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Заболеваемость ротавирусным гастроэнтеритом в мире до сих пор не имеет тенденции к уменьшению. 
Создание эффективной вакцины позволит снизить, а в дальнейшем, возможно, и победить это опасное 
высококонтагиозное заболевание. Однако до сих пор не только в нашей стране, но и за рубежом не разра-
ботаны методики, позволяющие адаптировать и культивировать штаммы ротавируса человека группы А, 
стабильно дающие высокий «урожай» вирусного потомства на перевиваемых культурах клеток. исполь-
зуя феномен обмена генов сегментированного генома ротавируса, за рубежом для создания ротавирус-
ных вакцин пошли по пути использования реассортантных штаммов, представляющих собой результат 
совместного культивирования низкотитражных (1—2•106 вирионов в 1 мл) штаммов ротавируса человека 
и штаммов ротавируса животных, например ротавируса обезьян SA-11 или ротавируса диареи телят не-
браски, дающих относительно высокий «урожай» вирусного потомства (1•107—1•108). Понятно, что такие 
вакцинные композиции не смогут заменить полноценные вакцины из чисто человеческих штаммов рота-
вируса различных серотипов, но на сегодняшний день это тоже может быть выходом из создавшегося 
положения. В идеале же нужно иметь ротавирусные вакцины, включающие весь набор G- и P-серотипов 
ротавирусов, циркулирующих на данной территории их применения.
В работе описана авторская методика адаптации и выращивания ротавирусов человека группы А на куль-
туре перевиваемых клеток, позволяющая получать 5•108 вирионов в 1 мл культуральной жидкости. Про-
веденная работа позволила впервые получить высокотитражные культивируемые штаммы ротавируса 
человека, которые могут быть использованы в качестве вакцинных штаммов, а также высокоактивных 
антигенов для конструирования диагностических тест-систем.
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The incidence of rotavirus gastroenteritis in the world still has no tendency to reduction. The development 
of an effective vaccine would reduce or, in the future, even defeat this highly contagious dangerous disease. 
However, both in Russia and abroad there is still no developed technique for adapting and cultivating strains of 
the human rotavirus A that would stably produce a high "yield" of virus progeny in transplanted culture cells. 
The phenomenon of gene exchange for the segmented genome of rotavirus was used by foreign researchers 
to create the rotavirus vaccine using reassortant strains which are the result of joint cultivation of low-titer 
(1-2·106 virions per ml) human rotavirus strains and rotavirus strains of animals, such as monkey rotavirus SA-
11 or Nebraska calf rotavirus diarrhea providing a relatively high "yield" of virus progeny (1·107-1·108). It is clear 
that such vaccine compositions will not be able to replace a full-fledged vaccine of human rotavirus strains of 
different serotypes, but they can be used for the time being as a solution to the problem. Ideally, a rotavirus 
vaccine is needed that includes the full set of G and P serotypes of rotaviruses circulating in the territory of their 
application.
The paper describes an original technique for adaptation and cultivation of human rotaviruses of group A on the 
culture of transplantable cells developed by the authors. This technique allows 5·108 virions to be obtained per 
1 ml of culture fluid. High-titer cultivated strains of human rotavirus that can be used as vaccine strains were 
obtained, as well as highly-active antigens for the construction of diagnostic test-systems.
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Введение
Острые кишечные инфекции, несмотря на значитель-

ные успехи вирусологии, остаются чрезвычайно актуаль-
ными. Исследования отечественных и зарубежных авто-
ров выявили ведущую роль ротавируса в возникновении 
большей части гастроэнтеритов инфекционной природы, 
особенно у детей до 2 лет. Ежегодная заболеваемость ро-
тавирусным гастроэнтеритом в мире до сих пор не имеет 
тенденции к уменьшению и составляет 125 млн случаев, 
из которых около 1 млн заканчивается летально, что как 
нельзя лучше подтверждает актуальность этого вопроса, 
в том числе для экономически развитых стран. В США, 
например, регистрируется более 70 тыс. госпитализаций 
в год с оцененным экономическим ущербом более 1 млрд 
долл. [1—3]. На территории России доля ротавирусных 
гастроэнтеритов тоже достигает достаточно внушитель-
ных цифр — 44—47% от всех случаев инфекционной ки-
шечной патологии. При этом до 5% всей детской смерт-
ности среди больных младше 5 лет связаны с ротавирус-
ным гастроэнтеритом [4—9].

