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Резюме
Введение. Грипп – острое респираторное вирусное инфекционное заболевание, индуцируемое одно-
именными вирусами. Существующие на сегодняшний день профилактические и терапевтические подходы 
имеют важное противоэпидемическое значение, однако имеется ряд проблем, таких как быстрое возник-
новение резистентных штаммов, отсутствие формирования перекрестного иммунитета и эффективность 
вакцин. Одним из подходов в создании противогриппозных средств является использование механизма 
РНК-интерференции и малых интерферирующих РНК (миРНК), комплементарных к матричной РНК мише-
ни вирусных и клеточных генов.
Цель – оценка профилактического противогриппозного эффекта миРНК, направленных к клеточным генам 
NXF1, PRPS1 и NAA10, на модели in vitro.
Материалы и методы. Исследовали антигенные варианты вируса гриппа типа А: A/California/7/09 (H1N1), 
А/WSN/33 (H1N1) и A/Brisbane/59/07 (H1N1); клеточные культуры A549 и MDCK. Исследование выполня-
ли посредством молекулярно-генетических (трансфекции, выделение нуклеиновых кислот, полимеразная 
цепная реакция с обратной транскрипцией в реальном времени) и вирусологических методов (заражение 
клеточных культур, титрование по визуальному цитопатическому действию, оценка вирусного титра по-
средством метода Рамакришнана). 
Результаты. Показано, что миРНК, таргетированные к клеточным генам NXF1, PRPS1 и NAA10 при про-
филактическом применении в клеточной культуре в концентрации 0,25 мкг на лунку, при инфицировании 
штаммами вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1), А/WSN/33 (H1N1) и A/Brisbane/59/07 (H1N1) при множе-
ственности инфекции 0,01, снижают вирусную репликацию до уровня 220 ТЦД50 на 1 мл клеточной среды, 
тогда как в контрольных необработанных клетках вирусный урожай составил ~106 ТЦД50 на 1 мл среды.
Выводы. Снижение экспрессии указанных генов NXF1, PRPS1 и NAA10 приводит к нарушению жизненного 
цикла и активности вирусов гриппа. Подобный подход может быть потенциально исследован и использован 
для близко- и дальнородственных представителей иных семейств вирусов. 

Ключевые слова: РНК-интерференция; экспрессия генов; миРНК; вирусная РНК; вирусная репродукция; 
NXF1; PRPS1; NAA10

Для цитирования: Пашков Е.А., Шиквин Д.А., Пашков Г.А., Нагиева Ф.Г., Богданова Е.А., Быков А.С., Паш-
ков Е.П., Свитич О.А., Зверев В.В. Оценка профилактического эффекта нокдауна клеточных генов NXF1, 
PRPS1 и NAA10 при гриппозной инфекции на модели in vitro. Вопросы вирусологии. 2025; 70(1): 66–77.  
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-289 EDN: https://elibrary.ru/oqonmm
Финансирование. Исследование выполнено при финансовой поддержке Фонда содействия инновациям в рам-
ках договора № 18362ГУ/2023 от 09 августа 2023 г.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связан-
ных с публикацией настоящей статьи.
Этическое утверждение. Исследование одобрено этическим комитетом ФГАОУ ВО «Первый Московский госу-
дарственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский Университет) (про-
токол № 04-21 от 18.02.2021).



67

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-289

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-289

Assessment of the preventive effect of knockdown of cellular 
genes NXF1, PRPS1 and NAA10 in influenza infection  
in an in vitro model
Evgenij A. Pashkov1,2 , Dmitry A. Shikvin3, George A. Pashkov1,2, Firaya G. Nagieva1,  
Ekaterina A. Bogdanova2, Anatoly S. Bykov2, Evgenij P. Pashkov2, Oxana A. Svitich1,2,  
Vitaliy V. Zverev1,2

11I.I. Mechnikov Scientific and Research Institute of Vaccines and Sera, 105064, Moscow, Russia;  
2Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov 
University), 119991, Moscow, Russia; 
3Institute of Fine Chemical Technologies named after M.V. Lomonosov RTU MIREA, Federal State Budgetary 
Educational Institution of Higher Education «MIREA ‒ Russian Technological University», 119454, Moscow, Russia

