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Введение. В России ротавирус А является основной причиной тяжёлого гастроэнтерита вирусной этиоло-
гии у детей раннего возраста. Молекулярные особенности, позволяющие ротавирусу того или иного геноти-
па получить эволюционное преимущество, остаются неясны, поэтому изучение генетического разнообра-
зия ротавирусов на основе генов, кодирующих неструктурные белки, ответственных за репродукцию вируса 
в клетке, является актуальной задачей.
Цель работы – изучение генетического разнообразия ротавирусов генотипа G9P[8], доминировавшего в 
Нижнем Новгороде в 2011–2020 гг., на основе генов, кодирующих неструктурные белки.
Материалы и методы. Ротавирус-положительные образцы стула детей исследовали методами ПЦР-гено-
типирования и секвенирования нуклеотидных последовательностей генов NSP1–NSP5. Филогенетический 
анализ проводили в программе MEGA X.
Результаты. В период 2011–2020 гг. в Нижнем Новгороде происходила коциркуляция ротавирусов G9P[8], 
имеющих четыре варианта гена NSP2. Новые аллели были отмечены в 2012 (N1-a-III), 2016 (N1-a-IV) и 
2019 гг. (N1-a-II). Появление новых вариантов других генов произошло в 2014 (Е1-3, NSP4), 2018 (T1-a3-III, 
NSP3) и 2019 гг. (A1-b-II, NSP1). Наиболее вариабельным по аминокислотной последовательности был 
NSP2 (16 замен), для NSP1, NSP3 и NSP4 было показано от 2 до 7 замен, NSP5 был консервативен.
Обсуждение. Полученные результаты согласуются с данными литературы и свидетельствуют об участии 
генов NSP в поддержании гетерогенности популяции ротавирусов.
Заключение. До 2018 г. генетическое разнообразие ротавирусов в Нижнем Новгороде определялось ко-
циркуляцией штаммов, несущих несколько аллелей гена NSP2, и консервативными генами NSP1, NSP3– 
NSP5. К концу изучаемого периода в популяции сформировались новые варианты генотипа G9P[8], несу-
щие ранее не встречавшиеся комбинации аллелей неструктурных генов.

Ключевые слова: ротавирус; неструктурные гены; филогенетический анализ; генетические вариан-
ты; аминокислотные замены
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Introduction. In Russia, rotavirus A is the main cause of severe viral gastroenteritis in young children. The 
molecular features that allow a rotavirus of a particular genotype to gain an evolutionary advantage remain unclear, 
therefore, the study of the genetic diversity of rotaviruses based on genes encoding nonstructural proteins (NSPs) 
responsible for the reproduction of the virus in the cell is an urgent task.
Objective. To study the genetic diversity of rotaviruses of genotype G9P[8], which dominated Nizhny Novgorod in 
2011–2020, based on genes encoding nonstructural proteins.
Materials and methods. Rotavirus-positive samples were subjected to PCR-genotyping and sequencing of NSP1 –  
NSP5 genes. Phylogenetic analysis was carried out in the MEGA X program.
Results. In the period 2011–2020, G9P[8] rotaviruses with four variants of the NSP2 gene were co-circulating in 
Nizhny Novgorod. New alleles were noted in 2012 (N1-a-III), 2016 (N1-a-IV) and in 2019 (N1-a-II). The appearance 
of new variants of other genes occurred in 2014 (E1-3, NSP4), 2018 (T1-a3-III, NSP3) and in 2019 (A1-b-II, NSP1). 
NSP2 gene had the most variable amino acid sequence (16 substitutions), 2 to 7 substitutions were observed in 
NSP1, NSP3 and NSP4, NSP5 was conservative.
Discussion. The results obtained are consistent with the literature data and indicate the participation of NSP 
genes in maintaining the heterogeneity of the rotavirus population.
Conclusion. Until 2018, the genetic diversity of rotaviruses in Nizhny Novgorod was determined by the circulation 
of strains carrying several alleles of the NSP2 gene and conservative genes NSP1, NSP3–NSP5. By the end of 
the study period, new variants of the genotype G9P[8] were formed in the population, carrying previously unknown 
combinations of alleles of nonstructural genes.
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Введение
Ротавирусы (РВ, род Rotavirus, семейство Reoviri­

dae) являются важным этиологическим агентом тя-
жёлых дегидратирующих диарей преимущественно 
у детей младшего возраста, в разных странах об­
условливая от 30 до 70% случаев острого гастроэнте-
рита, требующих госпитализации [1]. Повсеместное 
распространение, стабильность возбудителя во внеш-
ней среде, большое разнообразие факторов передачи 
и выраженная сезонность являются причинами высо-
кого уровня заболеваемости населения ротавирусной 
инфекцией [2].

РВ имеют сегментированный двухцепочечный 
РНК­геном, состоящий в общей сложности из око-
ло 18 555 нуклеотидов [3, 4]. Наличие сегментиро-
ванного генома обусловливает способность к обмену 
сегментами (реассортации) между штаммами раз-
ных генотипов при одновременном инфицировании 
клетки, что является важным механизмом эволюции 
и поддержания генетического разнообразия РВ [5].

