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Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) изучены особенности влияния аттенуированного вируса 
бешенства штамма «Москва 3253» на морфологические параметры клеток перевиваемой линии Vero. Для 
подтверждения специфичности взаимодействия и определения инфекционной активности вируса бешен-
ства использовали методы, основанные на фазово-контрастной микроскопии и иммунофлюоресценции. 
Получены изображения интактных и инфицированных вирусом бешенства клеток Vero в различные сроки 
культивирования вируса. Установлен характер изменения геометрических размеров клеток (длины, ши-
рины, высоты) и шероховатости клеточной мембраны в зависимости от времени культивирования виру-
са бешенства. на протяжении наблюдения регистрировали как увеличение, так и уменьшение размеров 
клетки, при этом размеры инфицированной клетки превышали размеры интактной. Возрастание значений 
шероховатости клеточной мембраны при воздействии вируса бешенства наблюдалось в течение всего 
наблюдения, начиная с первых часов взаимодействия вируса с клеткой, при этом у интактных клеток Vero 
отмечали лишь незначительные изменения шероховатости мембраны, которые не зависели от возраста 
культуры. Установлена зависимость увеличения шероховатости клеточной мембраны от заражающей до-
зы вируса бешенства. Полученные результаты открывают перспективу разработки методического подхо-
да к количественной оценке вируса бешенства in vitro с применением АСМ, при этом наиболее показатель-
ным параметром для учета результата представляется изменение шероховатости клеточной мембраны.
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Characteristics of the effect of attenuated rabies virus strain «Moscow 3253» on morphological parameters of 
transplantable line Vero cells were studied by atomic force microscopy (AFM). Methods based on phase contrast 
microscopy and immunofluorescence were used to confirm the specificity of interaction and to identify the 
infectious activity of the rabies virus. Images of intact Vero cells and Vero cells infected with rabies virus were 
obtained at different periods of cultivation. The character of changes in the cell dimensions (length, width, height) 
and the cell membrane roughness depending on the rabies virus cultivation time was determined. During the 
observation period both increases and decreases in the size of the cells were recorded. The size of the infected 
cells exceeded that of the intact. An increase in the membrane roughness in cells exposed to rabies occurred 
during the entire period of observation, since the first hours of the interaction of the virus with the cell, while the 
intact Vero cells exhibited only minor changes in the membrane surface roughness, which were not dependent 
on the age of the culture. The dependence of the increase in the cell membrane roughness on the infecting dose 
of the rabies virus was determined. The obtained results open up the prospect of developing a methodological 
approach to the quantitative in vitro evaluation of the rabies virus using AFM. Changes in the cell membrane 
roughness appear to be the most indicative parameter for such evaluation.
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планшетах при 37°C и 5% CO2. Состояние клеточного 
монослоя оценивали методом фазово-контрастной ми-
кроскопии с помощью инвертированного микроскопа 
Биомед-3И (Россия). После формирования монослоя, за-
нимающего от 80 до 90% ростовой поверхности, клетки 
открепляли от поверхности флакона раствором трипси-
на и версена, взятых в соотношении 1:2, и суспендиро-
вали в питательной среде. Затем к клеточной суспензии 
добавляли вируссодержащую жидкость. Для инфициро-
вания клеток вирус вносили в дозе от 0,01 до 1 ИД50/кл. 
Конечная концентрация клеток при этом составляла от 
1,5 • 105 до 2,2 • 105 кл/мл. Отрицательным контролем 
являлась культура клеток, подготовленная аналогичным 
образом, но без добавления вируссодержащей жидкости. 
Активность вируссодержащей жидкости (титр) и специ-
фичность взаимодействия вируса с клеточной культурой 
Vero оценивали методом иммунофлюоресценции с по-
мощью люминесцентного микроскопа Nikon (Япония) 
[13, 14]. Для окрашивания использовали специфичный 
к вирусу бешенства иммуноглобулин, меченный ФИТЦ 
(г. Владимир).

