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Введение. Несмотря на более чем три десятилетия
исследований, вакцин против ВИЧ-1 пока создать не
удалось. Во время ВИЧ-инфекции у больных разви-
ваются различные уровни иммунного ответа и реги-
стрируется широкий спектр антител [1]. Перекрестно

реагирующие нейтрализующие антитела (антитела,
способные нейтрализовать различные генетические
варианты ВИЧ-1) появляются примерно у 20%
ВИЧ-инфицированных лиц [2]. Характер вируснейт-
рализующего ответа иммунной системы против
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В связи с актуальностью разработки эффективной вакцины против ВИЧ-1, возникает необходимость в поиске антител,
способных блокировать генетически отличающиеся варианты этого вируса. В работе исследованы сыворотки крови
от ВИЧ-инфицированных людей с не прогрессирующей формой заболевания. Для выявления нейтрализующих ВИЧ-1
антител в клинических образцах сыворотки использовали панель инфекционных изолятов ВИЧ-1, охарактеризованных
по генетическим и биологическим характеристикам, выделенных от недавно инфицированных ВИЧ-позитивных пациен-
тов. Изучение вируснейтрализующих свойств в реакции между гомо- и гетерологичными парами сыворотка-изолят
ВИЧ-1 выявила более слабое подавление изолятов рекомбинантной формы CRF63_02A1 ВИЧ-1 сывороткой лиц,
инфицированных субтипом А ВИЧ-1, тогда как сыворотки от лиц, инфицированных вирусом CRF63_02A1, подавляли
большинство изучаемых нами изолятов, включая гомологичные изоляты ВИЧ-1.
Ключевые слова: ВИЧ-1, методы оценки вируснейтрализации, широко нейтрализующие антитела.

In connection with the existing problems in developing a vaccine, which causes time between antibodies against various stra-
ins of HIV-1, there is need to develop methods to assess virus neutralization, as well as search for broadly neutralizing antibo-
dies capable of blocking various HIV-1 strains. We investigated the serum of HIV-infected people with non-progressive form
of the disease. In our work we used serum subtype A and CRF63_02A1, and the panel of infectious HIV-1 isolates isolated
from recently infected patients different genetic and biological characteristics. Reactions were carried out neutralization bet-
ween homo- and heterologous pairs serum HIV-1 isolate. Analysis showed weaker suppression isolates CRF63_02A1 recom-
binant form of HIV-1, while sera from individuals infected CRF63_02A1, the vast majority of the studied isolates us, including
the homologous HIV-1 isolates.
Key words: HIV-1, methods to assess virus neutralization, broadly neutralizing antibodies.



ВИЧ-1 становится очевидным в среднем после 2,5
лет с момента инфицирования. Если широко нейтра-
лизующие ВИЧ антитела в организме человека не
развиваются в течение первых 2–3 лет после инфи-
цирования, как правило, этого не происходит
и в дальнейшем [3]. В некоторых случаях сыворотки
ВИЧ-инфицированных пациентов содержат в высо-
ком титре антитела, способные нейтрализовать раз-
нообразные штаммы ВИЧ-1, но выявление антител,
которые обеспечивают специфику широкой нейтра-
лизации вируса, остается сложной задачей [1].
Изучение особенностей широко нейтрализующих
сывороток против ВИЧ-1 является трудным, но
ключевым процессом для освещения механизмов
патогенеза ВИЧ, и одним из путей, ведущих к разра-
ботке эффективной вакцины против ВИЧ [4]. В связи
с этим возникает необходимость в исследовании
и оценке потенциала вируснейтрализующих свойств

антител, появляющихся в организме у пациентов с не
прогрессирующей ВИЧ-инфекцией. Выявление
и изучение антител, которые обеспечивают широкую
нейтрализацию ВИЧ, может привести к выявлению
эпитопов, необходимых для дизайна иммуногена, для
разработки профилактических и терапевтических
вакцин против ВИЧ-инфекции [5].

В отделе ретровирусов ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор»
создана коллекция инфекционных изолятов ВИЧ-1,
на её основе разработана панель изолятов ВИЧ-1
и контрольных сывороток для изучения свойств ней-

трализующих ВИЧ антител, отработан метод оценки
вируснейтрализации. Данная модель считается наи-
более адекватной для изучения способности антител
нейтрализовать ВИЧ-1, так как она максимально
приближена к реальным условиям развития
ВИЧ-инфекции в организме человека.

