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РЕЗЮМЕ
Средства специфической профилактики при африканской чуме свиней пока не разработаны. Для определения составных компонентов, которые 
могут быть использованы при создании надежной защиты от АЧС, необходимо изучить функцию определенного белка вируса, его роль в мор-
фогенезе и индукции иммунного ответа. Установлено, что белки p54 и p30 участвуют в вирусном проникновении и интернализации и способны 
индуцировать образование протективных антител у иммунизированных свиней. Введение этих белков в инфицированную вирусом АЧС культуру 
клеток в разной степени воздействует на репродукцию вируса. Представлены результаты изучения влияния очищенного рекомбинантного 
белка р30, полученного из клона E. coli с плазмидой pET32b(+)/р30, на репродукцию вируса африканской чумы свиней in vitro. Наибольшее сни-
жение, вплоть до полной ингибиции, репродукции вируса наблюдали при внесении 300 нг p30 в первичные культуры клеток селезенки свиньи 
и костного мозга свиньи, инфицированные изолятом Krasnodar 07/17 вируса африканской чумы свиней в дозе 100 ГАдЕ на матрас (~ 0,01 ГАдЕ 
на клетку). Отмечено, что при внесении в образец смеси p30 и p54 снижение репродукции было существеннее, чем с использованием только p30.

Ключевые слова: вирус африканской чумы свиней, клонирование, рекомбинантный белок p30, репродукция вируса in vitro.
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БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ
PORCINE DISEASES

ВЛИЯНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО 
БЕЛКА p30 НА РЕПРОДУКЦИЮ  
ВИРУСА АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ IN VITRO

SUMMARY
African swine fever specific prevention means have not been developed yet. However, it is necessary to study the function of definite viral proteins, their 
role in immune response morphogenesis and induction to determine the components to be included into ASF protection drugs. It was established that 
p54 and p30 proteins participate in virus penetration and internalization and are able to induce protective antibodies in immunized pigs. The inoculation 
of these proteins into ASFV-infected cell culture has an impact on virus reproduction to different extents. The results of the study of purified recombinant 
protein p30 effect, derived from E. coli clone, containing pET32b(+)/р30 plasmid, on ASFV in vitro reproduction are presented. The greatest decrease, 
including complete inhibition of virus reproduction, was observed when 300 ng of p30 were inoculated into porcine spleen and marrow primary cell 
cultures, infected with the ASFV Krasnodar 07/17 isolate at the dose of 100 HAU per plate (~ 0.01 HAU per cell). It was noted that if the mixture of p30 
and p54 was inoculated into a sample, the virus reproduction was greater compared to the use of only p30.
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ВВЕДЕНИЕ
В течение последних лет большое количество ис

следовательских групп усиленно работают над соз
данием средств специфической профилактики аф
риканской чумы свиней (АЧС) как на основе живого 
аттенуированного или инактивированного вируса, 
так и по получению рекомбинантной, субъединичной 
или ДНКвакцины. С учетом результатов изучения за
щитных свойств разработанных экспериментальных 
вакцин ни один из препаратов для коммерческого про
изводства не получил положительной оценки своего 
потенциала.

Несмотря на это, разработка субъединичной вакци
ны с использованием рекомбинантных белков и ДНК
вакцин остается одними из самых актуальных подхо
дов при создании экологически безопасных средств 
 специфической профилактики при АЧС. В результате 
экспериментов показано, что для определения состав
ных компонентов, которые могут быть использованы 
при создании надежной защиты от АЧС, необходимо 
изучить функцию определенного белка вируса, его 
роль в морфогенезе и индукции иммунного ответа.

В 1998 г. P. GómezPuertas и соавт. установили, что 
белки p54 и p30 вируса АЧС способны индуцировать 
образование протективных антител у иммунизирован
ных свиней. В ходе исследований определили, что p54 
отвечает за специфическое связывание вирусных ча
стиц с макрофагом и проникновение их в клетку, а бе
лок p30 играет ведущую роль в интернализации вируса. 
Введение этих белков в инфицированную вирусом АЧС 
культуру клеток в разной степени воздействует на ре
продукцию вируса in vitro [10].

E. R. Tulman и соавт. (2009) показали возможность 
ингибиции размножения вируса АЧС и задержки гем
адсорбции при использовании сывороток к рекомби
нантным белкам р54 и р30 [6].

Другой группой исследователей было продемон
стрировано, что введение ДНКвакцины, созданной 
на основе плазмидной ДНК pCMVPQ, несущей гены р54 
и р30, индуцирует выработку антител у мышей [8].

