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Однако высокопатогенные штаммы ВГП вызывают бы-
струю гибель эмбрионов. Решить эту проблему можно 
путем конструирования штаммов ВГП со сниженной 
вирулентностью и заданной антигенной специфично-
стью при помощи обратной генетики. 

В настоящей работе с использованием метода обратной 
генетики был получен реассортантный штамм вируса 
гриппа с целью дальнейшей разработки вакцины против 
высоко патогенных штаммов ВГП подтипа Н5. Новый 
штамм recPR8-H5N1 имеет ген ГA от высокопатогенного 
ВГП А/Курган/05/2005 (H5N1), выделенного на террито-
рии России, а остальные гены – от высокопродуктивного 
штамма A/Puerto Rico/8/34 (H1N1). Штамм recPR8-H5N1 
имеет антигенную специфичность, характерную для под-
типа Н5, возрастающую репродуктивную активность при 
пассировании в культуре клеток и 12-суточных КЭ, вы-
зывая гибель последних в течение 36 ч. Опытная инак-
тивированная эмульгированная вакцина, изготовленная в 
лаборатории на основе штамма recPR8-H5N1, защищала 
1,5-месячных цыплят при контрольном заражении высоко-
патогенным вирусом А/Курган/05/2005 (H5N1). Заражение 
цыплят вирусом recPR8-H5N1 не вызвало клинических и 
патоморфологических проявлений болезни, вирус не об-
наруживался в крови через 7 дней. При этом зарегистри-
рована незначительная специфическая сероконверсия на 
14-е сутки после заражения. Таким образом, создан про-
тотипный штамм ВГП recPR8-H5N1, который не вызывает 
заболевания у птицы, имеет требуемую антигенную спец-
ифичность и накапливается с высокой эффективностью 
при культивировании. Следующим шагом в данной рабо-
те должна стать модификация гена ГА у штамма recPR8-
H5N1 с целью снизить его вирулентность для КЭ с после-
дующим детальным изучением нового штамма в качестве 
вакцинного кандидата. Полученные результаты свидетель-
ствуют о возможности применения обратной генетики для 
быстрого конструирования реассортантов ВГП с заданной 
антигенной специфичностью с целью разработки вакцины, 
адекватной текущей эпизоотической ситуации. 
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Разработана панель моноклональных антител (МКА) к гемагглютинину вирусов гриппа B викторианской 
эволюционной линии, обладающих выраженной вируснейтрализующей активностью. в целях идентифи-
кации вируснейтрализующих эпитопов получены эскейп-мутанты (ЭМ) вирусов гриппа в/Шандонг/07/97 
и в/Малайзия/2506/04 пассированием в присутствии этих МКА. Три из полученных ЭМ имели одиночные, 
два – двойные и один – тройную замены аминокислот в молекуле нА1 (h122n, a202e, K203T, K203i, K203n 
или a317V). Кроме того, у трех ЭМ выявлена замена n197s. Обсуждается связь выявленных замен с осо-
бенностями реагирования ЭМ с МКА в реакции торможения гемагглютинации.
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Введение
Вирусы гриппа типа В, впервые выделенные в 1940 г.,  

в течение длительного времени составляли одну весь-
ма гетерогенную группу возбудителей. Начиная с 1983 
г. наметился дивергентный характер их эволюции с 
формированием двух эволюционных линий, родона-
чальниками которых были признаны референс-вирусы 
В/Виктория/2/87 и В/Ямагата/16/88 [1–3], резко отли-
чающиеся по антигенным и генетическим свойствам и 
периодически (в разные эпидемические сезоны) сменя-
ющие друг друга в циркуляции, что создает серьезные 
трудности при выборе штаммов для включения в состав 
гриппозных вакцин [4]. Установлено [5], что в резуль-
тате естественного иммунопрессинга в пределах линий 
происходит постоянный антигенный дрейф, обуслов-
ленный мутациями в тяжелой субъединице гемагглю-
тинина (HA1). Согласно современным представлениям, 
Викторианская эволюционная линия (ЭЛ) разделилась 
далее на две генетически независимые сублинии, а Яма-
гатская – на четыре [5]. Информацию о механизмах ан-
тигенного дрейфа получают путем сравнения аминокис-
лотного состава гемагглютинина природных изолятов 
и эскейп-мутантов (ЭМ), получаемых в лабораторных 
условиях в результате клонирования вирусов в присут-
ствии моноклональных антител (МКА). Наблюдаемые в 
ходе естественной эволюции аминокислотные замены 
локализованы преимущественно в определенных локу-
сах HA1, представляющих антигенные эпитопы этого 
белка. Интересно, что в этих же участках обычно проис-
ходят аминокислотные замены и у полученных в лабо-
раторных условиях ЭМ.

