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В настоящее время установлено, что кровеносные сосуды являются мишенью для вируса гриппа, однако меха-
низм его воздействия на сердечно-сосудистую систему неизвестен. 
Цель исследования – адаптация штамма вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 H1N1(pdm09) к половозрелым 
крысам стока Wistar, так как эти животные являются основной экспериментальной моделью при изучении пато-
логии сердечно-сосудистой системы.
Материал и методы. Для исследования использовали 33 крысы стока Wistar, составивших 11 групп, вклю-
чая контрольную. В каждой группе было по 3 животных. Вирус гриппа А (ВГА) пассировали в 10–12-дневных 
куриных эмбрионах. Инокуляцию вируссодержащего материала проводили интраназально в объеме 0,2 мл.  
Через 24 ч после инфицирования животных подвергали наркотизации и некропсии с целью получения 
лёгочного гомогената. Титр ВГА в гомогенатах лёгких крыс определяли в куриных эмбрионах. На последних 
пассажах выявляли гистологические изменения в тканях и сосудах лёгких, а также проводили иммуногисто-
химическое исследование для идентификации ВГА.
Результаты. Инфекционный титр вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 H1N1(pdm09) в гомогенатах лёг-
ких инфицированных крыс стока Wistar на последнем этапе адаптации составил 7,0 lg ЭИД50/мл. Гистологи-
ческие исследования выявили выраженные изменения со стороны респираторного тракта (спазм бронхиол, 
отёк подслизистого слоя, слущивание реснитчатых эпителиальных клеток бронхиол) и лёгочных сосудов 
(спазм, десквамацию и набухание эндотелиоцитов, разволокнение и набухание эластической мембраны и 
медии). С целью идентификации ВГА в кровеносных сосудах и тканях лёгких выполняли иммуногистохими-
ческое исследование с использованием моноклональных антител к NP-антигену ВГА.
Заключение. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что штамм вируса гриппа А/Санкт- 
Петербург/48/16 H1N1(pdm09) был адаптирован к половозрелым крысам стока Wistar с сохранением ви-
рулентных свойств. Инфекционный титр вируса на последнем этапе адаптации составил 7,0 lg ЭИД50/мл. 
Идентификация ВГА подтверждена иммуногистохимическим исследованием.
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Modeling influenza virus infection in mature Wistar rats
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It has now been established that blood vessels are target for influenza, but the mechanism by which the influenza 
virus affects the cardiovascular system is unknown. 
The aim – adaptation of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) to mature Wistar rats, as these 
animals are the main experimental model for studying the pathology of the cardiovascular system. 
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Material and methods. Passage of influenza A virus (IAV) in embryonated chicken eggs, intranasal inoculation 
of rats with virus-containing material s, production of pulmonary homogenate, determination of IAV titer in 
embryonated chicken eggs, detection of histological changes in lung and pulmonary vessels. 
Results. The article presents the results of the adaptation of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) 
to mature Wistar rats. The infectious titer of the virus in the homogenates of infected rats lungs at the last stage of 
adaptation was 7.0 lg EID50/ml. Histological studies revealed pronounced changes in the respiratory tract (spasm 
of bronchioles, submucosal edema, desquamation of ciliated epithelium of bronchioles) and pulmonary vessels 
(spasm, desquamation and swelling of endotheliocytes, dissociation and swelling of the elastic membrane and 
media). In order to identify IAV in blood vessels and lung tissues, an immunohistochemical study was performed 
using monoclonal antibodies to NP antigen of IAV. 
Conclusion. The data obtained allow us to conclude that the strain of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 
H1N1(pdm09) was adapted to mature Wistar rats maintaining virulent properties. The infectious titer of the virus at 
the last stage of adaptation was 7.0 lg EID50/ml. IAV identification is confirmed by immunohistochemical examination.
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Введение
В настоящее время установлено, что система ге-

