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Пред став ле ны дан ные по по лу че нию струк тур ных им му но до ми нан т ных ре ком би нан т ных бел ков р17 и р54 ви ру са аф ри кан -
ской чу мы сви ней в эука ри о ти че ской си с те ме эк с п рес сии (клет ках мле ко пи та ю щих). Пол но раз мер ные ко пии ге нов D117L
(p17) и E183L (p54) кло ни ро ва ли в эк с п рес си ру ю щем век то ре pGFP-N1 под кон т ро лем ци то ме га ло ви рус но го про мо то ра. На -
ли чие ре ком би нан т ных вста вок и их ори ен та ция под твер ж де ны ре ст рик ци он ным ана ли зом и нук ле о тид ным сек ве ни ро ва ни ем. 
Уро вень про дук ции ре ком би нан т ных бел ков и их ло ка ли за ция в транс фи ци ро ван ных клет ках COS-1 и HEK-293Т/17 опре де ле -
на флу о рес цен т ной мик ро ско пией бел ков p17GFP и р54GFP. По ка за на фун к ци о на ль ная ак тив ность ре ком би нан т ных бел ков с
ис по ль зо ва ни ем по ли кло на ль ных ан ти тел к ви ру су АЧС. В ре зу ль та те ис сле до ва ний до сто вер но опре де ле на ци то плаз ма ти че -
ская ло ка ли за ция бел ков p17 (D117L) и p54 (E183L), ко то рая не из ме ня ет ся в те че ние все го пе ри о да эк с п рес сии. По лу чен ные
бел ки мо гут спе ци фи че ски взаи мо дей ст во вать с ан ти те ла ми к ви ру су АЧС, что по зво ля ет ис по ль зо вать их в им му но ло ги че с -
ких ре ак ци ях.

Клю че вые сло ва: аф ри кан с кая чу ма сви ней, им му ноб ло тинг, ло ка ли за ция, струк тур ные бел ки, тран зи ен т ная эк с прес сия.

doi: 10.1016/0234-2758-2017-33-2-41-47

Ви рус аф ри кан ской чу мы сви ней (АЧС) –
круп ный ико са эд ри че ский ДНК-со дер жа щий ви -
рус, от но ся щий ся к се мей ст ву As far vi ri dae [1].

АЧС яв ля ет ся осо бо опас ной бо лезнью
пред ста ви те лей се мей ст ва Su i dae, ха рак те ри зу ю -
щей ся си ль ной ли хо рад кой, гемор ра ги я ми, сла -
бо стью, ци а но зом ко жи уш ных ра ко вин, под груд -
ка, жи во та, пя тач ка и ко неч но стей. Вы со ко ви ру -
лен т ные штам мы ви ру са вы зы ва ют смер т ность
поч ти в 100% слу ча ях [2–4].

Сред ст ва спе ци фи че ской про фи лак ти ки
при АЧС не раз ра бо та ны. Во мно гом это объ яс ня -
ет ся био ло ги че ски ми свой ст ва ми ви ру са. По ле -
вые штам мы ви ру са АЧС обыч но об ра зу ют ге те -
ро ген ные по ли кло на ль ные по пу ля ции, раз ли ча ю -
щи е ся по ви ру лен т но сти, ге мад сор би ру ю щим и
ан ти ген ным свой ст вам, что сви де те ль ст ву ет о его
мно го ти по вой ва ри а бе ль но сти. Все это обу слов -

ли ва ет труд ность бо рь бы с АЧС и не об хо ди мость
со вер шен ст во ва ния про ти во эпи зо о ти че ских ме -
ро при я тий на осно ве но вей ших на уч ных до сти -
же ний [5].

Зна чи те ль ный про гресс в об ла с ти изу че ния
ан ти ген ной ва ри а бе ль но сти ви ру са АЧС был до -
стиг нут с ис по ль зо ва ни ем ме то дов ген ной ин же -
не рии и мо ле ку ляр ной био ло гии [6–8]. При ме не -
ние ге не ти че ских кон ст рук ций с де фек т ны ми ко -
пи я ми от де ль ных ге нов ви ру са по зво лил оха рак -
те ри зо вать их фун к ци о на ль ные свой ст ва. На
осно ве тех но ло гий ре ком би нан т ных ДНК раз ра -
бо та ны си с те мы эк с п рес сии ви рус ных ге нов в
Е. сo li, ба ку ло ви ру сах, рас те ни ях, дрож жах и
клет ках мле ко пи та ю щих [9–12].

