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Введение
Бешенство — остро протекающая ви-

русная болезнь теплокровных животных 
и человека, характеризующаяся пораже-
нием центральной нервной системы и, как 
правило, неизбежной летальностью. Не-
смотря на предпринимаемые усилия по 
вакцинации основных хозяев вируса - до-
машних и диких плотоядных животных, 
для многих стран бешенство остается се-
рьезной проблемой, в том числе и для Рос-
сийской Федерации, представляя не только 
угрозу здоровью людей, но и нанося зна-
чительный экономический ущерб. В свя-
зи с этим во всем мире продолжаются ин-
тенсивные исследования по совершенство-
ванию средств и методов диагностики бе-
шенства.

Наиболее распространенными инстру-
ментами диагностики бешенства являют-
ся препараты на основе поликлональных и 
моноклональных антител, специфичных к 
вирусу бешенства. В настоящее время в на-
шей стране существуют диагностические 
наборы только на основе поликлональных 
антител. Эти наборы позволяют достаточ-
но надежно диагностировать данное забо-
левание, но при этом имеют ряд недостат-
ков, к числу которых в первую очередь 
относится перекрестная иммунореактив-
ность, а также различия в качестве пре-
паратов антирабических антител в зави-
симости от условий их получения. Поэто-
му разработка диагностикумов на основе 
моноклональных антител (МАт) являет-
ся перспективным направлением. Основ-
ными преимуществами таких диагностику-

мов являются их высокая специфичность и 
возможность четкой стандартизации диа-
гностических препаратов, что может зна-
чительно снизить уровень ложнопозитив-
ных реакций. Надо учитывать, что для диа-
гностических целей могут быть использо-
ваны только МАт к высококонсерватив-
ным участкам антигена вируса бешенства.

Моноклональные антитела также мо-
гут служить прекрасными инструмента-
ми для изучения антигенного разнообра-
зия вируса бешенства и его эволюционно-
го развития (15). Несмотря на то, что ан-
тигенные свойства вируса бешенства до-
статочно хорошо изучены, продолжает по-
являться информация о получении МАт к 
различным эпитопам структурных белков 
вируса [12].

В РФ в разное время проводились ра-
боты по получению моноклональных ан-
тител к разным белкам вируса бешенства 
[1, 3, 4, 5]. Однако антигенное разнообра-
зие вируса бешенства, циркулирующего на 
территории страны, изучено недостаточно, 
что вызывает необходимость проведения 
дальнейших исследований в этом направ-
лении. Подтверждением необходимости 
исследования эволюционного развития ви-
руса бешенства на территории России яв-
ляется факт обнаружения у диких живот-
ных в северо-западном регионе страны 
(Псковская, Курская, Тверская области) 
вируса, имеющего антигенное родство с 
вирусом арктического бешенства [11].

Поскольку в последнее время во мно-
гих странах для профилактики бешенства, 
в том числе и в России, используются жи-
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вые вакцины из аттенуированных штам-
мов, является актуальным получение мо-
ноклональных антител, с помощью кото-
рых можно дифференцировать полевые 
изоляты вируса бешенства от его вакцин-
ных штаммов.

В связи с изложенным выше, нами бы-
ла предпринята попытка получить и оха-
рактеризовать моноклональные антитела 
к основным белкам культурального вируса 
бешенства вакцинного штамма ВНИИЗЖ, 
результаты которой приведены в данной 
статье.

Материалы и методы
Антигены. Вакцинный штамм виру-

са бешенства (ВБ ВНИИЗЖ) очищали и 
концентрировали по описанной ранее ме-
тодике [6] из культурального вирусного 
сырья, инактивированного димером этиле-
нимина.

Рибонуклеопротеин вируса бешенства 
(РНП ВБ) выделяли из клеток ВНК-21, 
инфицированных ВБ ВНИИЗЖ, по мето-
дике, рекомендованной ВОЗ в руководстве 
«Лабораторная диагностика бешенства» 
[13]. Концентрацию белка в очищенных 
препаратах определяли по Lowry O.H. [14].

