
61

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 5, С. 61–72

Совместная эволюция вирусов и их хозяев 
привела, с одной стороны, к возникновению це-
лого комплекса механизмов защиты от инфекции 
со стороны иммунной системы инфицированно-
го организма, включая выработку интерферонов, 
а с другой, к появлению вирусов, способных пре-
пятствовать развитию направленного против них 
иммунного ответа хозяина. Ключевую роль в од-
ном из таких адаптационных механизмов у виру-
сов гриппа выполняет белок NS1.

NS1 − неструктурный белок вируса гриппа А −  
состоит из 217−237 АК, формирующих два функ-

циональных домена: N-концевой РНК-связываю-
щий (1−73 АК), который взаимодействует с дву-
нитевыми РНК, образующимися в процессе 
репликации вирусов и запускающими противо-
вирусный ответ, и С-концевой эффекторный (на-
чиная с 74-й АК), способный образовывать ком-
плексы с рядом клеточных белков.

Белок NS1 играет важную роль в патогенезе 
гриппозной инфекции, выполняя целый ряд регу-
ляторных функций. Он вовлечен в контроль над 
репликацией вируса, регулируя активность вирус-
ной РНК-полимеразы и стимулируя  трансляцию 
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специфических вирусных мРНК, и является мощ-
ным антагонистом интерфероновой системы хо-
зяина. Он может блокировать выработку Inf ин-
фицированными клетками по крайней мере двумя 
путями: ингибируя активацию транскрипционно-
го регуляторного фактора интерферона 3 (IRF3) 
и взаимодействуя с клеточным фактором CPSF30 
(Cellular cleavage and Polyadenylation Specificity 
Factor), участвующим в процессинге мРНК. В ре-
зультате такого взаимодействия образуется ком-
плекс CPSF30/NS1, способствующий накоплению 
незрелых премРНК в ядре клетки и тормозящий 
появления в цитоплазме зрелых мРНК, включая 
Inf-специфические [1, 2].

Белок NS1 вируса гриппа напрямую или опо-
средованно отвечает за экспрессию ряда цитоки-
нов. Так, инфицирование клеток вирусом грип-
па с делецией гена NS приводила к подавлению 
синтеза мРНК IL-4 и активации синтеза мРНК 
IL-10 [3].

Вирусы, лишенные гена NS1, характеризуют-
ся сниженными репликативными и патогенными 
свойствами [4].

Между тем остаются совершенно неизучен-
ными функции анти-NS1-антител в инфициро-
ванном организме. NS1 является неструктурным 
внутриклеточным белком, и поэтому он менее до-
ступен для АТ, чем белки, входящие в состав ви-
русной частицы. Тем не менее, АТ к NS1 выяв-
лены в высоких титрах в крови пациентов, инфи-
цированных вирусом А(Н5N1) [5]. В дополнение 
к этому, сайты, кодирующие последовательности 
антигенных детерминант белка NS1 подвержены 
позитивной селекции, что указывает на наличие 
соответствующего иммунного пресса [6].

В модельных экспериментах показано, что 
реакция АТ с определенными АК эффекторно-
го домена белка NS1 препятствует взаимодей-
ствию NS1 с двунитевой РНК [7] или клеточны-
ми компонентами (такими, как CPSF30 и eIF4GI 
(eukaryotic translation Initiation Factor 4 Gamma I), 
играющими заметную роль в процессинге мРНК) 
[8], что приводит к значительному подавлению 
репликации вирусов гриппа А.

Все вышеизложенное свидетельствует о необ-
ходимости дальнейшего изучения роли в патоге-
незе гриппа как белка NS1, так и взаимодейству-
ющих с ним АТ. Моноклональные антитела могут 
служить эффективным инструментом для реше-
ния этих задач. МоноАТ с успехом применяют 
для эпитопного картирования белка NS1 и харак-
теристики полиморфизма его структуры, а также 
для изучения его функций [7, 9–11].

Цель настоящей работы состояла в создании 
и характеристике панели моноАТ, специфичных к 
белку NS1вируса гриппа А.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Вирусы, клетки, моноклональные антитела
Использовали штаммы вируса гриппа ди-

кого типа с полноразмерным немодифициро-
ванным геном NS1: A/Puerto Rico/8/1934/Mount 
Sinai (A/PR/8/1934) (H1N1); A/Beijing/262/1995  
(H1N1); A/New Caledonia/20/1999 (H1N1); A/Cali-
fornia/07/2009 (H1N1)pdm09; A/Singapore/1/1957  
(H2N2); A/Panama/2007/1999 (H3N2); A/Wiscon  
sin/67/2005 (H3N2); A/Brisbane/10/2007 (H3N2);  
A/Texas/50/2012 (H3N2); A/Hong Kong/1/1968  
(H3N2); A/duck/Potsdam/1402-6/1986 (H5N2); 
A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3); A/Hong 
Kong/1073/99 (H9N2); B/Brisbane/60/2008 (Вик-
торианской эволюционной линии); B/Massa-
chusetts/02/2012 (Ямагатской эволюционной ли-
нии). Указанные штаммы были предоставлены 
Институтом Фрэнсиса Крика (Лондон). Штаммы  
A/Saint Petersburg/5/2009 (H1N1)pdm и А/Kali-
ningrad/53/2015 (H1N1)pdm были получены из кол-
лекции музея вирусов ОРЗ ФГБУ «НИИ гриппа».