В задачу настоящего исследования входила разработ-
ка МКА, направленных к НА1 вирусов гриппа В Викто-
рианской ЭЛ с последующим получением ЭМ вируса и 
идентификацией иммунодоминантных сайтов в составе 
молекулы гемагглютинина. 

Материалы и методы
Моноклональные антитела (МКА). МКА к вирусам 

гриппа типа B были получены в лаборатории биотех-
нологии диагностических препаратов НИИ гриппа по 
методу [6] в нижеследующей модификации. Мышей 
линии BALB/c иммунизировали путем введения вну-
трибрюшинно 70 мкг очищенных ультрацентрифу-
гированием вирусов гриппа В/Шандонг/07/97 или В/
Малайзия/2506/04. Спустя 3 мес мышей бустировали 
очищенной фракцией поверхностных гликопротеинов 
(ГП) тех же вирусов (15 мкг). Через 3 дня проводили ги-
бридизацию спленоцитов иммунных мышей с клетками 
миеломы Px Ag. 653 в соотношении 10:1 в присутствии 
50% раствора ПЭГ-2000 в среде Игла D-MEM. Первич-
ный отбор клонов проводили по детекции антител (АТ) 
в иммуноферментном анализе (ИФА) с использованием 
для сенсибилизации планшет фракции ГП вируса с по-

epitope analysis of the hemagglutinin molecule of the Victoria lineage influenza B 
viruses

Sorokin Е. V., Tsareva Т. R., Sominina А. А., Pisareva М. М., Komissarov А. B., Kosheleva A. A., Grudinin М. P.
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(aas) in ha1 (h122n, a202e, K203T, K203i, K203n or a317V). in addition, aas n197s was detected in three eMs. 
a correlation of aas identified with peculiarities of interaction of eMs with Mabs was discussed.

K e y  w o r d s :  influenza B viruses; monoclonal antibodies; escape mutants; hemagglutinin molecule; epitope mapping.
Citation: Voprosy virusologii. 2014; 59(6): 27–31. (In Russ.)

следующим поэтапным внесением исследуемых культу-
ральных жидкостей и, затем, – пероксидазных конъюга-
тов АТ к IgG мыши (Sigma, США). Отобранные клоны 
гибридом, культивируемые в среде НАТ, подвергали 5- 
кратному реклонированию. Стабильные клоны – проду-
центы МКА криоконсервировали, а также использовали 
для получения асцитов.

Селекция эскейп-мутантов (ЭМ). В целях получе-
ния ЭМ использовали ранее описанный метод [7]. Для 
этого вирусы дикого типа (В/Шандонг/07/97 или В/
Малайзия/2506/04) смешивали с равным количеством 
взятых в избыточной концентрации специфических 
МКА к указанным вирусам. Смеси инкубировали 1 ч 
при 370С, после чего вводили в куриные эмбрионы (КЭ). 
Через 72 ч аллантоисные жидкости исследовали в РГА. 
Пробы, содержащие ЭМ вируса, подвергали реклони-
рованию методом предельных разведений, после чего 
исследовали их способность реагировать в реакцию 
торможения гемагглютинации (РТГА) с панелью МКА, 
включая гомологичные.

РТГА проводили в соответствии с рекомендациями 
ВОЗ. МКА титровали в объеме 50 мкл на 0,1 М ФСБ, 
после чего вносили 50 мкл вирусной суспензии, содер-
жащей 4 АЕ вируса. После инкубации смеси в течение 
1 ч в планшеты вносили по 100 мкл 1% суспензии эри-
троцитов. 