Гликопротеин ВБ (G-белок) полу-
чали дезинтеграцией очищенного ВБ 
ВНИИЗЖ с помощью 2% тритона Х 100 
в течение 20 мин при комнатной темпера-
туре. Затем дезинтегрированный препа-
рат вируса подвергали ультрацентрифуги-
рованию в градиенте плотности хлористо-
го цезия 1,16–1,36 г/см3 в течение 2 ч при 
70000 g. Отбирали верхний слой градиента, 
с содержащимся в нем G-белком, и диали-
зовали против PBS. К полученному препа-
рату G-белка добавляли очищенные поли-
клональные антитела против РНП ВБ [2] 
для удаления остаточных количеств РНП. 
Образовавшийся комплекс антитело-РНП 
удаляли с помощью белокА-сефарозы.

Иммунизация. 5-недельных самок мы-
шей линии BALB/c иммунизировали ВБ 
ВНИИЗЖ по следующей схеме: 1-й день – 
внутримышечно в область тазобедренного 
сустава в дозе 30–40 мкг антигена на мышь 
с полным адъювантом Фрейнда; 45-й день 
— внутрибрюшинно с неполным адъюван-
том Фрейнда в дозе 50–60 мкг вируса на 
мышь; 61-й день — проводили внутрибрю-
шинное бустерное введение антигена в фи-
зиологическом растворе в дозе 20–30 мкг 
на мышь. На 64-й день проводили провер-
ку титра антител в сыворотках крови мы-
шей методом твердофазного ИФА в отно-
шении ВБ ВНИИЗЖ.

Получение моноклональных антител. 

Гибридные клетки, продуцирующие мо-
ноклональные антитела против антиге-
нов вируса бешенства, получали по стан-
дартной методике [9]. Спленоциты иммун-
ных мышей гибридизовали с мышиной ми-
еломой NSO/1, полученной из коллекции 
клеточных культур Института цитологии 
РАН, с помощью раствора полиэтиленг-
ликоля (Sigma). Гибридные клетки выра-
щивали в питательной среде DMEM (Gib-
co), содержащей НАТ и 20% FCS (Gibco), 
а затем методом твердофазного ИФА от-
бирали клетки, специфичные в отношении 
РНП ВБ и G-белка. Одиночные клоны по-
лучали методом лимитирующих разведе-
ний. Для препаративной наработки моно-
клональных антител специфичные клоны 
гибридом наращивали и вводили интрапе-
ритонеально мышам линии BALB/c, пред-
варительно получившим инъекцию при-
стана (Sigma).

Отбор гибридом, специфичных в от-
ношении РНП и G-белка ВБ ВНИИЗЖ 
методом ИФА. Отбор гибридом, специ-
фичных в отношении РНП и G-белка ВБ 
ВНИИЗЖ, проводили методом твердо-
фазного ИФА. Для этого антигены сор-
бировали на 96-луночные ИФА-планше-
ты (Costar) в 0,05М карбонатном буфере 
(рН 9,5) при +4° С в течение ночи (1 мкг/
мл, 50 мкл на лунку). Остаточные центры 
связывания пластика блокировали 1% рас-
твором бычьего сывороточного альбуми-
на (БСА) в течение 40 мин при комнатной 
температуре. После этого в лунки ИФА-
планшета добавляли культуральную жид-
кость гибридом и инкубировали в течение 
1,5 ч при +37° С. Далее ИФА-планшеты от-
мывали 6 раз раствором PBS, содержащим 
0,1% Tween 20 (Sigma) (PBST), и добавля-
ли раствор поликлональных антимыши-
ных антител, конъюгированных с перок-
сидазой хрена. Планшеты инкубировали 
40 мин при +37оС, отмывали и добавляли 4 
мМ раствор o-фенилендиамина, содержа-
щий 0,004% Н

2
О

2
 в 0,05М цитрат-фосфат-

ном буфере (рН 5.0). Инкубировали 20–25 
мин в темноте при комнатной температуре. 
Реакцию останавливали 10% серной кис-
лотой и измеряли оптическую плотность 
на спектрофотометре Titertek®Multiscan 
при длине волны 492 нм.