Одиннадцать сегментов РНК ротавирусов вида А  
(РВА) кодируют 12 белков. Шесть белков являют-
ся структурными компонентами капсида (VP1–VP4, 
VP6, VP7), принимающими участие в построении ви-
русной частицы и проникновении в клетку­хозяина. 
Остальные шесть белков являются неструктурными 
и выполняют такие важные функции, как блокиров-
ка апоптоза и механизмов врождённой иммунной 
защиты клеток (NSP1), репликация генома вируса, 
упаковка капсида и формирование вироплазм (NSP2 
и NSP5), ингибирование синтеза белков хозяина 
(NSP3), интоксикация организма, что ведёт к появле-
нию дегидратирующих диарей (NSP4) [6].

РВ характеризуются широким антигенным и гене-
тическим разнообразием. У РВА человека и живот-
ных в рамках бинарной классификации установлено 
существование не менее 41 G­генотипа (детермини-
рован геном гликопротеина VP7) и 57 P­генотипов 
(детерминирован геном протеазочувствительного 
белка VP4). Помимо бинарной, существует полноге-
номная классификация, позволяющая отнести каж-
дый сегмент генома вируса к определённому геноти-
пу [7]. Для описания полного генотипа используют 
обозначение Gx­P[x]­Ix­Rx­Cx­Mx­Ax­Nx­Tx­Ex­Hx, 
для генов, кодирующих белки, – VP7­VP4­VP6­VP1­
VP2­VP3­NSP1­NSP2­NSP3­NSP4­NSP5/NSP6 соот-
ветственно [5].

В настоящее время в мире наиболее распростра-
нёнными считаются шесть G[P]­типов РВА: G1P[8], 
G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] и G12P[8] [8–11].  
РВ данных генотипов широко распространены 
и на территории России. Представители G9P[8] были 
впервые идентифицированы у новорождённых г. Ом-
ска в 2002 г., а в 2009 г. обнаружены в европейской ча-
сти России (Московская область) [12–15]. В Нижнем 
Новгороде этот генотип был выявлен в сезон 2011–
2012 гг., когда его доля составила 26,9%, а к 2016 г. 
он стал доминирующим (58,8%) [8, 16].

РВ генотипа G9P[8] ранее были охарактеризова-
ны на основе генов, кодирующих белки VP7 и VP4, 

участвующие в проникновении вируса в клетку 
[8, 13, 17]. Высокая активность циркуляции РВ мо-
жет поддерживаться за счёт эволюционных измене-
ний неструктурных белков, ответственных за репро-
дукцию вируса в клетке. Основной функцией белка 
NSP1 является блокирование апоптоза и механиз-
мов врождённой иммунной защиты клеток [18]. 
Белок NSP2 участвует в репликации генома вируса 
и упаковке капсида, совместно с NSP5 играет реша-
ющую роль в формировании вироплазм при созре-
вании вирусных частиц [19]. NSP3 участвует в ин-
гибировании синтеза белков хозяина, инактивируя 
два фактора инициации трансляции (eIF4F и eIF2), 
необходимые для трансляции мРНК (матричной) 
клетки­хозяина [20]. Гликопротеин NSP4 являет-
ся ротавирусным энтеротоксином и обладает им-
муногенными свойствами [21]. Как известно, 11-й  
геномный сегмент кодирует два белка РВ – NSP5 
и NSP6. Открытая рамка считывания гена NSP6 рас-
полагается между нуклеотидными позициями 80–
358 и кодирует белок NSP6 длиной 92 аминокис-
лотных остатка (а.о.) [22]. Белок NSP5 играет роль 
в репликации вирусного генома, совместно с NSP2 
в инфицированных вирусом клетках участвует в об-
разовании вироплазм. Функции белка NSP6 оконча-
тельно не определены, есть сведения, что он взаимо-
действует с нуклеиновыми кислотами [23].

В связи с этим целью работы было изучение гене-
тического разнообразия РВ генотипа G9P[8], доминиро-
вавшего в Нижнем Новгороде в 2011–2020 гг., на основе 
генов, кодирующих неструктурные белки.

Материалы и методы
В работе использовали образцы фекалий детей, го-

спитализированных с симптомами острой кишечной 
инфекции в детский инфекционный стационар Ниж-
него Новгорода в период 2011–2020 гг.

Для экстракции нуклеиновых кислот и поста-
новки реакции обратной транскрипции применяли 
наборы реагентов «РИБО­преп» и «РЕВЕРТА­L» 
(Центральный научно­исследовательский институт 
эпидемиологии Роспотребнадзора (ЦНИИЭ), Рос-
сия). Обнаружение ротавирусной РНК проводили 
с использованием тест­системы полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) с детекцией результата в ре-
альном времени «АмплиСенс Rotavirus/Norovirus/
Astrovirus­FL» (ЦНИИЭ, Россия).

Определение G/P­генотипа РВ осуществляли в ходе 
мультиплексной ПЦР для идентификации 12 геноти-
пов генов VP4 и VP7 с использованием набора типо-
специфических праймеров для генотипов G1–G4, G6, 
G8, G9, G12, P[4], P[6], P[8] и P[9] [24–29]. Детекцию 
результатов проводили с помощью электрофореза 
в агарозном геле, содержащем бромид этидия.

Наработку фрагментов кДНК (комплементарной) 
для секвенирования осуществляли в ходе ПЦР с ис-
пользованием реактивов производства ООО «Силекс» 
(Россия) и праймеров, синтезированных в ООО НПФ 
«Синтол» (Россия). Последовательности праймеров 
опубликованы в работе T.A. Sashina и соавт. [13]. 
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Секвенирование кДНК фрагментов неструктурных 
генов NSP1–NSP5 проводили по двум цепям с помо-
щью прямого и обратного праймера [13], набора для 
постановки реакции секвенирования Dye Terminator 
Cycle Sequencing (DTCS) QuickStartKit (Beckman 
Coulter, США) и системы генетического анализа 
Beckman Coulter CEQ 8000 (Beckman Coulter, США) 
в соответствии с инструкциями производителя.

