
257

Вопросы Вирусологии. 2016; 61(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2016-61-6-257-262

Оригинальные исследОвания

ОРИГИНаЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВаНИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2016
УДк 615.371:578.832.1].012

Видяева И.Г., Потапчук М.В., Репко И.А., Петров С.В., Цыбалова Л.М.

ВЫСОкОРЕПРОДУкТИВНЫЕ аТТЕНУИРОВаННЫЕ РЕаССОРТаНТЫ H2N2 И H7N9 
На ОСНОВЕ ДОНОРа A/ГОНкОНГ/1/68/162/35
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на основе созданного в нии гриппа штамма вируса гриппа А/гонконг/1/68/162/35 (h3n2), обладающего 
свойствами аттенуации и высокой репродуктивности, получены реассортантные штаммы, содержащие 
поверхностные антигены вирусов гриппа А потенциально пандемических вирусов a/h2n2 и a/h7n9. высо-
кая репродуктивная активность реассортантных штаммов и иммуногенность живой и инактивированной 
гриппозных вакцин, полученных на их основе, определяют возможность использования их в качестве 
вакцинных штаммов при создании живых и инактивированных вакцин против потенциально пандемиче-
ских вирусов гриппа А.
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reassortants with surface antigens from potentially pandemic a/h2n2 and a/h7n9 influenza viruses were created 
on the basis of attenuated and highly reproductive a/hong Kong/1/68/162/35(h3n2) donor virus obtained in the 
research institute of influenza. high reproductive activity of reassortant viruses and immunogenicity of live and 
inactivated influenza vaccines based on these viruses indicate the possibility to use obtained reassortants for 
production of live and inactivated vaccines against potentially pandemic influenza a viruses.
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Введение
Пандемия «азиатского» гриппа 1957—1958 гг., вы-

званная вирусом гриппа А подтипа H2N2, унесла жизни 
около 2 млн человек. К 1968 г. подтип H2N2 перестал 
циркулировать среди людей и сохранился в популяции 
птиц. В настоящее время вирус циркулирует среди птиц 
и рассматривается как один из наиболее вероятных воз-
будителей новой пандемии, так как люди моложе 50 лет 
не обладают иммунитетом к этому подтипу. В 2014 г. в 
журнале Virology группой авторов опубликовано иссле-
дование 22 вирусов подтипа A/H2N2, изолированных от 
диких и домашних птиц, которое показало, что все они 
имеют низкий уровень генетической и антигенной из-

менчивости. Большая часть изолятов проявила антиген-
ное сходство с пандемическим вирусом A/Сингапур/1/57 
(H2N2), что предполагает возможность использования 
вирусов, выделенных в период пандемии 1957 г., для 
разработки вакцин [1]. В работе C. Pappas и соавт. [2] 
были проанализированы возможности передачи млеко-
питающим (хорькам) птичьих вирусов подтипа H2 (A/
H2N2 и A/H2N3). Генетический анализ гемагглютинина 
(HA), полученного из носовых смывов хорьков, показал 
наличие мутаций в первой субъединице (HA1), включая 
рецепторспецифичные адаптивные мутации Gln226Leu, 
определяющие человеческий тип рецепторов α-2-6, что 
укаказывает на возможность адаптации H2-вирусов к 
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млекопитающим и их потенциаль-
ную опасность для человека [2].

Другими потенциально пандеми-
ческими вирусами гриппа являются 
штаммы подтипа H7. В 2003 г. за-
фиксирована наиболее масштабная 
вспышка заболевания птиц, вызван-
ного высокопатогенным вирусом A/
H7N7 в Нидерландах, во время кото-
рой птичьим вирусом были заражены 
89 человек, один со смертельным ис-
ходом [3]. Кроме того, периодически 
регистрируются вспышки низкопа-
тогенного гриппа птиц подтипа H7, 
сопровождающиеся инфицировани-
ем людей. До недавнего времени не 
выявлялось случаев инфицирования 
вирусом A/H7N9 птиц, животных 
или людей. Первые сообщения об ин-
фицировании людей этим штаммом 
поступили в ВОЗ 31 марта 2013 г.  
из Китая. К настоящему времени за-
регистрировано 602 случая инфици-
рования людей вирусом A/H7N9 — 
большинство в континентальном Ки-
тае [4]. Характерной особенностью 
нового штамма стало большое коли-
чество случаев со смертельным ис-
ходом среди заболевших людей (при-
мерно 36%). Результаты нескольких 
исследований указывают на способ-
ность вирусов A/H7N9 активно раз-
множаться в органах мышей, хорьков 
и приматов, а также в клетках, вы-
стилающих эпителий дыхательных 
путей человека [5, 6]. Эти явления 
обусловили актуальность получения 
вакцинных штаммов против вируса 
A/H7N9.

