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Экспериментальная инфекция сизой чайки (Larus canus), 
вызванная вирусом гриппа A/H5N1
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Штамм вируса гриппа a/common gull/chany/P/2006 (h5N1), выделенный от клинически здоровой сизой 
чайки (Larus canus), при экспериментальном инфицировании не вызывает гибель своего естественного 
хозяина (сизая чайка). Показано, что вирус способен к эффективной репликации в тканях легких, селезен-
ки, верхних дыхательных путей, в клетках слизистых оболочек кишечника сизой чайки с последующим 
выделением во внешнюю среду со слизистыми выделениями из клоаки и глотки в течение 2 нед. Обсуж-
дается потенциальная роль этого вида птиц в циркуляции вируса гриппа.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус гриппа H5-субтипа, экспериментальная инфекция, сизая чайка

experimental infection caused by influenza a (h5N1) virus 
in common gull (Larus canus) 
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The influenza a/common gull/chany/P/2006 (h5N1) virus strain isolated from a clinically healthy common gull 
(Larus canus) caused no death of its natural host (a common gull). The virus was shown to be capable for 
effective replication in the tissues of the lung, spleen, and upper respiratory tract and in the intestinal mucosal 
cells of the common gull with further environmental virus liberation elimination along with mucinous discharges 
from the cloaca and fauces for 2 weeks. The potential role of this bird species in the circulation of influenza virus 
is discussed. 

K e y  w o r d s: influenza H5-subtype virus, experimental infection, common gull (Larus canus)

Природным резервуаром вируса гриппа являются 
различные перелетные птицы, принадлежащие к от-
рядам гусеобразных (Anseriformes) и ржанкообразных 
(Charadriiformes) [16]. Они широко распространены во 
всем мире и в основном представлены видами, мигри-
рующими на далекие расстояния [15].

В 2005 г. была зарегистрирована эпизоотия гриппа 
птиц на территории Новосибирской области среди раз-
ных видов домашних и диких птиц. Результаты филоге-

нетического анализа указывают на то, что вирус гриппа 
был занесен с территории Китая, по-видимому, дикими 
перелетными птицами в период весенней миграции [3, 
13]. В июле 2006 г. от сизой чайки, не имеющей види-
мых признаков болезни, был выделен вирус A/common 
gull/Chany/P/2006 H5N1-субтипа. Генетически вирус 
охарактеризован как высокопатогенный для кур, однако 
в эксперименте он показал более низкую степень пато-
генности для кур по сравнению с другими штаммами 
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выделением вируса во внешнюю среду и накоплением в 
тканях внутренних органов.

Было отмечено, что вирус способен вызывать бо-
лезнь у инфицированных птиц, которая проявлялась 
конъюнктивитами, диареей, гиперемией глотки. Невро-
логические симптомы, за исключением снижения аппе-
тита и активности, не отмечены. Случаи специфической 
гибели птиц в течение всего периода наблюдения не за-
регистрированы.

Выделение вируса во внешнюю среду со слизисты-
ми выделениями клоаки и глотки в От-ПЦР в реальном 
времени регистрировали в течение всего периода на-
блюдения, который в эксперименте составил 2 нед (см. 
таблицу).

В течение первых 3 сут после инфицирования про-
цент птиц, выделяющих вирус со слизью из глотки, со-
ставил 100, из клоаки — 88,9. С 4-х по 6-е сутки этот 
показатель для мазков из клоаки превышал таковой для 
мазков из глотки. Однако в целом наблюдается общая 
тенденция к уменьшению этих показателей до 10-х су-
ток. Обе особи, которые остались в эксперименте после 
12 сут, выделяли вирус и из глотки, и из клоаки. На про-
тяжении эксперимента вирус был выявлен у всех подо-
пытных птиц.

Наибольшие титры вируса в мазках из глотки были за-
регистрированы в 1-е сутки, а из клоаки — на 4-е сутки 
после инфицирования. титр вируса в мазках из глотки по-
степенно снижается в течение всего периода наблюдения, 
а в мазках из клоаки наблюдается увеличение концентра-
ции вируса к 4-му дню с последующим уменьшением. 
Начиная с 8-го дня титры вируса в мазках как из глотки, 
так и из клоаки не превышали 1,0 lg ЭИД50/мл.