Поиск родственных последовательностей выполня-
ли с использованием онлайн­сервиса BLAST. Для фи-
логенетического анализа из базы данных GenBank 
были взяты нуклеотидные последовательности гено-
ма нижегородских штаммов РВ, опубликованные ра-
нее [14, 17], и из других стран, доступные в GenBank. 
Полученные в данной работе нуклеотидные после-
довательности размещены в GenBank под номерами 
MW842500–MW842550.

Выравнивание нуклеотидных последовательно-
стей, филогенетический анализ и анализ выведенных 
аминокислотных последовательностей осуществляли 
с помощью программного обеспечения MEGA Х [30]. 
Для статистической оценки топологии дерева прово-
дили бутстрэп­анализ с использованием 1000 случай-
ных выборок. Оптимальную модель замен нуклеоти-
дов для каждого выравнивания подбирали с исполь-
зованием байесовского информационного критерия. 
Наиболее подходящей моделью для генов NSP1–
NSP4 была трёхпараметрическая модель Тамуры (Ta-
mura 3-parameter), а для гена NSP5 – двухпараметри-
ческая модель Кимуры (Kimura 2-parameter). Филоге-
нетические деревья строили методом максимального 
правдоподобия (Maximum Likelihood) в программе 
MEGA X [31].

Принадлежность изучаемых штаммов к филогене-
тическим линиям и сублиниям определяли на основе 

кластеризации изолятов на филогенетических деревь­
ях с индексом поддержки узлов более 75 и высокого 
уровня сходства нуклеотидных последовательностей 
(97,0–100,0%). Филогенетические линии и сублинии 
обозначили согласно принятой в литературе класси-
фикации [13, 17, 32–35].

Исследование проводилось при добровольном ин-
формированном согласии законных представителей 
несовершеннолетних пациентов. Протокол исследова-
ния одобрен Локальным этическим комитетом ФБУН 
«Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробио-
логии имени академика И.Н. Блохиной» Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека (Роспотребнадзор) (протокол 
№ 6 от 24.03.2021).

Результаты
В период 2011–2020 гг. исследовано 13 777 образ-

цов фекалий детей, госпитализированных с диагно-
зом «острая кишечная инфекция». В 3994 случаях 
(28,9%) была обнаружена ротавирусная РНК, кото-
рую в дальнейшем использовали для G[P]­геноти-
пирования. Методом ПЦР в 2736 образцах (68,5%) 
определён G[P]­тип РВ. Для 1258 образцов (31,5%) 
генотип установить не удалось.

Долевой вклад ротавирусов генотипа G9P[8]  
в период 2011–2020 гг. в Нижнем Новгороде

Долевое распределение РВ разных генотипов в изу-
чаемый период показано на рис. 1 а.

Спектр идентифицированных методом ПЦР 
G/P­генотипов РВ включал 6 широко распространён-
ных в мире (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] 
и G12P[8]). За весь изучаемый период долевой вклад 
генотипа G9P[8] составил 29,3%, и было отмечено его 
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Рис. 1. Распределение генотипов ротавируса А в Нижнем Новгороде в период 2011–2020 гг.: а – долевое распределение ротавиру-
сов основных генотипов за весь изучаемый период; б – долевой вклад ротавирусов генотипа G9P[8] в разные сезоны изучаемого 

периода.
Fig. 1. Distribution of rotavirus A genotypes in Nizhny Novgorod in the period 2011–2020: a – the percent distribution of basic genotypes of 

rotaviruses in whole study period; b – the percent of genotype G9P[8] rotaviruses in different seasons of the period of study.
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доминирование на территории Нижнего Новгорода. 
Второе место занимали штаммы генотипа G4P[8] –  
27,8%, далее G2P[4] (8,8%), G1P[8] (8,6%), G3P[8] 
(1,8%), G8P[8] (0,8%) и G12P[8] (0,1%).

В разные сезоны наблюдалось колебание долевого 
вклада РВ генотипа G9P[8]. Впервые данные штаммы 
были обнаружены на территории Нижнего Новгорода 
в сезон 2011–2012 гг., когда их доля составила 26,9% 
(рис. 1 б). Следующие два сезона характеризовались 
низкой активностью циркуляции РВ генотипа G9P[8] 
(1,0–3,2%), которая к сезону 2014–2015 гг. существен-
но возросла, достигнув 35,6%. В сезон 2015–2016 гг. 
вклад РВ данного генотипа достиг 39,6%, и они вы-
теснили доминировавшие ранее штаммы генотипа 
G4P[8]. Сезон 2016–2017 гг. отличался наибольшей 
долей представителей генотипа G9P[8], которая со-
ставила 58,8%. К 2017–2018 гг. их доля снизилась 
до 40,5%, а в сезон 2018–2019 гг. – до 27,7%. В 2019–
2020 гг. генотип G9P[8] вновь стал превалировать 
с показателем 57,2%.

Колебания долевого вклада РВ генотипа G9P[8] 
могли быть связаны с генетическими перестройками 
в популяции, затрагивающими неструктурные гены.

