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Впервые представлена антигенная и генетическая характеристика российских изолятов респираторно-
синцитиального вируса (РСВ). Из 69 штаммов, выделенных в Санкт-Петербурге, 93% принадлежали к анти-
генной группе РСВ-А. Антигенные вариации в F-белке РСВ оценивали с помощью панели из 6 моноклональ-
ных антител методом микрокультурального иммуноферментного анализа (ИФА). В зависимости от снижения 
(по отношению к референс-штамму Long) эффективности взаимодействия с моноклональными антителами 
изоляты РСВ-А были разделены на 4 антигенные подгруппы. Результаты секвенирования 24 изолятов по-
казали, что более 60% из них имели замены в значимых сайтах F-белка по сравнению с референс-вирусом 
ON67-1210A современного генотипа РСВ ON1/GA2. Наиболее вариабельными были сигнальный пептид и 
антигенный сайт II. При сравнении результатов ИФА и секвенирования не удалось выявить какие-либо 
определённые ключевые замены в аминокислотной последовательности F-белка, влияющие на взаимо-
действие вируса с антителами. Нуклеотидная последовательность F-гена 19 из 24 охарактеризованных изо-
лятов была близка к таковой референс-вируса ON67-1210A и значительно отличалась от РСВ-А Long и А2. 
Отдельную группу составили 5 штаммов, у которых структура F-белка была приближена к РСВ Long.
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Antigenic and genetic characteristics of Russian RSV isolates are presented for the first time. Of the 69 strains 
isolated in St. Petersburg, 93% belonged to the RSV-A antigenic group. The antigenic variations in the F-protein 
RSV were analyzed using a panel from 6 monoclonal antibodies by the method of micro-cultural ELISA. Depending 
on the decrease in the effectiveness of interaction with monoclonal antibodies (relative to the reference strain 
Long), RSV-A isolates were divided into 4 antigenic subgroups. The results of 24 isolates sequencing showed that 
more than 60% of them had substitutions in significant F-protein sites compared to the ON67-1210A reference 
strain of the current RSV genotype ON1/GA2. The most variable were the signal peptide and antigenic site II. When 
comparing the results of ELISA and sequencing, it was not possible to identify any specific key substitutions in 
the amino acid sequence of the F-protein that affect the interaction of the virus with antibodies. The nucleotide 
sequence of the F-gene from 19 of the 24 characterized isolates was close to that of ON67-1210A reference virus 
and was significantly different from RSV-A Long and A2 viruses. A separate group consisted of 5 strains, in which 
the F-protein structure was approximated to RSV Long.
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Введение
Актуальность проведённого исследования опреде-

ляется значимостью респираторно-синцитиальной ви-
русной (РСВ) инфекции (РСВИ) в структуре инфекци-
онной патологии дыхательных путей, особенно среди 
детей первых двух лет жизни и престарелых людей.  
В России надзор за распространением РСВИ осущест-
вляется в рамках традиционного и сигнального над-
зора. В период эпидемии 2012—2013 гг. доля РСВИ 
среди госпитализированных детей первого года жизни 
в Санкт-Петербурге составила 13,5% (частота, сравни-
мая с данными по диагностированию гриппа), а среди 
людей старше 75 лет — 5,9% [1]. В настоящее время 
большое внимание уделяется изучению механизмов 
изменчивости РСВ. Характеристику антигенной ва-
риабельности вирусных белков с последующим сопо-
ставлением с результатами секвенирования проводят с 
использованием РСВ-специфичных моноклональных 
антител (МКА) [2, 3]. В зависимости от особенностей 
взаимодействия с МКА циркулирующие РСВ относят 
к двум антигенным группам (РСВ-А и РСВ-В), кото-
рые подразделяются на множество генетических вари-
антов. В один и тот же эпидемический сезон в одном 
регионе могут социркулировать вирусы, принадлежа-
щие к нескольким генотипам (до 12) с постепенной се-
лекцией 1—2 вариантов к концу сезона под действием 
иммунологического пресса. РСВ-А и РСВ-В социрку-
лируют в различных пропорциях практически во время 
всех эпидемий. В большинстве случаев превалирует 
РСВ-А [4]. Филогенетические отношения циркули-
рующих РСВ строят по результатам секвенирования 
F- и G-генов, кодирующих 2 основных поверхностных 
гликопротеина вируса. Структура более вариабельно-
го G-гена лежит в основе наиболее распространённой 
классификации. Система генотипирования РСВ по 
F-гену разработана слабо. Наиболее полная филогене-
тическая характеристика РСВ по F-гену дана в работах 
Н. Кимуры и соавт. [5, 6], в которых авторы приходят 
к выводу о независимой эволюции F- и G-генов РСВ. 
С учётом того, что F-белок является основным индук-
тором синтеза вируснейтрализующих протективных 
антител (АТ) [7], становится понятной необходимость 
дальнейшего изучения изменчивости не только G-, но 
и F-гена, а также антигенной вариабельности F-белка 
современных циркулирующих РСВ. Антигенные осо-
бенности функционально значимых вирусных детер-
минант необходимо учитывать при создании вакцин и 
противовирусных препаратов.