Целью настоящей работы являлось изучение раз-
вития иммунного ответа, вызванного ВИЧ-инфекци-
ей, у пациентов с не прогрессирующей формой забо-
левания и исследование особенностей появляющих-
ся в организме нейтрализующих ВИЧ-1 антител.

Материалы и методы исследования. В работе
использовались первичные изоляты ВИЧ-1, выде-
ленные от инфицированных ВИЧ пациентов на сме-
шанной культуре мононуклеаров периферической
крови (МПК) здоровых доноров. Для каждого
вирусного изолята определены основные характери-
стики, подтверждающие соответствие критериям

использования изолята ВИЧ в реакции вируснейт-
рализации. Соответствие генетических характери-
стик изолятов ВИЧ перед их депонированием прове-
ряли определением нуклеотидной последовательно-
сти фрагментов участков генов pol и env ВИЧ-1. Для
каждого образца первичного изолята ВИЧ опреде-
лена 50% инфекционная доза (TCID50), таблица 1.

При постановке реакции вируснейтрализации
использовали отрицательные и положительные конт-
рольные сыворотки крови, входящие в состав панели
для оценки вируснейтрализующих свойств антител.
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В качестве положительного контроля использо-
вали сыворотку от ВИЧ-позитивного асимптома-
тичного пациента с известным титром нейтрализа-
ции. Положительные сыворотки были отобраны
ранее при скрининге пациентов, инфицированных
ВИЧ более четырех лет, не принимавших антирет-
ровирусной терапии, у которых не было выявлено
прогрессирование ВИЧ-инфекции (табл. 2), сыво-
ротки были исследованы в реакции вируснейтрали-
зации по отношению к изолятам субтипов А,
В и CRF63_02A1 ВИЧ-1.

В качестве негативного контроля сыворотки
использовали сыворотки крови от здоровых доно-
ров. Сыворотки крови расфасованы в криопробир-
ки, хранились при –70° С.

Для изоляции ВИЧ и проведения реакции вирус-
нейтрализации использовали МПК, полученные не
менее, чем от двух здоровых доноров. Для постановки
реакции вируснейтрализации были взяты МПК, ранее
протестированные в экспериментах по изоляции
ВИЧ-1. Выделенные клетки криоконсервировали
с концентрацией не менее 5×106 кл/мл. Постановка
реакции вируснейтрализации в 96-луночном планше-
те осуществлялась в соответствии с разработанными
и утвержденными стандартными операционными про-
цедурами.

Используемый в работе метод постановки реак-
ции вируснейтрализации ориентирован на оценку
титра нейтрализующих антител в сыворотке крови
при использовании фиксированного количества
вируса (10–50 ID50). Титр нейтрализующих антител
определяли при 50% и 90% уровне ингибирования
вирусной репродукции, определенной по концентра-
ции вирусного белка р24 в лунках в присутствии
вируса и исследуемой сыворотки при сравнении

с репродукцией вируса в лунках в присутствии толь-
ко культуральной среды или в среде с серонегатив-
ной сывороткой.

Учет и представление результатов. Количество
вирусного белка р24 в культуральной жидкости опре-
деляли путем проведения иммуноферментного анали-
за (ИФА). Регистрацию результатов ИФА проводили
в соответствии с протоколом, предлагаемым произво-
дителями коммерческой тест-системы ИФА «ВИЧ-1
р24-антиген — ИФА-БЕСТ», предназначенной для
количественного определения белка р24 ВИЧ-1.

Степень ингибирования репродукции вирусного
белка р24 считали по формуле:

% ингибирования =100–(Рх–Ро)/(Р–Ро)×100,

где Рх — концентрация белка р24 в присутствии
исследуемой сыворотки (клетки + вирус + иссле-
дуемая сыворотка), Ро — концентрация р24 в конт-
роле отмывки фона, Р — концентрация р24 в лунках
контроля вируса (клетки + вирус + отрицательная
сыворотка или клетки+вирус). В каждом случае
учитывали значения средних величин трех парал-
лельных повторов эксперимента.