Филогенетический анализ ротавирусов генотипа 
G9P[8] на основе генов NSP1–NSP5

Для молекулярно­генетической характеристики РВ 
генотипа G9P[8] на основе генов, кодирующих не-
структурные белки, были взяты 16 штаммов, выяв-
ленных в разные сезоны периода 2011–2020 гг. 

На рис. 2 а представлено сокращенное филогенети-
ческое дерево, содержащее 86 нуклеотидных после-
довательностей гена NSP1 РВ, в том числе 21 после-
довательность из Нижнего Новгорода.

В изучаемый период на территории Нижнего Нов-
города были идентифицированы РВ генотипа A1, 
принадлежащие к двум сублиниям (А1­b­I и A1­b­II) 
филогенетической линии А1­b. Основная часть ни-
жегородских штаммов генотипа G9P[8], выделенных 
на протяжении всего изучаемого периода (86,7%), 
а также родственные им РВ из Венгрии, Германии, 
Италии и Египта, которые имели генотипы G1P[8], 
G4P[8], G9P[8] и G12P[8], вошли в сублинию А1­b­I.  
Сходство нуклеотидных последовательностей ни-
жегородских штаммов внутри сублинии состави-
ло 97,8–99,9%. Также представителями сублинии 
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе нуклеотидных последовательностей гена:  
а – NSP1; б – NSP3; в – NSP5 штаммов ротавируса А.

Знаком ■ отмечены штаммы ротавируса А генотипа G9P[8]; знаком ● отмечены штаммы ротавируса А других генотипов  
(G1P[8], G4P[8]).

*Индекс поддержки узла более 75.
Fig. 2. Phylogenetic tree based on the nucleotide sequences: a – NSP1; b – NSP3; c – NSP5 gene of rotavirus A strains.

A sign ■ the strains of the G9P rotavirus A genotype are marked G9P[8]; with a sign ● rotavirus A strains of other genotypes (G1P[8], 
G4P[8]) were noted.

*Node support index over 75.
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А1­b­I были 3 штамма из Нижнего Новгорода с гено-
типом G4P[8]. В сублинию А1­b­II вошли 2 штамма 
генотипа G9P[8] из Нижнего Новгорода, выделенные 
в 2019–2020 гг., сходство нуклеотидных последова-
тельностей которых составило 99,6%. Их ближайши-
ми родственниками были изоляты РВА с генотипами 
G9P[8] и G12P[8] из Пакистана и Парагвая. Отличие 
данных штаммов от представителей сублинии A1­b­I 
составило 6,3–8,1%. В состав данной сублинии также 
вошли 3 нижегородских штамма генотипа G1P[8].

Для изучения внутригенотипового разнообразия РВ 
на основе гена NSP2 были взяты 107 нуклеотидных 
последовательностей, в том числе 21 – из Нижнего 
Новгорода. Адаптированное филогенетическое дерево 
показано на рис. 3 а. Анализируемые нуклеотидные 
последовательности РВ имели генотип N1, принадле-
жали к одной филогенетической линии N1­a и четырём 
сублиниям (I–IV). Сходство нуклеотидных последова-
тельностей гена NSP2 штаммов внутри сублиний со-
ставило 99,7–99,9%. Различие между представителями 
разных сублиний составило от 4,8 до 10%.

В сублинию N1­a­I вошли 4 штамма из Нижнего 
Новгорода, выявленные в 2018–2019 гг. Их ближай-
шими родственниками были изоляты с генотипами 

G1P[8] и G4P[8] из Нижнего Новгорода, Новоси-
бирска и Омска. В сублинию N1­a­II вошёл один ни-
жегородский штамм генотипа G9P[8], выявленный 
в 2019 г., а также родственные ему РВ из Нижнего 
Новгорода, США, Италии, Японии и Новосибир-
ска, которые имели генотипы G1P[8] и G3P[8]. Пять 
штаммов генотипа G9P[8] из Нижнего Новгорода, 
выявленные в 2012 и 2020 гг., были представителя-
ми сублинии N1­a­III. Им были родственны изоляты 
из Венгрии, Японии и Новосибирска с генотипом 
G1P[8]. В состав данной сублинии также вошёл один 
нижегородский штамм G1P[8] (2018). Сублиния N1­
a­IV включала 5 нижегородских штаммов, выявлен-
ных в 2016 и 2019 гг., и родственные им РВ геноти-
па G4P[8] из Новосибирска и Эфиопии, выявленные 
в 2012 и 2016 гг.

Филогенетическое дерево, содержащее 89 нукле-
отидных последовательностей гена NSP3, вклю-
чая 17 из Нижнего Новгорода, приведено на рис. 2 б. 
Нижегородские РВ генотипа G9P[8] относились толь-
ко к одной линии (Т1­а3), при этом 10 из 11 (90,9%) 
штаммов вошли в состав сублинии Т1­а3­I. Сходство 
нуклеотидных последовательностей этих штаммов 
между собой составило 99,1–99,6%. Их ближайши-

б/bа/а

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

**

*

*
*

*

*

*

*

*

* *

*

* *

*

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2019
G1P[8]: 2018

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2011;
2014–2015; 2018

G4P[8]: 2018

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2012; 2018; 2020
G1P[8]: 2018

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2016;
2018–2020

E1-2

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2014–2015;
2019–2020

G1P[8]: 2018

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G1P[8]: 2018

Нижний Новгород
Nizhniy Novgorod

G9P[8]: 2011–2012; 
2016–2018; 2019–2020

G1P[8], G4P[8]: 2018

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное на основе нуклеотидных последовательностей гена: а – NSP2; б – NSP4 штаммов 
ротавируса А.