Ис по ль зо ва ние ре ком би нан т ных бел ков ви -
ру са АЧС иск лю ча ет ра бо ту с жи вым ви ру сом и
ин фи ци ро ван ны ми жи вот ны ми и по зво ля ет изу -
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Спи сок со кра ще ний: АЧС – аф ри кан ская чу ма сви ней; ПААГ – по ли ак ри ла мид ный гель; CMV (Cy to Me ga lo Vi rus) – ци то ме га ло -
ви рус; FBS (Fe tal Bo vi ne Se rum) – фе та ль ная бы чья сы во рот ка; GFP (Gre en Flu o res cent Pro te in) – зе ле ный флу о рес ци ру ю щий
бе лок; PBS (Phos p ha te-Buf fe red Sa li ne) – фос фат но-со ле вой бу фер.



чать его in vit ro. В на сто я щее вре мя из ве ст но о су -
ще ст во ва нии бо лее 120 бел ков ви ру са АЧС, мно -
гие из ко то рых иг ра ют важ ную роль в фор ми ро ва -
нии им мун но го от ве та. Изу че ние ха рак те ри стик
этих бел ков по зво лит луч ше рас крыть ме ха низ мы 
им мун но го от ве та и взаи мо дей ст вия ви ру са с клет -
кой хо зя и на, а по лу че ние ре ком би нан т ных ан ти -
ге нов ви ру са АЧС по зво лит при ме нять их в им му -
но ло ги че ских ре ак ци ях для диа гно с ти ки дан но го
за бо ле ва ния.

По дан ным [13, 14], бе лок p17 (D117L) ви -
ру са АЧС яв ля ет ся им му но ген ным бел ком, уча ст -
ву ю щим в сбор ке кап си да ви ри о на. Со от вет ст ву ю -
щий ген эк с п рес си ру ет ся на позд них ста ди ях ви -
рус но го цик ла [15, 16]. Ами но кис лот ная по сле до -
ва те ль ность бел ка вы со ко кон сер ва тив на [17] и не 
име ет зна чи те ль но го сход ст ва с дру ги ми по сле -
до ва те ль но стя ми, при сут ст ву ю щи ми в ба зе дан -
ных Gen Bank. Бе лок p17 яв ля ет ся ин тег ра ль ным
мем б ран ным бел ком [18], ко то рый был об на ру -
жен в пред ше ст вен ни ках обо лоч ки ви ру са, а так -
же во внут ри кле точ ных и вне кле точ ных зре лых
ча с ти цах [19]. Пред по ла га ет ся, что он на хо дит ся
во внут рен ней обо лоч ке – един ст вен ной мем б -
ран ной струк ту ре внут ри кле точ ных ча с тиц.

Дру гим струк тур ным бел ком ви ру са яв ля ет ся 
бе лок p54, ко ди ру е мый ге ном E183L, ко то рый так -
же эк с п рес си ру ет ся на позд ней ста дии реп ли ка ции 
ви ру са и име ет важ ное зна че ние для его жиз не спо -
соб но сти [20]. Мо ле ку ляр ная мас са бел ка p54 со -
став ля ет 25 кДа; он яв ля ет ся транс мем б ран ным
бел ком: его N-ко нец на хо дит ся внут ри по ло ст но го
про стран ст ва, а С-ко нец об ра щен в ци то плаз му [21].

Та ким об ра зом, оба опи сан ных вы ше бел ка
яв ля ют ся транс мем б ран ны ми и им му но ген ны ми,
в свя зи с чем вы зы ва ют ин те рес по лу че ние этих
бел ков и бо лее де та ль ное изу че ние их ло ка ли за -
ции в клет ке.

