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Аннотация: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) яв-

ляется природно-очаговым инфекционным заболеванием, которое представ-

ляет собой угрозу общественному здравоохранению. Большинство случаев 

ГЛПС в России регистрируются в Поволжье, где в качестве инфекционного 

агента в основном идентифицируется вирус Пуумала (PUUV). Лечение ГЛПС 

носит симптоматический характер, при этом отсутствие специфических мер 

профилактики, равно как и одобренных вакцин, являются существенным недо-

статком. С недавнего времени микровезикулы (МВ) рассматриваются в каче-

стве перспективных носителей для доставки вакцинных антигенов, поскольку 

было показано, что они индуцируют врожденные и адаптивные иммунные ре-

акции. Целью настоящего исследования являлась оценка эффективности (МВ) в 

качестве средств для доставки структурных белков PUUV и индукция иммун-

ного ответа. Нами было показано, что МВ, несущие белки нуклеокапсида (N) и 

гликопротеины (Gn / Gc) PUUV способны индуцировать специфический гумо-

ральный иммунный ответ in vivo, что является одним из ключевых факторов в 

разработке методов вакцинопрофилактики. 

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, мик-

ровезикулы, ортохантавирус, гуморальный иммунный ответ, вакцина. 

Введение. Геморрагические лихорадки, вызываемые ортохантавирусами, 

являются природно-очаговыми инфекционными заболеваниями, которые пред-

ставляют значительную угрозу общественному здравоохранению [10]. В 

2020 году в России было зарегистрировано 3845 случаев хантавирусной инфек-

ции, большинство из которых было отмечено в Поволжье [1]. Несмотря на низ-

кий уровень смертности (0–0,4%), ГЛПС часто сопровождается серьезными 

осложнениями, затрагивающими сердечно-сосудистую и выделительную си-

стемы [2; 16]. 

Вирус Пуумала (PUUV), представитель рода ортохантавирусов, является 

возбудителем ГЛПС в Республике Татарстан [20]. Ортохантавирусы имеют од-

ноцепочечный РНК-геном с отрицательной полярностью [8]. Геном содержит 
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три сегмента – L, M и S, которые кодируют РНК-зависимую РНК-полимеразу 

(RdRp), гликопротеины оболочки (Gn и Gc) и белок нуклеокапсида (N), соответ-

ственно [11;14]. Было показано, что белок нуклеокапсида (N) и гликопротеины 

оболочки (Gn /Gc) могут вызывать специфические иммунные реакции [9;3], и 

они использовались в качестве компонентов нескольких вакцин [4;12]. Однако, 

в настоящее время в Российской Федерации нет одобренной вакцины для про-

филактики ГЛПС. 

В последнее время мембранные микровезикулы (МВ) привлекли внимание 

как потенциальные средства для доставки вакцин [17]. МВ представляют собой 

наноразмерные внеклеточные пузырьки, которые в норме продуцируются всеми 

типами клеток путем прямого выделения из плазматической мембраны [18;15]. 

Потенциал доставки MVS был подтвержден активацией специфического иммун-

ного ответа против их груза посредством поглощения антигена антигенпрезен-

тирующими клетками [5; 13]. 

В рамках данного исследования была проведена оценка эффективности МВ, 

несущих белки PUUV, в индукции гуморального иммунного ответа in vivo. 

Материалы и методы 

Клетки. Мезенхимные стволовые клетки (мМСК) были выделены из жиро-

вой ткани мышей C57BL/6 [19]. Жировую ткань измельчали, промывали физио-

логическим раствором и подвергали ферментативной обработке с использова-

нием 0,4% раствора коллагеназы (Biolot, Санкт-Петербург, Россия) в течение 1 

часа при 37°C с интенсивным встряхиванием при 220 об/мин. Клетки осаждали 

центрифуге, трижды промывали физиологическим раствором и высевали в куль-

туральные флаконы. мМСК культивировали на среде DMEM (ПанЭко, Россия), 

с 10% содержанием эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глутамина и 1% 

смеси антибиотиков пенициллина-стрептомицина. 

Генетическая модификация мМСК. Клетки мМСК трансдуцировали реком-

бинантным лентивирусом (LV-PUUV-S, LV-PUUV-M и LV-Katushka2S), несу-

щим PUUV N, Gn/Gc или красный флуоресцентный белок Katushka2S (MOI 100), 



Издательский дом «Среда» 
 

4     https://phsreda.com 

Содержимое доступно по лицензии Creative Commons Attribution 4.0 license (CC-BY 4.0) 

используя среду Opti-MEM (Gibco, Гранд-Айленд, Нью-Йорк, США) с добавле-

нием протамин сульфата в гневной концентрации 8 мкг/мл (Sigma, Сент-Луис, 

США). Клетки собирали через 48 ч для выделения МВ. 

