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Введение. Ротавирусы являются одной из главных причин возникновения тяжелых диарей у детей во всем мире. 
Единственным эффективным методом контроля уровня заболеваемости является вакцинация. В настоящее вре-
мя для профилактики ротавирусной инфекции применяют вакцины, основанные на живых аттенуированных штам-
мах ротавируса человеческого или животного происхождения. Цели и задачи. Изучение биологических и генети-
ческих свойств актуального эпидемического штамма Wa генотипа G1P[8] ротавируса А (РВА) человека. Материал 
и методы. Определение репродуктивной активности РВА в перевиваемых клеточных линиях, концентрирование 
и очистка антигена РВА, ПААГ-электрофорез и иммуноблот, электрофорез вирусных геномных РНК-сегментов, 
определение первичной нуклеотидной последовательности (секвенирования). Результаты. В статье представле-
ны результаты изучения биологических и молекулярно-генетических свойств штамма Wa генотипа G1P[8] РВА че-
ловека для оценки его стабильности. Штамм РВА был адаптирован к репродукции в монослойной перевиваемой 
культуре клеток MARC145. Инфекционный титр вируса составил 7,5–7,7 lg ТЦИД50/мл. Получен очищенный и кон-
центрированный культуральный антиген РВА. Проведена оценка степени чистоты культурального антигена вируса 
методом ПААГ-электрофореза и иммуноблота. Для идентификации РВА был проведен электрофорез вирусных 
геномных РНК-сегментов. Отсутствие накопления изменений в геноме РВА Wa в ходе адаптации к различным кле-
точным культурам и при пассировании было показано методом секвенирования фрагментов вирусного генома. 
Заключение. В ходе проведенных исследований было установлено, что штамм Wa РВА – стабильный, обладает 
высокой биологической активностью: он хорошо репродуцировался в перевиваемых клеточных линиях, адапта-
ция к клеточной линии MARC145 позволила получить титр 7,5–7,7 lg ТЦИД50/мл. Подтверждена идентичность 
культивируемого РВА исходному штамму Wa G1P[8]. 
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Introduction. Rоtaviruses are amоng the leading causes of severe diarrhea in children all over the Wоrld. Vaccination 
is considered to be the mоst effective way to cоntrоl the disease. Currently available vaccines for prevention of rоtavirus 
infection are based on live attenuated rotavirus strains human оr animal origin. Objectives and purposes. The aim of 
this investigation was to study the biological and genetic properties of an actual epidemic human rotavirus A (RVA) strain 
Wa G1P[8] genotype. Material and methods. RVA Wa reproduction in a monolayer continuous cell lines, purification and 
concentration of RVA antigen, PAAG electrophoresis and Western-Blot, electrophoresis of viral genomic RNA segments, 
sequencing. Results. Human RVA G1P[8] Wa strain biological and molecular genetic properties were assessed in the 
process of the adaptation to MARC145 continuous cell line. Cell cultured RVA antigen was purified, concentrated and 
then characterized by the method of PAAG electrophoresis and immunoblot. To verify RVA Wa genome identity, electro-
phoresis of viral genomic RNA segments was performed. The lack of accumulation of changes in the RVA Wa genome 
during adaptation to various cell cultures and during serial passages was demonstrated by sequencing fragments of the 
viral genome. Conclusion. RVA Wa strain is stable, it possesses high biological activity: it has been successfully adapted 
to the MARC145 cell line and RVA Wa virus titer after the adaptation reached 7,5-7,7 lg TCID50/ml. The identity of the 
cultivated RVA to the original strain Wa  G1P[8] was confirmed.
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разделяют на G-типы, а по VP4 – на Р-типы. На сегод-
няшний день известно 32 G-генотипа и 47 Р-генотипов 
РВ А [18]. Среди них в мире наиболее распространены 
6 G-типов (G1, G2, G3, G4, G9 и G12) и 3 Р-типа (P[4], 
P[6] и P[8]) [19, 20]. На глобальном уровне большинство 
ротавирусных инфекций у человека связано с генотипа-
ми G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] и G12P[8] [3, 
21, 22]. Особенностью эпидемиологической обстановки 
в Российской Федерации в последние годы было пре-
валирование штаммов G4P[8] [3, 23]. Интересно, что 
последние данные по распространению типов РВА в 
Оренбургском регионе за 2013–2016 и 2016–2017 гг. по-
казали появление штаммов G9P[8] и стремительное вы-
теснение этими штаммами ранее более распространен-
ных типов: в 2016–2017 годы  в Оренбургском регионе 
54,7% случаев РВИ были ассоциированы со штаммами 
G9[P8]. Ранее штаммы G9P[8] стали превалирующим 
типом РВА на территории Китая [24–26].

