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Резюме
Введение. Культуры клеток клещей широко используются для изучения биологии этих членистоногих и 
переносимых ими патогенов, в особенности вирусов. Большинство имеющихся в настоящее время культур 
клеток были получены из эмбриональных клеток клещей и могут быть инфицированы вирусами. Клеточная 
линия HAE/CTVM8, полученная из клещей Hyalomma anatolicum, часто используется для выделения пере-
носимых клещами внутриклеточных инфекционных агентов. 
Цель работы – изучение клеточной линии HAE/CTVM8 с помощью высокопроизводительного секвенирова-
ния с целью поиска вирусов в ней.
Материалы и методы. Культуральную жидкость клеток HAE/CTVM8 ультрацентрифугировали. Получен-
ный осадок использовали для высокопроизводительного секвенирования после выделения РНК, реакции 
обратной транскрипции и синтеза второй цепи. Полученные прочтения фильтровали по длине и качеству 
в программе Trimmomatic, после чего собирали контиги с помощью программы SPAdes и анализирова-
ли их на присутствие вирусных последовательностей. Финальная сборка генома вируса осуществлялась 
в программе Ugene. Выравнивание последовательностей производили с использованием программы 
MAFFT. Построение филогенетических деревьев производилось с применением программы IQ-TREE.
Результаты. Выявлена персистенция одного вируса – Liman tick virus (LMTV) – в культуре клеток HAE/
CTVM8. Филогенетически LMTV принадлежит новому семейству Chuviridae, состоящему из вирусов, обна-
руженных с помощью высокопроизводительного секвенирования, вирусологическая характеристика кото-
рых отсутствует. 
Заключение. Полученная в настоящем исследовании информация крайне важна для использования куль-
туры клеток HAE/CTVM8 в научных исследованиях и изоляции новых вирусов. Наше исследование показы-
вает, что клеточная линия HAE/CTVM8 с персистирующим в ней LMTV представляет собой готовую систему 
для изучения репродукции представителей семейства Chuviridae.
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Abstract
Introduction. Tick cell lines are widely used to study the biology of ticks and tick-borne pathogens, especially 
viruses. Most of the cell cultures currently available have been obtained from tick embryonic cells and can be 
infected with viruses. The HAE/CTVM8 cell line was obtained from Hyalomma anatolicum ticks and is often used 
for isolation of novel viruses. 
The aim of the work is to study the HAE/CTVM8 cell line using high-throughput sequencing in order to search for 
viruses in it. 
Materials and methods. The HAE/CTVM8 cell culture fluid was ultracentrifuged. The resulting pellet was used 
for high-throughput sequencing after RNA extraction, reverse transcription reaction, and synthesis of the second 
strand. The resulting reads were filtered by length and quality in the Trimmomatic program, after which the contigs 
were assembled using the SPAdes program and analyzed for the presence of viral sequences. The final assembly 
of the virus genome was carried out in the Ugene program. Sequence alignment was performed by the MAFFT 
program. The phylogenetic trees were constructed using the IQ-TREE program. 
Results. We have identified the persistence of one virus, Liman tick virus (LMTV), in HAE/CTVM8 cell culture. 
Phylogenetically LMTV belongs to the Chuviridae – novel family, that consists of viruses detected by high-
throughput sequencing, the virological characteristics of which are currently unknown. 
Conclusion. The obtained information is of significant importance when utilizing HAE/CTVM8 cell culture in 
scientific research and during the process of isolating new viruses. Our study shows that this cell line with persistent 
LMTV is a ready-to-use system for studying Chuviridae reproduction
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Введение
Клещи являются переносчиками возбудителей 

опасных заболеваний, таких как болезнь Лайма, кле-
щевой энцефалит и многие другие [1, 2]. В связи 
с этим изучение биологии, физиологии клещей и спо-
собов борьбы с ними приобретает все большую ак-
туальность. Культуры клеток клещей стали незамени-
мым инструментом для исследователей [3]. В первую 
очередь они крайне полезны для изучения физиоло-
гии и генетики клещей [3, 4], однако, гораздо чаще их 
используют для размножения переносимых клещами 
патогенных вирусов [5, 6] и бактерий [7].

Попытки культивировать клетки клещей продол-
жаются более 50 лет. Ранние исследования привели 
к получению первичных культур клеток и/или тканей 
клещей, способных выживать до 6 мес [8]. Позднее 
были получены перевиваемые клетки разных видов 
клещей, способные культивироваться в лабораторных 
условиях длительное время [3, 9]. 

