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Аңдатпа 
Бұл мақалада құтыру вирусының гликопртеин ақуызын бӛліп алу барысында жасалған 

жұмыстар мен олардың нәтижелері келтірілген: олигонуклеотидтер мен олардан алынатын 

гендерді синтездеу; экспрессияланған плазмидаларға генді енгізу және клондау; 

трансформация, бӛлінген антигенді тазалау мен диагностикалық қасиеттерін қадағалау.  

Кілттік сӛздер: рекомбинантты антиген, олигонуклеотид, плазмида, аминқышқылдық 

реттілік.  

 

Құтыру вирусы адамзат баласына мыңдаған жылдар бойы белгілі. Алайда осыған 

қарамастан құтыру ауруы әлі күнге дейін кеңінен таралып, жануарлар мен адамдар арасында 

летальды кӛрініс табуда [1]. Әлем экономикасына құтыру ауруының тигізетін зардабы 

жылына 8,6 млрд АҚШ долларын құрап отыр. Ал, ӛлім санағына келсек жылына 59000 адам, 

ал әр күнге шаққанда күніне 160 адам құтыру ауруынан кӛз жұмады [2].  

Құтыру ауруы жағдайы тӛмен мемлекетерде жиі кездеседі және ондай мемлекеттерде 

ауруға дұрыс кӛңіл бӛлінбегендіктен ӛлім саны жиі тіркеледі. Сонымен қатар ауру 5-15 жас 

аралығындағы жасӛспірімдер арасында кең таралған [2]. Соның ішінде Қазақстан 

Республикасы үшінде құтыру ауруы адамдардың денсаулығымен мемлекет экономикасына 

үлкен зардабын тигізіп жатыр. ҚР Денсаулық сақтау және әлеуметтік даму министрлігінің 

соңғы жыл бойындағы есебінде 2017 жылы 2 жағдай, 2016 жылы 2 жағдай, ал, 2015 жылы 

125 жануар, 6 адам тіркелгені кӛрсетілген. 2017-2016 жыл үшін 100 мың адамға шаққандағы 

аурудың кӛрсеткіші 0,01, ал, 2015 жыл үшін 100 мың адамға шаққандағы аурудың кӛрсеткіші 

0,03% болып отыр [3].  

Аурудың таралуының негізгі мәселесі ауруды уақытылы диагностикалау әдістерінің 

жақсы дамымағанында болып отыр. Алғашқы диагностикалау тек тістеген орынның 

болуымен анықталады[4], ал, нақты диагноз тек ми ұлпасының биопсиясын жасау арқылы 

қойылады [5]. Аурудың негізгі тартушылары жабайы түлкілер, иттер, жарқанаттар, 
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мангусттар, жанаттар және сасықиістілер болып табылады [6]. Аурудың алдын алу 

профилактикасы ретінде қоздырғышты таратушы үй жануарлары мен жабайы етпен 

қоректенетін жануарларды вакциналауға қарамастан, құтыру ауруы кӛптеген елдер үшін, 

соның ішінде Қазақстан үшін де, адамдар денсаулығына және мемлекет экономикасына 

зардабын тигізуде. Осыған байланысты әлемде құтыру ауруын зерттеу және диагностикалық 

әдістерін жақсарту мақсатында зерттеулер жасалуда.  

2016 жылы Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы, Дүниежүзілік жануарлар 

денсаулығы ұйымы (OIE), Азық-түлік және ауылшаруашылық ұйымы (ФАО) және кӛптеген 

үкіметтік емес ұйымдар 2030 жылға дейін құтыру ауруын толық ликвидациялауды қолға алу 

жайлы шешімге келді [7]. 

Иммунохимиялық талдаулардың белсенді дамуымен жетілуі, иммунохимиялық 

реакцияның ерекше спецификалығы және қолданылатын жоғары стабильді реагентердің 

жоғары сезімталдыққа иелігіне, сонымен қатар ферментті белгінің детекциясының 

қарапайымдылығына байланысты болып келеді. Құтыру ауруының алдын-алу шараларының 

бірі - тез арада диагностика жасау болып табылды. Соның ішінде гликопртеин G антигенінің 

кӛмегімен диагностика жасау. 

Сонымен қатар гендік инженерия мен рекомбинантты антигендерді алу технологиясы 

диагностикалық әдістердің жоғары деңгейде дамуына алып келді. Қазірге кезде нативті 

антигендерді спецификалық антигендерге алмастырып тест- жүйелерін дайындау, ӛзекті 

зерттеуге айналды. Спецификалық антигендерді рекомбианантты технологиямен алу 

ғалымдар үшін жаңа зерттеу әдісі болып табылады. 

Зерттеу нысаны ретінде құтыру вирусының гликопротеинініне қарсы моноклоналды 

антиденелердің негізде экспресс тест-жүйесін талдау болды. Зерттеу барысында жасушалар 

культурасында экспрессилауға арналған құтыру вирусының генін алу болды.  

