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Несмотря на ликвидацию натуральной оспы, ортопоксвирусы продолжают оставаться источником био-
логической опасности для людей, так как в природе циркулируют вирусы оспы коров и оспы обезьян, 
причем последний способен вызывать не только спорадические случаи заболеваний человека, но и 
вспышки оспоподобной инфекции. Кроме того, периодическая вакцинация необходима для предста-
вителей определенных профессий (ученые, изучающие патогенные ортопоксвирусы, медицинские ра-
ботники и др.). Оспопрививание – вакцинация живым вирусом осповакцины, которое широко исполь-
зовалось при ликвидации натуральной оспы, обеспечивает формирование у вакцинированных людей 
длительного иммунитета. Однако, давая достаточно надежную защиту, оспопрививание нередко со-
провождается серьезными поствакцинальными осложнениями, вероятность возникновения которых 
особенно велика для лиц со сниженным иммунным статусом. В связи с этим разработка препаратов для 
профилактики и лечения инфекций, вызванных ортопоксвирусами, актуальна и в настоящее время. Цель 
данного исследования – оценка иммуногенности в мышиной модели рекомбинантного белка р35Δ12, 
сконструированного на основе белка р35 вируса оспы коров. Ранее было показано, что белок р35Δ12 
связывается с высоким сродством с полноразмерным вируснейтрализующим анти-ортопоксвирусным 
антителом человека. В настоящей работе рекомбинантный белок р35Δ12, наработанный в клетках E. coli 
XL1-blue и очищенный хроматографически, использовали для двукратной иммунизации мышей. Через 
две недели после второй иммунизации у мышей брали образцы крови и анализировали находящиеся в 
сыворотке антитела. Методами иммуноферментного и вестерн-блот анализа было показано, что сыво-
ротки иммунизированных животных содержали антитела класса IgG, направленные к рекомбинантному 
белку р35Δ12. Методом конфокальной микроскопии показано, что антитела, индуцированные белком 
р35Δ12, способны узнавать клетки Vero E6, зараженные вирусом осповакцины ЛИВП-GFP. Кроме того, на-
ходящиеся в сыворотках иммунизированных мышей антитела могут нейтрализовать инфекционность 
вируса осповакцины ЛИВП-GFP в реакции ингибирования бляшкообразования in vitro.
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конфокальная микроскопия.

Для цитирования: Хлусевич Я.А., Матвеев А.Л., Гончарова Е.П., Байков И.К., Тикунова Н.В. Изучение им-
муногенности рекомбинантного фрагмента ортопоксвирусного белка p35. Вавиловский журнал генетики 
и селекции. 2019;23(4):398-404. DOI 10.18699/VJ19.508

Immunogenicity of recombinant fragment  
of orthopoxvirus p35 protein in mice
Ya.A. Khlusevich1, A.L. Matveev1, 2, E.P. Goncharova1, I.K. Baykov1, N.V. Tikunova1, 2 

1 Institute of Сhemical Biology аnd Fundamental Medicine, SB RAS, Novosibirsk, Russia
2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

