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заболеваемости необходимо проведение ранней этио-
логической диагностики и назначение своевремен-
ного лечения с помощью этиотропных препаратов, в 
спектре которых эффективными являются арбидол, 
ингавирин, озельтамивир (ТамифлюТМ) и занамивир 
(РелензаТМ).
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Иммуногенные свойства рекомбинантных белков, включающих 
эктодомен белка М2 вируса гриппа а
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Создано 2 рекомбинантных белка, включающих 3 пептида М2е вирусов гриппа: А (h1n1)pdm09, А/
Kurgan/05/05 (h5n1) и консенсусная аминокислотная  последовательность М2е вирусов гриппа А человека 
на основе белковых носителей флагеллина и core-антигена вируса гепатита в (hBc); в состав второго 
препарата включен флагеллин в качестве адъюванта. проведено сравнение иммуногенности двух препа-
ратов. Ковалентная сшивка флагеллина с М2е значительно усиливает иммуногенность целевого белка по 
сравнению c комплексом белков 3MP + hBc + FlgР, образованным за счет нековалентных взаимодействий 
in vitro. получены данные о влиянии белкового носителя на синтез подклассов анти-М2е иммуноглобули-
нов класса g. Флагеллин как белковый носитель М2е стимулирует преимущественно образование имму-
ноглобулинов подкласса g1, тогда как hBс вызывает более сбалансированный Тh1/Тh2 ответ. выявлено 
снижение репродукции вируса в легких иммунизированных мышей после заражения летальной дозой 
вируса гриппа a/Pr/8/34 (h1n1). показана возможность получения вакцинного препарата, обладающего 
одновременно одинаковой иммуногенностью как против вирусов гриппа А человека, так и против высоко-
патогенных вирусов гриппа птиц.
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Консервативные белки вируса гриппа (M2, HA2, M1, 
NP)  вызывают повышенный интерес исследователей 
как объект разработки рекомбинантных вакцин нового 
поколения [3, 5, 10, 16]. Ряд рекомбинантных вакцин 
на основе  эктодомена белка М2 (М2е) вируса грип-
па успешно прошли доклинические испытания и кли-
нические испытания фазы I, II. Показана их безопас-
ность и высокая иммуногенность [7,17,19, 20]. Пептид 
М2е практически идентичен для всех вирусов гриппа, 
циркулировавших в человеческой популяции, включая 
пандемические вирусы А/Сингапур/1/57 (H2N2) и А/
Гонконг/1/68 (H3N2), вызвавшие пандемии соответ-
ственно в 1957 и 1968 гг., что и создает предпосылки 
для разработки универсальной вакцины на его осно-
ве. Вместе с тем аминокислотная последовательность 
М2е вируса гриппа A/H1N1/pdm09 и высокопатогенно-
го вируса гриппа птиц A/H5N1 отличается от таковой 
вирусов гриппа человека на несколько аминокислот и 
индуцирует слабый перекрестный ответ.

Пептид М2е является слабым иммуногеном, что, 
видимо, связано с его малым размером (24 а. к.) и 
низкой плотностью на вирусной мембране. Введе-
ние М2е с адъювантом  или М2е, конъюгированного 
с белковым носителем, однако, стимулирует образо-
вание специфических антител, которое коррелирует с 
защитой от заражения летальной дозой вируса [1, 2, 
4, 7, 9, 13, 15].

