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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА ORF3 ВИРУСА ГЕПАТИТА Е 
3 ГЕНОТИПА И ОЦЕНКА ЕГО АНТИГЕННЫХ СВОЙСТВ
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Цель. Разработка рекомбинантного полипептида — аналога полноразмерного белка
ORF3 вируса гепатита Е (ВГЕ) 3 генотипа. Материалы и методы. Штаммы Escherichia coli,
плазмидные векторы, биологические и клинические образцы, молекулярно-биологичес-
кие, биоинформационные, биохимические, биотехнологические, серологические методы.
Результаты. Из фекальных экстрактов от свиней из хозяйств Белгородской обл. выделена 
РНК, которая использована в ОТ-ПЦР для получения фрагмента гена orf3 ВГЕ 3 генотипа. 
С помощью А/Т-клонирования получена рекомбинантная плазмида со вставкой фрагмен-
та ДНК (230 п.н.), кодирующего N-концевой участок белка ORF3. Рассчитана первичная
структура недостающего С-концевого участка белка. Для повышения выхода целевого
продукта в клетках E.coli проведена оптимизация кодонов последовательности ДНК, 
кодирующей полноразмерный белок ORF3. Рассчитанный фрагмент ДНК был химически
синтезирован и использован при конструировании рекомбинантной плазмиды экспрес-
сии. Получен рекомбинантный штамм E.coli — продуцент белка ORF3 в составе слитного 
с β-галактозидазой полипептида. Рекомбинантный белок выделен из телец-включений
биомассы штамма-продуцента и хроматографически очищен. Антигенная специфичность
полученного рекомбинантного полипептида подтверждена в иммунохимических реакциях 
(ИФА, Вестерн-блоттинг) с образцами сывороток крови больных гепатитом Е и конт-
рольных групп пациентов. Заключение. Разработан рекомбинантный антиген ORF3 ВГЕ 3
генотипа и показана возможность его применения в диагностических тестах.
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Aim. Design and construction of the hepatitis E virus (HEV) genotype 3 full-size ORF3 
recombinant polypeptide. Materials and methods.Escherichia coli strains, plasmid vectors, serologicali
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and biological amples, molecular biological, bioinformatic, biotechnological, biochemical and 
serological methods. Results. RNA was isolated from pig fecal extracts collected on Belgorod farms 
and was used in RT-PCR to obtain the fragment of the orf3 gene of the hepatitis E virus genotype
3. Using A/T-cloning a recombinant plasmid was obtained with insertion of a DNA fragment 
(230 bp) encoding the N-terminal region of the ORF3 protein. The primary structure of the 
missing C-terminal region of the ORF3 VGE of the genotype 3 was calculated by bioinformatics
methods. Codon optimization of the sequence for biosynthesis in E.coli cells was performed. For i
constructing the recombinant plasmid a chemically synthesized DNA fragment encoding the full-
length ORF3 protein had been used. E.coli strain producing full-size recombinant protein ORF3i
fused to E.coli beta-galactosidase was developed. Recombinant protein ORF3 had been isolatedi
from the inclusion bodies of the E.coli biomass and purified by size exclusion chromatography. i
Antigenic specificity of recombinant polypeptide had been confirmed in immunochemical
reactions (ELISA, Western blot) with sera from patients with hepatitis E and control groups of 
patients. Conclusion. HEV genotype 3 ORF3 recombinant antigen had been designed, and itґs 
applicability in diagnostic tests had been experimentally confirmed.
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Key words: hepatitis E virus; genotype 3 HEV; orf3 gene; recombinant ORF3 antigen, ELISA, 
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В В Е Д Е Н И Е

Гепатит Е (ГЕ) — острое вирусное инфекционное заболевание с фекально-ораль-
ным механизмом передачи возбудителя, которое характеризуется преимущественно
водным путем распространения, острым течением и частым развитием тяжелых 
форм у беременных. Подтверждением случая ГЕ считается обнаружение РНК ви-
руса гепатита Е (ВГЕ) в фекалиях и/или сыворотке крови, наличие специфических 
IgM и/или IgG к ВГЕ с увеличением титра в 4 и более раза в парных сыворотках 
крови, взятых с интервалом в 4-6 недель в сочетании с клиническими и биохими-
ческими проявлениями острого гепатита. В ряде случаев клинические проявления 
могут быть стертыми или отсутствовать.