В данной работе использовали также получен-
ные методом обратной генетики рекомбинантные 
вирусы A/Puerto Rico/8/1934 delNS1 (A/PR-/8/34  
delNS1) (имеющий делецию всей последова-
тельности, кодирующей белок NS1); A/Puerto 
Rico/8/1934 (с укороченным белком NS1, содер-
жащим только первые 124 АК, и гетерогенной 
вставкой белка ESAT-6 Mycobacterium tuberculosis 
 ( A / PR/8(1-124)-ESAT)), а также 6:2-реассортант ви-
руса A/Hong Kong/1/1968 (с внутренними генами 
вируса A/Puerto Rico/8/1934, укороченным бел-
ком NS1 и вставкой белка теплового шока (A/HK- 
PR/8(1-124)-HspX)). Перечисленные три штамма яв-
ляются авторскими разработками и любезно пре-
доставлены лабораторией молекулярной вирусо-
логии и генной инженерии ФГБУ «НИИ гриппа».

Культура клеток MDCK (London Line) была 
получена из коллекции IRR, США (# FR-58), 
клетки культуры WHO Vero были получены из Ев-
ропейской коллекции клеточных культур (Вели-
кобритания, ECACC, # 88020401).

При анализе свойств новых моноАТ использо-
вали коммерческие моноАТ 1AF10 и 1A4A («Би-
алекса», Москва) и ab181436 (Abcam, Великобри-
тания) к белку NS1 вируса гриппа А. Для оценки 
репродукции вирусов в культуре клеток исполь-
зовали типоспецифичные моноАТ к белку NP 
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 вирусов гриппа А (моноАТ 6D11) и вирусов грип-
па В (моноАТ 2/3), полученные в ФГБУ «НИИ 
гриппа».

Получение рекомбинантного белка rNS1124 

вируса гриппа A/Puerto Rico/8/1934) (H1N1)
Оптимизацию для экспрессии в E. coli, синтез 

и встраивание в вектор pET22b нуклеотидной по-
следовательности, кодирующей рекомбинантный 
белок rNS1124 (первые 124 АК белка NS1 вируса 
гриппа A/PR/8/1934) или фрагмент белка GP ви-
руса Эбола, осуществляла компания «Евроген» 
(Москва). Для получения штамма-продуцента 
клетки E. coli BL21(DE3) Codon plus («Евроген») 
трансформировали плазмидой  pET22b / rNS1124 
(«Евроген»). Трансформированные бактерии вы-
ращивали в среде LB (Becton Dickinson, Фран-
ция) с ампициллином («Синтез», Россия) до 
ОП600 = 0,6−0,7, после чего индуцировали продук-
цию рекомбинантного белка добавлением 1 мM 
IPTG (Thermo Scientific, Литва). Через 16 ч клетки 
осаждали и обрабатывали лизирующим буфером, 
pH 8,5, содержащим 50 мМ Na2HPO4 («ЛенРеак-
тив», Санкт-Петербург), 500 мМ NaCl («ЛенРе-
актив»), 8 M мочевину (Sigma, США), 5 мМ ими-
дазол (Sigma) и 1% ингибитора протеаз E. coli 
(Protease Inhibitor Cocktail for His-tagged proteins) 
(Sigma). Через 20 мин инкубации при комнат-
ной температуре добавляли 0,01% тритона X-114 
(Sigma) и лизоцим (Serva, Германия) до концен-
трации 1 мг/мл. 

После инкубации в течении 1 ч смесь цен-
трифугировали 1 ч при 13000 g. Очистку реком-
бинантных белков из клеточного лизата прово-
дили с помощью металлоафинной хроматогра-
фии на Ni-сорбенте с использованием колонки 
HisTrap FF Crude, 5 мл (GE Healthcare, Швеция). 
В качестве стартового служил лизирующий бу-
фер, состав которого приведен выше. Для от-
мывания от эндотоксинов служил стартовый бу-
фер с добавлением 0,1% тритона X-110 (Sigma). 
Второй этап отмывки (от тритона X-110) прово-
дили с помощью стартового буфера с добавле-
нием 0,1% твина 20 (Sigma). Третий раствор, ко-
торым промывали колонку, представлял собой 
стартовый буфер с добавлением 10 мМ имида-
зола (Sigma). Для элюции использовали старто-
вый буфер, содержащий 500 мМ имидазол. Ско-
рость потока жидкостей через колонку на каждом 
этапе хроматографического разделения состав-
ляла 5 мл/мин. Все работы выполнялись на при-
боре BioLogicDuoFlow (BioRad Laboratories,  
Inc, США).