 e-mail: tikunova@niboch.nsc.ru

Despite the elimination of smallpox, orthopoxviruses continue to be a source of biological danger for humans, 
as cowpox and monkey pox viruses circulate in nature and the last virus can cause both sporadic cases of 
human diseases and outbreaks of smallpox-like infection. In addition, periodic vaccination is necessary for re-
presentatives of some professions (scientists studying pathogenic orthopoxviruses, medical personnel, etc.). 
Vaccination against smallpox virus with live vaccinia virus, which was widely used during the elimination of 
smallpox, induces the formation of long-term immunity in vaccinated people. However, providing a high level 
of protection, the vaccination is often accompanied by serious post-vaccination complications, the probabil-
ity of which is particularly great for individuals with compromised immunity. In this regard, the development 
of preparations for the prevention and treatment of infections caused by orthopoxviruses remains important 
today. The aim of this study was to assess the immunogenicity in the mouse model of recombinant protein 
р35Δ12, designed previously on the base of the cowpox virus protein p35. It was previously shown that the 
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protein р35Δ12 was recognized by fully human neutralizing anti-orthopoxviral antibody with high affinity. 
In this work, recombinant protein р35Δ12 produced in E. coli cells XL1-blue and purified by chromatography 
was used for two-time immunization of mice. Two weeks after the second immunization, blood samples were 
taken from mice and serum antibodies were analyzed. It was shown by ELISA and Western-blot analysis that 
immunized mice sera contained IgG antibodies specific to recombinant protein р35Δ12. Confocal microscopy 
showed that antibodies induced by the р35Δ12 protein were able to recognize Vero E6 cells infected with the 
LIVP-GFP vaccinia virus. In addition, the antibodies in the serum of immunized mice were able to neutralize the 
infectivity of the vaccinia virus LIVP-GFP in the plaque reduction neutralization test in vitro. These experiments 
have demonstrated promising properties of the р35Δ12 protein if it were used as a component of vaccine for 
prophylaxis of orthopoxvirus infections.
Key words: p35 orthopoxvirus protein; cowpox virus; recombinant protein; immunization; confocal microscopy.
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Введение
Представители рода Orthopoxvirus (семейство Poxviridae) – 
это сложные ДНК-содержащие вирусы, реплицирую-
щиеся в цитоплазме зараженных клеток и имеющие 
свои собственные механизмы регуляции репликации 
и транскрипции (Shchelkunov et al., 2005; Moss, 2013). 
Ортопоксвирусы различаются по спектру хозяйской спе-
цифичности: существуют вирусы с широкой хозяйской 
специфичностью – вирус оспы коров (ВОК), вирус оспы 
обезьян (ВОО); есть вирусы, способные заражать только 
одного хозяина – вирус эктромелии (ВЭ), вирус нату-
ральной оспы (ВНО) (Buller et al., 1986; Shchelkunov et 
al., 2005). Несколько представителей этого рода являются 
патогенными для человека; ВНО и ВОО могут вызвать 
генерализованное заболевание (Jezek et al., 1986; MacNeil 
et al., 2009; Smith, 2013; McCollum, Damon, 2014; Naka-
zawa et al., 2015), тогда как инфекция вирусом осповакци-
ны (ВОВ) или ВОК обычно приводит лишь к локальному 
повреждению кожи (Moss, 2013).

Несмотря на то что естественная трансмиссия ВНО 
была прекращена, ортопоксвирусы продолжают оставать-
ся источником биологической опасности для людей, так 
как в природе циркулируют ортопоксвирусы, способные 
инфицировать человека. Так, ВОО может вызывать как 
спорадические случаи оспоподобного заболевания чело-
века, так и вспышки этой инфекции (Di Giulio, Eckburg, 
2004; Rimoin et al., 2010; Reynolds et al., 2013). Кроме 
того, постоянно регистрируются случаи заболеваний 
людей оспой коров и вакциноподобным заболеванием 
(Zafar et al., 2007; Campe et al., 2009; Carletti et al., 2009; 
Ninove et al., 2009; Silva-Fernandes et al., 2009; Trindade et 
al., 2009; Bhanuprakash et al., 2010; Ducournau et al., 2013; 
Riyesh et al., 2014; Hobi et al., 2015; Kinnunen et al., 2015). 
Однако в связи с ликвидацией натуральной оспы мас-
со вое оспопрививание (вакцинация живым ВОВ) было 
прекращено во второй половине 1970-х гг., и в настоящее 
время большинство населения не имеет иммунитета к 
ортопоксвирусным инфекциям. Прививка живым ВОВ 
приводит к формированию у вакцинированных людей 
длительного иммунитета (Crotty et al., 2003). Вместе с 
тем, давая достаточно надежную защиту, оспопривива ние 
нередко сопровождается серьезными поствакцинальны-
ми осложнениями, вероятность возникновения которых 
особенно велика для лиц со сниженным иммунным ста-
тусом (Fulginiti et al., 2003; Kawakami et al., 2009). В связи 

с этим не прекращаются разработки препаратов для про-
филактики и лечения инфекций, вызванных ортопоксви-
русами.

С появлением рекомбинантных технологий возникло 
новое направление в вакцинологии – применение от-
дельных антигенов вместо целых патогенов. Такой под-
ход позволяет сфокусировать иммунный ответ на более 
значимых мишенях. Предполагается, что иммунизация 
определенным рекомбинантным белком, несущим наи-
более иммуногенные эпитопы, могла бы индуцировать 
наработку эффективных антител, как при классической 
вакцинации. Действительно, субъединичные вакцины 
в настоящее время активно разрабатываются и уже ис-
пользуются в практике (Bazzill et al., 2018; Medina et al., 
2018; Shi et al., 2018; Wang et al., 2018).