С целью получить вакцинный реас-
сортант на основе эпидемического ви-
руса A/H2N2, который был бы эффек-
тивен против вероятного возбудителя 
пандемии, мы проанализировали из-
менчивость первой субъединицы HA 
H2 на протяжении 10 лет циркуляции 
вирусов A/H2N2 и выбрали 2 штам-
ма как основу для создания вакци-
ны: штамм A/Япония/305/57 (H2N2), 
идентичный по последовательности 
аминокислотных остатков HA1 эта-
лонному штамму A/Сингапур/1/57, 
и A/Калифорния/1/66 (H2N2), фило-
генетически наиболее удаленный от 
эталонного штамма и отражающий 
состояние вируса на момент его эли-
минации из человеческой популяции 
(рис. 1).

В качестве донора внутренних ге-
нов при получении реассортантов на 
основе вирусов A/H2N2 и A/H7N9 
мы использовали разработанный в 
НИИ гриппа универсальный донор 
A/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2) [7, 8], 
который ориентирован на получение 

Рис. 1. Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей гемагглютини-
нов подтипов H2 вирусов гриппа A, циркулировавших в человеческой популяции с 

1957 по 1966 г.
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реассортантных штаммов как для живой (ЖГВ), так и 
для инактивированной (ИГВ) гриппозных вакцин. Ранее 
нами было показано, что донор A/Гонконг/1/68/162/35 
имеет высокую репродуктивную (9—9,5 lg ЭИД50) и 
гемагглютинирующую (1:1024—1:2048) активность, а 
также маркеры аттенуации к человеку ts-, ca-фенотип. 
Реассортанты на основе донора A/Гонконг/1/68/162/35 
наследуют ts-, ca-фенотип и приобретают более высо-
кую инфекционную, гемагглютинирующую и репродук-
тивную активность. При этом они безопасны и неток-
сичны для лабораторных животных [8—10].

Цель работы — получение реассортантов на основе 
вирусов гриппа A/H2N2 и A/H7N9 и донора внутренних 
генов A/Гонконг/1/68/162/35 в качестве кандидатных 
вакцинных штаммов, исследование их репродуктивных 
свойств и иммуногенности.

Материал и методы
Вирусы. A/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2) — А/ГК/ХА — 

холодоадаптированный штамм — донор аттенуации и 
высокой репродуктивной активности (получен в лабора-
тории гриппозных вакцин ФБГУ «НИИ гриппа» [патент 
№ 2511431]. A/Shanghai/2/2013 (H7N9) — PR8-IDCDC-
RG32A — реассортант, полученный методом обратной 
генетики на основе вируса гриппа A/Шанхай/2/2013 
(H7N9) и донора A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) (Центр 
по контролю и профилактике инфекционных болезней 
(CDC), Атланта, США). A/Калифорния/1/66 (H2N2) — 
эпидемический штамм, полученный из ФГБУ «НИИ-
ЭМ» РАН. A/Япония/305/57 (H2N2) — эпидемический 
штамм из коллекции вирусов ФГБУ «НИИ гриппа».

Реассортацию проводили классическим методом в 
10—11-дневных развивающихся куриных эмбрионах 
(РКЭ) [11]. Состав генома реассортантов определяли ме-
тодом ОТ-ПЦР и рестрикционного анализа с использова-
нием специально подобранных праймеров и рестриктаз. 
Принадлежность нейраминидазы определяли методом 
ОТ-ПЦР с типоспецифичными праймерами к различным 
субтипам. Принадлежность НА определяли в РТГА [12].

Подготовка вакцинных препаратов. Для получения 
ЖГВ накопленный вирусный материал реассортантных 
вирусов разводили фосфатно-солевым буфером (ФСБ) 
до концентрации 6,5 lgЭИД50/мл. Препараты ИГВ по-
лучали методом изопикнического центрифугирования 

в градиенте плотности сахарозы. Инактивацию прово-
дили 0,02% формалином. Содержание НА в вакцинных 
препаратах оценивали методом электрофореза в по-
лиакриламидном геле с последующей денситометрией. 
Препараты ИГВ содержали 15 мкг НА на дозу (0,5 мл). 
В качестве адъюванта использовали гидроксид алюми-
ния — 500 мкг на дозу.

Температурочувствительность и холодоадаптиро-
ванность вирусов оценивали по результатам их парал-
лельного титрования в РКЭ при оптимальной (32 °C), 
повышенной (39 °C) и пониженной (26 °C) температуре 
и выражали в виде разницы показателей инфекционной 
активности в lg ЭИД50/0,2 мл (соответственно RCT39 и 
RCT26).

Иммунизация животных. Мышей линии Balb/c мас-
сой 18—20 г иммунизировали ЖГВ двукратно интра-
назально в дозе 6,5 lg ЭИД50. Препараты ИГВ вводили 
внутримышечно двукратно с интервалом 2 нед в дозе 15 
мкг HA на мышь. Сыворотки крови забирали у 5 мышей 
каждой группы на 14-й день после 2-й иммунизации. 
Контрольные группы иммунизировали ФСБ.

