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В области core гена вируса гепатита С (ВГС) располагается альтернативная рамка считывания, кодирующая один бе-
лок, известный как белок F, или core+1/ARFP. Наличие антител к белку F ВГС в сыворотке крови больных хроническим ге-
патитом С свидетельствует об экспрессии белка in vivo. В данной работе отработана методика иммуноферментного 
анализа (ИФА) с использованием синтетического пептида F10, соответствующего антигенной детерминанте белка F 
ВГС субтипа 1b, для определения антител к белку F в образцах сыворотки крови. Иммуногенность и иммунохимическая 
специфичность синтетического пептида F10 доказана на лабораторных животных (мышах). 
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Alternative reading frame encoding a single protein known as protein F or core + 1 / ARFP is located in the core region of 
the hepatitis C virus (HCV) genome. The presence of antibodies to the F protein of HCV in the serum of patients with chronic 
hepatitis C indicates the expression of this protein in vivo. In this study, to determine antibodies to the F protein of HCV in serum 
samples the methodology of the enzyme immunoassay (ELISA) was developed using the synthetic peptide F10 corresponding to the 
antigenic determinant of the F protein of the HCV subtype 1b. The immunogenicity and immunochemical specificity of synthetic 
F10 peptide has been demonstrated in laboratory animals (mice).
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Введение. Вирусный гепатит С является одной из ведущих 
причин хронических заболеваний печени с высоким риском 
развития цирроза печени и гепатокарциномы [1]. В изучении 
гепатита С актуальным остаётся поиск факторов, влияющих 
на прогрессирование инфекционного процесса.

Высокая генетическая вариабельность вируса гепатита С 
(ВГС) определяет появление постоянно меняющихся анти-
генных структур вируса. Геном вируса представлен (+)-цепью 
РНК длиной около 9600 нуклеотидов. Открытая рамка счи-
тывания (ORF), ограниченная 5’-UTR и 3’-UTR (untranslated 
region – нетранслируемыми участками), кодирует полипро-
теин, состоящий из ~ 3000 аминокислотных остатков (а.о.). 
Во время вирусной репликации полипротеин расщепляется 
вирусными и клеточными протеазами на 10 белков: три струк-
турных (core, Е1, Е2) и семь неструктурных (р7, NS2, NS3, 
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). В области core гена располагается 
дополнительная альтернативная рамка считывания, которая 
кодирует один белок, получивший название F (frameshift) или 
core+1/ARFP (alternative reading frame protein) [2, 3]. Состав и 
длина белка F варьируют в зависимости от генотипа вируса, 
его роль в морфогенезе вируса и патогенезе инфекционного 
процесса остаётся неясной [4, 5, 6]. Обнаружение антител к 
этому белку в сыворотке крови пациентов, инфицированных 
ВГС, указывает на его экспрессию в процессе естественного 
течения гепатита С. В ряде исследований установлено, что ан-
титела к данному белку имеют около 25% пациентов с хрони-
ческим гепатитом С (ХГС) и 50% больных ХГС с первичным 
раком печени [7, 8]. 

Целью данного исследования была отработка методики 
выявления антител к белку F ВГС в образцах сыворотки кро-
ви методом иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием синтетического пептида.

Материал и методы. В работе исследованы 165 образцов 
сыворотки крови, полученных от доноров станций перелива-
ния крови. В рамках регламентированного скрининга донор-
ской крови все образцы проанализированы на наличие серо-
логических маркеров к ВГС, вирусу гепатита В (ВГВ) и ви-
русу иммунодефицита человека (ВИЧ). Из данных образцов 

сформированы 5 панелей: панель № 1 включала анти-ВГС-
позитивные образцы сыворотки крови (n = 72); панель № 2 
– анти-ВИЧ-позитивные/анти-ВГС-позитивные образцы сы-
воротки крови (n = 35); панель № 3 – анти-ВИЧ-позитивные/
анти-ВГС-негативные образцы сыворотки крови (n = 7); 
панель № 4 – HBsAg-позитивные/анти-ВГС-негативные об-
разцы сыворотки крови (n = 31); панель № 5 – анти-ВГС-
негативные/анти-ВИЧ-негативные/HBsAg-негативные об-
разцы сыворотки крови (n = 20).

Синтетический пептид F10 получен путём твёрдофазного 
синтеза (ООО «НПФ Верта», г. Санкт-Петербург). Последова-
тельность аминокислот синтетического пептида (110–131 а.о.) 
соответствовала антигенной детерминанте белка F/core+1/
ARFP изолятов ВГС субтипа 1b.

