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использование рекомбинантных вирусных векторов является одним из наиболее перспективных под-
ходов к созданию вакцин нового поколения против туберкулёза. нами получен вакцинный кандидат на 
основе холодоадаптированного гриппозного вектора с укороченным белком NS1, содержащий вставку 
микобактериальных антигенов ESAT-6 и Ag85А. Рекомбинантный гриппозный вектор обладал холодо-
адаптированным и температурочувствительным фенотипом и был аттенуирован для мышей при интра-
назальном введении. Методами иммунофлюоресцентного окрашивания и Вестерн-блот показана экспрес-
сия белка ESAT-6 при заражении клеток MDCK. При интраназальном введении мышам рекомбинантный 
вирус стимулировал специфический противотуберкулёзный CD4+-Т-клеточный ответ Th-1-типа с образо-
ванием полифункциональных антигенспецифических Т-клеток.
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Recombinant viral vectors represent one of the most promising platforms for creating a new generation of vaccines 
against tuberculosis. We constructed a vaccine candidate based on a cold-adapted influenza vector with a truncated 
NS1 protein containing an insert of tuberculosis ESAT-6 and Ag85A antigens. The recombinant virus possessed a 
cold-adapted and temperature-sensitive phenotype and was attenuated for mice when administered intranasally. 
Immunofluorescent staining and Western blot showed the expression of ESAT-6 protein in MDCK cells infected 
by recombinant virus. After intranasal administration to mice, the recombinant virus stimulated a specific anti-
tuberculosis CD4 + Th1-type response with the formation of polyfunctional antigen-specific T cells. 
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Введение
Несмотря на достигнутые успехи в борьбе с туберку-

лёзом, проблема распространения инфекции остается 
актуальной. По данным ВОЗ, на 2015 г. было зареги-
стрировано 10,4 млн новых случаев туберкулеза, из них 
1,8 млн с летальным исходом [1].

Эффективность единственной противотуберкулез-
ной вакцины БЦЖ (BCG, Bacillus Calmette—Guerin), 
являющейся живым аттенуированным штаммом 
Mycobacterium bovis, преимущественно ограничена 
ранним детским возрастом. В дальнейшем поствак-
цинальный иммунитет снижается, и даже повторно 
вакцинированные лица находятся под угрозой реак-
тивации латентных очагов эндогенной инфекции и 
экзогенной реинфекции [2]. В исследованиях послед-
них лет обосновано применение буст-вакцинации, 
направленной на поддержание и усиление БЦЖ-
опосредованного специфического иммунитета на 
адекватном уровне [3].

К наиболее перспективным современным средствам 
борьбы с инфекционными заболеваниями относятся 
векторные вакцины на основе аттенуированных реком-
бинантных вирусов, которые при введении человеку или 
животным способны синтезировать не только собствен-
ные белки, но и протективные антигены других пато-
генных вирусов или бактерий. Среди разрабатываемых 
векторных вакцин для защиты от туберкулеза наиболее 
широко используют модифицированный вирус осповак-
цины и репликативно-дефектные аденовирусы различ-
ных серотипов, несущих протективные антигены возбу-
дителя туберкулеза. В последние годы ведутся работы 
по использованию в качестве вектора аттенуированного 
вируса гриппа [1].

Гриппозный вектор имеет ряд преимуществ перед 
другими вирусными векторами, среди которых отсут-
ствие ДНК-стадии в репликативном цикле вируса, что 
исключает хромосомную интеграцию вирусного гено-
ма; возможность интраназального введения и формиро-
вания иммунного ответа в месте внедрения микобакте-
риального патогена — на уровне слизистых оболочек; 
доказанная безопасность живых гриппозных вакцин; 
внутриклеточная выработка достаточного количества 
белка-вставки для получения защитного эффекта вакци-
нации [4]. Сконструированные к настоящему времени 
гриппозные векторы включают как полноразмерные ан-
тигены M. tuberculosis, такие как ESAT-6, Ag85А [5—7], 
так и их отдельные участки, содержащие Т-клеточные 
эпитопы Ag85B240-254, TB10.43-11 [8].

