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Введение. По серологическим свойствам и при иммунизации дикий тип HBsAg вируса гепатита В (ВГВ) 
и его мутант G145R ведут себя как различные антигены. Это свидетельствует о серьезных структурных 
изменениях, которые предположительно способны оказать существенное влияние на морфогенез вирио-
нов и субвирусных частиц. Однако морфологические и ультраструктурные исследования ВГВ с мутацией 
G145R ранее не проводились. Цель работы: изучение структурно-морфологической организации ВГВ при 
наличии эскейп-мутации G145R. Методы. исследования сывороток, очищенных вирусов, а также реком-
бинантных HBsAg проводили с помощью трансмиссионной электронной микроскопии методом негатив-
ного контраста и непрямой реакции иммуномечения с применением моноклональных антител различной 
специфичности. В качестве контроля использовали образцы ВГВ дикого типа и ВГВ, имеющего мутацию 
S143L, полученные аналогичным способом.
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Результаты. В препаратах дикого штамма и ВГВ с мутацией S143L показано наличие типичных вирусных 
частиц ВГВ. Препараты ВГВ с мутацией G145R отличались выраженной морфологической гетерогенностью. В 
исходной сыворотке и препарате очищенного вируса, содержащих мутант G145R, обнаружены крупные оваль-
ные частицы размером 60—70 нм и до 200 нм соответственно. Подтверждено наличие антигенных структур 
ВГВ во всех гетерогенных формах. Показано, что формирование субвирусных частиц при экспрессии реком-
бинантного HBsAg с мутацией G145R зависит от условий экспрессии и очистки белка. Они могут варьировать 
от хорошо сформированных круглых и овальных субвирусных частиц размером 20—50 нм до практически не-
структурированных мелкозернистых масс. Заключение. Получены прямые данные о влиянии эскейп-мутации 
G145R в S-гене в отличие от мутации S143L на морфогенез вирионов и субвирусных частиц ВГВ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мутация; S-ген; G145R; S143L; вирус гепатита В; HBsAg; электронная микроскопия; вири-
он; субвирусные частицы.
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Background. In terms of serological properties and immunization, the wild type of HBsAg HBV and its G145R 
mutant behave as different antigens. This testifies to serious structural changes, which presumably could have 
a significant impact on the morphogenesis of virions and subviral particles. Nevertheless, morphological and 
ultrastructural investigations of HBV with G145R mutation have not been carried yet. 
Objectives. Research of structural and morphological organization of HBV in the presence of the G145R escape 
mutation. 
Methods. Studies of sera, purified viruses and recombinant HBsAg were carried out by transmission electron 
microscopy by the method of negative staining and indirect reaction of immunelabeling using monoclonal anti-
bodies of different specificity. Specimens of wild type HBV and HBV with S143L mutation obtained in an identical 
manner were used as the control. 
Results. The presence of typical virus particles of HBV was shown in the specimens of wild strain and HBV with 
S143L mutation. Specimens of HBV with G145R mutation were characterized by expressed morphological hetero-
geneity. In the initial serum and in the specimen of purified virus containing G145R mutant, large oval particles 
60–70 nm and up to 200 nm in size, respectively, were found. The presence of antigen structures of HBV in all het-
erogeneous forms was confirmed. It was shown that forming of subviral particles in the process of expression of 
the recombinant HBsAg with G145R mutation depends on conditions of expression and purification of the protein. 
They can vary from well-formed circular and oval particles to practically unstructured fine-grained masses.
Conclusion. Direct data on the impact of G145R escape-mutation in S-gene, in contrast to S143L mutation, on the 
morphogenesis of virions and subviral particles of HBV were obtained.
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Введение
Вирус гепатита В (ВГВ) человека относится к семей-

ству Hepadnaviridae. Нуклеокапсид вириона бывает двух 

размеров, поскольку core-частицы могут состоять из 90 
и 120 HBc-димеров, обладающих T = 3 или T = 4 ико-
саэдрической симметрией соответственно, при этом при 
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инфекции доминируют T = 4 капсиды [1, 2]. Капсиды со-
держат единичную копию частично двунитевой кольце-
вой ДНК, состоящей из 3200 нуклеотидных оснований, 
ковалентно связанной с вирусной ДНК-полимеразой 
на 5’-конце полноразмерной минус-цепи [3]. Оболочка 
вириона ВГВ сформирована тремя разными гликозили-
рованными поверхностными белками (HBs), обозначае-
мыми L- (большой), M- (средний) и S- (малый) HBsAg, 
в пропорции 1:1:4, которые встроены в липидный слой, 
происходящий от клетки-хозяина, и являются продукта-
ми одного гена, транслируясь в одной рамке считыва-
ния, но с разных стартовых кодонов [1].