ИФА. Планшеты для ИФА («Медполимер») сенсиби-
лизировали в течение 18 ч при 40С очищенным вирусом 
гриппа в концентрации 1 мкг/мл. В отмытые планшеты 
вносили разведения МКА на 0,1 М ФСБ, рН 7,2, содер-
жащего 0,5% желатины и 0,05% твина-20 (ФСБ-Ж-Т). 
После взаимодействия МКА с вирусом в течение 1 ч 
при 370С планшеты отмывали 3 раза ФСБ-Т и вносили 
пероксидазный конъюгат АТ к IgG мыши (Sigma, США), 
разведенный 1:10 000 на ФСБ-Ж-Т, с последующей 
инкубацией в течение 1 ч при 370С. Затем в отмытые 
планшеты вносили смесь 3,3´5,5´ тетраметилбензидина  
(0,1 мг/мл) и 0,003% перекиси водорода на 0,1 М ацетат-
цитратном буфере, рН 5. Реакцию останавливали 2 N 
серной кислотой. Результат учитывали на иммунофер-
ментном анализаторе Anthos 2040 (Австрия) при длине 
волны 450 нм.

Молекулярно-генетический анализ. Выделение РНК 
вирусов гриппа В осуществляли с помощью набора 
QIAampViral RNA Mini Kit («Qiagen», США). Обратную 
транскрипцию РНК проводили в течение 40 мин при 
37oС со случайными гексамерными праймерами с при-
менением коммерческого набора «Реверта-L» (ЦНИИЭ, 
Россия). Для амплификации использовали полимеразу 
ДиаТак («Интерлабсервис», Россия). Прямое секвени-
рование выполняли с помощью набора BigDye Ternina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) 
с применением генетического анализатора GA3130 (Ap-
plied Biosystems, США).
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зистентных к действию вируснейтрализующих МКА, 
является ценным инструментом в изучении изменчиво-
сти антигенной структуры гемагглютинина и иденти-
фикации иммунодоминантных эпитопов в составе НА1. 
Использование МКА позволяет определить, является ли 
антигенная детерминанта вирусного белка, с которой 
они взаимодействуют, индуктором синтеза вирусней-
трализующих АТ. Полученные с использованием МКА 
ЭМ имеют, как правило, одну или две, реже три нуклео-
тидные и соответствующие им аминокислотные заме-
ны [8]. При этом в РТГА с ЭМ в сравнении с исходным 
вирусом наблюдается 8–32-кратное и более снижение 
титров МКА, использованных для селекции. Мы полу-
чили ряд ЭМ, резистентных к вируснейтрализующему 
действию каждого из типов МКА, за исключением МКА 
9С1, что может быть объяснено высокой активностью 
данных МКА, полностью нейтрализовавших репродук-
цию вируса.

В настоящее время в молекуле гемагглютинина вируса 
гриппа B выделяют четыре антигенно значимых доме-
на – петля 120 и прилегающие регионы HA1 (116–137), 
петля 150 HA1 (141–150), петля 160 HA1 (162–167), а 
также спираль 190 HA1 (194– 02) и окружающие ее об-
ласти [9]. Установлено [10], что эта молекула содержит 
шесть антигенных сайтов: BA (положения 136, 137, 
141, 146, 147, 148, 149, 150, 154), BB1 (положения 194, 
195, 196, 197, 199, 200, 205, 206), BB2 (положения 162, 
162a-c, 163, 164, 165), BC (положения 47, 48, 80, 81, 116, 

