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вирус клещевого энцефалита (вКЭ) штамм Лазо MP36 выделен из пула комаров Aedes vexans, отловлен-
ных в районе имени Лазо Хабаровского края в августе 2014 г. Филогенетический анализ нуклеотидной 
последовательности полноразмерного генома штамма Лазо МР36 (номер доступа в genBank KT001073) по-
казал его соответствие дальневосточному типу вКЭ и отличия от штаммов: от клещей Ixodes persulcatus 
P. schulze, 1930 (вакцинного штамма 205 (JX498939) и выделенных в 2012—2013 гг. штаммов Хехцир 1230 
(KF880805), Чичаговка 1222 (KP844724), биробиджан 1354 (KP844726)); от комаров (штамма Малышево, изо-
лированного в 1978 г. от Aedes vexans nipponii (KJ744034), и штамма Сахалин 6-11 сибирского типа вКЭ, 
выделенного из пула комаров в 2011 г. (KF826916)); из мозга погибших людей (вакцинного штамма Софьин 
(Kc806252), глубинное/2004 (dQ862460), Кавалерово (FJ402885), Светлогорье (gU121642)). Пептид слияния, 
необходимый для проникновения флавивирусов в клетки, у трех штаммов вКЭ, выделенных от комаров, 
— Лазо MP36, Малышево и Сахалин 6-11 — сохранил каноническую структуру 98-drgWgnhcglFgKgsi-
113 для флавивирусов, переносимых клещами. Аминокислотная замена h104g, типичная для флавиви-
русов, переносимых комарами, не обнаружена. Последовательности нетранслируемых областей генома 
штаммов вКЭ от комаров гомологичны на 85—98% штаммам всех типов вКЭ без рекомбинации с флави-
вирусами, переносимыми комарами и выявляемыми на территории Дальнего востока России. вторичные 
структуры 5’- и 3’-нетранслируемых областей генома, а также последовательности циклизации типов a и 
B консервативны у всех изолятов вКЭ вне зависимости от биологических хозяев или переносчиков. Сход-
ство структур геномов изолятов вКЭ от комаров, клещей и больных людей при патогенности изолятов 
вКЭ от комаров для новорожденных лабораторных мышей и их цитопатическом действии для культур 
клеток животных могут свидетельствовать о возможной роли комаров в качестве случайных или допол-
нительных переносчиков вируса.
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кодирующих областей геномов; пептид слияния; нетранслируемые области; последователь-
ности циклизации.
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The tick-borne encephalitis virus (TBeV) strain lazo MP36 was isolated from the pool of mosquitoes aedes 
vexans collected in lazo region of Khabarovsk territory in august 2014. Phylogenetic analysis of the strain lazo 
MP36 complete genome (genBank accession number KT001073) revealed its correspondence to the TBeV Far 
eastern subtype and differences from the following strains: 1) from ticks ixodes persulcatus P. schulze, 1930 
[vaccine strain 205 (JX498939) and strains Khekhtzir 1230 (KF880805), chichagovka (KP844724), Birobidzhan 
1354 (KF880805) isolated in 2012-2013]; 2) from mosquitoes [strain Malyshevo (KJ744034) isolated in 1978 from 
aedes vexans nipponii in Khabarovsk territory; strain sakhalin 6-11 isolated from the pool of mosquitoes in 
2011 (KF826916)]; 3) from human brain [vaccine strain sofjin (Jn229223), glubinnoe/2004(dQ862460). Kavalerovo 
(dQ862460), svetlogorie (dQ862460)]. The fusion peptide necessary for flavivirus entry to cells of the three TBeV 
strains isolated from mosquitoes (lazo MP36, Malyshevo and sakhalin 6-11) has the canonical structure 98-
drgWgnhcglFgKgsi-113 for the tick-borne flaviviruses. amino acid transition h104g typical for the mosquito-
borne flaviviruses was not found. structures of 5’- and 3’-untranslated (UTr) regions of the TBeV strains from 
mosquitoes were 85-98% homologous to the TBeV strains of all subtypes without recombination with mosquito-
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края. Виды комаров определяли по морфологическим 
признакам [8]. Было сформировано 38 пулов комаров 
в зависимости от вида, времени и места сбора [9]. Пул 
комаров Aedes vexans, из которого был изолирован 
штамм Лазо МР36, собран в августе 2014 г. в окрестно-
стях с. Киинск района имени Лазо (47°59’ с. ш., 134°47’ 
в. д.).

