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Резюме 
Изучение механизмов прикрепления и проникновения вирусов в клетки является критически важным для 
понимания их патогенеза и разработки терапевтических стратегий. 
Цель обзора – на основании литературных данных (PubMed, Scopus, Web of Science) охарактеризовать 
псевдотипированные частицы на основе ВВС как удобный и действенный инструмент для исследования 
вирусного входа в клетку, а также определить перспективы сочетания этого метода с генетическими и бел-
ковыми подходами. 
ВВС, относящийся к семейству Rhabdoviridae, обладает важной способностью к псевдотипированию – за-
мене собственного гликопротеина (G) на поверхностные белки других вирусов. Эта особенность позво-
ляет моделировать процесс инфицирования клеток без использования вирусов дикого типа. Геном ВВС 
модифицируется путем удаления гена G и введения репортерных генов (например, GFP или люциферазы), 
что упрощает количественную оценку инфекционности. Методология создания псевдовирусов включает 
двухэтапную систему котрансфекции клеточных линий (например, HEK293T) плазмидами, кодирующими 
структурные белки ВВС и целевые белки оболочки изучаемых вирусов. Преимущества системы ВВС вклю-
чают высокий титр частиц, быстрое проявление репортерных сигналов и возможность работы в условиях 
биобезопасности уровня II. Однако ограничения связаны с различиями в распределении вирусных белков 
на поверхности псевдовирусов и нативных вирионов, что требует дополнительной валидации данных. 
Заключение. Изучены методы анализа взаимодействий «вирус–клетка», такие как VOPBA, РНК-интерфе-
ренция, CRISPR/Cas9-нокаут и сверхэкспрессия генов. Эти подходы позволяют идентифицировать клеточ-
ные рецепторы, изучать роль конкретных белков и оценивать влияние мутаций. Перспективы применения 
псевдовирусов ВВС включают скрининг ингибиторов проникновения вирусов в клетки, анализ нейтрализа-
ции антител и разработку вакцин. Несмотря на технические ограничения, псевдотипированные частицы 
остаются незаменимым инструментом для изучения высокопатогенных и труднокультивируемых вирусов. 

Ключевые слова: псевдотипированные вирусные частицы; вирус везикулярного стоматита; клеточные 
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Abstract 
Investigating the mechanisms of viral attachment and entry into cells is crucial for understanding viral pathogenesis 
and developing therapeutic strategies. The aim of this review is to characterize pseudo-typed particles based on 
the vesicular stomatitis virus (VSV)  as a convenient and effective tool for studying viral entry into cells, based on 
literature data (PubMed, Scopus, and Web of Science), and to determine the prospects for combining this method 
with genetic and protein-based approaches. 
VSV, a member of the Rhabdoviridae family, has a remarkable capacity for pseudotyping, which involves the 
replacement of its native glycoprotein (G) with envelope proteins from other viruses. This feature enables the 
modeling of the cell entry process without the need for wild-type viruses. The VSV genome is modified by 
deleting the G gene and incorporating reporter genes (e.g., GFP or luciferase), thereby facilitating the quantitative 
assessment of infectivity.
The methodology for generating pseudoviruses involves a two-plasmid cotransfection system in cell lines (e.g., 
HEK293T), with plasmids encoding the VSV structural proteins and the target viral envelope proteins. The 
advantages of the VSV system include high particle titers, rapid reporter signal manifestation, and the feasibility of 
work under Biosafety Level 2 conditions. However, limitations are associated with differences in the distribution of 
viral proteins on the surface of pseudoviruses compared to native virions, necessitating additional data validation. 
Conclusion. Methods for analyzing virus-cell interactions were studied, such as Virus Overlay Protein Binding 
Assay (VOPBA), RNA interference, CRISPR/Cas9 knockout, and gene overexpression. These approaches allow 
for the identification of cellular receptors, investigation of specific protein functions, and assessment of the impact 
of mutations. Future prospects for the application of VSV pseudoviruses include screening viral entry inhibitors, 
analyzing antibody neutralization, and vaccine development. Despite technical limitations, pseudotyped particles 
remain an indispensable tool for studying highly pathogenic and fastidious viruses. For the present review, a 
literature search was conducted in the PubMed, Scopus, and Web of Science databases.
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Введение
Вирусы являются одними из главных патогенов 

человека, вызывающих заболевания разной степени 
тяжести. Первым этапом взаимодействия вирусных 
частиц с клеткой является их прикрепление и проник-
новение, что обеспечивается специфическими факто-
рами клетки-хозяина. Часто в процессе прикрепления 
и проникновения вирусов задействованы несколь-
ко факторов: рецепторы и корецепторы. Понимание 
механизмов прикрепления и проникновения отдель-
ных вирусов необходимо для установления тропиз-
ма вирусов, понимания их патогенеза, может помочь 
в поиске противовирусных препаратов и в разработке 
нейтрализующих антител. 