Выделение моноклональных антител 
из асцитной жидкости мышей. Монокло-
нальные антитела из асцитной жидкос-
ти мышей линии BALB/c преципитирова-
ли добавлением равного объема насыщен-
ного сульфата аммония. Преципитирован-
ные антитела осаждали центрифугирова-
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нием в течение 30 мин при 2000 g. Антите-
ла выделяли на белокА-сефарозе [8]. Для 
этого осадок антител растворяли в 0,1М 
боратном буфере (рН 8,9), содержащем 
3М NaCl и наносили на колонку с белокА-
сефарозой. Антитела с колонки элюирова-
ли 0,2М раствором глицина (рН 3,5) и ней-
трализовали 1М Tris-HCl (рН 8.0). Степень 
гомогенности иммуноглобулинов в препа-
ратах определяли электрофоретическим 
методом по Laemlii [10]. Наиболее чистые 
фракции антител объединяли и использо-
вали в дальнейшей работе.

Определение типов тяжелых и легких 
цепей иммуноглобулинов. Типы тяжелых 
и легких цепей иммуноглобулинов опре-
деляли методом твердофазного ИФА с по-
мощью набора для типирования мышиных 
МАт (Amersham) согласно прилагаемой 
инструкции.

Определение констант аффинности 
моноклональных антител. Константы аф-
финности моноклональных антител опре-
деляли твердофазным ИФА по Beatty et 
al. [7]. Для этого РНП или G-белок ВБ, со-
держащиеся в 0,05М карбонатном буфе-
ре (рН 9,6) в концентрациях 1 и 0,5 мкг/мл, 
соответственно, вносили в объеме 50 мкл 
на лунку. Остаточные центры связывания 
пластика блокировали 1% БСА 40 мин при 
комнатной температуре, а затем в лунки 
планшета вносили моноклональные анти-
тела в последовательных двукратных раз-
ведениях от 10 мкг/мл до 0,01мкг/мл по 50 
мкл на лунку. После инкубации ИФА-план-
шеты отмывали раствором PBST и инкуби-
ровали с поликлональными антимышины-
ми антителами, конъюгированными с пе-
роксидазой хрена, в разведении 1:500 в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. 
Затем планшеты отмывали и добавляли 4 
мМ раствор o-фенилендиамина, содержа-
щий 0,004% Н

2
О

2
 в 0,05М цитрат-фосфат-

ном буфере (рН 5,0). Инкубировали 20–25 
мин в темноте при комнатной температуре. 
Реакцию останавливали 10% серной кис-
лотой и измеряли оптическую плотность 
на спектрофотометре Titertek®Multiscan 
при длине волны 492 нм.

По данным, полученным в ИФА, стро-
или график зависимости оптической плот-
ности от концентрации антител при раз-
ных концентрациях антигена. Константы 
аффинности антител вычисляли по фор-
муле:

где m — количество центров связывания 
антигена молекулы иммуноглобулина; 

n- соотношение концентраций антигена, 
[Ab]’ — молярная концентрация антител, 
соответствующая 1/2 от полного насыще-
ния МАт при минимальной концентрации 
антигена; [Ab] — молярная концентрация 
антител, соответствующая 1/2 от полного 
насыщения МАт при максимальной кон-
центрации антигена

Реакция нейтрализации. Реакцию ней-
трализации проводили на культуре клеток 
ВНК-21. В качестве стандарта использо-
вали культуральный ВБ ВНИИЗЖ. Реак-
цию проводили в 96-луночных культураль-
ных планшетах. Результаты реакции учи-
тывали по наличию или отсутствию флуо-
ресценции после добавления антирабичес-
ких антител, меченных флуоресцеинизоти-
оцианатом [16].

Реакция непрямой иммунофлуорес-
ценции (НРИФ). Фиксированные в ацето-
не отпечатки мозга животных, павших от 
бешенства, обрабатывали моноклональ-
ными антителами в PBS в концентрации 
0,29 мг/мл и 0,029 мг/мл. После инкубации 
в течение 30 мин при +37° С и последую-
щего отмывания PBS дистиллированной 
водой к препаратам добавляли антимы-
шиные иммуноглобулины, меченные флу-
ороизотиоцианатом (ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи, г. Москва) в рабочем разведении, 
рекомендованном производителем. Пос-
ле инкубации в течение 30 мин при +37° С 
препараты отмывали, высушивали и оце-
нивали флуоресценцию с помощью флуо-
ресцентного микроскопа.