Как отмечалось ранее, использование белков p54 
и p30 в рассмотренных экспериментах не случайно, так 
как они являются структурными протеинами, участву
ющими в вирусном проникновении и интернализации, 
хотя их роль существенно различается.

p30 – один из ранних вирусных белков, который 
кодируется геном CP204L, имеет молекулярную массу 
30 кДа и является одним из наиболее иммуногенных 
структурных белков, ответственных за  интернализа
цию вируса АЧС [4]. Экспрессия этого белка, как пра
вило, начинается через 2–4 ч после заражения и про
должается в течение всего цикла репродукции. Таким 
образом, наличие синтеза p30 указывает на то, что ви
рус проник в клетку, утратил свою оболочку и началась 
экспрессия раннего гена CP204L [7].

p54  – белок, кодируемый геном  E183L, является 
антигенно вариабельным структурным белком, отвеча
ющим за прикрепление и проникновение вируса АЧС, 
и имеет молекулярную массу от 25 до 28 кДа [5].

Следует отметить, что вакцины на основе рекомби
нантных белков, модифицированных вирусов и ДНК 
индуцируют клеточный и гуморальный иммунный от
вет к вирусу АЧС, однако на сегодняшний день их при
менение не дает 100% защиты от заражения. Очевидно, 
необходимы дальнейшие исследования для определе
ния протективных белков, которые могут быть вклю
чены в субъединичную или рекомбинантную вакцину, 
а  также для установления оптимальных иммунных 
механизмов, которые необходимо активировать для 
обес печения надежной защиты от АЧС.

Целью данной работы был сравнительный анализ 
влияния интродукции рекомбинантного белка  p30 
и  антител к  белку  p30 на  репродукцию вируса АЧС 
in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве источника геномной ДНК использовали 

изолят Krasnodar 07/17 вируса АЧС, выделенный в июле 
2017 г. из пробы селезенки от павшей на территории 
Краснодарского края домашней свиньи.

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES

Рис. 1. Pестрикционный анализ плазмид для определения ориентации и размера встройки

А (для плазмиды pJET1.2-p30): треки 1 и 2 – электрофорез pJET1.2-p30 после рестрикции; 
трек 3 – рекомбинантная pJET1.2/p30; трек 4 – маркер 1к (Thermo Fisher) с линейкой 
фрагментов от 10 000 до 250 п. о.;
Б (для плазмиды pET32b(+)/p30): треки 1, 2 и 3 – pET32b(+)-p30 после рестрикции;  
трек 4 – маркер 1к (Thermo Fisher).

A Б
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Накопление вируса осуществляли путем пассиро
вания в первичной культуре клеток селезенки свиньи 
(СС) или костного мозга свиньи (КМС) в течение 2–3 пас
сажей.

Из вируссодержащей суспензии, полученной после 
2го или 3го пассажа, проводили выделение вирусной 
ДНК с помощью набора «ДНКсорбБ» (ООО «НекстБио», 
Россия) в соответствии с инструкцией производителя.

Дизайн праймеров осуществляли с помощью сле
дующих webресурсов: для анализа нуклеотидных по
следовательностей генома штаммов и изолятов вируса 
АЧС использовали международные базы данных NCBI 
и EMBL; сравнительный анализ гомологии нуклеотид
ных последовательностей генов проводили с помощью 
программ BioEdit, версия 7.2.5, и Benchling.

Амплификацию гена CP204L вируса АЧС проводи
ли с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с электрофоретической детекцией.

Учет результатов реакции проводили методом элек
трофоретического разделения в 1,0%м агарозном геле 
с детектированием в УФсвете после окраски броми
стым этидием.

Клонирование ПЦРпродукта проводили в  неэкс
прессирующем векторе pJET1.2/blunt с использовани
ем клеток Е. coli штамма JM109, согласно руководству 
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher, США).

ПЦРпродукт или фрагмент рестрикции ДНК выде
ляли из агарозного геля с помощью набора реагентов 
для элюции ДНК из агарозных гелей (Qiagen, Германия), 
согласно инструкции производителя.

Реклонирование гена CP204L проводили в экспрес
сирующий вектор pET32b(+) с использованием клеток 
E. coli штамма BL21(DE3)pLysS (Promega, США).

Получение рекомбинантного белка р54, а также кло
нирование ПЦРпродукта проводили в неэкспрессиру
ющем и экспрессирующем векторах с использованием 
клеток Е. coli.

Для  быстрой оценки экспрессии рекомбинантно
го белка использован анализ суммарного клеточного 
белка с помощью SDSPAGEэлектрофореза в 10% ПААГ 
по U. K. Laemmli (1970) [9].

Очистку рекомбинантного белка осуществля
ли с  помощью металлхелатной хроматографии 
на  Niсефарозном сорбенте (Sigma, США).

