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Резюме
В обзоре приведен анализ данных литературы по проблеме персистентной формы вирусной диареи – бо-
лезни слизистых оболочек (ВД-БС) крупного рогатого скота, особенностях возбудителя, организма-хозяина 
и иммунной системы, приводящих к персистенции вируса. ВД-БС крупного рогатого скота – заболевание, 
широко распространенное во всем мире, которое наносит значительный экономический ущерб молочному 
и мясному скотоводству и характеризуется многообразием клинических признаков и симптомов, в том чис-
ле поражением органов пищеварения и дыхания, абортами, мертворождениями и рождением нежизнеспо-
собных телят, а также нарушением функции воспроизводства. 
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Abstract
The review provides an analysis of literature data on the persistent form of Bovine Viral diarrhea/Mucosal disease 
(BVD) and is focused on virus and host factors, including those related to immune response, that contribute the 
persistence of the virus. BVD is a cattle disease widespread throughout the world that causes significant economic 
damage to dairy and beef cattle. The disease is characterized by a variety of clinical signs, including damage to the 
digestive and respiratory organs, abortions, stillbirths and other failures of reproductive functions.
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Введение

Рентабельность скотоводства обеспечивается ря-
дом факторов, в том числе высоким генетическим 
потенциалом животных, полноценным кормлением 
и благополучием по инфекционным, инвазионным 
и массовым незаразным болезням. Среди много-
образия вирусных агентов, вызывающих патоло-
гии у крупного рогатого скота (КРС), особую роль 
играет возбудитель вирусной диареи – болезни сли-
зистых оболочек (ВД-БС), которая широко распро-
странена в большинстве стран мира [1]. По выше-
указанным причинам в 2007 г. Всемирная органи-
зация охраны здоровья животных (ВОЗЖ) внесла 
ВД-БС в список болезней, подлежащих нотифика-
ции [2–4]. 

В результате инфицирования вирусом ВД-БС КРС 
у животных наблюдается широкий диапазон клини-
ческих проявлений, обусловленных поражением ор-
ганов пищеварения, дыхания и репродуктивной си-
стемы [3, 5]. Заболевание может протекать как в суб-
клинической, так и манифестной форме с гибелью 
инфицированных животных. Клинические признаки 

и течение заболевания могут быть разными в зависи-
мости от различных изолятов вируса.

Цель работы – обзор проблемы персистентной 
формы ВД-БС КРС. 

Результаты
Возбудителем ВД-БС КРС являются три разли-

чающиеся антигенно и генетически вируса, отно-
сящиеся к роду Pestivirus, семейству Flaviviridae:  
пестивирус А (bovine viral diarrhea virus 1, BVDV-1), 
В (BVDV-2) и H (BVDV-3, HoBiPeV) [6, 7]. В настоя-
щее время в составе 1-го типа вируса диареи иденти-
фицирован 21 подтип; 2-го типа – 5 подтипов; 3-го ти-
па – 4 подтипа [4, 8, 9–14]. Все пестивирусы имеют 
сходное строение, их геном представлен одной поло-
жительной цепью РНК размером 12,3 тыс. нуклеоти-
дов, которая имеет одну открытую рамку считывания 
длиной около 4000 кодонов, кодирующую 4 структур-
ных белка (C, Erns, E1 и E2) и 8 неструктурных бел-
ков (Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A и NS5B) 
[7, 15–19].

