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На территории Российской Федерации циркулирует несколько представителей рода Flavivirus.
Самый распространенный среди них ‒ вирус клещевого энцефалита. Сочетанные очаги флави-
вирусных инфекций на территории России и расширяющиеся туристические потоки в регионы,
эндемичные по другим флавивирусам, поднимают вопрос о дифференциальной диагностике.
Существующие коммерческие тест-системы на основе поверхностного гликопротеина Е не обес-
печивают надежную дифференциацию между флавивирусами. Считается, что в доменах I и II
белка Е содержатся перекрестные (кросс-реактивные) эпитопы, а иммуноглобулинподобный до-
мен III является видоспецифичным. Повысить дифференцирующую способность тест-систем
можно с использованием отдельных доменов этого белка. Мы провели поиск и оптимизировали
методику получения рекомбинантных доменов поверхностного гликопротеина Е вируса клеще-
вого энцефалита.
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Многие представители рода Flavivirus являются
возбудителями тяжелых заболеваний человека и
животных. Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) –
один из самых распространенных представителей
рода на территории Российской Федерации, где
кроме него циркулируют и такие представители
флавивирусов, как вирус Западного Нила, вирус
японского энцефалита, вирус Повассан, вирус
омской геморрагической лихорадки [1]. По дан-

ным Роспотребнадзора, ежегодно в России реги-
стрируют около 2 тыс. случаев клещевого энце-
фалита (КЭ) [2].

Для ВКЭ описано 7 генотипов, циркулирую-
щих на территории Российской Федерации: евро-
пейский (TBEV-Eur), сибирский (TBEV-Sib), даль-
невосточный (TBEV-FE), 2871 (TBEV-2871, или
TBEV-Ob), гималайский (TBEV-Him), 178-79
(TBEV-178-79, или TBEV-Bkl-1) и 886-84 (TBEV-
886-84, или TBEV-Bkl-2). Из них 6 были изолиро-
ваны в разных регионах России, самый распро-
страненный – сибирский подтип [3].

Представители рода Flavivirus имеют кросс-ре-
активные эпитопы [4]. Вируснейтрализующие

Список сокращений: КЭ – клещевой энцефалит; ВКЭ – ви-
рус клещевого энцефалита; ИФА – иммуноферментный
анализ; ADE (antibody-dependent enhancement) ‒ антитело-
зависимое усиление инфекции; sE ‒ эктодомен белка Е
ВКЭ; dI+II ‒ домены I и II белка Е ВКЭ; dIII ‒ домен III
белка Е ВКЭ.
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антитела считаются основой гомотипического
иммунитета. Однако для вируса денге показано,
что при вторичном заражении другим серотипом
развивается антителозависимое усиление инфек-
ции (ADE); то есть кросс-реактивные антитела
связываются с вирионами, но из-за низкой аф-
финности к несколько иному антигену они не
нейтрализуют вирус, а способствуют его проник-
новению в клетки, которые экспрессируют на
своей поверхности иммуноглобулиновые рецеп-
торы (FcγR) [5]. Это явление описано и для дру-
гих переносимых комарами флавивирусов. Пока
нет достоверной информации по АDE для пере-
носимых клещами флавивирусов, хотя этот во-
прос требует детального изучения.

Сочетанные очаги флавивирусных инфекций
на территории России и расширяющиеся тури-
стические потоки в регионы, эндемичные по дру-
гим флавивирусам, поднимают вопрос о необхо-
димости дифференциальной диагностики. Диффе-
ренциальная серодиагностика нужна, во-первых,
для лабораторного подтверждения диагноза и вы-
бора схемы лечения; во-вторых, для оценки веро-
ятности ADE при посещении эндемичных регио-
нов; в-третьих, для мониторинга эпидемиологи-
ческой ситуации, на основе результатов которого
вырабатывают стратегию и тактику проведения
профилактических мероприятий, особенно на тер-
ритории смешанных очагов; в-четвертых, для на-
учных исследований по механизмам формирова-
ния иммунного ответа и ADE.

Исторически при исследовании биологиче-
ских жидкостей для выявления поликлональных
антител различных классов использовали иммуно-
ферментный анализ (ИФА) на основе инактивиро-
ванного ВКЭ [6‒8]. В дальнейшем использование
инактивированного ВКЭ в качестве основы для
ИФА стало стандартом, именно на этом основано
подавляющее большинство коммерчески доступ-
ных тест-систем [9]. В связи с кросс-реактивно-
стью внутри рода Flavivirus были выявлены пробле-
мы со специфичностью подобных систем [10‒12].

