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Клещевой энцефалит (КЭ) — природно�
очаговое заболевание, вызываемое вирусом
клещевого энцефалита (ВКЭ) рода флавиви�
русов. Высокий риск инфицирования, ши�
рокое распространение и тяжесть заболева�
ния делают КЭ одной из самых актуальных
природно�очаговых вирусных инфекций
в России и странах Восточной Европы [1, 2].

ВКЭ содержит одноцепочечную геномную
РНК положительной полярности, которая
кодирует 3 структурных и 7 неструктурных
протеинов. К основным иммуногенам ВКЭ от�
носятся протеин вирусной оболочки Е и не�
структурный протеин NS1. Протеины Е и NS1
представляют собой гликопротеины с моле�
кулярной массой 55 и 47 кДа соответственно.

Для выявления инфицирования вирусом и
установления диагноза клещевого энцефалита
используют лабораторные методы иммуноэн�
зимного анализа антигенов ВКЭ с антителами
к ним. В качестве антигена обычно применяют
оболочечный протеин Е вируса КЭ.

К настоящему времени установлено, что
в случае преобладающей лихорадочной фор�
мы заболевания и на лихорадочной фазе
двухволнового менингоэнцефалита в сыво�
ротках пациентов антитела к протеину Е от�

сутствуют, но при этом достоверно выявля�
ют антитела к другому протеину вируса —
NS1 [3, 4]. Поэтому важной задачей профи�
лактики и диагностики этого заболевания
является разработка эффективных и безо�
пасных способов получения вирусного им�
муногена методами генной инженерии с по�
следующим использованием полученного
протеина в качестве диагностических тест�
систем, базирующихся на протеине NS1
в качестве антигена.

Из литературы известны методики выде�
ления внеклеточной формы неструктурного
протеина NS1 только из материала, зара�
женного вирусом. Так, описано много работ
по выделению из культуральной жидкости
внеклеточной формы неструктурного проте�
ина NS1 различных флавивирусов: вируса
Денги, вируса Западного Нила и т. д. В ос�
новном они посвящены иммунноаффинной
хроматографии культуральной жидкости
зараженных вирусом клеток бакуловирусов
(Sf9) [5, 6] или клеток эукариот Vero [7].

Для неструктурного протеина NS1 ВКЭ
существуют методики выделения методом
аффинной хроматографии с иммобилизован�
ными моноклональными антителами
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к протеину NS1 из супернатантов заражен�
ных вирусом клеток PS [8, 9] или инфициро�
ванных клеток СПЭВ [10]. Кроме того, были
предприняты попытки выделения бактери�
ального внутриклеточного негликозилиро�
ванного аналога протеина NS1 ВКЭ из кле�
ток E. coli [11, 12]. До настоящего времени
выделение секретируемой формы неструк�
турного протеина NS1 ВКЭ в нативной фор�
ме из неинфекционного материала не прово�
дили.

В основе нашей работы лежит метод
очистки внеклеточной формы неструктурно�
го протеина NS1 колоночной хроматографи�
ей в сочетании с мембранной фильтрацией,
который был разработан Crooks и др. для
выделения протеина из культуральной жид�
кости инфицированных клеток [13].

Мы применили сочетание методов гель�
фильтрации [13] и быстрой жидкостной хро�
матографии для выделения внеклеточной
формы неструктурного протеина NS1 ВКЭ
с использованием бактериальной плазми�
ды, несущей полноразмерный ген протеина
NS1. В результате был получен препарат
протеина NS1 в нативном состоянии. Преи�
муществом разработанного метода выделе�
ния является отсутствие вирусных частиц
в полученном препарате и исключение ин�
фекционной опасности в работе. Получен�
ный высокоочищенный продукт может быть
использован при создании современных диа�
гностикумов для клещевого энцефалита.

Материалы и методы

Плазмиды. Для клонирования использо�
вали вектор pUC19 (Novagen, Германия).
Плазмида pSG65NS1, несущая ген протеина
NS1 Западного субтипа, включающий ли�
дерную последовательность, была предо�
ставлена профессором А. Д. Альштейном
(ИБГ РАН, Россия).