Получение моноАТ, специфичных к белку NS1

Мыши линии BALB/c (из филиала «Столбовая» 
ФГБУ «Научный центр биомедицинских техноло-
гий Федерального медико-биологического агент-
ства», Московская обл.) были двукратно с интерва-
лом 3 нед иммунизированы рекомбинантным бел-
ком rNS1124 вируса гриппа A/Puerto Rico/8/1934. 
Белок, растворенный в 0,1 М PBS, рН 7,2 («Био-
лоТ», Санкт-Петрбург), вводили животным вну-
тримышечно в дозе 40 мкг/мышь с 500 мкг/мышь 
адъюванта − гидроксида алюминия (Brenntag, Да-
ния). Через 3 нед после второй иммунизации про-
водили бустер-иммунизацию белком rNS1124 в дозе 
30 мкг/мышь и спустя 3 дня осуществляли гибри-
дизацию спленоцитов иммунизированных мышей 
с клетками мышиной миеломы линии X63Ag8.653 
в присутствии 50%-ного ПЭГ 1000 (Sigma).

Полученные гибридные клетки культивирова-
ли на селективной среде НАТ (Sigma). При пер-
вичном тестировании клонов использовали тради-
ционный метод непрямого ИФА: анализируемую 
культуральную жидкость вносили в лунки план-
шета, сенсибилизированные очищенным белком 
rNS124 или лизатом клеток E. coli в качестве отрица-
тельного контроля. Гибридные клоны с заданным 
спектром реагирования подвергали 2−4-кратному 
реклонированию. Стабильные клоны-продуцен-
ты моноАТ использовали для получения асцитов. 
С этой целью мышам линии BALB/c, предвари-
тельно праймированным пристаном (0,5 мл/мышь, 
Sigma), внутрибрюшинно вводили гибридные 
клетки в количестве 5−10 млн.  кл / мышь. Спустя 
2–3 нед асцитную жидкость собирали. Надосадоч-
ная жидкость, полученная в результате центрифу-
гирования асцитов, служила источником моноАТ, 
а клетки гибридом, прошедшие пассирование на 
мышах, подвергали криоконсервированию.

Исследования выполняли согласно «Пpави-
лам пpоведения pабот с иcпользованием экспеpи-
ментальных животных» (приказ № 266 МЗ РФ 
от 19.06.2003).

Оценка свойств моноАТ в непрямом ИФА
Антигенами (rNS124 или рекомбинантный бе-

лок GP вируса Эбола в качестве отрицательного 
контроля), разведенными 0,05 М карбонатно-би-
карбонатным буфером, рН 9,5 («ЛенРеактив»), до 
концентрации 1 мкг/мл, сенсибилизировали план-
шет для ИФА («Медполимер», Санкт-Петербург) 
при 4 °С в течение 18 ч. После отмывания несвя-
завшегося антигенного материала 0,01 М PBS, 
рН 7,2 («БиолоТ»), с добавлением 0,05%-ного 
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твина-20 (Serva) (PBS-Т) в лунки планшета вно-
сили моноАТ в PBS-Т в различных разведениях 
и инкубировали 1 ч при 37 ºС. Связавшиеся с ан-
тигеном моноАТ детектировали путем добавле-
ния к смеси пероксидазного конъюгата АТ к IgG 
мыши (Sigma), разведенного PBS-Т 1:5000, с по-
следующей инкубацией в течение 1 ч при 37 °С. 
Пероксидазную реакцию проявляли добавлением 
субстратной смеси, содержащей 0,1 мг/мл ТМБ 
(Sigma), и 0,02%-ный раствор Н2О2 в 0,1 М аце-
тат-цитратном буфере (ЗАО «ЛенРеактив»), 
рН 5,0. Реакцию останавливали добавлением 2 н. 
H2SO4 (ЗАО «ЛенРеактив») и ОП измеряли на фо-
тометре Multiskan MS (Labsystems, Финляндия) 
при длине волны 450 нм.

Определение изотипа моноАТ
Изотип моноАТ анализировали методом ИФА 

с использованием набора козьих антиизотипиче-
ских сывороток против Ig мыши и пероксидазно-
го конъюгата кроличьих АТ, взаимодействующих 
с козьими IgG (Sigma-Aldrich, США). В качестве 
антигена для сенсибилизации планшетов исполь-
зовали rNS124 в концентрации 1мкг/мл.

Анализ полученных моноАТ методом 
вестерн-блотинга

Для оценки антигенной направленности мо-
ноАТ в качестве антигенов в иммуноблотинге ис-
пользовали лизат клеток MDCK, зараженных ви-
русами гриппа А в дозе 0,1−1 ТИД50/кл. Через 24 ч 
клетки лизировали буфером, содержащим 5%-ный 
β-МЕ (Amresco, США), и лизат кипятили в тече-
ние 2 мин. Отрицательным контролем служил ли-
зат аналогично обработанных интактных клеток 
MDCK. SDS-ЭФ белков из приготовленных проб 
проводили в редуцирующих условиях по мето-
ду Лэммли [12] в 8−20%-ном градиентном полиа-
криламидном геле (Serva). После проведения ЭФ 
белки из геля переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану (BioRad, Германия). Свободные точки 
на мембране блокировали при 4 ºС в течение 18 ч 
1,5%-ным БСА (Sigma), разведенным PBS-Т (бло-
кирующий раствор PBS-БСА). Инкубацию моно-
АТ (в концентрации 5−10  мкг / мл, разведенных 
PBS-БСА) с вирусными антигенами на НМ про-
водили при 37 ºС в течение 2 ч. Затем НМ обра-
батывали при 37 °С в течение 2 ч пероксидазным 
конъюгатом АТ к IgG мыши (Life Technologies, 
США), разведенным 1:1000 блокирующим буфе-
ром. После отмывания НМ пероксидазную реак-
цию проявляли раствором Immnublot solution, со-
держащим ТМБ (Life Technologies). ММ белков, 

с которыми взаимодействовали моноАТ на НМ, 
определяли по калибровочной кривой с помощью 
маркеров Kaleidoscope (BioRad).