ВД-БС диагностируется у КРС всех возрастов 
и носит, как правило, стационарный характер [63, 64]. 
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КРС является естественным хозяином вируса ВД-БС 
КРС, который вызывает поражение слизистых оболо-
чек, респираторного и желудочно-кишечного тракта, 
а также репродуктивной системы. К вирусу ВД-БС 
восприимчивы КРС, овцы, козы, зубры, буйволы, 
олени, верблюды лоси, маралы и свиньи [16, 20–
24]. Инкубационный период при ВД-БС колеблется 
от 2 до 14 сут. Клинические признаки вирусной ди-
ареи регистрируются у КРС всех возрастов, в том 
числе и у новорожденных телят, но при персистент-
ной инфекции клинические признаки практически 
не проявляются. Клинико-морфологическая манифе-
стация вирусной диареи КРС при современных усло-
виях содержания определяется состоянием иммунной 
системы инфицированного животного, которое харак-
теризуется вирусиндуцированной иммуносупрессией 
и является результатом прямого воздействия возбуди-
теля на лимфоидные клетки [18, 25, 26]. Заболевание 
может протекать субклинически или в легкой форме, 
сопровождаясь субфебрильной лихорадкой, диареей 
и кашлем [25]. В редких случаях при остром течении 
у инфицированных животных могут наблюдаться вы-
сокая температура и кровотечение во внутренних ор-
ганах. Во время вспышек в конце 80-х и начале 90-х 
годов прошлого века, вызванных высоковирулентны-
ми штаммами вируса ВД-БС 2-го генотипа, регистри-
ровалась гибель животных. Считается, что изоляты 
вируса ВД-БС 1-го генотипа имеют низкую вирулент-
ность, но также могут вызывать аналогичные клини-
ческие признаки при остром течении заболевания, 
хотя и очень редко [2, 27]. Степень и тяжесть клини-
ческих признаков, вызванных вирусом ВД-БС, у по-
раженных животных сильно варьирует [2, 28]. Основ-
ными факторами, обусловливающими клиническую 
картину заболевания, являются: два типа инфекции 
с совершенно разным участием иммунной системы 
(иммунный ответ при транзиторной виремии и им-
мунотолерантность при персистирующей инфекции), 
два разных биотипа вируса (нецитопатический и ци-
топатический), а также генетическое разнообразие 
как изолятов возбудителя ВД-БС, так и животных-хо-
зяев [14, 29].

Вирус ВД-БС передается контактным, аэроген-
ным, алиментарным, половым и трансплацентарным 
путями. Основным источником и резервуаром воз-
будителя ВД-БС являются больные и персистентно 
инфицированные, в том числе и дикие, животные 
[20, 31–34]. Эти животные выделяют во внешнюю 
среду большое количества вируса с мочой, фекалия-
ми, молоком и другими выделениями [23]. Большую 
угрозу распространения нецитопатогенного вируса 
ВД-БС представляет сперма инфицированных бы-
ков-производителей [9, 21, 35, 36]. Все это приводит 
к циркуляции возбудителя в популяциях КРС, которая 
поддерживается, благодаря наличию персистентно 
инфицированных животных. 

Межвидовая передача возбудителя отмечается по-
сле близкого контакта инфицированного КРС с овца-
ми, козами и свиньями [31, 37]. У инфицированных 
вирусом ВД-БС беременных овец, коз, свиней и вер-

блюдовых регистрируются аборты, мертворождения 
и рождение нежизнеспособного потомства [16, 36].

Все штаммы вируса ВД-БС обладают тератогенны-
ми свойствами. При вирусной диарее аборты у КРС 
происходят в разные периоды (18–45, 40–125, 125–
175 сут) стельности [8, 23, 35, 38], что наносит значи-
тельный экономический ущерб животноводству, осо-
бенно мясному скотоводству [8, 33, 39–43]. В США 
ущерб, наносимый вирусной диареей, в среднем 
составляет 200 долл. на корову [44–46]. По данным 
ряда других исследователей, прямые экономические 
потери среди серонегативных коров составляют 88–
687 долл./животное [2, 47], а потери на национальном 
уровне составляют от 10 до 40 млн долл. на 1 млн 
отелов [33, 48]. 

