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Аннотация
Введение. Значимость норовирусов в инфекционной патологии человека и опасность возникновения 
крупных эпидемических вспышек в организованных коллективах обосновывают необходимость разработ-
ки средств специфической профилактики инфекции. 
Цель работы — получение рекомбинантного белка VP1 норовируса и анализ его иммуногенных и анти-
генных свойств. 
Материалы и методы. Проведены компьютерный анализ нуклеотидных и аминокислотных последователь-
ностей, молекулярное клонирование, полимеразная цепная реакция, электрофорез нуклеиновых кислот в 
агарозном геле и белков в полиакриламидном геле, аффинная хроматография, иммуноферментный анализ. 
Результаты. Создана генетическая конструкция, кодирующая рекомбинантный VP1 норовируса геноти-
па GII с кодонами, оптимизированными для высокоэффективной экспрессии в Escherichia сoli. Генети-
ческой конструкцией трансформирован штамм E. coli Rosetta 2 (DE3). Осуществлена экспрессия VP1 в 
клетках E. coli, оптимизированы условия для его продукции, очистки и ренатурации. Получен очищенный 
растворимый рекомбинантный белок VP1, формирующий вирусоподобные частицы диаметром 30–50 нм. 
Иммунизация белком мышей BALB/c вызывала образование антител с титром более 1 : 1000. При оцен-
ке антигенных свойств показано, что в крови волонтёров присутствуют антитела классов IgG, IgM, IgA, 
взаимодействующие с рекомбинантным VP1. Суммарная частота обнаружения антител составила 47,4%. 
Заключение. Результаты обосновывают возможность использования рекомбинантного VP1 для создания 
отечественной вакцины для профилактики норовирусной инфекции.
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Abstract
Introduction. The importance of noroviruses in human infectious pathology and the danger of large epidemic 
outbreaks in organized groups determine the need to develop means of specific prevention of infection. 
The aim of the study was to obtain recombinant norovirus VP1 protein and analyze its immunogenic and antigenic 
properties . 
Materials and methods. Computer analysis of nucleotide and amino acid sequences, molecular cloning, 
polymerase chain reaction, electrophoresis of nucleic acids in agarose gel and proteins in polacrylamide gel, 
affinity chromatography, enzyme immunoassay. 
Results and discussion. A genetic construct encoding recombinant VP1 of the GII genotype norovirus with 
codons optimized for highly effective expression in Escherichia coli has been created. The strain of E. coli Rosetta 
2 (DE3) has been transformed by genetic construct. VP1 expression was carried out in E. coli cells, conditions 
for its production, purification and renaturation were optimized. A purified soluble recombinant VP1 protein forms 
virus-like particles with a diameter of 30–50 nm. Immunization of BALB/c mice by protein lead to antibodies 
production with a titer greater than 1 : 1000. When evaluating antigenic properties, it was shown that human 
IgG, IgM, and IgA antibodies interact with recombinant VP1. The total antibody detection rate was 47,4%. The 
results indicate the possibility of using recombinant VP1 for development of domestic vaccine for the prevention 
of norovirus infection.
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Введение
В этиологической структуре вирусных острых 

кишечных инфекций норовирусы (НВ; сем. Ca li ci-
vi ridae, род Norovirus) находятся на 2-м месте после 
ротавирусов. В странах, проводящих вакцинацию 
против ротавирусов, НВ вышли на 1-е место [1, 2]. 
В группы риска заражения НВ входят дети, моло-
дые и пожилые люди. Вспышки инфекции НВ реги-
стрируются в течение всего года с подъёмом заболе-
ваемости в весенние и летние месяцы. 