Микрокультуральный ИФА для оценки 
взаимодействия моноАТ с вирусными 
антигенами в инфицированных клетках

Монослойные культуры клеток MDCK или Vero, 
выращенные в 96-луночных планшетах для культу-
ральных работ (Thermo Scientific–Nunc, Дания), ин-
фицировали вирусами гриппа при MOI 0,01. Через 
24 ч культивирования в СО2-инкубаторе (при 37 °C 
для вирусов гриппа А или 34 °C для вирусов грип-
па В) клетки в лунках фиксировали  80%-ным ох-
лажденным ацетоном («Вектон», Санкт-Петер-
бург) в течение 20 мин. В лунки с фиксированными 
и отмытыми клетками добавляли  моноАТ, разве-
денные 5%-ным раствором сухого обезжиренно-
го молока («СИ-Проджект», Санкт-Петербург) в 
PBS (PBS-М), и инкубировали смесь в течение 2 ч 
при 37 °C. Все использованные моноАТ как к NS1-
, так и к NP-белкам вируса гриппа А получены в 
ФГБУ «НИИ гриппа». После отмывания планше-
тов детекцию связавшихся с вирусом моноАТ про-
водили путем добавления пероксидазного конъю-
гата козьих АТ к IgG мыши (Sigma), разведенного 
PBS-М из расчета 1:5000. Планшеты инкубировали 
в течение 1 ч при 37 °C и пероксидазную реакцию 
проявляли, как указано выше для непрямого ИФА.

Анализ аминокислотной последовательности 
белка NS1 вирусов гриппа

Последовательности белка NS1 вирусов грип-
па были получены из базы данных GenBank 
(AAM75163.1; ACF41872.1; AFO65032.1; YP_009118625.1; 
ACF54482.1; DQ487336.1; ABW81757.1; AHX37622.1; 
AIE52530.1; GU052544.1; AGY42287.1; NP_859034.1; 
AFH57915.1; KC891763.1). Выравнивание проводили 
с использованием компонента программы AlignX 
пакета Vector NTI Advance 11 (Invitrogen Corpora-
tion, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Была получена панель из семи моноАТ (2C5, 
1A11, 5G8, 2G11, 5G11, 5D2 и 1H7), специфиче-
ски взаимодействующих в ИФА с рекомбинант-
ным  белком rNS1124. Ни для одного из них не на-
блюдали перекрестного реагирования с гетеро-
логичным белком (фрагментом белка GP вируса 
Эбола), полученным в той же системе экспрессии 
(рис. 1). Все моноАТ принадлежат к одному изо-
типу иммуноглобулинов − IgG1.
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Антигенная направленность новых моноАТ 
была проанализирована методом вестерн-блотин-
га с использованием в качестве источника антиге-
нов лизата клеток MDCK, зараженных  различными 

штаммами вируса гриппа А. После ЭФ белков ли-
зата в указанных условиях был проведен имму-
ноблотинг, который показал, что все полученные 
нами моноАТ специфически реагировали на НМ 
с белком NS1. При этом взаимодействие наблюда-
ли не только в тех случаях, когда в качестве источ-
ника антигенов использовали лизаты клеток, ин-
фицированных рекомбинантными вирусами грип-
па А с укороченной последовательностью NS1. 
Все полученные нами моноАТ взаимодействовали 
также с полноразмерным белком NS1 из клеток, 
зараженных вирусами дикого типа А(H1N1) или 
A(H3N2). В качестве примера приведен результат, 
полученный для моноАТ 1Н7 (рис. 2а). Для ос-
тальных моноАТ картина была аналогичной.

Для сравнения в иммуноблотинге с теми же ан-
тигенами были проанализированы коммерческие 
моноАТ к NS1. В отличие от наших препаратов 
моноАТ 1AF10 (“Биалекса”) связывались с полно-
размерным белком NS1 (ММ 26,9 кДа) из клеток, 
зараженных вирусом гриппа А дикого типа, но не 
с его укороченной формой, содержащей АК 1−124 
(ММ 15,9 кДа ) (рис. 2b, сравни с дорожками 2 и 
4 на рис. 2а). Вероятно,  моноАТ 1AF10 специфич-
ны к АК С-концевого домена. Следует  отметить, 
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Рис. 1. Взаимодействие моноАТ с рекомбинантным 
белком rNS1124 в непрямом ИФА; К − среднее зна-
чение ОП450  при взаимодействии моноАТ с гетеро-
логичным рекомбинантным белком (фрагмент белка 
GP вируса Эбола − отрицательный контроль)