Знаком ■ отмечены штаммы ротавируса А генотипа G9P[8]; знаком ● отмечены штаммы ротавируса А других генотипов (G1P[8], 
G4P[8]).

*Индекс поддержки узла более 75.
Fig. 3. Phylogenetic tree based on the nucleotide sequences: a – NSP2; b – NSP4 gene of rotavirus A strains.

A sign ■ the strains of the G9P rotavirus A genotype are marked G9P[8]; with a sign ● rotavirus A strains of other genotypes (G1P[8], 
G4P[8]) were noted.

*Node support index over 75.
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ми родственниками были РВ с генотипами G9P[8] 
и G4P[8] из Венгрии и Таиланда. В состав данной 
суб линии также вошли 3 нижегородских штамма ге-
нотипа G4P[8], выявленные в 2018 г., однако сходство 
их нуклеотидных последовательностей с изучаемыми 
штаммами составило лишь 95,5–96,0%. Один штамм 
генотипа G9P[8], выявленный в Нижнем Новгороде 
в 2018 г., вошёл в сублинию Т1­а3­III, которой также 
принадлежали 2 нижегородских РВ генотипа G1P[8]. 
Отличие данного штамма от Т1­а3­I составило 8,1%.

Для анализа на основе гена NSP4 взяты нуклеотид-
ные последовательности 23 нижегородских штаммов, 
выявленных в Нижнем Новгороде, и 63 последова-
тельности из других стран. Филогенетическое дерево 
представлено на рис. 3 б. Изучаемые нижегородские 
РВ имели генотип Е1и относились к двум филогене-
тическим линиям (Е1­1 и Е1­3).

Двенадцать штаммов генотипа G9P[8] (70,6%) были 
представителями сублинии E1­1­I. Сходство нуклео-
тидных последовательностей составило 98,9–99,9%. 
Им были родственны штаммы с генотипами G1P[8] 
и G12P[8] из Австралии, Германии, США и Италии, 
выделенные в период 2008–2016 гг.

Линия Е1­3 включала 4 штамма генотипа G9P[8] 
(29,4%) из Нижнего Новгорода, сходство нуклеотид-
ных последовательностей между которыми состави-
ло 97,9–99,9%. Им были родственны один нижегород-
ский штамм генотипа G1P[8] и РВ из Японии, Бель-
гии, Китая и Зимбабве с генотипами G1P[8], G3P[8] 
и G9P[8], выявленные в период 2010–2014 гг. Уровень 
различия нуклеотидных последовательностей пред-

ставителей кластеров Е1­1­I и Е1­3 составил 14,9%.
В анализ на основе гена NSP5 были взяты 22 ниже-

городских РВ. Филогенетическое дерево, содержащее 
в сумме 93 нуклеотидные последовательности, пока-
зано на рис. 2 в. Штаммы генотипа G9P[8] из Ниж-
него Новгорода имели генотип Н1, принадлежали 
к одной филогенетической линии Н1­a и относились 
к двум сублиниям – H1­a­I и H1­a­II. Сходство их ну-
клеотидных последовательностей внутри сублиний 
составило 98,9–99,4%, в то время как различие меж-
ду представителями разных сублиний варьировало 
от 3,1 до 3,7%.

Сублиния H1­a­I включала 12 нижегородских 
штаммов генотипа G9P[8] (2011–2019 гг.) и 3 штамма 
генотипов G1P[8] и G4P[8]. Ближайшими родствен-
никами были РВА с генотипами G4P[8], G12P[8] 
и G1P[8] из Венгрии, Японии и Эфиопии, выделен-
ные в 2008–2016 гг. В сублинию H1­a­II вошли 4 РВ 
генотипа G9P[8], циркулировавшие на территории 
Нижнего Новгорода в 2019–2020 гг., и 3 штамма дру-
гих генотипов, выявленные в 2018 г. Родственные им 
штаммы имели генотипы G1P[8] и G12P[8] и были 
выявлены на территории Таиланда, Италии и Никара-
гуа в период 2010–2014 гг. Сочетание сублиний генов, 
кодирующих неструктурные белки, изучаемых штам-
мов РВ обобщены в таблице.

На протяжении всего изучаемого периода в ниже-
городской популяции происходила коциркуляция че-
тырёх вариантов гена NSP2, при этом новые аллели 
отмечены в 2012 (N1­a­III), 2016 (N1­a­IV) и 2019 гг. 
(N1­a­II). Появление новых вариантов других генов 

Таблица. Сочетания сублиний неструктурных генов NSP1–NSP5/NSP6 у ротавирусов генотипа G9Р[8] в Нижнем Новгороде
Table. Genes NSP1–NSP5/NSP6 sublineages combinations among G9P[8] rotaviruses in Nizhny Novgorod

Штамм
Strain

Год выявления
Isolation year

Сегмент генома
Genome segment

VP7,  VP4 [8, 13, 17] NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5/6

NN2626 2011 G9­III­d, P[8]­3.6 [8] A1­b­I N1­a­I T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN445 2012 G9­III­d, P[8]­3.6 – N1­a­III T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN459 2012 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I – – E1­1­I H1­a­I

NN561 2012 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­III – E1­1­I H1­a­I

NN2721 2014 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­I T1­a3­I E1­3 H1­a­I

NN414 2015 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­I T1­a3­I E1­3 H1­a­I

