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РАЗРАБОТКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ КЛАССА 
G К ВИРУСУ ГЕРПЕСА ЧЕЛОВЕКА 7 ТИПА МЕТОДОМ ИММУННОГО БЛОТТИНГА  
В ФОРМАТЕ «WESTERN BLOT»
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Разработан новый оригинальный отечественный набор реагентов для определения иммуноглобулинов класса G к от-
дельным антигенам вируса герпеса человека 7 типа методом иммунного блоттинга в формате «Western-blot». Прове-
дены предварительные клинические испытания с использованием 134 сывороток здоровых детей в возрасте 1-16 лет, 
проходивших диагностическое обследование. Исследование диагностической эффективности нового набора показало 
высокую чувствительность, сопоставимую с чувствительностью реакции непрямой иммунофлюоресценции, а также 
высокую специфичность, проявляющуюся в отсутствии ложноположительных результатов при исследовании образцов, 
содержащих иммуноглобулины класса G к вирусу герпеса 6 типа.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус герпеса человека 7 типа (ВГЧ-7); вирус герпеса человека 6 типа; иммунный блоттинг 
(ИБ); иммуноферментный анализ (ИФА); иммуноглобулины класса G (IgG).
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A new original domestic set of reagents has been developed for the determination of class G immunoglobulins to individual human 
herpes virus antigens of type 7 by the method of immune blotting in the “Western-blot” format. Preliminary clinical trials were 
conducted using 134 serums of healthy children aged 1-16 years who underwent diagnostic testing. Study of diagnostic efficiency of 
the new kit showed high sensitivity, comparable to the sensitivity of the reaction indirect immunofluorescence and high specificity, 
which is manifested in the absence of false positive results when testing samples containing immunoglobulin G to herpes virus 6 type.
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Введение. Вирус герпеса человека 7 типа (ВГЧ-7), или 
Human Herpes Virus Type 7 (HHV-7) – Т-лимфотропный 
вирус, относящийся к семейству герпесвирусов (Her-
pesviridae), подсемейству бетагерпесвирусов (Betaher-
pesvirinae), роду Roseolovirus, был выделен из CD4+ 

Т-лимфоцитов периферической крови здорового взрос-
лого человека в 1990 г. [1, 2]. Геном ВГЧ-7 во многом 
гомологичен геному ВГЧ-6.

ВГЧ-7 широко распространен в человеческой попу-
ляции, по разным оценкам им заражено от 60 до 95 % 
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населения, при чем периодом наибольшего риска инфи-
цирования являются дети в возрасте 2-3 лет [3- 5]. Веро-
ятными путями заражения являются воздушно-капель-
ный, через слюну матери и грудное молоко, а также че-
рез кровь и ее компоненты при их переливании [3, 6, 7]. 

ВГЧ-7-инфекция во многом сходна с ВГЧ-6-
инфекцией и чаще всего протекает бессимптомно. Ее 
манифестными формами являются синдром хрониче-
ской усталости, внезапная экзантема, лимфопролифера-
тивные заболевания. ВГЧ-7-инфекция нередко сочета-
ется с другими герпесвирусными инфекциями, у лиц с 
иммунодефицитами различного происхождения может 
вызывать тяжелые системные поражения [8 - 11].

Диагностика ВГЧ-7-инфекции крайне важна при не-
обходимости определения этиологии сыпи у детей, при 
обследовании лиц с иммунодефицитами различного 
происхождения, при обследовании доноров и реципи-
ентов органов и тканей в трансплантологии, в эпидеми-
ологических исследованиях для оценки фактического 
распространения инфекции [12]. С этой целью могут 
быть использованы различные лабораторные методы ис-
следования, но наиболее перспективным из них, с точки 
зрения диагностической эффективности и практической 
реализуемости в обычных КДЛ, следует считать вы-
явление вирус-специфических IgG и IgM к отдельным 
антигенам возбудителя методом иммунного блоттинга 
(ИБ) [13, 14]. 

ВГЧ-7 потенциально кодирует как минимум 84 разных 
белка (антигена). К ним относятся регуляторные и струк-
турные белки, белки, необходимые для репликации ДНК 
и нуклеотидного обмена, а также белки, ответственные за 
сборку вирионов. К белкам, которые экспрессируются в 
инфицированных лимфоцитах и являются иммуногенны-
ми при исследовании сыворотки крови взрослого челове-
ка, относятся белки с молекулярными массами (Mr) от 30 
до 136 килоДальтон (кДа) [15, 16]. 

