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Эволюционная история ВКЭ не ясна, сложны фило-
генетические взаимоотношения между генотипами: 
если генотип 1 самый “молодой”, а генотип 2 наи-
более древний, то почему в ряде позиций они имеют 
общие аминокислоты, не характерные для осталь-
ных генотипов. Почему при этом последовательно-
сти генотипа 2 более консервативны (стабильны), а у 
генотипа 1 имеются общие замены с вирусами ком-
плекса КЭ? Вероятнее всего, ярко выраженная “мо-
заичность” в строении геномов генотипов 4 и 5, как и 
обозначенные противоречия, есть следствие рекомби-
национных событий.
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Проведено сравнительное изучение репродукции метапневмовируса человека в 19 перевиваемых клеточ-
ных линиях человека и животных. Показано, что наиболее чувствительными являются клетки конъюнкти-
вы человека chang conjunctiva (клон 1-5c4) и почки кошек crfK.
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the reproduction of the metapneumovirus was comparatively studied in 19 human and animal cell lines. the 
most sensitive transplanted cell lines were found to be human chang conjunctiva (clone 1-5c4) and animal cell 
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С момента открытия в 2001 г. метапневмовирус (hu-
man metapneumovirus – HMPV) был выделен у людей 
разных возрастов и идентифицирован на всех конти-
нентах [1–3, 5, 9, 11, 15].

Установлено, что HMPV циркулирует на протяже-
нии всех календарных месяцев и имеет выраженное 
сезонное распространение, перекрывающее цирку-

ляцию респираторно-синцитиального вируса (human 
respiratory syncytial virus – HRSV) [1–4, 10].

HMPV очень слабо реплицируется в обычных кле-
точных культурах, используемых для диагностики 
респираторных вирусов, его выделение возможно в 
лимитированном ряду клеточных линий и требует 
добавления трипсина [13]. Это, вероятно, и явилось 
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одной из причин того, что вирус был обнаружен лишь 
недавно. Цитопатогенный эффект (ЦПЭ) HMPV на-
блюдается в некоторых вариантах клеток Vero, A549 
или клетках почек обезьян LLC-MK2 [2, 12, 16]. ЦПЭ 
непостоянен, некоторые штаммы образуют синцитий, 
другие вызывают округление клеток [4], и ЦПЭ часто 
наблюдается только в последующих пассажах [2, 6]. 
Показано также, что HMPV может реплицироваться 
и в клетках Hep-2, несмотря на отсутствие ЦПЭ [2, 
8, 10]. В этом случае присутствие HMPV подтверж-
далось либо исследованием в ОТ-ПЦР супернатан-
тов Hep-2-клеточных культур или в последующих 
пассажах на клетках LLC-MK2 с наблюдавшимся 
цитопатическим эффектом. Исследование кинетики 
репликации HMPV в различных клеточных линиях 
с помощью ОТ-ПЦР показало, что вирус реплициро-
вался более эффективно в клетках LLC-MK2, чем в 
клетках Vero. Еще менее активно вирус накапливался 
в культуре Hep-2 [2, 7]. Для выделения HMPV описа-
но также использование культуры shell vial с приме-
нением коммерческих LLC-MK-2 клеток [14]. Клетки 
Vero-118 допустимы для экспрессии всех генетиче-
ских подтипов вируса [17], и в настоящее время эти 
клеточные линии используются для рутинной изоля-
ции HMPV во многих лабораториях мира.

Целью настоящей работы явилось сравнительное 
изучение репродукции метапневмовируса в различ-
ных клеточных линиях человека и животных и опре-
деление наиболее пермиссивной клеточной модели.

Материалы и методы
Носоглоточные смывы. В качестве кли-

нического материала для исследования 
использовали носоглоточные смывы, со-
бранные не позднее 4-го дня от начала 
заболевания. Забор материала осущест-
вляли с помощью стерильного ватного 
тампона с последующим помещением его 
в пробирку со средой 199, содержащей 
антибиотики (пенициллин и стрептоми-
цин). Носоглоточные смывы хранили до 
исследования при -70ºC. Образцы тести-
ровали на присутствие следующих ре-
спираторных вирусов: HMPV, human Bo-
cavirus (HBoV), вирусов гриппа A (H1N1, 
H3N2) и B, парагриппа, HRSV и аденови-
русов типов 1, 2, 3 и 4, риновирусов и ко-
ронавирусов NL-63, OC43, HKU-1, 229E.