Жұмыс барысында Е. ColiDH5cc және XLBlue (Novagen, USA), BL21Arctic(DE3) 

штаммдары сонымен қатар GEM-TEasy (Promega, USA) және рЕТ32 плазмидалары, генді 

синтездеуге 4 праймер : rvg_f1(3215), rvg_r1(4100), rvg_f2 (3950), rvg_r2(5040), BamHl и Pstl 

рестриктаза эндонуклеазалары, Pubmed мәліметтер базасы; VectorNTI және DNA Work 

бағдарламалық қамтамасыз еткіштер; DNA Prism 3100 мен ASM800 автоматтандырылған 

анализаторы мен электрофорез; ПТР мен хроматография; т.б. буферлер мен гелдер 

қолданылды [8] .E. coli жасушаларын сұйық және тығыз LB қоректік орталарында ӛсірдік.  

Ең алдымен Pubmed мәліметтер базасы мен VectorNTI бағдарламалық қамтамасыз 

еткіштер кӛмегімен қажетті Rhabdoviridae гликопротеиніні антигенінің олигонуклеотидтік 

реттілігі таңдалды (Сурет 1). Кейіннен сатылап келесі жұмыстар жүргізілді: геннің дизайны 

мен генетикалық құрылымы (Сурет 2), олигонуклеотидтердің дизайны жасалды, 

олигонуклеотидтер мен олардан алынатын гендерді синтездеу (Сурет 3); ПТР нәтижесінің 

электрофорезі (Сурет 4) экспрессирленген плазмидаларға генді енгізу және клондау; 

трансформация, бӛлінген антигенді тазалау мен диагностикалық қасиеттерін қадағалау 

(Сурет 5-6) жұмыстары жүргізілді және қорытындылар алынды. 
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Сурет 1. Rhabdoviridae гликопротеиніні антигенінің аминқышқылдық реттілігі 

 

Праймерлердің дизайннын жасау барысында құтыру вирусының толыққанды 

гликопротеин генінің басы мен соңында вариабельді реттілктердің бар екені анықталды. 

Lasergene бағдарламасының кӛмегімен 4 праймер таңдалынып алынды: rvg_f1(3215) 

GTGCCGTTGAATCGCTGCATTT; rvg_r1(4100) GCGACCCATGTTCCGTCC ATAAG; rvg_f2 

(3950) TTTTCACCAAYAGYAGAGGGAAGA; rvg_r2(5040) TGATTAA 

TGGAGGTCTCGTGACTTT.  

 

 
Сурет 2. Құтыру вирусының гликопротеин генін синтездеу үшін олигонуклеотидттер 

реттілігі 

 

Құтыру вирусының толыққанды гликопротеин генін синтездеу үшін геномдық ДНҚ- 

ның Phusion DNA Polymerases кӛмегімен полимеразді тізбекті реакцияның бір бӛлігі 

жасалынды. Полимеразді тізбекті реакция жасалынған соң, электрофорез әдісі жүргізілді. 

ПТР нәтижесінің бірінші раунд электрофорезі ұзындығы 891 және 1092 жұп негізді ДНҚ бар 

екенін кӛрсетті, ал, ПТР нәтижесінің екінші раунды электрофорезінде ұзындығы 1892 

нуклеотид жұп ген алынды.  
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Сурет 3. ПТР нәтижесінде алынған құтыру вирусының глиеопротеин гендері 

1 – 6 – ДНҚ маркерлері; 2 – 4 –rvg_f1(3215) и rvg_r1(4100) ПТР ӛнімі праймерлері; 3 – 4 –

rvg_f2 (3950) и rvg_r2(5040) ПТР ӛнімі праймерлері 

 

 
Сурет 4. Геномді ДНҚ- мен амплификацияланған ПРТ нәтижесінің электрофорезі 

1–5 – құтыру вирусының толыққанды гликопротеин гені орнатылған плазмидалары бар 

микроағзалар колониясы 

 
Сурет 5. Құтыру вирусының гликопротиен гені бар pGEM-T векторына трансформацияланған 

E. coli клондарының ПТР талдауының нәтижесі 

Құтыру вирусының гликопротеин гені бар плазмид ішек таяқшаларына Hanahan 

әдісімен трансформацияланды. LB + amp қоректік ортасында қажетті жағдайларда ӛсірілді, 

кейіннен ПТР әдісімен оң кӛрсеткішке ие клондар анықталды (плазмида pUC бақылау 

ретінде қолданылды). ДНҚ-ның біріншілік құрылымы  Sanger әдісімен BigDye жинағын 

қолдану арқылы ДНК ABI Prism 3100 автоматтандырылған анализаторда жүргізілді.  
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Ары қарай антигенді бӛліп алу үшін түрлі буферлер мен аппараттар, ал тазалау үшін 

HisTrap колонкасы пайдаланылды.  

 

 
Сурет 6. Иммундық реакцияның оптикалық кӛрсеткіштерінің моноклоналды антиденелер 

концентрациясына тәуелділігі  

1 – рекомбинанттты 2С құрылымсыз аусыл вирусының антигені; 2 –  құтыру вирусының 

рекомбинанттты гликопротеин антигені 

 

Иммунық реакция нәтижесі құтыру вирусының гликопротеині негізінде жасалынған 

тест- жүйелерінің тиімді нәтиже кӛрсететінін анықтады.  
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