Вирусный геном представлен одноцепочечной полиаденилированной РНК поло-
жительной полярности размером 7,3 т.н., содержит три открытые рамки считывания
orf1, orf2 и orf3. Одним из важных этапов жизненного цикла вируса является образова-
ние бицистронной субгеномной РНК размером 2,2 т.н. с последующей транскрипцией 
информационной РНК, с которой транслируются наиболее антигенно-значимые бел-
ки ORF2 и ORF3 [11, 20]. Продукт гена orf3 — белок ORF3, или VP13 (m.w. 3 kDa) —
включает 3 антигенные домена (в положениях с 31 по 40 а.о., с 63 по 76 а.о. и С-кон-
цевого участка) [13, 19]. Диагностически важная особенность белка ORF3 — его спо-
собность взаимодействовать со специфическими сыворотками крови больных на поз-
дних сроках острой фазы инфекции и в ранней фазе реконвалесценции [16]. Стратегия 
получения рекомбинантных аналогов полноразмерного белка ORF3 для применения
в диагностических тестах представляется наиболее целесообразной, учитывая относи-
тельно его небольшой размер и возможность презентации всех эпитопов, необходимых 
для определения давности инфицирования и стадии развития заболевания.

Генотипирование изолятов ВГЕ показало, что в России и на территории пост-
советского пространства циркулируют штаммы ВГЕ преимущественно 3 и 1 геноти-
пов. Поскольку известно, что для белков ВГЕ разных генотипов характерны отличия
в антигенных свойствах, была поставлена задача получения рекомбинантных анти-
генов ORF2 и ORF3 ВГЕ 1 и 3 генотипов путем клонирования в бактериальной экс-
прессирующей системе соответствующих фрагментов вирусного генома. Получение
рекомбинантных полипептидов, содержащих антигенно-значимые фрагменты бел-
ков ORF2 и ORF3 ВГЕ 1 генотипа, описано в ранее опубликованных работах [4, 5].

В данной работе была поставлена задача получения рекомбинантного аналога 
полноразмерного белка ORF3 циркулирующего на территории России штамма ВГЕ 
3 генотипа и оценка его антигенных свойств.
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М А Т Е Р И А Л Ы  И  М Е Т О Д Ы

Праймеры и пробы для проведения ПЦР и секвенирования синтезировали в
ЦКП ВНИИСБ «Биотехнология». Получение фекальных экстрактов, выделение из 
них нуклеиновых кислот и подтверждение наличия РНК ВГЕ методом вложенной
ПЦР проводили по ранее разработанным методикам [8]. Тотальную РНК выделя-
ли из фекальных экстрактов с применением наборов QIAamp Viral RNA Mini Kit
(«Qiagen», Германия) и High Pure RNA Isolation Kit («Roche Diagnostics», Германия). 
Дополнительно наличие РНК ВГЕ 3 генотипа в образцах тотальной РНК подтверж-
дали методом ПЦР в реальном времени с использованием специфических прай-
меров, Taq-полимеразы и красителя SybrGreen («Синтол», Россия). ДНК-копии 
полиаденилированной РНК получали с использованием праймеров dT-18 и обрат-
ной транскриптазы SuperScript III («Life Technologies», США). Полученные ДНК-
копии амплифицировали с помощью высокоточной ДНК-полимеразы «Phusion» 
(«Finnzymes», Финляндия) и вирусоспецифических праймеров. Реакции проводили 
на термоциклере «TProfessional Gradient» («Biometra», Германия). ПЦР-продукты 
необходимого размера выделяли из агарозных гелей после электрофоретического
разделения ампликонов, для добавления к ПЦР-продукту эктра-3′-dА проводили
ещё один цикл амплификации с Taq-полимеразой, полученную ДНК очищали на
колонках («Евроген», Россия) и использовали в A/T-клонировании. Лигирование 
полученных фрагментов ДНК в плазмидные векторы pGEM-Teasy («Promega», 
США), pAL2-T («Евроген», Россия), pEL5a [1] и трансформацию компетентных кле-
ток E.сoli CC001 генотипа XL-Blue (ООО «Евроген», Россия) и штамма E.coli PLT90 
[2] лигазной смесью осуществляли по общепринятому методу Маниатис Т. и др.