В настоящее время единственным эффективным мето-
дом контроля уровня заболеваемости признается вакци-
нация [27]. Внедрение ротавирусных вакцин существенно 
сократило количество случаев госпитализаций от РВИ. 
Для специфической профилактики ротавирусной инфек-
ции разработаны вакцины, которые показали свою эффек-
тивность для предотвращения тяжелых ротавирусных га-
строэнтеритов. В настоящее время более чем в 100 странах 
мира для использования лицензированы две живые аттену-
ированные вакцины: моновалентная Rotarix (GlaxoSmith-
kline, Бельгия) на основе аттенуированного РВА человека 
типа G1P[8] и пентавалентная RotaTeq (Merk & Co, США), 
которая является реассортантом РВА крупного рогатого 
скота (КРС) и человека, включая VP7 типов G1, G2, G3, G4 
и VP4 типа P[8] [28]. Кроме того, две индийские вакцины 
проходят III стадию клинических испытаний и включены 
в последний информационный лист ВОЗ по ротавирусным 
вакцинам [29]. Rotavac компании Bharat является моно-
валентной вакциной на основе живого аттенуированного 
штамма 116E РВА человека типа G9P[11], выделенного от 
ребенка без клинических симптомов и содержащего VP4 
от РВА КРС, полученного, видимо, в результате реассор-
тации [30]. Rotasiil разработан Serum institute of India и яв-
ляется реассортантом РВА КРС и человека, включая VP7 
типов G1, G2, G3, G4 и G9.

Несмотря на эффективность применения указанных 
вакцинных препаратов в развитых странах, их использо-
вание остается  связанно с риском образования спаек в 
кишечнике. Хотя частота осложнения, связанного с вак-
циной, не превышает 1:50 000 [31], для развитых стран, 
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Введение
В настоящее время ротавирусы (РВ) являются одной 

из основных причин тяжелых форм острых кишечных 
инфекций (ОКИ) у детей в возрасте от 3 до 5 лет [1–3]. 

Эпидемиология ротавирусной инфекции (РВИ) имеет 
региональные особенности. В странах с низким уров-
нем развития экономики и здравоохранения бремя тяже-
лых диарейных заболеваний, вызванных РВ, наиболее 
ощутимо. Так, доля всех ротавирусных госпитализаций 
у детей в возрасте до 5 лет составляет 43% в Африке 
и 27% в Европе [4]. Подавляющее большинство леталь-
ных случаев регистрируют в странах Африки и Юго-
Восточной Азии [5, 6]. Если доля смертельных диарей, 
связанных с РВ, во всем мире составляет 30–50%, то в 
этих странах - более 90%. 

На территории Российской Федерации доля ротави-
русных гастороэнтеритов тоже достигает достаточно 
внушительных цифр – 44–47% от всех случаев инфек-
ционной кишечной патологии. При этом до 5% всей дет-
ской смертности среди больных младше 5 лет связаны с 
ротавирусным гастроэнтеритом [7,8].  

