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Введение. Варианты вируса гриппа (ВГ) А подтипа Н7, как и Н5, обладают высоким пандемическим по-
тенциалом. Однако имеющиеся сведения об антигенной структуре гемагглютинина (HA) Н7 значительно 
уступают по объёму аналогичным данным в отношении НА подтипа Н5.
Цели исследования – разработка и характеристика панели моноклональных антител (МКАТ), направлен-
ных к НА подтипа Н7 возбудителя гриппа А.
Материал и методы. Культуру вируса накапливали в 10-дневных куриных эмбрионах. Очистку и концен-
трацию вирусных частиц, определение концентрации белка, получение МКАТ и асцитных жидкостей, ре-
акцию гемагглютинации (РГА) и реакцию торможения гемагглютинации (РТГА), оценку активности антител  
в непрямом иммуноферментном анализе (ИФА), а также определение изотипов МКАТ и реакцию нейтрали-
зации (РН) проводили стандартными способами.
Результаты. Полученные МКАТ к штамму А/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) исследованы в РТГА с на-
бором штаммов разных лет выделения, относящихся к различным эволюционным группам. Во всех случаях 
антитела обладали сниженной реакционной способностью по сравнению с вирусом-иммуногеном. Выявле-
но перекрёстное взаимодействие МКАТ 9E11 и 9G12 в РТГА с ВГ А/H15.
Обсуждение. Возбудитель гриппа А с НА подтипа Н7 может послужить потенциальным агентом будущей 
пандемии. Разработка панели МКАТ к НА этого подтипа представляется актуальной задачей как для вете-
ринарии, так и для общественного здравоохранения.
Заключение. Полученные нами антитела могут найти применение не только для эпитопного картирования 
НA подтипа вируса Н7 (которое к настоящему времени недостаточно разработано) и в качестве реагентов 
тест-систем, но и с целью определения общих («универсальных») эпитопов в данной молекуле у разных 
штаммов Н7.
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Monoclonal antibodies to hemagglutinin of influenza A/H7N3 virus 
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Introduction. Variants of influenza virus A/H7 have the same high pandemic potential as A/H5. However, the 
information about the antigenic structure of H7 hemagglutinin (НА) is considerably inferior in quantitative terms to 
similar data for H5 НА.
The aims of the study were development and characterization of the monoclonal antibodies (MAbs) panel for HA 
subtype H7 of the influenza A virus.
Material and methods. Viruses were accumulated in 10-day-old chicken embryos. Purification and concentration of the 
virus, determination of protein concentration, preparation of MAbs and ascitic fluids, hemagglutination and hemaggluti-
nation inhibition (HI) tests, assessment of antibodies’ activity in indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
as well as determination of MAbs isotypes and neutralization reaction (NR) were carried out by standard methods.
Results. The obtained MAbs to А/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) strain were studied in HI test with a set 
of strains of different years of isolation belonging to different evolutionary groups. MAbs had a reduced reactivity 
compared to the immunogen-virus for all the studied strains. Cross-interaction of MAbs 9E11 and 9G12 in HI test 
with influenza A/H15 virus has been observed.
Discussion. Influenza A agent with H7 HA variant could serve as a potential cause of a future pandemic. Devel-
opment of the MAbs panel for subtype H7 HA is an urgent task for both veterinary medicine and public health.
Conclusion. The obtained MAbs can be used not only for epitope mapping of the H7 HA molecule (currently insuf-
ficiently studied) and as reagents for diagnostic assays, but also for determining common («universal») epitopes 
in HA of different strains of this subtype.
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Введение
Вирус гриппа (ВГ) с гемагглютинином (НА) подти-