Цель на сто я щей ра бо ты со сто я ла в по лу че нии
ре ком би нан т ных бел ков p17(D117L) и p54(E183L)

ви ру са АЧС в эука ри о ти че ской си с те ме эк с п рес -
сии и ис сле до ва ние их рас пре де ле ния в клет ке
хо зя и на.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Кон ст ру и ро ва ние ре ком би нан т ных плаз мид
р17рGFP и р54рGFP

ДНК ви ру са АЧС вы де ля ли из се ле зен ки
сви ней, за ра жен ных ви ру сом АЧС (штамм Став -
ро поль 01/08, IIб ге но ти па, 8 се ро им му но ти па).
ПЦР-ам п ли фи ка цию пол но раз мер ных ге нов D117L
(р17) и E183L (р54) про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем
ге нос пе ци фи че ских оли го нук ле о ти дов, со дер жа -
щих опре де лен ные сай ты ре ст рик ции (таб ли ца). 

Да лее ПЦР-про дук ты под вер га ли элек т ро -
фо ре зу в 1,5%-ном ага роз ном ге ле. По ло сы, со от -
вет ст ву ю щие по мо ле ку ляр ной мас се ин те ре су ю -
щим ге нам, вы ре за ли и очи ща ли от ага ро зы при
по мо щи на бо ра QI A qu ick Gel Ex t rac ti on Kit
(QIAGEN, Гер ма ния). Очи щен ные ПЦР-про дук -
ты кло ни ро ва ли в век то ре pGEM-T-easy (Pro me -
ga, США) со глас но ин ст рук ции про из во ди те ля.
Транс фор ма цию кле ток бак те ри а ль ной ку ль ту ры
E.coli Dh5 (NEB, США) осу ще ст в ля ли пу тем
элек т ро по ра ции на при бо ре Gene Pul ser Xcell (Bi o -
Rad, США). Скри нинг кло нов про во ди ли на чаш -
ках Пет ри с ага ром, со дер жа щим 30 ед/мл ам пи -
цил ли на (Ap pliс hem, Гер ма ния). Вы де ле ние плаз -
мид ной ДНК из ото бран ных кло нов про во ди ли с
ис по ль зо ва ни ем на бо ра QIAGEN Plas mid Maxi
Kit (QIAGEN).

На ли чие спе ци фи че ских вста вок нук ле о -
тид ных по сле до ва те ль но стей ге нов в ре ком би нан т -
ных плаз ми дах под твер ж да ли ре зу ль та та ми ПЦР
с при ме не ни ем ген с пе ци фи че ских прай ме ров,
пред став лен ных в таб ли це. Для по лу че ния эк с п -
рес си ру ю щей кон ст рук ции был вы бран век тор
pGFP-N1, ко то рый со дер жит ре пор тер ный ген ЕGFP

42 Biotechnology, 2017, V. 33, N 2

 МИ МА и др.

Спе ци фи че ские оли го нук ле о тид ные прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Spe ci fic oli go nuc le o ti de pri mers used in this work

Ген По сле до ва те ль ность прай ме ра Дли на, пн GC-со став, % Сайт ре ст рик ции 
для эн до нук ле аз

D117L (р17) F 3- aattgggatcccatggacactgaaacgt- 5 28 46 Bam HI

R 3- cataaccggttgtgaatgcgcaagttcag- 5 29 48 AgeI

E183L (р54) F 3- atctcgagctcattatggattctgaattttttc- 5 33 33 Sa cI

R 3- gactgcagaattctcaaggagttttctag- 5 29 41 Eco RI



на С-кон це и на хо дит ся под кон т ро лем ци то ме га -
ло ви рус но го (CMV) про мо то ра. Нук ле о тид ные
по сле до ва те ль но сти ге нов D117L (р17) и E183L
(р54) пе ре кло ни ро ва ли в эк с п рес си ру ющем век -
торе по спе ци фи че ским сай там ре ст рик ции Sa cI,
Eco RI для р54 и AgeI, Bam HI для р17. По сле элек -
т ро по ра ции ком пе тен т ных кле ток E. co li Dh5
про дук та ми ли ги ро ва ния и се лек ции ка на ми цин-
 устой чи вых ко ло ний (30 мкг/мл, Ap pliс hem,
Гер ма ния) на ага ре ре ком би нан т ные плаз ми ды
р17pGFP-N1 и р54pGFP-N1 вы де ля ли ука зан ным
вы ше спо со бом. За тем их сек ве ни ро ва ли по ген с -
пе ци фи че ским прай ме рам и по прай ме ру для
CMV-про мо то ра, на хо дя ще му ся в со ста ве эк с п -
рес си ру ю ще го век то ра. От сут ст вие вста вок, де ле -
ций и за мен в по сле до ва те ль но стях ге нов D117L и 
E183L под твер ж да ли ме то дом нук ле о тид но го
сек ве ни ро ва ния ре ком би нан т ных плаз мид и срав -
не ния с опуб ли ко ван ны ми по сле до ва те ль но стя ми 
NCBI (FR682468.1, JQ771686.1).