Геном флавивирусов представлен одноцепо-
чечной РНК положительной полярности, состоя-
щей из приблизительно 11 тыс. нуклеотидов и ко-
дирующей три структурных и семь неструктурных
белков. Поверхностный гликопротеин Е ‒ это ос-
новной антиген, к которому вырабатываются ней-
трализирующие антитела в процессе инфекции.
Этот белок состоит из трех эктодоменов (sE), экс-
понированных на поверхности вируса, домена
“якоря” и домена “стебля” [13]. Считается, что в
эктодоменах I и II (dI+II) содержатся кросс-реак-
тивные эпитопы, а в иммуноглобулинподобном

домене III (dIII) ‒ видоспецифичные [14]. В каче-
стве мишени дифференцирующих тест-систем
можно использовать домена III белка Е, так как
он несет наибольшее число вирусспецифичных
эпитопов. Рекомбинантные белки на основе до-
менов I и II применимы в тест-системах для вы-
явления кросс-реактивных антител против фла-
вивирусов [15].

Для повышения специфичности ИФА описа-
ны различные подходы с использованием реком-
бинантных белков ВКЭ. Рекомбинантный и хи-
мерный dIII был успешно использован для выяв-
ления анти-ВКЭ-антител среди сывороток,
содержащих антитела к вирусу денге, вирусу
желтой лихорадки и ВКЭ [16‒18]. Несколькими
группами исследователей [19‒21] продемонстри-
рована возможность использования рекомби-
нантных белков: премембранного (prM) и E ВКЭ
(штаммы Kumlinge A25 (европейский подтип) и Os-
hima 5 (дальневосточный подтип)) в составе виру-
соподобных частиц для выявления анти-ВКЭ-ан-
тител. Предложено использование рекомби-
нантного неструктурного белка NS1 ВКЭ для
повышения специфичности тест-систем, а также
для дифференциации сывороток переболевших и
вакцинированных, но пока это больше предмет
дискуссий [22, 23]. Таким образом, остается акту-
альной проблема создания тест-системы для вы-
явления антител ко всем вариантам ВКЭ, цирку-
лирующим на территории России, и для их диф-
ференциации от антител к другим флавивирусам.

Использование рекомбинантных белков поз-
воляет нарабатывать большое количество целево-
го продукта. Одна из непростых методических за-
дач при этом – извлечение белков из телец вклю-
чения. Их осадок обрабатывают ультразвуком
(сонифицируют) в присутствии мочевины, при
оптимально подобранной концентрации которой
получают максимальное количество целевого
белка в растворенном виде [24].

Цель проведенной нами работы состояла в
подборе и оптимизации методик для получения
рекомбинантных доменов поверхностного гли-
копротеина Е ВКЭ.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Вирусы и клетки

В работе использовали вирус клещевого энце-
фалита сибирского подтипа, штамм Сухар (Gen-
Bank: OP185392), который был выделен из мозга
умершего человека в 2016 году в Ярославской об-
ласти; а также клетки Escherichia coli TOP10 и
E. coli JM109 (Promega, США).
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Клонирование
Олигонуклеотиды для клонирования участ-

ков, кодирующих sE, dI+II, dIII были подобраны
на основании множественного выравнивания со-
ответствующих последовательностей (табл. 1).

Полученные ампликоны клонировали по сай-
там рестрикции BglII (Thermo Fisher Scientific,
США) и NcoI FD (Thermo Fisher Scientific) для sE
и dI+II, используя вектор pQE-60 (Qiagen, Герма-
ния), и по сайтам рестрикции HindIII (Thermo
Fisher Scientific) и SacI FD (Thermo Fisher Scienti-
fic) для dIII, используя вектор pQE-30 (Qiagen).
Рестрикцию проводили по протоколу производи-
теля. После обработки рестриктазами плазмиды
наносили на 1.5%-ный агарозный гель (Sigma-Al-
drich, США) и очищали на центрифужных колон-
ках, следуя инструкции производителя (Qiagen).
Концентрацию ДНК измеряли по оптической

плотности. Для реакции лигирования вектор и
вставку брали в эквимолярном соотношении.

Лигазной смесью трансформировали клетки
E. coli TOP10 по методике heat-shock. Из клонов
выделяли плазмидную ДНК (Qiagen) и проверяли
на наличие вставки методом ПЦР с праймерами
для клонирования. Отсутствие замен подтвер-
ждали методом секвенирования по Сэнгеру.

Трансформация и культивирование клеток E. coli
Полученными конструкциями трансформи-

ровали клетки E. coli JM109 методом heat-shock.
Использовали среды: LB, SOB и TB (табл. 2).

Отдельную колонию клеток растили в течение
12‒16 ч в 3 мл среды, содержащей 100 нг/мл ампи-
циллина (“Неофарм”, Россия), с подавлением
индукции в присутствии 20 мМ глюкозы (Serva,

Таблица1. Праймеры для клонирования доменов белка Е ВКЭ штамма Сухар 
Table 1. Primers for cloning of E protein domains of TBEV strain Sukhar

* Примечание: Участки генома на основе последовательности ВКЭ Kumlinge (GenBank: AY268437.1). 
* Note: Genome regions based on the TBEV Kumlinge sequence (GenBank: AY268437.1).