В частично очищенных препаратах ВГВ были обнару-
жены 3 основные морфологические формы частиц: ча-
стицы 42—47 нм с двойной оболочкой (частицы Дейна), 
неинфекционные квазисферические частицы диаметром 
20—22 нм и октаэдрической симметрией и филаменты 
диаметром 22 нм различной длины [4—7]. Субвирусные 
частицы экспрессируются в большей степени, чем вири-
оны, и их концентрация в сыворотке может быть больше 
в 10 000 раз [7]. Сферические субвирусные частицы со-
стоят только из S-HBsAg и содержат низкое количество 
L-HBsAg, в то время как в филаментах и частицах Дейна 
относительное количество L-HBsAg гораздо выше [7]. 
Для морфогенеза вириона и секреции вирионов важны 
и Pre-S1, и S-домены [1, 7—11]. Экспрессия рекомби-
нантного S-HBsAg (например, в дрожжах H. polymorpha 
или клетках млекопитающих) приводит к появлению 
высокоиммуногенных внутриклеточных 20 нм-HBsAg 
частиц [7, 12].

Процесс включения липидов в субвирусные частицы 
до конца не ясен. Возможно, это происходит с участием 
шаперонов, помогающих созреванию HBsAg [7, 13]. Од-
нако хотя липидов в субвирусных частицах содержится 
лишь около 25%, липидный слой важен не только для 
морфогенеза вируса, но и для его иммуногенности. С 
помощью поликлональных антител к HBsAg было по-
казано, что его антигенная активность существенно 
снижается при удалении липидов. Шесть различных 
антигенных сайтов, распознаваемых панелью монокло-
нальных антител, снижали свою способность связывать 
соответствующее антитело, если из препарата HBsAg 
удаляли липиды [13].

Некоторые мутации в S-HBsAg также могут карди-
нальным образом менять способность HBsAg взаимо-
действовать с антителами. Обнаружение относительно 
часто встречаемой мутации G145R [14] определило на-
правление исследований HBsAg-мутантов, ускользаю-
щих от вакцинального и диагностического контроля [15, 
16]. До 90% моноклональных антител к HBsAg теряют 
свою реактивность при взаимодействии с мутантом 
G145R [17—19] в отличие от HBsAg с близко располо-
женной мутацией S143L [20]. При иммунизации живот-
ных природным или рекомбинантным HBsAg, несущим 
мутацию G145R, образуются антитела, специфичные к 
данному мутанту, но не к дикому типу [18]. Вакцинация 
людей HBsAg дикого типа с одинаковой эффективно-
стью индуцирует образование антител как к HBsAg ди-
кого типа, так и к мутанту S143L, но практически не вы-
зывает образования антител к HBsAg, несущему мута-
цию G145R [21]. Таким образом, как по серологическим 
свойствам, так и при иммунизации дикий тип HBsAg и 
мутант G145R ведут себя как различные антигены.

Столь существенные изменения в антигенных свой-
ствах HBsAg с мутацией G145R свидетельствуют о се-

рьезных структурных изменениях. Замена G145R вы-
зывает значимое снижение иммуногенной активности 
HBsAg за счет конформационного изменения антиген-
ных петель в его молекуле. Эта мутация вставляет новую 
β-складку в район а-детерминанты HBsAg и изменяет 
ориентацию трансмембранных сегментов, что влияет на 
локализацию мутантного HBsAg в липидном слое, т. е. 
меняет мембранную топологию HBsAg. Мутация G145R 
также повышает компактность и стабильность HBsAg за 
счет увеличения жесткости его а-детерминанты [3].