Abstract 
Introduction. Influenza is an acute respiratory viral infectious disease caused by the influenza viruses. Current 
preventive and therapeutic approaches are of great anti-epidemic importance, but there are a number of problems, 
such as the rapid emergence of resistant strains, the lack of cross-immunity and the effectiveness of vaccines. One 
of the approaches to the development of anti-influenza agents is the use of RNA interference and small interfering 
RNAs complementary to the mRNA target of viral and cellular genes.
Aim ‒ to evaluate the prophylactic anti-influenza effect of siRNAs directed to the cellular genes NXF1, PRPS1 and 
NAA10 in an in vitro model.
Materials and methods. Antigenic variants of influenza A virus: A/California/7/09 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1) 
and A/Brisbane/59/07 (H1N1); cell cultures A549 and MDCK. The study was performed using molecular genetic 
(transfection, NC isolation, RT-PCR-RV) and virological (cell culture infection, titration by visual CPE, viral titer 
assessment using the Ramakrishnan method) methods.
Results. It was shown that siRNAs targeting the cellular genes NXF1, PRPS1 and NAA10, when used 
prophylactically in cell culture at a concentration of 0.25 μg per well, during infection with influenza virus strains 
A/California/7/09 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1) and A/Brisbane/59/07 (H1N1) at a multiplicity of infection of 0.01, 
reduced viral replication to a level of 220 TCID50 per 1 ml of cell medium, whereas in control untreated cells the 
viral yield was ~106 TCID50 per 1 ml of medium.
Conclusions. Reproduction of influenza A viruses directly depends on the protein products of the NXF1, PRPS1, and 
NAA10 genes. Reduced expression of these genes disrupts the life cycle and activity of influenza viruses. Such an 
approach can potentially be studied and used for closely and distantly related representatives of other virus families.
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Введение
Грипп – острое респираторное вирусное инфекци-

онное заболевание, индуцируемое одноименными 
вирусами, относящимися к семейству Orthomyxovi-
ridae. Согласно информационному бюллетеню CDC 
(Centers for Disease Control and Prevention, США), 
с 2020 г. и по настоящее время в мире регистрируется 
постоянный рост числа случаев гриппозной инфек-

ции1. Ежегодное нарастание случаев инфицирования 
вирусами гриппа типа А среди человеческой популя-
ции вызывает обеспокоенность, связанную с возмож-
ностью возникновения новой пандемии гриппозной 
инфекции [1]. 

Течение гриппа варьирует от острой преходящей 
лихорадки до тяжелого заболевания, осложнения 
которого могут вызывать дисфункцию сердечно- 

1Centers for Disease Control and Prevention. Past reported global human cases with highly pathogenic avian influenza A(H5N1) (HPAI H5N1) 
by country, 1997–2024. https://www.cdc.gov/bird-flu/php/avian-flu-summary/chart-epi-curve-ah5n1.html
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сосудистой, дыхательной, иммунной, мочеполовой 
и центральной нервной систем, а также провоциро-
вать развитие вторичных грибковых либо бактери-
альных инфекций [2‒8]. Имеющиеся на сегодняшний 
день профилактические и терапевтические подхо-
ды имеют важное противоэпидемическое значение, 
однако также существует и ряд проблем, таких как 
быстрое возникновение резистентных штаммов, от-
сутствие формирования перекрестного иммунитета 
и эффективность вакцин, колеблющаяся на уровне 
от 70 до 90% у пациентов в возрасте моложе 65 лет 
и от 30 до 40% у пациентов, чей возраст 65 лет и стар-
ше [9]. Наряду с этим состав противогриппозных 
вакцин должен ежегодно обновляться в соответствии 
с прогнозируемой циркуляцией тех или иных анти-
генных вирусных вариантов [10, 11]. 

На сегодняшний день для терапии гриппозной 
инфекции FDA (U.S. Food and Drug Administration, 
США) рекомендованы четыре препарата: Xofluza (Ба-
локсавира марбоксил) Rapivab (Перамивир), Relenza 
(Занамивир) и Tamiflu (Осельтамивир), классифици-
руемые в зависимости от ингибирующего гриппозную 
репродукцию механизма [12, 13]. Механизм действия 
препарата Xofluza заключается в ингибировании ак-
тивности вирусной РНК-полимеразы, а остальных – 
в ингибировании нейраминидазы вируса гриппа [13]. 
Появление «эмергентных» лекарственно-устойчивых 
штаммов обуславливает необходимость разработки 
инновационных подходов в создании новых проти-
вогриппозных препаратов с выраженным противо-
вирусным эффектом, улучшенной переносимостью 
и сниженной токсичностью до начала пандемии. 

Подводя итог вышесказанному, можно отметить, 
что высокую актуальность для обеспечения без-
опасности населения имеет вопрос разработки деше-
вых, эффективных и безопасных противогриппозных 
средств профилактики и терапии.