Непрямой сэндвич-вариант ИФА. В ка-
честве первых антител использовали кро-
личьи поликлональные антитела, полу-
ченные на целый ВБ ВНИИЗЖ. Антитела 
сорбировали на 96-луночные ИФА-план-
шеты (Nunc) в 0,05М карбонатном буфере 
(рН 9,5) при +4° С в течение ночи (5 мкг/
мл, 100 мкл на лунку). По окончании инку-
бации ИФА-планшеты 6 раз отмывали рас-
твором PBST, остаточные центры связыва-
ния блокировали 10% раствором неимун-
ной сыворотки лошади в PBST. Антиген 
(разные штаммы ВБ и его полевые изоля-
ты) наносили в цельном виде или в разве-
дении с двукратным шагом в PBST и инку-
бировали в течение часа при +37° С. Далее 
ИФА-планшеты отмывали и наносили мо-
ноклональные антитела в разных разведе-
ниях в PBST или поликлональные антира-
бические антитела морской свинки в рабо-
чем разведении и инкубировали в течение 
часа при +37° С. После отмывок добавляли 
раствор кроличьих поликлональных анти-
тел, полученных против иммуноглобули-

K
a
=                            ,

n-1

m(n[Ab]`-[Ab])
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нов мыши и конъюгированных с перокси-
дазой хрена, в разведении 1:4000 (ФИБХ, г. 
Пущино) и инкубировали 60 мин при +37° 
С. После отмывания ИФА-планшетов до-
бавление субстрата, остановку и учет ре-
зультатов реакции проводили, как описа-
но выше.

Штаммы и изоляты вируса бешенства. 
Для изучения антигенной специфичности 
моноклональных антител в непрямом сэн-
двич-варианте ИФА использовали следу-
ющие штаммы и изоляты вируса бешенс-
тва: культуральные штаммы — ВНИИЗЖ 
(III), РВ-97(III), ТС-80 (V), мозговой 
штамм — CVS-K+ (III), полевые изоляты 
— 496 (IV), 473 (IV), 634 (III). В скобках 
указаны антигенные варианты по Метли-
ну А.Е. (11). Перед использованием в ИФА 
суспензию культуральных штаммов освет-
ляли при 1500 g в течение 10 мин. Из мозго-
вых штаммов готовили 20 % суспензию в 
PBS, подвергали однократному заморажи-
ванию-оттаиванию и осветляли при 1500 g 
в течение 10 мин. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали 20% освет-
ленную суспензию мозга, полученную от 
неинфицированного кролика.

Результаты и обсуждение
Для получения большего количества 

специфичных гибридом и их точного скри-
нинга важно было иммунизировать мышей 
наиболее очищенными антигенами виру-
са бешенства. Поэтому при выборе и раз-
работке методов получения очищенных 
и концентрированных препаратов вирус-
ных антигенов в первую очередь учитыва-
ли этот момент. Степень очистки антиге-

нов вируса бешенства оценивали методом 
электрофореза в ПААГ с ДСН в денатури-
рующих условиях (рис. 1).

Как видно из рис. 1 препарат целого ви-
руса бешенства, его использовали для им-
мунизации мышей, содержал только ви-
русные белки (дорожка 2). Препараты гли-
копротеина и внутриклеточного рибонук-
леопротеина вируса бешенства (дорожки 3 
и 5) использовали для скрининга гибридом, 
специфичных к G-белку и РНП ВБ.

Всего вирусом бешенства ВНИИЗЖ 
было иммунизировано 5 мышей линии 
BALB/c. В результате иммунизации титр 
антирабических антител в сыворотках 
крови составил в непрямом варианте ИФА 
1:51200–1:102400. У мышей были извлече-
ны селезенки и приготовлены суспензии 
спленоцитов. Часть клеточной суспензии 
была использована для проведения гиб-
ридизации с мышиной миеломой линии 
NSO/1, а остальная часть спленоцитов в 
криосреде была заложена на хранение в 
жидкий азот.

Было проведено две гибридизации. В 
результате скрининга гибридом методом 
непрямого ИФА было отобрано и исследо-
вано 30 продуцентов моноклональных ан-
тител, специфичных к антигенам вируса 
бешенства. Из них 16 вырабатывали анти-
тела, специфичные к гликопротеину, а 14 — 
к рибонуклеопротеину вируса бешенства.