Можно ожидать, что столь значимые отличия ВГВ, 
содержащего мутацию G145R, способны оказать суще-
ственное влияние и на морфогенез вирионов и субви-
русных частиц. Однако морфологические и ультраструк-
турные исследования проводились до сих пор только 
для ВГВ дикого типа. В этой связи целью настоящего 
исследования было изучение особенностей морфологи-
ческой организации ВГВ при наличии мутации G145R в 
препаратах очищенного в градиенте сахарозы вируса, в 
нативном сывороточном материале, а также в образцах 
рекомбинантного HBsAg, экспрессированного в дрож-
жах H. polymorpha.

Материал и методы
Сыворотки крови, полученные от хронических HBsAg-

носителей
Источником ВГВ с мутациями S143L и G145R явля-

лись ранее охарактеризованные нами [20] сыворотки  
№ 283 (генотип D, субтип ayw3, ENA ERZ377007) и  
№ 111 (генотип D, субтип adw3, ENA ERZ377006) с ви-
русной нагрузкой 7,4•108 и 9,0•105 копий/мл соответ-
ственно. По данным полногеномного секвенирования, 
в обоих мутантных вирусах таргетная мутация пред-
ставлена в 99% молекул, гетерогенности нуклеотидов в 
соответствующих кодонах обнаружено не было (данные 
не приведены). В качестве контрольного образца ис-
пользовали ранее охарактеризованную сыворотку № 43, 
содержащую HBsAg дикого типа. Выделение ДНК ВГВ 
и определение вирусной нагрузки в образцах проводили 
методом количественной ПЦР с детекцией в режиме ре-
ального времени с помощью коммерческой тест-системы 
РеалБест ДНК-ВГВ (ЗАО «Вектор-Бест», Россия) и при-
боров Rotor-Gene 3000 («Corbett Research», Австралия) 
и CFX-96 («Bio-Rad», США).

Рекомбинантные HBsAg с мутацией G145R
В работе использовали рекомбинантные HBsAg ESC-

15 и ESC-17 с мутацией G145R, относящиеся к субтипу 
ayw2 (генотип D), полученные от ЗАО НПК «Комбио-
тех» (Россия) [22]. ESC-антигены были экспрессирова-
ны в дрожжах H. polymorpha и очищены в различных 
условиях. Концентрации ESC-антигенов определяли ме-
тодом иммуноблоттинга с поликлональными кроличьи-
ми антителами к HBsAg субтипа ayw2. Для проведения 
иммуноблоттинга использовали аффинно-очищенные 
поликлональные антитела кролика к восстановленно-
му HBsAg (2% SDS, 5% β-меркаптоэтанол) в разведе-
нии 1:2000. Концентрация ESC-15 составляла 0,8 мг/мл, 
ESC-17 — 0,75 мг/мл.

Выделение очищенного ВГВ дикого типа и мутант-
ных форм вируса

Сыворотку, содержащую ВГВ, осветляли центрифуги-
рованием при 13400 об/мин в течение 10 мин. К суперна-
танту добавляли равный объем 4% лимонной кислоты и 
пепсин до конечной концентрации 1 мг/мл (1 мг пепсина 
на 50—100 мг белка). Полученную смесь инкубировали 
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при 37 °C в течение 18 ч, после чего пепсиновый пере-
вар нейтрализовывали 1 М NaOH до pH 8,0, добавляли 
Твин-80 до конечной концентрации 2% и инкубировали 
в течение 8 ч при комнатной температуре.

Для выделения вируса использовали ультрацентрифу-
гирование в ступенчатом градиенте плотности сахарозы. 
В центрифужную пробирку объемом 14,5 мл вносили  
3 мл 50% сахарозы в 0,9% NaCl, наслаивали 7 мл 20% 
сахарозы и вносили 4 мл пепсинового перевара. Про-
бирки уравновешивали минеральным маслом Bayol F, 
запаивали и центрифугировали при 70 000 g в течение 
20 ч при 15 °C, после чего отбирали фракции по 1 мл и 
проверяли их на наличие белка методом Брэдфорда и со-
держание HBsAg методом иммуноферментного анализа 
(ИФА).

Моноклональные анти-HBsAg-антитела
Моноклональные мышиные антитела 11F3 (IgG2a) и 

H2 (IgG1) к конформационным эпитопам а-детерминан-
ты HBsAg были получены в лаборатории медиаторов 
и эффекторов иммунитета ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи» Минздрава России. Антитела обладают раз-
личной специфичностью по отношению к HBsAg ди-
кого и мутантного типа. Антитело 11F3 практически 
не выявляет варианты HBsAg, несущие мутации S143L 
и G145R, тогда как конъюгат Н2 выявляет как HBsAg 

дикого типа, так и названные варианты, причем взаимо-
действие с мутантом G145R превышает взаимодействие 
с HBsAg дикого типа [20].