Вирусы ВД-БС в зависимости от способности вы-
зывать цитопатический эффект в культуре клеток 
классифицируются на цитопатогенный и нецитопа-
тогенный биотипы. Цитопатогенные изоляты ВД-БС 
вызывают гибель инфицированных клеток посред-
ством апоптоза и индуцируют экспрессию интерфе-
ронов (IFN) [49–51]. Серологически оба биотипа ви-
руса идентичны [29]. Два биотипа вируса ВД-БС тес-
но связаны с двумя принципиально разными формами 
инфекции у КРС – транзиторной у цитопатогенного 
и персистирующей у нецитопатогенного. Важно от-
метить, что цитопатогенность пестивируса не корре-
лирует с его вирулентностью, поскольку вирулентные 
изоляты возбудителя относятся к нецитопатическому 
биотипу [43, 52]. Нецитопатогенный вирус является 
наиболее распространенным природным биотипом.

Нецитопатогенный биотип вируса ВД-БС был 
обна ружен в пробах патологического материала 
от домаш них и диких животных из фактически всех 
регионов мира, в том числе в Российской Федерации 
и сопредельных странах [1, 4, 6, 12, 14, 21, 28, 53–59]. 
В популяциях естественно-восприимчивых живот-
ных преобладание нецитопатогенного биотипа виру-
са ВД-БС выражено достаточно сильно (до 90% пре-
валентности), что в большинстве случаев обуслов-
лено способностью нецитопатогенного биотипа 
вызывать персистирующую инфекцию при внутриу-
тробном инфицировании [60], которое в свою оче-
редь приводит к рождению персистентно инфици-
рованных телят – главного источника возбудителя 
в популяции, и способствует формированию стацио-
нарного неблагополучия по ВД-БС в хозяйстве. Уко-
ренение в популяции хозяйства нецитопатогенного 
биотипа имеет больший эпизоотических эффект 
в силу большей вероятности трансплацентарной ин-
фекции, абортов, развития персистентной инфекции 
плодов, а также острых иммуносупрессивных состо-
яний поголовья при постнатальных формах инфек-
ции [33, 45, 61]. 

Цитопатогенные биотипы вируса ВД-БС возникают 
из нецитопатогенных биотипов у персистентно ин-
фицированных животных в результате рекомбинации 
РНК [62]. Одной из распространенных модификаций 
генома вируса ВД-БС для получения цитопатогенного 
биотипа является вставка фрагментов клеточного гена, 
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например, вставки убиквитин- или убиквитин-подоб-
ных генов, которые могут сопровождаться или не со-
провождаться дупликациями вирусного генома, вклю-
чая область NS3 [63]. Установлено, что точечная му-
тация (Y2441C) в NS4B может менять биотип вируса 
ВД-БС с цитопатического на нецитопатический [26].

На молекулярном уровне цитопатогенные и нецито-
патогенные изоляты вируса ВД-БС можно различить 
по неструктурным белкам в инфицированной клетке. 
В результате репликации цитопатогенного изолята 
вируса ВД-БС в инфицированной клетке образуются 
неструктурный белок NS3 вместе с белком NS2-NS3, 
тогда как при репликации нецитопатогенного изоля-
та вируса может быть обнаружена только нерасще-
пленная форма неструктурного белка NS2-NS3 [7]. 
Особенностью репликации нецитопатогенных пести-
вирусов является строго регламентированное пода-
вление расщепления неструктурного белка NS2-NS3, 
которое необходимо для сохранения фенотипа неци-
топатогенного вируса, что является предпосылкой 
для возникновения персистирующих инфекций при 
внутриутробной инфекции, которая приводит к вну-
триутробному инфицированию телят [15, 64]. 

Инфицирование неиммунного КРС нецитопатоген-
ным биотипом вируса ВД-БС приводит к острой ин-
фекции с транзиторной виремией, которая начинается 
на 3-и сутки после заражения. Продолжительность 
составляет 10–14 сут, со следующими клиническими 
признаками: кратковременной транзитной лейкопе-
нией (до 2880–3800 кл/мкл в течение 8–10 сут); лим-
фопенией и тромбоцитопенией; иммуносупрессией; 
абортами и диарей [23, 65–71]. У телят развивалась 
тяжелая тромбоцитопения (менее 5000 тромбоцитов/
мкл) с геморрагиями после экспериментального за-
ражения нецитопатогенным штаммом вируса ВД-БС, 
а в ряде случаев наступала их гибель [15]. Поражение 
мезентериальных лимфатических узлов и подслизи-
стых ганглиев желудочно-кишечного тракта, а также 
нарушение нервной функции кишечника может быть 
причиной диареи при остром течении заболевания 
[28, 52]. Но у телят с титром 1 : 32 (5,0 log2) и выше 
вируснейтрализующих антител к вирусу ВД-БС тром-
боцитопения практически не развивалась [20].

