
81

Вопросы Вирусологии. 2017; 62(2)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-62-2-81-86

Оригинальные исследОвания

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017
УДк 578.823.1/.2:578.5(574/575)

Еремян А.А., Львов Д.К., Щетинин А.М., Дерябин П.Г., Аристова В.А., Гительман А.К., Ботиков А.Г.,  
Альховский С.В.

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ВИРУСОВ ВИДА CHENUDA VIRUS  
(ORBIVIRUS, REOVIRIDAE), ЦИРКУЛИРУЮЩИХ В СРЕДНЕЙ АЗИИ

Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Chenuda virus (cnUV) (Orbivirus, семейство reoviridae) является единственным известным видом ор-
бивирусов, экологически связанным с аргасовыми (argasidae) клещами, и изучение этой группы виру-
сов необходимо для понимания общих закономерностей эволюции вирусов рода Orbivirus. Проведен 
сравнительный полногеномный анализ 5 различных вирусов, принадлежащих к виду Chenuda virus, 
включая штаммы вируса баку (BaKV), и циркулирующих на относительно ограниченной территории в 
Центральной Азии и в закавказье. Показано, что дивергенция генов белков VP4 (Oc1) и VP6 (hel) зна-
чительно превышает этот показатель для остальных генов. Дивергенция по белкам VP4 (Oc1) и VP6 
(hel) между cnUV и BaKV составляет около 50%. Даже у близкородственных штаммов, изолированных 
в одном географическом регионе и обладающих высокой степенью гомологии консервативных генов 
(90 – 95%), дивергенция по VP4 (Oc1) и VP6 (hel) достигает значений, которые соответствуют разным 
серотипам (74,1 – 82,2%). 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Orbivirus; антигенный комплекс Кемерово; арбовирусы; вирус Ченуда; вирус Баку; Argasidae; 
эволюция вирусов.

Для цитирования: Еремян А.А., Львов Д.К., Щетинин А.М., Дерябин П.Г., Аристова В.А., Гительман А.К., Ботиков 
А.Г., Альховский С.В. Генетическое разнообразие вирусов вида Chenuda virus (Orbivirus, Reoviridae), циркулирующих 
в Средней Азии. Вопросы вирусологии. 2017; 62 (2): 81-86.
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2017-62-2-81-86

Eremyan А.А., Lvov D.K., Shchetinin A.M., Deryabin P.G., Aristova V.A., Gitelman A.K., Botikov A.G., 
Alkhovsky S.V.

geneTic DiVersiTY OF VirUses OF chenUDa VirUs sPecies (OrBiVirUs, reOViriDae) 
circUlaTing in cenTral asia

D.I. Ivanovsky Institute of Virology, Federal State Budgetary Institution «Federal Research Centre of Epidemiology and 
Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya»,  Moscow, 123098, Russian Federation
chenuda virus (cnUV) (Orbivirus, reoviridae) is the only known orbivirus associated with argas (argasidae) 
ticks. scientific study of this group is necessary for understanding of Orbivirus genus evolution patterns. We 
conducted a comparative analysis of full genomes of five different viruses of chenuda virus species, including 
Baku virus strains (BaKV) circulating in a rather limited area in the central asia and Transcaucasia. it was 
shown that VP4(Oc1) and VP6(hel) proteins variability greatly exceeds the variability of other proteins. The 
divergence between cnUV and BaKV in this proteins is about 50%. even in closely related strains isolated 
from the same geographical region, the conservative genes of which are 90-95% identical, the VP4(Oc1) and 
VP6(hel) divergence reaches values that would usually be indicative of different serotypes (74.1-82.2%).
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Введение
Род Orbivirus входит в семейство Reoviridae, которое 