Аттенуация гриппозного вектора может быть достиг-
нута путем удаления части (укорочения) NS1-белка [9, 
10], являющегося антагонистом системы интерферонов 
(ИФН) I типа [11]. Эффективным подходом к повыше-
нию безопасности гриппозного вектора может быть ис-
пользование в качестве основы для создания вакцинного 
штамма холодоадаптированного штамма-донора атте-
нуации A/Hong Kong/1/68/162/35 [HK/162/35], который 
обладает полигенным признаком аттенуации, обеспе-
ченным мутациями во всех генах внутренних и неструк-
турных белков [12, 13].

В рамках данной работы нами был сконструирован 
холодоадаптированный гриппозный вектор с укорочен-
ным белком NS1, содержащий вставку туберкулёзных 
антигенов ESAT-6 и Ag85A, проведено исследование 
его аттенуации и иммуногенности на животных.

Материал и методы
Плазмиды. Последовательность генного сегмента NS 

вируса гриппа HK/162/35, кодирующая укороченный 
до 80 аминокислот белок NS1 и вставку туберкулёзных 
белков Ag85A и ESAT-6 с сайтом расщепления 2А меж-
ду ними, была синтезирована de novo и клонирована в 
вектор pHW2006 в компании «Евроген» (Россия). Плаз-
миды, кодирующие остальные сегменты вирусов гриппа 
HK/162/35 и A/PR/8/34 (H1N1) [PR8], были получены из 
коллекции ФГБУ «НИИ гриппа».

Вирусы. Рекомбинантный штамм A/PR8/HK-NS80-
Е85A, содержащий поверхностные антигены HA и NA 
вируса гриппа PR8, внутренние гены штамма-донора 
HK/162/35, в том числе ген NS со вставкой туберкулёз-
ных антигенов Ag85A и ESAT-6, был получен методом 
обратной генетики, как описано ранее [13]. Вирус А/
PR8/HK-NS80 — делеционный вариант штамма A/PR8/
HK-NS80-E85A, утратившего гетерологичную вставку, 
был получен в процессе пассажей в развивающихся ку-
риных эмбрионах (РКЭ). Рекомбинантный вирус A/PR8-
NS124-ESAT6 (H1N1) на основе штамма PR8, содержа-
щий укороченный до 124 аминокислот NS1 и вставку 
ESAT-6, был получен ранее [5]. Вирус PR8 с полнораз-
мерным NS1 и реассортант A/PR8/HK 6:2/RG (гены HA, 
NA штамма PR8, остальные гены штамма HK/162/35), 
также были получены методом обратной генетики.

Лабораторные животные. В работе были использо-
ваны мыши линий BALB/c и С57/black, полученные из 
питомника «Столбовая» ФГБУН «Научный центр био-
медицинских технологий» ФМБА России. При исследо-
ваниях руководствовались правилами работы с лабора-
торными животными1,2.

Культивирование вирусов и определение фенотипа. 
Вирусы культивировали в 10-дневных РКЭ при опти-
мальной температуре инкубации 34°C. Наличие темпе-
ратурочувствительного (ts-) и холодоадаптированного 
(са-) фенотипа определяли по показателям инфекцион-
ной активности при повышенной (39°C) и пониженной 
(26°C) температуре инкубации, как описано ранее [13], 
и выражали в логарифмах 50% эмбриональной инфек-
ционной дозы (lg ЭИД50/мл).

Постановка ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-
ПЦР) и секвенирование. Вирусную РНК выделяли с ис-
пользованием набора RNеasy Mini Kit («Qiagen»). Ам-
плификацию фрагментов гена NS проводили методом 
ОТ-ПЦР с использованием специально подобранных 
праймеров HK-NS1-226F (5’-ggattctgaaggaagaatccg) и 
PR8-NS1-523R (5’-tgacatcctcagcagtatgtcc) («Syntol», Рос-
сия) и набора реагентов AmbionAgPath-ID One Step RT-
PCR Kit («Thermo»). Длину ПЦР-фрагментов определя-
ли методом электрофореза (ЭФ) в 1% агарозном геле при 
окрашивании бромистым этидием, детекцию проводили 
с помощью системы ChemiDoc («BioRad»). Секвениро-
вание ПЦР-продуктов выполняли с помощью набора 
реагентов BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(«Applied Biosystems») на капиллярном секвенаторе ABI 
GA3130 («Applied Biosystems»). Полученные последова-

1 Приказ Минздрава СССР от 12.08.1977 N 755 «О мерах по 
дальнейшему совершенствованию организационных форм работы с 
использованием экспериментальных животных».