Антигенные и генетические свойства РСВ, циркули-
рующих на территории России, практически не изуче-
ны, что обусловливает актуальность характеристики 
отечественных изолятов. Целью настоящей работы яв-
лялась оценка антигенной вариабельности F-белка со-
временных РСВ, выделенных в Санкт-Петербурге, с 
использованием полученных МКА, а также характери-
стика F-гена этих вирусов.

Методы
Выделение РСВ из клинических материалов в культу-

ре клеток.
РСВ выделяли в клеточной культуре МА-104 (полу-

чены из коллекции Музея вирусов ОРЗ ФГБУ «НИИ 
гриппа») из назофарингеальных мазков, взятых на 
2—4-й день ОРВИ у детей в возрасте от 9 дней до 14 
лет, госпитализированных в клиники Санкт-Петербурга 
в 2013—2016 гг. Наличие РНК РСВ в исходном клини-
ческом материале определяли при помощи ПЦР в реаль-
ном времени. В качестве референс-вирусов использо-
вали эталонные штаммы РСВ: Long (РСВ-А), получен-
ный из National Institute for Medical Research (Лондон), 
А2 (РСВ-А) и 9320 (РСВ-В), полученные из коллекции 
Influenza Reagent Resource (IRR) (Университет Амстер-
дама, Нидерланды).

Микрокультуральный ИФА (мк-ИФА).
Для оценки антигенных свойств изолятов РСВ был 

разработан вариант мк-ИФА. Монослойные культуры 
клеток МА-104, выращенные в 96-луночных планше-
тах («Thermo Scientific Nunc», Дания), инфицировали 
вирусами (100 ТЦД50). Через 7—10 дней клетки в лун-
ках фиксировали ацетоном, после чего в них вносили 
F-специфичные МКА в различных разведениях. Для по-
следующей детекции МКА, связавшихся с внутрикле-
точным F-белком, добавляли пероксидазный конъюгат 
козьих АТ к IgG мыши («Sigma», США). После добавле-
ния субстратной смеси оптическую плотность измеряли 
при длине волны 450 нм (OD450). Подробно метод мк-
ИФА был описан нами ранее [8]. В целях стандартизации 
результатов метода эффективность взаимодействия каж-
дого штамма с МКА (в выбранном рабочем разведении 
1—2 мкг/мл) выражали в процентах от уровня связыва-
ния (OD450) данного типа МКА с вирусом-иммуногеном 
РСВ Long. Полученные параметры были приняты за по-
ложительные контроли связывания (K+), равные 100%.

Генетические исследования.
Для генетического анализа использовали новые изоля-

ты РСВ (1—2-й пассажи, проведённые в культуре клеток 
МА-104). Вирусную РНК выделяли с помощью коммер-
ческого набора QIAamp Viral RNA Mini Kit («QIAGEN», 
Германия). ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с 
детекцией в реальном времени для определения РСВ-А 
или РСВ-В проводили по технологии TaqMan с исполь-
зованием набора реагентов QIAGEN One-Step RT-PCR 
Kit («QIAGEN», Германия). Детекцию выполняли по 
двум каналам: FAM (λ = 520 нм), Cy5.5 (λ = 703 нм), ис-
пользовали термоциклер CFX96 Real-Time System C100 
Thermal Cycler («BioRad», США). Программа амплифи-
кации: 95°C 10 мин; 45 циклов — 95°C 3 с; 55°C 10 с; 
65°C 60 с.