Метод трансмиссионной электронной микроскопии
Пробоподготовка перед трансмиссионной электрон-

ной микроскопией заключалась в фиксации сывороточ-
ного материала, а также образцов очищенного ВГВ и ре-
комбинантного HBsAg по методу S. Ito и M. Karnovsky 
[23] с последующей постфиксацией в 1% OsO4 и обра-
боткой 1% раствором уранилацетата, обезвоживанием 
в спиртах и заключением в метакрилатную смолу LR 
White. С помощью ультратома LKB-III (Швеция) гото-
вили ультратонкие срезы и помещали их на медные и 
никелевые сетки (300 меш), которые непосредственно 
перед электронно-микроскопическим анализом контра-
стировали 1% раствором уранилацетата и цитрата свин-
ца [24].

Метод негативного контрастирования
Для негативного контрастирования каплю каждого 

фиксированного по методу S. Ito и M. Karnovsky образ-
ца наносили на покрытую формваром никелевую сетку 
(300 меш) на 10 мин, после чего фильтровальной бумагой 
удаляли жидкость и наносили каплю 1% водного раство-
ра уранилацетата или 2% фосфорно-вольфрамовой кис-
лоты либо 1% водного раствора молибдата аммониия на 

Рис. 1. Электронные микрофотографии ультратонких 
срезов ВГВ дикого типа (а) и ВГВ с мутацией S143L (б) 
или ВГВ с мутацией G145R (в). ↑ — вирусные частицы. 

Инструментальное увеличение 35 000.
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1 мин, высушивали и анализировали на трансмиссион-
ном электронном микроскопе JEM 100B («JEOL», Япо-
ния) при ускоряющем напряжении 80 кВ и на микроско-
пе STEM Tecnai 12 iCORR («Philips», Нидерланды) при 
ускоряющем напряжении 120 кВ в двух режимах (CCD 
Acquire или CCD Eagle 4x4k).

Реакция непрямого иммуномечения
Реакция иммуномечения проводилась на тотальных 

препаратах очищенных ВГВ и сывороточном материале, 
содержащем ВГВ, на никелевых сетках с формваровой 
подложкой. Каплю, содержащую вирусные частицы, 
наносили на никелевую сетку на 10 мин, после этого 
фильтровальной бумагой удаляли лишнюю жидкость и 

обрабатывали мышиными моноклональными аффинно-
очищенными антителами к HBsAg. В работе были ис-
пользованы 2 вида моноклональных антител: 11F3, спо-
собные распознавать HBsAg дикого типа, но не HBsAg с 
мутацией G145R, а также антитела Н2, взаимодействую-
щие с мутантным вариантом HBsAg G145R. В качестве 
вторичных антител использовали конъюгат антимыши-
ных антител с коллоидным золотом с размером частиц 
10 нм (AlexaFluor 488, «Invitrogen», США). Инкубацию 
с антителами проводили в течение 30 мин при 37 °C, 
после чего препараты были отмыты фосфатно-солевым 
буфером и контрастированы 1% водным раствором ура-
нилацетата.

Рис. 2. Электронные микрофотографии ультратонких срезов с проведенной реакцией непрямого иммуномечения: анти-HBsAg Н2 
взаимодействуют с частицами ВГВ дикого типа (а) и крупными овальными частицами ВГВ, несущего мутацию G145R (б). Инстру-

ментальное увеличение 40 000.

Рис. 3. Электронные микрофотографии (метод негативного контрастирования): а — ВГВ дикого типа; б — ВГВ с мутацией S143L; 
в — ВГВ с мутацией G145R; ↑ — овальные вирусные частицы.
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цы, но в то же время выявлены более крупные овальные 
частицы размером 60—70 нм, которые отсутствовали в 
препаратах дикого типа и с мутацией S143L (рис. 3, в).

При проведении реакции иммуномечения с антитела-
ми 11F3 к дикому типу ВГВ метка была обнаружена на 
сферических частицах во всех препаратах вируса и не 
выявлялась на овальных частицах в препаратах мутан-
та G145R (рис. 4), которые позитивно метились только 
антителами Н2 (рис. 5).