Из 84 разных белков, кодируемых геномом ВГЧ-7, 
наиболее иммунологически значимы белки с моле-
кулярной массой 110 кДа (р110), 91 кДа (р91), 85 кДа 
(рр85), 80 кДа (gp80), 52 кДа (р52), 40 кДа (р40) и 34 кДа 
(р34). Причем белки р91, рр85, р52 считаются высоко-
специфичными для ВГЧ-7, остальные специфичны для 
него, но р40 и р34 перекрестно реагируют с антителами 
к ВГЧ-6 [14, 16-18]. 

Поскольку в настоящее время в Российской Федера-
ции нет не только отечественных, но и зарегистрирован-
ных импортных тест-систем для серологической диа-
гностики ВГЧ-7-инфекции методом ИБ, актуальность 
их разработки очевидна.

Целью данной работы стала разработка набора ре-
агентов, предназначенного для выявления IgG к ВГЧ-7 
методом иммунного блоттинга в формате «Western blot», 
и оценка его диагностической эффективности.

Материал и методы. В работе были использованы 
следующие материалы:

– нативный лизат ВГЧ-7 штамма SB фирмы «Zepto 
Metrix» (США) и белковый маркер молекулярной массы 
фирмы «Bio-Rad» (США);

– нитроцеллюлозная мембрана с диаметром пор 0,45 
мкм ф. «Sartorius» (Германия);

– акриламид ф. «Appli Chem» (Германия);
– бисакриламид ф. «Appli Chem» (Германия);
– конъюгат – козьи антитела против IgG челове-

ка, меченные щелочной фосфатазой фирмы «Jakson  
ImmunoResearch» (США);

– субстратный раствор, содержащий 5-бром-1-хлор-
3-индолилфосфат и нитроголубой тетразолий фирмы 
«Kem-En-Tec» (Дания);

– трис-солевой буферный раствор.
Электрофорез лизата и белкового маркера проводили в 

денатурирующих условиях по методу  U.K.Laemmli [19].
Электроперенос полученных при электрофорезе 

фракций проводили с использованием оборудования 
фирмы «Hoefer Scientific» (США).

В качестве клинического материала были использо-
ваны сыворотки клинически здоровых детей в возрас-
те от 1 года до 16 лет, полученные из диагностического 
центра «El Clinic» (г. Электрогорск) в количестве 134 об-
разцов. Эти образцы были исследованы на наличие IgG 
к ВГЧ-7 с использованием набора для реакции непрямой 
иммунофлюоресценции (РНИФ) «Human Herpes Virus 7 
IgG IFA Kit» фирмы «SCIMEDX Corporation» (США) и 
на наличие IgG к ВГЧ-6 с использованием иммунофер-
ментной тест-системы «ИФА-ВГЧ-6-IgG» фирмы ЗАО 
«ЭКОлаб» (РУ № РЗН 2020/9555 от 21.01.2020 г.) [20].

Результаты и обсуждение. Перечень задач, из реше-
ния которых и слагалась разработка нового набора, был 
определен нами еще при разработке аналогичных наборов 
для выявления антител к отдельным антигенам возбудите-
лей инфекций TORCH-группы и других герпесвирусных 
инфекций [21-28]. Он включал отработку оптимального 
режима приготовления иммуносорбента (подбор условий 
электрофореза вирусного лизата и электропереноса полу-
ченных фракций белков на нитроцеллюлозную мембра-
ну, блокирования на мембране сайтов неспецифического 
связывания белков), оптимальных параметров постанов-
ки анализа и учета его результатов, выбор рациональной 
комплектации набора и оценку чувствительности и спец-
ифичности полученной тест-системы. 

При этом в качестве оптимальных условий получе-
ния иммуносорбента были выбраны:

– загрузка лизата ВГЧ-7 на поверхность градиентно-
го ПААГ, полученного смешением 17% и 4% растворов 
акриламида и бисакриламида, из расчета 1 мкг на 1 мм2;

– продолжительность электрофореза белков в ПААГ –  
4,5 ч при 7 °С и меняющемся напряжении (250 В в нача-
ле процесса, 150 В – через 1 ч от начала процесса и 100 
В – через 2 ч от начала процесса);

– продолжительность электропереноса белков из 
ПААГ на нитроцеллюлозную мембрану – 3 ч при 15 °С 
и напряжении 100 В;

– блокирование мембран с нанесенными белками в 
течение 15 мин в трис-солевом буферном растворе.