Рисунок 1. Электрофорез препаратов очищен-
ных антигенов ВБ.
Дорожки: 1 — маркеры; 2 — целый ВБ; 3 — гли-
копротеин, выделенный
из очищенного ВБ; 4 — РНП, выделенный из 
очищенного ВБ; 5 — РНП,
выделенный из клеток ВНК-21, инфицирован-
ных ВБ

Рисунок 2. Электрофореграмма препаратов мо-
ноклональных антител ВНИИЗЖ N-1 в 10% 
ПААГ в денатурирующих условиях в присутс-
твии 2-меркаптоэтанола.
1 — препарат антител, очищенных на белокА-
сефарозе( 80 мкг на дорожку). 2 — препарат ан-
тител, очищенных на белокА-сефарозе (20 мкг 
на дорожку). 3, 4, 5 — препараты различных 
фракций, полученных в процессе хроматогра-
фии. 6, 7 — препараты антител после фракцио-
нирования 50% насыщенным сульфатом аммо-
ния. Стрелками указаны тяжелая (верхняя) и 
легкая (нижняя) цепи антител
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Большая часть гибридом и клонов ока-
зались слабоаффинными или в процессе 
культивирования и клонирования утрати-
ли способность вырабатывать антитела, 
поэтому в дальнейшей работе не исполь-
зовались.

В результате реклонирования наибо-
лее активных в ИФА клонов и специфич-
ных к антигенам вируса бешенства, были 
отобраны 4 стабильных клона, продуци-
рующих высокие титры специфичных ан-
тител. Моноклональные антитела были 
наработаны в асцитной жидкости мышей 
линии BALB/c и выделены на белокА-се-
фарозе. Содержание иммуноглобулинов в 
препаратах моноклональных антител до и 
после аффинной хроматографии опреде-
ляли с помощью электрофореза по Laemlii 
в денатурирующих и восстанавливающих 
условиях (рис. 2). Наиболее чистые фрак-
ции антител (дорожки 4 и 5) объединяли и 
использовали в дальнейшей работе.

У выделенных антител были определе-
ны константы аффинности и типы тяже-
лых и легких цепей. Константы аффиннос-
ти определяли по методу Beatty [7]. На рис. 
3 представлены кривые титрования клона 
ВНИИЗЖ N-1 с разными концентрациями 
РНП ВБ.

Для каждой кривой титрования опре-
деляли концентрацию МАт в точке, соот-
ветствующей 50% от полного насыщения 
(см. пунктирные линии на рис. 3). Получен-
ные значения подставляли в формулу для 
определения констант аффинности. Кри-
вые титрования остальных отобранных 
клонов со специфичными антигенами вы-

глядели аналогичным образом. Характе-
ристика отобранных клонов, а также их 
активность и специфичность в непрямом 
ИФА представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, специфичностью 
к G-белку обладали клоны: ВНИИЗЖ/G-
1, ВНИИЗЖ/G-2, ВНИИЗЖ/G-3. Клон 
ВНИИЗЖ/N-1 был специфичен к РНП ВБ. 
Все полученные антитела имели IgG1 (κ) 
типы тяжелых и легких цепей. Наиболь-
шей константой аффинности обладали ан-
титела ВНИИЗЖ/G-1 и ВНИИЗЖ/N-1.

Важным этапом настоящей работы 
явилось изучение вируснейтрализующей 
активности клонов, специфичных к гли-
копротеину вируса бешенства, в реакции 
нейтрализации на культуре клеток ВНК-
21. Из трех G-специфичных гибридом ви-
руснейтрализующей способностью обла-
дал только клон ВНИИЗЖ/G-1 с титром 
1:8.

Изучали иммунореактивность моно-
клональных антител с целью определе-
ния возможности использования отобран-
ных клонов для антигенной дифференци-
ации штаммов и полевых изолятов виру-
са бешенства в непрямом сэндвич-вариан-
те ИФА. Результаты исследования МАт 
ВНИИЗЖ/G-2 представлены на рис. 4.

Как видно из рис. 4 антитела ВНИИЗЖ/
G-2 в концентрации 80 мкг/мл реагировали 
с ВБ ВНИИЗЖ и очень слабо с некоторы-
ми полевыми изолятами.