NN176 2016 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­IV T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN291 2016 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­IV T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN385 2018 G9­III­d, P[8]­3.6 [13] A1­b­I N1­a­III T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN386 2018 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­IV T1­a3­I E1­1­I H1­a­I

NN568 2018 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­I T1­a3­III E1­1­I H1­a­I

NN856 2019 G9­VI­e, P[8]­3.6 [17] A1­b­II N1­a­II – E1­3 H1­a­I

NN1217 2019 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­IV T1­a3­I E1­1­I H1­a­II

NN1428 2019 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­IV – E1­1­I H1­a­II

NN839 2020 G9­III­d, P[8]­3.3 A1­b­II N1­a­III T1­a3­I E1­3 H1­a­II

NN877 2020 G9­III­d, P[8]­3.6 A1­b­I N1­a­III – E1­1­I H1­a­II
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происходило в 2014 (E1­3, ген NSP4), 2018 (T1­a3­
III, ген NSP3), 2019 гг. (A1­b­II, ген NSP1; H1­a­II, ген 
NSP5). 

Анализ выведенных аминокислотных  
последовательностей неструктурных белков  

ротавируса А генотипа G9P[8]
Анализ аминокислотной последовательности белка 
NSP1 показал, что представители сублинии А1­b­II, 
появившиеся в нижегородской популяции в 2019 г., 
отличались от циркулировавших ранее РВ субли-
нии A1­b­I в 6 позициях (76, 115, 119, 131, 165 и 
199). Анализ аминокислотной последовательности 
белка NSP2, штаммов генотипа N1, относящихся к 
4 сублиниям (N1­a­I, N1­a­II, N1­a­III и N1­a­IV), 
показал вариабельность в 16 позициях (64, 75, 82, 
97, 98, 100, 108, 118, 135, 143, 200, 218, 249, 253, 
254 и 255). Среди представителей разных субли-
ний генотипа N1 наибольшее количество различий 
в аминокислотной последовательности (8 замен) 
имели штаммы сублинии N1­a­III, присутствовав-
шие в нижегородской популяции в 2012, 2018 и 
2020 гг. РВ сублинии N1­a­I, циркулировавшие в 
период 2011–2018 гг., имели 3 аминокислотных от-
личия от других сублиний. Штаммы сублинии N1­
a­IV, выявленные в Нижнем Новгороде в 2016 г.,  
имели 4 аминокислотные замены, в то время как 
изолят, относившийся к сублинии N1­a­II (2019), 
характеризовался наличием двух замен. Анализ 
аминокислотной последовательности белка NSP3 
показал вариабельность представителя сублинии 
T1­a3­III в двух позициях (222 и 255) в сравнении 
со штаммами T1­a3­I, консервативными на протя-
жении всего периода изучения. В целом РВ, отно-
сящиеся к двум филогенетическим линиям (Е1­1­I 
и Е1­3), были вариабельны в 12 позициях белка 
NSP4. РВ линии Е1­3, встречавшиеся в популяции 
в 2014–2015 и 2019–2020 гг., имели 7 замен амино-
кислот (D124E, K150R, V154I, I155V, V158I, S174N, 
S182V/I) в сравнении со штаммами линии Е1­1 (су-
блинии I), циркулировавшими на протяжении всего 
изучаемого периода.

Анализ аминокислотной последовательности 
белка NSP5/NSP6 представителей сублиний Н1­
а­I и Н1­а­II показал вариабельность в 6 позициях 
(124, 153, 170, 182, 185, 195). Однако замен аминокис-
лот, отличавших одну сублинию от другой, не обнару-
жено. Все замены были единичными (S124G, R153K, 
S170R, K182N, F185Y, A195S) и характерными для 
штаммов обеих сублиний, выявленных в 2012 (3 
штамма), 2018 (3 штамма) и 2019 гг. (1 штамм).

Таким образом, у РВ генотипа G9P[8] наибольшее 
число замен наблюдалось в аминокислотной после-
довательности белка NSP2 (16 позиций), которая 
была вариабельна на протяжении всего изучаемо-
го периода. Для белков NSP1, NSP3, NSP4 показано 
от 2 до 7 замен, специфичных для всех представите-
лей определённых сублиний. Белок NSP5 был наибо-
лее консервативен: у единичных штаммов выявлены 
замены в 6 позициях.

Обсуждение
По данным литературы, штаммы РВ генотипа 

G9P[8] широко распространены в мире, причём на не-
которых территориях они занимают доминирующее 
положение. Так, например, X. Zhou и соавт. (2020) 
в своей работе отмечали, что доля генотипа G9P[8] 
в Китае за период 2011–2019 гг. составила 74,5% [36]. 
Также отмечено преобладание G9P[8] в разных обла-
стях Италии, которое началось в 2008–2009 гг. [37]. 
Период 2012–2013 гг. характеризовался высокой до-
лей РВ с генотипом G9P[8] в Москве (30%), которые 
были родственны нижегородским и турецким штам-
мам. Далее в 2015–2020 гг. штаммы данного генотипа 
доминировали в общей структуре с долей 37% [38]. 
В Нижнем Новгороде РВ генотипа G9P[8] доминиро-
вали в 2011–2020 гг. Долевой вклад G9P[8] в разные 
сезоны менялся и составлял от 1 до 58,8%.