па Н7 впервые идентифицирован в 1955 г. по моде-
ли штамма A/chicken/Bresia/1/1902 (H7N7), ставшего 
причиной крупной эпизоотии в Европе в начале XX 
в. [1]. Спустя столетие на европейской территории 
произошла ещё одна вспышка, вызванная вирусом 
птиц H7N7, при которой были также случаи пораже-
ния людей [2, 3]. Затем с февраля 2013 г., а именно 
в начале сезона весенней миграции птиц, в Китайской 
Народной Республике (КНР) возникали спорадиче-
ские эпизоды заболевания в человеческой популя-
ции, связанные с ВГ птиц подтипа H7N9. Источником 
большинства подобных случаев были инфицирован-
ные домашние птицы, переносившие инфекцию бес-
симптомно. Массовая гибель птиц тогда не была заре-
гистрирована, однако выявлено несколько семейных 
очагов заболевания у людей, все члены семей кото-
рых могли контактировать с птицами. Под наблюде-
нием специалистов находились около 2 тыс. человек, 
имевших контакты с заболевшими, в результате чего 
была показана ограниченная способность ВГ птиц 
А (H7N9) передаваться воздушно-капельным путём 
от человека к человеку. Повышенное сродство это-
го патогена к клеточным рецепторам «человеческо-
го» типа тоже подтверждает подобную возможность 
[4]. Таким образом, варианты ВГ А подтипа Н7, как 
и «печально известного» Н5, также обладают высо-
ким пандемическим потенциалом. Между тем сведе-
ния об антигенной структуре гемагглютинина (НА) 
Н7 значительно уступают по объёму аналогичным 
данным в отношении подтипа Н5.

Изложенные факты определяют значимость ис-
следования эволюционной изменчивости и антиген-
ной структуры молекулы НА подтипа Н7. Достиже-
нию этой цели может способствовать использование 
специ фичных моноклональных антител (МКАТ). По-
добные антитела успешно применяют для типирова-
ния ВГ посредством таких простых и доступных им-
мунологических методов, как реакция нейтрализации 
(РН) и реакция торможения гемагглютинации (РТГА). 
МКАТ, полученные к НА H7, применяются с целью 
эпитопного картирования этой молекулы изолята А/
H7N9, выделенного в КНР [5–7]. Они также служат 
ценным исследовательским инструментом в процессе 
антигенной характеристики новых вирусных штам-
мов, что при сопоставлении с данными генетического 
анализа позволяет выявить закономерности эволюци-
онной изменчивости ВГ.

Целями настоящей работы явились разработка и ха-
рактеристика панели МКАТ, направленных к молеку-
ле НА подтипа Н7 возбудителя гриппа А.

Материал и методы
Получение аллантоисной жидкости, содержа-

щей вирус гриппа. Культивирование ВГ A/mallard/
Netherlands/12/2000 (H7N3), A/FPV/Rostock/34 (H7N1),  
A/FPV/Weybridge (H7N7), A/Anhui/1/2013 (H7N9), 
A/Shanghai/2/2013 (H7N9), A/сhicken/NJ/294508-12/ 
2004 (H7N2), A/chicken/NJ/294598-12/2004-MA (H7N2)  

[8], A/avian/NJ/273874/2003 (H7N2), A/duck/Moscow/ 
4970/2013 (H1N1), A/duck/Moscow/4182/2010 (H5N3) 
и A/duck/Australia/341/83 (H15N8) проводили в аллан-
тоисной полости куриных эмбрионов согласно мето-
дическим рекомендациям ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А 
Смородинцева» (НИИ гриппа) Минздрава России [9].

Очистка и концентрация вируса. Вирусные ча-
стицы из содержащей ВГ A/mallard/Netherlands/ 
12/2000 (H7N3) аллантоисной жидкости осаждали 
ультрацентрифугированием при 50 000 g в течение 2 ч 
и суспендировали в малом количестве (1 мл) 10 мМ 
Трис-ЭДТА буфера, рН 7,2 (STE). После этого выпол-
няли очистку вируса через градиент 20–60% сахаро-
зы ультрацентрифугированием при 100 000 g в тече-
ние 2,5 ч с последующим осаждением вирусных ча-
стиц из зоны 36–40% сахарозы на дно при 120 000 g 
на протяжении 1 ч. Осадок ресуспендировали в буфе-
ре STE. Полученную суспензию хранили до исследо-
вания в замороженном состоянии при −75 °С.