Определение нуклеотидной последовательности ДНК проводили методом Сэнгера 
в модификации капиллярного электрофореза в ЦКП ВНИИСБ «Биотехнология» на 
геномном анализаторе «ABI-3130-XL» («Applied Biosystems», США). Для анализа и об-
работки нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, дизайна праймеров
использовали пакет программ Vector NTI ver. 11.0. Полипептидные последовательности 
анализировали дополнительно, используя программу BLAST-Protein. Анализ коротких 
пептидных гомологий между белком ORF3 ВГЕ 3 генотипа и белками герпес-вирусов 
человека 1-8 типов проводили, используя ранее описанные алгоритмы [9, 15].

Получение биомасс культур клеток E.coli PLT90, трансформированных вектор-
ной или рекомбинантными плазмидами, выделение и очистку рекомбинантных по-
липептидов проводили с помощью ранее опубликованных методик [3, 7].

В работе использовали сыворотки крови больных ГЕ, предоставленные
Белорусским государственным медицинским университетом. В качестве источни-
ка вирусной РНК использовали образцы фекалий свиней из свиноводческих хо-
зяйств Белгородской обл. Сыворотки крови условно здоровых лиц и контрольной 
группы (содержащие серологические маркеры инфицирования вирусами гепати-
тов А, В, С и инфекционных патологий печени иной этиологии: инфекционный 
мононуклеоз, цитомегаловирусная инфекция, ВИЧ-инфекция) были получены
из Московского областного научно-исследовательского клинического институ-
та им. М.Ф.Владимирского и Клинико-диагностического центра НИИВС им. 
И.И.Мечникова (Москва). В качестве положительного контрольного образца в им-
мунохимических реакциях использовали ранее полученный рекомбинантный поли-
пептид ORF3 ВГЕ 1 генотипа [4], в качестве отрицательного — β-галактозидазу E.coli,
выделенную из клеток штамма PLT90, трансформированных векторной плазмидой
pEL5a без вставки вирусоспецифической ДНК. IgG к ВГЕ в образцах сывороток крови 
выявляли с помощью иммуноферментной тест-системы «ДС-ИФА-АНТИ-HЕV-G»
(НПО «Диагностические системы»). Серологические маркеры инфицирования ви-
русами гепатитов А, В, С и возбудителями инфекционной патологии печени иной 
этиологии определяли с помощью коммерческих иммуноферментных тест-систем 
«ДС-ИФА-АНТИ-HAV-G-РЕКОМБ», «ДС-ИФА-HBsAg-подтверждающий тест»,
«ДС-ИФА-ВИЧ-АГ/АТ Скрин» (НПО «Диагностические системы»), «Вектогеп 
В-HBs-антиген-2», «ГепаБест анти-HBc-IgG», «Бест анти-ВГС-авто», «Бест анти-
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ВГС-подтверждающий тест», «ВектоЦМВ-IgG-авидность», «ВектоВЭБ-EA-IgG»,
«ВектоВЭБ-NA-IgG» (ЗАО «Вектор-Бест»), «БЛОТ ВИЧ Ѕ+0» (ЗАО БТК «Био-
сервис»).

Вестерн-блоттинг и твердофазный непрямой иммуноферментный анализ про-
водили с помощью ранее описанных методик [4, 18].