На рисунке (см. обложку) приведен антигенный со-
став использованного вирусного лизата в сравнении с 
данными электрофоретического разделения белкового 
маркера молекулярной массы.

В качестве оптимальных условий проведения анали-
за были выбраны следующие:

– разведение образца 1:100;
– инкубация стрипов иммуносорбента с образцом в 

течение 2 часов при комнатной температуре на шейкере-
качалке;

– 3 промывки по 5 мин;
– инкубация с конъюгатом в течение 1 ч при комнат-

ной температуре на шейкере-качалке;
– 3 промывки по 5 мин;
– инкубация с субстратным раствором в темноте при 

комнатной температуре на шейкере-качалке;
– остановка реакции водой очищенной.
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Наиболее рациональной комплектацией набора была 
признана следующая: 

1.	 Иммуносорбент — 24 полоски (стрипа) из ни-
троцеллюлозной мембраны с нанесенными на них ме-
тодом электропереноса фракциями белков ВГЧ-7 (анти-

гены р110, р91, рр85, gp80, р52, р40, р34) и контрольной 
линией, представленной козьими антителами против 
IgG человека. 

2.	 Конъюгат — козьи антитела против IgG челове-
ка, меченные щелочной фосфатазой.

3.	 Окрашивающий раствор — 5-бром-4-хлор-3-
индолилфосфат и нитроголубой тетразолий.

4.	 10-кратный концентрат трис-солевого буфера 
[ТСБ(х10)].

5.	 Фотография референс-стрипа с проявленным 
белковым профилем антигенов ВГЧ-7 (р110, р91, рр85, 
gp80, р52, р40, р34).

При этом для интерпретации результатов иммуно-
блоттинга в соответствии с принятыми по данным лите-
ратуры оценками специфичности отдельных антигенов 
ВГЧ-7 должны использоваться следующие правила:

– положительный результат (+) – наличие хотя бы од-
ной ярко окрашенной полосы, соответствующей анти-
генам р91, рр80 и р52;

– отрицательный результат (-) – отсутствие любых 
окрашенных полос или окрашивание полос, соответ-
ствующих антигенам р40 и р34;

Т а б л и ц а  1
Результаты исследования возрастных групп детей в РНИФ

Возраст 
детей, годы

Число 
детей в 
группе

Результат исследования в РНИФ

положительный отрицательный

1-2 23 19 4
3-4 20 19 1
5-6 23 19 4
7-8 15 10 5
9-10 11 7 4
11-12 16 12 4
13-14 11 9 2
15-16 15 13 2
Итого 134 108 26

Т а б л и ц а  2
Спектры антител к антигенам ВГЧ-7 в образцах, положительных по результатам РНИФ и отрицательных по результатам ИФА  

в ИФТС «ИФА-ВГЧ-6-IgG»

№ п/п

Наличие антител к антигенам ВГЧ-7 
р91 рр85 р52 р110 gp80 р40 р34
высокоспецифичные гомологичные с 

ВГЧ-6
1. - + + - + - -
2. - + - - + + -
3. - + - - - + -
4. - + - - - - -
5. + + - + - + +
6. - + + - + + -
7. - + + - - + -
8. - + + - + + -
9. - + - - + - -
10. - + - - - - -
11. - + + - - - -
12. - + + - + - -
13. + + + - + + -
14. - + - + - - -
14. - + - - - - -
16. - + - - - - -
17. + + + - + + +
18. - + + - - + +
19. - + + - - + +
20. + + + - - + -
21. - + + - + +
22. - + + - + - -
23. - + + - + - -
24. - + + - - - -
25. - + + - + + +
26. + + - - - + +
27. - + - - - - -
28. - + + - + + -
29. - + - - + - +
30. - + + + + + +
31. - + - - + - -
32. - + + - - + +
33. - + - - + - -
34. - + - - - + -
35. - + - - - - -
36. - + - - - - -
37. - + + - - + -
38. - + + - + + -
39. - - + - - -

№ п/п

Наличие антител к антигенам ВГЧ-7 
р91 рр85 р52 р110 gp80 р40 р34
высокоспецифичные гомологичные с 