Для генотипа G9 выделено шесть филогенетиче-
ских линий (I–VI) гена VP7. Представители линии 
G9­III широко распространены по всему миру [39]. 
Нижегородские РВ, выделенные в 2011–2016 гг., 
группировались на филогенетическом дереве внутри 
сублинии G9­III­d и формировали два кластера со 
штаммами из Новосибирска (2011–2012) и Турции 
(2014–2016) [8, 13]. На протяжении нескольких лет 
сублиния G9­III­d была единственной на территории 
Нижнего Новгорода. После 2018 г. в нижегородской 
популяции были выявлены штаммы генотипа G9P[8], 
относящиеся к сублинии G9­IV­е, в которую также 
вошли РВ человека, обнаруженные в Китае, и свиней, 
выделенные в Японии. Представители сублинии G9­
III­d были консервативны по аминокислотному со-
ставу белка VP7 на протяжении длительного периода 
и отличались от штаммов сублинии G9­VI­е одной 
аминокислотой в позиции 100 (D100N). Для геноти-
па P[8] наиболее распространённой на территории 
России филогенетической линией гена VP4 является 
P[8]­3. В 2016–2020 гг. штаммы сублиний P[8]­3.1, 
P[8]­3.3 и P[8]­3.6 были широко распространены 
в Нижнем Новгороде, а также на территории Москвы 
и Новосибирска. В то же время единичные предста-
вители P[8]­3.4 были обнаружены в Нижнем Новго-
роде в 2017 г. и Омске в 2008 г. [17]. Использованные 
в данном исследовании штаммы были ранее охарак-
теризованы и имели аллели G9­III­d и P[8]­3.6 генов 
VP7 и VP4.

Для генов неструктурных белков РВ генотипа 
G9P[8] показаны следующие особенности: консерва-
тивность на протяжении основной части изучаемо-
го периода и появление новых аллелей к его концу 
(NSP1, NSP3, NSP5) либо вариабельность нуклеотид-
ной последовательности (NSP2, NSP4) во время до-
минирования.

Так, аллель гена NSP1 A1­b­I был единственным 
среди РВ G9P[8], циркулирующих на территории 
Нижнего Новгорода в период 2011–2018 гг. Начиная 
с 2019 г. в популяции отмечено появление штаммов 
сублинии A1­b­II и их совместная циркуляция со 
штаммами, несущими аллель A1­b­I. Анализ амино-
кислотных последовательностей белка NSP1 показал, 
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что штаммы сублинии A1­b­I имели консервативный 
белок NSP1, в то время как штаммы сублинии A1­b­II 
в сравнении с ними имели 6 замен. Замены аминокис-
лот в структуре NSP1 располагались в двух функцио-
нальных областях белковой молекулы: в РНК­связы-
вающем домене (S76N), целостность которого важна 
для блокировки апоптоза и реализации механизмов 
врождённой иммунной защиты клеток путём дегра-
дации интерферон­регулирующих факторов (IRF3) 
хозяина, и в области взаимодействия с цитоскелетом 
(R115K, N119T, P131R, S165R), изменения в котором 
могут привести к перемещению белка NSP1 в ядро 
клетки (ядерная транслокация NSP1) [40]. Одна заме-
на (L199V) располагалась в некодирующей области.

В случае гена NSP3 аналогично с NSP1 сублиния 
Т1­а3­I являлась основной в Нижнем Новгороде 
и стабильной во времени на протяжении как мини-
мум 9 лет. Появление нового аллеля (Т1­a3­III) и гене-
тическая гетерогенность РВ генотипа G9P[8] по гену 
NSP3 отмечены только в 2018 г. Представители суб­
линии T1­a3­I имели консервативный белок NSP3 на 
всём протяжении изучаемого периода. У единствен-
ного представителя сублинии T1­a3­III показаны две 
замены аминокислот (I222V и A255V) в сравнении со 
штаммами сублинии T1­a3­I. Замены располагались 
в С­терминальной области белковой молекулы (205–
313 а.о.), важной для подавления трансляции всех  
эукариотических мРНК. Этот домен конкурирует с по-
ли(А)­связывающим белком (PABP) за сегмент фак-
тора инициации трансляции эукариот 4G [18, 41, 42].

Для гена NSP5 сублиния H1­a­I на протяжении 8 лет 
также была единственной среди нижегородских РВ 
генотипа G9P[8]. В 2019 г. в Нижнем Новгороде от-
мечено появление представителей сублинии H1­a­II.  
Различий в аминокислотной последовательности 
NSP5 между представителями разных сублиний 
не обнаружено. Показаны единичные замены ами-
нокислот у отдельных штаммов (2012, 2018–2019 
гг.), которые располагались в вариабельной области 
(S124G, K143N), в домене взаимодействия с NSP6 
(S170R, K182N, F185Y, A195S), а также в домене го-
момультимеризации (A195S) [43, 44]. 

В отличие от рассмотренных выше генов, NSP2 РВ 
генотипа G9P[8] характеризовался вариабельностью 
нуклеотидных последовательностей. Всего было по-
казано 4 аллеля гена, которые сменяли друг друга. 
В 2011 г. единственной среди РВ генотипа G9P[8] была 
сублиния N1­a­I. В 2012 г. отмечено появление пред-
ставителей сублинии N1­a­III. Далее в 2014–2015 гг.  
вновь циркулировали РВ, принадлежащие сублинии 
N1­a­I, которых в 2016 г. сменили штаммы вновь по-
явившейся сублинии N1­a­IV. В 2018 г. отмечена со-
вместная циркуляция РВ генотипа G9P[8], имеющих 
три разных аллеля гена NSP2 (N1­a­I, N1­a­III, N1­a­IV).  
В 2019 г. показаны представители новой сублинии 
(N1­a­II) в коциркуляции с N1­a­IV, в то время как 
в 2020 г. отмечено присутствие только штаммов су-
блинии N1­a­IV.