Кле точ ные ли нии и их транс фек ция

Для транс фек ции ис по ль зо ва ли пе ре ви ва е -
мые ли нии кле ток поч ки зе ле ной аф ри кан ской
мар тыш ки (COS-1, му зей кле точ ных ку ль тур ГНУ 
ВНИ ИВ ВиМ) и кле ток поч ки эм б ри о на че ло ве ка
(НЕК-293T/17, му зей кле точ ных ку ль тур ГНУ
ВНИ ИВ ВиМ). Клет ки вы ра щи ва ли на сре де ДМЕМ
с до бав ле ни ем 5% и 10% фе та ль ной бы чьей сы во -
рот ки (FBS) (AMRESCO, США) в ин ку ба то ре (San jo,
Япо ния) при 37°С и со дер жа нии СО2 до 5%.

Для транс фек ции ли по фек та ми ном (In vit ro -
gen, США) ку ль ту ру вы ра щи ва ли на 6-лу ноч ном
план ше те до об ра зо ва ния мо но слоя на 70–80%
по вер х но сти лу нок. За тем сре ду за ме ня ли на Op ti-
 MEM (Gib co, США) и про во ди ли транс фек цию плаз -
мид ной ДНК (2 мкг на лун ку), со глас но ре ко мен -
да ци ям про из во ди те ля ли по фек та ми на. Да лее ку -
ль ту ру ин ку би ро ва ли с ком п лек сом ли по фек та -
ми на и плаз мид ной ДНК в те че ние 4–5 ч в ин ку ба -
то ре с СО2 при ука зан ных вы ше усло ви ях, по сле
че го сре ду Op ti-MEM сно ва за ме ня ли на FBS.

Ана лиз био син те за ре ком би нан т ных бел ков
р17GFP и р54GFP

Учет и ана лиз продукции ре ком би нан т ных
бел ков про во ди ли на осно ве ре пор тер ной флю о -
рес цен ции бел ка GFP, «сши то го» с ре ком би нан т -
ны ми бел ка ми р17 и р54. Яд ра транс фи ци ро ван -
ных кле ток окра ши ва ли DA PI-суб ст ра том (Sig ma, 
США), и ви зу а ли за цию осу ще ст в ля ли с по мо щью 
флу о рес цен т но го мик ро ско па EVOS FL Auto (In -
vit ro gen).

Ана лиз ре ком би нан т ных бел ков p17GFP 
и p54GFP ме то дом им му ноб ло тин га

Транс фи ци ро ван ные плаз ми да ми р17pGFP-N1
и р54pGFP-N1 клет ки ли ний COS-1 и НЕК-293T/17
со би ра ли че рез 24 ч, 48 и 96 ч по сле транс фек ции,
осаж да ли цен т ри фу ги ро ва ни ем и хра ни ли при
тем пе ра туре –70°С до про ве де ния ана ли за.