Праймер Последовательность, 5'→3' Участок в геноме*

TBEall_ed-60s GAGCTACCATGGTCACACATCTGGAGAACAGG 1‒19

TBEall_ed-60as TAGCTCAGATCTCTTTTGGAACCACTGATGGC 1158‒1117

TBEedI+II-60as TAGCTCAGATCTGTATGTGAGACCTTTCATCT 885‒905

TBEedIII-30s GAGCTAGAGCTCACAATGTGTGACAAAACGAAG 904‒925

TBEedIII-3xas TAGCTCAAGCTTCTTTTGGAACCACTGATGGC 1158‒1117

Таблица 2. Состав сред для индукции экспрессии целевого белка в клетках E. coli JM109 
Table 2. Composition of media for the target protein expression induction in E. coli JM109 cells

* Примечание: Концентрация глицерина указана в мл/л. 
* Note: The concentration of glycerol is given in mL/L.

Среда Ингредиенты Концентрация, г/л

LB

Триптон 10

Дрожжевой экстракт 5

NaCl 10

Триптон 20

SOB

Дрожжевой экстракт 5

NaCl 0.585

KCl 0.185

Триптон 12

TB
Дрожжевой экстракт 24

Глицерин 99% 20*
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Германия). Далее переносили клеточную суспен-
зию в 200 мл среды с ампициллином (100 нг/мл) и
глюкозой (20 мМ) и растили клеточную массу до
оптической плотности 0.6‒0.8 при длине волны
600 нм (9.6 × 109 клеток/мл). Клетки осаждали
центрифугированием при 1700 g, 4°С в течение
30 мин. Осадок ресуспендировали в 200 мл среды
без глюкозы c изопропил-β-D-1-тиогалактопи-
ранозидом (ИПТГ; “Диа-М”, Россия) как ин-
дуктором экспрессии и инкубировали 18 ч при
37°С при покачивании. Полученный в результа-
те центрифугирования (1700 g, 4°С, 30 мин) оса-
док промывали 50 мл PBS (Sigma-Aldrich), пе-
реосаждали в тех же условиях и ресуспендирова-
ли в 5 мл буфера А (табл. 3).

Ультразвуковая обработка клеток

Обработку клеток ультразвуком проводили в
следующем режиме: 3 раза по 1 мин импульсом
7 мс на льду. После центрифугирования (7800 g,
4°С, 30 мин) осадок последовательно ресуспенди-
ровали в 3 мл буфера В (табл. 3) с концентрацией
мочевины в диапазоне от 2 до 8 М ‒ для выхода
целевого белка в растворимую фракцию. После
использования буфера с одной концентрацией
мочевины озвучивали клетки 3 раза по 1 мин им-
пульсом 7 мс на льду. Центрифугировали (7800 g,

4°С, 30 мин) и последовательно использовали бу-
феры с нарастающей концентрацией мочевины.

Аффинная хроматография 
и рефолдинг белков

Для очистки целевых рекомбинантных белов
использовали аффинную хроматографию на 9-сан-
тиметровых гравитационных колонках Poly-Prep®
(Bio-Rad, США) с 1 мл Ni-NTA-агарозы (Qiagen).
На колонку наносили 3 мл супернатанта, содер-
жащего рекомбинантный белок в буфере А. Ко-
лонку промывали 2 мл буфера В, затем С1 и С2
(табл. 3). Элюировали целевой белок 10 мл буфера
для элюции Е_1 (табл. 3).

Рефолдинг белка проводили путем смены бу-
фера Е_1 на PBS с использованием Hi-Trap De-
salting Column (Cytiva, Швеция), согласно инструк-
ции производителя. Полученные рекомбинантные
белки разделяли электрофорезом в 12%-ном ПААГ
в денатурирующих условиях (ПААГ-SDS). Для
определения концентрации целевых белков ис-
пользовали калибровочный график, построен-
ный по известным концентрациям BSA (Genesys
tool) (табл. 4).