Клеточные линии. С целью определе-
ния пермиссивности к HMPV исследо-
вано 19 перевиваемых клеточных линий 
человека и животных, полученных из 
Коллекции культур тканей НИИ вирусо-
логии (табл. 1).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). 
Для выделения РНК и ДНК вирусов 
применяли коммерческие тест-системы 
“Рибо-сорб” производства “АмплиСенс” 
(Москва) и “Проба-НК” производства 
“ДНК-Технология” в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Для выявления методом ПЦР возбуди-
телей ОРВИ в клиническом материале 
использовали тест-системы “АмплиСенс 
ОРВИ-скрин-FL”, а также праймеры, лю-

безно предоставленные проф. С. О. Вязовым (Эссен, 
Германия) из области N-гена. ПЦР проводили в двух-
раундовом режиме автоматической амплификации 
на приборе “Терцик” (ЗАО “ДНК-Технология”, Мо-
сква). Продукты ПЦР анализировали методом гори-
зонтального электрофореза в 1,7% агарозном геле, 
окрашенном бромистым этидием, с последующей ви-
зуализацией в ультрафиолетовом спектре. Количество 
продукта анализировали, используя денситометриче-
скую компьютерную программу Image J. 1.36 (NIH, 
США) на флюоресцентном ПЦР-анализаторе Ала1/4 
(“Biosan”).

Выделение HMPV на культуре клеток. Первичное 
заражение монослоя культур клеток проводили по 
общепринятой методике H. W. Davies.

Носоглоточный смыв, положительный на HMPV в 
ПЦР и отрицательный на другие респираторные виру-
сы (вирусы гриппа типа A и B, парагриппа, аденови-
русов, риновирусов, коронавирусов, HRSV и HBoV), 
был инокулирован на монослой культур клеток в 
среде, содержащей 5 мкг/мл трипсина (TPCK treated, 
“Sigma”). Положительный образец вносили в 4 лунки 
24-луночного планшета с монослоем культуры.

Планшеты с зараженной культурой инкубировали 
при 37ºC в течение 24 дней. Каждые 2–3 дня наблю-
дали за динамикой развития ЦПЭ, отбирали пробы по 
100 мкл среды клеточной культуры и замораживали 
при -70ºC, к культуре вновь добавляли 100 мкл сре-
ды, содержащей трипсин. Инфицированные суперна-

Т а б л и ц а  1
клеточные линии, использованные в работе

Клеточная линия Среда культивирования

Перевиваемые клетки человека
Диплоидные клетки легкого эмбрио-
на (ЛЭЧ)

Игла МЕМ и 199 (1:1) + 10% ЭТС; ИП = 2,0

Карцинома легкого (A549) Игла МЕМ и 199 (1:1) + 10% ЭТС; ИП = 3,0
Печень (Chang Liver) Игла МЕМ и 199 (1:1) + 10% ЭТС; ИП = 3,0

Гепатома (CH5) ДМЕМ + 10% ЭТС; ИП = 2,5
Гепатома (Lunet) ДМЕМ + 10% ЭТС; ИП = 2,5
Костный мозг человека с лейкемией 
(L41)

Игла МЕМ + 10% ЭТС; ИП = 4,0

Конъюнктива (Chang Conjunctiva, 
клон 1-5C4)

Игла МЕМ + 10% ЭТС; ИП = 3,0

Карцинома кишечника (HT29) ДМЕМ + 10% ЭТС; ИП = 2,5
Эпителиальная карцинома (Hep-2) Игла МЕМ и 199 (1:1) + 7% ЭТС; ИП = 4,0
Карцинома (HeLa) 199 + 10% ЭТС; ИП = 5,0
Перевиваемые клетки животных
Почки собаки (MDCK) Игла МЕМ + 10% ЭТС; ИП = 4,0
Почки свиньи (СПЭВ) 199 + 10% СККРС; ИП = 5,0
Почки обезьяны (Vero) Игла МЕМ + 10% ЭТС; ИП = 4.0
Почки кошки (CRFK) ДМЕМ + 7% ЭТС; ИП = 3,0
Фибробласты кошки (CC-81) 199 + 10% СККРС; ИП = 4,0
Фибробласты мыши (L929) 199 + 7% ЭТС; ИП = 5,0
Мозг хорька (Mpf) ДМЕМ + 10% ЭТС; ИП = 4,0
Почки сирийского хомячка (BHK-21) 199 + 10% СККРС; ИП = 4,0
Почки эмбрионов макак резусов 
(LLC-MK2)

Игла МЕМ + 10% ЭТС; ИП = 3,0

П р и м е ч а н и е . СККРС – сыворотка крови крупного рогатого скота; ИП – ин-
декс пролиферации.
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танты клеточной среды исследовали на присутствие 
РНК HMPV в ПЦР. При отсутствии положительной 
реакции после первичного заражения проводили 3 
последовательных пассажа, после чего пробу счита-
ли отрицательной. При невозможности использова-
ния первичного монослоя клеток инфицированный 
супернатант переносили на новый монослой этой же 
клеточной линии.

