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Аннотация. Получен рекомбинантный белок NS1 вируса клещевого энцефалита высоковирулентного 
штамма Софьин в бактериальной системе экспрессии E.coli B834 – pET22b. Отработаны методики очистки и 
рефолдинга полученного белка. Структура белка подтверждена методом пептидного фингерпринта, его им-
мунохимическая активность показана методами иммуно-ферментного анализа и дот-блота с моноклональ-
ными антителами. Обсуждаются преимущества ранней диагностики клещевого энцефалита на основе белка 
NS1 и перспективы его применения для создания вакцин. 
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Введение 

Клещевой энцефалит (КЭ) – одна из самых 
распространённых и опасных природно-
очаговых инфекций лесной зоны Eвразийского 
континента [4; 5]. Вирус клещевого энцефалита 
(КЭ) является первым представителем рода 
Flavivirus, открытым в 1937 г. известным рус-
ским вирусологом Л. А. Зильбером с сотрудни-
ками на территории Дальнего Востока [5; 6]. 
Этот вирус вызывает инфекционное заболева-
ние, характеризующееся лихорадкой, общей 
интоксикацией и поражением центральной 
нервной системы [1; 16; 21]. Основными пере-
носчиками вируса КЭ являются клещи рода 
Ixodes, широко распространённые в умеренной 
зоне смешанных хвойно-широколиственных ле-
сов Северного полушария [2; 3]. Ежегодно в 
России регистрируется более 10 тысяч случаев 
нападений клещей, содержащих вирус КЭ, и до 
20–30 случаев заболевания КЭ на 100 тыс. 
населения. Несмотря на столь неутешительную 
статистику, проблема ранней диагностики и 
терапии вирусных инфекций до настоящего 
времени не решена. 

Существует ряд подходов к диагностике 
флавивирусных инфекций, основанных на вы-
делении вируса или геномной РНК, а также 
обнаружения антител или антигенов. Однако 

для выделения вируса или обнаружения геном-
ных РНК (метод ПЦР) необходима специали-
зированная лаборатория и хорошо обученный 
персонал. Существенно проще метод иммуно-
ферментного анализа (ELISA), поэтому подход, 
основанный на обнаружении неструктурного 
NS1 антигена, вызывает большой интерес для 
ранней диагностики флавивирусной инфекции. 
Важность NS1 флавивирусов как биомаркеров 
обусловлена тем, что эти антигены могут быть 
обнаружены до образования антител [8; 12; 14]. 
NS1 антиген обнаруживается в крови в первый 
день после инфицирования даже при отрица-
тельных результатах ОТ-ПЦР-анализа и в при-
сутствии IgM антител [7], что позволяет реко-
мендовать этот метод для ранней диагностики 
инфекции. 

Диагностические антигены, используемые в 
иммуноферментном анализе, можно получить 
либо из мозга инфицированных вирусом лабо-
раторных животных, либо из культуры клеток, 
очищая ацетоном с градиентом сахарозы. При-
меняемые методы являются трудоёмким и не-
безопасными, а полученные в результате об-
разцы антигена могут различаться по качеству 
и чистоте [15]. Обнаружение антигена NS1 
представляет собой новый подход для диагно-
стики острой флавивирусной инфекции, а раз-
работка оптимального способа получения ан-
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тигена (белка) NS1 вируса КЭ в настоящее 
время является актуальной задачей. 

Цель настоящей работы заключается в от-
работке методов получения, очистки и рефол-
динга рекомбинантного белка NS1 вируса кле-
щевого энцефалита. 

Материалы и методы 

В работе использовали штамм Софьин ви-
руса КЭ. Культуру клеток СПЭВ (клетки почки 
эмбриона свиньи) заражали суспензией вируса 
КЭ в титре 5 lg в 1 мл среды RPMI. Клетки 
культивировали в среде RPMI с добавлением 
10%-ной сыворотки эмбриона коровы в тече-
ние 3 суток. 

Суммарную РНК из клеток выделяли мето-
дом фенольной экстракции (Trizol LS, 
Invitrogen) согласно протоколу производителя. 
Реакцию обратной транскрипции проводили по 
протоколу, прилагаемому к набору Maxima H 
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Scientific). 

Амплификацию фрагмента, соответствующую 
гену NS1, проводили с использованием праймеров 
NS1-For 5’-ggagtgcatatggatgtcggctgtgctgtggacacc и 
NS1-Rew 5’-ctctccctcgagtgccaccaccattgagcgaacaag 
c внутренними сайтами рестрикции NdeI и 
XhoI, соответственно. Полученные ампликоны 
лигировали в вектор pTZ57R (Thermo 
Scientific) и клонировали в штамме E. coli 
JM110. 