Для исследования взаимодействия «вирус–клетка» 
в качестве моделей высокопатогенных вирусов, ред-
ких вирусов, а также вирусов, которые трудно куль-
тивировать, можно использовать псевдотипирован-

ные вирусные частицы (псевдовирусные частицы/
псевдовирусы). С помощью псевдовирусов можно 
моделировать процесс заражения клеток, не прибегая 
к использованию вирусов дикого типа. Псевдотипи-
рованные вирусные частицы представляют собой не-
патогенный для человека или генетически модифици-
рованный оболочечный вирус с несущими на поверх-
ности белками оболочки другого вируса. В качестве 
примера можно назвать вирус везикулярного стома-
тита (ВВС) или вирус мышиной лейкемии в первом 
случае и инактивированный вирус иммунодефицита 
человека-1 (ВИЧ-1) во втором. Гены белков оболочки 
исходных вирусов обычно заменяются репортерными 
генами (например, генами зеленого флуоресцентного 
белка GFP, красного флуоресцентного белка mCherry, 
люциферазы), что позволяет проводить оценку эф-
фективности заражения клеток. Псевдовирусы по-
лучают с помощью котрансфекции плазмидных век-
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торов, кодирующих структурные и неструктурные 
белки упаковочного вируса, а также белки оболочки 
патогенных вирусов. Псевдовирусы заражают вос-
приимчивые клетки, но при этом способны размно-
жаться только в течение одного цикла репликации [1]. 

ВВС переносится членистоногими и поражает 
крупный рогатый скот, грызунов, лошадей и свиней. 
Инфицирование человека ВВС происходит редко, 
в основном инфекции подвергаются лица, контакти-
рующие с домашним скотом, и работники лаборато-
рий, контактирующие с ВВС напрямую. Инфекция 
ВВС у человека протекает бессимптомно или с легки-
ми гриппоподобными симптомами.

Цель обзора – на основании литературных данных 
(PubMed, Scopus, Web of Science) охарактеризовать 
псевдотипированные частицы на основе ВВС как 
удобный и действенный инструмент для исследова-
ния вирусного входа в клетку, а также определить  
перспективы сочетания этого метода с генетическими 
и белковыми подходами [2].

Строение и жизненный цикл вируса 
везикулярного стоматита

ВВС относится к семейству Rhabdoviridae, имеет 
пулевидный вирион с негативной одноцепочечной 
РНК размером около 11 т.н., кодирующей 5 струк-
турных белков (рис. 1) [3–5]. Белок N образует ну-
клеопротеиновый комплекс с РНК и защищает РНК 
вируса от воздействия нуклеаз клетки-хозяина [6, 7]. 
Белок L является РНК-зависимой РНК-полимеразой, 
обеспечивает транскрипцию и репликацию генома 

ВВС [8, 9]. Белок P является вспомогательным кофак-
тором белка L [10]. Белок M подавляет транскрипцию 
клеточных генов и способствует образованию пуле-
видной формы вириона [11, 12]. Поверхностный гли-
копротеин G опосредует вход в клетку посредством 
клатрин-зависимого эндоцитоза. Рецептором для 
прикрепления служит рецептор липопротеинов вы-
сокой плотности (LDLR). Широкое распространение 
рецептора LDLR опосредует широкий тропизм ВВС 
[13–15]. После проникновения генетического матери-
ала ВВС в цитоплазму происходят дальнейшие про-
цессы репликации, транскрипции, сборки и выхода 
новых вирионов (рис. 2). 

Принцип создания псевдотипированных 
вирусных частиц на основе вируса везикулярного 

стоматита
Псевдовирусы на основе ВВС представляют собой 

рекомбинантные вирионы, не способные к реплика-
ции. Из их генома удален ген белка G и заменен на ре-
портерный ген (например, GFP или люциферазу) для 
детекции инфицирования клеток [15, 16].

