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Ньюкаслская болезнь птиц остается большой про-
блемой ветеринарной медицины и птицеводства в це-
лом. Появление новых штаммов вируса болезни Нью-
касла (NDV) создает новые потребности в разработке 
вакцин, содержащих антигены более гомологичные 
новым штаммам. Так как вакцинация методом выпаи-
вания или спрей-вакцинация более технологичны, в 
сравнении с инъекционными методами доставки анти-
гена, мы предложили использовать в качестве сред-
ства доставки антигена бактериофаги. Для этого осу-
ществили поиск бактериофагов пригодных для достав-
ки рекомбинантного антигена (в составе белка слияния 
с капсидным белком бактериофага), через слизистые 
барьеры. Проведенные эксперименты на лаборатор-
ных животных позволили установить наиболее дли-
тельную циркуляцию в кровеносной системе бакте-
риофагов М13 и PA136. Для разработки технологии 
создания рекомбинантных вакцин против болезни Нью-
касла на основе бактериофага М13 мы изучили домен-
ную структуру белка F NDV, провели поиск B зависи-
мых эпитопов и разработали системы праймеров для 
клонирования фрагмента белка F NDV в составе доме-
нов Н1-1а белка F (33-55 аа) в позиции 4649 по 4715 
п.н. и гена VIII бактериофага М13. Клонирование дан-
ной конструкции осуществлялось в экспрессирующий 
вектор pET32b. Наработка рекомбинантного белка од-
новременно с репликацией бактериофага М13 и упа-
ковкой данного белка в капсид бактериофага возможна 
в системе кишечной палочки F+, что потенциально поз-
воляет клонировать вариабельные, штаммоспецифич-
ные участки белка F NDV напрямую из патологического 
материала и использовать такую рекомбинантную вак-

цину с целью праймирования классических, высокоим-
муногенных вакцин.  

 
Newcastle disease of birds remains a major problem in 

veterinary medicine and the poultry industry in general. The 
emergence of new strains of Newcastle disease virus 
(NDV) also creates new needs for the development of vac-
cines containing more homologous antigens to new strains. 
Since vaccination through a watering system or by spray 
vaccination is more technologically advanced than injection 
vaccination, we proposed to use bacteriophages as a 
means of antigen delivery. To do this, we have carried out 
search for bacteriophages suitable for delivering a recom-
binant antigen (as part of a fusion protein with a bacterio-
phage capsid protein) through mucous barriers. Experi-
ments on laboratory animals made it possible to determine 
the longest circulation in the circulatory system of bacterio-
phages M13 and PA136. To develop a technology for cre-
ating recombinant vaccines against Newcastle disease 
based on bacteriophage M13, we were studied the domain 
structure of the NDV F protein, searched for B dependent 
epitopes, and developed primer systems for cloning a 
fragment of the NDV F protein in the H1 domains - 1a of 
the F protein (33-55 aa) in position 4649 to 4715 b.p. and 
gene VIII of bacteriophage M13. This construct was cloned 
into the pET32b expression vector. The production of re-
combinant protein simultaneously with the replication of 
bacteriophage M13 and the packaging of this protein into 
the bacteriophage capsid is possible in the E. coli F+ sys-
tem which potentially allows cloning variable, strain-specific 
regions of the NDV F protein directly from pathological 
material and using such a recombinant vaccine to priming 
of classical, highly immunogenic vaccines. 
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Введение 
Иммунопрофилактика давно используется в 

борьбе с инфекционными болезнями, и её эф-
фективность доказана многолетним мировым 
опытом. Своевременная вакцинопрофилактика 
оказывает влияние на благополучие многочис-
ленных популяций сельскохозяйственных жи-
вотных. В последние десятилетия внимание в 
технологиях производства вакцин сместилось от 
обработки целых патогенов на создание реком-
бинантных субъединичных вакцин на основе 
отдельно взятого определенного антигена [1, 2]. 