НВ человека представляет собой икосаэдри-
ческий вирус без оболочки, имеет геном в виде 
одноцепочечной позитивно-смысловой РНК дли-
ной примерно 7,5–7,7 кб, кодирующей 3 откры-
тые рамки считывания. Капсид вируса построен 
из наружного (VP1) и внутреннего (VP2) белков. 
ORF1 кодирует большой полипротеин, предше-
ственник 6 неструктурных белков (NS1/2–NS7), 
ORF2 — основной структурный белок VP1 капси-
да, ORF3 —  минорный структурный белок VP2 
капсида, который расположен внутри вирусной ча-
стицы. VP1 способен само со бираться в вирусопо-
добные частицы, которые прак тически неотличимы 
от нативных вирионов и обладают выраженными 
иммуногенными свойствами. 

Для НВ известны 10 геногрупп, на основе ана-
лиза аминокислотной последовательности наруж-
ного капсидного белка VP1 выделены 48 геноти-
пов. Наиболее распространённой геногруппой НВ 
является GII, на долю которой в России приходит-
ся большинство случаев НВ-гастроэнтерита детей 
первых лет жизни. Так, в Свердловской области в 
2022 г. наибольший удельный вес в генотипической 
структуре циркулирующих НВ занимaли НВ, отно-
сящиеся к геногруппе GII (58%) Сходные данные 
были получены в ходе молекулярно-эпидемиоло-
гического анализа генетических вариантов НВ в 
ряде других европейских стран, Японии и Китае. В 
отдельные годы на долю геногруппы GII приходи-
лось до 80–90% случаев НВ-гастроэнтерита детей. К 
доминирующим вариантам вируса этой геногруппы 
относят НВ GII.4 [3, 4]. Значимость НВ в инфекци-
онной патологии человека и опасность возникно-
вения крупных эпидемических вспышек в органи-
зованных коллективах определяют необходимость 
разработки средств специфической профилактики 
инфекции. На примере успешного внедрения ро-
тавирусной вакцины показано, что программы вак-
цинации могут значительно снизить количество 
случаев гастроэнтерита [5]. На основе белков НВ 
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в мире также разрабатывается несколько кандидат-
ных вакцин против НВ, две из которых в настоящее 
время находятся на II/III стадии клинических испы-
таний и предназначены для профилактики инфек-
ции НВ у детей и взрослых [6, 7]. 

Целью работы явилось получение и анализ 
иммуногенных и антигенных свойств рекомбинант-
ного белка НВ VP1.

Материалы и методы
Анализ нуклеотидных последовательностей, 

дизайн олигонуклеотидов, конструирование гена, 
расчёт молекулярной массы белка, изоэлектриче-
ской точки и коэффициента экстинкции осущест-
вляли с помощью пакета программного обеспе-
чения «Lasergene 7.1.0» («Dnastar, Inc.»). Оптими-
зацию кодонов проводили на основе базы данных 
Codonusage database1. В работу была взята нукле-
отидная последовательность VP1 эпидемического 
варианта НВ с генотипом GII.4, доминирующего на 
территории Нижегородской области. Нуклеотидные 
последовательности секвенировали с использова-
нием генетического анализатора «ABI Prism 310» 
(«Thermo Fisher Scientific»). 

Клетки Escherichia coli, штамм Rosetta 2 (DE3), 
трансформированные полученной генетической 
конструкцией на основе плазмиды pET22b и коди-
рующей VP1 НВ, выращивали в среде LB-Miller 
pH 7,0. Индукцию синтеза белка проводили путём 
добавления изопропил-β-D-1-тиогалактопирано-
зида до конечной концентрации 0,5 мM к каждой 
культуре. Биомассы клеток получали центрифу-
гированием, лизировали в растворе, содержащем 
25 мМ HEPES (pH 7,5), 1 М NaCl, 10% глицерина, 
1% Triton X-100, ДНКазы I (10 мкг/мл), РНКазыА 
(10 мкг/мл), лизоцима (50 мкг/мл), 0,2 мМ фенил-
метилсульфонилфторида, дезинтегрировали уль-
тразвуком с помощью «QSonica Q55» («QSonica 
sonicators»), центрифугировали и добавляли промы-
вочный буфер, содержащий 25 мМ HEPES pH 7,5,  
1 М NaCl, 10% глицерина, 1 М мочевины с последу-
ющим центрифугированием. 