Для продукции псевдовирусов ВВС обычно ис-
пользуется двухэтапная система генерации. 

Получение репортерных частиц ВВС ΔG/G. Клетки, 
экспрессирующие полимеразу бактериофага T7 (обыч-
но используют клетки HEK293T), котрансфицируются 
четырьмя плазмидами, несущими гены структурных 
белков ВВС, и одной плазмидой, несущей дефектный 
геном ВВС, где ген белка G замещен на репортерный 
ген: pVSV-G, pVSV-N, pVSV-P, VSV-L, VSV-dG-репор-
терный ген. Все плазмиды имеют в составе T7 промо-
тор. Экспрессии полимеразы T7 достигают с помощью 
коинфицирования клеток вирусом осповакцины или 
используют клеточную линию, стабильно экспрес-
сирующую полимеразу T7. В результате собирают-
ся частицы ВВС ΔG/G, несущие в оболочке белок G, 
но не содержащие его гена в геноме (рис. 3) [1, 17–19].

Псевдотипирование. Другую клеточную линию 
(обычно HEK293T) трансфицируют плазмидой, 
экспрессирующей оболочечный белок другого ви-
руса  (X), и инфицируют полученными частицами 
ВВС ΔG/G. При сборке и отпочковывании от клетки 
новые вирионы включают белок X в свою оболоч-
ку, образуя при этом псевдовирусы ВВС ΔG/X, со-
держащие интересующий вирусный белок [18–20]. 
Для получения псевдовирусов ВВС, содержащих бе-
лок X, в одну стадию проводят котрансфекцию шестью 
плазмидами: pVSV-X (ген оболочечного белка вируса 
интереса), pVSV-N, pVSV-P, VSV-L, VSV-ΔG-репор-
тер, плазмида, экспрессирующая T7-полимеразу (на-
пример, pCAG-T7pol). В результате получаются части-
цы ВВС ΔG/X, но их выход обычно меньше, чем при 
двухэтапной системе генерации (рис. 4) [17, 21]. 

Преимущества и недостатки использования 
псевдотипированных частиц для изучения 

взаимодействия с клетками
Преимущества. Использование псевдовирусов по-

зволяет изучать высокопатогенные вирусы (напри-
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Рис. 1. Строение вируса везикулярного стоматита. 
1 – нуклеопротеиновый комплекс N-белка и РНК ВВС; 2 – комплекс бел-

ков L и P; 3 – белок M; 4 – гликопротеин G; 5 – липидная мембрана.
Fig. 1. Structure of vesicular stomatitis virus. 

1 – nucleoprotein complex of N-protein and VSV RNA; 2 – complex of 
proteins L and P; 3 – protein M; 4 – glycoprotein G; 5 – lipid membrane. 
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мер, вирус Конго-Крымской геморрагической лихо-
радки, ККГЛ) в лабораториях с уровнем биобезопас-
ности II, а исследование дикого вируса ККГЛ требует 
уровня биобезопасности IV [22]. Многие вирусы 
дикого типа трудно или невозможно культивировать 
в стандартных клеточных линиях [23], при этом псев-
довирусы легко нарабатываются в широко распро-
страненных клеточных линиях, например HEK293T 
[24–26]. Псевдовирусы удобны для изучения мутаций 
в белках оболочки вирусов с высокой генетической 
вариабельностью, например, для изучения вируса 
гепатита С [27]. Наличие в генетическом материа-
ле псевдовирусов репортерных генов обеспечивает 
простую качественную и количественную оценку 
инфицирования клеток [28–30]. Главным преимуще-
ством системы упаковки ВВС по сравнению с систе-
мами упаковки на основе вируса мышиной лейкемии 
и ВИЧ-1 является более высокий титр получаемых 
псевдовирусов, также ВВС обладает более быстрой 
репликацией генома, что способствует более быстро-

му обнаружению заражения благодаря быстрой экс-
прессии репортерного гена [31].