При анализе количества птиц, выделяющих инфек-
ционный вирус со слизистыми выделениями из клоаки и 
глотки (см. рисунок), можно отметить, что до 5-х суток 
после инфицирования процент положительных проб маз-
ков из глотки выше аналогичного значения для клоакаль-
ных проб. Начиная с 6-х суток значения этих показателей 
равны. Полученные данные свидетельствуют о том, что 
наиболее активно птицы выделяют инфекционный вирус 
в течение первых 5 сут после инфицирования.

Определение вируса в тканях внутренних органов 
подопытных птиц без определения его количественных 
показателей было проведено путем инфицирования 
РКЭ. Вирус гриппа был диагностирован в ткани лег-
ких на 2, 4 и 6-е сутки, селезенки — на 4-е и 6-е сутки 
и кишечника — на 14-е сутки после инфицирования.

вируса гриппа H5N1-субтипа, выделенными на террито-
рии Западной Сибири (показатель внутривенного теста 
на патогенность был равен 1,7). таким образом, обладая 
патогенным потенциалом для кур, вирус не вызывал ви-
димого клинического проявления болезни у своего есте-
ственного хозяина в природных условиях [6, 12].

Дикие птицы относительно устойчивы к вирусу грип-
па птиц [2]. Было показано, что некоторые виды диких 
уток (представителей отряда гусеобразных) могут быть 
носителями вируса гриппа H5-субтипа до 3 нед, выделяя 
вирус в высоких концентрациях с фекалиями, при этом в 
большинстве случаев видимых признаков болезни не на-
блюдается [14]. Роль представителей отряда ржанкообраз-
ных в поддержании циркуляции патогенных вариантов 
вируса гриппа H5-субтипа в природе к настоящему време-
ни изучена недостаточно.

Целью исследований явилась оценка восприимчиво-
сти диких птиц вида сизая чайка (Larus canus) к штамму 
вируса гриппа A/common gull/Chany/P/2006 (H5N1) при 
экспериментальном инфицировании.

Материалы и методы
Животные. В эксперименте были использованы пти-

цы вида сизая чайка (Larus canus) 6-недельного возрас-
та. Яйца птиц были собраны из гнезд на колониальных 
поселениях сизых чаек. Инкубация яиц и выращивание 
молодняка были проведены на биологическом стацио-
наре Института систематики и экологии животных СО 
РАН. Работу с инфицированными животными выполня-
ли в условиях инфекционного вивария с уровнем био-
безопасности BSL-2 с соблюдением рекомендаций, из-
ложенных в работе [4].

Вирус: A/common gull/Chany/P/2006 (H5N1) в виде ал-
лантоисной жидкости развивающихся куриных эмбрионов 
(РКЭ) (6-й пассаж на РКЭ) с титром 108,5ЭИД50/мл.

Инфицирование проводили дозой вируса 106ЭИД50/мл 
в объеме 1 см3 на птицу путем нанесения на слизистые 
оболочки носовых ходов, конъюнктивы и ротовой поло-
сти. В течение 14 дней после инфицирования у каждой 
птицы ежедневно брали мазки из клоаки и глотки. На 2, 4, 
6, 8, 10 и 14-е сутки прибегали к эвтаназии одной или двух 
птиц для определения наличия вируса в тканях органов.

титры вируса в мазках из клоаки и глотки определя-
ли следующими методами.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Для выделения РНК 
использовали набор «SV Total RNA Isolation system» 
(«Promega», США), для ПЦР в реальном времени — 
набор «АмплиСенс Influenza virus A H5N1-FL» (ФГУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора) согласно инструкции про-
изводителей.

Инфицирование РКЭ. Готовили 2 последовательных 
10-кратных разведения исследуемого материала. Для 
инфицирования использовали РКЭ 9-дневного возрас-
та с последующим подтверждением наличия вируса в 
аллантоисной жидкости РКЭ при помощи реакции ге-
магглютинации (РГА) с использованием 1% суспензии 
эритроцитов петуха [17].

Статистический анализ. Значение 50% эмбрио-
нальной инфекционной дозы (ЭИД50) рассчитывали по 
методу Кербера в модификации Ашмарина [1].

Результаты
Восприимчивость к вирусу при экспериментальном 

инфицировании птиц вида сизая чайка (Larus canus), ко-
торые являются естественными хозяевами штамма виру-
са гриппа A/common gull/Chany/P/2006 (H5N1), оценива-
ли по способности вируса эффективно продуцироваться 
в организме подопытных птиц, вызывая заболевание с 

Результаты исследования мазков из глотки и клоаки птиц при 
помощи ОТ-ПЦР в реальном времени

Сутки 
п. и.