2 European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used 
for Experimental and other Scientific Purposes. ETSNo.123. Strasbourg, 
18/03/1986.
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тельности анализировали с использованием программы 
Vector NTI («Invitrogen»).

Оценка экспрессии антигенов в зараженной культу-
ре клеток MDCK. Культуру клеток MDCK (#FR-58, по-
лучены из коллекции IRR) выращивали в среде DMEM 
(«Биолот») с 5% эмбриональной сывороткой Sus («Био-
лот») и 1% GlutaMAX («Gibco») при 37°C, 5% CO2. Су-
точный монослой клеток заражали вирусами в дозе 1—5 
ТИД50/клетку и инкубировали при 34°C, 5% CO2 в тече-
ние 6 ч.

Для постановки Вестерн-блот клетки (106) снимали 
трипсином-ЭДТА («Sigma») и ресуспендировали в бу-
фере Лэммли с β-меркаптоэтанолом («BioRad»). Затем 
проводили денатурирующий ЭФ образцов в 8—16% 
градиентном полиакриламидном геле (ПААГ), после 
чего белки переносили на нитроцеллюлозную мембра-
ну («BioRad»). Мембрану блокировали 3% BSA («Am-
resco») в фосфатно-солевом буфере (PBS, «Amresco»), 
затем окрашивали антителами, разведенными 1:5000 
в блокирующем буфере с добавлением 0,1% Tween-20 
(«Ferak Berlin»). Использовали мышиные монокло-
нальные антитела 1Н7 к NS1 (ФГБУ «НИИ гриппа») 
и ab26246 («Abcam») к ESAT-6. В качестве вторичных 
антител были использованы меченные пероксидазой 
хрена Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (G21040, «Invitrogen») 
в разведении 1:2000. Детекцию осуществляли с исполь-
зованием Opti-4CN Substrate Kit («Bio Rad»).

Для иммунофлюоресцентного окрашивания клет-
ки фиксировали 4% параформальдегидом («Sigma») и 
пермеабилизировали 0,2% Triton X-100 («Amresco») в 
PBS, затем блокировали 3% BSA в PBS в течение ночи. 
Антитела разводили в блокирующем буфере с добавле-
нием 0,1% Tween-20. Окрашивание первичными анти-
телами проводили в течение ночи при 4°C, вторичными 
флюоресцентно-меченными антителами — в течение 1 ч  
при комнатной температуре. Использовали монокло-
нальные мышиные антитела 1Н7 к NS1 (1:200) и по-
ликлональные кроличьи антитела ab45073 («Abcam») к 
ESAT-6 (1:1000), в качестве вторичных антител исполь-
зовали флюоресцентно-меченные Goat Anti-Rabbit IgG 
H&L Alexa Fluor® 488 (ab150077, «Abcam», 1:1000) и 
Goat Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488 (ab150113, «Ab-
cam», 1:1000). Клетки фотографировали с использо-
ванием Cytell Cell Imaging System («GE Healthcare») с 
цифровым увеличением и увеличением объектива 10.

Безопасность рекомбинантного штамма изучали на 
мышах линии BALB/c. Мышей заражали интраназаль-
но в дозе 5,0 lg ЭИД50 по 30 мкл под легким эфирным 
наркозом (8 мышей на группу). Через 3 сут после зара-
жения был осуществлен забор легких и носовых ходов 
у мышей (по 3 мыши на группу). Мониторинг массы 
тела и смертности животных (по 5 мышей на группу) 
был проведен в течение 14 дней после заражения. Ор-
ганы гомогенизировали в 1 мл PBS с использованием 
TissueLyser («Qiagen») при 30 000 об/мин в течение  
2 мин. Вирусную нагрузку определяли по результатам 
титрования суспензии органов в культуре клеток МDCK 
в присутствии TPCK-трипсина (2,5 мкг/мл) и амфотери-
цина В (2,5 мкг/мл). Заражённые клетки инкубировали 
при 34°C, 5% CO2 в течение 5 сут, результат оценивали 
в реакции гемагглютинации с 0,5% куриными эритроци-
тами, титр подсчитывали по методу Рида и Менча [14].