Ранее для исследования эпитопной специфичности 
анти-ортопоксвирусного полноразмерного антитела че-
ловека fh1A, способного нейтрализовать инфекцион-
ность вируса осповакцины, был сконструирован реком-  
бинантный белок р35Δ12 (Khlusevich et al., 2018), пред-
ставляющий фрагмент белка p35 вируса оспы коров. 
Характер взаимодействия вируснейтрализующего анти-
тела с белком р35Δ12 позволил предположить наличие 
вируснейтрализующего эпитопа в последовательности 
этого рекомбинантного белка. Цель данного исследова-
ния – оценка способности белка р35Δ12 индуцировать 
образование вируснейтрализующих антител у мышей.

Материалы и методы
Рекомбинантный белок р35Δ12, сконструированный ра-
нее (Khlusevich et al., 2018), нарабатывали в клетках 
 Escherichia coli XL1-blue, трансформированных плазми-
дой pQE30-Δ12 и индуцированных 0.2 мМ изопропил тио-  
галактозидом (ИПТГ). Белок р35Δ12 очищали из ци то-
плазмы трансформированных клеток с помощью аффин-
ной хроматографии с использованием носителя Ni-NTA 
Sepharose. Мономерную фракцию белка отделяли хрома-
тографически на колонке с носителем Superdex 75 10/300 
GL (GE Healthcare). Очищенный белок р35Δ12 концентри-
ровали в фосфатно-солевом буферном растворе (ФСБР, 
100 мМ NaCl, 50 мМ Na2HPO4, pH 7.4) с использованием 
фильтров Amicon Ultra-4 10K (Millipore).

Эксперименты с животными проводили в соответствии 
с рекомендациями по защите животных, используемых 
в научных целях (Директива EU2010/63/EU). Все экспе-
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рименты с животными были одобрены комитетом по 
био этике Института химической биологии и фундамен-
тальной медицины Сибирского отделения Российской 
академии наук, Новосибирск, Россия. Мышей размещали 
в пластиковых клетках при нормальном цикле день/ночь. 
Вода и еда были предоставлены ad libitum.

Для иммунизации использовали самок мышей BALB/c 
возраста 5–6 недель, приобретенных в питомнике Государ-
ственного научного центра вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» (р.п. Кольцово, Россия). Очищенный белок 
р35Δ12 разводили в ФСБР и вводили интраперитонеаль-
но в дозировке 10 мкг на мышь одновременно с полным 
адъювантом Фрейнда (Sigma, США), общий объем инъек-
ции – 500 мкл. Через 2 недели иммунизацию повторяли, 
заменив полный адъювант Фрейнда неполным адъюван-
том (Sigma). Через 14 дней после второй иммунизации 
собирали кровь из лицевой вены. 

Сыворотку выделяли из свернувшихся образцов крови 
центрифугированием, после чего образцы сыворотки 
инкубировали 30 мин при 56 °C для инактивации белков 
комплемента. Эффективность иммунизации оценивали 
иммуноферментным анализом (ИФА) и вестерн-блот 
ана лизом.

Для выявления анти-р35Δ12 антител в сыворотках им-
мунизированных мышей в лунки 96-луночного полисти-
ролового планшета («Медполимер», Россия) сорбировали 
белок р35Δ12 в ФСБР, 200 нг/лунку. После удаления не-
связавшегося антигена лунки промывали ФСБР, участки 
неспецифического связывания блокировали 5 % раство-
ром обезжиренного молока в ФСБР в течение 1 ч, после 
чего лунки снова промывали ФСБР с 0.1 % Tween 20. 
Затем в лунки вносили последовательные разведения 
сывороток мышей в ФСБР, начиная с разведения 1: 200, 
с шагом разведения 1: 2. Планшеты инкубировали 1 ч 
при 37 °C. Образовавшиеся иммунные комплексы выяв-
ляли конъюгатом поликлональных антител козы против 
IgG (H+L) мыши со щелочной фосфатазой (Sigma) в раз-
ведении 1: 8 000. Затем лунки последовательно промывали 
ФСБР с 0.2 % Tween 20 и АР-буфером (100 мМ NaCl, 5 мМ 
MgCl2, 100 мМ Трис-НСl, pH 9.5); иммунные комплексы 
окрашивали пара-нитрофенилфосфатом в АР-буфере.