Интерес к рекомбинантным вакцинам обу-
словлен появлением новых инфекционных за-
болеваний, как правило, зоонозного характера. 
Это вспышки заболеваний человека, вызванные 
вирусами Эбола, Зика, Марбург, коронавируса-
ми ближневосточного и тяжелого респираторно-
го синдромов и др. [3]. Кроме того, существует 
постоянная угроза появления новых высокови-
рулентных штаммов распространенных вирусов 
из-за непрерывного процесса мутаций вирусного 
генома [2, 4]. 

Болезнь Ньюкасла (БН) – вирусное заболе-
вание многих видов птиц, в частности отряда 
Galliformes, вызываемое односпиральным РНК 
(-) вирусом [5]. 

Болезнь Ньюкасла проявляется симптомами 
поражения органов пищеварения, дыхания и 
нервной системы, а также снижением яичной 
продуктивности. Сочетание и тяжесть перечис-
ленных клинических проявлений болезни Нью-
касла весьма вариабельны, поскольку зависят 
от многих факторов, из которых наибольшее 
значение имеют патогенность штамма возбуди-
теля и резистентность к нему птицы. Вследствие 
огромного экономического ущерба, наносимого 
болезнью Ньюкасла, ВОЗ относит её к группе 
наиболее опасных для продуктивных животных 
(список А) [6]. 

Несмотря на многочисленные программы 
профилактики и борьбы с болезнью, БН остает-
ся одной из самых значимых инфекций в мире 
среди домашней птицы. В настоящее время в 
России заболевание относится к контролируе-
мым инфекциям в промышленных птицеводче-
ских хозяйствах. В частных хозяйствах чаще 
всего не проводят вакцинацию против БН, по-
этому всегда остается потенциальная угроза. 
Высокая эпизоотологическая опасность заболе-
вания связана с возможным распространением 
возбудителя болезни дикими птицами и с птице-

водческой продукцией не только между страна-
ми, но и между континентами [7]. 

Все изоляты относят к одному серотипу 
AOMV1, что должно способствовать легкости в 
контроле заболевания посредством вакцинации, 
ввиду общих нейтрализующих антител для всех 
штаммов. Но в то же время штаммы вируса 
имеют разные генетические вариации, из них 
генотип VII особенно важен, учитывая, что он 
был связан со многими из самых последних 
вспышек в Азии, Африке и на Ближнем Востоке 
[8-12]. 

Цель – разработать технологию создания ре-
комбинантных вакцин против болезни Ньюкасла 
на основе бактериофага М13. 

 
Материалы и методы 

Работа выполнялась на базе лаборатории 
фармакогеномики Института химической биоло-
гии и фундаментальной медицины СО РАН и в 
секторе молекулярной биологии Сибирского 
федерального центра агробиотехнологий РАН. 
Нуклеотидные и аминокислотные последова-
тельности капсидного белка бактериофага 
M13p08" (минорная оболочка) и белка F вируса 
болезни Ньюкасла (NDV) были получены в базе 
данных GenBank после предварительного ана-
лиза литературных данных. 

В качестве экспрессирующего плазмидного 
вектора использовали плазмиду рЕТ32а. 

В рамках поиска носителя вакцинного анти-
гена провели поиск бактериофагов, способных к 
длительной циркуляции в крови и кишечнике, 
преодолению слизистых барьеров. Для решения 
этой задачи осуществили внутрибрюшинное 
введение бактериофагов М13, PM16, РМ135, 
РА136, RP179, мышам – линии С57Black. Через 
6, 12 и 24 ч животных выводили из эксперимен-
та методом цервикальной дислокации и изучали 
наличие бактериофагов в кишечнике, печени, 
селезенке, головном мозге. 

Работа с лабораторными животными была 
осуществлена согласно руководству по содер-
жанию и уходу за лабораторными животными 
Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов и в 
других научных целях. Исследование одобрено 
этическим комитетом ФГБОУ ВО Новосибирским 
государственным аграрным университетом. 