объединяет вирусы с сегментированным двухцепочеч-
ным РНК-геномом (9–12 сегментов) и сложно устроен-
ным «трехслойным» капсидом, лишенным липидной обо-
лочки [1]. К роду Orbivirus принадлежат многие важные 
патогены сельскохозяйственных животных, среди кото-
рых вирус синего языка (Bluetongue virus, BTV), вирус 
африканской чумы лошадей (African horse sickness virus, 
AHSV), вирус перуанской болезни лошадей (Peruvian 
horse sickness virus, PHSV), вирус эпизоотической гемор-
рагической болезни (Epizootic hemorrhagic disease virus, 
EHDV) и ряд других [2–4]. Вирусы Кемерово (KEMV), 
Трибеч (TRBV) и Липовник (LIPV), циркулирующие на 
территории России и Восточной Европы, способны вы-
зывать лихорадочное заболевание человека, часто про-
текающее с явлениями поражения ЦНС [5–7].

Орбивирусы являются арбовирусами, т. е. передаются 
позвоночным посредством кровососущих членистоно-
гих переносчиков, причем в зависимости от перенос-
чика орбивирусы делятся на 3 экологические группы: 
передающиеся мокрецами, комарами и клещами. Со-
гласно последнему отчету Международного комитета 
по таксономии вирусов (ICTV), клещевые орбивирусы 
представлены 4 видами (Great Island virus, Wad Medani 
virus, Chenuda virus (CNUV), и Chobar gorge virus), каж-
дый из которых в свою очередь экологически связан с 
определенными видами иксодовых (Ixodidae) или арга-
совых (Argasidae) клещей [1, 8]. Вирусы вида Chenuda 
virus экологически связаны с аргасовыми клещами и их 
прокормителями птицами [8]. На территории Северной 
Евразии несколько штаммов вируса Баку (Baku virus, 
BAKV), принадлежащего к этому виду, были изолиро-
ваны от чайки (Larus argentatus) и клещей Ornithodoros 
capensis, собранных в колониях морских птиц на За-
падном и Восточном побережьях Каспийского моря 
[9–11]. Один штамм BAKV был изолирован от клещей 
O. coniceps, собранных в гнездах голубей в Узбекистане 
[12].

Геном орбивирусов представлен 10 сегментами двух-
цепочечной РНК (Seg-1–Seg-10), которые кодируют 12 
вирусных белков [13, 14]. Помимо 7 структурных бел-
ков VP1 (RdRp), VP2 (T2), VP3 (CaP), VP4 (OC1), VP5 
(OC2), VP6 (Hel), VP7 (T13), входящих в состав вирио-
на, в инфицированных клетках обнаруживаются 5 ви-
русспецифических неструктурных белков NS1 (TuP), 
NS2 (ViP), NS3/NS3a, NS4 [15]. Гены полимеразы VP1 
(RdRp), субкора VP2 (T2) и кора VP7 (Т13) являются 
наиболее консервативными, и на их сравнительном ана-
лизе основана современная классификация орбивирусов 
[16–20]. В основе эволюции орбивирусов, как и других 
РНК-содержащих вирусов, лежит процесс формирова-
ния квазивидов, из которых под действием отбора фор-
мируются новые популяции штаммов (генетический 
дрейф), циркулирующие в определенных экологических 
условиях. Кроме того, определенное значение в эволю-
ции орбивирусов имеет реассортация геномных сегмен-
тов (генетический сдвиг (англ. shift), присущая всем 
РНК-содержащим вирусам с сегментированным гено-
мом (Bunyaviridae, Orthomyxoviridae и др.) [21, 22]. Как 
показано для BTV (прототипный представитель рода 
Orbivirus, передается мокрецами Heleidae, Culicoides), 
скорость изменчивости различных сегментов генома ва-
рьирует от 0,52·10-4 до 6,0·10-4 нуклеотидных замен на 1 