Анализ рекомбинантных клонов осуществ-
ляли амплификацией с универсальными плаз-
мидными праймерами M13 Rev (-27) 5'-
ggaaacagctatgaccatg-3 и M13 For (-41) 5'-
ggttttcccagtcacgac-3. Клоны, содержащие иско-
мый фрагмент, наращивали в 5 мл среды LB с 
10 мкг/мл ампициллина и выделяли плазмид-
ную ДНК Zyppy Plasmid Miniprep Kit 
(ZymoResearch) согласно протоколу произво-
дителя. Плазмидную ДНК (10 мкг) обрабаты-
вали эндонуклеазами рестрикции NdeI и XhoI 
(Thermo Scientific) и разделяли в 1,5%-ном ага-
розном геле. Целевой фрагмент ДНК выделяли 
набором Zymoclean Gel DNA Recovery Kit 
(ZymoResearch). 

Плазмидный вектор pET22b обрабатывали 
рестриктазами NdeI и XhoI (Thermo Scientific) в 
присутствии FastAP Thermosensitive Alkaline 
Phosphatase (Thermo Scientific) и после инакти-
вации ферментов (10 мин при 85 °С) использо-
вали без дополнительной очистки. Лигирова-
ние осуществляли при соотношении 4:1 (встав-
ка/вектор) с использованием T4 DNA Ligase 
(Thermo Scientific) согласно протоколу произ-

водителя. Полученной лигазной смесью транс-
формировали клетки E. coli JM110. 

Селекцию рекомбинантных клонов осу-
ществляли амплификацией с олигонуклеотид-
ными праймерами NS1-For и T7-Rew, анализи-
руя размер и ориентацию вставки. Клоны с 
вставкой нужного размера выращивали в 5 мл 
среды LB с 10 мкг/мл ампициллина и выделяли 
плазмидную ДНК Zyppy Plasmid Miniprep Kit 
(ZymoResearch) согласно протоколу произво-
дителя. Секвенирование рекомбинантных кон-
струкций проводили согласно протоколу про-
изводителя с использованием BigDye® Direct 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). 

Для экспрессии белка NS1 клетки E. coli 
B834(DE3) трансформировали рекомбинантной 
плазмидой pET22-NS1. Индукцию проводили в 
50 мл среды LB с 10 мкг/мл карбенициллина 
добавлением IPTG до конечной концентрации 
0,1 мМ. После инкубации клеток в течение 2 ч 
при 37 °С клетки собирали центрифугировани-
ем при 10 000 об./мин в течение 15 мин. Клетки 
ресуспендировали в 1хPBS буфере, добавляли 
лизоцим до концентрации 1 мкг/мл и инкуби-
ровали 15 мин при комнатной температуре. 
Разрушали клетки ультразвуком и осаждали 
тельца включения центрифугированием при 
10 000 об./мин в течение 30 мин. Тельца вклю-
чения растворяли в 6 М гуанидин-хлориде в 1Х 
PBS буфере, центрифугировали при 10 000 
об./мин в течение 30 мин, добавляли к освет-
лённому лизату имидазол до конечной концен-
трации 25 мМ. Рекомбинантный белок очища-
ли в денатурирующих условиях на колонке 
Bio-Scale Mini IMAC Cartridge (BioRad) со-
гласно протоколу производителя. Электрофо-
ретический и масс-спектрометрический анализ 
рекомбинантного белка осуществляли по об-
щепринятым методикам. 

Рефолдинг белка осуществляли путём диа-
лиза против 4 М мочевины в 1Х PBS буфере с 
конечной концентрацией DTT 0,1 мМ. Затем бе-
лок разводили в 100 раз 1Х PBS буфером и инку-
бировали при 4 °С в течение 18 ч. После центри-
фугирования раствора белка при 15 000 об./мин 
в течение 1 ч растворимую часть белка подвер-
гали очистке и концентрированию в нативных 
условиях на никель-хелатной агарозе Bio-Scale 
Mini IMAC Cartridge (BioRad) согласно прото-
колу производителя. Дот-блот анализ рекомби-
нантного белка осуществляли с использовани-
ем моноклональных антител МК-3, получен-
ных к нативному белку NS1 вируса КЭ. Визуа-
лизировали мембраны с использованием конь-
югата goat аnti-мouse IgG (Fab specific)–
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Alkaline Phosphatase согласно рекомендациям 
производителя. 

Результаты и обсуждение 

Флавивирусы имеют геном в виде одноце-
почечной РНК положительной полярности 
длиной около 11 000 нуклеотидов, кодирую-
щий полипротеин, который посттрансляционно 
расщепляется вирусными и клеточными проте-
азами на 3 структурных (капсидный С, мем-
бранный М и оболочечный белок Е) и 7 не-
структурных белков (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 
NS4A, NS4B, and NS5) [17]. При этом NS1 гли-
копротеин в составе полипротеина расположен 
в просвете эндоплазматической сети и отщеп-
ляется от мембраны клеточной сигналазой, по-
сле чего белок NS1 становится единственным 
вирусным белком, секретируемым из клетки. 
Таким образом, заболевание может быть диа-
гностировано даже на ранней стадии инфици-
рования путём обнаружения антигена NS1, 
циркулирующего в крови [7], либо обнаруже-
ния IgM к белку NS1 в острой фазе заболева-
ния, когда обычный иммуноферментный ана-
лиз неэффективен [11]. 