Культивирование и трансфекция куль,
туры клеток. Клетки линии НЕК293Т
(АТСС), эпителиоподобные клетки почки
эмбриона человека, трансформированные
ДНК аденовируса типа 5, культивировали
в среде DMEM («ПанЭко», Россия), содер�
жащей 10% синтетического аналога сыво�
ротки (САС) («ПанЭко», Россия) и 100 мкг/мл
смеси пенициллина и стрептомицина. За
день до трансфекции клетки рассевали на
чашки Петри (10 см). Трансфекцию прово�
дили с помощью липосомного реагента
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, США) в со�
ответствии с рекомендациями фирмы�изго�
товителя.

Конструкция экспрессионной плазмиды.
В качестве эукариотического вектора была
использована плазмида pUC серии, которая
несет аденовирусную экспрессирующую
кассету, содержащую промотор и термина�
тор сверхраннего гена аденовируса 5�го типа.
Полноразмерный ген NS1 вируса КЭ Запад�
ного типа получали рестрикцией по сайтам
XbaI транзиторной плазмиды pSG65NS1.
Далее рестрикционный фрагмент клониро�
вали в экспрессионный вектор по сайту XbaI
и получали рекомбинантную плазмиду
pLdNS1. Ориентацию вставки проверяли
рестрикцией по сайтам XhoI/SpHI. Нуклео�
тидную последовательность клонированных
фрагментов подтверждали секвенированием
участков  встройки в ЦКП «Геном» ИМБ РАН.

Приготовление клеточных лизатов и кон,
центрирование культуральной жидкости.
Через 48 ч после трансфекции культураль�
ные жидкости собирали, клетки промывали
PBS, соскребали и лизировали в буфере Лэм�
мли для нанесения протеинов. Культураль�
ную жидкость осветляли центрифугировани�
ем на центрифуге Eppendorf при 3 500 об/мин
в течение 10 мин. Полученный препарат
клеточных сред концентрировали до конеч�
ного объема 10 мл центрифугированием при
5 000 об/мин в течение 30 мин, используя
концентраторы Vivaspin 20 (Sartorius stedim,
Германия) с мембраной, пропускающей про�
теины с молекулярной массой свыше 30 кДа.
Концентрированную среду в количестве 20 мкл
смешивали с буфером Лэммли для нанесе�
ния протеинов и анализировали в 10%�м
ПААГ в присутствии SDS. Некоторые пробы
подвергали кипячению в течение 10 мин.

Гель,хроматография. Концентрирован�
ный супернатант разделяли на колонке с Се�
факрилом S�300 (GE Healthcare, Швеция).
Собирали фракции объемом 2 мл и оценива�
ли общее содержание протеина в пробе по
поглощению при длине волны 280 нм. Нали�
чие протеина NS1 в пробе подтверждали им�
муноблотингом.

Иммуноблотинг. Протеины, разделен�
ные в 10%�м полиакриламидном геле в де�
натурирующих условиях, переносили на
нитроцеллюлозную мембрану (BioRad, США)
с помощью электропереноса в буфере (48 мМ
Трис, 39 мМ глицин, 0,037% SDS, 10%�й
этанол) при силе тока 1–1,5 мА на мембраны
1 см2 в течение 2 ч. Для блокирования неспе�
цифического связывания блоты инкубиро�
вали в течение ночи при 4 °С в блокирующем
буфере (80 мМ Na2HPO4, 20мМ NaH2PO4,
100 мМ NaCl, 0,1% Твин�20), содержащем
5%�е обезжиренное молоко. Связывание ан�
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тител проводили в буфере для блокирования
неспецифического связывания в течение 1 ч
при комнатной температуре и покачивании.
Для выявления протеина NS1 мембраны
последовательно инкубировали с сыворот�
кой мышей, иммунизированных плазмидой
pLdNS1, любезно предоставленной д. б. н.
Г. Г. Каргановой (Ин�т полиомелита и ви�
русных энцефалитов РАМН), в разведении
1:100 и затем с вторичными антителами про�
тив IgG мыши, конъюгированными с перок�
сидазой хрена (Jackson, США), в разведении
1:5 000. В конечном препарате протеин NS1
выявляли коммерческими моноклональны�
ми антителами против неструктурного
протеина NS1 ВКЭ («Биосан», Россия),
в разведении 1:10 000. Для определения со�
держания примесей в конечном препарате
протеина проводили вторичное окрашива�
ние мембраны антителами к протеинам сы�
воротки крови крупного рогатого скота
(СПбНИИВС, Россия) и вторичными анти�
телами против IgG кролика, конъюгирован�
ными с пероксидазой хрена (Jackson, США),
в разведении 1:5 000. Иммунные комплексы
на мембране выявляли с помощью флуорес�
центной системы детекции ECLтм (Amer�
sham Pharmacia Biotech, Великобритания)
и рентгеновской пленки (FujiFilm, Япония).
Пленку сканировали и данные обрабатыва�
ли в программе ImageJ (http://rsb.info.
nih.gov/ij).