Для проведения вестерн-блот анализа лизат клеток 
E. coli, продуцирующих белок р35Δ12, фракциониро-
вали электрофоретически в 12.5 % полиакриламидном 
геле с 0.1 % додецилсульфатом натрия и переносили на 
нитроцеллюлозную мембрану (Sigma), которую после 
блокирования сайтов неспецифического связывания 5 % 
раствором обезжиренного молока в ФСБР инкубировали 
с мышиными сыворотками, разведенными 1: 200 в ФСБР 
с 0.1 % Tween 20. Связавшиеся антитела выявляли конъю-
гатом поликлональных антител козы против IgG (H+L) 
мыши со щелочной фосфатазой (Sigma) в разведении 
1: 8 000. Визуализацию иммунного комплекса проводили, 
добавляя 5-бромо-3-индолил фосфат и нитро-тетразолие-
вый голубой. В качестве положительного контроля ис-
пользовали полноразмерное антитело человека fh1A, спе-
цифичное к белку p35 ортопоксвирусов (Khlusevich et 
al., 2018), которое инкубировали аналогично мышиным 
сывороткам, но выявляли с помощью поликлональных 
антител козы против IgG (H+L) человека (Sigma).

В экспериментах по оценке взаимодействия сывороток 
мышей с жизнеспособными вирионами ВОВ исполь-
зовали штамм ЛИВП-GFP, в котором ген, кодирующий 
зеленый флуоресцентный белок (GFP), встроен в состав 
гена тимидинкиназы (Петров и др., 2013).

Для проведения лазерно-сканирующей микроскопии 
суспензию ВОВ (280 БОЕ), штамм ЛИВП-GFP (Петров 
и др., 2013), разведенную в 100 мкл питательной среды 
DMEM с 2 % эмбриональной сывороткой, добавляли к 
монослою клеток Vero E6, выращенных в 35 мм чашках 
Петри для микроскопии (Ibidi, Германия), и инкубировали 
в течение 1 ч при 37 °С. Затем клетки три раза отмывали 
питательной средой. Через 2 дня зараженные клетки фик-
сировали 10 % раствором формалина, промывали ФСБР 
и блокировали 3 % бычьим сывороточным альбумином 1 ч 
при 37 °C. Далее к фиксированным клеткам добавляли сы-
воротки иммунизированных мышей в ФСБР в разведении 
1:200 и инкубировали 1 ч при 37 °C. После промывания 
клеток стерильным ФСБР связавшиеся антитела выявля-
ли поликлональными антителами козы против IgG (H+L) 
мыши, конъюгированными с флуоресцентной меткой 
Alexa Fluor 633. Через час инкубации клетки промывали 
стерильным ФСБР и добавляли 300 нМ раствор DAPI (Life 
Тechnologies, США) в ФСБР для окрашивания клеточных 
ядер. В качестве отрицательного контроля использовали 
нормальную мышиную сыворотку.

В качестве положительного контроля использовали пол-
норазмерное анти-p35 антитело человека fh1A (Khlusevich 
et al., 2018), которое инкубировали аналогично мышиным 
сывороткам, но выявляли с помощью поликлональных 
антител козы против IgG (H+L) человека, конъюгирован-
ных с флуоресцентной меткой Alexa Fluor 633.

Изображения специфического взаимодействия антител 
с клетками, зараженными ВОВ ЛИВП-GFP, получали с 
помощью конфокального микроскопа LSM 710 (Carl Zeiss, 
Германия) с 20-кратным объективом. Флуоресцентные 
метки DAPI, GFP и Alexa Fluor 633 возбуждали на длинах 
волн 405, 488 и 633 нм соответственно; эмиссию детек-
тировали на длинах волн 440–480, 490–530 и 630–700 нм 
соответственно. Получение и обработку изображений вы-
полняли в пакете программ ZEN black edition (Carl Zeiss).