сайт в год [23]. Также варьирует способность отдельных 
сегментов генома к участию в реассортации. Эволюци-
онное значение столь разной изменчивости отдельных 
сегментов генома и их роль в формировании фенотипа 
орбивирусов не до конца выяснены (см. обзор [24]). При 
этом внутривидовая гетерогенность клещевых орбиви-
русов, занимающих отличную от BTV экологическую 
нишу, остается практически неизученной. Между кле-
щевыми орбивирусами одного вида также возможна ре-
ассортация геномных сегментов [25, 26], хотя природные 
реассортанты сегодня не описаны. С целью выявления 
внутривидовой гетерогенности и изменчивости разных 
сегментов генома клещевых орбивирусов в настоящей 
работе проведен сравнительный полногеномный анализ 
5 различных вирусов, принадлежащих к виду Chenuda 
virus. Chenuda virus является единственным известным 
на сегодняшний день видом орбивирусов, экологиче-
ски связанным с аргасовыми клещами, и изучение этой 
группы вирусов необходимо для понимания общих за-
кономерностей эволюции вирусов рода Orbivirus. Из 5 
вирусов, исследованных в работе, 4 (штаммы CNUV и 
BAKV) являются представителями вирусных популя-
ций, циркулирующих на относительно ограниченной 
территории в Центральной Азии и Закавказье. В рабо-
те показано, что даже у близкородственных штаммов 
клещевых орбивирусов, изолированных в одном геогра-
фическом регионе и обладающих высоким сходством 
консервативных генов, уровень дивергенции отдельных 
генов (сегментов) широко варьирует и может достигать 
50%.

Материал и методы
Использованные штаммы. Список использованных 

штаммов представлен в таблице. Штаммы были получе-
ны из Государственной коллекции вирусов Российской 
Федерации при ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России в виде лиофилизированной мозговой 
суспензии. Восстановленной суспензией (0,2 мл) про-
водили интрацеребральное заражение новорожденных 
беспородных белых мышей. После развития симптомов 
поражения ЦНС (2–4 сут) мышей забивали в соответ-
ствии с правилами этичного содержания и использова-
ния лабораторных животных. Осветленную суспензию 
мозга (10%) далее использовали для заражения кле-
ток BHK. После появления цитопатического действия 
(3–4-й день) собирали культуральную жидкость и кон-
центрировали вирус методом ультрацентрифугирования 
(1 ч, 30 000 об/мин) через 20% сахарозную подушку.

Выделение РНК. Осадок вируса растворяли в 1 мл 
реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) и затем про-
водили выделение РНК в соответствии с инструкцией 
производителя.

Подготовка библиотек и секвенирование. Для полу-
чения кДНК 50 нг препарата РНК фрагментировали в 
15 мкл реакционной смеси для обратной транскриптазы 
с гексапраймером и смесью dNTP при 94 oC в течение 
5 мин, после чего помещали в лед. К фрагментирован-
ной РНК добавляли 200 ед. фермента RevertAid Premium 
(“Thermo Scientific”, США) и 20 ед. ингибитора РНКаз 
RNasin (“Promega”, США). Инкубировали при 25 oC  
10 мин, далее при 42 oC 60 мин. Реакцию останавлива-
ли прогреванием при 70 oC 10 мин. Синтез второй цепи 
кДНК проводили с использованием набора NEBNext® 
mRNA Second Strand Synthesis Module (“NEB”, США) в 
соответствии с инструкцией. Полученную дцДНК очи-
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щали с использованием набора MinElute PCR Purification 
Kit (“QIAGEN”, Германия).

Для получения ДНК библиотек из дцДНК использо-
вали набор TruSeq DNA Sample Prep Kits v2 (“Illumina”, 
США) в соответствии с инструкцией. Полученные би-
блиотеки визуализировали на станции автоматического 
электрофореза QIAxcel Advanced System (“QIAGEN”, 
Германия). Молярность полученных библиотек из-
меряли методом ПЦР в реальном времени (2х SsoFast 
EvaGreen Supermix (“Bio-Rad”, США), прибор Bio-Rad 
CFX1000) согласно рекомендациям, изложенным в руко-
водстве “Sequencing Library qPCR Quantification Guide” 
(“Illumina”, США). Секвенирование ДНК-библиотек 
проводили на приборе MiSeq (“Illumina”, США) с ис-
пользованием набора MiSeq Reagent Kits V2 (300PE) в 
соответствии с инструкцией производителя.