РВ относят к семейству Reoviridae. РВ являются без-
оболочечными вирусами, имеющими сложную архитек-
туру вириона, который состоит из трех концентрических 
капсидов, окружающих 11 сегментов двухцепоченой 
РНК [9]. Сегменты РНК кодируют 6 структурных вирус-
ных белков (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 и VP7) и 6 не-
структурных белков (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 и 
NSP6). Структурные белки определяют процесс адсорб-
ции вируса и его проникновения в эпителиальные клет-
ки, участвуют в последующей транскрипции вирусной 
РНК, содержат эпитопы, которые индуцируют иммун-
ный ответ. Неструктурные белки участвуют в реплика-
ции генома и регуляции врожденного иммунного ответа. 
Неструктурный пептид NSP4 обладает энтеротоксиче-
скими свойствами и принимает непосредственное уча-
стие в развитии диареи по секреторному типу [10]. 

Структурный белок VP6 является основной группо-
специфичной антигенной детерминантой РВ [11, 12]. 
В зависимости от его строения РВ подразделяют на 10 
видов, или серологических групп (А-J) [13, 14]. В 98% 
случаев РВИ у человека вызывают РВА, составляющие 
весомую долю в этиологии диареи у детей в возрасте 
до 5 лет [9, 15–17]. РВА далее подразделяют на различ-
ные генотипы на основе особенностей структуры гена 
VP7. Антигенные особенности белков VP4 и структура 
гена VP7 составляют основу двойной номенклатурной 
системы, используемой для штаммов РВА: по VP7 РВА 
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где летальность ротавирусной диареи не превышает 
1:100 000 [32], такая частота осложнений по прежнему 
остается серьезной проблемой. Второй серьезной про-
блемой остается образование штаммов-реассортантов на 
основе вакцинного и полевых РВ, что вызывает вопросы 
о безопасности применения живых вакцин [33, 34].

РВ поражают как человека, так и основных сельско-
хозяйственных животных: КРС, свиней [35]. Показано, 
что РВА человека способны поражать новорожденных 
поросят [36], а РВА КРС, напротив, были выделены от 
новорожденных детей [37]. Сегментированный геном РВ, 
позволяющий легкую реассортацию полевых штаммов 
ротавируса при коинфекции одного хозяина, дополни-
тельно усиливает антропозоонозный потенциал РВА. Эта 
особенность РВА дополнительно подчеркивает важность 
вопроса биобезопасности при применении живых вакцин. 
Поросята-гнотобиоты или безмолозивные поросята явля-
ются уникальной моделью для изучения эффективности 
новых вакцинных препаратов против ротавирусной ин-
фекции [38]. Плацента свиньи не пропускает антитела, и 
новорожденные поросята лишены материнских антител 
[39, 40]. Они сохраняют чувствительность к заражению 
человеческими штаммами РВ до возраста 8 недель, что 
достаточно для проведения испытаний вакцины [41], в 
отличие от грызунов, которые чувствительны к зараже-
нию лишь до 14–21-го дня [42, 43]. 

Целью нашей работы было изучение биологических 
и генетических свойств штамма Wa G1P[8] РВА челове-
ка, который является актуальным эпидемическим штам-
мом и в дальнейшем может быть использован в качестве 
вакцинного препарата. 

Материал и методы
Вирус. В работе был использован аттенуированный 

штамм Wa G1P[8] ротавируса А человека, любезно 
предоставленный профессором Linda J. Saif (OARDC, 
FAHRP, университет штата Огайо, США). Образец фе-
калий больного ребенка был использован для орального 
заражения поросят-гнотобиотов. После 11 пассажей на 
поросятах-гнотобиотах вирус был адаптирован к куль-
туре клеток MA104 и выделен методом бляшкообразо-
вания. Полученный вирус был клонирован методом пре-
дельных разведений 6 раз, после чего было сделано 27 
пассажей вируса на культуре клеток MA104. 27-й пас-
саж вируса на MA104 использовали как сток аттенуиро-
ванного вируса [44, 45]. 