Для оценки вируснейтрализующей активности сыво-
роток мышей, иммунизированных очищенным белком 
р35Δ12, суспензию ВОВ, штамм ЛИВП-GFP (Петров 
и др., 2013), разведенную в питательной среде DMEM 
с 2 % сывороткой телят, смешивали в равном объеме с 
различными разведениями мышиных сывороток и инку-
бировали 1 ч при 37 °C. После этого смесь наслаивали на 
монослой клеток Vero E6 в 24-луночных культуральных 
планшетах (TPP, Швейцария). Через 2 ч смесь удаляли, 
клетки промывали средой DMEM и культивировали в 
питательной среде DMEM с 2 % сывороткой телят при 
37 °C. В контрольные лунки вносили суспензию вируса 
без добавления мышиной сыворотки. Через несколько 
дней клетки окрашивали 0.1 % кристаллическим фиоле-
товым в 10 % растворе формальдегида и подсчитывали 
бляшки. Уровень нейтрализации рассчитывали по фор-
муле N = (Vo − Vn)/ Vo × 100 %, где Vo – среднее количество 
бляшек в контрольных лунках, а Vn – количество бляшек 
в экспериментальных лунках.
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Результаты
Рекомбинантный белок р35Δ12, наработанный в клет-
ках E. coli XL1-blue, очищали из фракции растворимых 
цитоплазматических белков (рис. 1, а). При очистке 
целевого белка с помощью аффинной хроматографии 
с использованием Ni-NTA сефарозы вместе с белком 
р35Δ12 с молекулярной массой около 30 кДа соочищался 
клеточный белок с молекулярной массой около 25 кДа 
(см. рис. 1, а). Вестерн-блот анализ очищенного белка 
р35Δ12 подтвердил его способность взаимодействовать 
с полноразмерным антителом человека fh1A, направлен-
ным к ортопоксвирусному белку p35; дополнительный бе-
лок с молекулярной массой около 25 кДа антителом fh1A 
не выявлялся (см. рис. 1, б ).

Очищенный белок р35Δ12 использовали для имму-
низации мышей BALB/c. Иммунизацию проводили по 
так называемой короткой схеме: белок вводили дважды 
в дозировке 10 мкг на мышь с интервалом в 2 недели. Из 
образцов крови, собранных через 7 дней после второй им-
мунизации, отделили сыворотку и оценили наличие в ней 
антител против белка р35Δ12. Данные ИФА подтвердили 
наличие специфических антител в сыворотках иммуни-
зированных мышей (рис. 2). Кроме того, эти сыворотки 
выявляли белок р35Δ12, перенесенный на нитроцеллю-
лозную мембрану, в вестерн-блот анализе (см. рис. 1, б ).

Для визуализации взаимодействия находящихся в сы-
воротках иммунизированных мышей анти-р35Δ12 анти-
тел с клетками, зараженными ортопоксвирусом, исполь-
зовали лазерно-сканирующую микроскопию. В экспе-
риментах применяли сконструированный ранее ВОВ, 
штамм ЛИВП-GFP (Петров и др., 2013), при размножении 
которого в цитоплазме зараженных клеток накапливается 
белок GFP и клетки окрашиваются в зеленый цвет при 
возбуждении светом с длиной волны 488 нм и детекции в 
диапазоне длин волн 490–530 нм. Клетки Vero E6 заражали 
ВОВ ЛИВП-GFP и обрабатывали сыворотками иммуни-
зированных мышей и нормальной мышиной сывороткой 
(отрицательный контроль). Мышиные антитела выявля-
ли конъюгатом антивидовых антител с флуоресцентной 
меткой Alexa Fluor 633. Этот флуорофор возбуждается 
светом с длиной волны 633 нм, и объекты, меченные Alexa 
Fluor 633, окрашиваются красным цветом при детекции в 
световой области 630–700 нм.

Результаты конфокальной микроскопии, представлен-
ные на рис. 3, однозначно свидетельствуют о способ-
ности сыворотки иммунизированных мышей выявлять 
зараженные клетки. Видно, что меченные Alexa Fluor 633 
антитела, направленные к суммарному IgG мыши, лока-
лизуются на поверхности зараженных клеток (окрашены 
зеленым) и не выявляют незараженные клетки Vero E6. 
Полноразмерное антитело fh1A, выявленное меченными 
Alexa Fluor 633 антителами, направленными к суммар-
ному IgG человека, также выявляет клетки, зараженные 
ВОВ ЛИВП-GFP.