Определение концентрации белка. Концентрацию 
белка оценивали с помощью набора «BCATM Protein 
Assay Kit» («Pierce», США); реакцию проводили в со-
ответствии с инструкцией производителя. Результаты 
учитывали при длине волны 560 нм на спектрофото-
метре Multiskan FC («ThermoFisher Scientific», Фин-
ляндия). Значения концентрации белка в исследуе-
мых пробах рассчитывали по калибровочной кривой, 
линейный участок которой соответствовал интервалу 
концентраций 0,05–2,0 мг/мл по белку.

Получение моноклональных антител. МКАТ 
к вирусу А/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) по-
лучали по модифицированному методу, описанному 
ранее [10].

Получение асцитных жидкостей. Мышам ли-
нии BALB/c, предварительно праймированым при-
станом (С19H40) (0,5 мл на особь), внутрибрюшинно 
вводили гибридные клетки в количестве 3–5 млн на 
особь. Спустя 2–3 нед асцитную жидкость отбирали 
из брюшной полости мышей. Исследования выполня-
ли согласно «Пpавилам пpоведения pабот с иcполь-
зованием экспеpиментальных животных» (приказ МЗ 
РФ N 266 от 19.06.2003).

Реакция гемагглютинации и реакция торможе-
ния гемагглютинации. Реакции гемагглютинации 
(РГА) и торможения гемагглютинации (РТГА) ста-
вили стандартным методом в соответствии с мето-
дическими рекомендациями НИИ гриппа [9]. За титр 
антител принимали их наибольшее разведение, пол-
ностью подавляющее гемагглютинацию 8 ГАЕ вируса 
(ГАЕ – гемагглютинирующая единица).

Оценку активности полученных моноклональных 
антител в непрямом иммунофлуоресцентном анали-
зе выполняли согласно описанной ранее методике [10].

Определение изотипов моноклональных анти-
тел. Изотипы МКАТ определяли в ИФА с исполь-
зованием коммерческого набора «IsoStrip™ Mouse 
Monoclonal Antibody Isotyping Kit» («Sigma», Герма-
ния) согласно инструкциям фирмы-изготовителя.

Оценку нейтрализующей активности монокло-
нальных антител в микрокультуральном иммуно-
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флуоресцентном анализе также проводили по опи-
санной ранее методике [10].

Иммуноблоттинг. Вирусные белки разделяли 
при помощи электрофореза в 5–20%-градиентном 
полиакриламидном геле (ПАГ) в восстанавлива-
ющих условиях (с добавлением β-меркаптоэтано-
ла, С2H6SO) и переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану Millipore толщиной 0,45 мкм («Sigma-
Aldrich», США) посредством элюции. Инкубацию 
МКАТ в блокирующем растворе бычьей фетальной 
сыворотки (ФСБ), содержащем 5% бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА), осуществляли при темпе-
ратуре 37 °С в течение 2 ч, после чего обрабатыва-
ли пероксидазным конъюгатом антител к молекулам 
IgG мыши («Sigma»), разведённым блокирующим 
буфером в соотношении 1 : 1000, при 37 °С на про-
тяжении 1 ч. Окраску белков на нитроцеллюлозной 
мембране проводили раствором для блоттинга, содер-
жащим 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина гидрохлорид 
(ТМБ) (C16H20N2) с добавлением пероксида водорода 
(H2O2).

Построение филогенетических деревьев вирусов 
гриппа А подтипа Н7. При построении деревьев 
применяли 2 различные программы: FastTree v.2.1.10 
[11], в основе которой заложен метод присоединения 
соседей (neighbor-joining, NJ) с последующим уточ-
нением методами минимальной эволюции (замены 
ближайшего соседа – nearest neighbour interchange, 
NNI и обрезки/пересадки ветвей субдеревьев – subtree 
pruning and regrafting, SPR) и максимального правдо-
подобия (maximal likehood estimation, MLE) на матри-
це замен LG [12], и алгоритм RAxML v.8.2.10 [13], ис-
пользующий MLE на матрицах замен LG и FLU [14].