РНК-интерференция – это эволюционно сложив-
шийся механизм регуляции генной экспрессии и под-
держания иммунного гомеостаза эукариот. Регуляция 
экспрессии генов в данном случае проявляется в каче-
стве временного сайленсинга активности целевого ге-
на. Сущность РНК-интерференции заключается в по-
давлении экспрессии целевой матричной РНК (мРНК) 
или гена с помощью молекулы малой интерферирую-
щей РНК (миРНК). Механизм РНК-интерференции 
заключается в том, что чужеродная экзогенная двух-
цепочечная РНК расщепляется белком-эндонуклеазой 
Dicer на короткие фрагменты длиной от 21 до 25 пар 
нуклеотидов (миРНК), которые в цитоплазме связы-
ваются с белковым комплексом RISC (RNA-induced 
silencing complex), после чего происходит деграда-
ция целевой мРНК и блокировка трансляции [14, 15]. 
В настоящее время проходят лабораторные и кли-
нические испытания терапевтические препараты, 
проявляющие противовирусную активность в отно-
шении вирусного гепатита С (SPC3649), вирусного 
гепатита В (NucB1000), геморрагической лихорадки 
Эбола (TKM-Ebola), а также ряда других вирусных 
инфекций [16, 17]. Имеется доказанный противови-

русный эффект от применения миРНК в отношении 
возбудителей вирусных инфекций животных, таких 
как вирусная болезнь Марека, ящур, трансмиссивный 
гастроэнтерит свиней, вирусная лихорадка о’ньонг-
ньонг [18‒21]. Разработка и использование новых 
противовирусных композиций миРНК, наряду с уже 
существующими, позволит эффективнее ограничить 
распространение вирусных патогенов в человеческой 
популяции [22]. 

Одним из подходов в создании противогриппоз-
ных средств является использование специфических 
миРНК, комплементарных к мРНК мишени клеточ-
ных генов. Данный метод опосредован тем, что вирус 
гриппа имеет склонность к высокой мутационной из-
менчивости [23]. Исходя из этого, в данном случае це-
лесообразнее влиять на экспрессию клеточных генов, 
чьи белковые продукты способствуют репродукции 
вируса гриппа в клетке, ввиду того что риск образова-
ния альтернативного вирусного репродуктивного пу-
ти низок [24]. Для проведения подобной оценки нами 
были выбраны следующие клеточные гены-мишени: 
NXF1, PRPS1 и NAA10. Ген NAA10 кодирует экспрес-
сию белка NαA (N-концевая ацетилтрансфераза), ко-
торый необходим для осуществления пострансляци-
онной модификации белков, в том числе и вирусных. 
Ацетилирование белков вируса гриппа приводит к по-
вышению вирусной вирулентности [22]. Ген PRPS1 
кодирует экспрессию белка PRPS1, катализирующего 
фосфорибозилирование рибозы-5-фосфата до 5-фос-
форибозил-1-пирофосфата. Это необходимо для био-
синтеза пуриновых оснований, в частности аденина, 
входящего в состав вирусной РНК (вРНК) [25]. Ген 
NXF1 также кодирует экспрессию одноименного бел-
ка, участвует в процессе экспорта молекул из нуклео-
плазмы в цитоплазму. Вирусный белок NS1 способен 
связываться с осью TAP/NXF1, что будет способство-
вать экспорту вирусной мРНК из ядра [26].

Подходы, направленные на профилактику вирусной 
инокуляции и связанные с подавлением клеточных 
генов, экспрессирующих белки, критически важные 
для вирусной репродукции, представляют особый ин-
терес. Исходя из вышесказанного, целью настоящей 
работы являлось миРНК-опосредованное подавление 
активности генов NXF1, PRPS1 и NAA10 для оценки 
последующего профилактического и вирусингибиру-
ющего эффекта миРНК.

Материалы и методы
Малые интерферирующие РНК. Анализ нуклеотид-

ных последовательностей для последующего выбора 
миРНК осуществляли с использованием программ 
Geneious (Geneious, США) и siDirect 2.1 (University 
of Tokyo, Япония). Посредством Geneious выполня-
ли выравнивание транскриптов мРНК целевых генов 
и затем через программу siDirect 2.1 проводили под-
бор миРНК. Синтез миРНК производили на базе НПО 
«Синтол» (Москва, Россия). 

Вирусы. Антигенные варианты вируса грип-
па А: A/California/7/09 (H1N1), А/WSN/33 (H1N1) и  
A/Brisbane/59/07 (H1N1) были полученные из коллек-

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7169094/#rmv1976-bib-0119
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ции вирусов ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И. Мечникова. Используемая множественность за-
ражения в работе (мн.з.) составила 0,01.

Определение вирусного титра. Вирусную актив-
ность оценивали по максимальному разведению ви-
руссодержащей жидкости, при котором определялась 
конечная точка визуального проявления цитопатиче-
ского действия (ЦПД) в культуре клеток А549 [27]. 
Значения вирусного титра даны в ТЦД50/мл (тканевых 
цитотоксических доз/мл).

Клеточные линии. Использовали клеточную линию 
MDCK, представляющую собой эпителий почечных 
канальцев собаки (Институт Пастера, Франция), а так-
же клеточную линию A549 ‒ карциномные альвео-
лярно-базальные эпителиальные клетки человека 
(коллекция ATCC-CCL-185, США). Подробные усло-
вия культивирования используемых клеточных линий 
представлены в нашем раннем исследовании [28].