мостаза и эндотелий кровеносных сосудов являются 
новыми мишенями для гриппа. Это открывает новые 
аспекты патогенеза вирусной инфекции и, соответ-
ственно, новые подходы к лечению. Особенно тя-
жёлая клиническая картина наблюдалась у больных 
гриппом во время эпидемий 1918–1920, 2009 и 2015–
2016 гг.: носовые кровотечения, геморрагии на коже 
и слизистых, микрогематурия, острый респиратор-
ный дистресс-синдром и синдром диссеминирован-
ного внутрисосудистого свёртывания [1–4]. Кроме 
того, для гриппа характерна высокая частота ослож-
нений со стороны сердечно-сосудистой системы, пре-
жде всего у больных с сопутствующими сердечно-со-
судистыми заболеваниями [5–8]. Все эти данные 
указывают на необходимость выяснения механизмов 
воздействия вируса гриппа на сердечно-сосудистую 
систему. Для решения проблемы следует смодели-
ровать гриппозную инфекцию на крысах, так как эти 
животные являются основной экспериментальной 
моделью при изучении механизмов патологии сердеч-
но-сосудистой системы [9–11]. Крысы в качестве мо-
дели для экспериментальной гриппозной инфекции 

не так широко используются как мыши, хорьки и дру-
гие лабораторные животные, поскольку у них грипп 
не вызывает летального исхода. Кроме того, наиболее 
чувствительны к гриппу новорождённые и 60-днев-
ные крысы (линии F-344 и Sprague-Dawley) [12].

Цель исследования – моделирование гриппозной 
инфекции на половозрелых самцах крыс стока Wistar, 
так как именно на них разработаны релевантные мо-
дели сердечно-сосудистой патологии.

Материал и методы
Лабораторные животные. Для исследований ис-

пользовали 33 самцов крыс стока Wistar в возрасте 
от 3 до 5 мес, массой тела 230–250 г. Животных по-
делили случайным отбором по массе тела так, что-
бы индивидуальный показатель входил в диапазон 
вариации ±10% от среднего значения. Поскольку 
для процесса адаптации требуется в среднем 10–12 
пассажей вируса, в исследовании было использова-
но 10 групп, в каждой по 3 животных (на каждый 
пассаж вируса приходилось по одной группе). В ка-
честве контроля использовали группу, состоящую 
также из 3 животных. Крыс держали в отдельном 
боксе (с целью исключения контакта с другими лабо-
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раторными животными), на полном пищевом рацио-
не, соответствующем суточным нормативам питания 
для данного вида животных, при стандартном су-
точном свето-темновом режиме. Опыты проводили, 
соблюдая принципы гуманного обращения с живот-
ными, регламентированные требованиями Европей-
ской конвенции (Страсбург, 1986) по содержанию, 
кормлению и уходу за подопытными животными, 
а также выводу их из эксперимента и последующей 
утилизации. Массу тела животных определяли непо-
средственно перед инокуляцией вируссодержащего 
материала, когда животное находилось под глубокой 
анестезией, а также перед некропсией (через 24  ч 
после инфицирования). 

Вирус. Для адаптации вируса гриппа к кры-
сам был выбран штамм А/Санкт-Петербург/48/16 
H1N1(pdm09), полученный из лаборатории эволю-
ционной изменчивости вирусов гриппа ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России. 
Выбор данного изолята был основан на клиниче-
ских исследованиях вируса H1N1(pdm09), вызывав-
шего вирусные геморрагические пневмонии [13]. 
Перед адаптацией вирус был трижды пассирован че-
рез куриные эмбрионы для повышения титра инфек-
ционной активности (до 9 lg ЭИД50/мл). Инфекцион-
ную активность вируса гриппа во время адаптации 
определяли на куриных эмбрионах, начиная с 4-го 
пассажа. Для этого готовили 10-кратные разведения 
вируса в 4,5  мл фосфатно-солевого буфера, а затем 
вводили по 0,2 мл вируссодержащей жидкости из раз-
ведений от 10-3 до 10-8, используя на каждое разведе-
ние по 5  эмбрионов. Куриные эмбрионы инкубиро-
вали при 35  °С в течение 48 ч. По истечении срока 
инкубации отдельно из каждого эмбриона отбирали 
по 100  мкл аллантоисной жидкости, которую поме-
щали в лунки планшета для иммунологических реак-
ций. Затем в каждую лунку добавляли 100 мкл 0,5% 
суспензии куриных эритроцитов. Через 30–40  мин 
контакта при комнатной температуре, после оседания 
эритроцитов в контроле, проводили учёт гемагглюти-
нации.