Клетки и культивирование вируса. Для изучения куль-
туральных свойств вируса были использованы культуры 
перевиваемых клеточных линий РК-15 (почка свиньи), 
СПЭВ (почка эмбриона свиньи), MARC145 (почка эм-
бриона зеленой мартышки), МА104 (почка эмбриона 
зеленой мартышки). Клетки выращивали в монослое, 
применяя методы стационарного культивирования. 
Клетки культивировали в среде ДМЕМ с L-глутамином 
(Sigma, Германия) в присутствии 10% фетальной бы-
чьей сыворотки (HyClone, США). Двухсуточный моно-
слой (80–90%) используемых клеточных линий дважды 
промывали солевым раствором Хэнкса, инокулировали 
5 мл вирусной суспензии (из расчета 0,1 ТЦИД/мл) и ин-
кубировали 1 ч при 37 °С для адсорбции вируса. После 
этого монослой снова промывали раствором Хэнкса и 
вносили поддерживающую среду ДМЕМ, содержащую 
5 мкг/мл трипсина (Sigma, Германия). Клетки наблюда-
ли 4–5 суток до появления признаков цитопатического 
действия (ЦПД). 

Определение инфекционной активности РВА. Для 
определения инфекционной активности вируса был ис-
пользован метод титрования в культуре клеток МА104 и 
MARC145. Значение инфекционного тира вычисляли по 
методу Рида и Менча и выражали в lg ТЦИД50/мл.

Концентрирование и очистка антигена РВА. Вирус-
ную суспензию подвергали трехкратному заморажива-
нию и оттаиванию с последующим низкоскоростным 
центрифугированием (3000 g) в течение 30 минут для 
освобождения от клеточного детрита. После этого про-
водили концентрирование с помощью осаждения 7,5% 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) с молекулярной массой 6000 
в присутствии 20% NaCl и 0,2% NaN3 и инкубировали 
при +4°С в течении 72 часов. 

Далее, осажденную вируссодержащую жидкость цен-
трифугировали при 8000 g, осадок растворяли в растворе 
Хэнкса и наслаивали на градиент плотности хлористого 
цезия (1,44-1,21 гр/см3). После центрифугирования при 
10000 g в течении 2-х часов, вирусную зону в центре об-
разовавшегося градиента собирали с помощью шприца, 
диализировали против солевого раствора Хэнкса и хра-
нили при -20°С .

Иммуноферментный анализ (ИФА). Для подтвержде-
ния наличия РВА Wa в вируссодержащем материале ис-
пользовали коммерческую тест-систему, позволяющую 
выявлять РВА в биологическом материале животных и 
человека (ООО «Ветбиохим», Россия).

Выделение РНК РВА и проведение полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). РНК РВА выделяли из пробы куль-
турального вируса, с использованием соотвествующего 
набора с неорганическим сорбентом (ООО «Ветбио-
хим», Россия), по методике производителя. Для прове-
дения ПЦР и последующего секвенирования участков 
генов VP4, VP6 и VP7 РВА использовали набор спец-
ифических олигонуклеотидов, рекомендованных ВОЗ 
(табл. 1). Олигонуклеотидные праймеры синтезированы 
в ООО «ДНК Синтез» (Москва).

ПЦР, совмещенную с реакцией обратной транскрип-
ции (ОТ-ПЦР), проводили в конечном объеме 25 мкл. Ре-
акционная смесь содержала 5 мкл РНК, 10 пМ каждого 
праймера, 10 пМ каждого зонда, 0,25 мM каждого dNTP, 
1,25 ед. Taq-полимеразы, 0,5 ед. ревертазы M-MLV, 20 
ед. ингибитора рибонуклеаз RNAzin, 50 мM Tris-HCl 
(рН 8,3), 50 мM KCl, 10 пМ DTT, 1,5 мM MgCl2. 

Для проведения ПЦР был установлен оптимальный 
температурно-временной режим: 1 цикл: 500С − 30 ми-
нут, 940С − 5 минут; 30 циклов: 940С − 10 секунд, 500С 
− 20 секунд, 720С − 30 секунд; 1 цикл: 720С – 5 минут.