Для ОТ-ПЦР с детекцией в реальном времени исполь-
зовали авторские праймеры:

hRSVA-F AGA TCA ACT TCT GTC ATC CAG CAA
hRSVA-R TTC TGC ACA TCA TAA TTA GGA GTA 

TCA AT
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Рис. 1. Дендрограмма F-гена, характеризующая филогенетические отношения 
изолятов РСВ, выделенных в 2013—2016 гг.

Указаны референсные штаммы-прародители (Long, A2), вирус ON67-1210A, определяю-
щий группу ON1/GA2 по G-гену.

hRSVA-P (FAM)CAC CAT CCA ACG GAG CAC AGG 
AGA T(RTQ1)

hRSVB-F GGC TGA ATC ATT TCC TCA CAT CAT G
hRSVB-R CTTCTACCATTCAAGCAATGACCTCTAAT
hRSVB-P (Cy5.5)TTACATAAAAACCTCAAGTATCA

CAATCAAACACTAAATCGACA(BHQ2).

ОТ-ПЦР для амплификации F-гена РСВ-А 
проводили с использованием праймеров, 
предложенных Е. Agenbach и соавт. [9] в 
собственной модификациии. Для амплифи-
кации G-гена РСВ использовали авторские 
праймеры:

M 1 3 F - h R S V A - F 1 
T G T A A A A C G A C G G C C A G T 
GGGGCAAATAACAATGGAGTT

h R S V A - F 2 
CAGCAAAGTGTTAGACCTCAA

h R S V A - R 3 
GTTCACCTTTTACATAGAGACT

M13R-hRSVA-R4 CAGGAAACAGCTATG 
CATTGTAAGAACATGATTAGGTGCT

M13F-hRSVAB-G (F) 
T G T A A A A C G A C G G C C A G T 
GCAAATGCAAACATGTCCAAA

M 1 3 R - h R S V A - G ( R ) 
C A G G A A A C A G C T A T G C A 
ACYATACGCTTTTTAAATGACTA.

Для ОТ-ПЦР применяли комплект реаген-
тов QIAGEN One-Step PCR Kit («QIAGEN», 
Германия). Программа ОТ-ПЦР: 50°C 45 мин; 
95°C 15 мин; 94°C 1 мин; 52°C 30 с; 72°C 3 
мин (40 циклов); 72°C 10 мин. Молекуляр-
ную массу ДНК после гель-электрофореза 
в агарозе определяли при помощи маркера 
(1 kb, «Thermo Scientific», США). Секвени-
рование осуществляли методом Сэнгера с 
использованием коммерческого набора реа-
гентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit («Applied Biosystems», 
США). Программа секвенирующей реакции: 
96°C 10 с, 50°C 5 с, 60°C 4 мин (25 циклов). 
Праймеры для секвенирования использовали 
те же, что и для ОТ-ПЦР. Нуклеотидные по-
следовательности определяли 4-канальной 
автоматизированной системой капиллярного 
электрофореза и флюоресцентной детекции 
ДНК-фрагментов ABI PRISM 3130 Genetic 
Analyzer («Applied Biosystems», США). Ка-
пиллярный электрофорез проводили в по-
лимере ABI PRISM 3130 POP-7 («Applied 
Biosystems», США). Сборку нуклеотидных 
последовательностей осуществляли в про-
грамме ContigExpress пакета Vector NTI 10 
Advance («Invitrogen», США). Для вырав-
нивания последовательностей и филогене-
тического анализа (построения филогене-
тических деревьев методом максимального 
правдоподобия, модель Тамура-3 с гамма-
распределением, бутстрэп 1000) использова-
ли программу MEGA 7.