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с «Consensus Author Guidelines for Animal Use» 
(IAVES, 23 July 2010). Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом ФГБУ «НИИ гриппа им. 
А.А. Смородинцева» Минздрава России (Протокол 
№ 13/1 от 21.10.2019).

Результаты
В результате отбора положительных клонов получе-

на панель из 7 МКАТ (7D11, 7H9, 8A3, 9B2, 9B10, 9E11 
и 9G2), специфически взаимодействующих с очи-
щенным концентратом вируса-иммуногена A/mallard/
Netherlands/12/2000(H7N3). Согласно данным ве-
стерн-блот анализа все антитела оказались направ-
ленными к большой субъединице (НА1) НА (моле-
кулярная масса 57 кДа), что предполагает их взаимо-
действие с линейными эпитопами данной молекулы 
[15, 16]. Результаты определения класса и субкласса 
тяжёлых цепей в составе иммуноглобулина показали, 
что все МКАТ принадлежали к классу IgG, но к раз-
личным его изотипам: в частности, 7D11 к IgG3, 7H9 
и 9E11 – к IgG2a, 9B2 и 9B10 – к IgG1. Получен-
ные МКАТ взаимодействовали в ИФА с вирусом A/
mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) в диапазоне ти-
тров 10−4–10−7. Обнаружено, что антитела 7D11, 7H9 

и 9B2 обладали значительной нейтрализующей актив-
ностью по отношению не только к вирусу-иммуноге-
ну, но и к высокопатогенному штамму A/Anhui/1/2013 
(H7N9). Характеристика полученных МКАТ пред-
ставлена в табл. 1.

Для типирования и антигенного анализа вирусных 
штаммов наиболее широкое применение находит  
РТГА. Установлено, что все МКАТ обладали вы-
раженной антигемагглютинирующей активно-
стью в отношении вируса-иммуногена A/mallard/ 
Netherlands/12/2000 (H7N3) (табл. 2). По степени  
интенсивности взаимодействия в РТГА полученные  
антитела можно условно разделить на 2 группы:  
1) МКАТ (8А3 и 9B10) со средней активностью  
(титры 1 : 640 – 1 : 1280); 2) МКАТ (7D11, 7H9, 9B2,  
9E11 и 9G12) с высокой активностью (титры  
1 : 103 – 1 : 2 × 103). Полученные антитела исследо-
ваны в данной реакции с набором штаммов ВГ под-
типа Н7 разных лет выделения, относящихся к раз-
личным эволюционным группам (табл. 2). Во всех 
случаях МКАТ обладали сниженной реакционной 
способностью по сравнению с таковой для виру-
са-иммуногена. Кроме того, представлялось важным 
оценить реакционную способность антител с ВГ 
различных подтипов НА – как эволюционно близ-
ких к Н7 (Н15), так и эволюционно удалённых (Н5, 
Н1) (рис. 1) [17]. В результате выявлено перекрёст-
ное взаимодействие 9E11 и 9G12 в РТГА с вирусом  
А/H15. С возбудителями подтипов H5N3 и H1N1 все 
полученные нами МКАТ не реагировали.

Чтобы теоретически подтвердить филогенетиче-
скую удалённость исследованных штаммов ВГ А/H7 
от использованного нами для получения МКАТ виру-
са A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3), проведено 
построение филогенетических деревьев с использова-
нием базы данных GISAID EpiFluTM для возбудителей 
гриппа А с НА подтипа Н7. Для построения деревьев 
отобрано 4491 полных и полностью определённых 
аминокислотных последовательностей вирусов с НА 
H7, идентифицированных с 1902 по 2020 г., среди ко-
торых оказалось 1999 уникальных. Их выравнивание 
выполнено с помощью программы Clustal Omega [18] 
и признано нами приемлемым. Как и ожидалось, ос-
новные различия в длине последовательностей были 
обусловлены наличием вариабельности в сайте наре-
зания – между большой (HА1) и малой (HА2) субъе-
диницами молекулы НА.