Для установления динамики репродукции вируса в 
культурах пробы отбирали в разные сроки после ин-
фицирования. Вирусную активность определяли с по-
мощью ПЦР на наличие РНК HMPV в супернатантах 
инфицированных клеточных линий. За титр вируса 
принимали то наибольшее разведение супернатанта 
зараженной культуры, в котором идентифицировалась 
РНК вируса. Титр выражали обратным значением раз-
ведения вируса, в котором определяли РНК (lg/мл).

Инфекционный титр вируса определяли путем на-
несения 10-кратных разведений вируса на монослой 
клеток. Вирус был адсорбирован в течение 1 ч при 
37ºC, после чего добавляли соответствующую среду, 
содержащую 2% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) и 2 мкг/мл трипсина. Инфицированные клетки 
инкубировали при 37ºC. В надосадочной жидкости 
клеточной культуры определяли инфекционный титр 
HMPV. Расчет инфекционных титров вируса прово-
дили по методу Рида и Менча.

Результаты
На пермиссивность к HMPV исследовали 7 онко-

генных и 3 нормальные (ЛЭЧ, Chang Conjunctiva, 
Chang Liver) перевиваемые клеточные линии челове-
ка (см. табл. 1). При микроскопическом исследовании 
монослоя в течение 22 дней после инфицирования 
РНК-позитивными смывами мы не наблюдали ЦПЭ 
ни в одной из клеточных культур человека. Вместе с 
тем исследование инфицированных супернатантов в 
ПЦР показало присутствие РНК HMPV в 4 клеточ-
ных линиях: Chang Conjunctiva, A549, Hep-2 и HT29. 
В культуре Chang Conjunctiva РНК HMPV выявлялась 
с 8-го по 18-й день после заражения, пик репликации 
вируса определялся на 12-й день. В клеточной линии 
Hep-2 репродукция HMPV выявлялась с 8-го по 20-й 
день с наибольшим уровнем вирусной нагрузки на 
16-е сутки. В клетках A549 РНК определялась с 10-го 

по 18-й день, пик вирусной активности приходился 
на 14-й день. В культуре клеток HT29 репродукция 
вируса происходила наиболее медленно – с 12-го по 
20-й день после инфицирования, достигая максимума 
лишь к 18-му дню (рис. 1).

При дальнейшем пассировании оказалось, что для 
клеточных линий человека Hep-2 и A549 требуется 
более длительный срок развития HMPV-инфекции, 
клетки гибнут раньше, чем вирус реплицируется в 
достаточном для выявления РНК количестве, что ли-
митирует возможность получения хороших урожаев 
вируса.

Изучение вирусной активности HMPV в двукрат-
ных разведениях надосадочной жидкости клеточных 
культур показало, что наиболее чувствительными 
к изучаемому вирусу являются линии клеток Chang 
Conjunctiva и Hep-2, а менее чувствительными – HT29 
и A549 (табл. 2).

Следует отметить, что первичная изоляция вируса 
из носоглоточных смывов требовала нескольких сле-
пых пассажей. При этом из 4 выбранных нами РНК-
позитивных смывов только 2 реплицировались в кле-

Рис. 1. Репродукция HMPV в перевиваемых клеточных линиях человека.

Т а б л и ц а  2
клеточные линии человека и животных, чувствительные к 

HMPV

Линии клеток человека и животных

День мак-
симальной 
вирусной 

активности

lg*

Конъюнктива (Chang Conjunctiva, 
клон 1-5C4) 12-й 1,05 ± 0,15

Карцинома легкого (A549) 14-й 0,75 ± 0,04
Эпителиальная карцинома (Hep-2) 16-й 0,98 ± 0,13
Карцинома кишечника (HT29) 18-й 0,90 ± 0,21

Почки кошки (CRFK) 10-й 1,2 ± 0,2
Почки эмбрионов макак резусов 
(LLC-MK2)

18-й 1,05 ± 0,15

Почки обезьяны (Vero) 20-й 0,98 ± 0,13
Почки свиньи (СПЭВ) 16-й 0,68 ± 0,03
Почки сирийского хомячка (BHK-21) 16-й 0,3 ± 0,12