Метилтетразолиевый тест (МТТ-тест). Цито-
токсический эффект миРНК оценивали с помощью 
колориметрического МТТ-теста. Подробные условия 
проведения МТТ-теста также представлены в нашем 
раннем исследовании [28]. По аналогии с работой  
M. Estrin и соавт., порог выживаемости трансфициро-
ванных клеток составлял 70% от выживаемости отри-
цательного контроля [29].

Трансфекция миРНК в клеточную культуру. Транс-
фекцию миРНК проводили на 24-луночных планшетах  
в клеточную линию А549 по достижении 70% клеточ-
ного монослоя (S лунки – 2 см2, посевная концентра-
ция клеток на лунку 2,5 × 105. Количество вещества 
миРНК составило 0,25 мкг на лунку2). На начальном 
этапе выполняли смешивание реагента Geneject40 
(«Молекта», Россия)2 и Opti-MEM (Thermo Fisher 
Scientific, США), которые затем добавляли к смеси  
миРНК и Opti-MEM. Полученный комплекс инку-
бировали в течение 15 мин при температуре 25 °C. 
За время инкубации проводилась промывка клеток 
раствором Хенкса («ПанЭко», Россия) и бессыворо-
точной средой Opti-MEM.. В качестве неспецифи-
ческого контроля была использована миРНК L2, на-
правленная к гену светляковой люциферазы, которая 
была разработана и апробирована ранее к.б.н. Файзу-
лоевым Е.Б. для исключения неспецифического дей-
ствия других миРНК, а также для оценки их эффек-
тивности [30]. 

Инокуляция трансфицированных вирусом гриппа 
клеток. Через 4 ч с момента трансфекции удаляли 
поддерживающую среду из лунок с трансфициро-
ванными клетками и инокулировали по 0,5 мл вирус-
содержащей жидкости с мн.з. 0,01, после чего вновь 
помещали клетки в CO2-инкубатор. 

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение общей 
РНК из лизата клеток выполняли с использованием 
набора «Рибосорб» («Амплисенс», Россия) в соответ-
ствии со служебным протоколом. Полученная РНК 
хранилась при температуре −70 °С.

Реакция обратной транскрипции. Обратную транс-
крипцию (ОТ) выполняли с использованием коммер-
ческого набора реагентов ОТ-1 («Синтол», Россия) 
согласно протоколу производителя. Реакционную 
ОТ-смесь с внесенной в нее выделенной РНК инкуби-
ровали в термостате «Термит» («ДНК-Технология», 
Россия) при температурно-временно́м режиме 37 °С 
в течение 60 мин и 95 °С в течение 5 мин.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Оценку 
динамики концентрации вРНК выполняли с помо-
щью ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с набором 
праймеров, специфичных для гена М [31]. Исполь-
зовали набор реагентов для проведения ПЦР в при-
сутствии красителя EVA Green и референтного кра-
сителя ROX («Синтол»). Реакцию ПЦР-РВ проводи-
ли в амплификаторе «ДТ-96» («ДНК-технология», 
Россия) при следующих настройках: 95 °С ‒ 5 мин  
(1 цикл); 62 °С ‒ 40 с, 95  °С ‒ 15 с (40 циклов). 

Оценка изменения экспрессии генов. Для анализа 
данных, полученных в ходе количественной ПЦР-РВ, 
и оценки изменения экспрессии целевых генов ис-
пользовали метод Пфаффля [32]. 

Этическое утверждение. Исследование было одо-
брено этическим комитетом ФГАОУ ВО «Первый Мо-
сковский государственный медицинский университет 
им. И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский 
Университет) (протокол № 04-21 от 18.02.2021).

Статистическая обработка данных. Оценку до-
стоверности итоговых результатов проводили с ис-
пользованием статистического непараметрического 
критерия суммы рангов Вилкоксона, а также с ис-
пользованием программного обеспечения Microsoft 
Excel 2013 (Microsoft, США) [33]. Разницу считали 
достоверной при уровне статистической значимости 
p ≤ 0,05.

Результаты
Определение значений цитотоксического действия 

миРНК
На 1-е сутки с момента заражения приемлемый 

уровень выживаемости отмечался при использова-
нии всех миРНК, однако на 2-е сутки выживаемость 
была выше в клетках, обработанных миРНК: NXF1.1, 
PRPS1.2 и NAA10.1, и составила 77,0 ± 3,0, 86,0 ± 1,5 
и 72,0 ± 4,0% соответственно. Следует отметить, 
что к 3-м суткам с момента трансфекции указанных 
комплексов наблюдалось выраженное повышение 
жизнеспособности клеток, превышающее данный 
показатель относительно иных миРНК. Полученные 
результаты представлены в табл. 1.