Перспективными белковыми носителями для сла-
боиммуногенных антигенов являются бактериальный 
белок флагеллин – лиганд toll-like 5 рецептора (TLR5) 
и core-антиген вируса гепатита В (HBc). Флагеллин по-
средством активации TLR5 является мощным индук-
тором врожденного иммунитета, стимулирует созре-
вание дендритных клеток с последующим усилением 
адаптивного иммунитета и может быть использован 
одновременно как белковый носитель и адъювант при 
создании противовирусных вакцин на его основе [6, 11, 
13]. Белок HBc способен к самосборке в вирусоподоб-
ные частицы. Химерные частицы НВс-антигена, экспо-
нирующие на своей поверхности чужеродные эпитопы, 
индуцируют высокий иммунный ответ на встроенные 
пептиды и защищают экспериментальных животных 
от заражения патогеном [1, 4, 9, 10, 18]. Встраивание 
пептидов в НВс возможно на “генетическом” уровне 
либо in vitro, в результате нековалентного связывания с 
немодифицированными HBc частицами [4].

immunogenicity of recombinant Proteins including ectodomain of M2 influenza 
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two recombinant proteins with three copies of the ectodomain of the conserved influenza protein M2 (M2e) of 
influenza viruses were developed: А (h1n1)pdm09, А/Kurgan/05/05 (h5n1), and M2e consensus sequence of 
the human influenza a virus (h1n1, h2n2, h3n2) based on flagellin and core antigen of hepatitis B (hBc). the 
first recombinant protein comprised flagellin fused to three tandem copies of M2e, the second preparation was 
based on non-covalent interaction between M2e peptides and hBc. the immunogenicity of two preparations was 
comparatively tested. a covalent linkage of flagellin with M2e significant increased the immunogenicity of the 
target antigen compared with non-covalent interaction M2e and hBc. Flagellin as a protein carrier of M2e induced 
mainly igg1 subclass, whereas hBс stimulated more balanced th1/th2 response. Our study showed a decrease 
in the viral titers in lung tissues of immunized mice after lethal challenge of a/Pr/8/34 (h1n1). the study revealed 
a possibility to obtain a vaccine preparation with equal immunogenicity both against human influenza viruses 
and highly pathogenic avian influenza viruses. 
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Целью настоящей работы были конструирование 
и оценка иммуногенности двух  рекомбинантных 
белков, включающих  М2е разных субтипов вирусов 
гриппа А на основе белковых носителей (HBc, фла-
геллин) при парентеральном введении.

Материалы и методы
Конструирование экспрессионного вектора pQE30-

flg-3M, выделение и очистка рекомбинантного белка 
Flg-3M. Для создания экспрессионного вектора, обе-
спечивающего продукцию флагеллина с присоеди-
ненными к нему тремя копиями М2е, была исполь-
зована плазмида pQE30-3MP [3], в которой клони-
рован искусственный ген, кодирующий гибридный 
белок, включающий  2 копии М2е штамма A/Duck/
Potsdam1402-6/1986(M2ep) с копией М2е штамма A/
Chicken/Kurgan/05/2005 (M2ek) между ними (BamHI-
M2ep-PstI-M2ek-SalI-M2ep-KpnI). На первом этапе 
последовательность 5’-концевого M2ep вырезали из 
pQE30-3MP по сайтам BamHI и PstI и замещали ее 
синтетической последовательностью, кодирующей 
“человеческий” М2e. Затем по сайтам SalI и KpnI вы-
резали 3’-концевую копию M2ep и заменяли ее син-
тетической последовательностью, кодирующей М2e 
вируса “свиного” гриппа. В результате был получен 
вектор pQE30_3M(h + k + s).

На следующем этапе последовательность гена фла-
геллина была получена в результате полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с использованием праймеров 
FlgBH_F (AT GGA TCC GCA CAA GTA ATC AAC 
ACT AAC AGT CTG T) и FlgBH_R (AT GGA TCC 
ACG TAA CAG AGA CAG CAC GTT CTG C) и геном-
ной ДНК Salmonella typhimurium в качестве матрицы. 
ПЦР фрагмент клонировали в векторе pQE30_3M(h 
+ k + s) по сайту BamHI, отбирая клоны с «прямой» 
ориентацией вставки. Полученный  экспрессионный 
вектор pQE30-flg-3M использовали в дальнейшей 
работе. Отсутствие обусловленных ПЦР мутаций в 
клонированном фрагменте было подтверждено с по-
мощью секвенирования.