Антитела ВНИИЗЖ/G-3 приблизи-
тельно с одинаково невысокой активнос-
тью взаимодействовали со всеми образца-
ми ВБ (штамм ТС-80 в реакции не исполь-

Рисунок 3. Кривые титрования моноклональных антител ВНИИЗЖ N-1.
■ — кривая титрования антител с РНП ВБ с концентрацией 0,5 мкг/мл.
▲ — кривая титрования антител с РНП ВБ с концентрацией 1,0 мкг/мл
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Таблица 1
Характеристика, активность и специфичность асцитных 

моноклональных антител к РНП и G-белку ВБ ВНИИЗЖ

Название 
антител

Специфич-
ность к бел-

кам ВБ

Типы тяже-
лых и лег-
ких цепей

Констан-
та аффин-
ности, М-1

Титр, мкг/мл*
Разведение МАт, 

соответству-
ющее титру

РНП G-белок РНП G-белок

ВНИИЗЖ/G-1 G-белок IgG1 (κ) 2х109 ⎯ 0,3 ⎯ 1:8640

ВНИИЗЖ/G-2 G-белок IgG1 (κ) 3х108 ⎯ 0,039 ⎯ 1:23040

ВНИИЗЖ/G-3 G-белок IgG1 (κ) 5х108 ⎯ 0,02 ⎯ 1:243850

ВНИИЗЖ/N-1 N-белок IgG1 (κ) 1,3х109 0,03 ⎯ 1:79279 ⎯

* — титром считали наименьшую концентрацию антител, при которой величина оптического 
сигнала в 2 раза превышала среднюю величину оптического сигнала отрицательного контроля

зовали).
Антитела клона ВНИИЗЖ/G-1 бы-

ли специфичны только в отношении ВБ 
ВНИИЗЖ (рис. 5).

В большинстве стран, неблагополуч-
ных по бешенству, для искоренения этого 
заболевания применяют вакцинацию ди-
ких плотоядных животных живыми вак-
цинами из аттенуированных штаммов ВБ. 
В РФ также используется метод оральной 
вакцинации. Поскольку при этом исполь-
зуются живые вакцины, то возникает не-
обходимость дифференцировать вакцин-
ные штаммы и полевые изоляты вируса бе-
шенства. В связи с этим была изучена им-
мунореактивность моноклональных анти-
тел ВНИИЗЖ/G-1, специфичных к куль-
туральному штамму ВНИИЗЖ, использу-
емому при производстве инактивирован-
ной вакцины, в отношении культурально-
го штамма РВ-97, на основе которого гото-
вится живая вакцина. Результаты этих ис-

следований представлены на рис. 6 и 7.
Как видно из рис. 6 и 7, данные антитела 

с одинаковой активностью и специфичнос-
тью реагировали с вирусом бешенства обо-
их штаммов. Полученные результаты поз-
воляют сделать предположение о возмож-
ности использования антител ВНИИЗЖ/
G-1 для дифференциации полевых изоля-
тов и вакцинных штаммов вируса бешенс-
тва ВНИИЗЖ и РВ-97. Для выяснения это-
го вопроса необходимы дополнительные 
исследования.

Все полученные МАт исследовали в 
реакции непрямой иммунофлуоресценции 
(НРИФ) для изучения их способности вы-
являть внутриклеточные тельца включе-
ния (скопления РНП ВБ). В эксперимен-
тах с МАт, специфичными к гликопротеи-

Рисунок 4. Иммунореактивность моноклональ-
ных антител ВНИИЗЖ/G-2 с разными антиген-
ными вариантами ВБ: 1 — ТС-80 (V), 2 — CVS 
(III), 3 — ВНИИЗЖ (III), 4 — 496 (IV), 5 — 473 
(IV), 6 — 634 (III), 7 — отрицательный контроль, 
8 — без антигена. Образцы 1, 2, 4–7 исследовали 
в цельном виде. В образце 3 концентрация ВБ 
составила 1 мкг/мл