Атомно-силовая микроскопия. Исследования прово-
дили с помощью сканирующего зондового микроскопа 
Solver P47-PRO (NT-MDT, Россия) в режиме прерыви-
стого контакта полуконтактным методом и методом рас-
согласования [5]. При этом использовали кремниевые 
зонды серии NSG01 (NT-MDT, Россия) жесткостью 5,1 
Н/м с радиусом кривизны 10 нм и резонансной частотой 
150 кГц. Исследования проводили при оптимальных зна-
чениях основных параметров сканирования: амплитуды 
колебаний кантилевера Resonance 22 ед., начальной фа-
зы его колебаний Phase 240°, скорости сканирования Fre-
quency 0,75 Гц, коэффициента усиления цепи обратной 
связи FB Gain 0,3 ед., Set Point 19 ед. (величина Set Point 
и начальный уровень сигнала DFL определяли величину 
силы взаимодействия зонда с поверхностью образца). 
Среднюю арифметическую шероховатости поверхности 
клеточной стенки определяли методом Roughness analy-
sis по 10 значениям, полученным в эксперименте, с ука-
занием абсолютной погрешности [7].

Образцы для исследования методом АСМ готовили 
следующим образом. В стерильную пробирку из флако-
на переносили питательную среду, на которой культи-
вировали клетки. Затем клетки промывали раствором 
DPBS, открепляли раствором трипсина и версена (1:2) и 
переносили в указанную пробирку. После центрифуги-
рования при 1500 об/мин удаляли супернатант, а осадок 
для фиксации суспендировали в растворе глутарового 
альдегида (2,5%) и инкубировали в течение 2 ч при 4°C. 
Затем клетки осаждали центрифугированием в течение 
5 мин при 1500 об/мин, удаляли надосадочную жид-
кость и добавляли бидистиллированную воду в объеме 
1 мл, ресуспендировали и повторно центрифугировали. 
На покровное стекло наносили 4 мкл суспензии и вы-
сушивали при комнатной температуре.

Обработку и анализ изображений проводили с использо-
ванием программы Image Analysis (NT-MDT, Россия). Ста-
тистическую обработку результатов осуществляли с помо-
щью программ Nova (NT-MDT, Россия), Microsoft Excel.

Результаты
На первом этапе эксперимента оценивали динами-

ку изменений исследуемых параметров с момента ин-
фицирования клеточного монослоя до гибели клеток. 
Среднее время наблюдения составляло 96 ч.

Введение
Вирус бешенства, принадлежащий к семейству Rhab-

doviridae и роду Lyssavirus, способен вызывать смер-
тельно опасное заболевание, характеризующееся пора-
жением центральной нервной системы. Проникновение 
вируса бешенства в клетку происходит главным образом 
путем эндоцитоза, а размножение — в цитоплазме кле-
ток восприимчивого организма или тканевой культуры 
[1]. При изучении взаимодействия вируса бешенства и 
клеточных культур экстраневрального происхождения 
методом фазово-контрастной микроскопии далеко не 
всегда наблюдается цитопатическое действие [2, 3], ко-
торое обычно предполагает деструктивные изменения 
отдельных клеток и клеточного монослоя. Тем не менее 
некоторые штаммы вируса бешенства проявляют цито-
патические свойства, которые обнаруживаются методом 
фазово-контрастной микроскопии в поздние сроки куль-
тивирования вируса [4]. На наш взгляд, при исследова-
нии цитопатического действия вируса бешенства мето-
дом фазово-контрастной микроскопии инфицированный 
клеточный монослой в ряде случаев сложно отличить от 
интактного, особенно в поздние сроки культивирования, 
когда происходит отмирание и не инфицированных ви-
русом клеток.

Более полную характеристику взаимодействия вируса 
с клеткой позволяют получить методы атомно-силовой 
микроскопии (АСМ), которые в последние годы находят 
все большее применение для изучения поверхностной 
структуры микрообъектов: бактерий [5—7], вирусов и 
эукариотических клеток [8—12]. Эта технология дает 
возможность изучить процессы, происходящие на по-
верхности микрообъектов (экспрессию биомолекул, ад-
гезивные свойства, упругость и шероховатость) при раз-
личных условиях, а также оценить и описать изменение 
морфофункциональных характеристик микрообъекта 
в целом в зависимости от влияния различных условий 
(изменение pH, температуры, присутствие антибиоти-
ков и т. д.) [5, 7]. Методы АСМ широко используются 
для изучения процессов взаимодействия вирусов как с 
эукариотическими, так и с прокариотическими клетка-
ми [6, 8—12].

