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Введение
Гликопротеины оболочки вируса гриппа, гемагглю-

тинин (НА) и нейраминидаза (NA), определяющие 
иммунный ответ, обладают значительной вариабель-
ностью. В человеческой популяции в настоящее вре-
мя циркулируют вирусы гриппа А, НА которых отно-
сятся к двум подтипам: Н1 и Н3. Новый вариант ви-
руса гриппа А подтипа H1N1, возникший в результате 
скрещивания двух вирусов гриппа свиней, североаме-
риканского и европейского [9, 21], вызвал пандемию в 
2009 г. Другие подтипы НА (Н2, Н4—Н16) сейчас не 
представлены в человеческой популяции, они цирку-
лируют среди диких и домашних птиц и млекопитаю-
щих. Однако вирус подтипа H5N1 с 2003 г. вызывает 
эпизоотии с высокой смертностью у птиц и споради-
ческие случаи тяжелого заболевания людей. В связи 
с этим исследование вариаций антигенной специфич-
ности НА подтипов Н1 и Н5, а также вариа ций тех 
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фенотипических свойств вирусов, которые связаны с 
изменениями антигенности, является важной и акту-
альной задачей. 
При антигенном картировании НА подтипов 

Н5 [12, 17] и Н9 [13] нами были получены наборы 
эскейп-мутантов, т. е. мутантов, резистентных к ней-
трализующему действию моноклональных антител. 
Секвенирование мутантных генов НА показало, что 
аминокислотные замены, ведущие к приобретению 
резистентности, в трехмерной структуре молекулы 
НА локализованы вблизи рецепторсвязывающего кар-
мана. Такая локализация была ожидаемой, посколь-
ку нейтрализующий эффект антител в отношении 
вирусов гриппа часто обусловлен экранированием 
рецепторсвязывающего участка молекулы НА. В на-
ших предыдущих исследованиях [13, 16] было пока-
зано, что такие замены нередко приводят к снижению 
сродст ва НА к клеточным сиаловым рецепторам. Од-
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(ГАЕ) в буферном растворе (0,15 М NaCl, 0,01 M 
трис-HCl pH 7,2) с добавлением 4мкМ ингибитора 
NA (2,3-дидегидро-2,4-дидезокси-4-амино-N-аце-
тил-D-нейраминовая кислота, "Sigma", США)  и 
ин кубировали в течение 30 мин при 4°С, после че-
го добавляли такой же объем 0,5% суспензии кури-
ных эритроцитов и инкубировали 40—50 мин при 
4°С. Результаты оценивали по максимальному раз-
ведению сиалогликоконъюгата, при котором еще 
наблюдалось торможение реакции агглютинации 
эритроцитов, и выражали как концентрацию (мкМ) 
сиаловой кислоты в этом разведении. 

Результаты и обсуждение
Эскейп-мутанты вируса подтипа H1N1 были полу-

чены путем последовательной селекции в два этапа 
[18]. На первом этапе получали мутанты 1-го поколе-
ния, используя реассортант ReM8 в качестве вируса 
дикого типа, а на втором этапе мутанты 1-го поколе-
ния были использованы для селекции мутантов 2-го 
поколения. В настоящей работе использованы 4 му-
танта 1-го поколения, имеющие в НА одну аминоки-
слотную замену. Мутанты 2-го поколения, использо-
ванные в данной работе, были получены из мутантов 
1-го поколения, имеющих по одной аминокислотной 
замене, и  имели по две замены, влияющие на взаимо-
действие НА с антителами (табл. 1).
Реакция ингибирования гемагглютинации сиало-

гликоконъюгатами показала (см. табл. 1), что вирус 
дикого типа ReM8 обладает сродством к фукозилиро-
ванным α-(2,3)-сиалогликоконъюгатам SiaLex , SiaLea 
и 6-su-6SLN, при этом наиболее выражено сродство 
к SiaLea. У эскейп-мутантов 1-го поколения с заменой 
K156E, ведущей к снижению электростатического за-
ряда, наблюдается снижение сродства к SiaLex , SiaLea 