П р и м е ч а н и е . * – разведение супернатанта клеточной куль-
туры, содержащее вирусный материал.
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реплицировался медленно и достигал пика вирусной 
активности к 16-му дню. В клетках Vero РНК HMPV 
выявлялась с 10-го по 22-й день, и пик репродукции 
определялся лишь к 20-м суткам. В культуре клеток 
LLC-MK2 репродукция HMPV обнаруживалась с  
12-го по 20-й день с наиболее высоким уровнем ви-
русной нагрузки на 18-е сутки. При этом логарифми-
ческие показатели двукратных разведений суперна-
тантов данной клеточной линии несколько превыша-
ли таковые в культуре клеток Vero и были значительно 
выше в клетках BHK-21 и СПЭВ (см. табл. 2).

Наиболее активно HMPV накапливался в клеточ-
ной линии CRFK. Детекция РНК вируса показала, 
что репродукция HMPV в этой культуре клеток начи-
нается значительно раньше, чем в других клеточных 
линиях человека и животных – с 4-го дня после инфи-
цирования. Пик вирусной активности в надосадочной 
жидкости после заражения клеток CRFK был выше  
(≥ 1,0 lg) и определялся раньше – на 10-е сутки, чем в 
других культурах клеток животных.

Таким образом, более короткий срок начала репли-
кации и высокий уровень вирусной нагрузки HMPV, 
а также более широкие возможности получения зна-
чительных количеств вируса в клеточных линиях 
животных LLC-MK2 и CRFK вызвали интерес к их 
дальнейшему изучению.

Для того чтобы установить, какая из указанных 2 
культур клеток более чувствительна к HMPV, мы про-
вели последующее пассирование вируса. В клеточной 
линии CRFK репродукция HMPV начиналась значи-
тельно раньше – со 2-го дня после инфицирования, 
пик активности наблюдался к 5-м суткам при 2-м пас-
саже и к 4-м суткам при 4-м пассаже, тогда как в клет-
ках LLC-MK2 РНК HMPV определялась лишь с 5-го 
дня с момента заражения, а пик вирусной нагрузки 
приходился на 10-е и 8-е сутки после 2 и 4 пассажей 
соответственно. Логарифмические показатели актив-
ности HMPV в супернатанте культуры CRFK значи-
тельно превышали таковые в культуре клеток LLC-
MK2 (табл. 3).

При исследовании репродукции HMPV в клеточной 
линии Chang Conjunctiva при последующем инфици-
ровании клеточной культуры детекция РНК HMPV 
начиналась с 7-го дня после 3-го пассажа и с 4-го дня 
после 5-го пассажа. Пик вирусной активности соот-

точных линиях человека и животных, причем второй 
образец – лишь в клетках Hep-2 с наибольшей актив-
ностью 0,23 ± 0,012 после второго слепого пассажа.

Из 9 исследованных клеточных линий животных 
(см. табл. 1) способными поддерживать репродук-
цию HMPV оказались 5 различных почечных линий 
(CRFK, LLC-MK2, Vero, СПЭВ и ВНК-21). Фибро-
бластные клетки кошки CC-81 и мыши L929, культура 
мозга хорька Mpf и почек собаки MDCK к HMPV ока-
зались нечувствительны. Изучаемый вирус способен 
вызывать ЦПЭ в клетках LLC-MK2, Vero и CRFK. В 
клеточной линии LLC-MK2 ЦПЭ вируса характери-
зовался округлением клеток и образованием неболь-
ших кластеров. В культуре клеток Vero и CRFK ЦПЭ 
HMPV проявлялся изменениями клеток, характер-
ными для ЦПЭ других вирусов: клетки округлялись 
и погибали. Следовательно, единственным способом 
установить причину ЦПЭ являлось исследование 
инфицированных супернатантов клеточных культур 
на присутствие РНК- и ДНК-содержащих вирусов в 
ПЦР. Важно отметить, что в клеточных линиях СПЭВ 
и BHK-21 ЦПЭ нами не выявлен, несмотря на репро-
дукцию HMPV.