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  О Б С У Ж Д Е Н И Е

В качестве источника вирусосодержащего материала использовали образцы фе-
калий от свиней из Белгородской области — региона с высоким распространением 
ВГЕ среди людей и животных [6]. Из образцов фекальных экстрактов, по результа-
там ПЦР в реальном времени содержащих РНК ВГЕ 3 генотипа, выделяли тотальную
РНК, которую использовали для получения кДНК в реакциях обратной транскрип-
ции с применением праймеров dT-18, принимая во внимание факт 3′-концевого по-
лиаденилирования вирионной РНК ВГЕ. С учетом высокой гетерогенности вирусно-
го генома было проведено конструирование более 20 прямых и обратных праймеров 
различной степени вырожденности для получения ПЦР-продуктов разной длины. 
Условия реакции амплификации подбирали в зависимости от размера получаемого
продукта, варьируя как состав и концентрацию компонентов реакции, так и условия
ее проведения (время элонгации, градиент температуры отжига и т.д.). Критерием от-
бора ПЦР-продуктов для клонирования был их размер в диапазоне 230-2000 п.н.о. в
зависимости от использованных для амплификации праймеров (рис. 1). Отдельные
полосы, содержащие полученные ПЦР-продукты разных размеров, вырезали из ага-
розных гелей, ДНК очищали на колонках и клонировали в векторах pGEM-Teasy или
pAL2-T. Полученные рекомбинантные плазмиды исследовали с помощью рестрик-
ционного анализа с последующим секвенированием каждой из вставок ДНК, пред-
положительно содержащих вирусоспецифические последовательности. В результате
отбора были получены плазмиды, содержащие ПЦР-продукты размером 230 п.н.о., 
кодирующие N-концевые фрагменты вирусных белков ORF2 и ORF3 ВГЕ 3 генотипа.
ПЦР-продукт, содержащий ДНК-копию фрагмента генома ВГЕ 3 генотипа, был по-
лучен при использовании следующих праймеров: 5’-ATYGCCCATGGGATCRCCA-3’ 
(прямой), 5’-TCCAGCCCCGGRTTGTGAWA-3’ (обратный).

Последовательность клонированного фрагмента кодировала значительную часть
(Met1-Leu76) белка ORF3. Анализ нуклеотидной последовательности 3’-концевого
фрагмента гена orf3 протяженностью 111 н.о. показал выраженную гетерогенность,
однако кодируемый им С-концевой участок белка ORF3 оказался довольно консерва-
тивным, поэтому на основе множественного сравнения доступных в базах данных ами-

Рис. 1. Разделение ПЦР-продуктов с помощью электрофореза на 1,5% агарозном геле в присутствии
бромистого этидия.
Дорожки: 1, 14 — маркеры молекулярных масс ДНК 100 bp (сверху вниз: 1000, 900, 800, 700, 600, 
500, 400, 300, 200, 100 bp); 2, 5, 8, 11 — отрицательный контроль без добавления ДНК; 3, 4, 6, 7, 9,
10, 12, 13 — продукты ПЦР. На дорожках 9 и 10 отмечены ПЦР-продукты, содержащие фрагмен-
ты ДНК-копии геномной РНК ВГЕ.
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нокислотных последовательностей была рассчитана консенсусная последовательность
недостающего С-концевого фрагмента ORF3 (Glu77-Arg113): ELALDSRPAPSAPLGL
TSPSAPPLPPVVDLPQLGLRR. Для улучшения экспрессии рекомбинантного белка в
бактериальной системе дополнительно была проведена оптимизация кодонов. Синтез 
оптимизированной нуклеотидной последовательности, кодирующей полноразмерный 
белок ORF3 ВГЕ 3 генотипа, был выполнен компанией «Евроген», затем синтетический 
ген orf3 амплифицировали с использованием праймеров, фланкированных сайтами
рестрикции XmaI и PstI. ПЦР-продукт был вставлен в плазмиду pEL5a по соответству-
ющим сайтам.