Результаты и обсуждение
Характеристика МКА, использованных в исследо-

вании. В целях идентификации вируснейтрализующих 
эпитопов в молекуле гемагглютинина вирусов гриппа 
типа В Викторианской ЭЛ мы разработали панель из 
пяти МКА к вирусам гриппа, в том числе два к вирусу 
В/Шандонг/07/97 (5В7 и В/4Н1) и три – к штамму В/
Малайзия/2506/04 (9С1, 9F1 и 11F8). Согласно данным 
western-блотта все они были направлены к НА1. Все 
полученные МКА реагировали до высоких титров в 
ИФА (10-6) и РТГА (1: 5120–1: 20 480) с вирусами Вик-
торианской ЭЛ при полном отсутствии взаимодействия 
с вирусами гриппа В Ямагатской ЭЛ и штаммами ран-
них (1954–1983 гг.) лет выделения. Все они обладали 
выраженной вируснейтрализующей активностью, что 
обеспечило в дальнейшем возможность получения ЭМ 
вируса. Вместе с тем МКА отличались по спектру реаги-
рования в РТГА. Так, если МКА B/4H1, 9F1, 11F8 и 9С1 
реагировали с различными вирусами Викторианской 
линии 1997–2011 гг. выделения и были направлены, по-
видимому, к относительно консервативным сайтам в со-
ставе НА1, то МКА 5В7 выявляли изменчивый сайт, ко-
торый был утрачен у ряда исследованных изолятов 2011 
г., хотя и сохранился в составе других вирусов того же 
периода изоляции (табл. 1). 

Выявление вируснейтрализующих эпитопов в молеку-
ле гемагглютинина вирусов гриппа В/Шандонг/07/97 и 
В/Малайзия/2506/04. Известно, что получение ЭМ, ре-

Т а б л и ц а  1
Спектр реагирования Мка 5B7, B/4H1, 9F1, 11F8 и 9C1 с различными штаммами вируса гриппа В Викторианской линии в РТГа

Эволюционная линия
Штамм Титр-1 МКА

5В7 B/4H1 9F1 11F8 9C1

До разделения на линии B/Грэйт Лэйк/54 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Сингапур/222/79 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20

B/СССР/100/83 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
Ямагатская линия B/Ямагата/16/88 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20

B/Панама/45/90 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Пекин/184/93 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Харбин/07/04 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20

B/С-Петербург/210/95 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Липецк/3/97 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20

B/Н.Новгород/348/97 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Яманаши/166/98 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
B/Флорида/07/04 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20

B/ Флорида /04/06 < 20 < 20 < 20 < 20 < 20
Викторианская линия B/Шандонг/07/97 640 20480 20480 320 20480

B/Малайзия/2506/04 640 20 480 20 480 640 20 480
B/Брисбэн/60/08 320 20 480 20 480 640 20 480
B/Краснодар/7/11 < 20 20 480 20 480 320 5120

B/ Краснодар /12/11 < 20 20 480 20 480 2560 10 240
B/ С-Петербург /130/11 320 1280 20 480 1280 20 480
B/ С-Петербург /132/11 1280 20 480 20 480 2560 10 240
B/ С-Петербург /144/11 < 20 5120 20 480 640 10 240
B/ С-Петербург /177/11 < 20 20 480 20 480 640 20480

B/Екатеринбург/7/11 < 20 20 480 20 480 2560 10 240
B/ Екатеринбург /9/11 40 10 240 20 480 1280 10 240

B/ Екатеринбург /10/11 1280 20 480 20 480 2560 20 480
B/Омск/2/11 <20 2560 20 480 <20 20 480
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276, 281), BD (положения 121, 122, 125, 126, 127, 129, 
179, 180, 181, 248, 249, 252-255) и ВЕ (положения 56, 58, 
68, 69, 71, 73, 75, 76). В наших исследованиях обнару-
жено, что ряд ЭМ, отобранных с помощью МКА, кото-
рые получены к двум разным штаммам вируса гриппа B, 

имели одинаковые аминокислотные замены (АкЗ), ло-
кализованные преимущественно в сайтах BD, BB1 или 
в непосредственной близости от последнего. Так, ЭМ 
5B7 вируса гриппа B/Шандонг/07/97 и ЭМ 11F8 вируса 
гриппа B/Малайзия/2506/04 имели одну и ту же АкЗ в 
положении 122 (H122N), а ЭМ B/4H1/4 и B/4H1/6 виру-
са гриппа B/Шандонг/07/97 и ЭМ 9F1/2 вируса гриппа 
B/Малайзия/2506/04 – АкЗ в положении 203. При этом 
лизин, присутствующий в данном положении у вирусов 
ДТ, у полученных ЭМ B/4H1/4, B/4H1/6 и 9F1/2 был 
заменен на разные аминокислотные остатки - K203T, 
K203I и K203N соответственно. Другой ЕМ - 9F1/1 имел 
две АкЗ: A202E и A317V. 