Пе ред про це ду рой ана ли за клет ки раз мо ра -
жи ва ли и ли зи ро ва ли в бу фе ре, со дер жа щем PBS,
0,02% тви на-20 (Ap pliс hem) и ин ги би тор про те аз
Pro te a se In hi bi tor Coc k ta il Set V (Cal bi oc hem, США).
Сус пен зию под вер га ли трех кар т но му за мо ра жи -
ва нию/от та и ва нию, цен т ри фу ги ро ва ли (9000 g), и 
от би ра ли су пер на тант. Для на не се ния на 12%-ный
ПААГ су пер на тант сме ши ва ли с дву крат ным бу -
фе ром 2La em mli Sam p le Buf fer (Bi o Rad, США) в
со от но ше нии 1:1. По сле элек т ро фо ре за бел ки пе -
ре но си ли на ни тро цел лю лоз ную мем б ра ну с диа -
мет ром пор 0,45 мкм (Bi o Rad, США) с ис по ль зо -
ва ни ем си с те мы Tran s B lot Tur bo (Bi o Rad). Мем б -
ра ны с на не сен ны ми на них бел ка ми об ра ба ты ва -
ли мо но кло на ль ны ми ан ти те ла ми GFP(FL) (San ta
Crus Bi o tec h no lo gy, США) к ре пор тер но му бел ку
ЕGFP, ги пе рим мун ной сы во рот кой от за ра жен ных 
ви ру сом АЧС жи вот ных (штамм ви ру са АЧС КК-262)
и ком мер че ски ми ан ти ви до вы ми конъ ю га та ми –
Go at An ti-Rab bit IgG-HRP (San ta Crus Bi o tec h no lo -
gy, США) и Pe ro xi da se Af fi ni Pu re Goat An ti- Swi ne
IgG (H+L) (Jac k son Im mu no Re se arch, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ви рус ные уча ст ки, ко ди ру ю щие пол но раз -
мер ные бел ки р17 (D117L) и р54 (E183L), бы ли
ам п ли фи ци ро ва ны и кло ни ро ва ны в эк с п рес си -
ру ю щем ак цеп тор ном век то ре pGFP-N1 по сай -
там ре ст рик ции Sa cI и Eco RI для p54 и AgeI и
Bam HI для p17 (рис. 1).

Ре ст рик ция ре ком би нан т ных плаз мид спе ци -
фи че ски ми эн до нук ле а за ми и да ль ней ший элек т ро -
фо рез ре ком би нан т ных плаз мид в 1,5%-ном ага -
роз ном ге ле по зво ли ли об на ру жить фраг мен ты дли -
ной 555 пн и 354 пн для ге нов, ко ди ру ю щих бел ки
р54 и р17, со от вет ст вен но (рис. 2). Ре зу ль та ты
нук ле о тид но го сек ве ни ро ва ния плаз мид ной ДНК
под твер ди ли пра ви ль ность ори ен та ции и точ -
ность рам ки счи ты ва ния ре ком би нан т ных ге нов.

При по мо щи флу о рес цен т ной мик ро ско пии 
был про ве ден ана лиз эк с п рес сии ге нов ре ком би -
нан т ных бел ков р17GFP и р54GFP и опре де ле на
их внут ри кле точ ная ло ка ли за ция в транс фи ци ро -
ван ных клет ках COS-1 и НЕК-293T/17. В свя зи с
раз лич ной мо ле ку ляр ной мас сой эти бел ки мо гут
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Рис. 1. Ре ком би нан т ные плаз ми ды, ис поль зо ван ные в ра бо те: а –  pGFP-N1 со встро ен ным по сай там рес т рик ции AgeI и
BamHI ге ном D117L (p17); b – pGFP-N1 со встро ен ным по сай там рес т рик ции SacI и EcoRI ге ном E183L (p54). Kan/neoR – ген ус -
той чи вос ти к ан ти би о ти кам; SV40 early promoter – ран ний ци то ме га ло ви рус ный про мо тор SV40; SV40 ORI – сайт ини ци а ции
реп ли ка ции

Fig. 1. Recombinant plasmids used in this work: (a), pGFP-N1 with gene D117L (p17) inserted at the restriction sites for AgeI и
BamHI endonucleases; (b), pGFP-N1 with gene E183L (p54) inserted at the restriction sites for SacI и EcoRI endonucleases. Kan/neoR,
gene of antibiotic resistance; SV40 early promoter, a CMV promoter gene; SV40 ORI, site of replication origin