Наиболее чувствительной к HMPV оказалась куль-
тура клеток CRFK, в меньшей степени репродукция 
вируса проходила в культурах клеток LLC-MK2 и Ve-
ro, существенно слабее – в линиях СПЭВ и BHK-21. 
На рис. 2 видно, что в клетках СПЭВ и BHK-21 вирус 

Т а б л и ц а  3
Cравнительная характеристика репродукции HMPV в клеточ-

ных линиях CRFK и LLC-MK2

День  
наблюде-

ния

Инфекционный титр вируса в клеточных линиях,  
lg TCID50

LLC-MK2 CRFK

2-й пассаж 4-й пассаж 2-й пассаж 4-й пассаж

2-й 0 0 0,38 ± 0,04 0,38 ± 0,06
4-й 0 0 0,45 ± 0,038 1,2 ± 0
5-й 0,015 ± 0,03 0,15 ± 0,03 1,125 ± 0,3 0,83 ± 0,3
6-й 0,15 ± 0,04 0,68 ± 0,12 0,38 ± 0,062 0,45 ± 0,03
8-й 0,53 ± 0,13 1,05 ± 0,15 0,15 ± 0,04 0,1 ± 0,02
10-й 0,75 ± 0,04 0,83 ± 0,3 0 0
12-й 0 0 0 0

Рис. 2. Репродукция HMPV в перевиваемых клеточных линиях животных.
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ветственно определяли на 9-й день после 3-го пасса-
жа и на 6-й день после 5-го пассажа вируса.

Результаты экспериментов показали, что культи-
вирование HMPV возможно в перевиваемых клеточ-
ных линиях человека и животных. Однако первичная 
изоляция вируса из носоглоточных смывов нередко 
требует проведения нескольких слепых пассажей. Ре-
пликация HMPV в большинстве пермиссивных ткане-
вых культурах происходит длительно – 2 нед и более 
– и сопровождается ЦПЭ лишь в клетках LLC-MK2, 
Vero и CRFK. При этом ЦПЭ не имеет характерных 
для данного вируса особенностей, и как следствие 
единственным способом установить его природу яв-
ляется исследование инфицированных супернатан-
тов клеточных культур на присутствие РНК- и ДНК-
содержащих вирусов в ПЦР.

Обсуждение
Если учесть важную роль HMPV в этиологии ре-

спираторной заболеваемости детей в нашей стране, 
представляется необходимым создание эксперимен-
тальной модели in vitro для изучения патогенеза и ле-
карственной терапии вызываемой вирусом инфекции. 
Первым шагом к достижению поставленной задачи и 
было исследование спектра клеточных линий челове-
ка и животных на чувствительность к HMPV.

По данным зарубежной литературы, HMPV слабо 
реплицируется в традиционно используемых для вы-
деления респираторных вирусов клеточных линиях. 
Явный ЦПЭ проявляется лишь в третичных клетках 
почек обезьян LLC-MK2 и некоторых вариантах кле-
ток Vero, QT-35 и A549 [12, 13]. Рост вируса в этих 
тканевых культурах происходит медленно и часто 
требует более 2 нед для максимальной репродукции. 
HMPV способен реплицироваться и в клетках Hep-2, 
несмотря на отсутствие ЦПЭ [17]. Результаты наше-
го исследования подтверждают эти данные. Однако 
проведенное изучение широкого спектра клеточных 
культур различного видового и тканевого происхо-
ждения показало более высокую чувствительность к 
HMPV культур клеток конъюнктивы человека Chang 
Conjunctiva, клон 1-5C4, и почек кошки CRFK. Эти 
клеточные линии впервые исследовались на способ-
ность поддерживать репродукцию HMPV.

При сравнении с культурами клеток Vero и LLC-
MK2, применяющимися для рутинной изоляции 
HMPV за рубежом, нами установлено, что в клетках 
CRFK отмечены более ранние начало и пик реплика-
ции, более высокий уровень вирусной нагрузки и как 
следствие большая возможность получения хороших 
урожаев вируса. Вместе с тем ЦПЭ HMPV в культуре 
CRFK не имеет характерных особенностей, следова-
тельно, присутствие вируса необходимо подтверждать 
исследованием супернатантов культуры в ОТ-ПЦР. 
Исследование кинетики репродукции HMPV показа-
ло, что в клеточной линии Chang Conjunctiva вирус 
накапливается приблизительно в тех же титрах, что и 
в клетках LLC-MK2 и Vero, но начало репликации и 
пик активности определяются значительно раньше.

Таким образом, результаты проведенных экспе-
риментов позволяют считать оптимальными для 
последующих исследований две перевиваемые кле-
точные линии – конъюнктива человека Chang Con-
junctiva, клон 1-5C4, и почки кошек CRFK. Более 
раннее начало репликации HMPV и высокая вирус-
ная нагрузка в этих культурах клеток дают возмож-
ность изучения в дальнейшем молекулярной био-
логии вируса, патогенеза вызываемой им инфекции 
и проведения скрининга противовирусных препа-
ратов in vitro.
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