
ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность получения и исследования
псевдовирусных конструкций обусловлена 
их применением в ряде областей фундаментальной
биологии и биомедицины. Псевдовирусные
конструкции нашли широкое применение в качестве
основного компонента для создания вакцин [1–4] и
генотерапевтических векторов в биотехнологии [5, 6].
Псевдовирусная модель является предпочтительным
объектом для точного анализа фенотипа белков
оболочки вирусов, подверженных быстрому
накоплению мутаций in vivo [6]. С помощью
псевдовирусов исследуют молекулярные детерминанты
патогенности вирусов [6]. Альтернативой 
для заместительной ферментной терапии являются
нанореакторы, основанные на инкапсуляции 
фермента внутри вирусоподобных частиц [7].
Вирусоподобные частицы являются биоразлагаемыми,
единообразно организованными и пористыми
наноструктурами/наноконтейнерами, которые
транспортируют и защищают биокатализатор
(фермент) от воздействия внешней среды, не оказывая
существенного влияния на биологическую 
активность [7]. Для этого фермент инкапсулируют
внутри капсида, и затем поверхность нанореактора
может быть функционализирована специфическими
лигандами для нацеливания на определённые
рецепторы, клетки или ткани [7]. 

Псевдовирусные (инактивированные) частицы
получают инактивацией вирусов различными
химическими (обработка формальдегином, 
β-пропиолактоном) и физическими (облучением
волнами и частицами различной природы) методами.
Инактивация направлена на разрушение генетического
материала (ДНК или РНК) вируса с целью полного
подавления его способности к размножению, 
но с сохранением белковой части для выработки
антител к полученному псевдовирусу [3, 8–11]. 

В литературе описан электрохимический анализ
различных вирусов на основе геносенсорных 
и иммуносенсорных подходов [3, 12–16].
Электрохимические стратегии выявления вирусов
либо по РНК, либо по вирусным белкам или
антителам основаны на измерении сигналов 
с помощью медиаторов электронного переноса,
электроактивных и ферментативных меток, а также 
с использованием различных модификаций рабочих
электродов для увеличения электроактивной площади
и усиления сигнала. Прямой электроанализ вирусных
частиц на основе электрохимического профилирования
биомолекул в литературе не описан. Ранее 
мы применяли сравнительное электрохимическое
профилирование трансфицированных клеток и ДНК
для исследования процессов трансфекции и анализа
фрагментации ДНК при воздействии ферментов
рестрикции и при апоптозе [17, 18]. 
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Целью настоящей работы было прямое
электрохимическое профилирование вирусных частиц
полиомиелита, подвергнутых инактивации различными
дозами ионизирующего излучения (ускоренными
электронами) и обработанных формальдегидом. 
В связи с поставленной целью сформулированы
следующие задачи: 

- провести сравнительный анализ электрохимических
профилей вирусных частиц полиомиелита,
инактивируемых химическим способом и
ионизирующим излучением; 

- охарактеризовать природу регистрируемого сигнала
на основе данных электроанализа;

- рассчитать электрохимические параметры
(потенциал, максимальную амплитуду тока и площадь
пика) из электрохимических профилей; 

- проанализировать изменения электрохимических
параметров в зависимости от условий инактивации.

МЕТОДИКА

Клетки и вирусы

В качестве клеточной системы для наработки
вирусного материала использовали культуру клеток
линии Vero 10-87. Партии культуры-продуцента
готовили из клеточного пула аттестованного рабочего
банка клеток Vero (РБКVero, Федеральный научный
центр исследований и разработки иммунобиологических
препаратов имени М.П. Чумакова РАН (Институт
полиомиелита), Россия). 