и 6-su-6SLN. У мутанта m10G2(6) с заменой D190N 
отмечается увеличение сродства к 3SL, 6-su-3SLN 
и небольшое усиление связывания с SiaLex , SiaLea и 
6-su-6SLN по сравнению с диким типом. У мутантов 
1-го поколения m5F7(10) и m3A3(3), имеющих заме-
ны соответственно G158E и N159D, резко ослаблено 
связывание с 6-su-6SLN. Появление у мутантов 2-го 
поколения m3A3(3)-10G2 и m5F7(10)-10G2 замены 
D190N восстанавливает сродство к 6-su-6SLN. Зна-
чительно слабее эффект "восстановления" у мутанта 
второго поколения m6A3(5)-10G2(3), в котором наря-
ду с заменой G158E появляется мутация D190E — 
опять в той же ключевой позиции рецептор-связыва-
ющего сайта НА. Таким образом, у эскейп-мутантов 
пандемического вируса подтипа H1N1 2009 г. сниже-
ние электростатического заряда при заменах в некото-
рых аминокислотных позициях уменьшает сродство 
НА к сиалогликополимерам, в то время как при заме-
не D190N, повышающей электростатический заряд, 
наблюдается увеличение аффинности к сиалозидам.
Следует отметить, что позиция 190 — ключевая 

в рецепторсвязывающем сайте НА, и от того, какая 
аминокислота ее занимает, зависит рецепторсвязыва-
ющая специфичность вирусов гриппа. Именно замена 
N190D, произошедшая в Н1 НА вирусов гриппа птиц 
и обусловившая изменение их рецепторсвязывающей 
специфичности, считается одной из причин трансмис-
сии H1N1 вирусов гриппа от птиц к человеку [19].
В работе S. Hensley и соавт. [11] было продемон-

стрировано повышение аффинности к сиаловым ре-

нако в отношении вирусов подтипа Н5 такие данные 
были ранее получены только для эскейп-мутантов со 
сниженной вирулентностью  и их реадаптированных 
вариантов [16], а для пандемического вируса подтипа 
Н1N1 нами были получены лишь предварительные 
данные [17].
В настоящем сообщении представлены данные о 

влиянии аминокислотных замен в НА эскейп-мутан-
тов вирусов А/Moscow/01/2009 (H1N1) и А/Mal lard/
Pennsylvania/10218/84 (H5N2) на  изменение аффин-
ности к сиалосодержащим аналогам клеточных ре-
цепторов.

Материалы и методы
Вирусы. Вирус-реассортант ReM8, содержащий ге-

ны НА и NA вируса А/Moscow/01/2009 (H1N1), вы-
деленного в ФГБУ НИИ вирусологии им. Д. И. Ива-
новского Минздравсоцразвития России [4], и 6 генов 
вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), описан в нашей 
предыдущей работе [1]. Вирус А/Mallard/Pennsylva-
nia/10218/84 (H5N2) был адаптирован к мышам в ла-
боратории субвирусных структур ФГБУ НИИ вирусо-
логии им. Д. И. Ивановского [20]. В настоящей работе 
вирус обозначен как A/Mlrd/PA-MA (H5N2). Селекция 
эскейп-мутантов, использованных в данном исследо-
вании, описана в предыдущих работах [17, 18]. Мутан-
ты были получены путем селекции нейтрализующими 
моноклональными антителами, полученными в лабо-
ратории клеточной инженерии ФГБУ НИИ вирусоло-
гии им. Д. И. Ивановского [2, 3]. В настоящей работе 
использованы  эскейп-мутанты подтипа Н5 m3G9(1), 
m3G9(2), m3G9(3), m6F3(11), m6F3(15), m4F11(1), 
m4F11(4), m5F12(5), m5F12(7), m6E2(9), m6E2(10), 
m5G9(1), m5G9(4) и m5G9(5) и эскейп-мутанты под-
типа Н1 m3D9(9), m5F7(10), m3A3(3), m10G2(6), 
m3D9(9)-5F7(14), m3D9(9)-5F7(17), m5F7(10)-10G2, 
m3A3(3)-5F7(28), m3A3(3)-5F7(29), m3A3(3)-10G2 и 
m6A3(5)-10G2(3). Вирусы накапливали в 10-дневных 
куриных эмбрионах, которые заражали в аллантои-
сную полость с множественностью 1000 ЭИД50 на эм-
брион. Зараженные куриные эмбрионы инкубировали 
в течение 48 ч при 37°С, после чего охлаждали в тече-
ние ночи при 4°С. Вируссодержащую аллантоисную 
жидкость собирали, осветляли центрифугированием 
на малой скорости (3000 об/мин, 15 мин, 4оС). Освет-
ленный вирус титровали в реакции гемагглютинации 
(РГА) и хранили при -80оС.
Определение рецепторсвязывающей активности. 