Обратная величина наибольшего разведения
сыворотки, ингибирующего размножение вируса
в сравнении с негативным контролем на 50% или
на 90%, считается титром нейтрализующих антител
исследуемой сыворотки (при 50% или 90% ингиби-
ровании ВИЧ).

Результаты. Работа по исследованию вируснейтра-
лизующих свойств сывороток, полученных от пациен-
тов с не прогрессирующей ВИЧ-инфекцией, проводи-
лась с актуальными для России изолятами ВИЧ-1
субтипов A, B и CRF63_02A1, отличающимися
по биологическим и генетическим характеристикам.
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Протестированные образцы сывороток крови были
разделены на три группы: «сильные» (с высокой ней-
трализующей способностью, титр нейтрализующих
антител в сыворотке при 90% ингибировании ВИЧ
превышает 1⁄160), «средние» (с титром антител
1⁄40–1⁄80) и «слабые» (с титром антител 1⁄20).

Реакции вируснейтрализации проводили между
гомо- и гетерологичными парами сыворотка-изолят
ВИЧ-1. При гомологичной нейтрализации испыты-
ваемые 5 сывороток крови от пациентов, инфициро-
ванных субтипом А ВИЧ-1, на группе из 6 изолятов
ВИЧ-1 субтипа А в восьми случаях показали высо-
кое подавление ВИЧ-1 (титр разведения 1⁄160–1⁄320),
по одному случаю — среднее (1⁄80) и слабое (1⁄20)
подавление вирусной репродукции.

Сыворотки, полученные от лиц, инфицированных
CRF63_02A1 ВИЧ-1, на группе из 5 изолятов ВИЧ
этого же генетического варианта, в девяти случаях
также показали высокий уровень подавления

ВИЧ-1 (титр разведения 1⁄160–1⁄320) и в одном слу-
чае наблюдалось среднее подавление ВИЧ (титр
разведения 1⁄80), (рис. 1).

Анализ вируснейтрализующих свойств сывороток
крови при гетерологичной нейтрализации ВИЧ
(изолят ВИЧ-1 и тестируемая сыворотка — разных
генетических вариантов вируса) выявил некоторые
закономерности. Сыворотки крови от лиц, инфици-
рованных CRF63_02A1 ВИЧ-1, на группе из 7 изо-
лятов субтипа A ВИЧ-1 в девяти случаях проявили

высокую степень нейтрализации (титр выше
1⁄160–1⁄320), в трех — среднюю (титр разведения
сыворотки 1⁄40–1⁄80). При этом сыворотки от паци-
ентов, инфицированных субтипом А, были способны
в меньшей степени подавлять репродукцию изоля-
тов новой рекомбинантной формы CRF63_02A1
ВИЧ-1, так на группе из 6 изолятов CRF63_02A1
ВИЧ-1 в шести случаях проявили сильное подавле-
ние, в пяти среднее и в трех низкое (рис. 2).
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Рис. 1. Сравнение вируснейтрализующих характеристик
сывороток при гомологичной вируснейтрализации для

субтипа А (I) и рекомбинантной формы CRF63_02A1 ВИЧ-1
(II). По оси абсцисс регистрируется кратность разведения

сыворотки. Столбики разного окраса соответствуют
сывороткам, полученным от разных ВИЧ-инфицированных

пациентов. С — исследованные сыворотки, И —
исследованные изоляты ВИЧ-1.
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Рис. 2. Сравнение вируснейтрализующих характеристик
сывороток при гетерологичной вируснейтрализации для

рекомбинантной формы CRF63_02A1 ВИЧ-1 (I) и субтипа
А (II). По оси абсцисс регистрируется кратность разведения

сыворотки. Столбики разного окраса соответствуют
сывороткам, полученным от разных ВИЧ-инфицированных

пациентов. С — исследованные сыворотки, И —
исследованные вирусные изоляты.



В отношении изолятов субтипа В ВИЧ-1 сыво-
ротки, полученные от лиц, инфицированных субти-
пом А и CRF63_02A1 ВИЧ-1, не показали различий
в нейтрализации.