Хроматография FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatorgaphy). Процесс хромато�
графии осуществляли с помощью прибора
AKTA FPLC (Amersham Pharmacia Biotech,
Швеция). Разделение проводили на колонке
с Superdex 200 10/300 EL (GE Healthcare,
Швеция). Собирали фракции объемом 1 мл.
Наличие протеина NS1 в пробе определяли
иммуноблотингом.

Результаты и обсуждение

Экспрессия в эукариотических клетках
Неструктурный протеин NS1 ВКЭ пред�

ставляет собой полипептид с молекулярной
массой 46–51 кДа, который в значительной
степени гликозилирован, особенно в секре�
тируемой форме. Внутриклеточной  формой
протеина является его димер, в то время как
вне клетки протеин в основном накаплива�
ется в виде высокомолекулярного комплек�
са (около 300 кДа) в гексамерной форме [13].
Известно, что внеклеточный протеин NS1
служит сильным иммуногеном. Кроме того,
объем секретируемого протеина в несколько
раз превышает его содержание внутри клет�

ки [12]. Поэтому проводили выделение
и очистку секретируемой формы протеина
NS1.

В нашей работе в качестве системы для
экспрессии протеина были использованы
клетки линии НЕК293Т. Клетки трансфи�
цировали плазмидой pLdNS1, кодирующей
протеин NS1, содержащий лидерную после�
довательность для направления в эндоплаз�
матический ретикулум. Через 48 ч после
трансфекции клеточный экстракт и сконце�
нтрированную в 10 раз культуральную жид�
кость фракционировали в 10%�м полиакрил�
амидном геле в денатурирующих условиях с
предварительным прогревом проб либо без
него. Анализ накопления протеина NS1
в пробе определяли иммуноблотингом
(рис. 1).

В лизатах клеток, трансфицированных
плазмидой pLdNS1, с помощью сывороток
мышей, иммунизированных против NS1,
был выявлен протеин с молекулярной мас�
сой 47 кДа, соответствующей молекулярной
массе внутриклеточной мономерной формы
протеина NS1 (мNS1) (рис. 1, дорожка 5)
[13–15]. В клетках, трансфицированных
пустым вектором pUC19, наблюдали отсут�
ствие полосы в этой области.

Было показано, что при трансфекции эу�
кариотических клеток, так же как и вирус�
инфицированных клеток [9, 12] и клеток,
зараженных рекомбинантным аденовирусом
Rad51 [16], происходит секреция протеина

Рис. 1. Анализ синтеза внутриклеточной и секb
ретируемой формы протеина NS1 в культуре

трансфицированных клеток HEK293T. 
Иммуноблотинг концентратов культуральной

жидкости (1–3) и лизатов (4, 5) клеток HEK293Т
после трансфекции плазмидами: базовый вектор
pUC19 (1 и 4) и pLdNS1 (2, 3, 5). Пробы 3, 4, 5 под�
вергали кипячению в течение 10 мин; пробы 1, 2 —
без кипячения. Использовали сыворотку мышей,
иммунизированных против протеина NS1. В цент�
ре электрофореграмм  указано положение протеи�
новых маркеров молекулярной массы (кДа)