Для получения штамма–продуцента рекомбинант-
ного белка Flg–3M плазмиду pQE30-flg-3M вводили в 
клетки Escherichia coli штамма DLT1270 с помощью 
трансформации. Штамм DLT1270, являющийся произ-
водным штамма DH10B, содержит ген репрессора лак-
тозного оперона lacI, интегрированный в хромосому.
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Очистку белка Flg–3M, содержащего N-концевой 
полигистидиновый таг, проводили методом металл–
аффинной хроматографии. После элюции с Ni-NTA 
смолы (Promega) препарат рекомбинантного белка 
диализовали против 20 мМ фосфатно–солевого бу-
фера pH 8,0, содержащего 145 мМ раствор NaCl. В 
результате был получен препарат белка Flg-3M с чи-
стотой более 95% (рис. 1).

Конструирование экспрессионного вектора pQE30-
flgР, выделение и очистка комплекса рекомбинантных 
белков 3MP + HBc + FlgP. Последовательность гена, 
кодирующего флагеллин с присоединенным к нему 
аптомерным пептидом GSLLGRMKGA, обеспечи-
вающим связывание с НВс частицами [4] была полу-
чена в результате ПЦР с использованием праймеров 
FlgBH_F (AT GGA TCC GCA CAA GTA ATC AAC 
ACT AAC AGT CTG T) и FlgA_Sal (AT GTC GAC 
TTA CGC GCC TTT CAT ACG GCC CAG CAG GCT 
GCC ACG TAA CAG AGA CAG CAC GTT) с исполь-
зованием ДНК pQE30-flg-3M в качестве матрицы. 
Полученный ПЦР-фрагмент обрабатывали BamHI и 
SalI и клонировали в экспрессионном векторе pQE30, 
обработанном теми же ферментами. Полученный 
экспрессионный вектор pQE30-flgР использовали 
в дальнейшей работе. Рекомбинантный белок FlgР 
экспрессировали в штамме DLT1270 и очищали ме-
тодом металл-аффинной хроматографии. Белковый 
комплекс 3MP + HBc + FlgP получали смешиванием 
препарата 3MP-HBc и очищенного FlgP [4].

Синтетические пептиды М2е. В работе ис-
пользовали синтетические пептиды G11, G26, G37 
(НПО Верта, Санкт-Петербург), аминокислотная 
последовательность которых соответствовала М2е 
штаммов, A/Kurgan/05/2005(H5N1) – SLLTEVETP-
TRNEWECRCSDSSD, A(H1N1)pdm09–SLLTEVETP- 
TRSEWECRCSDSSD и консенсусной последова-
тельности вирусов гриппа А человека – SLLTEVE-
TPIRNEWGCRCNDSSD.

Животные. Были использованы мыши линии Balb/c 
(самки) в возрасте 7–8 нед (массой 16–18 г), получен-
ные из питомника «Столбовая» ГУ Научный центр 
биомедицинских технологий РАМН. Животных со-
держали в виварии НИИ гриппа в соответствии с 
Правилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных (1977).

Иммунизация. Мышей иммунизировали троекрат-
но с интервалом в 2 нед внутримышечно одним из 
рекомбинантных белков в дозе 50 мкг/мышь. Кон-
трольной группе вводили PBS (фосфатный буферный 
раствор рН 7,2). Образцы крови, бронхоальвеолярные 
лаважи (БАЛ) забирали у 5 мышей каждой группы че-
рез 2 нед после третьей иммунизации и исследовали 
индивидуально.