В качестве носителя вакцинного антигена ис-
пользовали бактериофаг М13. 
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Анализ нуклеотидных последовательностей 
проводили с использованием программного 
обеспечения Unipro UGENE v. 43.0. 

Далее проводили дизайн праймеров для кло-
нирования и моделирование процесса клониро-
вания. 

Плазмидную ДНК и ДНК бактериофага М13 
выделяли с использованием набора «для выде-
ления плазмидной ДНК из бактериальных кле-
ток» (ООО «Биолабмикс», Новосибирск).  

Для получения РНК полевых штаммов вируса 
НБ отбирали пробы патологического материала 
на птицефабриках, неблагополучных по Нью-
каслской болезни (Новосибирская область, Рес-
публика Мордовия и др.), РНК вируса Ньюкасл-
ской болезни выделяли с использованием реа-
гента «Лира» (ООО «Биолабмикс», Россия), в 
соответствии с инструкцией производителя. 
кДНК синтезировали с использованием рандом 
праймеров N6 и набором для синтеза кДНК 
(ООО «Биолабмикс»). 

ПЦР проводили с использованием общепри-
нятых методик на амплификаторе «Терцик» 
(ООО «ДНК Технология», Россия). 

Электрофорез плазмидной ДНК и ДНК бакте-
риофага осуществляли в 1%-ном геле агарозы, 
электрофорез продуктов ПЦР – в 6%-ном по-
лиакриламидном геле методом вертикального 
электрофореза. 

 
Результаты исследований и их обсуждение 

Изучение B-зависимых эпитопов белка F 
NDV и разработка праймеров для клониро-
вания. После анализа литературных данных и 
биоинформационного поиска B-зависимых эпи-
топов была выбрана аминокислотная последо-
вательность гена F домена Н1-1а 5 (рис. 1). От-
куда следует, что В-зависимый эпитоп обнару-
жен в составе участка аминокислотной последо-
вательности белка F и перекрывает участок 
альфа-спирали и бета-листа.  

Для клонирования фрагмента в составе до-
менов Н1-1а белка F (33-55 аа) в позиции 4649 
по 4715 необходимо провести клонирование 66 
п.н. генома, которая кодирует данную аминокис-
лотную последовательность вышеупомянутых 
доменов (табл. 1). 

 
 

 
*https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969212601005810 
Рис 1. Доменная структура белка F и В-зависимый эпитоп (в составе структурных доменов Н1-1а 5):  

цилиндрами отмечены альфа-спирали, стрелками – бета-листы,  
красная рамка – участки доменов Н1-1а 

Таблица 1 
Первичная структура клонируемых доменов Н1-1а белка F 

 

Нуклеотидная  
последовательность 

GGCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTAGTAACAGGAGATAAGGCAGT
CAATGTATACACTTCGT 

Аминокислотная последова-
тельность B зависимого домена 

GRPLAAAGIVVTGDKAVNVYTS 
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Для сохранения рамки считывания специфи-
ческая область первого праймера должна начи-
наться с позиции 4649. Праймер к белку F  
верхняя цепь начала домена H1. Последова-
тельность праймера F1 – 5` 
GGCAGGCCTCTTGCAGCTGCA 3`, участок от-
жига соответствует позиции 4649-4669 п.н. ви-
руса БН. 

Второй праймер на обратную цепь должен 
заканчиваться на позиции 4715 п.н., что соот-
ветствует концу домена 1а. Нуклеотидная по-
следовательность праймера F2 – 5` 
ACGAAGTGTATACATTGACTG, позиция 4695-
4715 п.н. 