Выделение ВКЭ. Новорожденным мышам ICR 1—2-
дневного возраста интрацеребрально и подкожно вводи-
ли осветленные центрифугированием гомогенаты пулов 
комаров [9]. Последующее пассирование осуществляли 
также на новорожденных мышах-сосунках. Штамм Ла-
зо МР36 был выделен от комаров в сентябре 2014 г.

Выделение РНК проводили с использованием набора 
для экстракции ДНК/РНК из сыворотки (плазмы) крови 
производства НПО «Литех» (Москва).

Обратную транскрипцию (ОТ) выполняли с исполь-
зованием набора «Реверта L» производства ООО «Ин-
терЛабСервис», г. Москва.

ПЦР проводили с праймерами [10, 11] и набором 
«АмплиСенс PCR» («ИнтерЛабСервис», г. Москва) с 
использованием амплификатора MyCycler («Bio-Rad 
Laboratories Headquarters», США).

Определение нуклеотидных последовательностей 
продуктов ОТ-ПЦР из мозговых суспензий второго 
пассажа ВКЭ осуществляли с праймерами для ПЦР 
[10, 11] и набором BigDye 3.1 с применением автома-
тического анализатора ДНК модели ABI 3500 («Applied 
Biosystems», США). Филогенетический анализ нуклео-
тидных последовательностей выполняли при помо-
щи программного обеспечения Mega 6.06 (http://www.
megasoftware.net/) с использованием 5 альтернативных 
алгоритмов при 1000 репликаций [12].

Результаты
В 2014 г. выделен штамм Лазо MP36 из пула комаров 

Aedes vexans, собранных в районе имени Лазо Хаба-
ровского края в период снижения весенне-летней ак-
тивности иксодовых клещей и низкой заболеваемости 
населения этого региона клещевым энцефалитом [13; 
GenBank KT001073]. Филогенетический анализ полно-
размерных кодирующих областей геномов ВКЭ пока-
зал сходство штамма Лазо MP36 со штаммами ВКЭ 
дальневосточного типа (рис. 1). Совпадение топологии 
филогенетических деревьев с применением 5 альтерна-

borne flaviviruses found in the Far east of russia. secondary structures of 5’- and 3’-UTr as well as cyclization 
sequences (cs) of types a and B are highly homologous for all TBeV isolates independently of the biological 
hosts and vectors. similarity of the genomes of the TBeV isolates from mosquitoes, ticks and patients as well as 
pathogenicity of the isolates for new-borne laboratory mice and tissue cultures might suggest a possible role of 
mosquitoes in the TBeV circulation in natural foci as an accidental or additional virus carrier.

K e y w o r d s: tick-borne and mosquito-borne flaviviruses; phylogenetic analysis of complete coding regions of genomes; 
fusion peptide; untranslated regions; cyclization sequences.
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Введение
Семейство флавивирусов включает патогенные для 

человека и животных РНК-содержащие вирусы. Пред-
ставителей рода Flavivirus традиционно делят на 3 груп-
пы: переносимые комарами, клещами и без известного 
переносчика. Их стабильная циркуляция в природных 
популяциях среди многочисленных позвоночных и бес-
позвоночных резервуарных хозяев не поддается регули-
руемому контролю [1]. В последние годы в мире обна-
ружили много флавивирусов, специфичных только для 
насекомых (insect-specific flaviviruses — ISFV), которые 
не могут реплицироваться в культурах клеток млекопи-
тающих, поэтому их патогенность остается неизвест-
ной, но ДНК-копии фрагментов их геномов обнаружены 
в составе хромосом комаров [2]. У членистоногих об-
наружены вирусы, подобные флавивирусам (flavi-like 
viruses) по размерам, структурам и организации геномов 
с наиболее консервативными генами NS3 и NS5, cо сход-
ной стратегией репликации, имеющие общего древнего 
предшественника [3]. Число флавивирусов, специфич-
ных только для млекопитающих (mammal-only pegivirus-
hepacivirus group), также увеличивается [3]. Молекуляр-
ные маркеры флавивирусов, переносимых комарами и 
клещами, включают пептид слияния (fusion peptide) [4] 
и последовательности циклизации (cyclization sequences 
— CS) вблизи 5’- и 3’-концов геномной РНК [5].