Аттенуированные штаммы Сэбина вируса
полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, далее — SI) и
типа 3 (штамм Leon 12a1b, далее — SIII) использовали
для получения образцов и для постановки реакции
нейтрализации. Используемый в работе вирусный
материал получали из исходных штаммов путём
пассирования в клетках Vero. Клетки культивировали
в биореакторе с использованием микроносителей
Cytodex 1 (“Cytiva”, США) в питательной 
среде Игла МЕМ (Институт полиомиелита) 
с 5% сывороткой крови эмбрионов коров (“LTBiotech”,
Литва). Далее питательную среду Игла МЕМ 
заменяли средой поддержки (среда 199 без добавления
сыворотки) и проводили заражение клеток
необходимым штаммом вируса полиомиелита. Вирус
культивировали при температуре 34°С до полной
деградации монослоя клеток Vero на микроносителях
и проводили сбор вирусной суспензии. Суспензию
фильтровали с помощью каскадов фильтров рейтингом
(с размерами пор) 70 мкм — 0,65/0,45 мкм — 0,22 мкм.
Осветлённую вирусную суспензию концентрировали 
в 200–500 раз с помощью процедуры ультрафильтрации
в тангенциальном потоке с использованием мембраны
с отсечением 100 кДа [19, 20].

Инактивация вирусов

В работе исследовали псевдовирусные частицы —
вирусные частицы полиомиелита, подвергнутые
инактивации формальдегидом и различным дозам
ионизирующего излучения (ускоренными электронами).

Для инактивации формальдегидом концентраты
полиовирусов очищали с помощью хроматографических
процедур (гель-фильтрация и ионообменная
хроматография) [21, 22] и инкубировали 
с формальдегидом в концентрации 0,025% в течение
13 суток при температуре 37°С. После инактивации
образцы подвергали процедуре диализа и 
переводили в фосфатно-солевой буферный раствор
(“PanEco”, Россия) [20]. 

Для проведения инактивации полиовируса
ионизирующим излучением использовали образцы 
с титром вируса 1010 ТЦД50/мл. Образцы с вирусным
материалом фасовали по 3–4 мл в 5 мл криопробирки
и помещали в герметичные контейнеры. Облучение
образцов проводили в дозах 5–30 кГр при комнатной
температуре на импульсном линейном ускорителе
электронов с мощностью 15 кВт и энергией
электронов 10 МэВ. Облучение проводили с одной
стороны. Поглощенная доза набиралась за один цикл
облучения (не дробно). Образцы поступали на участок
облучения по роликовому конвейеру в герметичных
транспортных контейнерах; время нахождения 
“под лучом” — от 0,2 с до 2 с. Для проведения
дозиметрических исследований использовали
детектор поглощённой дозы утверждённого типа —
стандартный образец поглощённой дозы фотонного и
электронного излучений (сополимер с феназиновым
красителем) СО ПД (Ф) Р-5/50, паспорт стандартного
образца утверждённого типа ГСО 7865-2000, 
партия № 22.57. Для определения поглощённой 
дозы использовали спектрофотометр ПЭ-5400УФ
(“Экрос”, Россия). Фактические поглощенные дозы
составляли: 5,2±0,5 кГр, 11,4±1,4 кГр, 15,0±1,8 кГр,
23,3±2,8 кГр, 30,4±3,7 кГр.

Анализ остаточной инфекционности образцов вирусов

Эффективность проведённой инактивации
анализировали титрованием образцов 
на чувствительной культуре клеток Hep-2 (Cincinnati),
полученной из NIBSC (“Национальный институт
биологических стандартов и контроля”,
Великобритания) по 50-процентному цитопатическому
действию (ТЦД50) [23], а также с помощью
проведения серии пассажей на чувствительной
культуре клеток Vero и оценке состояния 
клеточного монослоя [24]. Клетки Hep-2 выращивали
в среде Игла MEM с двойным набором аминокислот и
витаминов, клетки Vero — в питательной среде ДМЕМ.
В обоих случаях в среду культивирования 
добавляли 5% эмбриональной телячьей сыворотки
(“Биолот”, Россия), стрептомицин (0,1 мг/мл) и
пенициллин (100 ед/мл) (“PanEco”, Россия).