Рисунок 5. Иммунореактивность антител 
ВНИИЗЖ/G-1 с разными антигенными вариан-
тами ВБ: 1 — ВНИИЗЖ (III), 2 — ТС-80 (V), 3 
— CVS (III), 4 — 461 (III), 5 — 496 (IV), 6 — от-
рицательный контроль. Образцы 2–6 исследова-
лись в цельном виде, в образце 1 концентрация 
ВБ составила 1 мкг/мл. Значками 1–5 обозначе-
ны значения ОП тех же вариантов ВБ, но иссле-
дованных с помощью антирабических поликло-
нальных антител
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Рисунок 6. Иммунореактивность МАт 
ВНИИЗЖ/G-1 с ВБ штаммов ВНИИЗЖ (1) и 
РВ-97 (2). Моноклональные антитела использо-
вали в концентрации 40 мкг/мл. 1а и 2а — ОП 
отрицательных контролей при исследовании 
штаммов ВНИИЗЖ и РВ-97, соответственно

Рисунок 7. Иммунореактивность МАт 
ВНИИЗЖ/G-1 с ВБ штаммов ВНИИЗЖ (1) и 
РВ-97 (2). ВБ обоих штаммов использовали в 
концентрации 2 мкг/мл. 1а и 2а — ОП отрица-
тельных контролей при исследовании штаммов 
ВНИИЗЖ и РВ-97, соответственно

ну, в отпечатках мозга кролика, инфициро-
ванного вирусом бешенства штамма CVS, 
наблюдали только слабую диффузную и 
краевую флуоресценцию, характерную 
для вирусного гликопротеина, интегриро-
ванного в мембранные структуры клетки.

В препаратах, обработанных МАт 
ВНИИЗЖ/N-1 в концентрации 0,029 мг/
мл, наблюдали типичную для бешенства 
интенсивную иммунофлуоресценцию N-
типа — четкие внутриклеточные включе-
ния разной формы и величины при отсутс-
твии неспецифического фонового свече-
ния. Следовательно, антитела ВНИИЗЖ/
N-1 с высокой активностью способны вы-
являть внутриклеточный РНП ВБ, а пос-
кольку основным белком этого комплекса 
является N-белок, то с большой долей ве-
роятности можно утверждать, что данный 
клон специфичен к N-белку ВБ.

В непрямом сэндвич-варианте ИФА 

изучали способность клона ВНИИЗЖ/N-1 
перекрестно реагировать с разными анти-
генными вариантами вируса бешенства, в 
пределах I серотипа: CVS (III), ВНИИЗЖ 
(III), РВ-97 (III), 461 (III), 496 (IV) (рис. 8).

Как видно из рис. 8, антитела ВНИИЗЖ/
N-1 приблизительно одинаково реагирова-
ли со всеми образцами ВБ, что позволяет 
сделать предположение о возможности ис-
пользования их для диагностики бешенс-
тва. Для подтверждения данного предпо-
ложения указанные антитела были взяты 
в качестве детекторных при выполнении 
непрямого сэндвич-варианта ИФА с 20 по-
левыми изолятами вируса бешенства, вы-
деленными в Нижегородской области. С 
19 изолятами был получен положитель-
ный специфичный сигнал. При исследова-
ниях этих же образцов с использованием 
поликлональных антирабических антител 
все 20 изолятов были положительными по 
вирусу бешенства. Необходимо отметить, 
что моноклональные антитела ВНИИЗЖ/
N-1 в полной мере реагировали только с 
нативным антигеном. После инактивации 
полевых образцов вируса бешенства в те-
чение 30 мин при +56° С специфичный сиг-
нал с антителами ВНИИЗЖ/N-1 снизился 
в несколько раз, а в ряде случаев до уров-
ня сигнала с отрицательным контрольным 
препаратом. С поликлональными антира-
бическими антителами снижения сигнала 
или не происходило, или оно было несу-
щественно. Эти данные позволяют предпо-
ложить, что антитела ВНИИЗЖ/N-1 спе-
цифичны к лабильному эпитопу N — бел-
ка вируса бешенства.