В России наиболее распространен и изучен вирус кле-
щевого энцефалита (ВКЭ), который с 1937 г. считали 
флавивирусом, переносимым клещами. Клещи являют-
ся основными переносчиками и резервуарными хозяе-
вами ВКЭ благодаря разнообразию их прокормителей 
среди позвоночных, внутриклеточному перевариванию 
крови, длинному жизненному циклу, превышающему 
продолжительность жизни мелких млекопитающих, а 
также трансовариальной и трансстадиальной передаче 
ВКЭ. Спонтанная инфицированность вирусом выявлена 
для 16 видов иксодовых клещей [6, 7].

Цель данной работы состояла в выделении, иденти-
фикации и сравнительном молекулярно-генетическом 
анализе ВКЭ от комаров.

Материал и методы
Сбор комаров. В 2014 г. комаров отлавливали в Вя-

земском районе и районе имени Лазо Хабаровского 
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тивных алгоритмов и высокие индексы поддержки кла-
дистических групп свидетельствуют о кластеризации 
вне зависимости от времени, места выделения штаммов 
и переносчика или хозяина ВКЭ. Штамм Лазо MP36 
дальневосточного типа ВКЭ отличается от штаммов, 
выделенных нами в 2012—2013 гг. в Хабаровском крае 
(Хехцир 1230 (KF880805), Чичаговка 1222 (KP844724)) 
и Еврейской автономной области (Биробиджан 1354 
(KP844726)), находящихся в одной группе с вакцин-
ным штаммом Софьин, изолированным в пос. Обор 
района имени Лазо Хабаровского края в 1937 г. Штамм 
Лазо МР36 также отличается и от штаммов, выделен-
ных в 1985—1990 гг. в Хабаровском крае (Николаевск 
855 (KP869172) и Лазо 8696 (KF880804)), Амурской 
области (Амур 9024 (KF880803)), и от штамма Ошима 
5-10 из Японии (АВ062063) с группой филогенетиче-
ски близких ему приморских штаммов (Приморье-69 

(EU816453) и других) [10]. Несмотря на филогенети-
ческую близость генома Лазо МР36 к третьей груп-
пе дальневосточных штаммов из Китая (Xinjiang-01 
(JX534167), MDJ-03 (JF316708)), а также штаммам 
из России Глубинное/2004 (DQ862460), Кавалерово 
(JQ650523) и Светлогорье (GU121642), выделенным 
от погибших людей в Приморье, достоверного родства 
также не отмечено. В то же время штамм Малышево 
от комаров [14; номер доступа в GenBank KJ744034] 
также дальневосточного типа ВКЭ филогенетически 
близок выделенным от клещей в 2012 г. штаммам Чи-
чаговка 1222 (места сбора комаров и клещей в окрест-
ностях озера Петропавловское Хабаровского края), 
Хехцир 1230 и вакцинному штамму Софьин. Третий 
штамм, изолированный из пула комаров, Сахалин 6-11 
[15; GenBank KF826916], относится к подтипу Айна 
сибирского типа ВКЭ (см. рис.1).

Рис. 1. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей геномов штаммов, выделенных от комаров (подчеркнуты), 
клещей и пациентов (вакцинные штаммы дальневосточного и европейского типов отмечены звездочками) и относящихся к 5 гене-
тическим типам ВКЭ (дальневосточному (1), европейскому (2), сибирскому (3), 178-79 (4) и 886-84 (5)), с помощью программного 

обеспечения Mega 6.06 [12], алгоритм UPGMA, 1000 репликаций. Внешняя группа — штамм Терней вируса Повассан, выделенный 
из мозга погибшего пациента на Дальнем Востоке России в 2006 г
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Сравнение пептида слияния штаммов ВКЭ, 
выделенных от комаров и клещей