Биоинформационный анализ. Обработку данных 
полногеномного секвенирования, сборку контигов и 
картирование ридов проводили с использованием про-
граммы CLC Genomics Workbench 5.5 («CLC bio», 
США). Предварительный поиск гомологичных последо-
вательностей выполняли с помощью сервиса BLASTX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для подбора праймеров, 
множественного выравнивания, анализа нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей использова-
ли пакет программ Lasergene Core Suite («DNAstar», 
США). Выравнивание последовательностей проводили 
по алгоритму ClustalW. Генетическая дистанция опреде-
лена по модели p-distance с попарным удалением гэпов. 
Филогенетический анализ проводили с использованием 
программ MrBayes, в которых применяется байесовское 
моделирование (http://mrbayes.sourceforge.net/). Анализ 
по алгоритму максимального правдоподобия (maximum 
likelihood) с 1000-кратным бутстреп-тестированием вы-
полняли с использованием программы MEGA7. Ден-
дрограммы визуализировали с помощью программы 
TreeGraph 2.0 (http://treegraph.bioinfweb.info/). 

Результаты и обсуждение
В результате секвенирования для каждого штамма 

были определены полные последовательности кодирую-
щих областей всех десяти сегментов генома. Получен-
ные последовательности депонированы в базу данных 
GenBank (см. таблицу). Размер и структура геномных 
сегментов вирусов BAKV, а также прототипного штам-
ма CNUV EgAr1170 совпадают с ранее опубликованны-
ми для Chenuda virus данными [9, 27]. C другими видами 
клещевых орбивирусов, Great Island virus, Wad Medani 
virus и Chobar Gorge virus, для которых доступны геном-
ные данные, он имеет от 15 до 64,4% гомологии. 

Результаты попарного сравнения нуклеотидных и ами-
нокислотных последовательностей сегментов генома 
между изученными штаммами представлены на рис. 1.  

Группа штаммов BAKV, изолированных в Средней 
Азии, имеет с прототипным вирусом CNUV EgAr1170 
(идентичен прототипному EGY1954/01) в среднем 81,5, 
88 и 87,5% гомологии по аминокислотным последо-
вательностям белков VP1 (Pol), VP2 (T2) и VP7 (T13) 
соответственно. Данные значения подтверждают при-
надлежность BAKV к виду Chenuda virus согласно кри-
териям, принятым ICTV. Между собой штаммы BAKV 
имеют высокий уровень сходства по данным белкам 
(89–99,9%), однако среди них несколько выделяется 
штамм LEIV-7453Tur, который изначально был класси-
фицирован как CNUV на основе антигенных реакций 
(Львов Д. К., личное сообщение). Хотя штамм LEIV-
7453Tur имел антигенные отличия от штаммов BAKV, 
генетически данный штамм более близок к BAKV, чем 
к CNUV, по всем сегментам генома. Два наиболее гене-
тически близких друг другу штамма BAKV LEIV-46Azn 
и LEIV-2826Tur, изолированные от клещей O. capensis в 
одном географическом регионе (побережье Каспийского 
моря), имеют высокий уровень сходства (96,9–99,9%) по 
консервативным генам. Штамм LEIV-2275Uz, изолиро-
ванный от клещей O. coniceps в Узбекистане (в другой 
экологической системе), по генам VP1 (Pol), VP2 (T2) и 
VP7 (T13) имеет 95,3–97,9% идентичности с указанны-
ми выше штаммами.