Иммуногенные свойства синтетического пептида F10 из-
учены на лабораторных животных (мышах). Для получения 
гипериммунных сывороток иммунизировали самок мышей 
линии BALB/c в возрасте 12 нед (массой 35 г). Синтетиче-
ский пептид F10 растворяли в 0,9% растворе хлорида натрия 
в концентрации 1 мг/мл, смешивали с равным объёмом пол-

Т а б л и ц а  1
Результаты выявления антител к белку F ВГС в образцах сыво-
ротки крови 

Панель Количество 
образцов

Анти-F-позитивные 
образцы, n (%)

№ 1 – анти-ВГС(+) 72 7 (9,7)
№ 2 – анти-ВИЧ(+)/анти-
ВГС(+)

35 7 (20,0)

№ 3 – анти-ВИЧ(+)/анти-
ВГС(-)

7 0

№ 4 – HBsAg(+)/анти-ВГС(-) 31 0
№ 5 – анти-ВГС(-)/анти-
ВИЧ(-)/HBsAg(-)

20 0

В с е г о . . . 165 14 (8,5)
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Для оценки статистической значимости отличий между 
панелями № 1 (анти-ВГС- позитивные образцы сыворотки 
крови) и № 2 (анти-ВИЧ-позитивные/анти-ВГС-позитивные 
сыворотки крови) для качественных признаков применяли 
критерий хи-квадрат (χ2). Статистически значимыми счита-
лись отличия при р < 0,05.

Результаты. Антитела к синтетическому пептиду F10 
в образцах сыворотки крови мышей определяли методом 
ИФА после последней иммунизации. В сыворотке крови ин-
тактных мышей специфические антитела к синтетическому 
пептиду не выявлялись. В образцах сыворотки крови имму-
низированных мышей титр антител к пептиду F10 составил 
1:1600 (рис. 1), что свидетельствует об иммуногенности син-
тезированного пептида.

В образцах сыворотки крови, полученных от доноров, 
антитела к белку F ВГС определяли, используя метод ИФА. 
При отработке методики постановки ИФА была определена 
оптимальная концентрация пептида в составе иммуносорбен-
та. Для этого в лунки планшета сорбировали синтетический 
пептид F10 в концентрациях 2; 5 и 10 мкг/мл. Иммунную 
(ИМС) и нормальную мышиные сыворотки (НМС) вносили 
в разведении 1:400 и измеряли ОП, используя конъюгат на 
основе козьих поликлональных антител к IgG мыши (рис. 2). 
Концентрация пептида для сорбции, при которой наблюда-
лись максимальные различия между значениями ОП положи-
тельного образца и контрольных отрицательных образцов, не 
содержащих антител к ВГС, составила 5 мкг/мл.

Образцы сыворотки крови из 5 сформированных панелей 
проанализировали с учётом выбранных оптимальных пара-
метров постановки ИФА. Доля обнаружения положитель-
ных образцов сыворотки крови с КП более 2,0 для каждой 
панели приведена в табл. 1. Антитела к белку F не опреде-
лялись в анти-ВГС-негативных/анти-ВИЧ-негативных/
HBsAg-негативных образцах сыворотки крови, а также сре-
ди анти-ВИЧ-позитивных/анти-ВГС-негативных, HBsAg-
позитивных/анти-ВГС-негативных образцов. На основании 
критерия хи-квадрат (табл. 2) статистически значимых раз-
личий между образцами сыворотки крови панелей № 1 и № 2 
не выявлено (χ2 = 2,1876; p = 0,139).

Положительные образцы из панели № 1 были пулиро-
ваны. Аналогично пулированы положительные образцы из 
панели № 2 и отрицательные образцы из панели № 5. Для 
доказательства специфичности синтезированного пептида 
F10 проведён ИФА с предварительной блокировкой пепти-
да F10 иммунной мышиной сывороткой. Для этого в лунки 
планшета с сорбированным пептидом вносили растворы им-

ного адъюванта Фрейнда (ПАФ) и вводили подкожно по 200 
мкл. Мышей иммунизировали 4-кратно с интервалом 2 нед. 
Кровь забирали тотально через 12 дн после последнего вве-
дения антигена. Полученные сыворотки аликвотировали и 
хранили при температуре -20°С. 