Fig. 1. Interaction of MCA with recombinant protein of 
NS1124 in indirect ELISA; K, mean value of OD450 re-
sulting from MCA reaction with heterological recombi-
nant protein (fragment of Ebola virus GP protein, neg-
ative control)
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Рис. 2. Сравнение антигенной специфичности моноАТ 1Н7, полученного в ФГБУ «НИИ гриппа» (a) и коммерческих 
моноАТ – 1AF10 («Биалекса») (b) и ab181436 (Abcam) (с) − при их взаимодействии с белком NS1 в инфицированных 
клетках (по результатам вестерн-блотинга): 1– антигены вирусов A/HK-PR/8(1-124)-HspX (ожидаемая ММ NS1 с гете-
рогенной вставкой 30,5 кДа); 2– антигены A/PR/8/(1-124)-ESAT (ММ NS1 25,9 кДа и 15,9 кДа со вставкой или с выре-
занной гетерогенной вставкой, соответственно); 3 – антигены A/Puerto Rico/8/1934 (дикий тип, ММ NS1 25,9 кДа); 
4 – антигены A/Hong Kong/1/1968 (дикий тип, ММ NS1 26,9 кДа); 5 – антигены лизата неинфицированных клеток

Fig. 2. Сomparison of antigenic specificity of MCA 1H7 obtained in NII Grippa (a) and of commercial MCA 1AF10 (Biolexa) 
(b) and ab181436 (Abcam) (c) during their interaction with NS1 protein in infected cells (Western-blotting): (1), antigens of 
A/HK-PR/8(1-124)-HspX viruses (expected NS1 MM with heterogenic insertion of 30.5 kDa); (2), antigens of A/PR/8/(1-124)-
ESAT (NS1 MM of 25.9 kDa and 15.9 kDa with or without heterogenic insertion, respectively); (3), antigens of A/Puerto 
Rico/8/1934 (wild type, NS1ММ of 25.9 kDa); (4), antigens of A/Hong Kong/1/1968 (wild type, NS1ММ of 26.9 kDa); and 
(5), antigens of uninfected cells lysate
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что при использовании  моноАТ ab181436 (Abcam) 
помимо специфичной полосы с ММ около 26 кДа 
(рис. 2с) на НМ были выявлены множественные 
полосы, в том числе с ММ 15,9 кДа, в препарате 
вируса «дикого типа», где такой фрагмент белка 
NS1 отсутствует (рис. 2с, дорожка 4). Эти резуль-
таты свидетельствуют о низкой антигенной спе-
цифичности  моноАТ ab181436.

Полученные нами моноАТ обладали доста-
точно высокой чувствительностью для оценки 
динамики синтеза вирусного белка NS1 в зара-
женных клетках. С этой целью использовали ме-
тод мк-ИФА с инфицированными клетками Vero 
(эпителиальная культура из почки африканской 
зеленой мартышки). В отличие от других линий, 
происходящих от нормальных клеток млекопи-
тающих (включая клетки почечного эпителия со-
баки MDCK), Vero не синтезируют Inf α/β [13]. 
Только в таких Inf-дефицитных клетках способны 
полноценно реплицироваться вирусы гриппа А 
с делетированным белком NS1, который является 
антагонистом системы Inf I типа.

На рис. 3 представлены результаты выявления 
белка NS1 методом мк-ИФА на различных стади-
ях репликативного цикла в клетках Vero, заражен-
ных вирусом А/Рuеrtо Rico/8/1934 дикого типа и 
рекомбинантным штаммом А/Рuеrtо Rico/8/1934 
delNS. Детекцию NS1 осуществляли с использо-
ванием трех моноАТ к этому белку (2С5, 1А11, 
1Н7), показавших свою высокую эффективность 
в данном методе (см. рис. 3а). Об успешной ре-
продукции обоих вирусов свидетельствовал ак-
тивный синтез NP-белка уже через 6 ч после за-
ражения, выявленный с помощью моноАТ 6D11 

к NP-белку вирусов гриппа А. Показателем спец-
ифичности анализируемых моноАТ служило от-
сутствие их взаимодействия с вирусными анти-
генами в клетках, инфицированных штаммом  
А/Рuеrtо Rico/8/1934 delNS (см. рис. 3b).

При данных условиях эксперимента 
(MOI = 0,01) синтез белка NS1 в клетках, заражен-
ных вирусом дикого типа, наблюдали не ранее 17 ч 
после инфицирования (см. рис. 3a). При большей 
инфекционной дозе (MOI = 3) белок NS1 был четко 
выявлен уже через 6 ч после инфицирования (дан-
ные приведены ниже). Показатели ОП450 в этой вре-
менной точке при MOI = 3 составили 0,715; 0,214 и 
0,281 для моноАТ 1А11, 2С5 и 1Н7, соответствен-
но, при контрольном значении (К) менее 0,1.

Таким образом, предложенный нами вариант 
мк-ИФА может быть применен для детекции бел-
ка NS1 в клетках, инфицированных вирусами грип-
па А, и по чувствительности не уступает способам 
анализа, предложенным другими авторами. Так, 
группа канадских исследователей, используя автор-
ские моноАТ и такие методы исследования, как ве-
стерн-блотинг и иммунофлуоресценция, показала, 
что при MOI = 5 белок NS1 появляется в клетках, 
инфицированных вирусом A/Puerto Rico/8/1934, 
не ранее, чем спустя 5–8 ч после инфекции [10].