Иммуноблотинг
Полученные рекомбинантные белки разделя-

ли электрофорезом в 12%-ном ПААГ-SDS и пере-
носили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-
Rad) по стандартной методике. Мембрану инку-
бировали с 5%-ным обезжиренным коровьим мо-
локом (Best Value, США) в трис-боратном буфере
(TBS: 25 мМ Tris, 0.15 M NaCl, рН 7.5) в течение 1 ч,
затем 1 ч с сывороткой мышей. Мембрану промы-
вали TBS с 0.05% Tween-20 (TBS-T) и инкубиро-
вали с меченными пероксидазой хрена (HRP) анти-
телами против IgG мыши (Abcam, Великобри-
тания) в течение 1 ч. Проявляли мембрану с

Таблица 3. Состав буферов для сонификации и хроматографии 
Table 3. Buffer composition for sonification and chromatography

Этап Буфер Состав

Сонификация А 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 0.2 M NaCl, 2% Тритон Х-100, 1 мM ЭДТА

В 50 мM Трис-HCl, pH 8.0, 0.2 M NaCl, мочевина (2‒8 М)

Хроматография:

Промывка 
колонки

С1 50 мM Трис-HCl, p H8.0, 0.5 M NaCl, 6 M мочевина, 10 мM имидазол

С2 50 мM Трис-HCl, pH 8.0, 0.5M NaCl, 6 M мочевина, 25 мM имидазол

Элюция E_1 50 мM Трис-HCl, pH 8.0, 0.25 M NaCl, 6 M мочевина, 0.15 M имидазол

Таблица 4. Концентрации очищенных рекомбинант-
ных белков, полученных из 200 мл клеточной суспензии 
Table 4. Concentrations of purified recombinant proteins
obtained from 200 mL of cell suspension

Белок Концентрация, мг/мл

sE 0.62

dI+II 1.58

dIII 1.42
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использованием набора ECL (Bio-Rad) в гельдоку-
ментирующей системе Genesys (Genesys, США).

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Рекомбинантные белки (sE, dI+II, dIII) вы-
равнивали по целевому продукту, как описано
выше (см. “Аффинная хроматография и рефол-
динг белков”) до концентрации 0.6 мг/мл в PBS.
Лизаты клеток почки эмбриона свиньи СПЭВ
(“БиолоТ”, Россия) доводили до той же концен-
трации по тотальному белку (методом Лоури по
стандартному протоколу). В 96-луночный планшет
(Corning, США) вносили рекомбинантные белки в
расчете 12 нг белка/лунка и инкубировали в тече-
ние ночи при 4°С. Планшет промывали PBS, ин-
кубировали с 4%-ным обезжиренным коровьим
молоком (Best Value) в PBS в течение 1 ч, затем с со-
держащей ВКЭ-антитела сывороткой крови чело-
века в PBS с 0.05% Tween-20 (PBS-T) 1 ч. Планшет
промывали, инкубировали с HRP-конъюгиро-
ванными антителами против человеческого IgG
(Abcam) в течение 1 ч, после чего промывали и вно-
сили субстрат TMB (Sigma-Aldrich), через 30 мин
реакцию останавливали 2 М серной кислотой
(“Ленреактив”, Россия). Результаты детектиро-
вали при длине волны 450 нм на спектрофотомет-
ре (Thermo Fisher Scientific).

Реакция нейтрализации бляшкообразования
Содержание нейтрализующих антител в образ-

цах сывороток определяли с использованием 24-лу-
ночных планшетов с монослоем клеток СПЭВ.
Сыворотки разводили в соотношении 1 : 4 средой
199 в растворе Эрла (ФГАНУ “ФНЦИРИП им.
М.П. Чумакова” РАН, Россия) и вносили в них
равный объем вируса. Полученную суспензию с
концентрацией вируса 20‒30 БОЕ/лунка (100 мкл)
наносили на планшет и инкубировали 1 ч в CO2-ин-
кубаторе при 37°С. Последующие этапы проводи-
ли по методике, описанной для титрования виру-
са in vitro [25, 26]. Титр нейтрализующих антител
рассчитывали по модифицированной формуле
Рида‒Менча.

Образцы сывороток крови
В иммуноблотинге использовали две мышиные

гипериммунные сыворотки: содержащую антитела
к ВКЭ (штамм Абсеттаров) и не содержащую их.
Наличие антител подтверждали в реакции нейтра-
лизации. В работе использовали беспородных мы-
шей ICR (ГБУ “Научный центр биотехнологии”,
филиал “Столбовая”, Россия), которых иммуни-

зировали ВКЭ с адъювантом три раза (один раз в
неделю), через 10 дней после последней инъекции
тотально забирали кровь (декапитация).

В ИФА использовали две сыворотки крови чело-
века: одна содержала антитела к ВКЭ после дву-
кратной иммунизации препаратом Клещ-Э-Вак,
другая не содержала анти-ВКЭ-антител (получе-
на от невакцинированного и не подвергавшегося
укусам клещей человека). Обе сыворотки предо-
ставлены авторами статьи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Гликопротеин Е оболочки флавивирусов счи-

тается основным носителем антигенных сайтов,
на обнаружение которых нацелено большинство
флавивирусных тест-систем. Консервативность
белка Е среди флавивирусов является причиной
кросс-реактивности и ложных результатов при-
меняемых серологических диагностикумов. По-
вышение специфичности тест-систем возможно
при использовании не полноразмерного белка Е,
а отдельных его участков: доменов I, II и III – и
введением в них определенных замен.