Определение таргетного эффекта используемых 
миРНК 

Для дальнейшей работы были отобраны миРНК 
NXF1.1, PRPS1.2 и NAA10.1. Оценку их целево-
го действия проводили в течение 3 сут на клеточ-
ной культуре А549. Установлено, что трансфекция  
миРНК NXF1.1 вызывает достоверное снижение ко-
личества транскрипционных продуктов одноименно-
го гена до уровня в 6,0, 16,0 и 21,0% в 1, 2-е и 3-и 2http://molecta.ru/wordpress/transfection
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сутки соответственно, по сравнению со значениями, 
полученными при анализе клеток, трансфицирован-
ных неспецифической миРНК siL2. Схожий результат 
был получен при использовании миРНК NAA10.1, где 
достоверный уровень продуктов транскрипции це-
левого гена в течение 2 сут с момента транскрипции 
составлял 2,0 и 5,0% в 1-е и 2-е сутки соответствен-
но относительно значений группы неспецифического 
контроля. На 3-и сутки с момента трансфекции про-
центный уровень транскриптов гена NAA10 достигал 
схожих значений с клетками, обработанными siL2. 

миРНК PRPS1.2 индуцировала достоверное сниже-
ние процентного уровня экспрессии целевого гена 
на 2-е и 3-и сутки до 12,0 и 1,3% соответственно.  
Наряду с низким токсическим эффектом, неотъемле-
мым условием применения миРНК является подавле-
ние экспрессии целевого гена в течение необходимого 
промежутка времени. На данном этапе исследования 
было выявлено, что при использовании указанных 
миРНК отмечается стабильное снижение уровня 
транскриптов указанных генов. Результаты представ-
лены на рис. 1.

Таблица 1. Процент жизнеспособных клеток по отношению к контролю после трансфекции миРНК
Table 1. Percent of viable cells relative to control after siRNA transfection

миРНК
siRNA

1-е сутки
1st day

2-е сутки
2nd day

3-и сутки
3rd day

NXF1.1 77,0  ±  3,0 67,0 ± 1,0 71,0 ± 2,0

NXF1.2 73,0  ±  2,0 60,0 ± 4,0 67,0 ± 7,0

PRPS1.1 101,0 65,0 ± 8,0 71,0 ± 6,0

PRPS1.2 86,0 ± 1,5 67,0 ± 2,0 79,0 ± 3,0

NAA10.1 72,0 ± 4,0 70,0 ± 3,0 83,0 ± 4,0

NAA10.2 116,0 ± 8,0 65,0 ± 3,0 81,0 ± 1,0

siL2 83,0 ± 2,0 86,0 ± 4,0 92,0 ± 3,0

K− (нетрансф.)
K− (non-transfected) 100 100 100

Примечание. За 100% принята оценка выживаемости необработанных клеток (отриц. контроль). Пороговое значение выживаемости установ-
лено на уровне 70%. Жирным шрифтом выделены наименования комплексов и наименее токсичные значения снижения жизнеспособности 
клеток.
Note. The survival rate of untreated cells (negative control) was taken as 100%. The threshold value of survival was set at 70%. Names of complexes 
and the least toxic values based on cell viability reduction are marked in bold font.

Рис. 1. Изменение транскриптов генов NXF1, PRPS1 и NAA10 в динамике.
На оси абсцисс представлены миРНК и их одноименные целевые клеточные гены; на оси ординат ‒ процент изменения уровня транскрипта. Данные 

критерия Пфаффля представлены в процентах. * ‒ р ≤ 0,05. 
Fig. 1. Dynamic changes in NXF1, PRPS1 and NAA10 gene transcripts.

siRNA and their target cellular genes of the same name are shown on the X-axis; % change in transcript level is shown on the Y-axis. Pfaffl test data are presented 
in %. * ‒ p ≤ 0.05.
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Проведенная оценка выживаемости клеток 
и уровня динамики транскриптов целевых генов 
дает понять, что используемые миРНК не вызы-
вают чрезмерного цитоцидного эффекта на иссле-
дуемой клеточной линии. Полученные результаты 
позволяют использовать миРНК NXF1.1, PRPS1.2 
и NAA10.1 для дальнейшей оценки профилактиче-
ского эффекта в отношении разных генетических 
вариантов вируса гриппа А. 

Оценка противовирусного эффекта используемых 
миРНК 

При оценке противовирусного эффекта использу-
емых миРНК на 1-е сутки с момента трансфекции 
было установлено, что липофекция миРНК NXF1.1 
приводит к снижению вирусного титра штаммов 
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) 
и A/WSN/1933 (H1N1) на 3,5, 2,3 и 1,6 lg ТЦД50/
мл соответственно относительно уровня вирусного 
титра в клетках, обработанных неспецифической 
миРНК. Количество вРНК при использовании дан-
ной миРНК снижалось в 1088,0, 11,2 и 33,4 раза 
соответственно по сравнению с группой неспеци-
фического контроля. На 2-е сутки использования 
миРНК NXF1.1 показатель вирусной активности 
для указанной миРНК снижался на 3,2, 3,2 и 3,0 lg 
ТЦД50/мл, а количество вРНК – в 633,4, 6,4 и 25,2 

раза соответственно указанным штаммам отно-
сительно неспецифической контрольной группы. 
Далее, на 3-и сутки, показатель вирусного титра 
снижался на 2,2 и 2,0 lg ТЦД50/мл в клетках, зара-
женных штаммами A/Brisbane/59/07 и A/WSN/1933 
(H1N1), а вРНК – в 8,3 и 30,2 раза соответственно.