Проникновение флавивирусов в клетки опосредует-
ся консервативным пептидом слияния, состоящим из 
16 аминокислотных остатков (а. о.) в домене II глико-
протеина оболочки вирионов Е. Консервативность ка-
нонической структуры пептида слияния необходима 
для проникновения в клетки эволюционно удаленных 
беспозвоночных и позвоночных хозяев вируса с по-
следующими pH-зависимыми конформационными из-
менениями [4]. Пептид слияния всех штаммов ВКЭ, 
выделенных от комаров, клещей, позвоночных хозяев 
или больных людей, сохраняет идентичную структуру 
DRGWGNHCGLFGKGSI, характерную для флавиви-
русов, переносимых клещами без аминокислотных за-
мен (см. таблицу). В пептиде слияния флавивирусов, 
специфичных для насекомых (ISFV), а. о. G104 соответ-
ствует структурам этого пептида для флавивирусов от 
комаров, а M113 является характерным только для фла-
вивирусов Чаоянг (см. таблицу). Необходимо отметить 
отсутствие канонической структуры пептида слияния 
в полипротеинах-предшественниках flavi-like вирусов 
(см. таблицу).

Сравнение нетранслируемых областей генома и 
последовательностей циклизации штаммов ВКЭ, 
переносимых комарами

При 85—98% гомологии нуклеотидных последова-
тельностей нетранслируемых областей генома штаммов 
ВКЭ, выделенных от комаров, клещей, млекопитаю-
щих или больных людей, 3’-нетранслируемая область 
(untranslated region (UTR)) штамма Лазо МР36 составля-
ет 727 нуклеотидных остатков (н.о.) с мини-делециями 
1—2 н.о. при множественном выравнивании с аналогич-
ными последовательностями других штаммов и не со-
держит ни протяженных делеций, ни олиго(А)-трактов 
в гипервариабельной области непосредственно после 
терминирующего кодона. Для двух других штаммов 
ВКЭ от комаров последовательности 3’UTR не депони-
рованы в GenBank. Многочисленные термодинамически 
выгодные вторичные структуры 3’UTR штамма Лазо 
МР36, построенные с применением альтернативных ал-
горитмов, имеют ΔG = –115,25 ÷ –110,47 с выраженной 
шпилечно-петлевой архитектурой (рис. 2). Необходимо 
отметить протяженные делеции в 3’UTR штаммов Со-
фьин, Глубинное/2004, MDJ-03 и Лазо 8696 (данные не 
представлены).

Последовательности циклизации 5’-CS-A и 3’-CS-A 
штамма Лазо МР36 ВКЭ идентичны описанным для 
вакцинного штамма Найдорф, выделенного в 1971 г.  
от Ixodes ricinus Linnaeus, 1758 и относящегося к 
эволюционно удаленному европейскому типу вируса [5] 
(см. рис. 2). Для двух других штаммов ВКЭ от комаров 
эти структуры расположены вне депонированных 
полных кодирующих областей генома (coding sequence 
(CDS)). Для второй пары CS-B, локализация которой 
соответствует флавивирусам, переносимым комарами, 
отмечены вариации нуклеотидных последовательностей 
между штаммом Найдорф и тремя штаммами ВКЭ, 
выделенными от комаров, при сохранении вероятности 
комплементарных взаимодействий между G- и 
C-богатыми фрагментами геномов (см. рис. 2).

Обсуждение
Со времени открытия в 1937 г. ВКЭ относят к фла-

вивирусам, переносимым клещами. Однако единичные 
штаммы ВКЭ были выделены от комаров на Дальнем 
Востоке. Штамм Малышево дальневосточного типа 
ВКЭ выделен от комаров Aedes vexans nipponii, отлов-
ленных в 1978 г. на северном побережье озера Петро-
павловское в Хабаровском крае (48°40’ с. ш., 135°40’ в. 
д.). Штамм Сахалин 6-11 сибирского типа ВКЭ выде-
лен из пула комаров, собранных на Сахалине в 2010 г. в 
Александровск-Сахалинском районе острова. В 2014 г. 
выделен штамм Лазо MP36 из пула комаров Aedes vexans, 
собранных в районе имени Лазо (47°59’ с. ш., 134°47’ в. 
д.) Хабаровского края в период снижения весенне-летней 
активности иксодовых клещей и низкой заболеваемости 
населения этого региона клещевым энцефалитом. Фило-
генетический анализ полноразмерных кодирующих об-
ластей геномов штаммов ВКЭ, выделенных от комаров, 
показал их родство со штаммами дальневосточного и 
сибирского типов вируса вне зависимости от времени и 
места выделения штаммов, а также от переносчика или 
хозяина. Структура пептида слияния идентична у всех 
изолятов ВКЭ, выделенных от комаров, клещей, позво-
ночных и больных людей. Несмотря на нуклеотидные 
замены и мини-делеции в 3’-нетраслируемой области 
генома штаммов ВКЭ, пространственные конформации 