Иммуногенность рекомбинантного штамма изучали 
на мышах C57/black. Мышей (по 5 на группу) имму-
низировали, как описано выше. Через 10 сут у мышей 

выделяли спленоциты, отбирали 106 клеток в 100 мкл 
и стимулировали белком Ag85А («Novus Biologicals») в 
конечной концентрации 5 мкг/мл в присутствии кости-
мулирующих антител к рецептору CD28 («BioLegend»). 
Планшеты с клетками инкубировали в течение 12 ч при 
37°C, 5% CO2, после чего в лунки добавляли брефель-
дин А («BD Biosciences»). Для детекции живых клеток 
проводили окрашивание с помощью Zombie Red Fixable 
Viability Kit («BioLegend»). Для выделения популяции 
иммунных клеток использовали TruStainFcX CD16/32 
(«BioLegend»). Популяции лимфоцитов дифференци-
ровали, используя антитела к поверхностным маркёрам 
CD8 — PE/Cy7, CD4—PerCp/Cy5.5 («BD Pharmingen»), 
CD45 — APC/Cy7 («BD Biosciences», США). Затем 
клетки фиксировали и пермеабилизировали с использо-
ванием набора реагентов Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/
Permeаbilization Kit with BD GoldgiStop («BD Bioscienc-
es»), после чего окрашивали на внутриклеточные цито-
кины с использованием антител ИФН-γ — FITS, ФНО-α 
— Brilliant Violet 421, ИЛ-2 — PE («BD Pharmingen»). 
Результаты окрашивания детектировали на проточном 
цитометре BD FACSCanto II («BD Biosciences») и ана-
лизировали в программе Kaluza Analiziz 1.05a.

Статистический анализ данных выполняли с помо-
щью GraphPad Prizm 6.07, Microsoft Excel 2016 и RStu-
dio Desktop 1.0.153. При выборе критерия руководство-
вались предположением о нормальности распределения 
случайной ошибки при работе с линейными животны-
ми.

Результаты
Получение рекомбинантного штамма PR8/HK-NS80-

E85A и его генетическая стабильность.
На первом этапе была смоделирована последователь-

ность гена NS холодоадаптированного вируса гриппа 
HK/162/35, кодирующая укороченный до 80 амино-
кислот белок NS1 с последующей вставкой антигенов  
ESAT-6 и Ag85A M. tuberculosis, разделённых сайтом про-
теолитического расщепления 2А. Последовательность 
модифицированного гена NS была синтезирована de no-
vo и клонирована в двунаправленный вектор pHW2006. 
Затем методом обратной генетики был получен реком-
бинантный вирус PR8/HK-NS80-E85A, содержащий HA 
и NA штамма PR8, гены внутренних и неструктурных 
белков вируса HK/162/35 и модифицированный ген NS 
со вставкой. Полученный вектор стабилизировали ме-
тодом клонирования в предельных разведениях в РКЭ 
под контролем ОТ-ПЦР для определения размера ге-
терологичной вставки в различных вирусных клонах. 
Все полученные клоны характеризовались укороченной 
вставкой по сравнению с исходной. Нуклеотидные по-
следовательности рекомбинантного гена NS клонов бы-
ли определены методом секвенирования. Для дальней-
шей работы был выбран клон, сохранивший наиболь-
шую по размеру вставку без сдвига рамки считывания  
(рис. 1, а). Данный клон содержал антиген ESAT-6 и уча-
сток 199—261 антигена Ag85A и сохранял эту вставку 
при дальнейших пассажах в РКЭ (рис. 1, б).

Рекомбинантный штамм A/PR8/HK-NS80-E85А ха-
рактеризуется ts- и са-фенотипом и аттенуирован для 
мышей BALB/c.

Маркёрами аттенуации вирусов гриппа, используемых 
в качестве живых вакцин, являются ts- и са-фенотипы. 
Для определения фенотипа рекомбинантного вируса A/
PR8/HK-NS80-E85A мы сравнили показатели его инфек-
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ционной активности в РКЭ при различных температу-
рах инкубации (см. таблицу). Разница в репродуктивной 
активности штамма при повышенной и оптимальной 
температурах RCT39 составила более 5 lg ЭИД50/мл, раз-
ница в репродукции при пониженной и оптимальной 
температурах RCT26 была менее 3 lg ЭИД50/мл, из чего 
можно заключить, что штамм A/PR8/HK-NS80-E85A об-
ладает ts- и са-фенотипом.