Синтетический пептид F10 сорбировали в лунках 96-
луночных планшетов фирмы «NUNC» (Дания) в 0,02 М 
бикарбонатно-карбонатном буферном растворе с pН 9,6 в 
течение 24 ч при комнатной температуре. Для блокировки 
свободных центров связывания на планшетах использова-
ли фосфатно-солевой раствор с рН 7,2 с добавлением 0,1% 
Tween-20 (ФСР-Т) и 1% бычьего сывороточного альбу-
мина. Исследуемые образцы сыворотки крови вносили в 
лунки по 100 мкл в разведении 1:10 в буферном растворе. 
При анализе образцов сыворотки крови человека исполь-
зовали пероксидазный конъюгат на основе моноклональ-
ных антител к тяжёлой цепи IgG человека; при анализе 
мышиной сыворотки крови - пероксидазный конъюгат 
на основе козьих поликлональных антител к IgG мыши, 
разведённый в растворе ФСР-T, содержащем 1% сыво-
ротки крупного рогатого скота. Субстратом служил рас-
твор 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина с перекисью водорода 
(ТМБ). Инкубацию осуществляли в течение 45 мин при 
температуре 37ºС. После каждой инкубации планшет про-
мывали раствором ФСР-Т 5 раз. Оптическую плотность 
измеряли на спектрофотометре при длине волны 450 нм, 
референс-фильтр 630 нм. Результаты анализа оценивали 
по величине коэффициента позитивности (КП) - отноше-
нию оптической плотности (ОП) исследуемого образца к 
критической оптической плотности (ОПкрит), где ОПкрит 
= 0,2 + ОПсрК(-) (ОПсрК(-) – среднее значение ОП для отри-
цательного контроля). Положительными считали образцы, 
величина КП которых больше 2,0.

Т а б л и ц а  2
Антитела к белку F ВГС в образцах сыворотки крови панелей № 
1 и № 2  

Показатель Анти-
ВГС(+)

Анти-ВИЧ(+)/ 
анти-ВГС(+)

Всего

Анти-F(+) 7 7 14
Анти-F(-) 65 28 93
В с е г о . . . 72 35 107

Рис.2. Значения ОП после блокировки синтетического пеп-
тида ИМС и НМС при анализе пулированных анти-ВГС-
позитивных образцов сыворотки крови из панели 1 (А), 
анти-ВИЧ-позитивных/анти-ВГС-позитивных образцов сы- 
воротки крови панели 2 (Б) и пулированных анти-ВГС-
негативных/анти-ВИЧ-негативных/HBsAg-негативных об-
разцов сыворотки крови из панели 5 (В).  

Рис.1. Показатели ОП при различных разведениях образцов 
иммунной мышиной сыворотки (ИМС) и неиммунной мы-
шиной сыворотки крови (НМС).
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мунной и неиммунной мышиной сыворотки крови в разведе-
нии 1:400. Инкубировали 45 мин при температуре 37°С, от-
мывали планшет раствором ФСР-Т 5 раз и далее проводили 
анализ, как описано выше. Как показано на рис. 2, ИМС бло-
кирует сайты связывания сорбированного пептида и снижает 
значения ОП для положительных образцов из панелей № 1 и 
№ 2, что доказывает специфичность пептида F10.

Заключение. В ходе проведённого исследования оптими-
зированы основные параметры постановки ИФА для обна-
ружения антител к синтетическому пептиду F10, соответ-
ствующему антигенной детерминанте белка F/core+1/ARFP 
изолятов ВГС субтипа 1b. Доказана иммуногенность и имму-
нохимическая активность синтетического пептида F10.
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Выявление мутаций гена УДФ-глюкуронилтрансферазы А1 (UGT1A1) имеет важное практическое значение. Носите-
ли мутантных генотипов, главным образом *28/*28, характеризуются сниженной функцией глюкуронирования и экс-
креции ряда эндогенных и экзогенных токсинов. Установлена чёткая ассоциация некоторых форм доброкачественной 
гипербилирубинемии (особенно синдрома Жильбера) с мутациями в промоторной и экзонной областях UGT1A1. С другой 
стороны, носители различных генотипов UGT1A1 существенно различаются особенностями метаболизма ряда распро-
странённых лекарственных препаратов (иринотекана, белиностата и др.), что требует дозирования этих лекарств с 
учётом индивидуального генетического статуса пациента.  
Проведён анализ современных технических решений для генодиагностики мутаций UGT1A1. Особое внимание уделено 
обсуждению отечественных разработок для генотипирования UGT1A1. Сделано заключение о небольшом ассортименте 
соответствующих тест-систем российского производства. В ряде случаев нет данных об их основных аналитических 
и диагностических характеристиках. При разработке дизайна диагностикумов используются различные методические 
подходы, что позволяет потенциальным потребителям сделать выбор в зависимости от финансово-технических воз-
можностей лаборатории, объёма проводимых исследований, квалификации персонала. Для инструментального обеспе-
чения исследования UGT1A1 достаточным может быть лабораторное оборудование отечественных производителей, 
что позволило бы построить весь аналитический цикл на основе принципа импортозамещения.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  генодиагностика, UGT1A1, синдром Жильбера, рак, иринотекан.