1         2              3                 4         5
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NS1, что подтверждается иммуноблотингом
культуральных жидкостей. В условиях
SDS�ПААГ при отсутствии кипячения проб
секретируемая форма протеина NS1 ВКЭ
в основном представлена мажорной полосой
с молекулярной массой, соответствующей
гликозилированной димерной форме (дNS1),
а также несколькими полосами в области
более 170 кДа, которые соответствуют муль�
тимерным формам протеина (рис. 1, дорож�
ка 2). Это связано с тем, что высокомолеку�
лярные формы неструктурного протеина
NS1 крайне чувствительны даже к низким
значениям концентраций детергентов (SDS)
и при нанесении на гель большая их часть
диссоциирует в более стабильные димерные
формы [13]. Мономерная форма в этих усло�
виях выявлена не была. Известно, что в ус�
ловиях SDS�ПААГ при кипячении проб наб�
людается диссоциация димерной формы
внеклеточного протеина NS1 до мономера
(рис. 1, дорожка 3) [13]. Следует отметить,
что при кипячении количество мономерной
формы протеина, детектируемой на имму�
ноблоте, не соответствует количеству диме�
ров. По�видимому, это происходит из�за об�
разования дополнительных тримерных
форм протеина NS1 [14–17] и неполной дис�
социации мультимерных форм (МNS1) (рис.
1, дорожка 3). Подобное поведение секрети�
руемой формы протеина NS1 характерно и
для других флавивирусов: Денги, Западного
Нила и Японского энцефалита [5, 6, 7, 14].
Аналогичные данные были получены для
протеина NS1, секретируемого клетками,
инфицированными рекомбинантным адено�
вирусом Rad 51 [16]. Поэтому для дальней�
ших исследований мы использовали анализ
образцов в условиях SDS�ПААГ без кипяче�
ния.

Таким образом, молекулярные массы
продуктов экспрессии гена NS1, судя по их
электрофоретической подвижности, совпа�
дали с данными литературы о секретируемой
форме протеина NS1, выделенной из инфи�
цированных источников, в условиях SDS�
ПААГ. Следовательно, в клетках НЕК293Т,
трансфицированных полученной нами плаз�
мидой pLdNS1, синтезируются необходимые
для наших целей формы протеина NS1,
представленные в нативной гексамерной
форме.

Выделение нативной формы протеина NS1
Гель,фильтрация на Сефакриле S,300
Первичную очистку внеклеточного про�

теина NS1 проводили гель�хроматографией
на Сефакриле S�300 из десятикратного кон�

центрата культуральной жидкости клеток,
трансфицированных плазмидой pLdNS1.
Все процедуры осуществляли при 4 °С. Хро�
матографическую колонку (72×2 см) уравно�
вешивали фосфатным буфером №1 (18,5 мM
Na2HPO4, 1,3 мM K2HPO4, 0,13 M NaCl), рН
8,0 [13]. Гель�фильтрацию протеинов вы�
полняли со скоростью 8 мл/ч. В результате
фракционирования на Сефакриле S�300 наб�
людали профиль элюции с двумя плохо раз�
деляющимися пиками (рис. 2).

С помощью иммуноблотинга фракций
определили, что протеину NS1 соответство�
вал первый пик (фракции 55–65) (рис. 3).

Второй пик, вероятно, соответствовал
смеси высокомолекулярных протеинов —
компонентов культуральной жидкости.

Как показано Crooks и др. [13], при выде�
лении протеина NS1 из вирусных частиц на
колонке с Сефакрилом S�300 также наблю�
дается контаминация пика протеина NS1
фракциями сывороточного альбумина. Ав�

Рис. 2. Профиль элюции внеклеточной формы
протеина NS1 после  гельbфильтрации 

на Сефакриле Sb300
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Рис. 3. Иммуноблотинг фракций 53–69 
(приведены на рис. 2). 

Электрофорез протеинов проводили в 10%�м
ПААГ в денатурирующих условиях, без прогрева
проб. Использовали сыворотку мышей, иммуни�
зированных против протеина NS1. Сверху пока�
заны номера фракций, справа — положение про�
теиновых маркеров молекулярных масс (кДа)
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торы смогли полностью избавиться от при�
месей повторной гель�хроматографией
в аналогичных условиях. Однако отделить
пик NS1 с помощью повторной хроматогра�
фии (данные не приведены) не удалось,
поэтому мы решили провести разделение
протеинов методом быстрой жидкостной
хроматографии.