Горизонтальный электрофорез. Анализ фрагментов 
ДНК РВА, полученных методом ПЦР, проводили методом 
электрофореза в 1% агарозном геле. Электрофорез прово-
дили с использованием трис-ацетатного буфера (pH 8,5), 
содержащего бромистый этидий в концентрации 0,5 мкг/
мл, при напряженности электрического поля 10 В/см в те-
чение 30 минут. Гели просматривали в ультрафиолетовом 
свете с длиной волны 254 нм. Наработанные фрагменты 
вырезали из геля и выделяли, с использованием набора 
для очистки ПЦР-продуктов (Thermo Fisher Scientific, 
США) по методике производителя.

Определение нуклеотидных последовательностей. 
Для секвенирования ДНК РВА по двум цепям исполь-
зовали те же праймеры, что и для проведения ПЦР. Ну-
клеотидную последовательность определяли по методу 
Сэнгера при помощи секвенирования ПЦР-продукта 
с использованием набора Big Dye Terminator Cycle Se-
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– CBB R-350. Иммунохимическое окрашивание полу-
ченных реплик осуществляли с помощью непрямого ва-
рианта ИФА с соблюдением всех его стадий. Несвязав-
шиеся с белками участки нитроцеллюлозы блокировали 
инкубированием в фосфатно-солевом буферном раство-
ре с твином (ФСБТ), содержащем 3% Top Block (Yuro, 
Швейцария) в течение 16 часов при +4 °С. После этого 
мембраны отмывали 4 раза в ФСБТ и 4 раза в фосфатно-
солевом буферном растворе (ФСБ) и инкубировали с ко-
зьей антисывороткой к РВА меченой пероксидазой хре-
на, в разведении 1 : 500 и 1 : 2000 в течение 1 часа при 37 
°С. Мембраны отмывали 4 раза в течение 10 мин ФСБТ. 
Визуализацию комплекса антиген–антитело проводили 
путем обработки мембраны 3,3’-диаминобензидином 
(0,05% раствор ФСБ с 0,01% Н2О2) [47, 48].

Электрофорез штаммов ротавируса. Элетрофорез 
штаммов ротавируса включает в себя несколько этапов: 
выделение РНК из исследуемого материала, электро-
форез в ПААГ, визуализацию РНК в геле. Экстракцию 
РНК осуществляли фенол/хлороформной смесью. Элек-
трофорез проводили в ПААГ в системе буферных рас-
творов с окрашиванием РНК нитратом серебра. На гель 
наносили 0,75 мкл РНК, предварительно обработанного 
2-кратным диссоциирующим буфером и прогретого при 
68 °С в течение 5 минут. Разделение материала прово-
дили  в 0,1% ПААГ в течение 16 часов при силе тока 
12 мА, в присутствии 0,1% SDS, в стандартной трис-
глицериновой системе. После электрофореза пластину 
трижды по 10 мин промывали от SDS раствором, содер-
жащим 10% этанола и 0,3% уксусной кислоты. Затем по-
мещали на 5 мин в 0,3% азотную кислоту. Окрашивали 
исследуемую РНК 0,2% раствором нитрата серебра в те-
чение 30 мин. Для проявления полос окрашенной РНК 
использовали раствор, содержащий 0,2М карбоната на-
трия и 0,5% формальдегида. Фиксацию окрашенных по-
лос РНК проводили 1% раствором уксусной кислоты.

Результаты
Для адаптации и изучения репродуктивной активно-

сти РВА была проведена сокультивация образцов РВА 
в присутствии трипсина с перевиваемыми клеточными 
линиями РК-15, СПЭВ, МА104 и MARC145. Наблюде-
ние вели в течение 4–5 суток, отслеживая вирусинду-
цированный цитолиз и цитопатическое действие (ЦПД) 
РВА в клеточном монослое.