Количе-
ство птиц 

(голов)

Результат От-ПЦР в реальном времени
мазки из глотки мазки из клоаки

+/- % положи-
тельных проб +/- % положитель-

ных проб
1 9 9/9 100 8/9 88,9
2 9 9/9 100 8/9 88,9
3 8 8/8 100 7/8 87,5
4 8 5/8 62,5 7/8 87,5
5 6 3/6 50 5/6 83,3
6 4 2/4 50 3/4 75
8 3 2/3 66,7 2/3 66,7
10 3 1/3 33,3 1/3 33,3
12 2 2/2 100 2/2 100
14 2 2/2 100 2/2 100
П р и м е ч а н и е.  п. и. — после инфицирования; +/- — количе-

ство положительных проб от общего количества.
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Случаи заболевания гриппом H5N1 регулярно реги-
стрируются у животных, в частности у птиц семейства 
чайковых (Laridae), что делает актуальным дальнейшее 
изучение роли чаек в экологии вируса гриппа А.

Работа была поддержана грантами МНтЦ (BIO-
INDUSTRY INITIATIVE, USA, ISTC 3436), АФГИР 
RUB2-2991-NO-10, ФЦП Госконтрактом 16.740.11.0179, 
ФЦНтП Госконтрактом 02.740.11.0709 и грантом для го-
сударственной поддержки ведущих научных школ Рос-
сийской Федерации НШ-65387.2010.4.
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Обсуждение
Представители отряда ржанкообразных (Charadrii-

formes), в частности семейства чайковых (Laridae), 
играют важную роль в циркуляции вируса гриппа А. 
Для территории Евразии дикие птицы вида сизая чай-
ка являются массовым, широко распространенным 
видом диких птиц, способным совершать длительные 
миграции и имеющим при этом тесный контакт со 
многими видами диких и домашних птиц.

Восприимчивость птиц семейства чайковых к вирусу 
гриппа А показана в ряде работ [2, 8—11]. В данной ра-
боте представлены результаты моделирования прибли-
женного к естественному инфекционного процесса, вы-
званного вирусом A/common gull/Chany/P/2006 (H5N1). 
Для моделирования гриппозной инфекции нами были 
использованы дикие птицы вида сизая чайка, которые 
являются природным хозяином штамма вируса гриппа 
A/common gull/Chany/P/2006 (H5N1). Инфицирование 
проведено, наиболее приближенным к естественному 
для диких птиц водного и околоводного комплекса пу-
тем нанесения вируса на слизистые оболочки носовых 
ходов, конъюнктивы и ротовой полости.

Было установлено, что вирус A/common gull/Chany/
P/2006 (H5N1) при экспериментальном инфицирова-
нии вызывает у птиц вида сизая чайка (Larus canus) 
нелетальную инфекцию, которая проявляется воспали-
тельными процессами негнойного характера в местах 
внедрения вируса, временным общим угнетением. При 
этом инфицированные птицы не теряют способность 
к полетам и, следовательно, к механическому распро-
странению вируса.

Штамм вируса гриппа A/common gull/Chany/P/2006 
(H5N1) при экспериментальном заражении сизых чаек 
способен к эффективной репродукции в тканях верхних 
дыхательных путей, легких, селезенки, в клетках слизи-
стых оболочек кишечника с последующим выделением 
во внешнюю среду. Инфицированные птицы выделяли 
инфекционный вирус из клоаки и глотки в течение 2 
нед, т. е. на протяжении всего периода наблюдения. Ви-
рус гриппа был выявлен у всех подопытных птиц, что 
говорит о высокой степени восприимчивости этого вида 
к исследуемому штамму вируса гриппа.

Полученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности активного участия птиц вида сизая чайка в рас-
пространении высокопатогенного вируса гриппа во вре-
мя миграций.

титры вируса в мазках из глотки и клоаки.
титры вируса выражены в lg ЭИД50 в 1 мл исследуемого образца в виде M ± SD, где M — среднее значение, SD — стандартное отклонение, ЭИД50 — 

50% эмбриональная инфекционная доза. Над соответствующими столбцами указано отношение количества положительных проб 
к количеству исследованных.



46

16. Webster R. G., Bean W. J., Gorman O. T. et al. Evolution and ecology 
of influenza A viruses. Microbiol. Rev. 19; 56: P. 152—179.

17. WHO. Manual on animal influenza diagnosis and surveillance. World 
Health Organization (WHO), 2002.

Поступила 03.08.11

14. Sturm-Ramirez K. M., Hulse-Post D. J., Govorkova E. A. et al. Are 
ducks contributing to the endemicity of highly pathogenic H5N1 
influenza virus in Asia. J. Virol. 2005; 79 (17). 1269—1279.