Получение конструкций
На основании последовательности белка Е

штамма Сухар ВКЭ были подобраны праймеры
для амплификации участков, кодирующих домен
III (dIII), домены I+II (dI+II) и все три домена
(sE) белка Е ВКЭ (табл. 1).

Нами разработана схема клонирования (рис. 1).
В качестве векторов для работы выбраны плаз-
миды группы pQE, компетентные к экспрессии
белков в бактериальной системе E. сoli, благода-
ря наличию лактозного оперона (lacO). Лактоз-
ный оперон позволяет контролировать экспрес-
сию встраиваемого гена, что особенно актуально
на стадии работы с чистым вектором или нара-
ботки готовой конструкции. Плазмиды pQE-30
и pQE-60 были выбраны с учетом использован-
ных рестриктаз и отсутствия сдвига открытой
рамки считывания целевой последовательности
при ее клонировании. Гены, кодирующие целе-
вые белки, были фланкированы последователь-
ностью, кодирующей гистидиновый тег (6×His),
что позволяет использовать метод аффинной
хроматографии на Ni-NTA-агарозе для выделе-
ния рекомбинантного белка из бактериального
лизата.

При помощи специфичных праймеров были
получены ампликоны целевых участков гена бел-
ка Е ВКЭ (рис. 2).
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Рис. 2. Электрофоретический анализ ампликонов целевых участков гена белка Е. На дорожки нанесены: MW – маркер
длины ДНК (п.н.); 1 – sE; 2 – dI+II; 3 – dIII. 
Fig. 2. Agarose gel analysis of E-protein domains PCR products amplified with specific primers. MW – DNA marker; 1– sE;
2 – dI+II; 3 – dIII.
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Рис. 1. Схема получения векторных конструкций. 
Fig. 1. Scheme of designed vectors.
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Полученные ампликоны клонировали по сайтам

рестрикции BglII и NcoI FD для sE и dI+II, исполь-

зуя вектор pQE-60, и по сайтам рестрикции HindIII

и SacI FD для dIII, используя вектор pQE-30.

Фрагменты ДНК получали после обработки

плазмид рестриктазами и очистки в 1.5%-ном

агарозном геле. Лигазной смесью, содержащей

вектор и вставку в эквимолярном соотношении,

трансформировали клетки E. coli TOP10. Из по-

лученных клонов выделенную плазмидную ДНК

проверяли на наличие вставки методом ПЦР.

Получили конструкции для экспрессии реком-

бинантных белков в бактериальной системе. От-

сутствие замен подтверждено методом секвени-

рования по Сэнгеру.

Подбор среды для экспрессии 
целевых белков

Одним из факторов, оцениваемых при экс-

прессии белка, была питательная среда. Для это-

го при трансформации компетентных клеток и

их росте использовали среды: LB, SOB и TB

(табл. 2). Клетки растили на малом объеме, за-

тем наращивали на большем, индуцировали и

осаждали. Полученную клеточную массу обра-

батывали ультразвуком, центрифугировали и в

полученном супернатанте оценивали продук-

цию целевых белков, используя электрофорез в

12%-ном ПААГ-SDS (рис. 3).

Как видно из приведенных результатов, наи-

больший выход целевого белка, рекомбинантно-

го sE, получен при использовании среды TB для

культивирования клеток-продуцентов.

Подбор условий сонификации

Один из факторов, оцениваемых при извлече-

нии рекомбинантных белков из телец включения

в растворимую фракцию, ‒ концентрация моче-

вины. Для каждого целевого белка провели сони-

фикацию в градиенте концентраций мочевины

(рис. 4а‒4с). При использовании 6 М мочевины

выход белка в раствор достигал максимума.

Использовав оптимальный режим сонифика-

ции телец включения для извлечения из них целе-

вых белков, далее мы проводили их очистку мето-

дом аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе

и анализировали в 12%-ном ПААГ-SDS. Фракции

с каждым из целевых продуктов объединяли и про-

водили рефолдинг путем смены буфера. Относи-

тельные концентрации целевых белков определя-

ли в ПААГ с использованием в качестве стандарта

BSA в известных концентрациях и программы

Genesys Tool (табл. 4).

Анализ связывания рекомбинантных 
белков с антителами к ВКЭ

Способность рекомбинантных белков связы-

ваться с антителами, специфичными к ВКЭ, опре-

деляли методами иммуноблотинга и ИФА. Все

полученные рекомбинантные домены связыва-

Рис. 3. Электрофоретический анализ продукции рекомбинантного белка sE в клетках E. coli после сонификации телец

включения. Для экспрессии белка в клетках E. coli использована питательная среда LB (а), SOB (b) или TB (с). На до-
рожки нанесены: клеточный лизат до индукции (1), лизированные клетки (2), супернатант после первой (3), второй (4)

и третьей (5) солюбилизации сонифицированных телец включения в 8 М мочевине. Гели окрашены Кумасси R-250.