Рис. 2. Ре зуль тат элек т ро фо ре за в 1,5%-ном  ага роз ном ге ле ре ком би нан т ных плаз мид пос ле рес т рик ции спе ци фи чес ки ми
эн до нук ле а за ми: a – плаз ми да р17pGFP-N1, об ра бо тан ная рес т рик та за ми AgeI и BamHI: 1 – плаз ми да пос ле рес т рик ции (учас -
ток ДНК раз ме ром 354 пн со от вет с т ву ет по дли не пол но му ге ну D117L; учас ток ДНК раз ме ром 4716 пн со от вет с т ву ет плаз ми де 
pGFP-N1); 2 – ПЦР-п ро дукт дли ной 354 пн, по лу чен ный при скри нин ге кло нов р17pGFP-N1 с ис поль зо ва ни ем ген с пе ци фи чес -
ких прай ме ров для ге на D117L (см. таб ли цу). b – плаз ми да р54pGFP-N1, об ра бо тан ная рес т рик та за ми SacI и EcoRI: 1 – плаз ми -
да пос ле рес т рик ции (учас ток ДНК раз ме ром 555 пн со от вет с т ву ет по дли не пол но му ге ну E183L, учас ток ДНК раз ме ром 4716
пн со от вет с т ву ет плаз ми де pGFP-N1); 2 – ПЦР-п ро дукт дли ной 555 пн, по лу чен ный при скри нин ге кло нов р54pGFP-N1 с ис -
поль зо ва ни ем ген с пе ци фи чес ких прай ме ров для ге на E183L (см. таб ли цу). 3 – от ри ца тель ный кон т роль в ПЦР; М – мар ке ры мо -
ле ку ляр ной мас сы (NEB, США)

Fig. 2. Electrophoresis in 1.5% agarose gel of the recombinant plasmids after their restriction by specific endonucleases: (a),
р17pGFP-N1 treated by AgeI и BamHI: (1), plasmid after restriction (a 354-bp DNA fragment corresponds in length to the full-size
D117L gene; a 4716-bp fragment is similar with pGFP-N1); (2), a 354-bp PCR product obtained by the screening of р17pGFP-N1 clones 
using gene-specific primers for the D117L gene (see table). (b), р54pGFP-N1 treated by SacI и EcoRI endonucleases: (1), plasmid after
restriction (a 555-bp fragment corresponds in length to the full-size E183L gene; a 4716-bp fragment is similar with pGFP-N1); (2),
a 555-bp PCR product obtained after screening of р54pGFP-N1 clones using gene-specific primers to the E183L gene (see table). (3),
negative control in PCR; M, markers of molecular masses (NEB, USA)



раз ли ча ть ся по уров ню эк с п рес сии в раз ное вре мя 
по сле транс фек ции, что мо жет ока зать вли я ние на 
их рас пре де ле ние в клет ках.

В ка че ст ве кон т ро ля эк с п рес сии мы ис по ль -
зо ва ли эк с п рес сию ге на ре пор тер но го бел ка EGFP. 

Со глас но флу о рес цен т но му сиг на лу, ло ка ли за ция 
дан но го бел ка опре де ля лась в ци то плаз ме и яд рах 
кле ток че рез 6–96 ч по сле транс фек ции; при этом
его ло ка ли за ция в клет ке не ме ня лась в за ви си мо с -
ти от уров ня эк с п рес сии, из ме ня лась лишь ин тен -
сив ность флу о рес цен т но го сиг на ла.

Ло ка ли за ция и про дук ция ре ком би нан т ных 
бел ков на блю да лись в ди на ми ке че рез 6 ч, 12, 24, 48, 
72 и 96 ч по сле транс фек ции. Ти пич ные фо то гра -
фии внут ри кле точ ной ло ка ли за ции бел ков р17GFP,
р54GFP и EGFP по ка за ны на рис. 3. Бе лок р54GFP
на чи на ет син те зи ро ва ть ся на 5–6-м ча су по сле
транс фек ции. Про дук ция бел ка р17GFP на чи на -
ет ся не ско ль ко по зже (6–7-й час по сле транс фек -
ции). Од на ко к 24-му ча су по сле транс фек ции
уро вень био син те за обо их ре ком би нан т ных бел -
ков по сте пен но уве ли чи ва ет ся, до сти га ет свое го
мак си му ма че рез 48 ч (50% транс фи ци ро ван ных
кле ток от об ще го кол ли че ст ва кле ток в лун ке для
р17GFP и 70% для р54GFP ) и да лее не из ме ня ет ся.