Аттенуацию штамма A/PR8/HK-NS80-E85А оценива-
ли при интраназальном заражении мышей BALB/c в дозе 
5,0 lg ЭИД50/мышь. В качестве контрольных вирусов ис-
пользовали патогенный для мышей штамм PR8 и частич-
но аттенуированный для мышей штамм A/PR8-NS124-
ESAT6. Судя по динамике массы мышей (рис. 2, а),  
штамм A/PR8/HK-NS80-E85А был полностью аттенуи-
рован — мыши практически не теряли в массе после 
заражения в отличие от мышей, которым ввели вирус  
A/PR8-NS124-ESAT6, при этом мыши, зараженные па-
тогенным штаммом PR8 в той же дозе, погибли к 8-м 
суткам после заражения.

Репродукцию вирусов в респираторном тракте мышей 
оценивали на 3-и сутки после зара-
жения (рис. 2, б). Титр неаттенуиро-
ванного штамма PR8 в лёгких мышей 
составлял 5,42 ± 0,38 lg ТИД50/мл, что 
существенно превышало (p < 0,001) 
вирусную нагрузку в лёгких мышей, 
заражённых частично аттенуирован-
ным вирусом A/PR8-NS124-ESAT6 
(2,83 ± 0,14 lg ТИД50/мл) и полностью 

аттенуированным штаммом A/PR8/HK-NS80-E85А 
(1,67 ± 0,29 lg ТИД50/мл). При этом штамм A/PR8/HK-
NS80-E85А лучше размножался в носовых ходах мышей 
(02,58 ± 0,14 lg ТИД50/мл), чем в легких (p < 0,05), что 
согласуется с его са-фенотипом.

При заражении культуры клеток MDCK рекомби-
нантным штаммом A/PR8/HK-NS80-E85А происходит 
экспрессия туберкулёзного антигена ESAT-6.

Экспрессия гетерологичного антигена рекомбинант-
ным векторным вакцинным штаммом обеспечивает его 
презентацию иммунной системе и выработку иммунного 
ответа нужного типа. Экспрессию антигена ESAT-6 и бел-
ка NS1 в цитоплазме клеток MDCK оценивали через 6 ч  
после их заражения рекомбинантным штаммом A/PR8/
HK-NS80-E85А и контрольными вирусами A/PR8/HK-
6:2 RG и A/PR8-NS124-ESAT6. Иммунофлюоресцентное 
окрашивание клеток (рис. 3) демонстрировало активную 
экспрессию белка NS1 и антигена ESAT-6 в цитоплазме 
клеток, заражённых штаммом A/PR8/HK-NS80-E85А и 
контрольным вирусом A/PR8-NS124-ESAT6. Результаты 
Вестер-блот-анализа (рис. 4) подтверждали экспрессию 
ESAT-6 и NS1, причём молекулярная масса белков со-
впадала с теоретически рассчитанной с использованием 
сервера ExPASy-ProtParam [15]. Расчетная масса бел-
ка NS1 (80 аминокислот) с двойной вставкой ESAT6-
Ag85A199-261 составляла 24 кДа, масса белка NS1 дикого 
типа – 25,9 кДа, масса белка NS1 (124 аминокислоты) со 
вставкой ESAT6 — 24,2 кДа.

Рекомбинантный штамм A/PR8/HK-NS80-E85А сти-
мулирует противотуберкулёзный Т-клеточный ответ 
при интраназальной иммунизации мышей C57/black.

Для оценки способности рекомбинантного штамма A/
PR8/HK-NS80-E85А индуцировать Th-1-Т-клеточный 
иммунный ответ мышей C57/black интраназально им-
мунизировали в дозе 5,0 lg ЭИД50/мышь. Через 10 дней 
оценивали внутриклеточную продукцию цитокинов 
лимфоцитами селезёнки, стимулированными реком-
бинантным антигеном Ag85A. В качестве контрольной 
группы использовали мышей, иммунизированных виру-
сом A/PR8/HK-NS80 без соответствующей вставки.

После однократной иммунизации рекомбинантным 
штаммом A/PR8/HK-NS80-E85А доля цитокинпроду-
цирующих CD4+-T-лимфоцитов в спленоцитах мышей 
при специфической стимуляции была достоверно выше, 
чем в контрольной группе животных (3,16 ± 1,25 против  
1,43 ± 0,40; p = 0,016, t-критерий Стьюдента; рис. 5, а).