Анализ коротких гомологичных пептидных последовательностей между белком
ORF3 ВГЕ 3 генотипа и белками семейства герпесвирусов человека 1-8 типов под-
твердил отсутствие заметной гомологии с белками цитомегаловируса (ЦМВ) и ви-
руса Эпштейна-Барр (ЭБВ). Ранее мы отмечали мотив QPTPSPP (63-69 а.о.) в белке
ORF3 1 генотипа, совпадающий с мотивом в ядерном белке EBNA-2 ЭБВ [4]. В со-
ставе белка ORF3 3 генотипа мы обнаружили похожий мотив с консервативной для
ВГЕ 3 генотипа аминокислотной заменой Ser на Leu в положении 67, приводящей к 
изменению структуры потенциального линейного эпитопа. По литературным дан-
ным иммунодоминантный домен ORF3 1 генотипа локализован в области 67-76 а.о.
[13, 19], нами показано практическое отсутствие совпадения в структуре данного
эпитопа у белков ORF3 1 и 3 генотипов (LPP в белке ORF3 ВГЕ 3 генотипа вместо
SPP в белке ORF3 ВГЕ 1 генотипа).

Таким образом, была получена плазмида, кодирующая полноразмерную копию 
белка ORF3 в виде слитного с β-галактозидазой E.coli полипептида. Наличие вставки 
и рамки считывания слитного белка было подтверждено секвенированием. Белковый
состав лизатов клонов рекомбинантного штамма-продуцента, полученного в результате
трансформации рекомбинантной плазмидой клеток штамма E.coli PLT90, исследовали 
методами электрофореза в SDS-полиакриламидном геле и Вестерн-блоттинга с пулом 

образцов сывороток крови, со-
держащих IgG к ВГЕ (рис. 2).
По результатам исследований 
отобрали клон, для которого 
был показан наибольший уро-
вень синтеза рекомбинантного 
белка, обладающего антиген-
ной активностью в реакции 
иммуноблоттинга со специфи-
ческими сыворотками.

Степень очистки реком-
бинантного антигена ORF3 
и β-галактозидазы E.coli на 
отдельных стадиях процесса 
выделения контролировали с
помощью электрофореза в 10 %
SDS-полиакриламидном геле.
Исследование фракций бел-
ка после хроматографической
очистки подтвердило отделение
рекомбинантных полипептидов 
от основной массы примесных 
белков. Белковые фракции тес-
тировали также методом ИФА 
в реакциях с пулом образцов
сывороток крови, содержащих 
IgG к ВГЕ, и с пулом отрица-
тельных сывороток. Фракции,
содержащие наибольшее коли-

Рис. 2. Анализ с помощью электрофореза в 10% SDS-поли-
акриламидном геле (А) и Вестерн-блоттинга с пулом сыворо-
ток крови больных ГЕ (Б) белковых профилей бактериаль-
ных клонов после трансформации рекомбинантной плазми-
дой, содержащей ДНК-копию гена orf3 ВГЕ 3 генотипа.
Дорожки: 1, 5 — лизаты биомасс клеток E.coli PLT90, 
трансформированных плазмидой pEL5a без вставки виру-
соспецифической ДНК; 2, 3 — образцы лизатов биомасс
клонов E.сoli PLT90, трансформированных рекомбинант-
ной плазмидой со вставкой ДНК-копии гена orf3 ВГЕ 3 ге-
нотипа; 4 —рекомбинантный белок ORF3 ВГЕ 1 генотипа 
[4]; 6 — маркеры молекулярных масс (193, 112, 64, 30, 26,
12,8; 6,5 кД). Стрелкой показано положение β-галактози-
дазы E.coli.
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чество целевого белка и наименьшее примесей, а также показавшие наилучшую реак-
тивность в ИФА с положительной сывороткой и минимальные неспецифические взаи-
модействия с отрицательной, объединяли, полученный препарат белка дополнительно 
исследовали методом электрофореза в SDS-полиакриламидном геле. Молекулярная 
масса полученного рекомбинантного белка, определенная по результатам электрофо-
ретического профиля лизатов штамма-продуцента и препаратов выделяемого из них 
целевого продукта, соответствовала расчетной величине (128,4 кДа). Продуктивность
полученного рекомбинантного штамма составила не менее 2,5 мг рекомбинантного 
белка на 1 г биомассы, степень очистки белка по данным электрофореза 100%.