Сыворотки субтипа А на группе из четырёх изоля-
тов субтипа В в двух случаях показали высокий
уровень нейтрализации (1⁄320), а с другими изо ля та -
ми — средний и низкий (1⁄40–1⁄20); аналогичная
ситуация наблюдалась с сыворотками CRF63_02A1
ВИЧ-1 (рис. 3).

Обсуждение результатов. Суммируя результаты,
можно отметить, что выявлена некоторая зависи-
мость между силой, универсальностью сыворотки
по способности нейтрализовать отличающиеся
варианты ВИЧ-1 и геновариантом вируса, вызвав-
шим заболевание. Первичные изоляты отличаю-
щихся геновариантов ВИЧ-1 проявляют различную
чувствительность к нейтрализующим антителам,
выявляемым в сыворотках крови ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов-непрогрессоров. Некоторые пер-
вичные изоляты ВИЧ-1 обладают высокой устойчи-
востью к нейтрализации. В то же время сыворотки
крови, полученные от лиц, инфицированных одним
геновариантом ВИЧ-1, легко нейтрализуют изоляты
другого генетического варианта вируса. Можно
отметить, что при гомологичной нейтрализации
(ВИЧ-1 и тестируемая сыворотка — одного генова-
рианта ВИЧ-1) проявляются более высокие показа-
тели вируснейтрализующих характеристик сыворо-
ток. Анализ результатов выявил более слабое
подавление изолятов рекомбинантной формы
CRF63_02A1 ВИЧ-1, в то же время сыворотки

от лиц, инфицированных CRF63_02A1, подавляли
большинство изучаемых нами изолятов, включая
гомологичные изоляты ВИЧ-1, ранее определен-
ные, как наиболее устойчивые к нейтрализации.
Таким образом, сыворотки, полученные от лиц,
инфицированных CRF63_02A1 ВИЧ-1, показали
большую широту и силу нейтрализации, по сравне-
нию с сыворотками крови субтипа А.

CRF63_02A1 появился в результате рекомбина-
ции двух вирусных вариантов ВИЧ-1 (среднеазиат-
ского варианта CRF02_AG и российского субтипа
А ВИЧ-1), соответственно, можно провести сравне-
ние с аналогичными исследованиями, проведенными
для CRF02_AG ВИЧ-1. R.J.Abraham с соавторами
продемонстрировали в своей работе значительную
специфичность нейтрализации для группы образцов
сывороток, полученных от CRF02_AG-инфициро-
ванных лиц. Данными исследователями показано,
что вирусы CRF02_AG более чувствительны к сыво-
роткам крови лиц, инфицированных CRF02_AG
ВИЧ-1, чем к сывороткам лиц, инфицированных
субтипами А, B, C или G. CRF02_AG ВИЧ-1 зани-
мают лидирующие позиции среди самых устойчивых
вирусов в отношении нейтрализации [6]. В работе
R.Andrabi по исследованию перекрестной нейтрали-
зации анти-V3 моноклональных антител, получен-
ных от лиц, инфицированным ВИЧ-1 субтипа С
и CRF02_AG ВИЧ-1 показано, что последователь-
ность области V3-петли CRF02_AG обладает боль-
шей иммуногенностью по сравнению с V3-петлей
субтипа С [7]. Проведенные нами исследования
по изучению нейтрализующей способности сыворо-
ток ВИЧ-инфицированных пациентов коррелируют
с приведенными выше результатами. Необходимо
отметить, что в нашей работе не проводилось опре-
деление эффективного титра нейтрализации для
сывороток, а выполнялось стандартизованное иссле-
дование сывороток крови с фиксированной крат-
ностью их разведения. Такая работа позволила дать
общую оценку широты и силы вируснейтрализующих
свойств образцов сыворотки и отобрать клинический
материал для более углубленных исследований.

Заключение. Исследования последних лет показа-
ли, что в организме некоторых ВИЧ-инфицирован-
ных лиц появляются широконейтрализующие антите-
ла, эффективные в отношении различных субтипов
ВИЧ, тогда как большинство кандидатных вакцин
стимулируют в организме человека наработку анти-
тел, направленных только против определенных суб-
типов ВИЧ-1, чувствительных к нейтрализации [8].