Для проверки способности рекомбинантного белка 
р35Δ12 вызывать наработку антител, обладающих вирус-
нейтрализующими свойствами, исследовали вирусней-
трализующую активность сывороток иммунизированных 
мышей. В экспериментах для заражения клеток Vero E6 
также использовали вирус ВОВ ЛИВП-GFP. При инкуба-

ции этого вируса с различными разведениями мышиных 
сывороток обнаружено снижение инфекционности вируса 
более чем на 50 % при разведении сывороток 1: 20 и 1:100 
(рис. 4). Нормальная мышиная сыворотка, полученная от 
неиммунизированного животного, такой способностью не 
обладала (см. рис. 4). 

Обсуждение
Широкое применение вакцин на основе живого ВОВ по-
зволило победить натуральную оспу – одно из самых опас-
ных инфекционных заболеваний в истории человечества. 
Однако после ликвидации натуральной оспы Всемирная 
организация здравоохранения в 1980 г. рекомендовала 
прекратить применение вакцин на основе живого вируса 
осповакцины из-за относительно большого числа серьез-
ных осложнений и побочных эффектов. Использование 
классических вакцин для массовой вакцинации, вероятно, 

250

kDа

1

а b
12 23 34 5 6 7 8 9

130
95
72
55
45

36

28

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

Anti-р35Δ12 No. 1

Anti-р35Δ12 No. 2
NMS

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, 4
05

 n
m

Serum dilution

1: 200 1: 400 1: 800 1: 1600 1: 3200 1: 6400 1: 12800 1: 25600

Fig. 1. (a) Electrophoretic resolution (12.5 % SDS-polyacrylamide gel) of 
cellular and protein fractions of E. coli XL1Blue/pQE30-Δ12. (b) Western 
blot analysis of purified p35Δ12 protein. 
Lanes in the gel: (1) induced cell culture of E. coli XL1Blue/pQE30-Δ12,  
(2) periplasmic fraction, (3) fraction of soluble proteins of the cytoplasm,  
(4) inclusion body fraction, (5) molecular weight markers, (6) fraction of 
proteins not bound to Ni-NTA, (7) fraction eluted with 25 mM imidazole, (8) 
fraction eluted with 100 mM imidazole, (9) concentrated purified p35Δ12 
protein. Strips of nitrocellulose membrane with transferred p35Δ12 protein 
probed with: (1) fh1A, (2) pooled serum of immunized mice, (3) normal mouse 
serum.

Fig. 2. ELISA evaluating the binding of sera from immunized mice and a 
normal mouse (NMS) to p35Δ12 protein. 
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Fig. 3. Confocal microscopy of Vero E6 cells infected with vaccinia virus LIVP-GFP. 
Infected monolayer cells were incubated with sera of mice immunized with p35Δ12 protein (a, b), normal mouse serum (c), and full-
length human fh1A antibody (d). Monolayer non-infected cells incubated with sera of mice immunized with p35Δ12 protein were used as 
negative control (e). Bound antibodies were detected with anti-species goat anti-mouse IgG or human antibodies conjugated with Alexa 
Fluor 633. In addition, preparations were stained with DAPI for cell nuclei. Images of the antibody binding with cells were obtained using a 
LSM 710 confocal microscope (Carl Zeiss, Germany). Scale bar – 10 μm. 1 – DAPI; 2 – GFP; 3 – Alexa Fluor 633; 4 – merged.

Fig. 4. Neutralization of plaque formation by smallpox vaccinia virus LIVP-GFP on Vero E6 cell culture by different dilutions of sera 
from p35Δ12-immunized mice. 
The virus-neutralizing activity of twentyfold diluted sera of 9 immunized mice, normal mouse serum (NMS, negative control), and serum from  
a volunteer repeatedly vaccinated with vaccinia LIPV virus (positive control) are presented. 

привело бы к возрастанию числа осложнений, поскольку 
в последние годы у все большего числа людей регистри-
руются различного рода нарушения иммунитета. Вместе 
с тем необходимость в вакцинах, защищающих от орто-  
поксвирусов, не исчезла, поскольку в природе по-прежне-
му существуют патогенные для человека ортопоксвирусы, 
и вспышка оспы обезьян в США из-за вируса, чей природ-
ный резервуар находится на другом континенте, доказала 

это. Кроме того, периодическая вакцинация необходима 
для представителей определенных профессий (ученые, 
изучающие патогенные ортопоксвирусы, медицинские 
работники и др.) (Petersen et al., 2016).