VP1 (Pol) представляет собой вирусную РНК-
зависимую РНК-полимеразу и является одним из наи-
более консервативных белков у вирусов семейства 
Reoviridae [1]. Между тем уровень идентичности белка 
VP1 (Pol) в рассматриваемой группе штаммов BAKV 
несколько ниже (89–95%), чем структурного белка VP2 
(T2) (94,5–98%). Согласно полученным данным, к кон-
сервативным внутри данного вида генам можно также 
отнести гены минорного белка кэппирующего фермен-
та VP3 (CaP), белка внешнего капсида VP5 (OC2) и не-
структурных белков NS1 (TuP), NS2 (ViP) и NS3, уро-
вень идентичности которых у исследованных штаммов 
лишь незначительно ниже, чем VP1 (Pol), VP2 (T2) и 
VP7 (T13) во всех парных группах сравнения (см. рис. 
1). С другой стороны, уровень дивергенции последова-
тельностей белков внешнего капсида VP4 (OC1) и хе-
ликазы VP6 (Hel) и NS4 значительно превышает пока-
затели, полученные для консервативных генов. Уровень 
идентичности аминокислотной последовательности 
белка VP4 (OC1) у различных штаммов BAKV состав-
ляет 70,9–76,2%, а между BAKV и CNUV – 47–48,3%. 
По белку VP6 (Hel) штаммы BAKV имеют 49,8–52% 
сходства с CNUV. У различных штаммов BAKV уровень 
гомологии VP6 (Hel) варьирует от 70,1% (при сравнении 
с LEIV-7453Tur) до 82,2% идентичных аминокислотных 
остатков. Кроме белка VP6 (Hel), в сегменте 9 орбиви-
русов была обнаружена дополнительная непрерывная 
открытая рамка считывания (ОРС), предположительно 

Штаммы, использованные в работе

Вирус Штамм Место изоляции (год) Источник изоляции Биотоп Номер депонента 
GenBank

BAKV LEIV-46Azn Азербайджан, Бакинский архипелаг (1970) Клещи O. capensis Гнезда чайки KJ191548–57
LEIV-2275Uz Узбекистан, Паркент (1972) То же Голубятня KY023339–48

LEIV-2826Tur Туркмения, залив Кара-Богаз-Гол (1973) " " Гнезда чайки KY023349–58
CNUV EgAr1170 Египет, д. Ченуда в дельте Нила (1954) Клещи A. reflexus Голубятня –

LEIV-7453Tur Туркмения, водохранилище Маметкель (1973) Комары Culex modestus Колония воробьев KP311318–26
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кодирующая белок, функция которого пока неизвестна, 
обозначаемого как VP6a или NS4. При этом длина ОРС 
у передающихся клещами орбивирусов почти в 2 раза 
больше, чем у передающихся мокрецами или комарами 
[28]. Уровень идентичности аминокислотной последова-
тельности белка NS4 между близкими штаммами BAKV 
составляет 90,4–92,1%, тогда как между BAKV и CNUV 
– только 58,2%, причем уровень консервативности белка 
NS4 в любой паре сравнения превышает уровень кон-
сервативности белка VP6 (Hel).

Результаты филогенетического анализа представлены 
на рис. 2. Штаммы BAKV вместе с CNUV формируют 
самостоятельную ветвь в составе клещевых орбивиру-
сов. Можно отметить, что топология дендрограмм, по-
строенных на основе сравнения консервативных белков 
VP1 (RdRp) и VP7 (T13) (см. рис. 2, а, б), отражает эко-
логические и географические особенности источников 
изоляции штаммов. Относительно штаммов BAKV из 

Средней Азии прототипный штамм CNUV EgAr1170 за-
нимает внешнее положение. Штаммы BAKV формируют 
2 группы, одна из которых представлена штаммами LEIV-
46Azn, LEIV-2826Tur и LEIV-2275Uz, а вторая – штаммом 
LEIV-7453Tur. Топология дендрограмм, построенных на 
основе сравнения дивергентных генов VP4 (OC1) и VP6 
(Hel) (см. рис. 2, в, г), в целом совпадает с дендрограм-
мами, построенными на основе консервативных генов, за 
исключением взаимного расположения штаммов BAKV 
внутри своей ветви. Так, в отличие от консервативных ге-
нов по белку VP4 (OC1) штамм LEIV-7453Tur группиру-
ется вместе со штаммами LEIV-2275Uz и LEIV-2826Tur, 
тогда как LEIV-46Azn занимает внешнее по отношению 
к ним положение (см. рис. 2, в). Штаммы LEIV-7453Tur, 
LEIV-46Azn и LEIV-2826Tur изолированы в одной геогра-
фической локации, и топология дендрограммы позволяет 
предположить, что в их эволюционной истории произо-
шла реассортация по сегменту 4.