Исследования рекомбинантных HBsAg с мутацией 
G145R показали, что формирование субвирусных ча-
стиц зависит от условий экспрессии и очистки белка. 
Так, в образце ESC-15 были обнаружены частицы раз-
мером 20—30 нм округлой и овальной формы. Форма 
некоторых частиц напоминала прямоугольники. Ободок 
частиц имел низкую электронную плотность и относи-
тельно более темный центр при окраске 1% раствором 
молибдата аммония (рис. 6) и 1% раствором уранилаце-
тата. Встречались в небольшом количестве более круп-
ные частицы размером 50 нм (см. рис. 6). В отличие от 
препарата ESC-15 в препарате ESC-17 подобные струк-
туры не выявлялись. Препарат представлял собой ско-
пление мелкозернистых масс высокой, средней и низкой 
электронной плотности (рис. 7).

Кроме того, реакция иммуномечения проводилась на 
неконтрастированных ультратонких срезах с использо-
ванием вышеперечисленных первичных и вторичных 
антител [25, 26]. Анализ препаратов проводили с по-
мощью электронного микроскопа JEM 100B («JEOL», 
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Результаты
В очищенных препаратах вирусов, полученных уль-

трацентрифугированием в градиенте плотности саха-
розы, наблюдалось существенное отличие морфологии 
вирусных частиц мутантного G145R-варианта ВГВ от 
ВГВ дикого типа и ВГВ с мутацией S143L.

При исследовании ультраструктуры ВГВ, несущего 
мутацию S143L, и ВГВ дикого типа не было установле-
но существенных различий. Обнаружены относитель-
но крупные частицы размером около 40 нм и мелкие 
частицы — около 20 нм (рис. 1, а, б), что согласуется с 
классическими представлениями о морфологии ВГВ. 
Напротив, при исследовании ультраструктуры изолята 
ВГВ с мутаций G145R помимо частиц классических раз-
меров и форм в больших количествах обнаружены круп-
ные овальные частицы размером более 100 нм (рис. 1, в).  
Принадлежность выявленных крупных овальных частиц 
к мутанту G145R доказывается результатами иммуноэ-
лектронной микроскопии (рис. 2), где видно, что моно-
клональные антитела H2, выявляющие HBsAg с мутацией 
G145R, реагируют именно с такими частицами. Посколь-
ку методика выделения вируса для всех сывороточных 
образцов была одинаковой, можно предположить, что 
наблюдаемые морфологические различия связаны с при-
родой поверхностного антигена. Этот вывод представля-
ется справедливым, несмотря на возможные артефакты, 
связанные с манипуляциями при очистке вируса.

Результаты, полученные при морфологическом изуче-
нии вирусов в их нативном состоянии в исходных сыво-
ротках, в целом согласовывались с результатами, полу-
ченными при исследовании очищенных вариантов ВГВ 
вирусов гепатита В, хотя между ними были обнаружены 
различия в размерах вирусных частиц.

В препарате нативной сыворотки, содержащей HBsAg 
дикого типа, выявлялись сферические, овальные части-
цы размером 30—50 нм и частицы Дейна (рис. 3, а). В 
препаратах, содержащих вирус с мутацией S143L, обна-
руживались такие же морфологические варианты вирус-
ных частиц (рис. 3, б). В препаратах ВГВ с мутацией 
G145R также обнаружены сходные сферические части-

Рис. 4. Электронная микрофотография (негатив) иммунной метки ВГВ дикого типа (а) и ВГВ с мутацией G145R (б)  
с использованием первичных моноклональных антител 11F3 и вторичных антител, конъюгированных с золотом (размер наночастиц  

золота — 10 нм); ↓ — сферические вирусные частицы.