Для оценки антигенной специфичности полученного рекомбинантного белка 
были сформированы контрольные панели образцов сывороток крови, протестиро-
ванных с помощью коммерческих тест-систем на содержание серологических мар-
керов инфицирования вирусами гепатитов А, В, С, Е, ВЭБ, ВИЧ-1, ВИЧ-2, ВПГ1, 
ВПГ2, ЦМВ. Средние значения оптической плотности (ОП) в обследованных ме-
тодом ИФА группах образцов при использовании в качестве антигена полученного
рекомбинантного белка ORF3 представлены в табл.

При взаимодействии с полученным белком ORF3 3 генотипа 48 из 50 образцов
(96 %) от больных ГЕ и реконвалесцентов были позитивными с ОП от 0,236 до 0,657 
о.е./мл. Более редкое выявление антител к ВГЕ и относительно невысокие значения 
ОП можно объяснить, во-первых, меньшим количеством диагностически значимых 
эпитопов в его составе по сравнению с ORF2, используемом в качестве антигенной
основы в наборе реагентов для отбора образцов сывороток [17], и, во-вторых, тем, что 
белки ORF3 ВГЕ индуцируют образование преимущественно специфических IgM и 
ранних IgG [16], а данное исследование проводилось на охарактеризованных только в 
отношении IgG образцах, полученных как от больных, так и от реконвалесцентов.

Ложноположительных реакций с исследованными образцами от здоровых до-
норов не обнаружено. Результаты тестирования образцов контрольных групп (паци-
енты с вирусными гепатитами А, В и С, ВИЧ-инфицированные лица, больные ци-
томегаловирусной инфекцией и герпесвирусными инфекциями, вызванными ВПГ 
первого и второго типов) показали отсутствие позитивных реакций с полученным
рекомбинантным белком, что позволяет сделать заключение о его высокой антиген-
ной специфичности. При использовании в качестве антигена препарата β-галакто-
зидазы, выделенной из биомассы клеток штамма E.coli PLT90, трансформированных 
плазмидой pEL5a без вставки вирусоспецифической ДНК, положительных реакций
с образцами сывороток опытной и контрольных групп не выявлено.

Сравнительные анализ результатов ИФА, полученных с использованием нашего
рекомбинантного белка и референс-набора «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G», Е-151, НПО
«Диагностические системы» (ОПкр. = 0,195) показал полное совпадение: среди об-
следованных больных ГЕ 
и реконвалесцентов не 
выявлено ложноотрица-
тельных образцов, среди 
обследованных здоровых 
доноров и контрольных 
групп — ложноположи-
тельных образцов.

На территории
России и большинства 
других стран наиболее
распространен ВГЕ 3
генотипа, что объясняет 
использование в произ-
водимых в России и за 
рубежом тест-системах 
для серодиагностики ГЕ
в качестве антигенной 

Результаты иммуноферментной оценки полученного рекомбинантного
антигена ORF3 ВГЕ 3 генотипа

Обследуемая группа

Количество 

исследо-

ванных 

образцов

Средняя величина оптической плотности

при λ=450 нм, ОП сред. (М±m)