Полученные деревья сравнивались с аналогичными 
данными более ранних исследований филогении H7 
[19] и между собой, как визуально, так и с исполь-
зованием метрики Робинсона–Фулдса [20] при по-
мощи пакета программ Phangorn v.2.5.5 (https://www.
rdocumentation.org/packages/phangorn). Результаты 
сравнения (табл. 3) показывают хорошее согласие 
построенных различными методами деревьев H7, 
что подтверждает возможность использования их для 
оценки дистанции между тестируемыми штаммами.

На рис. 2 представлено построенное нами филоге-
нетическое дерево вирусов А/Н7, из которого видно, 
что использованный «европейский» вирус-иммуно-

http://icwww.epfl.ch/~stamatak/index-Dateien/Page443.htm
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Таблица 1. Иммунохимические и биологические свойства моноклональных антител к вирусу гриппа А/Н7N3
Table 1. Immunochemical and biological properties of monoclonal antibodies to influenza A/H7N3 virus

Моноклональные антитела
Monoclonal antibodies

7D11 7H9 8A3 9B2 9B10 9E11 9G12

Класс и cубкласс иммуноглобулина
Immunoglobulin class and subclass

IgG*,
IgG3

IgG,
IgG2a

IgG,
н.и.
n.i.

IgG,
IgG1

IgG,
IgG1

IgG,
IgG2a

IgG,
н.и.
n.i.

Иммуноблоттинг с вирусом A/mallard/
Netherlands/12/2000 (H7N3) (белок)
Immunoblotting with A/mallard/Netherlands/12/2000 
(H7N3) virus (protein)

НА1 НА1 НА1 НА1 НА1 НА1 НА1

Активность в непрямом ИФА с вирусом A/mallard/
Netherlands/12/2000 (H7N3), титр**

Activity in indirect ELISA with virus
A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3), titer**

5 × 106 5 × 105 104 5 × 107 104 5 × 106 5 × 106

Активность в реакции нейтрализации с вирусом
A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3), титр***

Activity in neutralization reaction with virus
A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3), titer**

> 2 × 103 2 × 103 н.и.
n.i.

103 н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

Активность в реакции нейтрализации с вирусом 
A/Anhui/1/2013 (H7N9), титр***

Activity in neutralization reaction with virus  
A/Anhui/1/2013 (H7N9), titer***

> 2 × 103 2 × 103 н.и.
n.i.

103 н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

Примечание. *приведены данные одного из 3 типичных экспериментов; **титры МКА представлены в обратных разведениях; ***нейтра-
лизующим титром моноклональных антител считали последнее их разведение, при котором наблюдалось 2-кратное снижение оптической 
плотности при длине волны 450 нм (ОП450) по сравнению с контролем репродукции вируса; н.и. – не исследовались; НА1 – большая субъеди-
ница молекулы гемагглютинина; ИФА – иммуноферментный анализ.

Note. *data from one of three typical experiments are presented; **monoclonal antibodies titers are presented in reverse dilutions; ***the neutralizing 
titer of monoclonal antibodies was considered to be the last dilution in which there was a twofold decrease in optical density at a wavelength of 450 
nm (OD450) compared to the control of virus reproduction; n.i., not investigated; HA1, large subunit of hemagglutinin molecule; ELISA, enzyme-linked 
immunosorbent assay.

Таблица 2. Активность моноклональных антител в реакции торможения гемагглютинации с различными штаммами вируса  
гриппа А (титры)
Table 2. Monoclonal antibodies activity in hemagglutination inhibition test with different influenza A virus strains (titers)

Вирусные штаммы
Virus strains

Моноклональные антитела*

Monoclonal antibodies*

7D11 7H9 8A3 9B2 9B10 9E11 9G12

A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) 1 : 20 480** 1 : 20 480 1 : 640 – 1 : 1280 1 : 20 480 1 : 640 – 1 : 1280 1 : 10 240 1 : 10 240

A/FPV/Rostock/34 (H7N1) 1 : 6400 < 1 : 100 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 20 < 1 : 100 1 : 400

A/FPV/Weybridge (H7N7) 1 : 200 < 1 : 100 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 100

A/Anhui/1/2013 (H7N9) 1 : 10 240 1 : 10 240 н.и.
n.i.