Недостатки. Псевдовирусы подходят только для 
изучения оболочечных вирусов и только для первых 
этапов инфекции: прикрепления и проникновения. 
Различие морфологий вируса интереса и вируса, ис-
пользуемого для псевдотипирования (ВВС, ВИЧ-1 
и др.), приводит к различию в распределении одного 
и того же оболочечного белка на разных вирусных ча-
стицах, что может приводить к ложным результатам 
в экспериментах, поэтому результаты экспериментов 
с псевдовирусами желательно подтверждать с аутен-
тичными вирусами [31, 32].

Методы исследования взаимодействия вирусов  
с клетками с использованием 

псевдотипированных вирусных частиц
Взаимодействия между белками играют ключевую 

роль в понимании механизмов инфекций, вызванных 
вирусами. Белковые методы позволяют обнаружить 
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Рис. 2. Жизненный цикл вируса везикулярного стоматита. 
1 – прикрепление и проникновение ВВС. Основным рецептором входа ВВС является LDLR; 2 – выход генома ВВС в цитоплазму; 3, 4 – репликация 
генома ВВС; 5 – первичная и вторичная транскрипция генома с образованием мРНК каждого белка ВВС; 6 – трансляция белков N, P, M, L происходит 
в цитоплазме, трансляция G-белка происходит на рибосомах эндоплазматического ретикулума, затем гликопротеин G процессируется, встраивается 
и переносится на клеточную мембрану, белок M транспортируется под клеточную мембрану, белок N образует нуклеопротеиновый комплекс с РНК 

ВВС, белки L и P также образуют между собой комплексы; 7 – сборка и выход зрелых вирионов ВВС.
Fig. 2. Life cycle of vesicular stomatitis virus. 

1 – attachment and penetration of VSV. The main receptor for VSV entry is LDLR; 2 – release of the VSV genome into the cytoplasm; 3, 4 – replication of the 
VSV genome; 5 – primary and secondary transcription of the genome producing mRNA for each VSV protein; 6 – translation of proteins N, P, M, L occurs in 
the cytoplasm; translation of G protein occurs on ER ribosomes, then glycoprotein G is processed and transported to the cell membrane; protein M is transported 
beneath the cell membrane; protein N forms the nucleoprotein complex with VSV RNA; proteins L and P also form complexes with each other; 7 – assembly 

and release of mature VSV virions. 
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ВВС ΔG/G-репортерный ген
(VSV ΔG/G-reporter gene)

N P M РНК
(RNA)

G L

Полимераза T7
(T7 polymerase)

pVSV-dG-
reporter gene pVSV-G pVSV-L pVSV-N pVSV-P

1

2

3 Рис. 3. Получение частиц ВВС ΔG/G. 
1 – котрансфекция плазмидами: pVSV-G, pVSV-N, 
pVSV-P, VSV-L, VSV-dG-репортерный ген; 2 – обра-
зование белков ВВС; 3 – сборка вирионов ВВС ΔG/G.

Fig. 3. Production of VSV-ΔG/G particles. 
1 – cotransfection with plasmids: pVSV-G, pVSV-N, 
pVSV-P, VSV-L, VSV-dG-reporter gene; 2 – formation of 

VSV proteins; 3 – assembly of VSV ΔG/G virions. 

12

3

4

5

Рис. 4. Получение псевдовирусов ВВС  
с белком оболочки X вируса интереса  

(ВВС ΔG/X-репортерный ген). 
1 – трансфекция плазмидой, экспрессирующей оболо-
чечный белок вируса интереса X; 2 – инфекция ВВС 
ΔG/G; 3 – встраивание белка X в мембрану клетки; 

4 – сборка псевдовирусов ВВС ΔG/X.
Fig. 4. Production of VSV pseudoviruses with 

envelope protein X of the virus of interest (VSV 
ΔG/X-reporter gene). 

1 – transfection with plasmid expressing the envelope 
protein of virus of interest X; 2 – infection of VSV ΔG/G; 
3 – incorporation of protein X into the cell membrane; 