Выделение VP1 НВ проводили методом ме-
таллохелатной хроматографии в денатурирующих 
условиях с помощью сорбента Ni-NTA Superflow 
(«GEHealthcare»). Ренатурацию VP1 осуществля-
ли с помощью диализа. Электрофорез белков в 
12% полиакриламидном геле в присутствии до-
децилсульфата натрия проводили общепринятым 
методом, иммуноблоттинг — с использованием 
сывороточных антител (АТ) человека против VP1 
НВ и конъюгированных с пероксидазой хрена мо-
ноклональных АТ к IgG человека «Hytest». После 
переноса белки на мембране окрашивали в рас-
творе субстрата Super Signal West Dura Extended 

1 URL: http://www.kazusa.or.jp/codon/

Duration Substrate («Thermo Scientific») и измеряли 
хемилюминесценцию с помощью сканера «C-DiGit 
Blot Scanner» («Li-Сor»). Микрофотографии виру-
соподобных частиц, образуемых VP1 НВ, получа-
ли с помощью электронного микроскопа «НТ7700» 
(«Hitachi»). Для иммунизации использовали самок 
мышей линии BALB/c возрастом 8 нед и массой 
16–18 г. Животных содержали в условиях вивария в 
соответствии с межгосударственными стандартами 
ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-2014. Биоматери-
ал для исследования брали у мышей с соблюдением 
принципов гуманности, изложенных в директивах 
европейского сообщества (86/609/ЕС). 

Исследования проводили согласно биоэтиче-
ским и этическим принципам, установленным Хель-
синкской декларацией (принятой в июне 1964 г. и 
пересмотренной в октябре 2013 г.). Для оценки ан-
тигенных свойств рекомбинантных белков исполь-
зовали 637 образцов плазмы крови, полученных из 
диагностического центра «Гемохелп» (ООО «ТИАС 
ЛОТУС») от лиц в возрасте 19–44 лет, обративших-
ся для проведения диагностических исследований и 
давших письменное согласие на использование их 
биоматериала в исследовании. 

АТ к VP1 НВ определяли с помощью твёрдо-
фазного иммуноферментного анализа. VP1 сорби-
ровали в лунки планшетов в концентрации 1 мкг/
мл в течение 18 ч при 20oC. Тестируемую сыво-
ротку крови мышей разводили с шагом 2, плазму 
крови волонтёров разводили перед тестированием 
с шагом 10. В качестве отрицательного контроля 
использовали сыворотку неиммунизированных мы-
шей. При определении АТ в крови лабораторных 
животных использовали конъюгированные с перок-
сидазой корня хрена кроличьи АТ против иммуно-
глобулинов мыши. При определении АТ человека 
использовали конъюгированные с пероксидазой 
хрена кроличьи АТ против иммуноглобулинов клас-
сов G, M и А (IgG, IgM, IgA). За положительную ре-
акцию принимали значение оптической плотности 
больше среднего значения отрицательного контро-
ля, умноженного на 3. 

Анализ полученных данных проводили с по-
мощью программного обеспечения «Microsoft 
Excel» («Microsoft»). Статистическую обработку 
данных проводили с использованием программы 
«Graph Pad Prism 8» («Graph Pad Software»). Разли-
чия в данных считали статистически достоверными 
при р ≤ 0,05.