Адаптация вируса гриппа в лёгких крыс. Адапта-
цию вируса гриппа проводили путём серии из 10 пас-
сажей через лёгкие животных. Крысам 1-й группы 
(n = 3) интраназально инокулировали 0,2 мл вируссо-
держащей аллантоисной жидкости. Спустя 24 ч после 
инфицирования проводили эвтаназию изофлураном. 
В стерильных условиях крыс вскрывали и выделя-
ли лёгкие, после чего делали 10% гомогенат лёгких 
в культуральной среде alpha-MEM. Гомогенат цен-
трифугировали при относительном центробежном 
ускорении 1000g в течение 10  мин для осаждения 
клеточного дебриса, затем супернатант аликвотиро-
вали и хранили при -80 °С. Аликвоты с гомогената-
ми, которые имели наибольшие титры инфекционной 
активности вируса, были выбраны для следующих 
пассажей.

Гистологическое исследование. Для исследования 
гистопатологических изменений в тканях и крове-
носных сосудах лёгких были выбраны 9-й и 10-й пас-

сажи. Материал фиксировали в 10% забуференном 
формалине в течение 24 ч при комнатной температу-
ре. Гистологическую проводку выполняли с исполь-
зованием автоматического процессора замкнутого 
типа Shandon Excelsior ES (Thermo, Великобритания) 
в изопропиловом спирте. С готовых гистологических 
блоков, залитых в гомогенизированный парафин, из-
готавливали срезы толщиной 4–5 мкм на ротационном 
микротоме. Срезы депарафинизировали в ксилоле, де-
гидратировали в спиртах и окрашивали гематоксили-
ном и эозином. При просмотре материала на световом 
микроскопе Nikon Eclipse E200 при увеличении ×40, 
×100, ×400 (окуляр Nikon CFI 10× / 20, объективы 
Nikon E Plan 4× / 0,10 WD 30, Nikon E Plan 10× / 0,25 
WD 7,0, Nikon E Plan 40× / 0,65 WD 0,65) определя-
ли качество гистологической проводки и пригодность 
материала для дальнейшего исследования. Крысам 
контрольной группы за 24 ч до вскрытия интрана-
зально инокулировали 0,2 мл культуральной среды 
alpha-MEM.

Иммуногистохимическое исследование. С парафи-
новых блоков лёгких крыс, инфицированных иссле-
дуемым вирусом 9-го и 10-го пассажей, изготавливали 
срезы толщиной 4–5 мкм и помещали их на предмет-
ные стёкла с поли-L-лизиновым покрытием (Thermo 
Scientific, США). Для обнаружения вируса гриппа А  
в тканях и кровеносных сосудах лёгких инфициро-
ванных крыс использовали первичные мышиные 
моноклональные антитела (Clone 6D11), получен-
ные из отдела биотехнологии ФГБУ «НИИ гриппа  
им. А.А. Смородинцева» Минздрава России. Пред-
варительную температурную демаскировку не вы-
полняли. Инкубацию срезов с первичными антите-
лами в разведении 1 : 1000 проводили на протяже-
нии 1  ч при комнатной температуре во влажной 
камере. Для детекции NP-антигена в аутопсийном 
материале использовали систему визуализации фир-
мы Novocastra (Германия), включающую реакцию 
с DAB-хромогеном.