Рис. 5. Электронная микрофотография (негатив) иммунной 
метки ВГВ с мутацией G145R с использованием первичных 
моноклональных антител H2 и вторичных антител, конъюги-

рованных c золотом (размер наночастиц золота — 10 нм); ↑ — 
овальные вирусные частицы.
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Обсуждение
Классические представления о морфологических ти-

пах ВГВ, согласно которым вирус ассоциируется с ча-
стицами Дейна 42—47 нм, сферическими субвирусны-
ми частицами 20—22 нм и филаментами диаметром 22 
нм, в последнее десятилетие стали пересматриваться. 
Имеются сообщения о морфологической вариабельно-
сти ВГВ. Еще D.S. Dane и соавт. [4] обнаружили ВГВ в 
форме «головастика» с головой около 42 нм и хвостом 
22 нм в диаметре с длиной 120 нм. В исследованиях M. 
Kaito и соавт. [6], проведенных как с клеточными линия-
ми, так и с сыворотками крови пациентов, были обнару-
жены морфологические варианты ВГВ в виде «кобры» и 
«рога», причем в сыворотке соотношение классических 
частиц Дейна, кобро- и рогоподобных частиц составля-
ло 5:4:1. После ультрацентрифугирования последние ва-
рианты полностью исчезали, оставались только частицы 

Дейна, сферические частицы и микрофиламенты. Ав-
торы предполагают, что первичными репликативными 
формами ВГВ являются именно кобро- и рогоподобные 
частицы [6]. В работе S. Seitz и соавт. [1] методом кри-
оэлектронной микроскопии было идентифицировано 2 
основных морфологических фенотипа, «компактные» и 
«рыхлые», с нуклеокапсидами в различных конформа-
циях. Также были обнаружены промежуточные формы. 
Предположительно часть морфологических форм ВГВ 
связана со структурными особенностями его упаковки в 
виде упорядоченной решетки, отличающими этот вирус 
от других оболочечных вирусов [27].

Несмотря на довольно интенсивные исследования 
ультраструктуры ВГВ дикого типа, до сих пор отсут-
ствуют публикации о морфологическом «портрете» 
эскейп-мутантов ВГВ, содержащих замены в S-гене 
HBsAg, хотя предполагается, что для морфообразующе-

Рис. 6. Исследование рекомбинантного HBsAg ESC-15 с мутацией G145R методом негативного контрастирования 1% водным рас-
твором молибдата аммония.
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нина, который гипотетически может связываться амино-
кислотными остатками E77 и D78 в HBcAg и тем самым 
нарушать обычное формирование вирусных частиц. Это 
становится особенно интересным, если учесть недавно 
опубликованные результаты компьютерного моделиро-
вания структуры HBsAg, показавшие, что происходящая 
перестройка а-детерминанты HBsAg изменяет ориента-
цию трансмембранных сегментов, т. е. изменяет локали-
зацию мутантного HBsAg в липидном слое [3].

То, что мутация G145R может нарушать классическое 
формирование вирусных частиц, косвенно было по-
казано в работе [29], в которой сравнивали продукцию 
вирусных частиц после трансфекции клеток гепатомы 
человека рекомбинантными вирусами дикого типа и не-
сущего мутацию G145R по их продукции и стабильно-
сти. Стабильность экспрессированных вирусных частиц 
оценивали по влиянию детергента NP-40, который раз-
рушает оболочку частиц, зависящую от взаимодействий 
белок/липид и белок/белок. Оказалось, что разрушение 
оболочки носило дозозависимый характер. При этом в 
самой большой дозе детергента число сохранившихся 
частиц дикого типа составило 10%, тогда как мутанта —  
лишь 1% [29]. Кроме того, авторы показали, что после 
трансфекции мутанта G145R количество выходящих в 
супернатант поверхностных белков уменьшалось до 
65—70% по сравнению с диким типом, причем значи-
тельное угнетение секреции наблюдалось только для 
L-белка, тогда как уровень S-белка оставался неизмен-
ным. Полученный результат был подтвержден с помо-
щью ИФА и иммуноблоттинга. Основываясь на факте 
предпочтительного угнетения секреции L-белка, авторы 
предположили, что мутация G145R может по-разному 
влиять на секрецию сферических частиц, содержащих 
только S-белок, а также на вирионы и филаменты, со-
держащие как S-белок, так и L-белок. В частности, му-
тация G145R может интерферировать с правильной упа-
ковкой Core, нарушая таким образом предпочтительно 