Далее была изучена функциональная активность 
CD4+-Т-клеток, способных под действием специфи-
ческой стимуляции синтезировать ИФН-γ, ФНО-α 
и ИЛ-2 или различные комбинации данных цитоки-
нов. Среди популяции антигенспецифических CD4+-
Т-клеток селезёнки преобладали Т-клетки, секрети-
рующие один цитокин (ИФН-γ (36,85% от общего 
числа цитокинпродуцирующих CD4+-T-лимфоцитов), 
ФНО-α (31,77%) или ИЛ-2 (4,12%)). В то же время 
были обнаружены и полифункциональные антиген-

Инфекционная активность штамма а/PR8/HK-NS80-E85A в куриных эмбрионах при 
различной температуре

Вирус Инфекционная активность,  
lg ЭИД50/0,2 мл

RCT26 RCT39

26°C 34°C 39°C

А/PR8/HK-NS80-E85A 3,48 ± 0,82 5,35 ± 0,84 0,06 ± 0,18 1,96 ± 0,52 5,32 ± 0,65

Рис. 1. Генетическая стабильность штамма A/PR8/HK-NS80-
E85A.

а — ПЦР-фрагменты гетерологичной вставки в гене NS в 
исходной плазмиде (дорожка 1) и гене NS штамма PR8/HK-

NS80-E85A (дорожка 2); б — ПЦР-фрагменты гетерологичной 
вставки в гене NS пассажных вариантов E1—E4 штамма PR8/

HK-NS80-E85A (дорожки 1—4 соответственно). ММ — маркёр 
молекулярной массы (п.н.)
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специфические Т-клетки, продуцирующие 2 цитоки-
на (ИФН-γ и ИЛ-2 (2,77%); ИФН-γ и ФНО-α (2,06%); 
ФНО-α и ИЛ-2 (16,32%)), а также минорная популя-
ция тройных продуцентов, секретирующих ИФН-γ, 
ФНО-α и ИЛ-2 (6,10%)) (рис. 5, б).

Обсуждение
В данном исследовании был сконструирован рекомби-

нантный штамм А/PR8/HK-NS80-Е85A, содержащий по-
верхностные антигены HA и NA от вируса гриппа PR8, а 
внутренние белки, в том числе модифицированный белок 

Рис. 2. Безопасность штамма A/PR8/HK-NS80-E85A для мышей.
а — график динамики массы мышей после заражения соответствующими вирусами. Потерю массы для каждого животного (в %) относительно ис-
ходного уровня (0-й день) определяли индивидуально, затем рассчитывали среднее по группе; б — вирусная нагрузка в респираторном тракте мышей 
после заражения соответствующими вирусами. Значение p определено по результатам многофакторного дисперсионного анализа с последующими 

попарными сравнениями по методу Тьюкки с поправкой на множественность сравнений.

Рис. 3. Экспрессия белков ESAT6 и NS1 в клетках MDCK, заражённых вирусом A/PR8/HK-NS80-E85A.
Результаты иммунофлюоресцентного окрашивания клеток MDCK через 6 ч после заражения соответствующими вирусами. Для визуализации белка 
NS1 (а) и антигена ESAT-6 (б) использованы антитела, меченные зелёным флюоресцентным красителем Alexa Fluor 488, изображение получено с ис-

пользованием Cytell Cell Imaging System (GE).



271

Вопросы Вирусологии. 2017; 62(6)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-62-6-266-272

Оригинальные исследОвания

NS1, — от са-штамма-донора HK/162/35. Белок NS1 ре-
комбинантного вируса был укорочен до 80 аминокислот, 
после которых содержал вставку туберкулёзных анти-
генов ESAT-6 и участка аминокислот 199—261 Ag85A 
в единой рамке считывания. Подобная 
конструкция возникла в результате де-
леции в модифицированном гене NS1, 
который изначально содержал полно-
размерный Ag85A и сайт расщепления 
2А после ESAT-6. Причиной возникно-
вения делеции могли стать нарушения 
консервативной вторичной структуры в 
участке 495—564 генного сегмента NS, 
которая, вероятно, играет определенную 
роль в адаптации вируса гриппа к ор-
ганизму хозяина [16, 17]. Полученный 
делеционный вариант вируса при этом 
был генетически стабилен и сохранял 
вставку ESAT-6_Ag85A[199-261] при пасси-
ровании в куриных эмбрионах.

Несмотря на модификацию гена NS 
и вставку гетерологичных антигенов, 
штамм A/PR8/HK-NS80-E85A унасле-
довал са- и ts-фенотип штамма-донора 
HK/162/35, на основе которого он был 
сконструирован. Эти данные дополняют 
уже опубликованные результаты отно-
сительно сохранения са-фенотипа грип-
позного вектора при вставке гетероло-
гичных антигенов в ген НА [18, 19].