Для количественной оценки интенсивности экс-
прессии NP-антигена вируса гриппа проводили мор-
фометрические исследования, в ходе которых вы-
полняли микрофотографирование микропрепаратов, 
обработанных моноклональными антителами к NP-
антигену и выявленных с помощью иммуногистохи-
мического метода, на микроскопе Nikon Eclipse E200 
с цифровой камерой Nikon DS-Fi1 и программным 
обеспечением Nis-Elements F3.2 с постоянными пара-
метрами: разрешение Fast (Focus) – 1280 × 960 пик-
селей, Quality (Capture) – 2560 × 1920 пикселей; Ex-
posure 30 мс (объектив ×40); Gain 1,70×; Contrast En-
hanced; Advanced – Hemotoxilin, Red 1,05, Green 0,82, 
Blue 1,90 [14]. Предварительно калибровали объектив 
Nikon E Plan 40× / 0,65 WD 0,65 с использованием 
объект-микрометра 0–1 мм / 100 (Nikon).

Фотосъёмку кровеносных сосудов лёгких крыс 
проводили на шести произвольно выбранных по-
лях зрения с увеличением ×40. Поля зрения с арти-
фициальными изменениями и дефектами окраши-
вания исключали при фотосъемке. Морфоме-
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трическую обработку полученных 
снимков осуществляли в программе Nis- 
Elements BR 4,40 (Nikon) при постоян-
ных настройках с использованием бина-
ризации по синему каналу в автоматиче-
ском режиме с постоянными значениями 
порога (11–100), затем вручную удаляли 
ненужные объекты [14]. Среднюю ин-
тенсивность сигнала вычисляли как 
среднюю арифметическую интенсивно-
сти каждого пикселя (I) в RGB-модели 
(кодировка цвета с помощью трёх основ-
ных цветов: красного (R), зеленого (G) 
и синего (B)) по формуле: 

I = 1/3 (R + G + B).
Статистическую обработку данных 

проводили с помощью параметриче-
ского теста Стьюдента, непараметри-
ческого критерия Фридмана (ANOVA)  
и Манна–Уитни с использованием про-
граммного обеспечения MS Office Ex-
cel 2016 и Statistica 8.0. Различия счи-
тали статистически значимыми для 
значений p < 0,05. Для представления 
полученных данных использовали по-
казатели описательной статистики: 
среднеарифметическое значение и стан-
дартное отклонение. 

Результаты
Клинические симптомы, изменение 

массы тела. В периоде адаптации у ин-
фицированных крыс cтока Wistar кли-
нических симптомов не наблюдалось. 
Изменение массы тела крыс через 1 сут после инфици-
рования представлено на рис. 1.

Инфекционная активность вируса. Полученные 
результаты указывают на активную репродукцию ви-
руса гриппа в лёгких половозрелых крыс стока Wistar 
(см. таблицу). Для дальнейшего исследования бы-

ли выбраны вирусы, прошедшие 9-й и 10-й пассажи 
в лёгких крыс. Выбор этих пассажей согласовывал-
ся с данными об инфекционной активности вирусов 
гриппа у новорождённых и 60-дневных крыс [12, 15]. 

Гистологическое исследование. Для гистопатоло-
гических исследований были выбраны кровеносные 
сосуды и ткани лёгких крыс, инфицированных виру-
сом гриппа на 9-м и 10-м пассажах. На рис. 2 показа-
но, как в артериоле среднего калибра в 9-м пассаже 
по сравнению с контролем наблюдали выраженное 
разволокнение и набухание медии артериолы, де-
сквамацию эндотелия (по типу «частокола»), нити 
фибрина в просвете артериолы. На рис. 3 представ-
лены гистопатологические изменения со стороны 
артериолы мелкого калибра в 9-м пассаже: выра-
женный спазм, набухшие эндотелиоциты, местами 
набухание ядер, эластической мембраны и медии. 
На рис. 4 представлены гистопатологические изме-
нения со стороны мерцательного эпителия респира-
торного тракта в 9-м пассаже: слущивание мерца-
тельного эпителия бронхиол и отёк подслизистого 
слоя бронхиол. В лёгких крыс контрольной группы 
патологических изменений не отмечено (рис. 5). 
На рис. 6 и 7 показаны гистопатологические изме-
нения со стороны сосудов и лёгочной паренхимы 
в 10-м пассаже: невыраженный спазм артериолы 