Определение концентрации общего белка проводи
ли по методу Бредфорда и с использованием графика 
на основе определения коэффициента поглощения.

Для изучения влияния белка p30 на репродукцию 
вируса АЧС in vitro использовали первичную культуру 
клеток КМС и культуру клеток СС.

Уровень репродукции вируса АЧС в культуре клеток 
оценивали в реакции гемадсорбции и с помощью тест
системы «АЧС» для выявления вируса африканской 
чумы свиней методом полимеразной цепной реакции 

(ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, Рос
сия) в соответствии с инструкцией производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В результате проведенных исследований амплифи

цирован ПЦРпродукт, включающий в себя последова
тельность полноразмерного гена CP204L. По резуль
татам секвенирования, проведенного Н. Г. Зиняковым 
(ФГБУ «ВНИИЗЖ»), нуклеотидный состав полученного 
гена имел 100%ю гомологию с аналогичной последо
вательностью референтного штамма Georgia 2007/01 
вируса АЧС [3].

После проведения клонирования гена CP204L 
в pJET1.2/blunt определили его ориентацию методом 
рестрикционного анализа с  использованием эндо
нуклеаз XhoI и NcoI. Методом электрофоретического 
разделения в 1%м агарозном геле установили размер 
гена и получили продукт для последующего реклони
рования в экспрессирующий вектор pET32b(+) (рис. 1).

Эффективность очистки белка p30 на Niсефарозном 
сорбенте определяли с  помощью SDSPAGE
электрофореза в 10%м ПААГ, сравнивая с исходным 
клеточным лизатом (рис. 2).

Концентрацию очищенного белка определяли с по
мощью спектрофотометра, используя градиент разве
дений альбумина в физиологическом растворе (табл. 1, 
график 1).

Таким образом, в результате очистки белка получено 
3,2 мл р30 с концентрацией 765 нг/мкл.

Затем определяли характер влияния р30 на  ре
продукцию вируса АЧС in vitro. Для этого из матрасов 

Рис. 2. Электрофореграмма в 10%-й ПААГ, отражающая 
эффективность очистки белка p30 на Ni-сефарозном сорбенте

1 и 5 – маркеры;
2 и 4 – пустые карманы;
3 – лизат клеток с р30;
6 – очищенный р30.
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Таблица 1
Показатели оптической плотности для разных концентраций альбумина

Концентрация альбумина,  
нг/мкл 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Количество физраствора, мкл 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0

Показатель A280 0 0,069 0,109 0,183 0,244 0,274 0,371 0,418 0,491 0,543 0,617
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с выросшим монослоем клеток удаляли ростовую пита
тельную среду, вносили белок в дозах 100, 200 и 300 нг 
на матрас объемом 25 см3 и инкубировали на шейкере 
при 37  °С в  течение 1  ч. Далее добавляли питатель
ную среду по 10 мл в каждый матрас и инфицировали 
культуру клеток изолятом Krasnodar 07/17 вируса АЧС 
в дозе 100 ГАдЕ на матрас (~ 0,01 ГАдЕ на клетку). В ка
честве контроля воздействия на репродукцию вируса 
АЧС использовали полудан в дозе 100 нг на матрас [1], 
а в качестве отрицательного контроля добавляли 100 нг 
бычьего сывороточного альбумина. Каждый опыт про
водили в четырех параллелях: два матраса с культурой 
клеток СС и два – с КМС.

Все пробы инкубировали в течение 7 сут при 37 °С 
и  регистрировали появление гемадсорбции с  помо
щью светового микроскопа. На 3, 5 и 7е сут из каждого 
матраса отбирали по 200 мкл культуральной жидкости 
для исследования в реакции гемадсорбции и методом 
ПЦР в режиме реального времени (ПЦРРВ). Результаты 
исследований представлены в таблице 2.

В  таблице приведены усредненные значения 
по 4 пробам.

Все результаты рассчитывали по формуле средне
квадратического отклонения:

Результаты эксперимента по  изучению влияния 
разных количеств белка p30 на уровень репродукции 
вируса in vitro представлены на графике, построенном 
по данным определения титра вируса в реакции гемад
сорбции и ПЦРРВ (рис. 4).

Как видно из результатов экспериментов (рис. 4), 
внесение 100 нг p30 и 100 нг полудана приводит к рав
нозначному эффекту в изменении уровня репродукции 
вируса АЧС, т. е. значительно снижает его титр в пробе. 
Интродукция 200 нг p30 приводила к аналогичному ре
зультату к 7м сут после инфицирования. Однако при 
внесении в образец смеси 200 нг p30 и 200 нг p54 сни
жение репродукции вируса было существеннее, чем 
с использованием только 200 нг p30. Самое значитель
ное воздействие на репродукцию вируса наблюдали 
при добавлении 300 нг p30, причем полную ингибицию 
репродукции вируса регистрировали на протяжении 
всего эксперимента (7 сут).