Метод быстрой жидкостной хромато,
графии протеинов (FPLC)

На втором этапе для освобождения про�
теина NS1 от примесей из культуральной
жидкости нами был использован метод
быстрой жидкостной хроматографии проте�
инов. Пробу из объединенных сконцентри�
рованных фракций 55–65 (рис. 3) объемом
200 мкл наносили на колонку с Superdex 200
10/300 EL (GE Healthcare, Швеция). Разде�
ление проводили на приборе AKTA FPLC
(Amersham Pharmacia Biotech, Швеция).
В качестве элюирующего буфера использо�
вали фосфатный буфер №2 (80 мM Na2HPO4,
20 мM NaH2PO4, 100 мM NaCl), рН 7,4, ско�
рость элюции — 0,4 мл/мин. Контроль за
процессом хроматографического разделения
осуществляли по показаниям ультрафиоле�
тового детектора, обеспечивающего регист�
рацию оптической плотности элюента при
длине волны 280 нм. Собирали фракции
объемом 1 мл (рис. 4).

Собранные фракции А2–А9 анализиро�
вали электрофорезом (рис. 5) и иммунобло�
тингом. В результате было показано, что
протеин NS1 содержался во фракциях
А3–А6 (рис. 6), что соответствует первому
пику профиля элюции (рис. 4).

Фракции после FPLC, содержащие про�
теин NS1, объединяли и концентрировали.
Для определения качества препарата проте�
ина был проведен электрофорез в денатури�
рующих условиях (рис. 7).

В условиях SDS�ПААГ при отсутствии
кипячения образца окрашивание геля раст�
вором Кумасси показало наличие различ�
ных форм протеина в высокомолекулярной
области (рис. 7, дорожка 1). После окраши�
вания мембраны специфическими антитела�
ми против протеина NS1 ВКЭ наблюдали
также мажорный сигнал в области высоких
молекулярных масс, что свидетельствует
о преимущественном содержании в полу�
ченном препарате мультимерных форм
(МNS1) (рис. 7, дорожка 2). После прогрева
проб в результате диссоциации мультимера
NS1 отмечали характерную полосу для мо�
номерной внеклеточной формы протеина
(мNS1) (рис. 7, дорожка 5) с молекулярной
массой 51 кДа.

Следовательно в полученном препарате
протеина NS1 преобладает его нативная
мультимерная форма. Из рис. 7 следует, что
в препарате в качестве единственно значи�
мой примеси содержится протеин, который
по электрофоретической подвижности

Рис. 4. Профиль элюции протеинов 
при хроматографии  FPLC. 

Объединенные фракции, содержащие протеин
NS1, после первичной гель�хроматографии были
разделены на колонке Superdex 200 10/300 EL.
Номера фракций: А1–А13

Рис. 5. Электрофорез фракций FPLC.
Аликвоты фракций были приготовлены и ана�

лизированы как описано для рис. 3. Гель окра�
шен раствором Кумасси бриллиантового синего.
Сверху показаны номера фракций FPLC, справа —
положение протеиновых маркеров молекуляр�
ных масс (кДа)

Рис. 6. Иммуноблотинг фракций FPLC.
Для определения содержания протеина NS1 во

фракциях использовали сыворотку мышей, им�
мунизированных против протеина NS1. Сверху
обозначены соответствующие номера фракций.
Справа указано положение протеиновых марке�
ров молекулярных масс (кДа)



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №2, 2011

44

соответствует БСА и выявляется с помощью
антител к протеинам крови крупного рогатого
скота (СПбНИИВС, Россия). Можно предполо�

жить, что его источником служит сыворотка,
используемая для культуры клеток. Мы сочли
возможным не избавляться полностью от этой
примеси, поскольку подобные протеины ис�
пользуют в качестве стабилизирующего компо�
нента при хранении протеинов и при этом они
не являются иммуногенными [13].

Таким образом, с использованием сочета�
ния методов разделения протеинов: гель�
фильтрации, быстрой жидкостной хромато�
графии и многократной ультрафильтрации
была проведена очистка неструктурного про�
теина NS1 вируса клещевого энцефалита из
культуральной жидкости клеток эукариот,
трансфицированных бактериальной плазми�
дой, несущей полноразмерный ген протеина
NS1. В результате был получен биологический
продукт, сходный по молекулярным характе�
ристикам с аналогичным, выделенным из ин�
фекционного материала и узнаваемый со спе�
цифическими антителами к протеину NS1.