1 : 320 н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

A/Shanghai/2/2013 (H7N9) 1 : 20 480 1 : 10 240 н.и.
n.i.

1 : 640 н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

н.и.
n.i.

A/chicken/NJ/294598-12/2004-MA 
(H7N2)

1 : 800 1 : 3200 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 20 1 : 1600 1 : 3200

A/сhicken/NJ/294508-12/2004 (H7N2) 1 : 3200 < 1 : 100 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 20 1 : 800 1 : 3200

A/avian/NJ/273874/2003 (H7N2) 1 : 12 800 1 : 6400 < 1 : 20 < 1 : 100 < 1 : 20 1 : 1600 1 : 3200

A/duck/Australia/341/83 (H15N8) < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 1 : 320 1 : 2560

A/duck/Moscow/4970/2013 (H1N1) < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20

A/duck/Moscow/4182/2010 (H5N3) < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20 < 1 : 20

Примечание. *приведены данные одного из 3 типичных экспериментов; **приведены обратные величины титра моноклональных антител 
в реакции торможения гемагглютинации; н.и. – не исследовались.

Note. *data from one of three typical experiments are presented; **the inverse values of the monoclonal antibodies titer in hemagglutination 
inhibition are given; n.i., not investigated.
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ген A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3) достаточно 
далеко расположен от «корневых» ВГ А/Н7 штаммов 
A/FPV/Rostock/34 (H7N1), A/FPV/Weybridge (H7N7), 
равно как и от «азиатских», сравнительно недавних 
изолятов A/Anhui/1/2013 (H7N9), A/Shanghai/2/2013 
(H7N9), и ещё далее – от A/сhicken/NJ/294508-12/2004 
(H7N2), принадлежащего «американской» ветви дере-
ва. К сожалению, последовательность штамма A/avian/
NJ/273874/2003 (H7N2) в базе данных не найдена, ве-
роятно, в связи с тем, что она не была секвенирована.

Полные версии построенных деревьев приве-
дены в сопроводительных материалах (https://doi.
org/10.36233/0507-4088-45supl1, https://doi.org/10.36233/ 

0507-4088-45supl2, https://doi.org/10.36233/0507-4088-
45supl3, https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl4, https:// 
doi.org/10.36233/0507-4088-45supl5, https://doi.org/10. 
36233/0507-4088-45supl6).

Обсуждение
Возбудитель гриппа А с гемагглютинином подтипа 

Н7 может стать потенциальной причиной будущей 
пандемии [21]. В этой связи поиск направленных 
против данного патогена средств, а также компонен-
тов диагностических тест-систем [22, 23] для бы-
строй идентификации и типирования новых изолятов 
является актуальной задачей как для ветеринарии, 
так и для общественного здравоохранения. С этой 
целью в настоящем исследовании разработана па-
нель МКАТ к молекуле НА низкопатогенного ВГ A/
mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3). Ранее он был 
выбран в качестве донора НА для создания виру-
са-реассортанта – вакцинного штамма [24]. В более 
поздней работе предложены векторные вакцины на 
основе этого же штамма [25]. Отметим, что A/mallard/
Netherlands/12/2000 (H7N3), так же как и A/mallard/
Netherlands/2/2000 (H10N7), послужил прототипом 
высокопатогенного природного реассортанта A/
chicken/Netherlands/1/2003 (H7N7), вызвавшего эпи-
зоотию в Европе в начале XX в. Таким образом, вы-
бор возбудителя-иммуногена для получения МКАТ 
был сделан не случайно.