Вирус A/PR8/HK-NS80-E85A был 
полностью аттенуирован для мышей, 

поскольку не вызывал достоверных изменений их мас-
сы и не размножался в лёгких животных. При этом раз-
множение вируса было отмечено в носовых ходах мы-
шей, что характерно для са-реассортантных штаммов 
[20—22].

Нами была продемонстрирована способность грип-
позного вектора A/PR8/HK-NS80-E85A индуцировать 
CD4+-Т-клеточный ответ Th-1-типа к антигену Ag85А у 
иммунизированных мышей линии C57/black при одно-
кратном интраназальном введении. При этом наиболь-
шее число специфически стимулированных лимфоци-
тов вырабатывали ИФН-γ. Полученные результаты кор-
релируют с ранее опубликованными данными, где была 
также обнаружена большая доля CD4+-Т-клеток, секре-
тирующх ИФН-γ в ответ на интраназальное введение 
рекомбинантного гриппозного вектора [5]. Таким об-
разом, несмотря на частичную делецию в рекомбинант-
ном (химерном) гене NS, вектор A/PR8/HK-NS80-E85A 
содержит достаточное количество функциональных 
Т-клеточных эпитопов антигена Ag85A [23], необхо-
димых для стимуляции иммунного ответа. Кроме то-
го, обнаруженные полифункциональные Т-лимфоциты 
благодаря более выраженной эффекторной функции по 
сравнению с Т-клетками, секретирующими только один 
цитокин, могут рассматриваться в качестве потенциаль-
ного иммунологического маркёра протективного имму-
нитета при туберкулёзе [24, 25].

Заключение
В результате работы сконструирован рекомбинантный 

вирус PR8/HK-NS80-E85A на основе са-гриппозного 
вектора с укороченным белком NS1, содержащий встав-
ку туберкулёзных антигенов ESAT-6 и Ag85А. Рекомби-
нантный штамм PR8/HK-NS80-E85A обладал са- и ts-
фенотипом и был аттенуирован для мышей. Методами 
иммунофлюоресцентного окрашивания и Вестерн-блот 
показана экспрессия белка ESAT-6 при заражении реком-

Рис. 4. Экспрессия белков ESAT6 и NS1 в клетках MDCK, за-
ражённых вирусом A/PR8/HK-NS80-E85A.

Результаты ЭФ в ПААГ и Вестерн-блот-окрашивания антителами к NS1 
(а) и ESAT-6 (б) лизатов клеток MDCK через 6 ч после заражения соот-
ветствующими вирусами. Дорожка 1 — клетки, заражённые вирусом A/
PR8/HK-NS80-E85A, дорожка 2 — клетки, заражённые вирусом A/PR8-
NS124-ESAT6, дорожка 3 — незаражённые клетки, дорожка 4 — клетки, 
заражённые вирусом A/PR8/HK-6:2 RG. ММ — маркёр молекулярной 
массы, кДа. Красная стрелка отмечает лизат клеток, заражённых виру-

сом A/PR8/HK-NS80-E85A.

Рис. 5. Индукция Т-клеточного ответа при иммунизации мышей штаммом A/PR8/
HK-NS80-E85A.

а — относительное содержание цитокинпродуцирующих CD4+-Т-лимфоцитов (в %) в сплено-
цитах мышей после интраназальной иммунизации рекомбинантным вирусом A/PR8/HK-NS80-
E85A и контрольным вирусом без вставки A/PR8-NS124-ESAT6 (контроль). Значение p критерия 
дано по результатам t-теста Стьюдента (б) Доля антиген-специфических CD4+-Т-лимфоцитов, 
продуцирующих ИФН-γ, ИЛ-2 и ФНО-α в различных сочетаниях после интраназальной имму-

низации рекомбинантным вирусом A/PR8/HK-NS80-E85A.
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бинантным вирусом PR8/HK-NS80-E85A клеток MDCK. 
При интраназальном введении мышам рекомбинант-
ный вирус PR8/HK-NS80-E85A стимулировал специ-
фический противотуберкулёзный CD4+-Т-клеточный 
ответ Th1- типа с образованием полифункциональных 
антигенспецифических Т-клеток.
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