Рецепторсвязывающую активность определяли по 
связыванию вируса с сиалоолигосахаридами, конъю-
гированными с высокомолекулярным полиакрила-
мидом [22]. Использовали следующие сиалоолиго-
сахариды: Neu5Acα2-3Galβ1-4Glcβ (3SL), Neu5Acα2-
3Galβ1-4GlcNAcβ (3SLN), Neu5Acα2-3Galβ1-4(6-O-su)
Glc NAcβ (6-su-3SLN), Neu5Acα2-3Galβ1-4(Fucα1-3)
Glc NAc (SiaLex), Neu5Acα2-3Galβ1-3GlcNAc (SiaLec), 
Neu5Acα2-3Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAc (SiaLea), Neu5   -
Acα2-6Galβ1-4Glcβ (6'SL), Neu5Acα2-6Galβ1-4Glc  NAcβ 
(6SLN), Neu5Acα2-6Galβ1-4(6-O-su)Glc NAcβ (6-su-
6SLN). Степень аффинности определяли методом ин-
гибирования РГА с помощью сиалогликоконъ югатов 
[14, 15]. В 96-луночных планшетах к последователь-
ным двукратным разведениям сиа ло гликоконъюгатов 
добавляли равные объемы ал  лантоисного вируса, 
разведенного до 4—6 гемаглютинирующих единиц 
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Вирус гриппа птиц подтипа Н5 A/Mlrd/PA-MA 
(H5N2) проявляет приблизительно одинаковое срод-
ство к 3SL, 3SLN, 6-su-3SLN, SiaLec, но фактически 
не взаимодействует с фукозилированными сиалоглико-
конъюгатами SiaLex  и SiaLea (табл. 2). Ни вирус дикого 
типа, ни эскейп-мутанты не взаимодействуют с α2-6 
сиалозидами (данные не приведены). Эскейп-мутанты 
этого вируса были получены одноэтапной селекцией, 
т. е. они все были мутантами 1-го поколения. Тем не 
менее некоторые из них имели по 2 или даже 3 ами-
нокислотные замены. Четыре мутанта имели допол-
нительные замены в малой субъединице НА2, т. е. вне 

цепторам при увеличении электростатического заря-
да, возникающего при аминокислотных заменах в НА 
в позициях 156 и 158  у эскейп-мутантов вируса A/
Puerto Rico/8/34 (Н1N1). Ранее было показано, что и 
у природных изолятов замены в позициях 156, 158 и 
159, снижающие электростатический заряд, ведут к 
ослаблению сродства к сиалозидам [7]. Это хорошо 
согласуется с результатами, полученными в данном 
исследовании, относительно корреляции между аф-
финностью НА к сиалоолигосахаридам и электроста-
тическим зарядом аминокислотных остатков вблизи 
рецепторсвязывающего кармана (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Рецепторсвязывающая активность вируса дикого типа подтипа Н1 и его эскейп-мутантов

Вирус Замены в НА 
(нумерация H3)

Сиалогликоконъюгаты, мкМ сиаловой кислоты*

3SL 3SLN 6-su-
3'SLN SiaLex SiaLea SiaLec 6SL 6SLN 6-su-6SLN

ReM8 - 4 4 2 0,25 0,063 2 > 4 > 4 0,25
m3D9(9) K156E 4 4 4 0,5 0,5 4 > 4 > 4 > 4

m5F7(10) G158E 4 > 4 4 0,5 0,25 > 4 > 4 > 4 > 4

m3A3(3) N159D 4 4 4 0,5 0,125 2 > 4 > 4 > 4

m10G2(6) D190N 0,5 4 0,5 0,125 0,031 1 4 > 4 0,063

m3D9(9)-5F7(14) K156E G158E > 4 > 4 > 4 1 0,5 4 > 4 > 4 > 4

m3D9(9)-5F7(17) K156E N129D 4 > 4 > 4 1 0,5 4 > 4 > 4 > 4

m5F7(10)-10G2 G158E D190N 2 > 4 4 0,25 0,125 > 4 > 4 > 4 0,125

m3A3(3)-5F7(28) N159D N129S 4 4 4 0,5 0,25 4 > 4 > 4 > 4

m3A3(3)-5F7(29) N159D G158E 4 4 4 0,5 0,5 4 > 4 > 4 > 4

m3A3(3)-10G2 N159D D190N 2 > 4 2 0,25 0,125 4 > 4 > 4 0,125

m6A3(5)-10G2(3) G158E D190E 4 4 1 0,063 0,063 2 > 4 > 4 1

П р и м е ч а н и е . * — меньшее значение концентрации соответствует большему сродству вируса к сиалозиду.