ORF3 ВГЕ

3 генотипа

β-галактозидаза

E.coli

Референс-набор

«ДС-ИФА-АНТИ-

HEV-G», Е-151

ОПкр. = 0,195

Больные ГЕ и ре-

конвалесценты

50 0,407±0,030 0,024±0,002 0,832±0,09

Здоровые доноры 75 0,047±0,006 0,022±0,002 0,029±0,005

Больные ВГА 20 0,084±0,001 0,025±0,002 0,038±0,006

Больные ВГВ 20 0,026±0,002 0,027±0,001 0,027±0,004

Больные ВГС 20 0,025±0,004 0,024±0,002 0,031±0,005

ВИЧ-инфициро-

ванные 

20 0,079±0,005 0,024±0,001 0,046±0,008

Больные ВПГ-1,2 20 0,091±0,006 0,026±0,002 0,026±0,010

Больные ЦМВ 20 0,033±0,006 0,025±0,003 0,034±0,007
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основы рекомбинантных полипептидов, содержащих фрагменты белка ORF3 ВГЕ 
3 генотипа различной длины. Небольшой размер белка ORF3, отсутствие значи-
мых аминокислотных гомологий с белками других вирусов, наличие антигенных 
сайтов на всем протяжении белка определили задачу данного исследования: по-
лучение рекомбинантного аналога полноразмерного белка ORF3 ВГЕ 3 генотипа.
Предполагаемое рядом авторов конформационное экранирование эпитопов в со-
ставе рекомбинантных аналогов полноразмерного белка ORF3 [14] с большой ве-
роятностью не имеет места в случае полученного нами белка, поскольку методика 
его очистки из нерастворимых телец включений содержит этап денатурации. В пер-
вичной структуре полученного рекомбинантного белка выявлена одна аминокис-
лотная замена, затрагивающая иммунодоминантный домен, что может приводить 
к штаммоспецифичной вариабельности антигенных свойств ВГЕ и свидетельство-
вать об уникальности антигена, полученного на основе природного изолята вируса. 
Поскольку в научной литературе имеются сообщения о перекрестной иммунореак-
тивности при выявлении антител к ВГЕ и некоторым герпесвирусам (ВЭБ, ЦМВ), 
осложняющей интерпретацию результатов серодиагностики ГЕ [10, 12], проведено 
сравнение аминокислотных последовательностей разработанного нами антигена и 
белков герпесвирусов, показавшее отсутствие протяженных гомологичных участ-
ков. Методами иммуноблоттинга и ИФА в реакциях с сыворотками крови боль-
ных ГЕ и групп сравнения, включающими образцы с серологическими маркерами 
инфицирования ЦМВ и ВЭБ, показана антигенная специфичность полученного
рекомбинантного полипептида. Однако для более надежного обоснования возмож-
ности применения в диагностических тестах требуется дополнительное расширен-
ное и более детальное исследование его иммунореактивных свойств.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и на-
уки Российской Федерации (Соглашение № 14.613.21.0057 от 28.07.2016, уникаль-
ный идентификатор проекта RFMEFI61316X0057).
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МИКРОБИОТА НИЖНИХ ОТДЕЛОВ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ ПРИ 
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Цель. Определить композиционный состав микробиоты и частоту выявления от-
дельных бактериальных видов в образцах мокроты у пациентов с бронхиальной астмой 
(БА), хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) и их сочетанной формой.
Материалы и методы. Проведено бактериологическое исследование образцов индуци-
рованной мокроты больных хроническими обструктивными заболеваниями легких (БА, 
ХОБЛ). Результаты. У больных сочетанной формой БА и ХОБЛ обнаружен более раз-
нообразный видовой состав Streptococcus sрp. и Staphylococcus spр., грамотрицательные 
палочки Klebsiella pneumoniaе, Escherichia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, 
Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia, грамположительные палочки и палочковидные 
бактерии Corynebacterium spр., Actinomyces spр. и Tsukamurella рaurometabola в сравнении
с пациентами, страдающими только астмой или ХОБЛ. Отмечено изменение микробного
состава (преобладание Streptococcus spр., Neisseria subflava и снижение Enterococcus sрр.)
у пациентов с ХОБЛ и сочетанной формой ХОБЛ и БА, осложненных дыхательной
недостаточностью, эмфиземой легких и/или диффузным пневмосклерозом. Заключение.
Видовое разнообразие респираторной микробиоты является не только фактором риска
прогрессирующего течения легочных заболеваний, но и свидетельствует о тех изменениях 
в структуре ткани легкого, которые происходят в процессе хронического воспаления.
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