Бороться с этой инфекцией при помощи антибиоти-
ков или каких-либо иных средств бесполезно, учитывая 
особенности возбудителя и практический опыт. Только 
широкий охват детского контингента вакцинацией по 
примеру коревой или полиовирусной способен изме-
нить существующее положение [10—13]. С учетом это-
го создание ротавирусной вакцины является одной из 
приоритетных задач глобальной стратегии ВОЗ по сни-
жению инфекционной заболеваемости и смертности на 
2006—2015 гг. (Draft WHO/IVB/05.05).

Между тем создание ротавирусной вакцины невоз-
можно без наличия адаптированных и хорошо расту-
щих на перевиваемых культурах клеток аттенуиро-
ванных штаммов ротавируса человека. Однако до сих 
пор не существует стандартных способов адаптации, 
дающих возможность культивировать ротавирусы че-
ловека в высоких титрах примерно 1•108—1•1011 ви-
рионов в 1 мл культуральной жидкости. Наша работа 
является попыткой восполнить этот пробел.

Материал и методы
Культуры клеток. В работе использовали культуру 

перевиваемых клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ), 
культивируемую в 80—100 мл среды 199 в стеклянных 
флаконах объемом 0,5 л с добавлением 10% сыворотки 
крупного рогатого скота (КРС).

Вирусы. Фекальные 10% суспензии на растворе Хенк-
са готовили по обычной методике. Перед заражением 
плотный монослой клеток 3 раза промывали раствором 
Хенкса и наслаивали предварительно обработанные 
трипсином суспензии фекалий больных, в которых мето-
дом электронной микроскопии (ЭМ) были обнаружены 
ротавирусы. После контакта восстанавливали первона-
чальный объем питательной средой без сыворотки (под-
держивающая среда) и оставляли в термостате при 37 °C 
до появления первых признаков деструкции клеточного 
монослоя.

Электронная микроскопия. Пробы от каждого пасса-
жа контролировали 1 раз в сутки на наличие ротавиру-
са методом ЭМ на микроскопе УМВ-100К при инстру-
ментальном увеличении 65 000—85 000. Использовали 
медные электронно-микроскопические сетки калибром 
150—400 меш с нитроцеллюлозной пленкой-подложкой 
толщиной 50—70 Å, изготовленной по оригинальной 
авторской методике. Сетки с пробами «окрашивали» 
(контрастировали) 0,5% раствором уранилацетата.

Трипсин. Для «активации» ротавируса применяли 
лиофилизированный трипсин фирмы «AppliChem» с 
молекулярной массой 23,8 кД. Его же использовали как 
стандарт молекулярных масс.

Выделение РНК. РНК ротавируса выделяли как опи-
сано в работе [14] с незначительными авторскими мо-
дификациями.

Электрофорез. Вертикальный электрофорез прово-
дили в 8% полиакриламидном геле (ПААГ) (pH 8,8) с 
концентрирующим 4% гелем (pH 5,8) при токе 10 мА в 
течение 15—24 ч [15].

Электрофорез в агарозе. Электрофорез на стеклян-
ных пластинах проводили в 2% агарозе pH 7,2. В каче-
стве буфера использовали ФБР pH 7,8. Додецилсульфат 
натрия (ДСН) не использовали.

Диагностикумы. Для детекции ротавирусов, кроме 
ЭМ, использовали разработанный и выпускаемый нами 
коммерческий антительный эритроцитарный диагности-
кум Ротатест (ФСП-42-0425-4460-03) для реакции не-
прямой гемагглютинации (РНГА). Диагностикум пред-
ставляет собой 1% взвесь фиксированных глутараль-
дегидом эритроцитов барана, сенсибилизированных 
γ-глобулиновой фракцией асцитной жидкости белых 
крыс, иммунизированных ротавирусом обезьян SA-11. 
РНГА проводили микрометодом в объеме 75 мкл в план-
шетах для иммунологических реакций с U-образными 
лунками в соответствии с прилагаемой инструкцией 
по применению диагностикума Ротатест [4—6]. Тест-
система позволяет дать ответ на наличие антигена рота-
вируса в течение 1,5—2 ч, при этом ее чувствительность 
составила 2—4 нг по вирусному белку.