Вариабельность аминокислотных последователь-
ностей белка NSP2 была наибольшей из всех неструк-

турных белков и затрагивала 20 позиций. Замены 
аминокислот в структуре NSP2 располагались в двух 
функциональных областях белковой молекулы. Во-
семь замен затрагивали N­концевой домен мономера 
NSP2 (S64N, I75N, A82N, N82I, E97D, I98V, N100S 
и V108I). Данный домен содержит участки связыва-
ния односпиральной РНК (1–97 а.о.). Предполагает-
ся, что взаимодействие с РНК происходит в петле, 
состоящей из 24 а.о. (52–76 а.о.). Конформационное 
изменение в данной области может иметь влияние на 
эффективность взаимодействия белка и РНК. Двенад-
цать замен аминокислот были локализованы в С­кон-
цевом домене (K118R, S135A, S143L, V200I, V218I, 
A249T, T249V, V249A, N253I, I254V, V254T и T255I), 
где расположен сайт присоединения и гидролиза ну-
клеозидтрифосфата (109–317 а.о.). Замены в данной 
области также могут повлиять на результативность 
взаимодействия белка и РНК [45].

Подобно гену NSP2, кластеризация нижегородских 
штаммов по гену NSP4 носила временной характер. 
Штаммы, выявленные в 2011–2012 гг., принадлежали 
сублинии E1­1­I. В 2014–2015 гг. показаны предста-
вители линии Е1­3. Далее, в 2016 и 2018 гг., вновь бы-
ли представлены РВ сублинии E1­1­I. В период 2019–
2020 гг. были отмечены возвращение представителей 
линии Е1­3 и их совместная циркуляция со штамма-
ми сублинии Е1­1­I.

В первичной структуре NSP4 РВ показано 12 ами-
нокислотных замен, которые располагались в трёх 
областях белковой молекулы. Замена T85I находилась 
в регионе домена Н3 (63–90 а.о.), вовлечённого в ме-
ханизм удержания белка в ЭПР (эндоплазматический 
ретикулум). Замена (D124E) была локализована в су-
перскрученном домене (95–137 а.о.), важном для оли-
гомеризации белковой молекулы энтеротоксина, его 
взаимодействия с кавеолином­1 и внутриклеточного 
транспорта NSP4 от ЭПР до поверхности клеток. За-
мены V158I, I166V, R167K, S174N затрагивали уча-
сток взаимодействия с белком внутреннего капсида 
VP6 (156–175 а.о.), который играет роль внутрикле-
точного рецептора для двуслойных вирусных частиц 
и является необходимым медиатором в вирусном мор-
фогенезе. Другие замены находились в междоменных 
участках [46].

Суммируя изложенное, гены NSP1, NSP3, NSP5 ха-
рактеризовались консервативностью до 2018 г., после 
чего для каждого из них было обнаружено по одно-
му новому аллелю. Наиболее вариабельным из ге-
нов, кодирующих неструктурные белки, был NSP2. 
На протяжении всего изучаемого периода в нижего-
родской популяции происходила коциркуляция его 
четырёх вариантов, при этом новые аллели отмече-
ны в 2012 (N1­a­III), 2016 (N1­a­IV) и 2019 гг. (N1­a­
II). Полученные результаты согласуются с данными, 
представленными G. Ianiro и соавт. (2013) [37]. В ходе 
анализа нуклеотидных последовательностей РВ гено-
типа G9P[8] были выявлены различия от 2 до 7% для 
разных генов. Итальянские штаммы имели схожую 
кластеризацию на филогенетических деревьях на 
основе генов NSP1, NSP3 и NSP5. Изоляты группи-
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ровались в составе двух кластеров внутри генотипов 
A1, T1 и H1. Ген NSP2 показал наибольшую вариа-
бельность и самые низкие показатели идентичности 
(92%). Штаммы составили три кластера внутри ге-
нотипа N1. Ген NSP4 был наиболее консервативным: 
все исследуемые последовательности вошли в один 
кластер [29]. Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о роли неструктурных белков, уча-
ствующих в регуляции внутриклеточных процессов, 
в эволюции РВ наравне со структурными.

Заключение
Проведён ретроспективный анализ РВ генотипа 

G9P[8] на основе генов, кодирующих неструктурные 
белки. В период с 2011 по 2018 г., включавший доми-
нирование данного генотипа в 2015–2017 гг., генети-
ческое разнообразие РВ достигалось за счёт коцир-
куляции штаммов, несущих различные аллели гена 
NSP2 (сублинии N1­a­I, N1­a­III, N1­a­IV). В ами-
нокислотной последовательности NSP2 обнаруже-
но 16 замен, расположенных в функциональных об-
ластях, которые участвуют во взаимодействии с РНК 
и гидролизе нуклеозидтрифосфата.

В период с 2018 по 2020 г., характеризовавшийся 
спадом активности циркуляции РВ генотипа G9P[8], 
были отмечены появление новых аллелей генов 
NSP1, NSP2, NSP3, NSP5 (сублинии A1­b­II, N1­a­II, 
T1­a3­III, H1­a­II) и возвращение аллеля гена NSP4, 
принадлежащего линии Е1­3. В популяции сформи-
ровались новые варианты генотипа G9P[8], несущие 
ранее не встречавшиеся комбинации аллелей всех не-
структурных генов.
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