Серологические исследования. Реакцию торможения 
гемагглютинации (РТГА) проводили микрометодом, ре-
акцию нейтрализации (РН) выполняли в культуре кле-
ток MDCK [13].

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью непараметрического критерия Манна—
Уитни. Все работы с животными проводили соглас-
но Международным рекомендациям по проведению 
медико-биологических исследований с использованием 
животных [14].

Результаты
Методом прямой генетической реассортации бы-

ли получены реассортанты RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 
H2N2), RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) и RА-35 
(А/Шанхай/ГК/6:2 H7N9), заимствовавшие поверхност-
ные антигены от потенциально пандемических штам-
мов, а гены внутренних белков — от штамма-донора 
A/ГК/ХА, что подтверждается результатами ОТ-ПЦР-
рестрикционного анализа (рис. 2).

Реассортанты, полученные на основе донора A/ГК/ХА, 
показали высокую репродуктивную активность в РКЭ. 
Гемагглютинирующая активность реассортанта RA-36 

Рис. 2. Геномный состав реассортантов, полученных на основе донора внутренных генов А/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2).  
RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 H2N2), RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) и RА-35 (А/Шанхай/ГК/6:2 H7N9).
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составила 1:1024 ГАЕ, RA-40 — 1:2048 ГАЕ, RA-35 — 
1:1024, что соответствует повышению титра вируса в 4—8 
раз по сравнению с исходными вариантами для всех штам-
мов. Инфекционная активность в РКЭ возросла на 1—2 lg 
ЭИД50/0,2 мл и достигла 9,5 lg ЭИД50/0,2 мл (табл. 1).

Все полученные реассортанты наследовали от штамма-
донора A/Гонконг/1/68/162/35 ts-, ca-фенотип — спо-

собность хорошо репродуцироваться при пониженной 
температуре и почти полную потерю способности к ре-
продукции при повышенной температуре (см. табл. 1).  
Для оценки генетической стабильности реассортант-
ных вакцинных штаммов их 5-кратно пассировали при 
32°C в системе РКЭ. Все вирусы после пассирования 
сохранили фенотипические характеристики, присущие 
исходным вариантам. Степень температурочувствитель-
ности и холодоадаптированности, а также уровень ре-
продукции не изменялись при 5-кратном пассировании. 
Таким образом, реассортантные штаммы удовлетворяют 
требованиям температурочувствительности и холодовой 
адаптации, предъявляемым к вакцинным штаммам для 
ЖГВ, и высокой репродуктивности для ИГВ.

При исследовании антигенной специфичности полу-
ченных реассортанатов в РТГА было показано, что все 
они не реагировали с гетерологичными типоспецифи-
ческими сыворотками. Реассортант A/Шанхай/ГК/6:2 
(H7N9) реагировал со специфическими иммунными кры-
сиными сыворотками типа А/H7N9 и А/H7N3 (табл. 2).  
При исследовании специфичности вирусов H2N2 было 
выявлено наличие перекрестного антигенного взаимо-
действия (табл. 3), что соответствует данным литерату-
ры [15] и результатам, полученным в наших исследова-
ниях иммунных сывороток мышей (рис. 3, 4).

Т а б л и ц а  1
Биологические свойства реассортантов и родительских вирусов

Штамм Инфекционная активность при температуре,  
lg ЭИД50/0,2 мл

RCT26, фено-
тип

RCT39, 
фенотип

ГАЕ/50мкл

26 °C 32 °C 39 °C

A/Shanghai/2/2013 (H7N9) — PR8-IDCDC-RG32A <0,5 7,66 6,0 7,1 non-ca- 1,66 non-ts- 128—256
RA-35 А/Шанхай/ГК/6:2 (H7N9) 8,33 9,5 <0,5 1,2 ca- 9,0 ts- 512—1024
A/Япония/305/57 5,0 8,5 5,5 3,5 non-ca- 3,0 non-ts- 128—256
RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 H2N2) 6,75 9,5 2,5 2,75 ca- 7,0 ts- 1024
A/Калифорния/1/66 2,75 8,5 2,0 5,75 non-ca- 6,5 ts- 64—128
RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) 6,75 9,5 <0,5 2,75 ca- 9,0 ts- 1024
А/ГК/1/68/162/35 8,5—9,5 9,0—10,0 1,5 0,5 ca- 7,5 ts- 1024—2048

Т а б л и ц а  2
антигенная специфичность реассортанта а/Шанхай/Гк/6:2 

(H7N9) в РТГа

Сыворотки, титр в 
РТГА

Тестируемые вирусы

A/Шанхай/2/2013 
(H7N9)

A/Шанхай/ГК/6:2 
(H7N9)

A(H1N1)pdm09 (160) <10 <10
A(H1N1) (160) <10 <10
A(H2N2) (160) <10 <10
A(H3N2) (320) <10 <10
B (320) <10 <10
A(H7N9) (640) 640 640
A(H7N3) (640) 320 320

Рис. 3. Титры гемагглютинирующих антител в сыворотках крови мышей, иммунизированных ЖГВ и ИГВ на основе вирусов Н2N2 
(а, б) и Н7N9 (в).