Большинство доступных в настоящее время клеточ-
ных линий клещей были получены из эмбриональных 
клеток. Такая специфика получения культур клеток, 
а также ограниченность наших знаний о вироме кле-
щей приводит к тому, что во многих культурах кле-
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ток клещей персистируют вирусы [10–12]. Например, 
Orbivirus saintcroixense (St. Croix River virus) был об-
наружен в культурах клеток IDE2, полученных из кле-
щей Ixodes scapularis, и RA243 и RA257 из клещей 
Rhipicephalus appendiculatus [10, 11]. В культуре кле-
ток IRE/CTVM19 было обнаружено сразу три рабдо-
подобных вируса: IRE/CTVM19-associated rhabdovirus, 
Chimay rhabdovirus и Norway mononegavirus 1 [12]. 
Кроме того, скрининг большого количества доступных 
культур клеток клещей при помощи пан-найровирус-
ных олигонуклеотидов дал положительный результат, 
хотя остались сомнения, является ли амплификация 
специфичной [10]. Таким образом, сами по себе куль-
туры клеток клещей могут быть источником новых 
вирусов. Тем не менее использование клеток с пер-
систентной вирусной инфекцией может повлиять на 
результаты научных исследований, особенно при изо-
ляции и изучении свойств других вирусных или бакте-
риальных внутриклеточных агентов.

Современные подходы к обнаружению новых ви-
русов предполагают использование высокопроизво-
дительного секвенирования в комбинации с биоин-
форматическими методами, что позволяет открывать 
десятки и сотни новых вирусов в процессе работы 
[13–16]. Такой подход показал себя крайне эффек-
тивным при описании новых вирусов членистоногих 
[14, 16], в том числе и клещей [13, 15], а также был 
использован нами ранее для описания вирусов, пер-
систирующих в культуре клеток IRE/CTVM19 [12]. 

Одним из достижений высокопроизводительного 
секвенирования стало недавнее выделение нового се-
мейства (−)РНК-содержащих вирусов – Chuviridae. 
На сегодняшний момент данное семейство включа-
ет в себя 16 родов и 43 вида вирусов, которые были 
детектированы в паукообразных, ракообразных, на-
секомых, рыбах и рептилиях. Самым крупным ро-
дом семейства является род Mivirus, включающий 
в себя 10 видов, которые в основном ассоциированы 
с разными видами иксодовых клещей. Неклассифици-
рованные чувирусные последовательности были обна-
ружены в головоногих моллюсках, термитах и черепа-
хах. Семейство Chuviridae является самым большим 
в порядке Jingchuvirales, который родственен порядку 
Mononegavirales, объединяющему многие хорошо из-
вестные (−)РНК-содержащие вирусы [17].

Согласно биоинформатическим данным, предста-
вители Chuviridae – это вирусы с одноцепочечной 
(−)РНК, которые кодируют от 2 до 4 открытых ра-
мок считывания, включая полимеразу, гликопротеин 
и нуклеопротеин. Геномы разных представителей 
Chuviridae могут быть линейными или кольцевыми, 
сегментированными или несегментированными [17].

Культура клеток HAE/CTVM8 была получена из кле-
щей Hyalomma anatolicum [9] и рутинно использует-
ся для изоляции и поддержания различных вирусов 
[8, 18–20]. При этом на данный момент остается неиз-
вестным, содержит ли эта культура какие-либо перси-
стирующие вирусы. Имеются лишь некоторые данные, 
позволяющие предположить присутствие неизвестных 
найроподобных вирусов в этой культуре клеток [10]. 

Цель работы – изучение клеточной линии HAE/
CTVM8 с помощью высокопроизводительного секве-
нирования с целью поиска вирусов в ней.

Материалы и методы
Клетки HAE/CTVM8 культивировали в среде L-15 

(ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Ин-
ститут полиомиелита), Россия) с 10% триптоз-фос-
фатного бульона (Difco, США), 20% фетальной бычь-
ей сывороткой (Gibco, США), 2 мМ L-глутамина 
и антибиотиками, согласно ранее описанной методике 
[21]. Культуральную жидкость собирали и проводили 
осветление центрифугированием при 10 000 об/мин 
в течение 30 мин при +4 °C с использованием рото-
ра SW-28 на центрифуге Optima L-90K Ultracentrifuge 
(Beckman Coulter, США). После этого супернатант 
ультрацентрифугировали при 25 000 об/мин в тече-
ние 6 ч при +4 °С в том же роторе и центрифуге.