Результаты
Генетическая характеристика изолятов 

РСВ.
Проведен сравнительный анализ результа-

тов секвенирования F-гена 24 изолятов РСВ, выделенных 
в Санкт-Петербурге в 2013—2016 гг. По данным ОТ-ПЦР, 
все вирусы принадлежали к РСВ-А, референс-штаммами 
которого являются Long (изолирован в 1956 г. в США) 
и А2 (выделен в Австралии в 1961 г.). В соответствии с 
критериями, предложенными Кимурой [5], по структу-
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выделенных в Санкт-Петербурге в 2013—2016 гг. Меж-
штаммовые вариации были незначительны. Изменения в 
аминокислотной последовательности (АП) между изоля-
тами наблюдали лишь по 29 позициям, что соответствова-
ло 95% идентичности. При этом 3 вариабельных позиции 
приходились на сигнальный пептид. При сравнении с РСВ 
Long у всех 24 изолятов была выявлена достаточно высо-
кая частота замен во многих функционально значимых ре-
гионах F-белка, включая антигенные сайты (АГ-сайты) с 
АП 205—221, АГ-сайты I и II, ответственные за индукцию 
синтеза вируснейтрализующих АТ, а также в области HR2, 
участвующей в конформационных перестройках F-белка 
при его созревании (рис. 3, а). Сравнение с современным 
референс-вирусом ON67-1210A показало, что 46% (11/24) 
полученных нами изолятов имели замены в нескольких 
сайтах и еще 17% (4/24) — лишь одну мутацию. Наиболее 
вариабельным являлся сигнальный пептид: 59% штаммов 
имели замены в этом регионе. Изменения в области АГ-
сайта с АП 205—221 и АГ-сайта II (АП 255—278) выявле-
ны в 21 и 29% случаев соответственно (рис. 3, б).

У 69 штаммов РСВ 2013/2014 годов выделения анти-
генные особенности были оценены в мк-ИФА с исполь-
зованием 6 полученных нами МКА, направленных к 
конформационно-зависимым сайтам F-белка. Ранее бы-
ло показано, что МКА RS-25, 9С5 и 4F2 направлены к 
эпитопам F-белка, перекрывающимся на 65—70%, но не 
имеющих общих сайтов реагирования с МКА 5F3, 5H8 
и 1H3, которые также не конкурировали друг с другом 
за связь с вирусом. МКА 5F3 и 5Н8 обладали вирусней-
трализующей активностью по отношению к РСВ-А [8]. 
Изоляты были предварительно типированы как РСВ-А 
или РСВ-В методом ОТ-ПЦР в реальном времени.  
К РСВ-А было отнесено 93% штаммов (64/69). Все МКА 
были получены к РСВ Long и обладали по отношению к 
нему одинаково высокой активностью в мк-ИФА. В за-
висимости от снижения эффективности взаимодействия 
с различными F-специфичными МКА изоляты были раз-
делены на 5 подгрупп, 4 из которых составили РСВ-А.

Изоляты из подгруппы 1 слабее, чем РСВ Long, реаги-
ровали только с нейтрализующими МКА 5H8, вирусы из 
подгруппы 2 в дополнение к этому — еще и с МКА 1Н3. 
РСВ-А из подгруппы 3, как и РСВ-В, характеризовались 
более слабым взаимодействием с тремя МКА — 5H8, 
1Н3 и 5F3. С РСВ из малочисленной группы 4 слабее 
реагировали 4 МКА — 5H8, 1Н3, 5F3 и 4F2. Ненейтра-
лизующие МКА RS-25, 9С5 и 4F2 взаимодействовали с 
изолятами РСВ-А и РСВ-В практически так же интен-
сивно, как и с Long, что свидетельствует о консерватив-
ности их эпитопов-мишеней (табл. 2).

Была предпринята попытка выявить ключевые АК-
замены в АП F-белка, влияющие на связь антиген/анти-
тело. С этой целью для 18 изолятов 2013/2014 годов трех 
подгрупп (1, 2 и 3 согласно табл. 2) было проведено сопо-
ставление уровня снижения активности МКА в мк-ИФА 
с характерными (по отношению к Long) АК-заменами в 
F-белке. Бόльшая часть охарактеризованных штаммов 
(n = 13) из подгрупп 2 и 3 имели одинаковые мутации в 
F-белке, отличающие их от РСВ Long и других изолятов: 
R213S в АГ-сайте с АП 205—221 и N276Н/S в АГ-сайте 
II. При этом не было выявлено каких-либо определённых 
мутаций, позволивших дифференцировать штаммы из 
подгрупп 2 и 3. У остальных 5 вирусов, характеристики 
которых представлены в табл. 3, АО в этих двух положе-
ниях не отличались от таковых у РСВ Long. У вируса RSV/
St Petersburg/14597/2014 в отличие от других штаммов, в 