Результаты
В начало нуклеотидной последовательности, 

кодирующей белок VP1 эпидемически значимого 
штамма НВ генотипа GII.4, был внесён сайт для эн-
донуклеазы рестрикции NdeI. К последовательно-
сти, кодирующей С-терминальную часть белка, была 
добавлена нуклеотидная последовательность, коди-
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рующая 6 гистидинов, стоп-кодон (ТАА) и сайт для 
рестриктазы XhoI, использованные для последую-
щего молекулярного клонирования. Схематичное 
строение гена представлено на рис. 1. Полученную 
последовательность синтезировали в фирме «Евро-
ген». Последовательность, кодирующая VP1, была 
перенесена в плазмиду pET22b («Thermo Fisher Sci-
entific»), позволяющую с высокой эффективностью 
экспрессировать рекомбинантные белки в штаммах 
E. coli, содержащих в геноме DE3 лизоген [8]. 

Полученной генетической конструкцией, коди-
рующей VP1 НВ, трансформировали клетки E. coli, 
штамм Rosetta 2 (DE3). Была оценена эффектив-
ность продукции белка, составившая 20–40 мг бел-
ка на 1 л клеточной культуры. Белок формировал 
«тельца включения». Определён оптимальный со-
став среды и условия культивирования трансформи-
рованных клеток E. coli. Максимальная плотность 
культуры клеток (OD600 = 2,8) соответствовала 5 г 
биомассы на 1 л культуры в среде LB, содержащей 
0,5% глицерина и 25 мМ фосфатного буфера pH 7,4. 
Оптимальная концентрация изопропил-β-D-1-тио-
галактопиранозида составила 0,5 мМ, оптимальная 
температура для экспрессии белков — 30ºС, время 
индукции — 4–8 ч. 

В результате последующей очистки с помощью 
металл-хелатной хроматографии в присутствии 8 М 
мочевины и рефолдинга путём диализа против раст-
вора, содержащего 25 мМ HEPES pH 7,5, 150 мМ 
NaCl и 5% глюкозы, получен растворимый белок, 
состоящий из 560 аминокислот, имеющий расчёт-
ную молекулярную массу 60,6 кДа, изоэлектриче-
скую точку, равную 6,15, и коэффициент экстинции 
1,04 (рис. 2, а). 

Белок наработан в препаративных количе-
ствах и использован для оценки способности фор-
мировать вирусоподобные частицы и для иммуни-
зации лабораторных мышей. На рис. 2, б представ-
лена электронно-микроскопическая фотография, 
свидетельствующая о способности рекомбинант-
ного белка VP1 образовывать вирусоподобные 
частицы диаметром 30–50 нм, что соответствует 
данным других авторов [9]. При этом вестерн-блот 
(рис. 2, в) показал способность рекомбинантного 
VP1 взаимодействовать с сывороточными АТ се-
ропозитивных лиц. 

Двукратная внутрибрюшинная иммунизация 
10 лабораторных мышей с интервалом в 2 нед и 
последующим получением сыворотки крови через 
3 нед после 2-й иммунизации в дозе 10 мкг (0,5 мл) 
приводила к образованию в крови животных АТ 
против VP1 НВ. АТ в крови животных обнаружива-
лись в титрах от 1 : 1024 до 1 : 4096, средний титр 
составил величину, равную 1 : 1536. Иммунизация 
животных той же дозой белка по той же схеме, но в 
смеси с 100 мг гидроокиси алюминия вызвала появ-
ление АТ к VP1 НВ в титрах до 1 : 32 768. В среднем 

титр АТ был равен 1 : 13 720, что почти на порядок 
превышало титры АТ у животных, иммунизирован-
ных без гидроокиси алюминия (рис. 3). Таким об-
разом, показано, что полученный рекомбинантный 
белок способен вызвать выраженный антительный 
ответ, значительно повышающийся в присутствии 
использованного адъюванта.

Поскольку НВ широко циркулирует среди на-
селения, закономерно ожидать наличие АТ к его 

Рис. 1. Схематичное строение генетической конструкции, 
кодирующей VP1 НВ в составе pET22b.

Fig. 1. Schematic representation of the genetic construct 
encoding VP1 of norovirus in pET22b.