Для анализа сывороток крови на наличие в них
широконейтрализующих ВИЧ-1 антител рекоменду-
ется применять многоуровневый подход, что включа-
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Рис. 3. Сравнение вируснейтрализующих свойств сывороток
для субтипа А и рекомбинантной формы CRF63_02A1
ВИЧ-1 на изолятах субтипа В ВИЧ-1. По оси абсцисс

регистрируется кратность разведения сыворотки. Столбики
разного окраса соответствуют сывороткам, полученным

от разных ВИЧ-инфицированных пациентов. С —
исследованные сыворотки, И — исследованные вирусные

изоляты.
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ет в себя использование ВИЧ-1 различной чувстви-
тельности к нейтрализации, причем как гомо- так
и гетерологичные вирусы, с учетом генетического
варианта ВИЧ-1, выделяемого у пациента-донора
сыворотки. В совокупности такие исследования пока-
зывают, что лучшим способом для выявления анти-
тел, обладающих широким и мощным ответом против
первичных изолятов ВИЧ-1, является использование
панели гетерологичных штаммов ВИЧ-1 с умеренно
стойким профилем чувствительности в отношении
различных антител, содержащихся в сыворотке крови
[9]. Дальнейшая классификация изолятов ВИЧ-1
на подгруппы по чувствительности к нейтрализую-
щим антителам может выявить шаблоны нейтрализа-
ции, которые могли бы обеспечить более глубокое
понимание особенностей иммунного ответа на ВИЧ,
на отличающиеся у разных геновариантов ВИЧ
иммуногенные эпитопы [10].

Данные, полученные нами в работе, позволяют
предполагать наличие в ряде исследуемых сыворо-
ток широконейтрализующих антител (4+, 5+, 10+,
28+, 37+, 38+). Представленные сыворотки спо-
собны с более высоким титром связывать изоляты
ВИЧ-1 разных генетических вариантов.

Вирусные изоляты CRF63_02A1 ВИЧ-1 про-
являют высокую устойчивость к нейтрализации, что
позволяет их использовать в исследованиях на про-
тивовирусное действие новых препаратов против
ВИЧ-1 и для оценки кандидатных вакцин [6].

Антигенная структура CRF63_02A1 представляет
большой интерес, так как антитела проявляют более
широкий спектр активности в отношении всех
исследуемых нами вариантов ВИЧ-1.

Понимание механизма перекрестной нейтрализа-
ции и появления в организме людей широконейтра-
лизующих антител в ответ на инфицирование опре-

деленными геновариантами ВИЧ-1 поможет полу-
чить информацию, которая имеет решающее значе-
ние для создания эффективного иммуногена [8].
Кроме того, первые эксперименты по применению
недавно открытых широконейтрализующих ВИЧ-1
антител для терапии ВИЧ-инфекции дают положи-
тельный прогноз. Показано, что эти антитела могут
не только полностью блокировать репликацию ВИЧ
в CD4+ Т-клетках инфицированных людей, полу-
чающих антиретровирусную терапию, но и могут
способствовать удалению резервуаров ВИЧ из орга-
низма человека [11]. Что касается пассивной имму-
нотерапии с использованием широконейтрализую-
щих антител — такие схемы позволяют контролиро-
вать репродукцию ВИЧ при отсутствии антиретро-
вирусной терапии. Этот способ лечения имеет
преимущества перед антиретровирусными препара-
тами в связи со снижением накопления токсичности
на протяжении курса лечения и ряда других сложно-
стей для пациентов, связанных со схемами лечения
и толерантностью [12–16].

Учитывая первые результаты, полученные при
изучении вируснейтрализующих свойств сывороток
среди популяции лиц, инфицированных основными
российскими геновариантами — доминирующим
на большинстве территорий субтипом А ВИЧ-1
и новой рекомбинантной формой CRF63_02A1,
стремительно распространяющейся во всех регио-
нах Сибири, дальнейшие исследования иммунопато-
генеза ВИЧ-инфекции, вызванной CRF63_02A1,
представляются крайне перспективными как для
поиска новых эффективных в отношении подавле-
ния репликации ВИЧ-1 антител, так и для разработ-
ки усовершенствованных иммуногенов — компо-
нентов вакцины, актуальной против распространяю-
щихся в России генетических вариантов ВИЧ-1.
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