В те че ние все го вре ме ни эк с п рес сии ви рус -
ных ге нов ло ка ли за ция р17GFP и р54GFP в клет ке 
оста ва лась по сто ян ной, а из ме ня лась то ль ко ин -
тен сив ность их флю о рес цен ции. Бе лок р17GFP
на блю да ли в ци то плаз ме транс фи ци ро ван ных
кле ток COS-1 и НЕК-293T/17 в ви де кле точ ных
вклю че ний, не рав но мер но рас пре де лен ных по
всей ци то плаз ме. В от ли чие от р17GFP рас пре де -
ле ние бел ка р54GFP по ци то плаз ме бы ло рав но -
мер ным (см. рис. 3).

Для под твер ж де ния на ли чия в клет ках
COS-1 и НЕК-293T/17 ре ком би нан т но го бел ка ис -
по ль зо ва ли им му ноб ло тинг с мо но кло на ль ны ми
ан ти те ла ми к ре пор тер но му бел ку ЕGFP и де тек -
цией при по мо щи Cla ri ty Wes tern ECL Sub s t rat
(Bi o Rad) (рис. 4).
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Рис. 3. Клет ки COS-1 че рез 24 ч пос ле тран с фек ции сле ду ю щи ми плаз ми да ми: a – р17pGFP-N1; b – р54pGFP-N1; c –
pGFP-N1. Зе ле ный цвет – флу о рес цен ция кле ток, про ду ци ру ю щих бел ки р17GFP, р54GFP, ЕGFP. Го лу бым ок ра ше ны яд ра кле ток

Fig. 3. COS-1 cells after 24 h of culturing after transfection by the following plasmids: (a), р17pGFP-N1; (b), р54pGFP-N1;
and (c), pGFP-N1. Green color reflects the fluorescence of р17GFP-, р54GFP- and ЕGFP-producing cells. Cell nuclei are stained blue

Рис. 4. Ре зуль та ты им му ноб ло тин га ли за та кле ток
COS-1, тран с фи ци ро ван ных раз лич ны ми плаз ми да ми, с пер -
вич ны ми ан ти те ла ми к EGFP-белку в раз ных раз ве де ни ях.
a: 1 – р17pGFP-N1, ан ти те ла в раз ве де нии 1:500; 2 –
p17pGFP-N1, ан ти те ла  в раз ве де нии 1:1000; 3 – pGFP-N1, ан -
ти те ла в раз ве де нии 1:1000. b: 1 – pGFP-N1, ан ти те ла в раз ве -
де нии 1:1000; 2 – р54pGFP-N1, ан ти те ла в раз ве де нии 1:1000. 
Для ви зу а ли за ции ис поль зо ва ли ан ти ви до вой конъ ю гат с пе -
рок си да зой хре на в раз ве де нии 1:5000

Fig. 4. Immunoblot of lysate of COS-1 cells transfected
by various plasmids with primary antibodies to EGFP protein in
various dilutions: (a): (1), р17pGFP-N1, antibody dilution 1:500;
(2), p17pGFP-N1, antibody dilution 1:1000; (3), pGFP-N1,
antibody dilution 1:1000. (b), 1 – pGFP-N1, antibody dilution
1:1000; (2), р54pGFP-N1, antibody dilution 1:1000. Anti-species 
conjugate with horse radish peroxidase in dilution 1:5000 was
used for visualization



На рис. 4, а (до рож ка 1) с ку ль ту рой кле ток,
тран сфи ци ро ван ной плаз ми дой р17pGFP-N1, чет -
ко вид ны две по ло сы. Од на со от вет ст ву ет мо ле -
ку ляр ной мас се бел ка EGFP (27 кДa), а дру гая –
80 кДa. Мо ле ку ляр ная мас са в 80 кДa не со от вет -
ст ву ет пред по ла га е мой мас се бел ка р17GFP [22],
пре вы шая ее в два ра за. Дан ные ре зу ль та ты мо гут
го во рить о по стран с ля ци он ных мо ди фи ка ци ях бел -
ка или фор ми ро ва нии ди ме ров. Дан ный во прос
тре бу ет до пол ни те ль но го изу че ния.

На рис. 4, b мож но от чет ли во ви деть две по -
ло сы, по мо ле ку ляр ной мас се со от вет ст ву ю щие
бел кам EGFP и р54GFP.