го взаимодействия HBsAg с HBcAg в вирионах важен не 
только Pre-S1, но и S-район [10], причем именно двой-
ное взаимодействие между капсидом и обоими S- и Pre-
S1 доменами требуется для морфогенеза вируса [9]. Так, 
было показано, что в L-белке существует 2 разных сайта, 
локализованных между 24-м и 191-м аминокислотными 
остатками (а. о.), а также между 191-м и 322-м а. о., дей-
ствующих синергически для обеспечения высокой аф-
финности антител к HBcAg, причем в этом взаимодей-
ствии наиболее важную роль играет Arg92 (R92) [10]. 
Кроме R92, в классических частицах Дейна с HBcAg 
могут также взаимодействовать R88 и R102 Pre-S1 (для 
субтипа ayw). Все эти 3 аргинина способны образовы-
вать связь с E77 и D78 а. о. в HBcAg [1, 8]. В то же время 
иммунопреципитация С-концевых делеционных мутан-
тов показала, что Pre-S-регионы сами по себе недоста-
точны для эффективной ассоциации с HBcAg. Для фор-
мирования лучшего докинг-сайта для HBcAg требуется 
дополнительно 28 а. о. в S-регионе, особенно остатки 
21—26 S-HBsAg в предполагаемой гидрофобной спира-
ли I, однако роль пептида 21—26 а. о. S-HBsAg не была 
доказана [10]. В работе [9] для связывания HBcAg была 
показана важность другого региона S-HBsAg, распола-
гающегося в I цитозольной петле S-белка, включающе-
го 56—80 а. о. S-HBsAg (примерно соответствующие  
219—243 а. о. от N-конца Pre-S1), содержащего кластер 
из трех остатков аргинина (R73, R78 и R79 S-HBsAg), 
которые могут опосредовать взаимодействие с отрица-
тельно заряженными E77 и D78 а. о. в HBcAg [1, 9, 28]. 
Некоторые экспериментальные данные позволяли пред-
положить, что во взаимодействие с HBcAg, возможно, 
способна вовлекаться гидрофильная петля между остат-
ками 263 и 322 в L-белке (между спиралями II и III), что 
соответствует приблизительно области 100—159 а. о. в 
S-HBsAg, т. е. а-детерминанта [10].

Следует учитывать, что особенностью замены G145R 
в S-HBsAg является появление дополнительного арги-

Рис. 7. Исследование рекомбинантного HBsAg 
ESC-17 с мутацией G145R методом негативного 

контрастирования 1% водным раствором молибдата 
аммония. При большом увеличении обнаружены 

мелкозернистые массы.
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Оригинальные исследОвания

иммуногенность и секрецию [3]. Полученные нами экс-
периментальные данные о морфологической гетероген-
ности мутанта G145R, обнаружении существенно более 
крупных вирусоподобных и субвирусных частиц в це-
лом согласуются с этими данными. Вероятно также, что 
предполагаемая вовлеченность области 100—159 а. о. в 
S-HBsAg а-детерминанты во взаимодействие с HBcAg 
[10] в случае мутанта G145R имеет место или даже уси-
ливается за счет изменения трансмембранной топологии 
HBsAg [3] и возможного взаимодействия G145R с от-
рицательно заряженными аминокислотными остатками 
белка core.

Заключение
Впервые получены прямые данные о влиянии мутации 

G145R в отличие от мутации S143L на морфологические 
свойства ВГВ. Структурные изменения в S-домене бел-
ков оболочки ВГВ, вызванные эскейп-мутацией G145R, 
влияют не только на иммуногенные и антигенные свой-
ства HBsAg, но и на морфогенез вирионов и субвирус-
ных частиц. Возможно, это происходит за счет изме-
нения мембранной топологии белка, в результате чего 
G145R приобретает способность взаимодействовать с 
E77 и D78 а. о. в HBcAg, а также за счет возрастания 
агрегационного потенциала мутантного G145R HBsAg.
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морфогенез и секрецию вирионов ВГВ, но не пустых 
субвирусных частиц [29].