Полученный высокоочищенный продукт,
содержащий в виде примесного материала оста�
точное количество протеинов сыворотки, может
быть использован при создании современных
диагностикумов для клещевого энцефалита.

Выражаем благодарность за помощь в ра�
боте д. б. н. Г. Г. Каргановой  (Институт по�
лиомелита и вирусных энцефалитов РАМН)
и В. В. Тютяевой  (Институт молекулярной
биологии им. В. А. Энгельгардта РАН).

Работа выполнена при поддержке гранта
Президента Российской Федерации для го�
сударственной поддержки молодых российс�
ких ученых МК�5287.2011.4 и Российского
фонда фундаментальных исследований 
(11�04�01569�а).

Рис. 7. Электрофорез и иммуноблотинг 
конечного очищенного препарата протеина NS1.

Препарат разделен в 10%�м ПААГ в денатури�
рующих условиях без кипячения (А) и с кипяче�
нием образца в течение 10 мин (Б). Протеины вы�
являли окрашиванием раствором Кумасси
бриллиантового синего (дорожки 1, 4), монокло�
нальными антителами против неструктурного
протеина NS1 ВКЭ («Биосан», Россия) (дорожки
2, 5). Для определения содержания примесей
в образце проводили вторичное окрашивание
мембраны антителами к протеинам сыворотки
крови крупного рогатого скота (СПбНИИВС, Рос�
сия) (дорожки 3, 6). Справа указаны положения
протеиновых маркеров молекулярных масс (кДа)
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ОЧИЩЕННЯ НЕСТРУКТУРНОГО 
ПРОТЕЇНУ NS1 ВІРУСУ КЛІЩОВОГО 
ЕНЦЕФАЛІТУ З НЕІНФЕКЦІЙНОГО 

МАТЕРІАЛУ

Ю. В. Кузьменко, С. Ф. Берестень,
К. С. Стародубова, А. В. Тимофєєв,

В. Л. Карпов

Інститут молекулярної біології 
ім. В. О. Енгельгардта РАН, Москва

E,mail: Kuzmenko,Yulia@mail.ru

Використовуючи поєднання методів розді�
лення протеїнів: гель�фільтрацію, швидку
рідинну хроматографію і багатократну ультра�
фільтрацію, провели очищення неструктурного
протеїну NS1 вірусу кліщового енцефаліту
з культуральної рідини клітин евкаріотів,
трансфікованих бактерійною плазмідою, що не�
се повнорозмірний ген протеїну NS1. В резуль�
таті був отриманий препарат неструктурного
протеїну NS1 в нативній формі, яка є гексаме�
ром. Запропонований спосіб отримання про�
теїну NS1 з культуральної рідини трансфікова�
них клітин евкаріотів повністю виключає
інфекційну небезпеку. Отриманий високоочи�
щений продукт може бути використаний при
створенні сучасних тест�систем для діагности�
ки кліщового енцефаліту.

Ключові слова: вірус кліщового енцефаліту,
неструктурний протеїн NS1.

PURIFICATION OF TICKbBORNE
ENCEPHALITIS VIRUS NONbSTRUCTURAL

PROTEIN NS1 FROM NONbINFECTIOUS
MATERIAL

Yu. V. Kuzmenko, S. F. Beresten,
E. S. Starodubova, A. V. Timofeev,

V. L. Karpov

Engelhardt Institute of Molecular Biology RAS,
Moscow, Russia

E,mail: Kuzmenko,Yulia@mail.ru

Using the following combination of the me�
thods for protein separation: gel�filtration, fast
performance liquid chromatography and multiple
ultrafiltration, we performed purification of
non�structural protein NS1 of tick�borne
encephalitis virus from culture fluids of eukary�
otic cells transfected with plasmid carrying full�
length gene of NS1. Hence we obtained the sam�
ple of nonstructural protein NS1 in the native
form that is a hexamer. Current method of
purification of NS1 protein from culture fluids
of transfected eukaryotic cells completely elimi�
nates risks of infection. This high�purity pro�
duct can be used to create the new test systems
for diagnosis of encephalitis.

Key words: tick�borne encephalitis virus, non�
structural protein NS1.