Определение сывороточных антител к синтетиче-
ским пептидам М2е в иммуноферментном анализе. 
Иммуноферментный анализ проводили общеприня-
тым методом [13]. Использовали 96-луночные план-
шеты для иммуноферментного анализа с высокой 
сорбционной способностью (Greiner, Германия). Син-
тетические пептиды М2е G-26, G-37, G-11 сорбирова-
ли в концентрации 5 мкг/мл (в  фосфатном буфере pH 
7,2–7,4). В качестве конъюгатов использовали моно-
клональные крысиные антимышиные IgG (Invitrogen, 
USA) в разведении 1:1000, меченные пероксидазой 
хрена, моноклональные крысиные биотинилирован-

ные антимышиные IgG1, IgG2a в разведении 1:500 
(BD Bioscience, USA) и стрептавидинпероксидазу в 
разведении 1:1000  (BD Biosciences, USA). В качестве 
субстрата использовали тетраметилбензидин (BD 
Bioscience, USA). Учет реакции проводили при длине 
волны 450 нм. За титр принимали наибольшее разве-
дение сыворотки, которое дает оптическую плотность 
по крайней мере в 2 раза больше, чем сыворотка не-
иммунизированных мышей в том же разведении.

Выделение вируса из легких. Через 2 нед после тре-
тьей иммунизации мышей заражали вирусом гриппа 
A/PR/8/34 (H1N1). Вирус вводили интраназально в 
дозе 1 LD/50  (доза, вызывающая гибель 50% кон-
трольных животных) в объеме 50 мкл/мышь под лег-
ким эфирным наркозом. Репродукцию вируса в легких 
мышей определяли по инфекционному титру путем 
титрования 10% суспензии легких мышей, получен-
ной на 6-е сутки после заражения, на культуре клеток 
MDCK. Зараженные клетки инкубировали в течение 
72 ч при 360 С в СО2-инкубаторе. Уровень репродук-
ции вируса оценивали по тканевому цитопатическому 
действию (в lg ТЦД/50) в реакции гемагглютинации 
эритроцитов. Инфекционную активность вируса рас-
считывали по методу Рида и Менча.

Статистическая обработка данных. Значимость раз-
личий титров М2е в сыворотках, БАЛ и инфекцион-
ной активности вируса в легких оценивали с исполь-
зованием U-критерия Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение
Сконструированы 2 рекомбинантных препарата на 

основе флагеллина (генетически слитый белок Flg-
3M) и комплекс белков, полученный в результате 
сборки in vitro 3МP+HBc+ FlgP.

Внутримышечная иммунизация рекомбинантными 
белками стимулировала прирост анти-М2е специфи-
ческих IgG; при этом титры антител к пептидам G-11, 
G-26, G-37 были практически одинаковы  (рис. 2 а). 
Уровень продукции анти-М2е IgG после иммуниза-
ции генетически слитым белком 3M2eFlg был в сред-
нем в 7,5 раз выше, чем после иммунизации комплек-

Рис. 1. Экспрессия и очистка рекомбинантного белка Flg-3M
1 и 3 – маркер молекулярной массы (кДа); 2 – белковый препарат, вы-
деленный из штамма-продуцента после индукции; 4 – очищенный белок 

Flg-3M.
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(рис. 2 в), что свидетельствует о формировании им-
мунного ответа по Тh2-типу с  преимущественной 
продукцией интерлейкина 4. Иммунизация 3МP + 
HBc + FlgP стимулировала более сбалансированный 
Тh1/Тh2-ответ. Отношение IgG1/IgG2a в сыворотке 
составило 3,8 (рис. 2 г). Таким образом, очевидно 
влияние белкового носителя на синтез подклассов 
анти-М2е-IgG. Выявлено, что репродукция вируса в 
легких мышей, иммунизированных обоими белками, 
была достоверно ниже, чем у контрольных мышей 
(см. таблицу), что свидетельствует об ограничении 
вирусной репликации в легких и снижении тяжести 
инфекции.