Поскольку антитела ВНИИЗЖ/N-1 не 
выявили один изолят ВБ из 20 исследован-

Рисунок 8. Результаты исследования иммуноре-
активности антител ВНИИЗЖ/N-1 с разными 
антигенными вариантами ВБ: 1 — CVS (III), 2 
— ВНИИЗЖ (III), 3 — РВ-97 (III), 4 — 461 (III), 
5 — 496 (IV), 6 — отрицательный контроль, 7 — 
без антигена. Антитела ВНИИЗЖ/N-1 исполь-
зовали в концентрации 40 мкг/мл, антигены на-
носили в последовательных трехкратных разве-
дениях, начиная с цельного
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ных, то вопрос о возможности изготовле-
ния диагностикума на его основе остается 
открытым и нуждается в дополнительной 
проверке на бόльшем количестве поле-
вых изолятов вируса. По-видимому, наибо-
лее оптимальным вариантом для разработ-
ки диагностикума на основе моноклональ-
ных антител является использование ком-
бинации из нескольких антител, специфич-
ных к разным консервативным эпитопам 
N-белка вируса бешенства. С другой сто-
роны, если в дальнейших экспериментах 
будет выявлена различная специфичность 
антител ВНИИЗЖ/N-1 к разным штаммам 
и изолятам ВБ, то их можно будет исполь-
зовать для изучения антигенного разнооб-
разия ВБ, циркулирующего на территории 
Российской Федерации.

Выводы
Таким образом, в результате проведен-

ной работы, были отобраны четыре гибри-
домы, продуцирующие моноклональные 
антитела, специфичные к разным антиге-
нам ВБ ВНИИЗЖ. Антитела ВНИИЗЖ/
G-1, ВНИИЗЖ/G-2, ВНИИЗЖ/G-3 ока-

зались специфичными к вирусному гли-
копротеину. При этом антитела ВНИИЗЖ/
G-1 обладали вируснейтрализующей ак-
тивностью и реагировали только с виру-
сом бешенства штаммов ВНИИЗЖ и РВ-
97, что предполагает возможность исполь-
зования их для дифференциации вакцин-
ных штаммов вируса бещенства и его по-
левых изолятов.

Антитела ВНИИЗЖ/N-1 оказались 
специфичными к рибонуклеопротеину ви-
руса бешенства и перекрестно реагирова-
ли с разными штаммами и изолятами ви-
руса. С помощью этих антител в НРИФ 
выявляли скопления рибонуклеопротеи-
на в клетках головного мозга животных, 
павших от бешенства. С целью изучения 
возможности применения данного анти-
тела для диагностики бешенства или его 
использования для изучения антигенно-
го разнообразия ВБ, необходимо иссле-
довать его иммунореактивность в отно-
шении большего количества известных 
штаммов и изолятов ВБ из разных реги-
онов РФ.
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В результате проведенных исследований отобрали три клона, продуцирующие Мат, специфичные к 
гликопротеину, и один клон, секретирующий МАт к рибонуклеопротеину ВБ (ВНИИЗЖ/N-1). МАт 
ВНИИЗЖ/G-1, специфичные к гликопротеину ВБ, обладали вируснейтрализующей активностью и 
реагировали с ВБ только вакцинных штаммов. МАт ВНИИЗЖ/N-1 выявляли скопления рибонук-
леопротеина ВБ в клетках головного мозга животных, павших от бешенства, в реакции иммунофлу-
оресценции и реагировали с разными штаммами и полевыми изолятами ВБ.

ABSTRACT
Hybridomas secreting monoclonal antibodies (MAbs) against rabies virus (RV) were prepared by hybrid-
ization of splenocytes of BALB/c mice immunized by RV vaccine strain (ARRIAH strain) with the mouse 
myeloma NSO/1 cell line. Properties of prepared MAbs were examined with indirect immunofluorescence 
assay and solid-phase sandwich ELISA using different rabies virus strains and field isolates as well as with 
rabies virus neutralization test in BHK-21 cell culture. As a result, three clones producing glycoprotein-spe-
cific MAbs and one clone secreting Mabs to RV ribonucloeprotein (ARRIAH/N-1) were selected. RV gly-
coprotein-specific ARRIAH/G-1 MAbs possessed virus-neutralizing activity and reacted with RV vaccine 
strains only. Immunofluorescence assay with ARRIAH/N-1 MAbs detected RV ribonucleoprotein accumu-
lations in brain cells of animals died of rabies. ARRIAH/N-1 MAbs reacted with different RV strains and 
field isolates.
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