Анализ содержания D-антигена

Анализ содержания D-антигена вируса
полиомиелита проводили с использованием 
ИФА тест-системы на основе очищенных
поликлональных антител кролика, специфичных 
к D-антигену. В 96-луночной панели (“Corning”,
Германия) сорбировали аффинно очищенный глобулин
класса G (Ig G) к вирусу полиомиелита (получен
посредством иммунизации кроликов очищенным
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антигеном и дальнейшей очистки с помощью
аффинной хроматографии) в течение 20 ч 
при температуре 2–8°С. После процедуры сорбции
проводили двукратную отмывку лунок с помощью
промывочного раствора (0,01 М фосфатно-солевой
буфер, рН 7,4, с 0,05% Tween 20). После 
удаления промывочного раствора проводили
процедуру блокировки с помощью блокирующего
раствора (0,01 М фосфатно-солевой буфер, 
рН 7,4, с 1 % эмбриональной телячьей сывороткой) 
в течение 1 ч при температуре 37°С. 
Исследуемые образцы, разведенные в ИФА-буфере
(0,01 M фосфатно-солевой буфер, рН 7,4, 
с 0,05% Tween 20 и 1% эмбриональной телячьей
сывороткой), добавляли в лунки планшета и
инкубировали в течение 2 ч при температуре 37°С.
Производили двукратную отмывку промывочным
буфером. Для детекции D-антигена использовали Ig G,
конъюгированный с биотином, к вирусу 
полиомиелита соответствующего типа (получен
посредством иммунизации кроликов очищенным
антигеном, дальнейшей очистки с помощью
аффинной хроматографии и биотинилированием), 
с которым образцы в лунках инкубировали 
в течение 1 ч при температуре 37°С, после чего
проводили отмывку промывочным буферным
раствором. В лунки добавляли конъюгат
стрептавидина с пероксидазой (“Sigma”, США) и
инкубировали в течение 1 ч при температуре 37°С,
после чего проводили двукратную отмывку
промывочным буферным раствором. Для детекции
использовали раствор тетраметилбензидина 
(раствор ТМБ, кат. № Т0440, “Sigma”), который
инкубировали в течение 15 мин. Результаты
регистрировали с использованием спектрофотометра
для микропланшетов iMark (“Bio-Rad”, США). 
В качестве стандартного образца использовали образец
с известным содержанием D-антигена, измеренным 
с использованием международного стандарта NIBSC
(“Национальный институт биологических стандартов
и контроля”, Великобритания).

Электрохимический анализ 

Электрохимические измерения проводили 
на потенциостате PalmSens (“PalmSens BV”,
Нидерланды) с программным обеспечением PSTrace
(версия 5.8). В работе использовали трёхконтактные
электроды (ПГЭ), полученные методом 
трафаретной печати (“КолорЭлектроникс”, Россия), 
с графитовыми рабочим и вспомогательным
электродами, хлоридсеребряным электродом сравнения.
Диаметр рабочего электрода составлял 0,2 см
(площадь 0,0314 см2). Все потенциалы приведены
относительно хлоридсеребряного электрода сравнения
(отн. Ag/AgCl). 

Однозамещенный фосфат калия и хлорид натрия
(“Реахим”, Россия) использовали для приготовления
0,1 М калий-фосфатного буфера, рН 7,4, содержащего
0,05 М NaCl (КФБ). Рабочий электрод модифицировали
2 мкл водной дисперсии (0,75±0,05) мг/мл одностенных
углеродных нанотрубок (УНТ), стабилизированных
карбоксиметилцеллюлозой (ПГЭ/УНТ, “OCSiAl”,

Россия). Электроды отсушивали в течение 30 мин 
при комнатной температуре, затем проводили 
их предобработку (4 скана в рабочем диапазоне
потенциалов). На модифицированный УНТ электрод
наносили 2 мкл аналита и инкубировали 24 ч при 4°C. 
Затем на электрод наносили 60 мкл электролитного
КФБ буфера и проводили измерения в горизонтальном
режиме в аэробных условиях при комнатной
температуре. Для анализа электрохимических
профилей использовали метод квадратно-волновой
вольтамперометрии (КВВА) в диапазоне 
потенциалов (0,0 ∩ 1,2) В с шагом потенциала 5 мВ,
амплитудой 20 мВ и частотой 10 Гц. 