Цель исследования заключалась в изучении измене-
ния ультраструктуры поверхности клеток перевиваемой 
линии Vero, инфицированных вирусом бешенства, мето-
дом АСМ в зависимости от длительности и степени воз-
действия вируса на клетку.

Материал и методы
Вирусы. Для исследования использовали аттенуи-

рованный штамм вируса бешенства «Москва 3253», 
используемый в производстве антирабического имму-
ноглобулина. Штамм изначально получен из коллек-
ции Научного центра экспертизы средств медицинско-
го применения (Москва) и адаптирован в РосНИПЧИ 
«Микроб» к репродукции на перевиваемой линии кле-
ток Vero.

Клетки. В работе использовали перевиваемую кле-
точную линию Vero (клетки почек зеленой мартышки), 
проверенную на отсутствие микоплазм. Клеточная ли-
ния получена из коллекции компании «Биолот» (Санкт-
Петербург).

Культивирование клеток и вируса осуществляли на 
питательной среде Игла МЕМ с добавлением 10% сыво-
ротки крупного рогатого скота (КРС) во флаконах с пло-
щадью поверхности 25 см2, а также 24- и 96-луночных 
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При оценке клеточного монослоя методом фазово-
контрастной микроскопии через 48 ч культивирования не 
установлено различий между интактными и инфицирован-
ными клетками. Начало отмирания клеток инфицирован-
ного монослоя регистрировали на 3—4-е сутки культиви-
рования (рис. 1). В интактном монослое мертвые клетки 
появлялись на 1 или 2 сут позже, при этом процесс отми-
рания инфицированного клеточного монослоя происходил 
быстрее. Методом люминесцентной микроскопии обнару-
живали появление фокусов флюоресценции в инфициро-
ванном монослое через 48 ч после заражения, что свиде-
тельствовало о репродукции вируса в клетке (рис. 2).

При анализе клеток Vero методом АСМ установле-
но, что вирус бешенства вызывал изменение ультра-
структуры поверхности клетки (рис. 3). Уже после не-
скольких часов инфицирования на поверхности клетки 
регистрировали изменения, вызванные адсорбцией 
вируса и его внедрением в клетку. Через несколько 
суток после инфицирования наблюдали выпячивания 
клеточной мембраны, разрушения мембранной грани-
цы и экструзию содержимого клетки. Размеры инфи-
цированной клетки варьировали на протяжении всего 
периода наблюдения в сторону как увеличения, так и 

уменьшения, превышая при этом размеры интактной 
клетки (табл. 1).

Значения шероховатости клеточной стенки возрастали 
при воздействии вируса бешенства на протяжении всего 
эксперимента начиная с первых часов взаимодействия 
вируса с клеткой (рис. 4).

В первые 4 ч значение шероховатости инфициро-
ванных клеток возрастало в 2,5 раза относительно 
интактных клеток. К завершению эксперимента ше-
роховатость инфицированных клеток увеличивалась 
более чем в 8 раз относительно исходного значения. 
При этом у интактных клеток Vero происходило не-
значительное изменение шероховатости. Таким об-
разом, возраст культуры практически не оказывал 
влияния на состояние шероховатости клеточной 
мембраны.

Следующим этапом эксперимента являлся анализ из-
менений исследуемых параметров в зависимости от до-
зы вируса. Для заражения клеток использовали вируссо-
держащую жидкость, активность которой составила 4,8 
lg ИД50/мл. Из указанной вируссодержащей жидкости 
готовили серию десятикратных разведений на питатель-
ной среде Игла МЕМ с 10% содержанием сыворотки 

Рис. 1. Фазово-контрастная микроскопия интактного и инфицированного вирусом бешенства монослоя клеточной культуры Vero 
(ув. 100): а — интактный монослой (отрицательный контроль), 72 ч культивирования; б — интактный монослой (отрицательный 
контроль), 96 ч культивирования; в — инфицированный монослой, 72 ч культивирования; г — инфицированный монослой, 96 ч 