Структура белка NS1 в достаточной степени 
вариабельна. Гомология аминокислотной после-
довательности у вирусов гриппа А, принадлежа-
щих к одному или разным субтипам, может варьи-
ровать в пределах 62–100%. При этом N-концевой 
РНК-связывающий регион более консервативен, 
чем С-концевой эффекторный [9, 10, 14, 15]. По-
казано, что структурные особенности белка NS1 
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Рис. 3. Динамика взаимодействия различных моноАТ с антигенами вируса гриппа А/Рuеrtо Rico/8/1934 дикого 
типа (a) и рекомбинантного штамма А/Рuеrtо Rico/8/1934 delNS (b) в клетках Vero, инфицированных вирусом при 
MOI = 0,01 (по данным микрокультурального ИФА). К − среднее значение ОП450 при взаимодействии моноАТ с неин-
фицированными клетками Vero (отрицательный контроль)

Fig. 3. Dynamics of interaction of various MCA with antigens of wild type flu virus А/Рuеrtо Rico/8/1934 (a) and recombi-
nant strain of А/Рuеrtо Rico/8/1934 delNS (b) in Vero cells infected by the virus with MOI of 0.01 (according to microcultur-
al ELISA). K is mean value of OD450 resulting from interaction of MCA with uninfected Vero cells (negative control)
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влияют на эффективность его взаимодействия с 
клеточными регуляторными факторами (NF-kB, 
PI3K, IRF3, CPSF30 и др.) [16–19]. Полиморфизм 
белка NS1 обусловливает штамм- и субтип-спец-
ифические особенности репликативного цик-
ла вирусов, уровень их патогенности и влияния 
на противовирусный иммунный ответ (блокиро-
вание системы Inf и синтез провоспалительных 
цитокинов). Экспериментальные доказательства 
этого были получены для вирусов гриппа Н5 и Н7 
птичьего происхождения [17, 20], а также для ви-
руса А(H1N1)pdm09 [16, 21, 22].

МоноАТ служат удобным инструментом ана-
лиза антигенной изменчивости белков. В этой 
связи одной из поставленной нами задач являлась 
оценка широты спектра взаимодействия получен-
ных моноАТ. Для этого монослойные культуры 
клеток MDCK были инфицированы (MOI = 0,01) 
различными вирусами гриппа дикого типа с немо-
дифицированным геном NS. Результаты  мк-ИФА 
свидетельствуют о типо- и субтипоспецифиче-
ской антигенной вариабельности белка NS1 виру-
са гриппа (рис. 4).

Следует отметить, что значения ОП450 при вза-
имодействии NS1-специфичных моноАТ с виру-
сами могут быть низкими в том случае, когда син-
тез вирусных белков незначителен (при невысо-
ком уровне репродукции вируса, т.е. при низкой 
инфекционной дозе вируса). Однако в нашем слу-
чае количественной мерой репродукции вирусов 
являлось взаимодействие с типоспецифичными 
моноАТ 6D11 или моноАТ 2/3, которые реагируют 
с NP-белком всех вирусов типа А или типа В, со-
ответственно. Значения ОП450 для этих АТ практи-
чески одинаковы для всех штаммов, т.е. уровень 
(количество) других синтезируемых внутрикле-
точных вирусных белков также сопоставим для 
всех исследованных штаммов. Соответственно, 
если ОП450 для NS1-специфичных моноАТ низкая, 
то это не свидетельствует однозначно о малом со-
держании белка NS1, а может являться следстви-
ем его структурных особенностей, при которых 
снижается аффинность его связывания с АТ.

Все моноАТ ожидаемо наиболее эффектив-
но реагировали с белком NS1 вируса A/Puerto 
Rico/8/1934. При этом характер их взаимодей-
ствия с нативным внутриклеточным белком NS1 
в инфицированных клетках (метод мк-ИФА) и 
рекомбинантным белком rNS124 (метод непрямо-
го ИФА), который использовали при иммуниза-
ции мышей в процессе получения моноАТ, не был 
идентичен. Так, моноАТ 5G8 значительно слабее 
реагировали с нативным белком по сравнению 

с рекомбинантным (сравни рис. 1 и 4а), что может 
быть следствием конформационных отличий ис-
следованных форм белка.

МоноАТ 2G11, 5D2 и 1H7 проявляли наи-
более активное взаимодействие с NS1 вирусов 
A/Beijing/262/1995 и A/New Caledonia/20/1999  
(см. рис. 4b и 4c), также принадлежащих к субти-
пу А(Н1N1) и широко циркулировавших в чело-
веческой популяции до появления в 2009 г. панде-
мического вируса А(H1N1)pdm. О том, что струк-
тура домена, содержащего АК 1−124 белка NS1 у 
вирусов пандемического гриппа А(H1N1)pdm из-
менена по сравнению с более ранними (цирку-
лировавшими в 90-х годах прошлого века) виру-
сами «сезонного» гриппа А(H1N1), свидетель-
ствует сниженная активность моноАТ 2G11, 5D2  
(см. рис. 4b,c и 4d,e,f). При этом некоторые вариации 
во взаимодействии с моноАТ 1A11, 5G11 и 1H7 ука-
зывают на наличие штаммовых различий в струк-
туре антигенных детерминант белка NS1 среди ви-
русов пандемического гриппа (см. рис 4d, 4e, и 4f).