ВГЧ-6
40. - + + - - + -
41. - + - - - - -
42. - + + - - - -
43. - + + - + - +
44. + + - - - + +
45. - + + - - + +
46. - + - - - - -
47. - + + - - - -
48. - + + + + + +
49. - + + - - + +
50. - + - - - - -
51. - + + - + + -
52. + + - - + - -
53. - + + - + - -
54. - + + - + + -
55. - + - - + - -
56. + + + - + + +
57. + + + - + + +
58. + + - - + - -
59. - - - + - -
60. - + + - - - -
61. - + - + - -
62. - + - + + -
63. - + - - - - -
64. - + + - + + -
65. - + + - - - -
66. - + + - - - -
67. - + - - - + -
68. - + - - - - -
69. - + + - - - -
70. - + - - + - -
71. - + + - - - -
72. - + + - + + -
73. - + - - - - -
74. - + + - + + -
75. - + + - + - -
76. - + - - - - -
77. - + - - + - -
78. + + + - + + -

П р и м е ч а н и е . «-» – отсутствие антител, «+» – наличие антител.
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Т а б л и ц а  3
Спектры антител к антигенам ВГЧ-7 в образцах, положитель-
ных по результатам РНИФ и ИФА в ИФТС «ИФА-ВГЧ-6-IgG»

№ п/п

Наличие антител к антигенам ВГЧ-7
р91 рр85 р52 р110 gp80 р40 р34
высокоспецифичные гомологичные 

с ВГЧ-6
1. + + + - + - -
2. - + - - - - -
3. - + + - + - -
4. + + + - + + -
5. - + + - + - -
6. - + + - + - -
7. - + - - - - -
8. - + + + + + +
9. + + - - - + +
10. - + + - - + +
11. - + + - + - -
12 - + + - + - -
13. - + + - - - -
14. - + + - - - -
15. - + + + + - -
16. - + + - + - -
17. + + + - + - -
18. - + + - + + -
19. + + - - - - -
20. - + - - + - -
21. - + - - - -
22. - + - - + - -
23. - + - - - + -
24. - + + - + - -
25. - + - - + - +
26. - + + - + - -
27. - + + - + - -
28. - + + - + + -
29. - + + - + + -
30. - + - - + - -

П р и м е ч а н и е . «-» – отсутствие антител, «+» – наличие антител.

Т а б л и ц а  4
Доли образцов, в которых в ИБ выявлены антитела к отдельным антигенам ВГЧ-7

Антиген
ВГЧ-7

Количество образцов, в которых обнаружены антитела к антигену
в группе образцов, отрицательных по 

содержанию антител к ВГЧ-6
в группе образцов, положительных по 

содержанию антител к ВГЧ-6 суммарно по обеим группам

абс. число % абс. число % абс. число %
р91 11 14,1 5 16,7 16 14,8
рр85 78 100,0 30 100,0 108 100,0
р52 45 57,7 20 66,7 65 60,2
р110 5 6,4 2 6,7 7 6,5
gp80 37 47,4 21 70,0 58 53,7
р40 35 44,9 8 26,7 43 39,8
р34 17 21,8 4 13,3 21 19,4

– неопределенный результат (+/–) отсутствие или 
слабое окрашивание полос, соответствующих антиге-
нам р91, рр80 и р52, при наличии окрашенных полос, 
соответствующих любым прочим антигенам ВГЧ-7.

Итогом разработки явился набор реагентов «ИФА-
Блот-ВГЧ-7-IgG».  Его чувствительность и специфич-
ность были оценены по результатам исследования 134 
сывороток здоровых детей в возрасте от 1 года до 16 
лет, полученных из диагностического центра «El Clinic»  
(г. Электрогорск). 

При предварительном исследовании образцов в 
РНИФ в 26 образцах антитела к ВГЧ-7 не были обнару-
жены, а 108 образцов были признаны сероположитель-
ными в отношении ВГЧ-7. Распределение обследован-
ных детей в группы по возрасту и результаты их обсле-
дования в РНИФ приведены в табл. 1

Поскольку значимых различий в соотношениях по-
ложительных и отрицательных результатов исследова-
ния в РНИФ по возрастным группам не выявлено, даль-
нейший анализ был проведен уже без учета возраста 
обследованных.