Впервые идентифицированный нами эпитоп в поло-
жении 317 не был ранее указан ни в одной из извест-
ных на данный момент антигенно значимых областей 
НА1 вируса гриппа B, хотя в ряде работ [11, 12] пока-
заны АкЗ в положениях 313 и 314 в HA1 природных 
дрейф-вариантов вируса, которые находятся в непосред-
ственной близости от идентифицированной нами АкЗ 
(А317V) в составе ЭМ 9F1/1.

Исходные штаммы B/Шандонг/07/97 и B/Малай-
зия/2506/04 различались по наличию потенциального 
сайта N-гликозилирования в положении 197 (NEN и NET 
соответственно). Все ЭМ вируса B/Малайзия/2506/04, а 
именно 11F8, 9F1/1 и 9F1/2, утратили потенциальный 
сайт N-гликозилирования в положении 197 (вне зави-
симости от других приобретенных аминокислотных 
замен), одним из наиболее вероятных объяснений чего 
может служить появление host-зависимых мутаций в ре-
зультате реклонирования в КЭ, как это было показано ра-
нее и в других исследованиях [13, 14]. Предполагается, 
что наличие потенциального сайта N-гликозилирования 
в положении 197 может препятствовать репликации ви-
руса в КЭ [15]. 

Пространственная трехмерная модель локализации 
иммунодоминантных сайтов в молекуле НА1 построена 
нами на основе идентификации изменчивых эпитопов 
в составе ЭМ и опубликованных данных по кристал-
лической структуре молекулы HA1 вируса гриппа B/
Гонконг/8/73 (PDB code: 3BT6) с использованием про-
граммы RasMol, версия 2.7.4.2. Идентифицированы за-
мены АК в HA1 в позиции 122 в ЭМ 5B7 (H→N) вируса 
гриппа B/Шандонг/07/97 и ЭМ 11F8 вируса гриппа B/
Малайзия/2506/04, а также в позиции 202 в ЭМ 9F1/1 

Локализация аминокислотных замен  в молекуле НА1 эскейп-
мутантов  вирусов гриппа B Викторианской линии.

Трехмерная модель молекулы НА1 построена на основе кристалличе-
ской структуры ГА вируса гриппа B/Гонконг/8/73, PDB code: 3BT6, с ис-

пользованием программы RasMol, версия 2.7.4.2.

Т а б л и ц а  2
Взаимодействие полученных ЭМ (5B7, B/4H1/4, B/4H1/6, 9F1/1, 9F1/2 и 11F8) с гомологичными и гетерологичными Мка в РТГа

Штамм
Титр-1 МКА в РТГА Замена АК Локализация (сайт)

5В7 B/4H1 9F1 11F8 9C1

B/Шандонг/07/97 640 20 480 20 480 320 20 480 - -
B/Малайзия/2506/04 640 20 480 20 480 640 20 480 - -

ЭМ 5В7 < 20 20 480 20 480 < 20 20 480 H122N BD
ЭМ B/4H1/4 640 < 20 < 20 160 < 20 K203T Вблизи BB1
ЭМ B/4H1/6 640 < 20 160 160 < 20 K203I Вблизи BB1
ЭМ 9F1/1 320 20 480 < 20 160 20 480 A202E Вблизи BB1

N197S BB1
A317V ? (выявлена впервые)

ЭМ 9F1/2 320 < 20 < 20 160 < 20 K203N Вблизи BB1
N197S BB1

ЭМ 11F8 20 20480 20480 < 20 20480 H122N BD
N197S BB1

П р и м е ч а н и е . Жирным шрифтом выделены гомологичные пары ЭМ + МКА.
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(A→E) этого вируса и позиции 203 у ЭМ B/4H1/4 (K→T) 
и у ЭМ B/4H1/6 (K→I) вируса гриппа B/Шандонг/07/09. 
Кроме того, локализованы замена (K203N) у ЭМ 9F1/2 
и замена A317V в ЭМ 9F1/1, а также N197S в ЭМ 9F1/1, 
ЭМ 9F1/2 и ЭМ 11F8 вируса гриппа B/ Малайзия /2506/04 
(см. рисунок). 