Для обработки значений интенсивности сигналов
применяли программу PSTrace с корректировкой 
по базовой линии. Электрохимическими параметрами
служили численные значения максимальной
амплитуды тока пика окисления (в микроамперах, мкА)
и площадь пика (в мкА×В) при соответствующих
потенциалах (в Вольтах, В). Все приведённые
электрохимические данные представляют результаты
трёх параллельных экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С помощью электрохимического анализа
регистрируют белковые молекулярные профили
(сигнатуры) и нуклеотидные молекулярные профили
(после выделения ДНК, РНК) клеток [17, 18].
Сравнительный электроанализ псевдовирусных
частиц позволяет оценить влияние природы
химических реагентов или инактивационных
параметров электронного облучения на полиовирусы.
Полученные сравнительные электрохимические
профили полиовирусов отражают нарушение
конформации и, как следствие, изменение
экспонируемости капсидных белков вирусов 
для процесса электрохимического окисления
входящих в состав белков аминокислотных остатков.

Электроанализ образцов, подвергнутых 
химической инактивации

Электрохимические профили штаммов Сэбина
вируса полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) и
типа 3 (штамм Leon 12a1b, SIII), инактивированные
формальдегидом, исследованы методом КВВА (рис. 1)
на основе электроокисления аминокислотных
остатков, входящих в состав белкового капсида. 

Из полученных данных рассчитаны
количественные электрохимические параметры
(максимальная амплитуда тока и площадь пика 
при соответствующих потенциалах, таблица 1). 

Электрохимический профиль штамма Сэбина
вируса полиомиелита типа 1 (SI) содержал два пика
электроокисления с максимумом при потенциалах
0,53±0,01 В и 0,81±0,01 В (рис. 1, табл. 1).
Электроанализ белковых молекулярных отпечатков
штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 3 (SIII)
показал более сложный характер профиля
электроокисления по сравнению со штаммом вируса
полиомиелита типа 1 (SI) (рис. 1, табл. 1). Для штамма
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вируса полиомиелита типа 3 (SIII) зарегистрированы
два пика с максимумом при смещённом в катодную
область потенциала первого пика 0,42±0,01 В, 
что свидетельствует о термодинамически более
выгодном процессе электрооокисления на электроде, 
с широким “плечом” при 0,53±0,01 В и практически
неизменном потенциале второго пика 0,83±0,01 В
(рис. 1, и табл. 1). Была выявлена взаимосвязь между
концентрацией белков D-антигена и интенсивностью
максимальной амплитуды токов электрохимического
окисления штаммов вируса полиомиелита.
Полученные сравнительные электрохимические
параметры образцов SI и SIII (рис. 1) с разным
содержанием D-антигена при одинаковой концентрации
общего белка позволяют идентифицировать
регистрируемый сигнал как электроокисление именно
поверхностных белков капсида в исследованных
образцах полиовирусов.

Электроанализ образцов, подвергнутых облучению
ускоренными электронами

Методом КВВА исследованы пилотные образцы
вируса полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) 
в исходной концентрации 1010 частиц/мл (1010 ТЦД50/мл)
после инактивации ускоренными электронами 
в дозах 5 кГр, 10 кГр, 15 кГр, 25 кГр, 30 кГр 
при комнатной температуре. Электроанализ образцов
вирусов полиомиелита основан на регистрации
электроокисляемых аминокислотных остатков,
входящих в состав поверхностных белков капсида [25]. 