Поиск бактериофагов перспективных в 
качестве носителя вакцинных антигенов. В 
крови мышей через 6 ч после внутрибрюшинно-
го введения бактериофагов присутствовали бак-
териофаги М13, PM16, РМ135, РА136, RP179, 
однако только два фага М13 и РА136 циркули-
руют в крови не менее 24 ч. Некоторые бактери-
альные вирусы (М13, РМ135, РА136, RP179) 
обнаруживаются в головном мозге мышей при 
внутрибрюшинном введении. Наибольшее коли-

чество бактериофагов при внутрибрюшинном 
введении обнаруживалось в селезенке и печени 
мышей. Через 6 ч при внутрибрюшинном введе-
нии бактериофаги М13, PM16, РМ135, РА136, 
RP179 обнаруживаются в толстом отделе ки-
шечника, а через 24 ч остаются два вируса М13 
и РА136. Концентрация данных бактериофагов, 
введенных внутрибрюшинно, в почках через 24 ч 
после заражения увеличивается в сравнении с 6 
ч, что, возможно, связано с накоплением вирус-
ных частиц в почках, ввиду малой эффективно-
сти выведения через клубочки почек. Наиболее 
перспективными носителями вакцинных антиге-
нов можно считать бактериофаги М13 и РА136 
ввиду их способности к длительной циркуляции 
в крови, поддержанию численности в кишечнике 
и способностью преодолевать слизистые барье-
ры кишечника.  

Разработка прототипа рекомбинантной 
вакцины против NDV основе бактериофага 
М13. Далее была проведена разработка клони-
рующих праймеров для капсидного белка бакте-
риофага М13 (рис. 2). 

 
 

 
Рис. 2. Карта гена VIII бактериофага М13 

 
MKKSLVLKASVAVATLVPMLSFAAEGDDPAKAAFNSLQASATEYIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFTSKASATGAAA
AAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGAC
GATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGGT
TGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGA  

Рис. 3. Аминокислотная последовательность гена VIII 

 
Был предложен праймер со следующими структурами: 
Праймер VIII 3 – 5`ATGAAAAAGTCTTTAGTCCTC 3`, позиция 1301-1321. 
Праймер VIII 4 – 5`TCAGCTTGCTTTCGAGGTGAA 3`, позиция 1502-1522. 
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Концепция предложенной нами рекомбинантной вакцины подразумевает экспрессию рекомбинант-
ного белка слияния на основе капсидного белка бактериофага М13 и В-зависимого эпитопа белка F 
NDV. 

Для получения синтетического гена белка слияния методом лигирующей ПЦР была проведена мо-
дификация праймера F2 для лигирования ПЦР фрагмента гена F NDV и гена VIII фага M13 по следую-
щей схеме: 

Праймер VIII3 (зеленый)+F2 (желтый). 
5` TCAGCTTGCTTTCGAGGTGAAACGAAGTGTATACATTGACTG  
Праймер F2 на своем 5` хвосте имеет последовательность гена VIII при синтезе первой цепи фраг-

мента гена F, в ее структуре появляется фрагмент гена VIII в ориентации, пригодной для отжига по ме-
сту сайта отжига праймера VIII 3, что позволит провести элонгацию по матрице ампликона P3-P4 и по-
лучить гибридную молекулу F(H1-1a)-VIII. 

Ожидаемая аминокислотная последовательность белка слияния: 
F(H1-1a) 

GRPLAAAGIVVTGDKAVNVYTSMKKSLVLKASVAVATLVPMLSFAAEGDDPAKAAFNSLQASATEYIGYAWAM
VVVIVGATIGIKLFKKFTSKAS-VIII 

Также мы добавили сайты рестрикции Bam H1 G↑GATCC / CCTAG↓G в 5` концы праймеров Р1 и Р4: 
Праймер F1 5` ATTAG↑GATCCGGCAGGCCTCTTGCAGCTGCA 3` 
Праймер VIII4 5` ATATG↑GATCCTCAGCTTGCTTTCGAGGTGAA 3` 