Проведенные нами с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии исследования выявили в пре-
парате очищенного ВГВ с мутацией G145R и в исходной 
сыворотке большую гетерогенность морфологических 
форм вируса, в том числе структуры необычной оваль-
ной формы. Размер овальных частиц в препарате очи-
щенного вируса составил 100—200 нм, а в исходной сы-
воротке — 60—70 нм. При этом выявлялись также сфе-
рические частицы. В отличие от ВГВ с мутацией G145R 
в нативной сыворотке, содержащей ВГВ дикого типа и 
ВГВ с мутацией S143L, а также в препаратах очищен-
ных из них вирусов подобные частицы не обнаружива-
лись. В нативной сыворотке выявлялись сферические и 
овальные частицы размером 30—50 нм, частицы Дейна. 
Аналогичные результаты были получены и с очищенным 
вирусом. Картина, наблюдавшаяся при исследовании 
ультраструктуры ВГВ, несущего мутацию S143L, прак-
тически не отличалась от картины, наблюдаемой с ВГВ 
дикого типа. На поверхности всех гетерогенных форм 
ВГВ, выделенных из мутантного изолята G145R, были 
представлены эпитопы, распознаваемые моноклональ-
ными антителами Н2, реагирующими в ИФА с мутантом 
G145R с не меньшей активностью, чем с HBsAg дикого 
типа, но не выявлялись антителами 11F3, практически 
не реагирующие с мутантом G145R в ИФА. Эти резуль-
таты подтверждают, что обнаруженные нами в препа-
ратах необычные вирусные частицы связаны именно с 
мутацией G145R. Это находится в соответствии с гипо-
тезой о влиянии замены G145R на морфогенез ВГВ.

Тем не менее в значительной степени в образцах очи-
щенного вируса наблюдалось сохранение лишь конту-
ров частиц и отсутствие хорошей сохранности деталей 
строения ДНК и капсульных белков. Это может являть-
ся как результатом воздействия факторов, возникших в 
процессе очистки вирусных частиц, так и повышенной 
нестабильностью оболочки самого вируса в случае на-
личия в нем мутации G145R.

Полученные нами результаты согласуются с данны-
ми о наличии морфологической гетерогенности ВГВ, 
а также с результатами экспериментов, посвященных 
нарушенной секреции и стабильности ВГВ с мутацией 
G145R, показанных методами ИФА и иммуноблоттинга 
[29].

Мы также установили, что формирование субвирус-
ных частиц при экспрессии рекомбинантного HBsAg с 
мутацией G145R очень сильно зависит от условий экс-
прессии и очистки белка. Морфологические структуры, 
образуемые при этом рекомбинантным белком, могут 
варьировать от четко сформированных круглых и оваль-
ных субвирусных частиц размером 20—50 нм до прак-
тически неструктурированных мелкозернистых агрега-
тов. Однако это может являться не только следствием 
условий получения мутантного белка, но и присущими 
ему свойствами, поскольку для рекомбинантного HBsAg 
дикого типа не было показано подобной зависимости.

В исследовании in silico [3] было показано, что при 
мутации G145R не только возникает новая β-складка, 
но и утрачивается часть α-спиральной структуры. В то 
же время, согласно общепринятому мнению, β-складки 
играют ключевую роль в агрегации белков. Таким об-
разом, в соответствии с этими данными мутация G145R 
может увеличивать жесткость, компактность и агрега-
ционный потенциал а-детерминанты, что влияет на ее 
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Производное имидазола — имихимод — относится к иммуномодуляторам, действующим на врожден-
ную и адаптивную системы иммунитета. Целью исследований было изучение динамики синтеза сыво-
роточного интерферона (иФн) при разных режимах дозирования и оценка противовирусной активности 
воспроизведенного в России препарата имихимода в отношении вируса простого герпеса (ВПГ) при его 
подкожном применении мышам и интравагинальном — морским свинкам. Результаты. При подкожном 
введении имихимода мышам в дозах 0,5; 1 и 10 мг/кг наблюдали дозозависимое увеличение выработки 
иФн, пик концентрации которых достигался через 4 ч после введения. Применение имихимода защищало 
лабораторных животных (мышей) от внутрибрюшинного заражения ВПГ в дозах 3,2 и 32 ЛД50. При этом 
максимальный защитный эффект (100% выживаемость) достигался при введении имихимода в дозе 100 
мкг/кг ежедневно в течение 5 дней до заражения. Топическое применение имихимода в виде 5% крема по 
сравнению с контрольной группой сопровождалось достоверно более быстрой и полной элиминацией 
вируса при интравагинальном заражении морских свинок ВПГ 2-го типа. Заключение. Воспроизведенный 
аналог имихимода обладает иммуномодулирующими и противовирусными свойствами, выявленными у 
первоначально синтезированного химического соединения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  имихимод; вирус простого герпеса; морские свинки; мыши.
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