Трансфекция миРНК PRPS1.2 приводила к сниже-
нию вирусной репродукции штаммов A/California/7/09 
(H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) и A/WSN/1933 
(H1N1) на 1-е сутки на 2,3, 2,1 и 2,1 lg ТЦД50/мл, а вР-
НК – в 2917,0, 10,8 и 33,4 раза соответственно. На 2-е 
сутки с момента трансфекции уровень вирусного ти-
тра снижался на 3,2, 0,7 и 1,2 lg ТЦД50/мл, а количе-
ство вРНК – в 5059,4, 25,2 и 17,4 раза соответственно. 
Спустя 72 ч с момента трансфекции уровень вирусной 
активности был снижен на 2,2, 1,4 и 2,0 lg ТЦД50/мл со-
ответственно. 

Использование миРНК NAA10.1 на 1-е сутки 
с момента трансфекции индуцировало снижение 
вирусного титра штаммов A/California/7/09 (H1N1), 
A/Brisbane/59/07 (H1N1) и A/WSN/1933 (H1N1) 
на 1,6, 2,1 и 2,3 lg ТЦД50/мл соответственно по отно-
шению к группе неспецифического контроля. Уровень 
вРНК в данном случае снижался в 141,3, 12,1, 16,6 
раза соответственно. На 2-е сутки с момента транс-
фекции показатель вирусного титра снизился на 1,2 
и 2,3 lg ТЦД50/мл соответственно в культурах кле-

Таблица 2. Влияние противовирусного эффекта миРНК, направленных к генам NXF1, PRPS1 и NAA10, на динамику количества вРНК виру-
са гриппа A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 и A/WSN/1933 (H1N1) 
Table 2. Antiviral effect of siRNAs directed to the NXF1, PRPS1 and NAA10 genes on the dynamics of the amount of vRNA of the influenza virus  
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 and A/WSN/1933 (H1N1) 

Ген
Gene

миРНК
siRNA

Показатель снижения вРНК вируса гриппа А (кратность по отношению к siL2) при мн.з. 0,01
Influenza A virus vRNA reduction rate (multiplicity relative to siL2) at 0.01 MOI

1-е сутки
1st day

2-е сутки
2nd day

3-и сутки
3rd day

A/California/7/09 (H1N1)

NXF1 NXF1.1 1088,0 633,4 423,9

PRPS1 PRPS1.2 2917,1 5059,4 1771,1

NAA10 NAA10.1 8,6 455,1 141,3

siL2 21 012 866 19 581 834 721 24 581 834 721

A/Brisbane/59/07

NXF1 NXF1.1 11,2 6,4 8,3

PRPS1 PRPS1.2 10,8 25,2 15,5

NAA10 NAA10.1 12,1 18,6 6,1

siL2 195 184 1 837 130 23 156 335

A/WSN/1933 (H1N1)

NXF1 NXF1.1 33,4 33,6 30,2

PRPS1 PRPS1.2 10,4 17,4 40,3

NAA10 NAA10.1 16,6 29,2 27,0

siL2 371 038 2 647 184 41 839 472

Примечание. Расчет результатов проводился относительно клеток с неспецифической миРНК L2. Данные для неспецифического контроля 
siL2 даны в значении количество единиц вРНК/мл. Жирным шрифтом выделены значения, для которых р < 0,05.
Note. The results were calculated relative to cells with nonspecific siRNA L2. Data for the nonspecific siL2 control are given as the number of vRNA 
units/mL. Values for which p < 0.05 are shown in bold.
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ток, зараженных штаммами A/Brisbane/59/07 (H1N1) 
и A/WSN/1933 (H1N1), а количество вРНК – 
в 455,1, 18,6 и 29,2 раза соответственно для штаммов 
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) 

и A/WSN/1933 (H1N1). На 3-и сутки после липо-
фекции NAA10.1 уровень вРНК снизился в 141,3, 6,1 
и 27,0 раза соответственно. Полученные данные пред-
ставлены на рис. 2 и в табл. 2.

a / a

б / b

в / c

Рис. 2. Противовирусный эффект миРНК, 
специфичных к клеточным генам NXF1,  

PRPS1 и NAA10. 
а ‒ A/California/7/09 (H1N1); б ‒ A/Bris-
bane/59/07 (H1N1); в ‒ A/WSN/1933 (H1N1).  
По оси абсцисс ‒ миРНК и их одноименные целевые 
клеточные гены; по оси ординат ‒ показатель вирус-
ного титра lg ТЦД50/мл относительно вирусного и не-
специфического контроля. * ‒ р < 0,05 относительно 