 
Предложен следующий протокол получения рекомбинантного антигена:  
При разработке рекомбинантной вакцины против эпизоотически- значимого штамма NDV, на первом 

этапе, мы должны амплифицировать фрагмент гена F NDV с cDNA с использованием праймеров F1 и 
F2 (в том числе и напрямую из образцов патологического материала): 
Праймер F1 5`ATTAG↑GATCCGGCAGGCCTCTTGCAGCTGCA3` 
Праймер F2 5` TCAGCTTGCTTTCGAGGTGAAACGAAGTGTATACATTGACTG 3` 

и амплифицировать ген VIII c использованием праймеров: 
Праймер VIII 3 5`ATGAAAAAGTCTTTAGTCCTC 3` 
Праймер VIII 4 
 

5` ATATG↑GATCCTCAGCTTGCTTTCGAGGTGAA 3` 

Затем необходимо смешать ампликоны, добавить праймеры F1 и VIII4 в концентрации 0,2 мкм и 
праймер F2 в концентрации 0,05 мкм для синтеза гибридного ампликона. 

Следующий этап включает клонирование F (H1-1a) NDV/VIII M13 в рET 32b. 
Гибридная молекула анализируется методом электрофореза, размер фрагмента должен составлять 

309 п.н., фрагмент геля с этим ампликоном необходимо вырезать, элюировать и осуществить рестрик-
цию Bam H1 вместе с ДНК pET. Нуклеотидная последовательность рекомбинантного антигена указана 
на рисунке 4. 

 

ATATG↑GATCCGGCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTAGTAACAGGAGATAAGGCAGTCAATGTA
TACACTTCGTATGAAAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCT
GTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCG
AATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTA
AGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGAGGATCCATAT 

 
Рис. 4. Синтетическая ДНК, подготовленная для клонирования:  

желтым выделен участок генома NDV, зеленым – ген VIII M13, синим – сайты рестрикции 

 
Лигирование вставки в плазмиду проводится 

общепринятыми методами. Трансформацию 
кишечной палочки F+ (с F пилем) также прово-
дят любым общепринятым методом, но наличие 
F пиля обязательно, для последующего зараже-

ния бактериофагом. Трансформированные бак-
терии культивируют на чашках Петри с ампи-
циллином и тестируют на отсутствие роста на 
чашках с тетрациклином. 
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В дальнейшем проводят заражение культуры 

бактериофагом М13 для получения фаговых 

частиц, несущих на своем капсиде аминокис-

лотные последовательности H1-1a эпитопов 

белка F NDV. 

Предложенная концепция рекомбинантной 

вакцины обладает следующими особенностями: 

бактериофаг М13 способен размножаться в 

культуре кишечной палочки и проникать через 

слизистую кишечника в паренхиматозные орга-

ны. Эта особенность создает перспективы перо-

рального применения такой векторной вакцины. 

Чтобы избежать попадания в окружающую сре-

ду генномодифицированного бактериофага, ре-

комбинантный антиген F белка NDV нарабаты-

вается в культуре кишечной палочки, содержа-

щей плазмиду с этим геном, и одновременно 

происходит независимая репликация бакте-

риофага. В итоге мы должны получить гибрид-

ные фаговые частицы, содержащие белок слия-

ния в составе капсида, без изменения генетиче-

ской структуры 

 

Заключение 

Бактериофаги М13 и РА136 обладают харак-

теристиками, обеспечивающими доставку ре-

комбинантных антигенов в кровеносную систему 

из кишечника и их сохранение в течение мини-

мум 24 ч, что позволяет их рассматривать в ка-

честве средства доставки рекомбинантного ан-

тигена при пероральной вакцинации, соответ-

ственно, плазмида рET со вставкой F (H1-1a) 

NDV/VIII M13 может служить перспективной ос-

новой для создания новой рекомбинантной вак-

цины на основе бактериофага М13 против бо-

лезни Ньюкасла, пригодной для перорального 

применения.  
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