Для проведения высокопроизводительного секве-
нирования осадок после ультрацентрифугирования 
растворяли в 200 мкл PBS. Выделение РНК прово-
дили с помощью RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, 
Германия). Реакцию обратной транскрипции прово-
дили со случайным гексануклеотидным праймером, 
используя RevertAid (ThermoFisher Scientific, США). 
Далее осуществляли синтез второй цепи при помощи 
набора NEBNext Ultra II Non-Directional RNA Second 
Strand Synthesis Module (NEB, США). Полученную 
ДНК очищали с использованием Ampure XP (Beckman 
Coulter, США). Библиотеки готовили с использовани-
ем набора NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion 
Torrent (NEB, США) и секвенировали на приборе Ion 
S5XL с использованием чипа Ion 530 Chip.

Полученные прочтения фильтровали по длине (не 
менее 35 нт) и качеству (Q20) с использованием про-
граммы Trimmomatic v. 0.39 [22]. Качество прочтений 
проверяли с помощью программы FaQCs [23]. Обрабо-
танные прочтения собирали в контиги с помощью про-
граммы SPAdes v. 3.13.0 используя опцию «-rnaviral». 
Полученные контиги фильтровали от последователь-
ностей с низкой сложностью и заведомо невирусных 
последовательностей по ранее описанной методике 
[24]. В оставшихся контигах поиск вируссодержащих 
контигов выполняли по ранее описанной методике 
[24]. Для улучшения полученной сборки и отсечения 
возможных ошибок было дополнительно проведено 
картирование прочтений с использованием в качестве 
референсного генома Liman tick virus (номер GenBank 
MN542376) в программе Ugene v. 50.0 [25].

Для филогенетического анализа были получены 
полные аминокислотные последовательности белка 
L (РНК-полимеразы семейства Chuviridae) для выяв-
ленного вируса, все полные последовательности бел-
ка L LMTV, доступные в базе данных GenBank, не-
сколько выбранных представителей Mivirus boleense, 
а также представители родов и филогенетических 
клад, входящих в семейство Chuviridae. Последо-
вательности выравнивали с помощью программы 
MAFFT v. 7.310, используя алгоритм E-INS-i [26]. 
Неопределенно выравненные участки обрезали при 
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Рисунок. Структура генома и филогенетические взаимоотношения вируса Liman tick. 
а ‒ укорененное в среднюю точку филогенетическое дерево семейства Chuviridae. Дерево было построено методом максимального правдоподобия  
с использованием аминокислотных последовательностей РНК-зависимой РНК-полимеразы (1000 реплик bootstrap; указаны узлы с поддержкой boot-
strap ≥ 85%). Шкала представляет количество аминокислотных замен на сайт. Клада Liman tick вирусов выделена желтым цветом. Liman tick вирус, 
обнаруженный в данной работе, выделен красным цветом; б ‒ схема генома Liman tick вируса. Открытые рамки считывания (ОРС) показаны фиоле-

товым цветом. ОРС, кодирующая вирусную полимеразу, отмечена зеленым цветом.
Figure. Genomic structure and phylogenetic relationships of the Liman tick virus.

 a ‒ Midpoint-rooted phylogenetic tree of the family Chuviridae. Maximum-likelihood phylogenetic tree was constructed using the amino acid sequences  
of the RdRp (1000 bootstrap replicates; nodes with ≥ 85% bootstrap support are indicated). The scale bar represents the number of amino acid substitutions  
per site. The Liman tick viruses clade is marked in yellow. Liman tick virus detected in the current work marked in red; b ‒ Scheme of the Liman tick virus 

genome. ORFs are shown in purple. The RdRp-encoding ORF is marked in green.
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помощи программы TrimAL v. 1.4. rev 15 с автома-
тической детекцией [27]. Филогенетическое дерево 
было построено при помощи метода максимального 
правдоподобия в программе IQ-TREE v. 2.3.2 [28] 
с 1000 bootstrap-реплик и автоматической детекцией 
модели замен [29]. Филогенетические деревья визу-
ализировали в программе FigTree v. 1.4.4. Геном был 
аннотирован вручную и визуализировался при помо-
щи инструмента GenomeDrawing (https://github.com/
justNo4b/GenomeDrawing). 