На первом пассаже, который длился 5 суток, ЦПД ви-
руса обнаружено не было. На втором пассажном уров-
не через 72 часа первые признаки ЦПД наблюдали на 
20–40% площади монослоя клеточных линий МА104 и 
MARC145. ЦПД характеризовалось округлением кле-
ток, образованием небольших конгломератов, от ко-
торых исходили тяжи. Через 96 часов после внесения 
вирусного материала, ЦПД вируса охватило уже почти 
всю площадь клеточного монослоя (80–90%). На 5-е 
сутки сокультивации наблюдалась дегенерация клеточ-
ного монослоя и отторжения клеток от пластика, как в 
случае с МА104, так и в случае с MARC145. После 5 
последовательных пассажей ЦПД РВА в культурах кле-
ток РК-15 и СПЭВ обнаружено не было. Поэтому для 
дальнейшей работы по изучению репликативной актив-
ности и цитопатогенности РВА использовали клеточные 
линии МА104 и MARC145, в которых впоследствии бы-
ло проведено 20 последовательных пассажей вируса. 
Результаты по определению инфекционной активности 
РВА в пробах 2–20 пассажей приведены в табл. 2.

quencing Kit (Applied Biosystems, США) согласно ин-
струкции изготовителя. Электрофорез ДНК осущест-
вляли на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 3130 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).

Анализ полученных нуклеотидных последователь-
ностей проводили с помощью пакетов программ BioEdit 
(version 7.0.0) и программы SeqMan из пакета программ 
Lasergene (version 7.1.0.)

Электрофорез и иммуноблоттинг. Анализ структур-
ных белков антигена РВА проводили методом электрофо-
реза в 12% полиакриламидном геле с додецилсульфатом 
натрия (ПААГ-ДСН) по методу Laemmli (1970). Электро-
форез проводили в пластинах ПААГ размером 70 × 100 
× 0,75 см на приборе Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, США) 
в восстанавливающих условиях при постоянном напря-
жении 200 V. Разделяющий гель содержал 12% акрила-
мида, 0,5% N,N-метилен-бис-акриламида, 0,375 М трис-
HCl (pH 8,8) и 0,1% ДСН. Фокусирующий гель содержал 
4% акриламида, 10% N,N-метилен-бисакриламида в 
0,125 М трис-HCl буфере (pH 6,8). Для полимеризации 
в оба геля вносили по 0,025% персульфата аммония и 
0,075% TEMED. Электродный буфер содержал 0,025 М 
трис-HCl, 0,192 М глицина, pH 8,3 и 0,1% ДСН. Все ис-
пытуемые пробы содержали лизирующий буфер с вос-
становителем (0,125 М трис-HCl, pH 6,8, 5% ДСН, 0,5% 
β-меркаптоэтанола, 10,8% глицерина, 0,01% бромфено-
лового синего) и были прогреты в течение 5 минут при 
100 °С. Заливку геля и подготовку аппарата для электро-
фореза к работе проводили согласно рекомендациям из-
готовителя. Белки в гелях окрашивали в течение 1 часа 
0,1% раствором Кумасси ярко-голубого (CBB R-350) в 
водном растворе, содержащем 10% уксусной кислоты и 
30% метанола. Избыток красителя отмывали 10% рас-
твором уксусной кислоты такое же время с несколькими 
его сменами. В качестве маркера молекулярной массы 
использовали коммерческий предокрашенный маркер 
26619 (ThermoFisher Scientific, США).

Для определения антигенной активности структур-
ных белков антигена РВА использовали иммуноблот-
тинг (ИБ). Для постановки ИБ белки после электрофо-
ретического разделения не окрашивали, а переносили на 
нитроцеллюлозную мембрану Immobilon-NC (Millipore, 
США) в «полусухой» буферной системе (Kyhse-Anders-
en J., 1984) на приборе Bio-Rad (США) при постоянной 
силе тока 200 мА в течение 1 часа при комнатной тем-
пературе согласно методике производителя. Буфер для 
переноса содержал 0,025 М трис-HCl, 0,193 М глицина, 
20% метанола (рН 8,35). Эффективность переноса оце-
нивали после окраски одной мембраны-реплики 0,1% 
раствором амидо-черного, а соответствующего ей геля 

Т а б л и ц а  1
Перечень праймеров, использованных в работе, для генотипи-

рования штаммаWa РВа человека [46]