ре F-гена большинство изолятов (за исключением пяти) 
можно отнести к генотипу GA2, для которого характерны 
аминокислотные (АК) замены (по отношению к штамму 
Long) V384I и N276S. Два вируса из этой группы (RSV/St 
Petersburg/5904/2014 и RSV/St Petersburg/5577/2014) име-
ли другую мутацию в 276-м положении (N276H), которая 
не рассматривалась Кимурой. Тем не менее данные виру-
сы лучше всего вписались в схему, определяющую гено-
тип GA2. Особый кластер составили 5 вирусов (RSV/St 
Petersburg/479/2014, RSV/St Petersburg/4734/2014, RSV/
St Petersburg/16063/2014, RSV/St Petersburg/14597/2014 
и RSV/St Petersburg/14959/2014), у которых была вы-
явлена замена V384I, но АК-остаток (АО) в положении 
276 остался неизменённым по сравнению с РСВ Long. 
Поскольку замена V384I характерна для всех генотипов 
РСВ-А, описанных Кимурой, а другие установленные на-
ми мутации не укладывались в предложенную им схему, 
на данный момент классифицировать эту группу изоля-
тов по структуре F-гена не представляется возможным. 
Это свидетельствует о недостатке данных о генетических 
особенностях современных циркулирующих РСВ и необ-
ходимости дальнейшего изучения структуры F-гена.

Следует отметить, что помимо F-гена у 20 из 24 рас-
смотренных изолятов, в том числе у 5 штаммов без 
замены в 276-м положении, было проведено секвени-
рование G-гена. По структуре G-гена все эти вирусы 
относились к генотипу ON1/GA2 [3]. Референс-штамм 
РСВ-А ON67-1210A, отнесенный по результатам сек-
венирования G-гена к этому генотипу, был выделен в  
2010 г. в Онтарио (Канада). Для вирусов данного геноти-
па характерна инсерция 72 нуклеотидов в G-гене, кото-
рая отсутствовала у РСВ, циркулировавших ранее [10]. 
В последние годы практически во всех странах в цирку-
ляции превалируют вирусы РСВ-А генотипа ON1/GA2 
(согласно классификации по G-гену) [3, 11].

Для оценки филогенетических отношений между ви-
русами, выделенными в Санкт-Петербурге, и РСВ, цир-
кулировавшими в это же время (2013—2016) в других 
регионах мира, был проведен сравнительный анализ 
структуры F-гена с учетом информации, имеющейся в ба-
зе данных GenBank (рис. 1). Большая часть проанализи-
рованных вирусов оказалась близка к референс-штамму 
ON1/GA2 и далеко отошла от вирусов-прародителей. 
В эту же группу вошли 17 из 22 изолятов из Санкт-
Петербурга, включённых в построение дендрограм-
мы. Отдельную группу составили 5 штаммов: RSV/St 
Petersburg/479/2014, RSV/St Petersburg/4734/2014, RSV/
St Petersburg/16063/2014, RSV/St Petersburg/14597/2014 
и RSV/St Petersburg/14959/2014. По сравнению с дру-
гими РСВ у них отсутствовали замены R213S и N276S, 
которые показаны для всех штаммов РСВ-А 2013—2016 
годов выделения (согласно данным GenBank). Такая осо-
бенность структуры F-белка приближает эти вирусы к 
РСВ Long, у которого в этих положениях также находят-
ся аргинин и аспарагин. В дополнение к этому у штамма 
RSV/St Petersburg/479/2014 в положении 124 выявлен 
лизин (К), как у Long и А2, а не аспарагин (N), как у всех 
остальных проанализированных РСВ (рис. 2).

Антигенная характеристика F-белка изолятов РСВ.
Для локализации АК-замен и оценки их значимости 

для функционирования вируса по результатам лите-
ратурного поиска была составлена антигенная карта 
F-белка РСВ (табл. 1).

С учётом этих данных и результатов секвенирования 
оценивали вариабельность F-белка у 24 штаммов РСВ, 
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