Прежде всего следует отметить, что оценки образцов 
в РНИФ и ИБ полностью совпали – все 108 образцов, 
положительных по результатам РНИФ, были оценены 
как положительные в ИБ и, соответственно, все 26 от-
рицательных по результатам РНИФ образцов были оце-
нены как отрицательные и в ИБ. Иначе говоря, была по-
казана высокая диагностическая эффективность новой 
тест-системы.

Кроме того, было установлено, что из 26 образцов, 
отрицательных в РНИФ и ИБ по наличию антител к 
ВГЧ-7, было выявлено 13 отрицательных и 13 положи-
тельных по результатам оценки наличия в них антител 
к ВГЧ-6 в ИФА, а из 108 образцов, положительных по 
результатам РНИФ и ИБ, в 30 образцах были выявлены 
и в 78 – не выявлены антитела к ВГЧ-6 методом ИФА.

В табл. 2 и 3 представлены спектры антител к ВГЧ-7 
в образцах, соответственно, содержащих и не содержа-
щих антитела к ВГЧ-6.

Для сопоставления результатов ИБ по полученным 
спектрам антител в обеих группах были рассчитаны до-
ли образцов, в которых были выявлены антитела к от-
дельным антигенам ВГЧ-7 (табл. 4).

Не сложно убедиться в том, что доли образцов, в 
которых были выявлены антитела к отдельным анти-
генам ВГЧ-7, фактически не связаны с наличием или 
отсутствием в этих образцах антител к ВГЧ-6 (по дан-
ным ИФА), что позволяет рассматривать распределение 
спектров антител к ВГЧ-7 по всем образцам, получив-
шим положительную оценку в ИБ.

Таким образом, полученные данные являются сви-
детельством высокой специфичности разработанной 
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тест-системы, поскольку при исследовании сывороток, 
содержащих IgG к ВГЧ-6, ложноположительные резуль-
таты в отношении ВГЧ-7 выявлены не были.

Выводы. 
1. Разработан отечественный набор реагентов «ИФА-

Блот-ВГЧ-7-IgG», предназначенный для выявления ан-
тител класса G к вирусу герпеса человека 7 типа. Иссле-
дование диагностической эффективности нового набора 
показало высокую чувствительность, сопоставимую с 
чувствительностью реакции непрямой иммунофлюо-
ресценции, а также высокую специфичность, проявляю-
щуюся в отсутствии ложноположительных результатов 
при исследовании образцов, содержащих IgG к ВГЧ-6. 

2. Разработанный набор реагентов «ИФА-Блот-ВГЧ-
7-IgG» после получения регистрационного удостове-
рения может быть рекомендован медицинским учреж-
дениям для осуществления лабораторной диагностики 
ВГЧ-7-инфекции.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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«Разработка набора реагентов для выявления иммуноглобулинов класса G к вирусу герпеса чело-

века 7 типа методом иммунного блоттинга в формате "Western Blot"»

Рис. 1. Зависимость доли (в %) образцов с наличием IgG 
к ВЭБ от возраста детей
Сплошная линия графика – линия тренда. Рис. 2. Зависимость доли (в %) образцов  с наличием IgG к ВЭБ 

от возраста детей при изменении группировки детей по возрасту. 
Красная линия графика – линия тренда с линейной фильтрацией.
1 группа – 0,0-0,1 года; 2 группа –  0,2-0,6 года; 3 группа – 0,7-1,0 год; 4 группа 
– 1,1-1,5 года; 5 группа – 1,6-2,0 года; 6 группа – 2,1-2,5 года; 7 группа – 2,6-
3,0 года; 8 группа – 3,1-3,5 лет; 9 группа – 3,6-4,0 года; 10 группа – 4,1-6,0 лет; 
11 группа – 6,1-8,0 лет; 12 группа –  8,1-10,0 лет; 13 группа – 10,1-12,0 лет; 14 
группа – 12,1-14,0 лет; 15 группа – 14,1-16,0 лет; 16 группа – 16,1-18,0 лет. 

Антигенный состав лизата ВГЧ-7. 1 – результат электрофоретического разделения белкового маркера молекулярного веса;  
2 – результат исследования сыворотки, положительной по наличию IgG к ВГЧ-7, при инкубации с мембраной, на которую на-
несены электрофоретические разделенные антигены лизата ВГЧ-7 и контрольная линия (анти-IgG).
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