Рис. 1. Изменение массы тела крыс на разных пассажах вируса А/Санкт-Петер-
бург/48/16 H1N1(pdm09) через 24 ч после инфицирования.  

Показаны стандартные отклонения по трём повторам (р < 0,05).  
Статистически значимых отличий не выявлено.

Fig. 1. Comparison of the change in body weight of rats at different passages of the 
influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) after 24 hours post infection.  

A standard deviation for 3 repetitions is shown (p < 0.05).  
No statistically significant differences were found.

Результаты титрования вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 
H1N1(pdm09) на куриных эмбрионах*
The results of titration of the influenza virus A/St. Petersburg/48/16 
H1N1(pdm09) in embryonated chicken eggs*

Пассаж, №
Number of passage

Инфекционная активность вируса гриппа, 
lg ЭИД50/мл

Virus titer, lg EID50/ml
4 6,0 ± 0
5 5,2 ± 0,3
6 6,2 ± 0,3
7 6,2 ± 0,3
8 6,2 ± 0,3
9 6,6 ± 0,2
10 7,0 ± 0

Примечание. * Данные представлены как lg ЭИД50/мл. Показа-
ны стандартные отклонения по пяти повторам (р < 0,05).

Note. * Data expressed as lg EID50/ml. A standard deviation for 5 
repetitions is shown (p < 0.05).
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казана умеренная экспрессия NP-антигена в гладко
мышечном слое и незначительная – в интерсти-
ции и эндотелии сосуда. На рис. 9 в том же пас-
саже удалось выявить умеренную экспрессию 
антигена в мерцательном эпителии и выраженную –  
в антиген-презентирующих клетках. В 10-м пас-

Рис. 2. Гистопатологические изменения в артериоле среднего 
калибра в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×100; окрашивание 

гематоксилином и эозином). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 2. Histopathological changes in medium caliber arteriole; 9th 
passage of influenza virus (Magnification ×100; haemotoxylin and 

eosin staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.

Рис. 3. Гистопатологические изменения в артериоле мелкого 
калибра в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание 

гематоксилином и эозином).
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда, 3 – мерцательный эпителий.

Fig. 3. Histopathological changes in small caliber arteriole; 9th 
passage of influenza virus (Magnification ×40; haemotoxylin and 

eosin staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media, 3 – ciliated epithelium.

и дистрофические явления в мерцательном эпителии 
респираторного тракта, слущивание мерцательного 
эпителия бронхиол, отёк и спазм.

Иммуногистохимическое исследование. Иммуно-
гистохимическим методом определяли NP-белок 
вируса гриппа в 9-м и 10-м пассажах. На рис. 8 по-

Рис. 4. Гистопатологические изменения в мерцательном 
эпителии в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание 

гематоксилином и эозином). 
1 – мерцательный эпителий; 2 – подслизистый слой бронхиол.

Fig. 4. Histopathological changes in ciliated epithelium; 9th passage 
of influenza virus (Magnification ×40; haemotoxylin and eosin 

staining). 
1 – ciliated epithelium; 2 – submucosa of bronchioles.

Рис. 5. Контрольный срез ткани и кровеносного сосуда лёгких 
у неинфицированной крысы (ув. ×100; окрашивание гематокси-

лином и эозином). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 5. Control of tissue section of lungs and pulmonary blood ves-
sel in uninfected rat (Magnification ×100; haemotoxylin and eosin 

staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.