Электрохимическое профилирование образцов SI
вируса показало наличие широкого пика
электроокисления в области потенциалов (0,3 ∩ 0,8) В
с максимумом при потенциале 0,50±0,01 В, 
что характерно для электрохимического окисления
белковых молекул [17, 25]. По полученным 
данным максимальных амплитуд токов окисления
аминокислотных остатков, входящих в поверхностные
белки капсида (табл. 2) вируса полиомиелита типа 1,
построена диаграмма (рис. 2), показывающая
увеличение интенсивности тока с ростом 
дозы облучения вследствие изменения/нарушения
конформации белковой оболочки полиовируса,
которая, вероятно, стала более доступной 
для электроокисления на электроде. 

Из таблицы 2 и диаграммы рисунка 2 следует, 
что облучение дозами 5–30 кГр приводит 
к регистрации токов в диапазоне 6,7–13,5 мкА 
при потенциалах Е=0,50±0,01 В. Существенный 
рост сигналов (Iок, S) электроокисления белков
капсида полиовируса обнаружен при облучении 
в дозах 15–30 кГр, что может свидетельствовать 
об увеличении степени структурной реорганизации
поверхностных белков и подтверждается данными ИФА
о плохой сохранности D-антигена при данных
условиях инактивации полиовируса.

По данным ИФА анализов, исходная концентрация
D-антигена в образцах вируса полиомиелита типа 1
(штамм LSc 2ab) составила 740 DU/мл. В образцах,
облучённых дозами 15–30 кГр, D-антиген не обнаружен
(<1 DU/мл). При облучении дозой 5 кГр содержание
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Рисунок 1. Квадратно-волновые вольтамперограммы
штаммов Сэбина вируса полиомиелита типа 3, 
штамм Leon 12a1b, (ПГЭ/УНТ/SIII, сплошная кривая) и
типа 1, штамм LSc 2ab, (ПГЭ/УНТ/SI, пунктирная кривая)
с разным содержанием D-антигена при одинаковой
концентрации общего белка. Квадратно-волновые
вольтамперограммы скорректированны по базовой линии.

Таблица 1. Сравнительные электрохимические параметры штаммов Сэбина вируса полиомиелита 
типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) и типа 3 (штамм Leon 12a1b, SIII), инактивированных формальдегидом

Примечание: * – концентрация D-антигена определена с помощью ИФА-анализа; ** – общий белок в образцах
полиовирусов определён по методу Лоури. 

**[общий белок
в образцах]/915 мкг/мл

Электрохимические параметры (максимальная амплитуда тока, Iок, мкА, 
и площадь пика окисления, S, мкА×B при соответствующих потенциалах (Eок, В) 

и *концентрация D-антигена, [D], DU/мл 

SI SIII

1 пик

Eок

Iок

S 
[D]

0,53±0,01 
4,52±0,40 
0,66±0,17 
88

0,42±0,01 
9,51±0,85 
1,88±0,23 
5401

2 пик
Eок
Iок

S

0,81±0,01 
0,530±0,064 
0,039±0,006

0,83±0,01 
0,526±0,090 
0,040±0,009



D-антигена составило 50 DU/мл, а при облучении
дозой 10 кГр содержание D-антигена было 4 DU/мл.
Таким образом, потери D-антигена при облучении
дозами 5 кГр и 10 кГр без охлаждения составили
93,2% и 99,5%, соответственно. 

Известно, что образцы полиовирусов могут
содержать не только иммуногенный D-антиген, 
но и H(C)-антиген, который не обладает
иммуногенными свойствами. Перестройку D-антигена
в H(C)-антиген могут спровоцировать разные 
факторы (облучение при неоптимальных условиях,
нагревание при 56°С, 1 ч) [4]. 

На основании проведённых экспериментов 
можно заключить, что условия инактивации вируса
полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) ускоренными
электронами без охлаждения образцов не являются
оптимальными для получения псевдовирусных
конструкций, пригодных для создания вакцин, 
так как происходит разрушение D-антигена. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено сравнительное электрохимическое
профилирование вирусных частиц полиомиелита,
инактивированных формальдегидом и различными

дозами облучения ускоренными электронами. 
На основе полученных данных регистрируемый сигнал
идентифицирован как электроокисление именно
поверхностных белков капсида в исследованных
образцах полиовирусов.