Результаты
Для адаптации и дальнейшей работы были отобраны 56 

фекальных суспензий, в которых методом РНГА в высо-
ких титрах был обнаружен ротавирус группы А, а элек-
тронная микроскопия показала в этих пробах большое ко-
личество двухкапсидных вирионов ротавируса (рис. 1).

Критерий двухкапсидности является очень важным, 
так как только наличие второго капсида после нареза-
ния протеолитическими ферментами делает ротавирус 
инфекционным и способным к дальнейшему размноже-
нию [16—18].

Исходя из этого культуры клеток заражали фекальны-
ми пробами, предварительно обработанными трипсином. 
Как правило, в пенициллиновый флакон брали 0,1 мл  
суспензии и разбавляли двукратно средой 199, добавля-
ли 0,1 мл раствора трипсина и помещали в термостат 
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при 37 °C. Варьировали концентрациями трипсина от 10 
до 500 мкг/мл с дискретностью 10 мкг/мл и временем 
контакта фекальных суспензий с ним от 5 мин до 1 ч 
с дискретностью 5 мин. После термостата наслаивали 
«активированные» суспензии на отмытый от ростовой 
среды плотный монослой клеток в течение 3—5 мин. 
Перед добавлением поддерживающей среды суспензии 
фекалий с трипсином из флакона не удаляли.

Однако при таком алгоритме заражения нам не удалось 
получить стабильные результаты: ротавирус обнаружи-
вался только в заражении, а в первых и дальнейших пас-
сажах уже не выявлялся. При этом в достаточно большом 
числе проб после 2-го пассажа с концентрацией трипсина 
500 мкг/мл и 10 мин контактом с ним в термостате стало 
стабильно появляться цитопатическое действие (ЦПД), 
причем с каждым последующим пассажем время его по-
явления сокращалось с 7—10 дней в заражении до 2 дней 
в 5—7-м пассаже и далее. Полная гибель клеток сопрово-
ждалась образованием однородной взвеси белкового ха-
рактера, пенящейся при резком встряхивании. Контроль в 
РНГА заражений и пассажей показал почти полное отсут-
ствие титров вируса, лишь в первой лунке реакция шла 
на 2—3+. Электронная микроскопия также показала от-
сутствие вирионов ротавируса.

Чтобы понять причину стабильного появления ЦПД 
на культуре клеток без обнаружения самих ротавирусов, 
мы изучили методом электрофореза 
в ПААГ белковый спектр указанных 
культуральных жидкостей и получили 
следующие результаты.

1. Во всех пробах (от заражения до 7 и 
более пассажей) были обнаружены «лег-
кие» белки массой около 21 кД в зоне 
вирусных белков ротавируса группы А.  
В качестве контроля использовали 
культуральную жидкость после зараже-
ния клеток ротавирусом обезьян SA-11  
(рис. 2, трек 11), а в качестве эталона — 
0,2% раствор трипсина, молекулярная 
масса которого составляет 23,8 кД (рис. 
2, трек 1; рис. 3, треки 1, 2).

2. Концентрация «легких» белков, су-
дя по интенсивности окрашивания ами-
до черным, увеличивалась в некоторых 

пробах на порядок или более от заражения до 7-го пасса-
жа (рис. 2, треки 13, 14). В виде контроля использовали 
культуральную жидкость незараженных клеток, в кото-
рой зона «легких» вирусных белков практически полно-
стью отсутствовала (рис. 2, трек 12).

На основании полученных данных «легкие» белки 
массой 20,5 кД были идентифицированы нами как не-
структурный гликопротеин ротавируса NSP4. Это объ-
ясняло появление ЦПД с полной гибелью клеточного 
монослоя, так как внутриклеточная экспрессия NSP4 
приводит к нарушению структур межклеточных кон-
тактов, нарушению филаментозной структуры самой 
клетки, а также изменяет ионный баланс с нарушением 
резорбции воды, что и приводит к разрушению мембран 
и гибели клеток [19—23].