На фоне общего снижения степени взаимо-
действия моноАТ с вирусами гриппа субтипа 
А(Н3N2) по сравнению с A/Puerto Rico/8/1934 на-
блюдались также некоторые штамм-специфичные 
вариации этой активности (см. рис. 4g, 4h, 4i, 4j). 
По отношению к вирусу А(H2N2) большинство 
моноАТ были неактивны. Невысокий уровень 
взаимодействия обнаружен лишь для моноАТ 
1А11 и 5G11 (рис.4k). Интересно, что некоторые 
моноАТ (1A11, 5G11, 1H7) взаимодействовали с 
вирусом А(H9N2) так же активно, как и с вирусом 
A/Puerto Rico/8/1934 (рис. 4n).

Ни одно из полученных моноАТ не реаги-
ровало с антигенами вирусов гриппа A(H5N2) и 
A(H7N3) (см. рис. 4l, 4m). Отсутствие взаимо-
действия наблюдалось также для вирусов гриппа 
типа В, принадлежащих как к Ямагатской, так и к 
Викторианской линиям (см. рис. 4o, 4p). При этом 
указанные закономерности сохранялись даже при 
100-кратном повышении MOI по сравнению с ус-
ловиями эксперимента, отображенного на рис. 4.

В целом, наблюдаемые различия в эффектив-
ности взаимодействия анализируемых моноАТ с 
вирусами свидетельствуют о значительной типо-
вой, субтиповой и штаммовой структурной гетеро-
генности фрагмента белка (NS11–124), а также о воз-
можности использования полученных АТ для изу-
чения антигенной изменчивости вирусов гриппа А.

В современной литературе имеется достаточ-
но много информации об определенных АК бел-
ка NS1 вирусов гриппа А, которые вовлечены 
 во  взаимодействие с клеточными  компонентами 
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Рис. 4. Взаимодействие моноАТ с антигенами различных вирусов гриппа А дикого типа в инфицированных клет-
ках MDСK через 24 ч после заражения в дозе MOI = 0,01 (по данным микрокультурального ИФА). По оси абсцисс – 
штаммы вируса

Fig. 4. Interaction (according to microcultural ELISA) of MCA with antigens of various A fl u wild type viruses in infected 
MDCK cells 24 h after infection with MOI = 0.01. X-axis, virus strains
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ПАНЕЛИ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

и ответственны за влияние на Inf-систему орга-
низма хозяина [2, 18, 23]. При этом существует 
крайне мало экспериментально установленных 
данных, касающихся состава В- или Т-клеточ-
ных антигенных детерминант белка NS1 вируса 
гриппа. Практически отсутствуют исследования, 
посвященные связи антигенных свойств данно-
го белка с кодирующей его нуклеотидной после-
довательностью. В своей работе мы попытались 
сопоставить наблюдаемую нами антигенную из-
менчивость фрагмента белка (NS11-124), использо-
ванного при получении панели моноАТ, с его ге-
нетической структурой.

На рис. 5 представлены полученные из базы 
данных GenBank АК последовательности фраг-
мента белка NS11-124  вирусов гриппа, использо-
ванных в нашей работе. Полученная картина сви-
детельствует о значительной генетической вариа-
бельности первичной структуры NS1. При этом в 
большинстве случаев прослеживается связь меж-
ду заменами в последовательности белка NS1 ис-
следованных штаммов и антигенными изменени-
ями по сравнению с вирусом A/Puerto Rico/8/1934, 
показателем которых служило снижение уровня 
взаимодействия моноАТ с белком NS1 различных 
вирусов по сравнению с указанным вирусом при 
мк-ИФА. Так, наибольшей структурной гомоло-
гией с белком NS11-124 вируса A/Puerto Rico/8/1934 
(88−99%) обладает белок вирусов А(H1N1), цир-

кулировавших до пандемии 2009 г., и вируса 
А(H9N2) (таблица). Только по отношению к этим 
штаммам активность 3−4 моноАТ не уступала 
взаимодействию, которое они проявляли в отно-
шении штамма  A / Puerto Rico/8/1934. Остальные 
АТ реагировали с этими вирусами значительно 
слабее (см. рис. 4). При этом АК последователь-
ность NS11-124  вирусов A/Puerto Rico/8/1934 и 
 A / NewCaledonia/20/1999 различается лишь по од-
ной позиции. У вируса A/NewCaledonia/20/1999 в 
белке NS1 имеется замена отрицательно заряжен-
ной глутаминовой кислоты на положительно за-
ряженный лизин (Е55К). Можно предположить, 
что АК в 55-й позиции входит в состав В-клеточ-
ного эпитопа и отрицательный заряд в этом по-
ложении важен для связи некоторых АТ с антиге-
ном. Замена Е55К наблюдается также у всех рас-
смотренных штаммов вируса А(H3N2). У вируса 
А(H9N2) в той же 55-й позиции вместо глутами-
новой кислоты находится положительно заряжен-
ный аргинин (Е55R).