Полученные нами антитела к «европейскому» 
возбудителю A/mallard/Netherlands/12/2000 (H7N3), 
как оказалось, слабо реагируют в РТГА с патоген-
ными «азиатскими» (A/Anhui/1/2013 (H7N9) и A/
Shanghai/2/2013 (H7N9)) вирусами 2013 г., ещё более 
слабо – с «американскими» (A/сhicken/NJ/294508-
12/2004 (H7N2), A/avian/NJ/273874/2003 (H7N2) и A/
chicken/NJ/294598-12/2004-MA (H7N2)), а также «кор-
невыми европейскими» (A/FPV/Rostock/34 (H7N1) 
и A/FPV/Weybridge (H7N7)) изолятами этого подти-
па. Тем не менее некоторые МКАТ (7D11, 7H9, 9E11 
и 9G12) демонстрируют высокие титры в РТГА с фи-
логенетически удалёнными вирусами. Поэтому нам 
представлялось важным построить более современ-
ные филогенетические деревья с целью определения 
удалённости друг от друга используемых штаммов, 
что было сделано с помощью программ, оптимизи-

Рис. 1. Эволюционные связи между вирусами гриппа водопла-
вающих птиц и млекопитающих, основанные на результатах 

полногеномного секвенирования генов гемагглютинина репре-
зентативных вирусных штаммов [17].

Fig. 1. Evolutionary relationships between waterfowl and mam-
malian influenza viruses based on the results of genome-wide gene 

sequencing of representative viral strains [17].

Таблица 3. Взвешенная дистанция Робинсона–Фулдса между филогенетическими деревьями (в процентах)
Table 3. The Robinson–Foulds weighted distance between phylogenetic trees (at percentage)

Методы построения филогенетических деревьев (программа и матрица замен)
Methods of phylogenetic trees construction (program and substitution matrix) FastTree-LG RAxML-FLU RAxML-LG

FastTree-LG 0 28,9 35,0
RAxML-FLU 28,9 0 10,3
RAxML-LG 35,0 10,3 0

Примечание. За расстояние между деревьями принимается сумма A + B (где А – количество разбиений первого дерева, которые не при-
сутствуют во втором, B – аналогичное количество для второго дерева, которые не присутствуют в первом), отнесённая к общему количеству 
разбиений и выраженная в процентах (взвешенная дистанция Робинсона–Фулдса). В ячейках таблицы приведены различия в процентах 
между деревьями, построенными при помощи разных программ.

Note. The distance between the trees is taken as the sum of A + B (where A is the number of partitions of the first tree that are not present in the 
second, B is the number of partitions of the second tree that are not present in the first) assigned to the total number of partitions and expressed in percent 
(Robinson–Foulds weighted distance). The table cells show the percentage differences between trees constructed using different programs.

https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl1
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl1
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl2
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl2
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl3
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl3
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl4
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl5
https://doi.org/10.36233/0507-4088-45supl5
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рованных к увеличению количества последователь-
ностей. Результат оказался аналогичным «старым» 
версиям филогении [19], в которых вирусы гриппа 
А/H7 подразделяются на 4 основные ветви: «австра-
лийскую», «евразийскую», «лошадиную» и «амери-
канскую», причём последняя является наиболее уда-
лённой от остальных. Такое распределение связано, 
по-видимому, с преимущественно меридианно-на-
правленной миграцией диких птиц – переносчиков 
птичьего гриппа [26]. 

К сожалению, МКАТ 9E11 и 9G12, обнаружившие 
связывание в РТГА с вирусом Н15 (эволюционно 
близким к Н7), нельзя использовать для дифференци-
альной диагностики и типирования НА в иммуноло-
гических тестах. В дальнейшем планируется иссле-
довать их реактогенную способность по отношению 
к более развёрнутому спектру возбудителей гриппа 
с различными подтипами НА.

Заключение
Достаточно высокая вируснейтрализующая актив-

ность антител 7D11, 7H9 и 9B2 предполагает воз-
можность их перспективного применения в качестве 
реагентов диагностических тест-систем, профилакти-
ческих и лечебных средств.

Все МКАТ панели, представленной в данной работе, 
в дальнейшем планируется использовать для изучения 
особенностей тонкой антигенной структуры молекулы 
Н7. Кроме того, полученные нами антитела могут найти 
применение не только для эпитопного картирования НА 
Н7 (которое к настоящему времени, к сожалению, не-
достаточно разработано) и в качестве реагентов тест-си-
стем, но и для определения общих («универсальных») 
эпитопов в молекуле НА подтипа Н7 разных штаммов.
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