Стрелками указан целевой белок. 

Fig. 3. Electrophoretic analysis of recombinant sE protein production in E. coli cells after sonification of inclusion bodies. LB (a),

SOB (b), or TB (c) nutrient mediums were used for protein expression in E. coli cells. Lanes were loaded with: cell lysate before

induction (1), lysed cells (2), supernatant after the first (3), second (4), and third (5) solubilization of sonified inclusion bodies

in 8 M urea. The gels are stained with Coomassie R-250. The target protein is indicated by arrows.
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лись с антителами мышиной сыворотки, содер-

жащей антитела к ВКЭ (рис. 5a‒5c).

При анализе сывороток людей методом ИФА

использовали образцы целевых белков в концен-

трации 0.62 мг/мл, отрицательный контроль ‒ ли-

зат клеток СПЭВ ‒ имел ту же концентрацию по

общему белку. Как видно из рис. 6, белки dIII и sE

проявляли высокую антителосвязывающую ак-

тивность, в то время как dI+II был менее активен.

Доступные наборы для ИФА, используемые в

рутинной серодиагностике антител к ВКЭ, не обла-

дают достаточной специфичностью [10‒12]. Логич-

но предположить, что использование отдельных

доменов поверхностного гликопротеина Е ВКЭ

позволит снизить риск ложноположительных ре-

зультатов [14, 15].

Нами показано, что при использовании среды

TB в клетках E. coli эффективно экспрессируются

рекомбинантные белки sE, dI+II и dIII поверх-

ностного гликопротеина Е ВКЭ. Сонификация с

6 М мочевиной позволяет достигнуть макси-

мального выхода белка из телец включения в

растворимую фракцию. Способность получен-

ных белков взаимодействовать с антителами к

ВКЭ продемонстрирована методами иммунобло-

тинга и ИФА. Для рекомбинантного белка dI+II

зарегистрирована низкая антителосвзывающая

активность в использованном формате ИФА,

Рис. 5. Результаты иммуноблотинга рекомбинантных белков sE (a), dI+II (b) и dIII (c) с сывороткой мыши, трижды
иммунизированной ВКЭ (штамм Абсеттаров) и содержащей анти-ВКЭ-антитела в титре 2.95 по реакции нейтрализа-
ции. Для детекции использованы HRP-меченые антитела против IgG мыши (Abcam, Великобритания). 
Fig. 5. The results of immunoblotting of recombinant proteins sE (a), dI+II (b), and dIII (c) with mouse anti-TBEV antibodies
are presented. Mouse serum contains antibodies in titer of 2.95 by neutralization reaction. Animals were thrice immunized with
TBEV (Absettar strain). HRP-labeled anti-mouse IgG antibodies (Abcam, UK) were used for detection.
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Рис. 4. Подбор концентрации мочевины для извлечения целевых белков из телец включения при сонификации. Пред-

ставлены результаты электрофоретического анализа рекомбинантных белков sE (а), dI+II (b) и dIII (c). На дорожки

нанесены: суспензия индуцированных клеток (1), супернатант после первой солюбилизации (2) и после солюбилиза-

ции с 2 (3), 4 (4), 6 (5) и 8 (6) М мочевиной. 

Fig. 4. Selection of urea concentration for extraction of target proteins from inclusion bodies during sonification. The results

of electrophoretic analysis of recombinant proteins sE (a), dI+II (b), and dIII (c) are presented. Lanes were loaded with

suspension of induced cells (1), supernatant after the first solubilization (2) and after solubilization with 2 (3), 4 (4), 6 (5) and

8 (6) M urea.
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что может быть обусловлено либо низким уров-

нем антител к этим доменам гликопротеина Е в

сыворотке человека, либо отсутствием гликози-

лирования рекомбинантного белка, синтезируе-

мого в бактериальной системе экспрессии.

Таким образом, использование разработанной

нами методики позволяет получить рекомбинант-

ные домены sE, dI+II и dIII гликопротеина Е ви-

руса клещевого энцефалита, которые могут найти

применение для использования в качестве анти-

генов в тест-системах для дифференциальной се-

родиагностики клещевого энцефалита от других

флавивирусных инфекций.
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Лунки 96-луночного планшета сенсибилизировали растворами белков sE, dI+II или dIII в концентрации 12 нг/лунка;
лизатом клеток СПЭВ в концентрации 12 нг общего белка/лунка (отрицательный контроль, К‒). В анализе использо-
вана сыворотка человека, дважды иммунизированного вакциной Клещ-Э-Вак (С+), и сыворотка невакцинированного
(С‒) в указанных на рисунке разведениях. Для детекции использованы HRP-меченые антитела против IgG человека
(Abcam, Великобритания). 
Fig. 6. Analysis of the ability of recombinant domains of the TBEV E protein to bind to human anti-TBEV antibodies in ELISA.
Wells of a 96-well plate were sensitized with sE, dI+II or dIII protein at a concentration of 12 ng/well; SPEV cell lysate at a con-
centration of 12 ng of total protein/well (negative control, K‒) was used. Sera from people, twice immunized with Tick-E-Vac
vaccine (C+) and unvaccinated sera (C‒) at the dilutions shown in the figure were used in the assay. HRP-labeled anti-human
IgG antibodies (Abcam, UK) were used for detection.