Таким образом, какая-то часть ротавирусных генов 
все-таки функционировала в зараженной культуре кле-
ток. Электрофорез (ЭФ) в ПААГ подтвердил эту догад-
ку. В культуральной жидкости зараженных клеток СПЭВ 
были обнаружены гены 6; 7; 8; 9 и 10, если сравнивать 
их с геномным профилем ротавируса человека (рис. 4).

Слишком темный фон электрофореграмм РНК, пред-
ставленных в статье, особенно треков с пробами, не яв-
ляется следствием небрежной или неумелой постановки 

Рис. 1. Электронно-микроскопическая фотография: ротавирусы 
человека группы А. Негативное контрастирование. Ув. 200 000. 

Препарат С.А. Колпакова.

Рис. 3. Электрофореграмма 0,2% растворов трипсина: 1 — производства НПО 
«Биолар» выпуска 1988 г.; 2 — производства фирмы «AppliChem» выпуска 2013 г. 

(молекулярная масса — 23,8 кД); 3 — «легкий» белок молекулярной массой 20,5 кД  
(NSP4) — 5-й пассаж пробы № 352; агароза — 2% (pH 7,2); буфер — pH 7,8 без 

ДСН; окраска — 1% раствор амидо черного; ток — 38 мА, время — 30 мин.

Рис. 2. Электрофореграмма культуральной жидкости заражен-
ных клеток СПЭВ:

2—10 — 5-е пассажи проб № 13, 51, 53, 227, 240, 248, 268, 274, 279;  
11 — положительный контроль — 12-й пассаж ротавируса обезьян SA-
11; 12 — культуральная жидкость интактных клеток; 13, 14 — 7-е пасса-

жи проб № 218 и 242; 1—0,2% трипсин (23,8 кД).
ПААГ — 8%; ток — 10,0 мА; время — 16 ч; окраска — 1% раствор 

амидо черного.
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опыта. Вирус во время адаптации к росту в чуждой для 
него клеточной среде методом многочисленных проб и 
ошибок «старается» так изменить свой геном, чтобы вы-
жить и дать достаточное количество вирусного потом-
ства. В процессе этой напряженной работы в клетках 
накапливается большое количество генетического мате-
риала с разбросом по молекулярным массам, которые по 
разным причинам не включаются в формирующиеся ви-
рионы ротавируса человека. Именно эти «разнокалибер-
ные» обломки РНК проявляются в треках с пробами по-
сле окрашивания нитратом серебра в виде равномерного 
неряшливого черного фона. Постепенно с окончанием 

периода адаптации синтезируются только полноценные 
двухцепочечные гены ротавируса, и электрофореграмма 
приобретает вид, показанный на рис. 4 (треки ККК).

Поскольку гены ротавируса в пробах с концентрация-
ми трипсина менее 500 мкг/мл не обнаруживались, мы 
предположили, что его просто недостаточно для пол-
ной (штатной) активации ротавируса, происходящей в 
естественных условиях. Поэтому базовая концентрация 
трипсина была увеличена до 2 мг в 1 мл. Далее прово-
дили заражение клеточного монослоя, как описано вы-
ше, но использовали одну концентрацию трипсина 2 мг 
в 1 мл и время контакта с ним фекальной пробы 10 мин 
(самого трипсина, как и раньше, добавляли 0,1 мл). При 
этом после контакта с клеточным монослоем и добавле-
ния поддерживающей среды концентрация трипсина в 
ней составляла примерно 20 мкг в 1 мл.

Начиная с первого пассажа в таком режиме зараже-
ния стало стабильно появляться и нарастать ЦПД, при-
чем с 3—5-го пассажа через 48 ч наблюдалась полная 
деструкция клеточного монослоя. Культуральная жид-
кость при этом оставалась розового цвета и была почти 
прозрачной, с легкой «белковой» опалесценцией. Кон-
троль в РНГА с Ротатестом заражений и пассажей по-
казал плавное нарастание титров с 1:2 в заражении до 
1:32 в 5-м пассаже. При ЭМ этих проб в первых пасса-
жах были выявлены отдельные ротавирусы и их капсо-
меры в виде тубулярных структур и отдельных пластов  
(рис. 5). Начиная с 3-го пассажа и далее постоянно обна-
руживались как отдельные ротавирусы, так и их скопле-
ния (рис. 5, б; рис. 6).