неспецифического контроля siL2.
Fig. 2. Antiviral effect of siRNAs specific  

to the NXF1, PRPS1 and NAA10 cell genes. 
а ‒ A/California/7/09 (H1N1); b ‒ A/Brisbane/59/07 
(H1N1); c ‒ A/WSN/1933 (H1N1); on the X-axis ‒  
siRNA and their target cellular genes of the same name; 
on the Y-axis ‒ the viral titer log10 TCID50/mL relative to 
the viral and nonspecific control). * ‒ p < 0.05 relative to 

the nonspecific control siL2.
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Обсуждение
С момента своего открытия механизм РНК-интер-

ференции сразу стал использоваться как один из ин-
струментов, позволяющих регулировать вирусную 
репродукцию на моделях in vitro и in vivo. Более того, 
классическим подходом при проектировании средств, 
базируемых на механизме РНК-интерференции, явля-
лось использование участков вирусного генома в каче-
стве мишеней, что отражено в одной из ранних работ 
Q. Ge и соавт. В этом исследовании авторы заражали 
мышей вирусом гриппа A/PR/8/34 (H1N1) и интрана-
зально инокулировали миРНК к вирусному гену NP, 
что вызывало снижение репродукции в 60 раз [34]. 
Результаты исследования H.Y. Sui и соавт. показы-
вают, что при использовании миРНК, направленных 
к консервативной последовательности гена, экспрес-
сирующего вирусный белок М2, наблюдается инги-
бирование репродукции высоковирулентного A/Hong 
Kong/486/97 (H5N1) в 3 раза [35]. В работе J. Piasecka 
и соавт. был рассмотрен противовирусный эффект при 
миРНК-опосредованном ингибировании образования 
белка NP вирусов гриппа A/California/04/2009 (H1N1) 
и A/PR/8/34 (H1N1), во время которого отмечалось 
снижение вирусной репродукции до 85% по сравне-
нию с контрольной группой [36].

В то же время вирусы гриппа А имеют высокую 
склонность к мутационной изменчивости в результа-
те замен, делеций, инсерций участков нуклеотидных 
последовательностей либо реассортаций, что приво-
дит к появлению лекарственной резистентности [23]. 
Исходя из этого, разработка новых профилактиче-
ских и терапевтических подходов с использованием  
миРНК, таргетированных к клеточным мишеням, 
обладает рядом преимуществ: подобные средства 
способны обладать как профилактическим, так и те-
рапевтическим потенциалом; возможно осуществить 
дизайн и синтез препарата на основе миРНК в те-
чение нескольких часов; препараты миРНК можно 
применять в комплексе с иными противовирусными 
препаратами для синергии их эффекта; миРНК, тарге-
тированные к клеточным генам, транскрибирующим 
белковые продукты, ключевые для процесса вирусной 
репродукции, могут быть направлены по отношению 
к разным таксономическим группам вирусов [24]. Ис-
ходя их этих критериев, важно вести поиск клеточных 
генов-мишеней, нокдаун которых будет приводить 
к подавлению репродукции вирусов близко- или даль-
нородственных таксономических групп. В настоящем 
исследовании оценивали противовирусный эффект 
профилактической трансфекции миРНК, нацеленных 
на клеточные гены NXF1, PRPS1 и NAA10. Результаты 
исследования свидетельствуют о том, что процессы 
ядерного импорта и экспорта, фосфорибозилирова-
ние рибозы-5-фосфата до 5-фосфорибозил-1-пиро-
фосфата, а также посттрансляционная модификация 
белков могут играть важную роль в репродукции ви-
руса гриппа [37‒39]. Ингибирование трансляции рас-
сматриваемых генов приводит к снижению вирусной 
репродукции по результатам использования таких ме-
тодов, как титрование по ЦПД и ОТ-ПЦР. Было пока-

зано, что наряду со снижением показателя вирусного 
титра, начиная с момента липофекции исследуемых 
миРНК, отмечалось и снижение количества вРНК 
в течение 3 сут. Наиболее эффективное снижение ви-
русной репродукции наблюдалось при подавлении 
гена NXF1 в 1-е сутки с момента трансфекции всех 
специфически ингибирующих миРНК: снижение ви-
русного титра на 2,0‒3,2 lg ТЦД50/мл и количества 
вРНК в 11,2‒1088,0 раза. Временное нарушение ре-
продукции вируса гриппа в результате миРНК-опо-
средованной блокировки ядерного импорта и экспор-
та в результате сайленсинга гена NXF1 приводило 
к более выраженному противовирусному эффекту, 
по сравнению с иными исследуемыми в настоящем 
исследовании клеточными генами. Подобный резуль-
тат может быть опосредован тем, что в ходе своей 
репродукции вирусы гриппа осуществляют часть ре-
пликативного цикла в нуклеоплазме, транслоцируясь 
через ядерно-поровый комплекс в мембране ядра, а ри-
бозилирование и посттрансляционная модификация 
белков могут осуществляться иными путями [40‒42]. 