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
1:500 1:50

С+ С–

O
D

4
5

0

sE

dI+II

dIII

K–



82

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 6  2022

БАРЫШНИКОВА и др.

ty. J. Gen. Virol., 2011, 92, 2821–2829. 
https://doi.org/10.1099/vir.0.031641-0

5. Roy S.K., Bhattacharjee S. Dengue virus: epidemiology,
biology, and disease aetiology. Can. J. Microbiol., 2021,
67(10), 687‒702. 
https://doi.org/10.1139/cjm-2020-0572

6. Heinz F.X., Roggendorf M., Hofmann H., Kunz C., Dein-
hardt F. Comparison of two different enzyme immunoas-
says for detection of immunoglobulin M antibodies
against tick-borne encephalitis virus in serum and cere-
brospinal fluid. J. Clin. Microbiol., 1981, 14(2), 141‒146. 
https://doi.org/10.1128/jcm.14.2.141-146.1981

7. Roggendorf M., Heinz F., Deinhardt F., Kunz C. Serolo-
gical diagnosis of acute tick-borne encephalitis by
demonstration of antibodies of the IgM class. J. Med.
Virol., 1981, 7, 41‒50. 
https://doi.org/10.1002/jmv.1890070105

8. Hofmann H., Heinz F.X., Dippe H., Kunz C. Tick-borne
encephalitis: a simple method for detection of antibody
production in the brain. Zentralbl. Bakteriol. Mikrobiol.
Hyg. A., 1985, 260, 132‒138. 
https://doi.org/10.1016/s0176-6724(85)80109-7

9. Pazdiora P., Januska J., Kubátová A. [Determination of
antibodies after immunization with the FSME-Immun
vaccine]. Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 2000, 49,
110‒114 (in Czech).

10. Niedrig M., Vaisviliene D., Teichmann A., Klockmann U.,
Biel S.S. Comparison of six different commercial IgG-
ELISA kits for the detection of TBEV-antibodies.
J. Clin. Virol., 2001, 20, 179‒182. 
https://doi.org/10.1016/s1386-6532(00)00178-5

11. Weissbach F.H., Hirsch H.H. Comparison of two com-
mercial tick-borne encephalitis virus IgG enzyme-
linked immunosorbent assays. Clin. Vaccine Immunol.,
2015, 22, 754‒760. 
https://doi.org/10.1128/CVI.00096-15

12. Ackermann-Gäumann R., Tritten M.L., Hassan M.,
Lienhard R. Comparison of three commercial IgG and
IgM ELISA kits for the detection of tick-borne ence-
phalitis virus antibodies. Ticks Tick Borne Dis., 2018, 9,
956‒962. 
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2018.03.031

13. Lindenbach B.D., Thiel H.-J., Rice C.M. Flaviviridae:
the viruses and their replication. In: Fields Virology,
5th edition. Eds D.M. Knipe & P.M. Howley, Lippincot
William & Wilkins, Philadelphia, 2011, 1101‒1151.

14. Oliphant T., Nybakken G.E., Engle M., Xu Q., Nelson C.A.,
Sukupolvi-Petty S., Marri A., Lachmi B.E., Olshevsky U.,
Fremont D.H., Pierson T.C., Diamond M.S. Antibody
recognition and neutralization determinants on do-
mains I and II of West Nile virus envelope protein.
J. Virol., 2006, 80, 12149‒12159. 
https://doi.org/10.1128/JVI.01732-06

15. Jarmer J., Zlatkovic J., Tsouchnikas G., Vratskikh O.,
Strauß J., Aberle J.H., Chmelik V., Kundi M., Stiasny K.,
Heinz F.X. Variation of the specificity of the human anti-
body responses after tick-borne encephalitis virus infec-
tion and vaccination. J. Virol., 2014, 88, 13845‒13857. 
https://doi.org/10.1128/JVI.02086-14

16. Ludolfs D., Reinholz M., Schmitz H. Highly specific de-
tection of antibodies to tick-borne encephalitis (TBE)
virus in humans using a domain III antigen and a sensi-
tive immune complex (IC) ELISA. J. Clin. Virol., 2009,
45, 125‒128. 
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2009.03.016