Рис. 1. Графическое представление результатов попарного сравнения нуклеотидных (а) и аминокислотных (б) последовательно-
стей генома различных изолятов CNUV и BAKV. Для каждого сегмента/белка (ось абсцисс) представлены значения идентичности 

(%, ось ординат) для пар штаммов в следующей последовательности: LEIV-46Azn/ LEIV-2826Tur; LEIV-2826Tur/ LEIV-2275Uz; 
LEIV-46Azn/ LEIV-2275Uz; LEIV-2816Tur/ LEIV-7453Tur; LEIV-46Azn/ LEIV-7453Tur; LEIV-7453Tur/ LEIV-2275Uz; LEIV-7453Tur/ 

EGY1954; LEIV-2826Tur/ EGY1954; LEIV-46Azn/ EGY1954; LEIV-2275Uz/ EGY1954



85

Вопросы Вирусологии. 2017; 62(2)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-62-2-81-86

Оригинальные исследОвания

геномной РНК [31]. VP6 (Hel) обладает хеликазной и 
РНК-зависимой АТФазной активностью, необходимой 
для транскрипции вирусных генов, а также, вероятно, 
участвует в упаковке геномной РНК в вирион [32, 33]. 
Белок VP6 (Hel) является неструктурным, его высокая 
степень изменчивости не связана с давлением иммун-
ной системы. При этом нужно отметить, что белок NS4, 
кодируемый альтернативной ОРС того же сегмента ге-
нома (Seg-9), более консервативен, чем VP6 (Hel). Это 
свидетельствует о действии разных селективных факто-
ров на отдельные вирусные гены.

Таким образом, в геноме орбивирусов, экологиче-
ски связанных с аргасовыми клещами, можно выде-
лить пул относительно консервативных генов, дивер-
генция которых между вирусами, принадлежащими 
к одному виду, не превышает 12–18%. Вместе с тем 
даже у близкородственных штаммов, изолированных 
в одном географическом регионе и обладающих вы-
соким сходством консервативных генов, дивергенция 
отдельных генов (сегментов) широко варьирует и мо-
жет достигать 25%.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
у клещевых вирусов вида Chenuda virus рода Orbivirus 
изменчивость генов белков VP4 (OC1) и VP6 (Hel) зна-
чительно превышает изменчивость остальных генов. 
Дивергенция по белкам VP4 (OC1) и VP6 (Hel) между 
BAKV и CNUV составляет около 50%, что соответству-
ет разным видам, хотя эти два вируса рассматриваются 
как серотипы одного вида Chenuda virus. Даже у гене-
тически близких штаммов BAKV LEIV-46Azn и LEIV-
2826Tur, которые имеют 97,9–99,6% идентичности по 
консервативным белкам, дивергенция по VP4 (OC1) и 
VP6 (Hel) достигает значений, которые соответствуют 
разным серотипам (74,1–82,2%). Белок VP4 (OC1) явля-
ется одним из двух белков внешнего капсида и несет на 
себе основные вируснейтрализующие, видо- и сероти-
попределяющие антигенные эпитопы. Кроме того, VP4 
(OC1) является рецепторсвязывающим белком и облада-
ет гемагглютинирующей активностью [29, 30]. Высокий 
уровень изменчивости белка VP4 (OC1) можно объяс-
нить давлением иммунной системы позвоночных хозя-
ев. Белок VP6 (Hel) наряду с VP1 (RdRp) и VP3 (CaP) 
участвует в образовании транскриптазного фермента-
тивного комплекса, который осуществляет репликацию 

Рис. 2. Дендрограммы, построенные с использованием алгоритма байесовского моделирования на основе сравнения полных амино-
кислотных последовательностей белков VP1 (RdRp) (а); VP7 (T13) (б); VP4 (OC1) (в); VP6 (Hel) (г).
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