Сравнение пептида слияния флавивирусов, переносимых  
клещами и комарами

Флавивирусы Пептид слияния

Переносимые комарами без вируса 
Денге

DRGWGNGCGLFGKGSI

Денге 1 DRGWGNGCGLFGKGSL
Денге 2 DRGWGNGCGLFGKGGI
Денге 3 DRGWGNGCGLFGKGSL
Денге 4 DRGWGNGCGLFGKGGV
Переносимые клещами:
ВКЭ (штаммы от клещей, позвоноч-
ных и больных людей)

DRGWGNHCGLFGKGSI

штамм Малышево (1978) от Aedes 
vexans

DRGWGNHCGLFGKGSI

штамм Сахалин 6-11 (2011) от 
комаров

DRGWGNHCGLFGKGSI

штамм Лазо MP36 (2014) от Aedes 
vexans

DRGWGNHCGLFGKGSI

Повассан и вирус оленей DRGWHNGCGFFGKGSI
Флавивирусы, специфичные для 
насекомых (ISFV):

вирус Чаоянг DRGWGNGCGLFGKGSM
вирус Чаоянг изолят HLD115 
(JQ308185)

DRGWGNGCGLFGKGSM

вирус Чаоянг штамм ROK144 
(JQ068102)

DRGWGNGCGLFGKGSM

вирус Чаоянг штамм Deming 
(FJ883471)

DRGWGNGCGLFGKGSM

Aedes flavivirus strain: Toyama-26 
(AB488421)

DRLASQHYHVRDSLKSG

Culex flavivirus (NC_008604) DRTFPRIPKKVHGVKISG
П р и м е ч а н и е . Серым фоном выделены аминокислотные 

остатки (а. о.) глицина и гистидина, характерные для консерватив-
ного пептида слияния флавивирусов, переносимых комарами и кле-
щами соответственно. Жирным шрифтом выделены а. о., отличаю-
щиеся от канонической структуры пептида слияния флавивирусов.
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и потенциальные последовательности циклизации были 
сходными у изолятов ВКЭ от клещей и комаров.

Выделение штаммов ВКЭ от комаров с сохранением 
их патогенности при пассировании, возможно, свиде-
тельствует о том, что комары являются случайными 
или дополнительными переносчиками вируса в при-
родных очагах. Для двух других флавирусов — вируса 
Западного Нила (номера доступа в GenBank FJ159129-
FJ159131, AY277251, DQ411030, DQ377178 и другие) и 
вируса омской геморрагической лихорадки [16] также 
известны изоляты как от комаров, так и от клещей, не-
смотря на принадлежность первого к флавивирусам, 
переносимым комарами, а второго — клещами. Раз-
нообразие резервуарных хозяев и членистоногих пере-
носчиков флавивирусов, включая ВКЭ, обусловлено 
возможностью феногенотипических перестроек ви-
русных квазивидов при адаптациях и переадаптациях 
к эволюционно отдаленным беспозвоночным и позво-
ночным хозяевам [17, 18].

Заключение
Филогенетический анализ полноразмерных кодиру-

ющих областей геномов штаммов ВКЭ, выделенных от 
комаров, показал их родство со штаммами дальнево-
сточного и сибирского типов вируса вне зависимости 
от времени и места выделения штаммов, а также от 

переносчика или хозяина. Структура пептида слияния 
идентична у всех изолятов ВКЭ, выделенных от кома-
ров, клещей, позвоночных и больных людей. Потенци-
альные последовательности циклизации также были 
сходными у изолятов ВКЭ от комаров и клещей. Сход-
ство структур геномов изолятов ВКЭ от комаров, кле-
щей и больных людей при патогенности изолятов ВКЭ 
от комаров для новорожденных лабораторных мышей 
и их цитопатическом действии для культур клеток жи-
вотных могут свидетельствовать о возможной роли ко-
маров в качестве случайных или дополнительных пере-
носчиков вируса.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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