Из всех проанализированных вирусов гриппа 
А наименьшей степенью структурной гомологии 
(65%) с NS11-124 вируса   A / Puerto Rico/8/1934 обла-
дают вирусы А(H5N2) и А(H7N3), что коррелирует 
с отсутствием взаимодействия между ними и все-
ми исследованными моноАТ (см. рис. 4). У этих 
вирусов также выявлена замена Е55R. Помимо 
этого, у штаммов A/Duck/Potsdam/1402-6/1986 и 

Вирус Число мутаций Степень гомологии, % 

A/Beijing/262/1995 (H1N1) 15 88

A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) 1 99

A/California/07/2009 (H1N1)pdm 24 81

A/Singapore/1/1957 (H2N2) 8 94

A/Panama/2007/1999 (H3N2) 20 84

A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)
A/Brisbane/10/2007 (H3N2)
A/Texas/50/2012 (H3N2 19 85

A/Duck/Potsdam/1402-6/1986 (H5N2)
A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) 44 65

A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 10 92

B/Brisbane/60/2008
B/Massachusetts/02/2012 105 15

Аминокислотная последовательность фрагмента белка NS11-124  у различных вирусов гриппа  
в сравнении со структурой белка NS1 вируса гриппа A/Puerto Rico/8/1934

Comparison of aminoacid sequences of NS11-124 fragments in various flu viruses with that of  
A/Puerto Rico/8/1934 virus
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Рис. 5. Аминокислотная последовательность фрагмента белка NS11-124 различных вирусов: цифрами в скобках ука-
зан номер первого остатка в строке, поскольку последовательности вирусов гриппа А и В сдвигаются при выравни-
вании. Серой заливкой помечены аминокислотные остатки, не совпадающие со структурой белка NS1 вируса грип-
па A/Puerto Rico/8/1934

Fig. 5. Aminoacid sequences of NS11-124 fragments in various viruses: since sequences of A and B viruses shift when aligned, 
figures in brackets show number of the first residue in line. Aminoacid residues that differ from NS1 protein structure of 
 A / Puerto Rico/8/1934 virus are marked gray
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ПАНЕЛИ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

A/mallard/Netherlands/12/2000 имеется значимая 
замена E71S. Известно, что Е71 является ключе-
вым АК остатком для стабилизации конформа-
ции белка NS1 [15]. Следовательно, изменения 
конформации белка из-за замены в 71-м положе-
нии могут служить причиной ослабления связи 
антиген–антитело.

Уровень гомологии белка NS11-124 у виру-
сов A/California/07/2009 (H1N1)pdm и A/Puerto 
Rico/8/1934 составляет 81%, что сопровождается 
их значительными антигенными различиями, хотя 
замены в 55-м и 71-м положениях у данного штам-
ма вируса пандемического гриппа отсутствуют.

Сразу же после появления в 2009 г. нового вируса 
пандемического гриппа были показаны значитель-
ные различия антигенных свойств В-клеточных де-
терминант в составе молекулы его гемагглютинина 
(НА) и НА вирусов «сезонного» гриппа А(H1N1), 
циркулировавших ранее. При этом общность ами-
нокислотной последовательности НА между ви-
русами A/California/07/2009 (H1N1)pdm и  A / New 
Caledonia/20/1999 (H1N1) составила 79% [24]. Уро-
вень гомологии последовательности белка NS11-124 
у этих двух вирусов (81%) сопоставим с таковым 
для НА, который считается наиболее вариабель-
ным белком вирусов гриппа. Рост числа различий 
в генетической структуре белка NS1 вируса панде-
мического гриппа  A / California/07/2009 по сравне-
нию с «сезонным» A/New Caledonia/20/1999 кор-
релировал со сниже нием активности по отноше-
нию к этому белку у моноАТ 5G8, 2G11, 5D2 и 1Н7  
(см. рис. 4; и таблицу).

У вирусов гриппа типа В уровень гомологии 
с фрагментом белка NS11-124 A/Puerto Rico/8/1934 
чрезвычайно низок (15%), что закономерно отра-
жается на структуре антигенных детерминант и 
на отсутствии взаимодействия с моноАТ к виру-
су гриппа А.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что неструктурный белок NS1 вирусов гриппа об-
ладает выраженной генетической и антигенной 
изменчивостью.

Панель полученных моноАТ позволяет выявить 
не только типо- и субтипоспецифические, но так-
же и штамм-специфические различия у широкого 
круга циркулирующих в природе вирусов гриппа. 
Высокоаффинные NS1-специфичные моноАТ мо-
гут быть использованы для детекции вирусов грип-
па А на ранних стадиях заболевания в клинических 
материалах, например, в эпителиальных клетках 
из назальных соскобов, с использованием методов 
флуоресценции и мк-ИФА в культурах клеток, ин-
фицированных вируссодержащим материалом.
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Abstract−A panel of 7 new monoclonal antibodies that specifically interact in indirect ELISA with the 
fragment of the NS11-124  protein of the A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and also with the full-size 
native NS1 protein in cells contaminated by A type flu viruses of various subtypes (A(H1N1), A(H1N1)
pdm09, A(H2N2), A(H3N2) and A(H9N2)) has been obtained. A sensitive variant of microcultural ELISA 
with the use of the obtained MCA was suggested that can be helpful for the detection of the NS1 protein in 
infected cells and for the analysis of its antigenic variability. The results of the microcultural ELISA testify 
to type- and subtype-specific antigenic variability of the flu virus.

Key words: NS1 antigenic and genetic variability, NS1 protein, flu virus, microcultural ELISA, monoclonal 
antibodies. 
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