культивирования.
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мой линии Vero способствовал изменению их размеров. 
Установлено, что увеличение инфицирующей дозы 
приводило к более резким изменениям геометрических 
размеров клеток. Следует отметить, что увеличение раз-
меров эукариотических клеток при их взаимодействии с 
вирусами, зарегистрированное методами АСМ, описано 
в ряде работ [10, 11]. Так, G. Lee и соавт. [10] наблюдали 
увеличение диаметра и периметра клеток Sf9 при ин-
фицировании бакуловирусами, M. Moloney и соавт. [11] 
описывают увеличение геометрических размеров клет-
ки BHK-21, инфицированной вирусами леса Семлики 
и энцефаломиелита мышей. Увеличение размеров ин-

КРС в разведениях от 100 до 10-7. Затем к вируссодержа-
щей жидкости в указанных выше разведениях добавля-
ли клеточную суспензию до конечной концентрации от 
0,5 • 105 до 1,0 • 105 кл/мл. Значения геометрических раз-
меров клетки и шероховатости поверхности клеточной 
мембраны оценивали через 4 ч. Результаты представле-
ны в табл. 2 и на рис. 5.

Обсуждение
Проведенное исследование с использованием мето-

дов АСМ показало, что фиксированный вирус бешен-
ства «Москва 3253» при заражении клеток перевивае-

Рис. 2. Люминесцентная микроскопия интактного (а) и инфицированного вирусом бешенства монослоя (б) клеточной культуры Vero 
после 48 ч культивирования (ув. 200; окрашивание специфической сывороткой, меченной ФИТЦ).

Рис. 3. АСМ интактного и инфицированного вирусом бешенства монослоя клеточной культуры Vero: а, г — интактные клетки Vero 
(отрицательный контроль) после 72 ч культивирования; б, д — клетки Vero через 4 ч после инфицирования; в, е — клетки Vero 

через 72 ч после инфицирования.
Стрелками показаны изменения на поверхности клеток, вызванные вирусом бешенства.
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Оригинальные исследОвания

ние значений шероховатости связано с выходом вируса из 
клетки и разрушением мембраны. В аналогичных иссле-
дованиях, посвященных изучению взаимодействия виру-
сов с клетками методами АСМ, также зарегистрированы 
различные изменения в морфологии мембраны [8—12], 
в том числе факт увеличения ее шероховатости [10, 11]. 
При этом М. Moloney и соавт. [11] отмечали сначала 
уменьшение значений шероховатости в течение первых 
часов взаимодействия клетки BHK-21 с вирусом, а за-
тем ее возрастание, связав это с репродукцией вирусов. В 
исследованиях G. Lee и соавт. [10] также продемонстри-
ровано увеличение шероховатости клеточной мембраны 
при культивировании бакуловируса на клетках Sf9, при 
этом авторы предложили использовать изменения значе-
ний шероховатости мембраны клетки для оценки выхода 
образующихся вирусных частиц.

В настоящем исследовании изменение шероховатости 
клеточной мембраны наглядно демонстрирует зависи-
мость данного показателя от дозы заражения: ее повы-
шение приводило к более заметному увеличению шеро-
ховатости. При анализе исследуемых образцов вирус-
содержащей жидкости установлено, что максимальное 
разведение, которое вызывало достоверное изменение 
шероховатости мембраны клетки, соответствовало 10-5. 
Следует отметить, что аналогичный результат был полу-
чен при исследовании вышеуказанных образцов вирус-
содержащей жидкости методом иммунофлюоресценции. 
Наибольшие разведения, при которых обнаруживали 

фицированной клетки, по-видимому, связано с измене-
нием структуры клеточной мембраны и как следствие с 
нарушением водно-солевого обмена. Увеличение разме-
ров клетки также может быть обусловлено изменениями 
строения цитоскелета, нарушением цикла деления клет-
ки, накоплением и выходом вирусных частиц [9, 12].