Рис. 2. Характеристика рекомбинантного белка VP1. 
а — электрофореграмма очищенного VP1 белка НВ; б — ве-
стерн-блот рекомбинантного VP1 НВ; 1 — VP1; 2 — маркеры 

молекулярной массы; в — электронно-микроскопические фото-
графии вирусоподобных частиц, образуемых рекомбинантным 

VP1 НВ. Контрастирование 3% уранилацетатом pH 4,6.
Fig. 2. Characteristics of the recombinant VP1 protein. 

a — electrophoregram of purified norovirus VP1 protein;  
b — Western-blot of purified norovirus VP1 protein; 1 — VP1;  

2 — molecular weight marker; с — electron microscopic 
photographs of virus-like particles formed by recombinant  
norovirus VP1. Contrast with 3% uranyl acetate, pH 4.6.
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белкам в крови людей. Проведена оценка наличия 
АТ разных классов к полученному рекомбинантно-
му белку в крови лиц, проживающих в средней по-
лосе России. Определяли частоту обнаружения АТ 
к VP1 в образцах плазмы крови 637 волонтёров. Как 
следует из рис. 4, АТ класса IgG обнаруживались 
у 14,8% волонтёров, АТ класса IgM — у 7,1%, АТ 
класса IgА — у 38,5%. Суммарная встречаемость 
АТ составила 47,4%. 

Результаты свидетельствуют о том, что эпи-
топы полученного нами рекомбинантного VP1 НВ 
GII.4 распознаются АТ, присутствующими в крови 
человека. Однако титры АТ класса IgG в большин-
стве своем были невелики и превышали у серопо-
зитивных волонтеров величину, равную 1 : 1000 и 
более, только в 4,3% случаев (4 из 94), что свиде-
тельствует о давнем инифицировании этих лиц НВ. 
У волонтёров, имевших АТ к VP1 НВ класса IgA, 
высокие титры (равные 1 : 1000 и более) обнару-
живались со сходной частотой (4,9% случаев). В то 
же время из 25 волонтёров, имевших АТ к VP1 НВ 
класса IgM, титры, равные 1 : 1000 и более, обна-
ружены в 16% случаев. Вероятно, эти лица имели 
недавний контакт с вирусом. 

Обсуждение
Полученные данные о частоте встречаемости 

АТ против VP1 НВ GII.4 и их титрах соответствуют 
результатам других авторов. Сообщается о широком 
разбросе в частоте обнаружения АТ и их титрах у 
лиц разного возраста, проживающих в разных стра-
нах. Суммарная частота обнаружения колеблется от 
25 до 95%. При этом наблюдается перекрёстная ре-
активность с НВ других геногрупп [10, 11].

Белок VP1 НВ состоит из 2 доменов, прини-
мающих участие в самосборке вирусоподобных 
частиц [12]. Cпособность VP1 НВ к самосборке мо-
жет быть использована для получения образующих 
вирусоподобные частицы химерных белков, состо-
ящих из S-домена VP1 НВ и фрагментов других 
белков, выступающих в качестве антигена. То есть, 
существует возможность декорирования разными 
антигенами вирусоподобных частиц НВ, что проде-
монстрировано в работах ряда авторов [13–15]. Ге-
нетическая конструкция, кодирующая полученный 
нами рекомбинантный белок, может быть примене-
на в качестве молекулярной платформы для созда-
ния химерных вирусоподобных частиц на основе 
VP1 НВ.

Заключение
Полученный нами рекомбинантный VP1 НВ, 

экспрессированный в E. coli, способен формиро-
вать вирусоподобные частицы, проявляет иммуно-
генность у мышей в отсутствие и в присутствии 
адъюванта и распознается АТ человека классов IgG, 
IgM, IgA. Результаты работы свидетельствуют о 

возможности использования рекомбинантного VP1 
в качестве антигена при конструировании вакцины 
для профилактики инфекции НВ, основанной на ви-
русоподобных частицах.
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