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те уста нов ле -
но, что оба изу чен ных ре ком би нан т ных бел ка на -
хо дят ся в ци то плаз ме кле ток. При этом ха рак тер
их рас пре де ле ния раз ли чен: бе лок р54 рав но мер -
но рас пре де лен по всей ци то плаз ме, а р17 рас по -
ла га ет ся в ней не рав но мер но в ви де вклю че ний.
Уро вень эк с п рес сии ге нов обо их бел ков не влия ет 
на их ло ка ли за цию в клет ке. Дан ные им му ноб ло -
тин га по ка зы ва ют, что оба ре ком би нан т ных бел -
ка яв ля ют ся фун к ци о на ль ны ми, спо соб ны ми к
спе ци фи че ско му взаи мо дей ст вию с сы во рот ка ми
за ра жен ных ви ру сом АЧС жи вот ных. Сле до ва -
те ль но, дан ные ре ком би нан т ные бел ки по сле до -
пол ни те ль ной очи ст ки мо гут при ме ня ть ся в им -
му но ло ги че ских ре ак ци ях и ис по ль зо ва ть ся для
изу че ния ви ру са АЧС и про ти во ви рус но го от ве та
при за бо ле ва нии аф ри кан ской чу мой сви ней.

Кол лек тив ав то ров вы ра жа ет бла го дар ность
со труд ни кам ла бо ра то рии ви ру со ло гии и мик ро -
би о ло гии ГНУ ВНИ ИВ ВиМ за по мощь в про ве де -
нии ис сле до ва ний. Ра бо та вы пол не на при фи нан -
со вой под дер ж ке Со ве та по гран там Пре зи ден та
Рос сий ской Фе де ра ции (МК-6875.2015.4) и Рос -
сий ско го фон да фун да мен та ль ных ис сле до ва ний
(15-34-20995). Этап ис сле до ва ний по кло ни ро ва -
нию ге нов ви ру са АЧС вы пол нен при фи нан со вой 
под дер ж ке гран та РНФ 16-16-00090.
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Ab s t ract – The ar tic le des c ri bes the pro duc ti on of Af ri can swi ne fe ver vi rus (ASFV) struc tu ral im mu no ge nic re com bi nant pro te ins p17
and p54 in a euka ry o tic ex p res si on sys tem (mam ma li an cells). Full-length co pi es of p17 (D117L) and p54 (E183L) ge nes were clo ned in
the ex p res si on vec tor pGFP-N1 un der the con t rol of the cy to me ga lo vi rus pro mo ter. The pre sen ce of the in serts and the ir ori en ta ti on were 
ve ri fi ed by the res t ric ti on ana ly sis and nuc le o ti de se qu en cing. The le vel of ge ne ex p res si on and re com bi nant pro te ins lo ca li za ti on in
COS-1 and HEK- 293Т/17 tran s fec ted cell cul tu res was de ter mi ned by the re por ter flu o res cen ce of EGFP-fu sed p17GFP and р54GFP
pro te ins. The fun c ti o nal ac ti vi ty of the re com bi nant pro te ins was con fir med by the ir abi li ty to spe ci fi cal ly in te ract with ASF an ti bo di es.
Our stu dy shows that both re com bi nant pro te ins have the cy top las mic lo ca ti on that re ma ins un c han ged du ring the who le ex p res si on pe ri -
od (96 ho urs). The re com bi nant ASFV pro te ins can in te ract spe ci fi cal ly with ASFV an ti bo di es and the re fo re, they can be used in im mu lo gi -
cal as sa ys.
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doi: 10.1016/0234-2758-2017-33-2-41-47

Ac k now led ge ments – The aut hors are gra te ful to the staff of the La bo ra to ry for Vi ro lo gy and Mic ro bi o lo gy of VNI IV ViM for the as sis -
tan ce in the in ves ti ga ti ons.

The work was per for med with the fi nan ci al sup port of the Pre si dent of RF Co un cil on Grants (МК-6875.2015.4) and Rus si an Fund for
Ba sic In ves ti ga ti ons (15-34-20995). The sta ge of clo ning of the ASFV ge nes was per for med with the fi nan ci al sup port of Grant RNF
16-16-00090.