На рис. 7 представлен ЭФ РНК двух штаммов ротави-
руса человека, адаптированных к росту на культуре пере-
виваемых клеток СПЭВ. По увеличению интенсивности 
окраски нитратом серебра отчетливо видно нарастание 
количества генетического материала штамма ротавируса 
человека № 218 от 2-го к 6-му пассажу (см. рис. 7, треки 
1—5). Соответственно выросли титры ротавируса в РНГА 
и количество вирионов ротавируса, выявляемых при ЭМ.

Подобным образом нами были адаптированы 6 штаммов 
ротавируса человека, и 3 из них задепонированы в Государ-

ственной коллекции 
вирусов ФГБУ «НИИ 
вирусологии им. Д.И. 
Ивановского» под но-
мерами депонента 
ГКВ № 2727, № 2728 
и № 2729. Количество 
вирионов в поддержи-
вающей среде до лио-
филизации, по данным 
ЭМ, составило не ме-
нее 5•108 в 1 мл.

Геном всех штаммов 
ротавируса человека 
содержит 11 сегментов 
РНК, состоящих из 4 
групп: 1-я группа — 4 
сегмента, 2-я груп-
па — 2 сегмента, 3-я 
группа — 3 сегмента, 
4-я группа — 2 сегмен-
та. По распределению 
сегментов РНК после 
ЭФ все адаптирован-
ные нами штаммы ро-

Рис. 4. Электрофореграмма РНК: ККК — трех культуральных 
штаммов ротавируса человека; 1—6 — 6 штаммов и разных 

проб культуральной жидкости, содержащих лишь часть генома 
ротавируса. ПААГ — 8%; ток — 10 мА; время — 18 ч. Пре-

парат С.А. Колпакова.

Рис. 5. Электронно-микроскопическая фотография: а и б — культуральные ротавирусы человека  
группы А с капсомерами в виде тубулярных структур и пластов; в — отдельные пласты капсомеров 

ротавируса человека. Негативное контрастирование.
Ув. 200 000. Препарат С.А. Колпакова.
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Рис. 6. Электронно-микроскопическая фотография: культураль-
ные ротавирусы человека группы А. Ув. 200 000. Негативное 

контрастирование. Препарат С.А. Колпакова.

Рис. 7. Электрофореграмма РНК: 1—5 — культурального штам-
ма ротавируса человека № 218; 6—7 — культурального штамма 
ротавируса человека № 356 (2-й и 3-й пассажи). ПААГ — 8%; 

ток — 10 мА; время — 18 ч. Препарат С.А. Колпакова.

тавируса, включая задепонированные, можно однозначно 
отнести к группе А ротавируса человека (см. рис. 4, ККК).

Дальнейшее повышение количества трипсина вопре-
ки нашему желанию не приводило к повышению ко-
личества ротавируса в культуральной жидкости боль-
ше чем 5•108 в 1 мл. Концентрации трипсина выше  
2 мг/мл при наслоении на монослой вызывали деструкцию 
клеточного пласта с распадом на отдельные клетки. При 
этом вирус или переставал расти вообще, или его концен-
трация резко падала, что тоже не решало проблемы. Для 
увеличения количества культурального ротавируса челове-
ка необходимо было найти какое-либо другое решение, и 
исследования в этом направлении были продолжены.

Обсуждение
Таким образом, в результате проведенной работы нам уда-

лось адаптировать к росту на перевиваемой культуре клеток 

СПЭВ штаммы ротавируса человека. Несмотря на недоста-
точно высокие титры 2•108—5•108 в 1 мл, они вполне могут 
в будущем послужить прототипными штаммами для ротави-
русной вакцины. Они же могут положить начало созданию 
национальной коллекции культивируемых штаммов ротави-
руса человека, которая в настоящее время отсутствует.

Всего было получено 6 штаммов различных электрофо-
ретипов ротавируса человека, дающих стабильно высокий 
«урожай» вирусного потомства до 25—39-го пассажа (срок 
наблюдения). Три из них, как указано выше, задепонированы 
в Государственной коллекции вирусов.
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