,24 0,22 0,26 8

КО3 0,15 0,18 0,14 0,18 0,17 0,2 13

Кк 0,09 0,11 0,08 0,11 0,12 0,09 15

При ме ча ние: ОП к рит. = 2ОП Кк = 0,20; сред нее зна че ние ОП КО1 (для двух ла бо ра то рий) = 1,62 (> ОП к рит., под твер ж да ет К+);
сред нее зна че ние ОП КО2 (для двух ла бо ра то рий) = 0,25 (> ОП к рит., под твер ж да ет К+); сред нее зна че ние ОП КО3 (для двух ла бо -
ра то рий) = 0,17 (< ОП к рит., под твер ж да ет К–); сред нее зна че ние ОП Кк (для двух ла бо ра то рий) = 0,10.



Об раз цы КО1 и КО2 пред с тав ля ли со бой
объ е ди нен ную сы во рот ку мы шей, им му ни зи ро ван -
ных вак ци ной «Ком би ВИЧ вак»; об ра зец КО3 — им -
му ни зи ро ван ных 0,9 %-ным хло ри дом нат рия. Ко -
эф фи ци ент по зи тив нос ти КО1 и КО3 в дан ной тес т -
 сис те ме вы чис ля ли по фор му ле: 

Кпоз = ОПобр./ОП к рит., 
где ОПобр. — оп ти чес кая плот ность об раз ца.

По зи тив ность кон т роль ных об раз цов под -
т вер ж да ли ме то дом им му ноб ло тин га с ис поль зо -
ва ни ем ком мер чес кой тес т - сис те мы NewLavBlot.
Кон т роль ный об ра зец КО1 по ка зал на ли чие АТ к
бел кам ВИЧ-1, КО3 — от сут с т вие АТ к бел кам
ВИЧ-1 (рис. 5).

Меж ла бо ра тор ную вос п ро из во ди мость (схо -
ди мость ре зуль та тов) оценивали с ис поль зо ва ни -
ем од но го и того же ме то да в раз ных ла бо ра то ри -
ях, в раз ное вре мя (меж ла бо ра тор ная пре ци зи он -
ность, табл. 4).

Для оцен ки ва ри а ции ре зуль та тов не ко ли -
чес т вен но го ИФА (схо ди мос ти) при ме ня ли па ра -
мет ры ва ри а ци он ной ста тис ти ки, т.е. сред нее
ариф ме ти чес кое зна че ние, сред нек вад ра тич ное от -
к ло не ние и ко эф фи ци ент ва ри а ции СV [10].

Сред нее ариф ме ти чес кое X было рав но:

X x
n

i
n

i  1 .

Сред нек вад ра тич ное от к ло не ние S рас с чи -
ты ва ли как:

S x X
n

i
n

i 


1
2

1
( ) ,

где xi — из ме рен ное зна че ние по ка за те ля; n — ко -
ли чес т во из ме ре ний по ка за те ля.

Ко эф фи ци ент ва ри а ции CV, %, оп ре дел яли
из фор му лы:

CV S
X

 100% .

Вос п ро из во ди мость счи та ет ся удов лет во ри -
тель ной при ве ли чи не CV не бо лее 19%.

Вос п ро из во ди мость на шей тес т - сис те мы
ук ла ды ва ет ся в ди а па зо не зна че ний от 2 до 15%.
По лу чен ные дан ные сви де тель с т ву ют о со от вет с т -
вии внут ри се рий ной ва ри а ции ус та нов лен ным
нор мам.

Та ким об ра зом, было по ка за но, что раз ра бо -
тан ная нами тес т - сис те ма при год на для кон т ро ля
гу мо раль но го им мун но го от ве та, ин ду ци ро ван но -
го вак ци ной «Ком би ВИЧ вак» у ла бо ра тор ных жи -
вот ных, и обес пе чи ва ет дос то вер ность по лу ча е -
мых ре зуль та тов.

Ра бо та вы пол не на при под дер ж ке Ми нис -
тер с т ва об ра зо ва ния и на у ки Рос сий с кой Фе де ра -
ции в рам ках кон кур с ной час ти го су дар с т вен но го
за да ния в сфе ре на уч ной де я тель нос ти ФГБОУ
ВПО «Ал тай с кий го су дар с т вен ный уни вер си тет»
(код про ек та 303) «Ком би на тор ная би о ло гия как
плат фор ма для соз да ния ме ди ко- би о ло ги чес ких
пре па ра тов».

По лу че но 20.07.15

92 Биотехнология, 2015, № 4

 КАП ЛИ НА и др.

Рис. 5. Оцен ка по зи тив нос ти кон т роль ных об раз цов
КО1 и КО3: 1 — К+ (по ло жи тель ный кон т роль) сы во рот ка
кро ви ВИЧ - по ло жи тель но го че ло ве ка; 2 — об ра зец КО1 —
объ е ди нен ная сы во рот ка кро ви мы шей, им му ни зи ро ван ных
вак ци ной «Ком би ВИЧ вак»; 3 — кон т роль ный об ра зец КО3
— объ е ди нен ная сы во рот ка кро ви мы шей, им му ни зи ро ван -
ных 0,9 %-ным рас т во ром хло ри да нат рия
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An ELI SA-ba sed T est  Sys tem for the
Kom bi VIC h vak An t i-H IV Vac ci  ne  Con t rol
du r ing i ts  P ro duc t i  on

A test sys tem to as sess the ac ti vi ty of the Kom bi VIC h vak
an ti-HIV-1 vac ci ne has been de sig ned. Stan dard pa nels of ne ga ti -
ve and po si ti ve sam p les of mu ri ne sera were cre a ted. The con di ti -
ons for the ana ly sis using a po ly e pi to pe re com bi nant pro te in TBI
were op ti mi zed. The vi rus-ne ut ra li zing ac ti vi ty of the vac ci ne
was as ses sed in sera of im mu ni zed hu man and mice, and a high
spe ci fi ci ty and sen si ti vi ty of the de sig ned test-sys tem was de -
mon s t ra ted. The re sults ob ta i ned using this sys tem were con fir -
med in the as say with the Ne wLav B lot ana ly ti cal set; it was
shown that all the sam p les that were iden ti fi ed as po si ti ve by the
sug ges ted test sys tem con ta i ned the HIV-1cha rac te ris tic pro te ins. 
The va li da ti on was per for med; the in t ra- and in ter-la bo ra to ry ac -
cu ra ci es of the de sig ned sys tem were de ter mi ned. The re pro du ci -
bi li ty of the sys tem was equ al to 2—10% with the sa tis fac to ry va -
lue equ al to 19%.

Key words: an ti bo di es, an ti-HIV-1 vac ci ne, ELI SA-ba -
sed test sys tem, po ly e pi to pe TBI pro te in, sen si ti vi ty, spe ci fi ci ty,
va li da ti on.
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