Название 
праймера

Последовательность праймера Размер  
фрагмента, пар 

нуклеотидов
RotaVP7-F ATGTATGGTATTGAATATACCAC 881
RotaVP7-R AACYTGCCACCATTTTTTCC
RotaVP-4 Con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 876
RotaVP4 Con2 ATTTCGGACCATTTATAACC
RotaVP6-F GACGGVGCRACTACATGGT 379
RotaVP6-R GTCCAATTCATNCCTGGTGG
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Как видно из данных табл. 2 в процессе пассирования 
РВА в культурах клеток МА104 и MARC145 наблюда-
лось постепенное увеличение инфекционной актив-
ности вируса. Максимальное значение инфекционного 
титра РВА было зафиксировано в пробах 18 пассажа. 
При этом в культуре клеток MARC145 он был на один 
логарифм выше, чем в культуре клеток МА104. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что произошла 
адаптация исследуемого нами штамма РВА к перевивае-
мой клеточной линии MARC145. Проба с титром 7, 66 lg 
ТЦД50/мл была использована для получения очищенно-
го препарата РВА, ПЦР и секвенирования. 

Далее, в результате используемой технологии концен-
трирования и очистки культурального вируса был полу-
чен электрофоретически чистый препарат антигена РВА 
с концентрацией белка 1 мг/мл, (рис. 1). Наличие РВА в 
пробах исходного и очищенного препаратов было под-
тверждено методами ИФА и ОТ-ПЦР. 

Результаты иммуноблоттинга по определению анти-
генной активности структурных белков антигена РВА 
показали, что используемая поликлональная гиперим-
мунная сыворотка давала видимую специфическую по-
лосу окрашивания в области 41 кДа, что соответствует 
молекулярной массе белка VP6 вируса (рис. 2). Прове-
денный электрофорез для типирования РВА, основан-
ный на анализе профиля распределения 11 сегментов 
двунитевой РНК ротавирусного генома показал, что 
штамм Wa G1P[8] РВА человека имел распределение 
сегментов, типичное для РВА (рис. 3). 

Определение специфической и видовой принадлеж-
ности штамма РВ проводили методами ПЦР и секвени-
рования. При определении идентичности исследуемого 

нами штамма РВ человека последовательность, установ-
ленную при секвенировании фрагмента, полученного в 
ПЦР, сравнивали с нуклеотидными последовательностя-
ми области генома штамма вируса из биоинформацион-
ной системы GenBank. Анализ полученных результатов 
показал, что адаптированный нами к репликации в кле-
точной линии MARC145 вирус не отличался от исходно-
го штамма РВ человека группы А Wa G1P[8]. 

Обсуждение
Характеристика биологических и генетических 

свойств штаммов РВА человека представляет большой 
интерес для понимания эпидемиологического процесса 
и поиска средств борьбы с этой инфекцией, а также для 
создания и оценки эффективности кандидатных вакцин-
ных препаратов. В настоящее время на мировом рынке 
доступны 2 вакцины на основе живого аттенуированного 
штамма РВ. Различия между существующими вакцина-

Т а б л и ц а  2
Репродукция аттенуированного штаммаWa РВа человека в 

перевиваемых культурах клеток Ма-104 и MARc-145*

№ Пассаж Культура клеток
МА-104 MARC-145

Инфекционная активность, lg ТЦИД50/мл

2 4,50 5,50
3 4,66 5,50
4 5,50 6,00
5 5,50 6,23
6 5,66 6,33
7 5,76 6,50
8 5,83 6,50
9 6,00 6,50
10 6,00 6,66
11 6,48 6,76
12 6,50 7,00
13 6,50 7,23
14 6,50 7,23
15 6,66 7,33
16 6,66 7,50
17 6,66 7,50
18 6,66 7,66
19 6,66 7,50
20 6,50 7,50

П р и м е ч а н и е. * Приведены среднегеометрические значения 
трех повторностей; ** – максимальное значение инфекционного ти-
тра вируса (выделено серым).

Рис. 1. Электрофоретический анализ структурного состава 
белков штамма Wa РВА человека.

1–5 – двукратные разведения очищенного ротавируса начиная 
с исходного.