Получение МВ. Микровезикулы получали из генетически модифицирован-

ных мМСК с использованием цитохалазина В (10 мкг/мл). После инкубации сус-

пензию клеток интенсивно перемещивали на вортексе с дальнейшим центрифу-

гированием при 700 об/мин в течение 10 мин и последующими центрифугирва-

ниями супернатанта при 700 об/мин в течение 20 мин и 15 000 об/мин в течение 

25 мин. 

Эксперименты in vivo. Самки мышей C57Bl/6 (возраст 8–10 недель) разде-

лили на 5 групп (в каждой по 8 животных) и получали подкожную инъекцию 

препарата МВ, содержащих белок PUUV-N, или белки PUUV-Gn/Gc, а также 

комбинацию этих белков. А также контрольные группы, одну с введением пре-

парата МВ, содержащих красный флуоресцентный белок Katushka2S, а другая с 

введением физиологического раствора. Животным вводили МВ по (15 мкг/50 

мкл) [6; 7]. Экспериментальный протокол in vivo был одобрен локальным этиче-

ским комитетом Казанского Университета Институциональные (протокол №23. 

30.06.2020). 

Иммуноферментный анализ (ИФА). Выявление антител IgG в сыворотке 

подопытных животных проводили с использованием коммерческого набора Век-

тоХанта IgG (Вектор Бест, Уфа, Россия) согласно рекомендованному протоколу 

с некоторыми модификациями: вместо конъюгата планшет инкубировали с ан-

тителами осла к IgG мыши, конъюгированными с пероксидазой хрена (Sigma, 

Дармштадт, Германия) в разведении 1:5000. Визуализацию иммунопреципитата 

осуществляли путем добавления субстрата 3`3`5`5` – тетраметилбензидина. 

Остановку реакции проводили путем добавления эквимолярного объема 10% ор-

тофосфорной кислоты. Регистрацию результатов оценивали на планшетном 

спектрофотометре Tecan при длине волны 450 нм и референсном значении 650 

нм. 
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Результаты. Введение препаратов МВ, содержащих N белок PUUV, или 

белки G оболочки PUUV, а также комбинацию этих белков, осуществляли под-

кожно из расчета 15 мкг в объеме 50 мкл. В качестве контрольной группы слу-

жили животные, которым вводили эквимолярный объем физиологического рас-

твора, а также группа животных с введением препарата МВ, содержащих крас-

ный флуоресцентный белок Katushka2S. Для оценки иммунологическпих реак-

ций, образцы сыворотки собирали через 14 и 28 дней после введения МВ. Выяв-

ление специфичных антител IgG к белкам ортохантавирусов осуществляли ме-

тодом иммуноферментного анализа с использованием набора ВектоХанта IgG 

(Вектор Бест, Россия). 

Значительное увеличение уровня антител IgG было зафиксировано у мы-

шей, получавших МВ, одновременно несущих белки N и Gn/Gc, через 14 дней 

по сравнению с группой МВ-Katushka2S (рис. 1). 

 

Рис. 1. Уровень антител IgG к белкам ортохантавирусов 14 суток 

после введения МВ. Ось ординат – данные оптической плотности при OD450. 

Данные представлены в виде медианы ± С.О. * p <0,05, ** p <0,01, *** p 

<0,005. Значение p <0,05 считалось статистически значимым 
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Статистически значимое увеличение уровня сывороточных IgG у мышей, 

получавших МВ, несущих PUUV N или Gn/Gc, а также комбинацию данных бел-

ков, было установлено через 28 дней после введения, по сравнению с МВ-

Katushka2S (рис. 2). 

 

Рис. 2. Уровень антител IgG к белкам ортохантавирусов 28 суток 

после введения МВ. Ось ординат – данные оптической плотности при OD450. 

Данные представлены в виде медианы ± С.О. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,005. 

Значение p <0,05 считалось статистически значимым 

Обсуждение. Целью настоящего исследования являлась оценка иммуноген-

ного потенциала МВ, выделенных из МСК, экспрессирующих структурные 

белки ортохантавируса PUUV и их комбинации. Нами было установлено, что МВ 

способны индуцировать гуморальный иммунный ответ in vivo. Было показано, 

что МВ, одновременно экспрессирующие белки N и Gn/Gc, обеспечивали фор-

мирование IgG спустя 14 и 28 дней после введения. Интересно, что МВ, несущие 

комбинацию белков PUUV N и Gn/Gc, обладали более высокой способностью 

индуцировать гуморальный иммунный ответ по сравнению с МВ, содержащими 

отдельные вирусные белки. Таким образом, наши данные свидетельствуют о 

том, что МВ могут быть использованы в качестве носителя для доставки белков 

PUUV и способны обеспечивать формирование гуморального иммунного ответа 

на белки ортохантавируса. 
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