Полученные данные свидетельствуют о потенци-
альной эффективности исследуемых рекомбинант-
ных белков против вирусов гриппа А различных суб-
типов. Следует отметить, что внутримышечный путь 
иммунизации рекомбинантных белков на основе фла-
геллина не является оптимальным, так как известно, 
что на дендритных клетках слизистых оболочек экс-
прессия TLR5 значительно выше, чем на дендритных 
клетках селезенки [8], т. е. предпочтительным путем 
вакцинации является мукозальный и интраназальная 
иммунизация Flg-3M, будет более эффективной за 
счет как повышения иммуногенности препарата, так 
и формирования местного иммунитета. Тем не ме-
нее, в нашей работе показана возможность получения 
вакцинного препарата, обладающего одновременно 
одинаковой иммуногенностью как против вирусов 
гриппа А человека, так и против высокопатогенных 
вирусов гриппа птиц.

Авторы выражают благодарность заместителю 
директора Центра «Биоинженерия» РАН, заведую-
щему лабораторией систем молекулярного клониро-
вания, доктору биологических наук Н.В. Равину за по-
мощь в подготовке статьи.
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Доза заражения 
вирусом гриппа  

A/PR/8/34 (H1N1)
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вируса в лег-

ких, lg ТЦД/50

3MP + HBc + FlgP (50 мкг 
внутримышечно) 1LD/50 1,25 ± 0,0*

Flg-3M (50 мкг внутримы-
шечно)

1LD/50 1,25 ± 0,4*

Контроль 1LD/50 2,10 ± 0,3
П р и м е ч а н и е . * – достоверное (р < 0,01) различие между 

опытными и контрольной группами.
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Воздействие вирусов гриппа а и их поверхностных белков на  
метаболизм клеток эндотелия кровеносных сосудов человека
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Современные эпидемические штаммы вирусов гриппа подтипов h5n1, h3n2, h1n1 способны снижать 
метаболизм клеток эндотелия в пределах от 20 до 60% (по сравнению с контролем). Степень снижения 
активности дегидрогеназ зависела от дозы заражения клеток вирусом и от времени его репродукции. ге-
магглютинин и нейраминидаза также активно снижали метаболизм клеток в пределах от 5 до 60%, что 
зависело от концентрации белков и времени их воздействия на клетку. по МТТ-тесту нейраминидаза ока-
залась активнее гемагглютинина (при концентрации белков 50 мкг/мл).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус гриппа, белки, клетки эндотелия, метаболизм, активность дегидрогеназ

the influenza Viruses and their surface Proteins impact on the Metabolism of hu-
man Blood Vessel endothelium cells

A. A. Azarenok, E. M. Eropkina, A. R. Prochukhanova, A. A. Shaldzhyan, N. M. Kozlova,  
K. N. Kozeletskaya, I. N. Zhilinskaya

Federal State Research Institute of Influenza, Ministry of Health and Social Development of the Russian Federation, St. 
Petersburg, Russia

the modern influenza virus subtypes h3n2, h5n1, and h1n1 reduced the metabolism of the endothelial cells within 
the range from 20% to 60% (compared with control). the degree of the activity of the dehydrogenase reduction 
depended on the dose of virus and time of virus reproduction. ha and na also actively reduced the metabolism of 
the cells ranging from 5% to 60%, depending on the concentration of the proteins and time of their impact on cells. 
neuraminidase was more active than hemagglutinin in the Mtt test (at concentration 50 μg protein/ml).

K e y  w o r d s :  influenza virus, proteins, endothelium cells, metabolism, activity of dehydrogenases

Общеизвестно, что поражение вирусом гриппа кро-
веносных сосудов, приводящее к тромбогеморрагиче-
скому синдрому, является одним из признаков тяжело 
протекающей гриппозной инфекции [8]. Однако этому 
аспекту патогенеза гриппа ранее уделялось недостаточ-

но внимания. За последнее десятилетие появился ряд 
данных, указывающих на взаимодействие вируса грип-
па с эндотелием кровеносных сосудов, в частности на 
возможность репродукции вируса в клетках эндотелия 
с последующим развитием их дисфункции [2, 3, 11]. 

Контактная информация: 
Жилинская Ирина Николаевна, д-р биол. наук, вед. науч. сотр., ст. науч. сотр.; e-mail: irina@influenza.spb.ru