Т а б л и ц а  2
Рецепторсвязывающая активность вируса дикого типа подтипа Н5 и его эскейп-мутантов

Вирус Замены В НА 
(нумерация H3)

Сиалоолигосахариды, мкМ сиаловой кислоты

3SL 3SLN 6-su-3SLN SiaLex SiaLea SiaLec

A/Mlrd/PA-MA — 0,063 0,031 0,031 4 4 0,031
m3G9(1) R166W 0,063 0,125 0,125 4 4 0,063
m3G9(2) Q122K 

l124F(HA2)
0,031 0,031 0,031 4 4 0,031

m3G9(3) R166K 0,031 0,031 0,031 4 > 4 0,063
m6F3(11) S128P 0,031 0,063 0,031 4 4 0,031
m6F3(15) S128P P185S 

K222N
0,063 0,125 0,063 0,063 0,125 0,063

m4F11(1) G143D 
A198T(HA2)

0,125 0,063 0,063 4 > 4 0,125

m4F11(4) S145P 0,063 0,031 0,031 4 > 4 0,063
m5F12(5) I124L, 

R76G(НА2)
0,063 0,063 0,031 4 > 4 0,063

m5F12(7) R166G M230T 0,031 0,031 0,031 4 4 0,031
m6E2(9) K120I 0,063 0,031 0,063 4 4 0,063
m6E2(10) S126F 0,063 0,031 0,031 4 > 4 0,063
m5G9(1) S125(a)I 0,063 0,031 0,063 1 4 0,031
m5G9(4) S126Y, 

T152A(HA2)
0,125 0,031 0,063 1 4 0,063

m5G9(5) P125S 0,125 0,063 0,063 1 > 4 0,063
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антигенных сайтов НА. Один мутант, m6F3(15), имел 3 
аминокислотные замены. Именно этот мутант, единст-
венный из эскейп-мутантов вируса гриппа Н5, исследо-
ванных в настоящей работе, имел измененное сродство 
к сиалогликоконъюгатам. Изменение рецепторсвязы-
вающей активности НА этого мутанта по сравнению с 
вирусом-родителем не является результатом антигенно 
значимой аминокислотной замены S128P, поскольку 
эта замена у одиночного мутанта m6F3(11) не вызва-
ла изменения аффинности. Аминокислотный остаток 
в позиции 185 не экспонирован на поверхности НА 
[10], поэтому влияние замены в этой позиции на свя-
зывание с рецепторами маловероятно. Скорее всего 
наблюдаемый эффект обусловлен заменой K222N в 
петле, формирующей рецепторсвязывающий карман 
НА [17]. Недавно показано, что замена К222Е приво-
дит к ухудшению связывания с сиалозидами [6], а за-
мена К222Т повышает сродство к фукозилированным 
рецепторным аналогам [8]. Аминокислотные замены в 
позициях 120, 122, 143 и 166, меняющие электростати-
ческий заряд, не оказывали влияние на взаимодейст-
вие с сиалозидами. Таким образом, в отличие от вируса 
Н1N1 снижение электростатического заряда в позици-
ях, локализованных вблизи рецепторсвязывающего 
сайта, у эскейп-мутантов вируса H5N1 не приводит к 
снижению аффинности к сиалозидам.
Чтобы узнать, насколько вовлечены полученные 

при селекции эскейп-мутантов замены в НА1 в ан-
тигенные вариации природных вирусов гриппа А, 
был осуществлен скрининг аминокислотных после-
довательностей НА в Генбанке для штаммов, вы-
деленных в разные годы. Были просмотрены 9019 
аминокислотных последовательностей НА штаммов 
вирусов гриппа А подтипа Н1N1, выделенных с 2009 
по 2011 г. Только частота замены N129D несколько 
повысилась у штаммов 2010—2011 гг. по сравнению 
со штаммами 2009 г., тогда как остальные замены, об-
наруженные у эскейп-мутантов, встречались крайне 
редко и не удерживались в популяции. Возможно, это 
обусловлено негативным влиянием ослабления свя-
зывания вируса с рецепторами.
У вируса гриппа А птиц подтипа Н5 в отличие от 

большинства вирусов гриппа птиц отмечалось подо-
бие антигенного дрейфа, что связывают с вакцина-
цией кур, проводившейся в некоторых странах Азии и 
Африки [5]. Поэтому наличие у изолятов H5N1 мута-
ций, обеспечивающих устойчивость эскейп-мутантов 
к нейтрализующим антителам, представляет опреде-
ленный интерес. По данным Генбанка было просмо-
трено 3585 аминокислотных последовательностей 
НА штаммов вирусов гриппа А птиц подтипа Н5N1, 
выделенных с 2003 по 2011 г. Наиболее часто встре-
чались замены по аминокислотным позициям 128, 
145 и 166. Возможно, это объясняется преимущест-
венной ролью антител, распознающих эти позиции, в 
резистентности вакцинированных птиц к вирусу или 
негативным влиянием других замен, встречающихся 
у эскейп-мутантов, на жизнеспособность вируса.
Работа была поддержана грантом РФФИ № 10-

04-00023.
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