Результаты
В ходе работы было выполнено высокопроизводи-

тельное секвенирование транскриптома культураль-
ной жидкости чистой культуры клеток HAE/CTVM8, 
полученной из клещей H. anatolicum. В результате 
фильтрования прочтений по длине и качеству было 
получено 2,2 млн прочтений. Последующая обработка 
данных позволила выявить в полученных прочтениях 
присутствие генома одного вируса. Предварительный 
анализ показал, что данный вирус генетически близок 
к LMTV: 92,5% сходства по нуклеотидному составу 
полного генома, согласно программе blastn.

Детальный анализ сборки генома и сравнение его 
с референсным позволило установить, что в нашем 
случае имеются прямые повторы на концах конти-
га, что свидетельствует о кольцевой природе генома 
LMTV. Это неоднократно описано для представите-
лей семейства Chuviridae [17] и показано ранее для 
LMTV [30]. Таким образом, нам удалось собрать пол-
ный геном данного вируса. Карта генома представле-
на рисунке (б). Геном вируса был выложен в между-
народной базе GenBank под номером PQ613839.

Количество прочтений LMTV в образце является 
достаточно большим – 2,42% относительно общего 
количества прочтений, что является косвенным пока-
зателем того, что вирус активно реплицируется при 
персистенции в культуре клеток HAE/CTVM8.

Филогенетический анализ, выполненный по после-
довательностям РНК-зависимой РНК-полимеразы, 
показал, что обнаруженный вирус оказался близ-
ким родственником и формировал монофилетиче-
скую группу с другими изолятами LMTV из клещей 
рода Hyalomma. Сама группа LMTV формировала 
монофилетическую группу с изолятами Bole tick 
virus 3 (Mivirus boleense) и попадала в род Mivirus 
(рисунок (а)).

Обсуждение
Культура клеток HAE/CTVM8 рутинно использу-

ется для вирусологических исследований [8, 18–20]. 
Несмотря на то что, по некоторым данным, эта куль-
тура содержит персистирующие вирусы [10], их гено-
мы до сих пор оставались неизвестными, а сама куль-
тура не была исследована при помощи современных 
подходов. Ранее мы описали наличие трех рабдовиру-
сов в культуре клеток IRE/CTVM19 [12]. 

В настоящей работе, применив схожую методику, 
мы обнаружили геном LMTV в культуре клеток HAE/
CTVM8, которая была получена в 1991 г., что свидетель-

ствует о долговременном присутствии LMTV в этой си-
стеме. При этом поскольку собранный геном является 
полным и кольцевым, встроенность его в геном хозяина 
крайне маловероятна. Настоящее исследование под-
тверждает эффективность метагеномного подхода в ха-
рактеристике вновь полученных культур клеток.

Геном LTMV был впервые обнаружен в клещах 
H. anatolicum, собранных в Лиманском районе Астра-
ханской области Российской Федерации, и опубли-
кован в GenBank в 2020 г. д-ром Альховским и соавт. 
(MN542376.1). Позднее новый изолят этого вируса был 
обнаружен в клещах H. rufipes, собранных с верблюдов 
в Garrisa County (Кения). Более того, у одного из ис-
следованных верблюдов были обнаружены антитела 
к LMTV, а сам вирус – в крови [30]. Эти данные ука-
зывают на то, что этот вирус может быть арбовирусом.

Согласно биоинформатическим данным, чувирусы 
обладают чрезвычайно интересной биологией, по-
скольку включают в себя вирусы с кольцевой одноце-
почечной (−)РНК. При этом репликация и строение ви-
риона представителей семейства Chuviridae остаются 
неизученными [17]. Таким образом, культура клеток 
HAE/CTVM8 является готовой моделью для изучения 
репликации и биологии семейства Chuviridae. 

Хорошо описаны примеры, когда присутствие од-
ного вируса в культуре клеток оказывает существен-
ное влияние на размножение других – как близкород-
ственных, так и филогенетически удаленных вирусов 
[31–33]. Пока остается неясным, как LMTV может 
взаимодействовать с другими вирусами, однако нали-
чие данного вируса в культуре клеток HAE/CTVM8, 
несомненно, следует учитывать при проведении 
дальнейших экспериментов.

Заключение
Полученная в настоящем исследовании информа-

ция крайне важна для использования культуры кле-
ток HAE/CTVM8 в научных исследованиях и изоля-
ции новых вирусов. Клеточная линия HAE/CTVM8 
с персистирующим в ней LMTV представляет собой 
готовую систему для изучения репродукции предста-
вителей семейства Chuviridae.
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