17. Ikawa-Yoshida A., Yoshii K., Kuwahara K., Obara M.,
Kariwa H., Takashima I. Development of an ELISA
system for tick-borne encephalitis virus infection in ro-
dents. Microbiol. Immunol., 2011, 55, 100‒107. 
https://doi.org/10.1111/j.1348-0421.2010.00296.x

18. Sanina N., Chopenko N., Mazeika A., Davydova L., Le-
onova G., Stenkova A., Uversky V.N., Kostetsky E. Im-
munogenicity and protective activity of a chimeric pro-
tein based on the domain III of the tick-borne ence-
phalitis virus E protein and the OmpF porin of Yersinia
pseudotuberculosis incorporated into the TI-complex.
Int. J. Mol. Sci., 2018, 19, 2988. 
https://doi.org/10.3390/ijms19102988

19. Jääskeläinen A., Han X., Niedrig M., Vaheri A., Vapala-
hti O. Diagnosis of tick-borne encephalitis by a mu-
capture immunoglobulin M-enzyme immunoassay
based on secreted recombinant antigen produced in in-
sect cells. J. Clin. Microbiol., 2003, 41, 4336‒4342. 
https://doi.org/10.1128/JCM.41.9.4336-4342.2003

20. Levanov L., Vera C.P., Vapalahti O. Prevalence estima-
tion of tick-borne encephalitis virus (TBEV) antibodies
in dogs from Finland using novel dog anti-TBEV IgG
MAb-capture and IgG immunofluorescence assays
based on recombinant TBEV subviral particles. Ticks
Tick Borne Dis., 2016, 7, 979‒982. 
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2016.05.002

21. Inagaki E., Sakai M., Hirano M., Muto M., Kobayashi
S., Kariwa H., Yoshii K. Development of a serodiagnos-
tic multi-species ELISA against tick-borne encephalitis
virus using subviral particles. Ticks Tick Borne Dis.,
2016, 7, 723‒729. 
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2016.03.002

22. Girl P., Bestehorn-Willmann M., Zange S., Borde J.P.,
Dobler G., von Buttlar H. Tick-borne encephalitis virus
nonstructural protein 1 IgG enzyme-linked immuno-
sorbent assay for differentiating infection versus vacci-
nation antibody responses. J. Clin. Microbiol., 2020,
58(4), e01783-19. 
https://doi.org/10.1128/JCM.01783-19

23. Salat J., Mikulasek K., Larralde O., Pokorna Formanova
P., Chrdle A., Haviernik J., Elsterova J., Teislerova D.,
Palus M., Eyer L., Zdrahal Z., Petrik J., Ruzek D. Tick-
borne encephalitis virus vaccines contain non-structur-
al protein 1 antigen and may elicit NS1-specific anti-
body responses in vaccinated individuals. Vaccines (Ba-
sel), 2020, 8, 81. 
https://doi.org/10.3390/vaccines8010081

24. Rizzo S., Mora-Cárdenas E., Faoro V., D’Agaro P.,
Edomi P., Marcello A., Sblattero D. A method for rapid
and high-yield production of the tick-borne encephali-
tis virus E and DIII recombinant proteins in E. coli with
preservation of the antigenic properties. Ticks Tick
Borne Dis., 2019, 10, 935‒941. 
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2019.04.021

25. McKeating J. Neutralization of virus. Methods Mol. Bi-
ol., 1992, 8, 89‒93. 
https://doi.org/10.1385/0-89603-191-8:89

26. Tuchynskaya K., Volok V., Illarionova V., Okhezin E.,
Polienko A., Belova O., Rogova A., Chernokhaeva L.,
Karganova G. Experimental assessment of possible fac-
tors associated with tick-borne encephalitis vaccine
failure. Microorganisms, 2021, 9(6), 1172. 
https://doi.org/10.3390/microorganisms9061172



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 6  2022

РЕКОМБИНАНТНЫЙ ГЛИКОПРОТЕИН Е ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА 83

Recombinant Glycoprotein E of Tick-Borne Encephalitis Virus 
for a Developing Differentiated Test System
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Abstract—Several representatives of the Flavivirus genus circulate on the territory of the Russian Federation,
among which the tick-borne encephalitis virus is the most common. The combined foci of f lavivirus infec-
tions in Russia and expanding tourist f lows to regions endemic for other f laviviruses raise the question of dif-
ferential diagnosis. Existing commercial test systems based on surface glycoprotein E do not provide reliable
differentiation between flaviviruses. It is believed that domains I and II of the E protein contain cross-reactive
epitopes, and the immunoglobulin-like domain III is species-specific. It is possible to increase the differen-
tiating ability of test systems by using individual domains of this protein. We have searched for and optimized
a method for obtaining recombinant domains of the glycoprotein E of the tick-borne encephalitis virus.

Keywords: glycoprotein E, tick-borne encephalitis virus, recombinant proteins
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