Здесь и на рис. 4: ГШ — гетерологичный штамм.
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Оригинальные исследОвания

Препараты ЖГВ и ИГВ, подготовленные на основе 
реассортантных штаммов, использовали для иммуни-
зации мышей и исследования иммуногенности. Данные 
по содержанию антигемагглютинирующих и нейтрали-
зующих антител к вирусам гриппа в сыворотках крови 
мышей, иммунизированных препаратами ЖГВ и ИГВ 
реассортантных штаммов (см. рис. 3, 4), демонстрируют 
достоверное (p < 0,05) повышение уровня антигемагглю-
тинирующих и вируснейтрализующих антител по срав-
нению с контрольными животными во всех группах.

После иммунизации ИГВ на основе реассортантных 
вирусов A/Калифорния/ГК/6:2 (H2N2), A/Япония/ГК/6:2 
(H2N2) и A/Шанхай/ГК/6:2 (H7N9) в сыворотках мышей 
были выявлены антигемагглютинирующие и вирусней-
трализующие антитела в титрах, достаточных для фор-
мирования защитного иммунитета (СГТ в РТГА от 403 
до 1940,1, в РН — от 640 до 1940,1) (см. рис. 3, 4). В 
случае штаммов H2N2 в сыворотках мышей выявлялись 
антигемагглютинирующие и нейтрализующие антитела 
как к штамму, на основе которого были получены вакци-
ны, так и к гетерологичному штамму того же подтипа, 
что позволяет предполагать широкий спектр действия 
вакцин в рамках подтипа вируса гриппа A/H2N2.

Заключение
Работы по созданию вакцин против пандемических 

вирусов гриппа ведутся во всем мире, ряд вакцин прош-
ли или проходят испытания на приматах и людях. Это в 

основном вакцины, полученные на основе штаммов ви-
руса гриппа A/H2N2, циркулировавших в человеческой 
популяции с 1957 по 1968 г., или на основе современных 
штаммов животного происхождения [16— 19]. Анало-
гичные работы ведутся и в отношении вируса гриппа A/
H7N9 [15, 20, 21]. Во всех случаях проводились иссле-
дования либо живых, либо инактивированных вакцин. В 
нашем исследовании одни и те же штаммы использова-
лись для получения и живой, и инактивированной вак-
цины и в обоих случаях показали аттенуированность, 
высокую репродуктивность, а препараты, полученные 
на их основе, — высокую иммуногенность. Можно за-
ключить, что все исследованные штаммы обладают на-
бором признаков, необходимых вакцинному штамму, —  
структурой генома, антигенной специфичностью HA со-
ответствующих вирусов «дикого» типа, хорошей адапта-
цией к культивированию при пониженной температуре, 
температурочувствительностью, а также высоким уров-
нем репродукции в куриных эмбрионах. Высокие уров-
ни титров гемагглютинирующих и нейтрализующих 
антител в сыворотках крови иммунизированных живот-
ных позволяют рассматривать полученные реассортан-
ты RA-35 (A/Шанхай/ГК/6:2 H7N9), RA-36 (A/Япония/
ГК/6:2 H2N2) и RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) в 
качестве кандидатных вакцинных и производственных 
штаммов в условиях предпандемической ситуации для 
производства как инактивированной, так и живой грип-
позной вакцины после исследований, посвященных 

Рис. 4. Титры нейтрализующих антител в сыворотках крови мышей, иммунизированных ЖГВ и ИГВ на основе вирусов Н2N2 (а, б) 
и Н7N9 (в).

Т а б л и ц а  3
антигенная специфичность вирусов H2N2 в РТГа

Сыворотки, титр в РТГВ Тестируемые вирусы

A/Калифорния/1/66 
H2N2

A/Япония/305/57 
H2N2

A/Токио/3/67 
H2N2

A/Сингапур/1/57 
H2N2

A/Япония/
ГК/6:2 H2N2

A/Калифорния/
ГК/6:2 H2N2

A(H1N1)pdm09 (160) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A(H1N1) (160) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A(H3N2) (320) <10 <10 <10 <10 <10 <10
B (320) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A/Калифорния/1/66 H2N2 (512) 512 256 128 256 256 512
A/Япония/305/57 H2N2 (512) 32 512 16 128 512 128
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