В работе А. С. Казаковой (2012) для изучения ре
продукции вируса АЧС in vitro в аналогичных экспе
риментах использовалась моноспецифическая сы
воротка, полученная путем иммунизации кроликов 
рекомбинантным белком р30. Автором установлено, 
что антитела моноспецифической сыворотки крови 
кролика к Rec р30e штамма NVL1 вируса АЧС в раз
ведении 1:8 задерживали появление гемадсорбции 
до 5 сут [2].

В результате проведенных исследований установ
лено, что введение p30 оказало большее влияние 
на репродукцию вируса АЧС, вплоть до полной инги
биции, чем внесение моноспецифической сыворотки 
к белку p30. Данные различия объясняются прямым 
блокированием белком p30 стадии интернализации ви
руса, а следовательно, и его репродукции. В процессе 
введения белка p30 в культуру инфицированных кле
ток вирус АЧС и белок p30 конкурируют за клеточные 
рецепторы, отвечающие за  интернализацию вируса. 
Поскольку белок p30 блокирует клеточные рецепто
ры, нарушается стадия проникновения вируса, резуль
татом чего является снижение или полная ингибиция 
репродукции вируса.

В  свою очередь, введение антител к  р30 лишь ча
стично блокирует эту стадию репродукции вируса пу
тем связывания вирионного и синтезированного вновь 
на ранней стадии белка. Вследствие такого вероятного 
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Рис. 3. Определение коэффициента поглощения
проб бычьего сывороточного альбумина

Таблица 2
Оценка влияния концентрации вносимого белка на уровень репродукции вируса АЧС по значению порогового цикла (Ct)
n = 4

Белок/концентрация
ПЦР-РВ (Ct)

3-е сут 5-е сут 7-е сут

p30/100 нг 22,2 ± 1,1 16,02 ± 0,31 13,36 ± 0,27

p30/200 нг 19,3 ± 0,5 16,13 ± 0,41 13,5 ± 0,15

p30/200 нг + p54/200 нг 27,8 ± 0,67 24,13 ± 0,59 19,8 ± 0,51

p30/300 нг 22,5 ± 0,31 22,38 ± 0,29 25,22 ± 0,57

полудан/100 нг 21,9 ± 0,61 15,9 ± 0,44 13,14 ± 0,26

альбумин/100 нг 18,4 ± 0,42 12,05 ± 0,6 10,03 ± 0,33

Контроль культуры клеток – – –

Ко
эф

ф
иц

ие
нт

 п
ог

ло
щ

ен
ия

 А
28

0



7ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ СЕНТЯБРЬ №3 {26} 2018

взаимодействия с белком р30 антитела к нему оказыва
ют менее значительное влияние на репродукцию вируса 
и приводят лишь к задержке появления гемадсорбции.

Таким образом, анализ двух различных подходов 
к изучению репродукции вируса АЧС in vitro подтвер
дил целесообразность, приоритетность и  необходи
мость их использования для изучения особенностей 
репродукции вируса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Поскольку белок p30 играет важную роль в прикре

плении и проникновении вируса АЧС в клетки, введен
ный в культуру клеток, он конкурирует с вирусными бел
ками за рецепторы, ответственные за проникновение 
и внутриклеточный транспорт вируса. Следовательно, 
он блокирует стадию интернализации вируса в клетке.

Этот феномен проявляется in vitro при добавлении 
рекомбинантного белка p30 в культуры клеток селезен
ки свиньи и костного мозга свиньи, в то время как при 
добавлении альбумина в качестве контроля изменения 
уровня его репликации не наблюдается.

Таким образом, было достоверно установлено сни
жение репликации вируса АЧС при интродукции ре
комбинантного белка р30 в культуры клеток. Следует 
отметить наличие дозозависимого эффекта, поскольку 
внесение 100 или 200 нг p30 приводило к значительно
му снижению уровня накопления вируса в пробе, а при 
добавлении 300 нг p30 наблюдалась полная ингибиция 
репродукции вируса в течение всего срока наблюде
ния (7 сут). Примечательно, что при внесении в образец 
смеси p30 и p54 снижение репродукции было суще
ственнее, чем с использованием только p30.

Очевидно, что данный способ позволит выявить 
влияние на репликацию и других белков вируса АЧС 
с  неизвестной функцией, что необходимо для опре
деления основных протективных белков, а также для 
установления оптимальных иммунных механизмов, об
условливающих надежную защиту от АЧС.
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Рис. 4. Влияние p30 вируса АЧС на репродукцию вируса in vitro
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