Кроме того, высокая иммуногенность бел-
ков NS1 флавивирусов представляет значи-
тельный интерес не только в качестве антигена 
для диагностических методов [9; 13], но и в 
качестве компонента субъединичных вакцин 
[18; 19]. В настоящее время идёт активная раз-
работка ДНК-вакцин, кодирующих белок NS1 
флавивирусов. При этом в модельных экспе-
риментах на мышах NS1-вакцины обеспечива-
ют 100%-ную защиту от вируса [10; 22]. 

Выделение белка из культуры клеток, зара-
жённых вирусом КЭ, является небезопасной и 
кропотливой работой, что делает этот подход 
непригодным для обычного крупного произ-
водства. Хотя метод бактериальной экспрессии 
является относительно простым и лёгким для 
получения рекомбинантного белка, он также не 
является идеальным. Большинство попыток 
экспрессировать белки NS1 различных флави-
вирусов в Е. coli или дрожжах привели к полу-
чению нерастворимого белка. Как правило, не-
растворимые белковые агрегаты являются био-
логически менее активными и, кроме того, 
процесс получения активного белка занимает 
больше времени, так как необходимо оптими-
зировать рефолдинг белка [20]. 

Для преодоления этих недостатков, связан-
ных с продукцией нерастворимых белков в 
E. coli, нами была предпринята попытка экс-
прессии и отработки метода рефолдинга ре-
комбинантного NS1. Основные препятствия, 
связанные с экспрессией гетерологичных бел-
ков в E. coli, были преодолены выбором опти-
мального вектора, который обеспечивает высо-
кий уровень наработки растворимых рекомби-
нантных белков. Использование плазмидного 
вектора pET22b позволило получить рекомби-
нантный белок, содержащий 6ХHis теги на  
С-конце, что значительно снижает потери це-
левого продукта за счёт возможности аффин-
ной очистки и концентрации на никелевой ага-
розе, способной к специфичному хелатообра-
зованию с полигистидиновыми фрагментами 
белка. 

После растворения телец включения ре-
комбинантный белок был очищен методом аф-
финной хроматографии, рефолдирован мето-
дом диализа в денатурирующих условиях с по-
следующим разведением и сконцентрирован 
(рис. 1). 

Дот-блот анализ антигенных свойств полу-
ченного рефолдированного белка выявил его 
сродство к моноклональным антителам на на-
тивный белок NS1 вируса КЭ (рис. 2).  

Таким образом, разработанные методы экс-
прессии и рефолдинга позволяют получить ре-
комбинантный белок NS1, сохраняющий свои 
антигенные свойства, и могут быть использо-
ваны в качестве базовых для дальнейшей оп-
тимизации с целью повышения выхода целево-
го продукта. 

Заключение 

Полученный рекомбинантный белок NS1 
может быть использован в качестве диагности-
ческого антигена. Оптимизированные методы 
экспрессии и очистки, разработанные в насто-
ящем исследовании, подходят для недорогого и 
массового производства белка NS1 не только 
для диагностических целей, но и для разработ-
ки вакцин против вируса КЭ. Подобного рода 
подходы могут быть использованы в производ-
стве других важных вирусных белков для иссле-
довательских и диагностических целей. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке междисциплинарного интеграционно-
го проекта СО РАН № 141. 
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Рис. 1. Результаты анализа индукции, очистки и рефолдинга рекомбинантного белка NS1 вируса КЭ: 1 – 

неиндуцированная культура; 2 – 0,1 мМ IPTG культура, индуцированная 2 часа; 3–6 – фракции первичной 
очистки; 7, 8 – фракции после рефолдинга; 9 – маркер молекулярного веса, кДа 

 

 
Рис. 2. Результаты дот-блот анализа: 1 – положительный контроль (десятикратные разведения нативного 

вирусного белка NS1); 2 – отрицательный контроль (десятикратные разведения нативного вирусного белка 
E); 3 – десятикратные разведения рефолдированного рекомбинантного белка NS1 
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Obtaining the recombinant protein NS1 of tick-borne encephalitis virus 
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Abstract. Recombinant protein NS1 of highly-virulent strain Sofjin in bacterial expression system E.coli B834 – 
pET22b are obtained. Optimization methods of purification and refolding are performed. Recombinant protein struc-
ture was confirmed by MS identification of tryptic peptide mapping. Using ELISA and dot-blot analysis with mono-
clonal antibodies immunochemical activity of recombinant protein are shown. NS1 protein-based advantage of early 
diagnostics tick-borne encephalitis virus infection and perspectives use in vaccine development are discussed. 
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