4 – assembly of VSV ΔG/X pseudoviruses.
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белок-белковые взаимодействия гликопротеинов обо-
лочки вируса интереса, встроенного в мембрану упа-
ковочного вируса, и белков клетки-хозяина. Для этого 
вместе с использованием псевдотипированных вирусов 
применяют и другие методики. Одним из таких подхо-
дов, используемых вместе с псевдовирусами, является 
анализ связывания белков с наложением вируса (англ. 
VOPBA – virus overlay protein binding assays). Данный 
метод предполагает разделение клеточного экстракта 
(может быть использован экстракт мембранных белков, 
чтобы исключить взаимодействие вирусного рецептора 
с внутриклеточными белками) с помощью электрофоре-
за с дальнейшим переносом на мембрану с использова-
нием вестерн-блоттинга и обработку мембраны вирусом 
дикого типа [33], инактивированным вирусом [34] или 
псевдовирусными частицами [35]. Затем белки, с кото-
рыми связывается вирус, визуализируются с помощью 
антител, специфичных к вирусу. Сам белок далее иден-
тифицируется с помощью масс-спектрометрии. C.-M. 
Chan и соавт. применяли этот метод при идентификации 
CEACAM5 в качестве дополнительной мишени коро-
навируса ближневосточного респираторного синдрома 
(MERS-CoV). Авторы использовали псевдовирусные 
частицы на основе ВИЧ-1, псевдотипированные S-бел-
ком вируса MERS-CoV [35].

Генетические подходы позволяют либо ослабить ка-
кую-либо функцию клетки (вплоть до ее утраты), либо 
усилить ее (вплоть до введения новой функции, которой 
клетка не обладала). Генетическим модификациям мо-
гут подвергаться как клеточные линии, так и животные 
[36–38]. РНК-интерференция представляет собой вре-
менное удаление мРНК, кодирующей определенный 
белок. В клетках млекопитающих этого эффекта доби-
ваются с помощью использования малых интерфери-
рующих РНК (siRNA) [39], которые вводятся прямой 
трансфекцией, или коротких шпилечных РНК (shRNA), 
которые вводятся с помощью трансдукции лентиви-
русом [40, 41]. Преимущество РНК-интерференции 
заключается в простоте выполнения, также этот под-
ход позволяет изучать важные гены, так как в отличие 
от генетического нокаута ген выключается не полно-
стью и клетки могут выживать при выключении гена. 
Для выявления роли белка ZMPSTE24 в процессе инфи-
цирования клеток ВИЧ-1 псевдотипированным S-бел-
ком SARS-CoV-2, клеток HEK293T K. Shilagardi и соавт. 
использовали нокдаун гена, кодирующего этот белок, 
с использованием малой интерферирующей РНК [42]. 
В исследовании Y.-Q. Zhou и соавт. был использован 
нокдаун белка Arf6 для оценки его участия в инфекции, 
вызванной псевдовирусом VSV-SARS-CoV-2 [43]. В ис-
следовании M.-M. Zhao и соавт. также использовался 
нокдаун катепсина L для определения его роли в инфек-
ции псевдовирусом SARS-CoV-2 [44].

Генетический нокаут представляет собой полное вы-
ключение гена. Одним из способов нокаута генов явля-
ется применение технологии CRISPR/Cas9 [45, 46]. Эта 
система представляет собой адаптивную иммунную 
систему архей и бактерий [47]. Для отключения опреде-
ленного гена используют sgРНК, которая представляет 
собой комплекс crРНК и tracrРНК. crРНК представляет 

собой участок РНК, состоящий из 20 нуклеотидов, ком-
плементарный участку гена, который необходимо вы-
ключить, а tracrРНК связывается с crРНК и обеспечива-
ет узнавание и связывание белком Cas9, вносящим двух-
цепочечный разрыв в гене, на который нацелена crРНК. 
Полученный разрыв восстанавливается с помощью 
негомологичного соединения концов, при котором про-
исходят случайные вставки или делеции, что приводит 
к нарушению функции гена [48]. В исследовании Z.-S. 
Xu и соавт. осуществляли нокаут гена LDLR для изуче-
ния его роли в проникновении вируса ККГЛ [36]. H. Tani 
и соавт. использовали эмбриональные стволовые клетки 
с нокаутом рецептора альфа-дистрогликана и инфици-
ровали их ВВС, псевдотипированными белками обо-
лочки различных аренавирусов [49]. K. Shilagardi и со-
авт. использовали клеточные линии HeLa и HEK293T, 
в которых был нокаутирован ген белка ZMPSTE24 для 
выявления его роли в механизме вирусной инфекции, 
опосредованной ВИЧ-1, псевдотипированным S-белком 
SARS-CoV-2 [42]. 