Влияние аминокислотных в составе гемагглютини-
на ЭМ вирусов гриппа B на характер взаимодействия с 
МКА. Для определения влияния аминокислотных замен 
в молекуле НА1 на характер реагирования со специфи-
ческими АТ в перекрестной РТГА изучено взаимодей-
ствие полученных ЭМ с различными типами МКА к 
вирусам гриппа В Викторианской ЭЛ. Установлено, что 
все полученные ЭМ полностью утратили способность к 
взаимодействию с гомологичными МКА, использован-
ными для селекции. Два разных ЭМ вируса гриппа B/
Шандонг/07/97 (B/4H1/4 и B/4H1/6) и мутанты вируса 
гриппа B/Малайзия/2506/04 (9F1/1 и 9F1/2) различа-
лись по спектру реагирования с панелью МКА. Так, ЭМ 
В/4Н1/4, имевший замену K203T, утратил способность 
к взаимодействию не только с гомологичными МКА, 
но и с МКА 9F1 и 9С1, тогда как ЭМ В/4Н1/6 (замена 
K203I) сохранил остаточную (1/128 титра) способность 
к связыванию МКА 9F1 при полной утрате способ-
ности к реагированию с МКА 9С1. ЭМ 9F1/1 и 9F1/2 
вируса гриппа B/Малайзия/2506/04 в результате замен 
АК в позициях 202, 197, 317 и 203, 197 соответственно 
перестали реагировать с гомологичными МКА, но ЭМ 
9F1/2 - одновременно и с МКА В/4Н1. Это свидетель-
ствует о том, что для ЭМ значимым является не только 
определенное положение аминокислотного остатка, но 
и конкретная аминокислотная замена. МКА 9С1 утра-
тили способность к связыванию с двумя ЭМ (B/4H1/4 
и B/4H1/6), имевшими замену в положении 203. Такого 
рода отличия получены и при исследовании двух ЭМ к 
МКА 9F1. В частности, если ЭМ 9F1/1 с тремя замена-
ми АК (A202E, A317V, N197S) стал резистентным толь-
ко к гомологичным МКА, ЭМ 9F1/2 с двумя заменами 
(K203N, N197S) приобрел удивительную способность 
ускользать сразу от трех МКА (В/4Н1, 9F1 и 9С1). Ин-
тересно, что ЭМ 5В7 вируса гриппа B/Шандонг/07/97 
практически полностью перестал реагировать с МКА 
11F8, а ЭМ 11F8 - с МКА 5В7, что могло бы быть объяс-
нено АК заменой в одном и том же положении (Н122N) 
в составе этих ЭМ (табл. 2).

На основании данных секвенирования последователь-
ностей НА вирусов гриппа B ранее установлено, что АК 
N163, E198, A202 и K203 являются высококонсерватив-
ными у вирусов Викторианской ветви и могут влиять 
на связывание с углеводными цепями. Кроме того, АК 
в положениях 202 и 203 входят в состав рецепторсвя-
зывающего кармана. Значимость мутации в положении 
203 предстоит изучить далее в связи с опубликованными 
данными [16] о том, что замена лизина в положении 203 
может существенно влиять на антигенные и рецептор-
ные свойства вирусной частицы, в частности снижать 
способность связываться с SA α2,3 Gal-рецепторами.

Заключение
Таким образом, результаты выполненных исследова-

ний дали возможность четко локализовать иммунодоми-
нантные сайты в составе молекулы гемагглютинина ви-
русов гриппа B Викторианской ЭЛ, которые позволяют 
вирусу ускользать от специфического связывания с АТ. 
Три из полученных ЭМ имели одиночные, два – двой-
ные и один – тройные замены аминокислот в молекуле 
НА1 (H122N, A202E, K203T, K203I, K203N или A317V). 

Кроме того, у трех ЭМ выявили замену N197S. При этом 
весьма важной является замена К203Т, сообщающая ви-
русу резистентность к разнонаправленным МКА. По-
добные штаммы в меньшей мере подвержены селектив-
ному иммунопрессингу, потому с эволюционной точки 
зрения имеют большие перспективы длительной цирку-
ляции в человеческой популяции. 
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