Рис. 2. Определение антигенной активности белков штамма Wa 
РВА человека в иммуноблоттинге с конъюгированной РВА-

специфической антисывороткой козы. 
1 – разведение конъюгата 1 : 2000; 2 – разведение конъюгата 1 : 500.
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ми заключаются в рекомендуемом режиме вакцинации 
и антигенном составе. Моновалентная вакцина создана 
на основе аттенуированного человеческого штамма РВ 
G1P1A[8]. В состав пентавалентной вакцины входит 
бычий РВ штамма SW3 генотипа (G6P7[5]), дополнен-
ный генами G1, G2, G3, G4 и P1A[8] человека. Анализ 
результатов применения вакцин показал эффективность 
моно- и пентавалентных ротавирусных препаратов про-
тив тяжелых форм ротавирусного гастроэнтерита, в 
частности, снижение числа случаев смерти от ротави-
русного гастроэнтерита. В зависимости от типа вакцин 
эффективность значительно не различалась. Так, напри-
мер, эффективность моновалентной вакцины в странах 
с низкой, средней и высокой детской смертностью со-
ставила 84%, 75% и 57% соответственно. Поливалент-
ная вакцина обеспечила защиту от РВИ на 90% в стра-
нах с низким уровнем смертности и на 45% - в странах 
с высоким уровнем детской смертности. В состав моно-
валентной вакцины входит всего один серотип РВ, но на 
иммуногенность и уровень защиты это не влияет [27,31]. 
В связи с этим, предпосылкой для создания новых кан-
дидатных вакцин, является использование человеческо-
го штамма РВА с высокой инфекционной активностью, 
циркулирующего на территории их применения. 

В результате сравнения различных вариантов зара-
жения ротавирусом клеточных культур РК-15, СПЭВ, 
МА104 и MARC145, исследования кинетики накопления 
вируса на различных культурах, а также проведения се-
рии пассажей РВА Wa, было установлено, что оптималь-
ное накопление вируса происходит на клеточной культуре 
MARC145, которая не является часто используемой для 
накопления РВА клеточной линией. Для наращивания 
РВА Wa обычно используют культуру клеток МА104, од-
нако нам удалось получить более высокие титры вируса 
на культуре клеток MARC145. Таким образом, РВА Wa 
был адаптирован к культивированию на новой клеточной 
линии, позволяющей повысить накопление вируса по 

сравнению с обычным наращиванием на MA104.
Учитывая высокую степень изменчивости РНК-

генома ротавирусов, было крайне важно убедиться, что в 
процессе пассирования на новой для него культуре кле-
ток, РВА Wa сохранил свои молекулярно-биологические 
свойства. Для этого нами было проведено определение 
нуклеотидной последовательности фрагментов генома 
РВА Wa. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что вирус сохранил свои свойства, не изменившись в 
процессе пассирования на культуре клеток MARC145.

Идентичность культивируемого нами вируса РВА была 
так же подтверждена методами электрофореза в ПААГ- 
ДСН и РНК-электрофореза с окрашиванием сегментов 
вирусного генома. По структурному составу вирусных 
белков и сегментов вирусного генома культивируемый 
нами штамм соответствовал РВА, а белок VP6 вируса 
специфически взаимодействовал с  РВА-положительной 
антисывороткой в ИБ.

Заключение
Таким образом,  резюмируя полученные результаты и 

имеющиеся данные, можно сделать общее заключение 
о том, что исследуемый нами штамм вируса демонстри-
рует все свойства, характерные для РВА, не претерпел 
изменений по сравнению с исходным штаммом РВА Wa, 
имеет высокую биологическую активность при куль-
тивировании в клеточной линии MARC145. На фоне 
успешного опыта применения моновалентной вакцины 
Rotarix в десятках стран и успешных испытаний моно-
валентной вакцины Rotavac в Индии, можно рассматри-
вать адаптированный нами к культуре клеток MARC145 
аттенуированный РВА Wa как потенциальный кандидат-
ный штамм для разработки отечественной моновалент-
ной живой аттенуированной вакцины против РВИ.
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