Интересным фактом, выявленным при изучении по-
верхности инфицированной клетки Vero, является резкое 
возрастание ее шероховатости в течение первых часов 
после заражения. Значительное увеличение шероховато-
сти, на наш взгляд, можно объяснить адсорбцией вируса 
и проникновением его в клетку, а дальнейшее повыше-

Т а б л и ц а  1
Характеристика размеров клеток Vero в зависимости от времени культивирования вируса бешенства «Москва 3253»

Время, ч
Длина (M ± m), мкм Ширина (М± m), мкм Высота (M ± m), мкм

интактные клетки инфицированные клетки интактные клетки инфицированные клетки интактные клетки инфицированные клетки

0 8,5 ± 0,8 8,5 ± 0,8 2,5 ± 0,1 2,5 ± 0,1 0,80 ± 0,01 0,80 ± 0,01
1 8,5 ± 0,9 8,5 ± 0,7 3,0 ± 0,1 5,5 ± 0,2 1,70 ± 0,03 2,00 ± 0,01
4 9,0 ± 1,0 9,5 ± 1,1 5,5 ± 0,2 4,3 ± 0,1 1,90 ± 0,02 1,60 ± 0,01
24 13,0 ± 0,5 25,0 ± 1,1 6,5 ± 0,3 8,0 ± 0,3 2,10 ± 0,02 3,20 ± 0,04
48 15,0 ± 0,9 23,0 ± 1,3 4,0 ± 0,2 8,5 ± 0,1 1,70 ± 0,02 8,50 ± 0,03
72 7,0 ± 0,5 12,5 ± 0,8 3,0 ± 0,1 7,5 ± 0,2 1,40 ± 0,01 6,40 ± 0,02
96 7,0 ± 0,5 9,0 ± 0,5 3,2 ± 0,1 9,0 ± 0,3 2,20 ± 0,02 5,50 ± 0,04

Т а б л и ц а  2
Характеристика размеров клеток Vero в зависимости от инфи-

цирующей дозы вируса бешенства (штамм «Москва 3253»)

Исследуемый образец Длина  
(M ± m), мкм

Ширина  
(M ± m), мкм

Высота  
(M ± m), мкм

Исходная (интактная) 
культура клеток Vero

7,0 ± 0,1 3,6 ± 0,1 0,80 ± 0,01

Отрицательный 
контроль (интактная 
культура клеток Vero)

6,0 ± 0,1 3,0 ± 0,1 0,80 ± 0,01

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 100

41,0 ± 1,1 1,3 ± 0,1 2,8 ± 0,06

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-1

37,0 ± 1,5 9,2 ± 0,3 1,5 ± 0,03

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-2

33,0 ± 1,0 11,5 ± 0,4 2,5 ± 0,04

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-3

18,0 ± 0,7 11,0 ± 0,2 2,5 ± 0,03

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-4

12,0 ± 0,3 8,5 ± 0,2 1,7 ± 0,03

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-5

6,0 ± 0,1 2,5 ± 0,1 1,0 ± 0,01

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-6

8,5 ± 0,3 3,5 ± 0,1 1,5 ± 0,01

Культура клеток Vero, 
инфицированная виру-
сом в разведении 10-7

6,5 ± 0,2 2,5 ± 0,1 1,7 ± 0,02

Рис. 4. Изменение шероховатости мембраны клеток Vero в про-
цессе культивирования вируса бешенства.
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фокусы флюоресценции при учете результата через 48 ч 
после инфицирования, также имели значения от 10-4 до 
10-5. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
параметр шероховатости клеточной мембраны является 
перспективным для разработки метода количественной 
оценки содержания вируса с применением АСМ.

Выводы
1. Исследована ультраструктура поверхности клеток 

перевиваемой линии Vero при взаимодействии с аттену-
ированным штаммом вируса бешенства «Москва 3253» 
методом АСМ, получены изображения интактных и ин-
фицированных вирусом бешенства клеток Vero в раз-
личные сроки культивирования вируса.

2. При исследовании влияния вируса бешенства на 
структуру клеточной мембраны в течение инфекцион-
ного процесса установлена зависимость изменения раз-
меров клетки и шероховатости клеточной мембраны от 
заражающей дозы и времени культивирования вируса на 
клеточной культуре.

3. Полученные данные открывают перспективу для 
разработки методического подхода к количественной 
оценке вируса бешенства in vitro, при этом наиболее по-
казательным параметром для учета результата представ-
ляется изменение шероховатости клеточной мембраны.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Рис. 5. Влияние заражающей дозы вируса бешенства на шеро-
ховатость мембраны клеток Vero.