15. Veen J., Yurlov A. K., Delany S. N. et al. An atlas of move-
ments of Southwest Siberian waterbirds. Wetlands International, 
Wageningen, The Netherlands, 2005; 60.

Контактная информация:
Подчерняева Раиса Яковлевна, д-р мед. наук, проф., рук. лаб. культур тканей; e-mail: cell@rambler.ru

© КОЛЛЕКтИВ АВтОРОВ, 2012
УДк 576.3.08:008

Р. Я. Подчерняева¹, И. А . Суетина¹, Г. Р. Михайлова¹, О. А. Лопатина¹, И. И. Бобринецкий², 
Р. А. Морозов², А. С. Селезнев²
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Данное исследование показало, что 3 изученных образца углеродных нанотрубок отечественного про-
изводства, закреплённые на поверхности подложки, не обладают  токсичными свойствами и могут быть 
использованы для культивирования клеток. Создано биосовместимое электропроводящее покрытие на 
основе углеродных нанотрубок и бычьего сывороточного альбумина и продемонстрирована его эффек-
тивность при культивировании клеток in vitro. Для электрической стимуляции клеток разработано устрой-
ство для локального подведения электрического потенциала к клеткам через наноразмерные электроды. 
Приведены результаты культивирования  фибробластов эмбриона человека в импульсном электриче-
ском поле на проводящих нанокомпозитных подложках. Показано увеличение пролиферативной актив-
ности клеток на 26% при потенциалах до 100 мВ. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: нанокомпозитные подложки, углеродные нанотрубки, перевиваемые клетки фибробластов 
эмбриона человека, пролиферация

cultivation of continuous cell lines on the Substrate of carbon Nanotubes and the 
effect of electric Stimulation on cell Proliferation

R. Y. Podchernyaeva1, I. А. Suetina1, G. R. Michailova1, O. A. Lopatina1, I. I. Bobrinetskiy2, R. A. Morozov2, 
and A. S. Seleznev2
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It was demonstrated that the three studied samples of carbon nanotubes of domestic production fixed on the 
substrate surface did not have toxic effect and could be used for cell cultivation. a biocompatible conductive 
coating based on carbon nanotubes and bovine serum albumin was developed. The efficacy of the coating for 
growing in vitro cell cultures was tested. a device was developed for electric stimulation of the cells. local 
electric potential was applied to the cells using nanoscale electrodes. The results of human embryonic fibroblast 
cultivation in a pulsed electric field on conductive nanocomposite substrates were presented. an 26% increase 
in the proliferative activity of cells was observed at potentials up to 100 mV.

K e y  w o r d s: nanocomposite substrates, carbon nanotubes, transplanted cells, human embryonic fibroblasts, proliferation

Перспективность нанотехнологии для медицины, 
биологии и биоинженерии  требует изучения ее разра-
боток на клеточном уровне. Углеродные нанотрубки, об-
ладая уникальными электронными свойствами, высокой 
механической прочностью, высокой гибкостью и высо-
кой удельной поверхностью, являются одним из таких  
перспективных продуктов нанотехнологии[6, 10]. Имея 
структуру, геометрически близкую к основному белку 
соединительной ткани животных — коллагену, углерод-
ные нанотрубки создают соответствующее микроокру-
жение клеток, обеспечивающее их пролиферацию и 
дифференциацию [8]. С помощью углеродных нанотру-
бок также можно достичь направленного роста клеток 
[6—8]. так, в ряде работ, посвященных созданию новых 
биосовместимых композитных материалов для биоин-
женерии, регенерации хрящевых тканей, исследованию 

роста фибробластов и применению в нейрохирургии, по-
казано, что дополнительное подведение электрического 
сигнала к клеткам приводит к увеличению их пролифе-
ративной активности и способствует пространственной 
организации тканей [4, 9, 11, 12]. Поэтому существен-
ным вопросом в дальнейших разработках в области ин-
теграции углеродных нанотрубок и культур тканей явля-
ется повышение биосовместимости нанотрубок, в част-
ности за счет создания композитов на основе белковых 
матриц [5, 9] и изучения влияния электростимуляции на 
рост и развитие клеток на проводящих подложках из на-
нотрубок.

Объяснение физических механизмов, регулирующих 
адгезию и ориентацию клеток в электрическом поле на 
трехмерной подложке, позволит развить новые подходы 
к управлению культивированием клеток.