Параллельно с этим, в ряде исследований отмеча-
ется значимость гена/белка NXF1 в репродуктивном 
цикле иных вирусов. Так, в работе M. Mei и соавт. 
отмечается ключевое значение NXF1 в ядерном экс-
порте мРНК для SARS-CoV-2, однако структурно- 
управляемый мутагенез кислотного участка (D33, 
E36, E37 и E41) на поверхности N-концевого доме-
на Nsp1, опосредующего взаимодействие с NXF1, 
приводил к блокировке ядерного экспорта [43]. Схо-
жий дефект связывания NS1 вируса гриппа А с осью 
NXF1•NXT1 приводит к высвобождению мРНК, ко-
дирующих экспрессию ряда иммунных факторов, 
из ядра, и как следствие, к снижению вирусной ак-
тивности, что представлено в работе K. Zhang и со-
авт. [44]. Не менее важной представляется роль NXF1 
в жизненном цикле вируса Эбола, показанная в иссле-
довании L. Wendt и соавт., где авторы проводили ре-
акцию коиммунопреципитации и двойного иммуно-
флуоресцентного анализа с целью охарактеризовать 
взаимодействие NXF1 с вирусными белками и вРНК. 
Было выявлено, что вирусный белок NP взаимодей-
ствует с РНК-связывающим доменом NXF1 и конку-
рирует с РНК за это взаимодействие. Также в работе 
использовалась минигеномная система, при которой 
наблюдался нокдаун гена NXF1. На фоне того, что 
уровни мРНК в клетках с дисфункцией NXF1 были 
сопоставимы с контрольными клетками, авторы пред-
положили, что NXF1 важен для ядерного экспорта 
мРНК к рибосомам для эффективной трансляции мР-
НК [45]. Несплайсированная РНК ВИЧ-1 использу-
ется для последующей трансляции вирусных белков, 
однако перед этим она должна быть транслоцирова-
на из нуклеоплазмы в цитоплазму. В работе J. Chen 
и соавт. с использованием гибридизации in situ было 
установлено, что для ядерного экспорта, используе-
мого ВИЧ-1, задействуется NXF1 [46]. 

Наряду с транскрипцией и трансляцией, транслока-
ция мРНК через ядерный поровый комплекс (NPC), 
структурным компонентом которого является NXF1, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen+J&cauthor_id=33172997
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представляется важным регуляторным этапом экс-
прессии генов ряда вирусных семейств [47]. Осно-
вываясь на результатах, полученных в исследовании, 
а также рассмотренных выше литературных источ-
ников, можно сделать вывод, что белковый продукт 
экспрессии гена NXF1 играет важную роль в репро-
дукции вирусов, относящихся к разным таксономиче-
ским группам. Помимо гена NXF1, иные гены, обра-
зующие NPC, также являются мишенями, сайленсинг 
которых способен приводить к снижению вирусной 
репродукции. Так, в нашем раннем исследовании бы-
ла показана взаимосвязь между снижением вирусной 
активности гриппа А и ингибированием экспрессии 
генов Nup98 и Nup205, также кодирующих образова-
ние белков-нуклеопоринов NPC [48]. Исходя из этого, 
миРНК-опосредованное нарушение функциональной 
активности некоторых компонентов NPC может рас-
сматриваться как один из перспективных вариантов 
разработки противовирусных препаратов, направлен-
ных на широкий спектр вирусных инфекций.

Полученные в ходе исследования результаты яс-
но демонстрируют, что профилактическая схема ис-
пользования миРНК снижает последующую вирус-
ную репродукцию. Имеющиеся данные согласуются 
с концепцией того, что профилактическая блокировка 
факторов клетки-хозяина, важных для вирусной ре-
продукции, посредством миРНК, способно нарушать 
инфекционный процесс [49]. В тот же момент важно 
понимать, что подобная схема введения нуждается 
в точном выборе времени введения профилактиче-
ского препарата. Ввиду этого, необходимо также про-
водить исследования, целью которых будет оптими-
зация и подбор оптимальных условий и времени для 
введения профилактического препарата.

Заключение 
Полученные данные подтверждают, что гены, коди-

рующие экспрессию белков, образующих ядерно-по-
ровый комплекс, являются перспективными мише-
нями для перспективных противовирусных миРНК, 
«нокдаун» их экспрессии приводит к снижению ре-
продукции вирусов гриппа, а создание противовирус-
ных препаратов на основе РНК-интерференции пред-
ставляет из себя перспективный вектор направления 
разработки противогриппозных препаратов на основе 
механизма РНК-интерференции. 
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