Проанализированы образцы вируса полиомиелита
типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) при концентрации 
2×107 частиц на электроде, инактивированные
облучением ускоренными электронами в дозах 
5 кГр, 10 кГр, 15 кГр, 25 кГр, 30 кГр при комнатной
температуре. Увеличение дозы облучения до 15–30 кГр,
по-видимому, вызывает изменение конформации
белковой оболочки вируса и сопровождается
увеличением максимальных амплитуд токов и
площадей пиков электроокисления аминокислот,
входящих в белки капсида вируса полиомиелита 
(табл. 2, рис. 2) за счёт их большей доступности 
к электрохимическим реакциям на электроде. Согласно
данным ИФА анализов, в образцах, облучённых
дозами 15–30 кГр, D-антиген не обнаружен (<1 DU/мл),
что доказывает неэффективность условий инактивации
ускоренными электронами образцов при комнатной
температуре с целью получения псевдовирусных
частиц, пригодных для создания вакцин.

На основании проведённых экспериментов 
можно предположить, что инактивацию ускоренными
электронами следует проводить при охлаждении
образцов во избежание структурной перестройки 
D-антигена и сохранения иммуногенности
псевдовирусных частиц для получения вакцин. 
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Таблица 2. Электрохимические параметры штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) 
после инактивации облучением в дозах 5-30 кГр при комнатной температуре

Примечание: 1,2,3,4,5 – образцы вируса полиомиелита типа 1 (штамм LSc 2ab, SI) в концентрациях 2×107 частиц 
на электроде, инактивированных ионизирующим излучением в дозах (5, 10, 15, 25, 30) кГр, соответственно.
Увеличение дозы облучения и изменение конформации белковой оболочки вируса (структурная реорганизация
поверхностных белков) сопровождается увеличением сигналов (Iок, S) электроокисления. 

Рисунок 2. Диаграмма максимальных амплитуд 
токов штамма Сэбина вируса полиомиелита типа 1 
(штамм LSc 2ab, SI), инактивированного облучением 
при комнатной температуре, в зависимости от дозы
облучения 5 кГр, 10 кГр, 15 кГр, 25 кГр, 30 кГр.

Образец SI/количественные
электрохимические параметры

Потенциал окисления,
Eок, В

Максимальная амплитуда тока,
Iок, мкА

Площадь пика, 
S, мкА×B

1 0,51±0,01 6,69±0,55 1,460±0,150
2 0,50±0,01 6,74±0,33 1,450±0,083
3 0,50±0,01 10,74±0,26 2,300±0,004
4 0,49±0,01 13,46±0,69 2,790±0,110
5 0,50±0,01 13,29±1,23 2,820±0,230
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ELECTROCHEMICAL PROFILING OF POLIOVIRUS PARTICLES 
INACTIVATED BY CHEMICAL METHOD AND IONIZING RADIATION
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Electrochemical profiling of formaldehyde-inactivated poliovirus particles demonstrated a relationship between
the D-antigen concentration and the intensity of the maximum amplitude currents of the poliovirus samples. The resultant
signal was therefore identified as electrochemical oxidation of the surface proteins of the poliovirus. Using registration
of electrooxidation of amino acid residues of the capsid proteins, a comparative electrochemical analysis of poliovirus
particles inactivated by electrons accelerated with doses of 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy, 25 kGy, 30 kGy at room temperature
was carried out. An increase in the radiation dose was accompanied by an increase in electrooxidation signals. 
A significant increase in the signals of electrooxidation of poliovirus capsid proteins was detected upon irradiation 
at doses of 15–30 kGy. The data obtained suggest that the change in the profile and increase in the electrooxidation
signals of poliovirus capsid proteins are associated with an increase in the degree of structural reorganization of surface
proteins and insufficient preservation of the D-antigen under these conditions of poliovirus inactivation.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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