Разработка вакцин на основе высокоаттенуированных 
вирусов осповакцины, не способных размножаться в 
клетках человека (Meyer et al., 1991), привела к получению 
вакцин MVA и LC16m8 (Meyer et al., 1991; Kidokoro et al. 
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2005), которые крайне редко вызывают побочные реакции 
и могут применяться даже для вакцинации индивидуумов 
с ослабленным иммунитетом (Olson, Shchelkunov, 2017). 
Эти вакцины не вызывают длительного напряженного 
иммунитета, и целесообразно их использовать для пер-
вой вакцинации (Olson, Shchelkunov, 2017; Shchelkunova, 
Shchelkunov, 2017). В связи с этим продолжаются по-
пытки создания различных вариантов противооспенных 
вакцин, включая ДНК-вакцины и вакцины на основе 
генно-инженерных вариантов вируса осповакцины (де-
тально рассмотрено в обзоре (Shchelkunova, Shchelkunov, 
2017)). Одним из перспективных подходов является полу-
чение субъединичных вакцин для разработки стратегии 
безопасной вакцинации, включающей на первом этапе 
вакцинацию субъединичной вакциной, после чего можно 
было бы применять вакцины на основе аттенуированных 
ортопоксвирусов. Для создания субъединичных вакцин 
необходимо детальное исследование потенциальных им-
муногенов.

При оспопрививании или инфицировании ортопокс-
вирусами в организме человека нарабатываются антите-
ла против широкого спектра белков, экспрессируемых на 
разных стадиях инфекции, причем наряду с мембранны-
ми оболочечными белками, которые доступны благода-
ря их расположению на поверхности вирусной частицы, 
нарабатываемые антитела специфически взаимодей ст-
вуют и с коровыми белками вириона (Jones-Trower et al., 
2005). В случае ортопоксвирусов наиболее значимыми 
для формирования иммунитета у человека являются бел-  
ки B5R, A27L и р35 (Pütz et al., 2006). Первый белок экс-
понирован на поверхности EEV (внеклеточный оболо-
чечный вирус), а белки A27L и р35 – на поверхности 
IMV (внутриклеточный зрелый вирус). Антитела против 
этих белков обладают вируснейтрализующими и протек-
тивными свойствами (Pütz et al., 2006). Ранее нами был 
сконструирован химерный белок p35 вируса оспы коров, 
содержащий на N-конце β-галактозидазу (Дубровская и 
др., 2007). Позднее был получен рекомбинантный белок 
р35Δ12, содержащий с 1 по 239 аминокислотные остатки 
белка р35 вируса оспы коров, и показано, что вирусней-
трализующие антитела человека распознают этот белок с 
высокой эффективностью (Khlusevich et al., 2018).

Заключение
В настоящем исследовании доказано, что белок р35Δ12, 
созданный на основе белка p35 вируса оспы коров, при 
введении в мышей индуцирует у них образование антител, 
которые способны не только узнавать клетки, зараженные 
вирусом осповакцины, но и нейтрализовать инфекцион-
ность вируса осповакцины в экспериментах in vitro. При 
изучении иммунологических свойств полноразмерной 
формы рекомбинатного белка p35 осповакцины (Lin et al., 
2000; Davies et al., 2005) обнаружено, что сыворотки, полу-
ченные от иммунизированных животных, также обладали 
вируснейтрализующими свойствами. Однако в указанных 
работах исследователи использовали для иммунизации ре-
комбинантный полноразмерный белок р35 в дозировках, 
превышающих на порядок дозировку, использованную в 
нашей работе. Следует отметить, что даже так называемая 
короткая схема иммунизации – двукратное введение ре-

комбинантного белка р35 в низкой дозировке, обеспечила 
индукцию вируснейтрализующих антител.

Проведенные эксперименты продемонстрировали вы-
сокую иммуногенность белка р35Δ12 и целесообразность 
его возможного использования в качестве компонента 
субъединичной вакцины или вовлечения гена, кодирую-
щего р35, в ДНК-вакцину. Вместе с тем требуются даль-
нейшие детальные исследования in vivo для оценки про-
тективных свойств белка р35Δ12 и предпочтительных 
схем иммунизации, обеспечивающих защиту мышей от 
ортопоксвирусных инфекций.
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