Чтобы установить роль какого-либо белка в процес-
се вирусной инфекции, можно использовать сверхэкс-
прессию гена этого белка. Временная сверхэкспрессия 
белка может быть обеспечена за счет трансфекции 
клеточной линии плазмидными векторами, кодирую-
щими эти белки. K. Shilagardi и соавт. трансфициро-
вали клетки HEK293T плазмидами, сверхэкспрессиру-
ющими белки ZMPSTE24 и IFITM, для выявления их 
роли в процессе инфицирования клеток лентивирус-
ным векторам на основе ВИЧ-1, псевдотипированным 
S-белком SARS-CoV-2 [42], и выявили, что сверхэкс-
прессия этих белков снижает инфицирование клеток. 
Для постоянной сверхэкспрессии белка используют 
трансдукцию клеток ретровирусом, несущим ген этого 
белка. Z.-S. Xu и соавт. трансдуцировали клетки SW13 
с дефицитом рецептора LDLR ретровирусом, несущим 
ген LDLR для восстановления его экспрессии [36].

Репортерные системы для визуализации 
псевдотипированных вирусных частиц на основе 

вируса везикулярного стоматита
Fluc является одним из наиболее распространен-

ных репортерных генов. Этот ген кодирует фермент 
люциферазу светлячка, который катализирует реак-
цию D-люциферина с аденозинтрифосфатом (АТФ). 
В результате протекания последовательных реакций 
образуется оксилюциферин, который находится в не-
стабильном состоянии, и при его переходе в основ-
ное состояние испускается квант света (люминес-
ценция)  [50]. Данная репортерная система была ис-
пользована для изучения механизмов проникновения 
вирусов, принадлежащих к семействам Arenaviridae, 
Bunyaviridae [22, 51], вирусов Пуумала и Хантаан 
[52], а также других вирусов. Недостатком этой ре-
портерной системы является относительно высокая 
стоимость субстрата люциферазы – люциферина, 
а также необходимость в наличии люминометра.

В качестве альтернативных репортерных генов ис-
пользуют флуоресцентные белки, самым распростра-
ненным из которых является GFP. GFP применяют для 
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установления клеточного тропизма вируса Эбола с ис-
пользованием ВВС псевдовирусной системы [13, 26], 
для изучения функций гликопротеинов оболочки E1 
и E2 вируса гепатита C, E1 и E2 вируса Чикунгунья 
[53, 54] и гликопротеинов других вирусов. Преиму-
ществом GFP и других флуоресцирующих белков 
по отношению к люциферазной репортерной системе 
является отсутствие дорогого субстрата, но для визу-
ализации флуоресценции необходимо наличие флуо-
ресцентного микроскопа. Также используются другие 
репортерные гены, кодирующие флуоресцирующие 
белки, например mCherry, RFP, YFP и др. [29, 55, 56]. 

Заключение
Применение псевдотипированных вирусных ча-

стиц на основе ВВС является удобным и действен-
ным инструментом в изучении механизмов проник-
новения вирусов в клетки. С их помощью можно мо-
делировать процессы прикрепления и проникновения 
вируса. Благодаря замене гликопротеина G ВВС на 
белки оболочки вирусов интереса можно изучать их 
тропизм и роль поверхностных белков в условиях ла-
бораторий с уровнем биобезопасности II.

Главными преимуществами системы упаковки на 
основе ВВС является эффективность упаковки и лег-
кость оценки инфекционности благодаря быстрой 
экспрессии репортерных генов (GFP, люцифераза 
и др.). Однако применение псевдовирусов может ис-
кажать результаты вследствие различия распределе-
ния вирусных белков на поверхности вирионов псев-
довирусов и вирусов дикого типа. Таким образом, для 
получения надежных результатов желательна после-
дующая с использованием аутентичных вирусов.

Сочетание псевдовирусов с генетическими подхо-
дами (нокаут, нокдаун, сверхэкспрессия) и белковыми 
подходами (VOPBA) позволяет изучать роль клеточ-
ных факторов в процессах прикрепления и проник-
новения вирусов, выявляя терапевтические мишени. 

Перспектива метода включает в себя создание плат-
форм для скрининга ингибиторов проникновения 
вирусов, изучение влияния мутаций поверхностных 
вирусных белков на патогенность вируса, создание 
вакцин на основе псевдовирусов.
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