При остром течении заболевания КРС может пол-
ностью выздороветь через 3 нед [72]. Переболевший 
КРС обладает иммунитетом к возбудителю, но вирус 
может быть выявлен в мононуклеарных клетках пе-
риферической крови в течение 98 сут и более после 
выздоровления. Несмотря на это, считается, что жи-
вотные в естественных условия маловероятно могут 
быть источниками возбудителя [37].

Попадание в организм КРС вируса ВД-БС сопряже-
но с накоплением его в местах первичной репликации 
(слизистые оболочки), поступлением его в кровенос-
ную и лимфатическую системы, с последующим рас-
пространением и размножением во многих органах 
и тканях восприимчивого организма. 

Иммуносупрессивное действие обоих биотипов ви-
руса обусловлено прямым воздействием возбудителя 
на циркулирующие Т- и В-лимфоциты [73], разруше-

нием инфицированных вирусом лимфоцитов Т-клет-
ками [74] и апоптозом лимфоцитов в лимфатических 
узлах и лимфоидных тканях респираторного и пище-
варительного тракта [75], подавлением фагоцитарной 
функции макрофагов [76]. В результате снижается 
способность иммунной системы реагировать на дру-
гие инфекционные агенты, что способствует разви-
тию вторичных заболеваний или рецидиву имеющих-
ся инфекций, не позволяет сформировать иммунный 
ответ на введение вакцины [73, 77].

Согласно результатам экспериментального назаль-
ного заражения телят нецитопатогенным биотипом 
возбудителя ВД-БС, основными местами локализа-
ции вируса были: энтероциты, пейеровые бляшки, 
тимус, лимфатические узлы, селезенка, миндалины 
и печень [68, 78]. Возбудитель обладает выраженным 
тропизмом к быстро размножающимся клеткам эпи-
телиальной ретикулоэндотелиальной системы, осо-
бенно к клеткам плода. Нецитопатические штаммы 
вируса обладают тропизмом к лейкоцитам, лимфоид-
ным органам и дыхательным путям, в то время как 
цитопатические штаммы более ограничены пищева-
рительным трактом [79].

G. Seong и соавт., используя мышей в качестве био-
логической модели, показали, что нецитопатогенный 
изолят вируса ВД-БС 1-го генотипа и нецитопатоген-
ный изолят вируса ВД-БС 2-го генотипа по-разному 
взаимодействуют с врожденным иммунным отве-
том [19]. Так, у мышей, инфицированных нецитопато-
генным изолятом вируса ВД-БС 2-го генотипа, проточ-
ный цитометрический анализ выявил заметно мень-
шее количество CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов и более 
низкую экспрессию костимулирующих молекул CD80 
(B7-1) и CD86 (B7-2) и главного комплекса гистосо-
вместимости класса II, чем у мышей, инфицированных 
нецитопатогенным изолятом вируса ВД-БС 1-го гено-
типа. Выработка интерлейкина-6 и моноцитарного хе-
мотаксического белка-1 была выше в плазме мышей, 
инфицированных нецитопатогенным изолятом вируса 
ВД-БС 2-го генотипа, чем при инфицировании изоля-
том вируса ВД-БС 1-го генотипа [19].

E. Peterhans и соавт. установили, что вирусные бел-
ки Npro и Erns участвуют в уклонении вируса от иммун-
ного ответа у КРС при инфицировании [17, 80, 81]. 
Нецитопатогенный вирус ингибирует индукцию IFN 
I типа (α/β) посредством действия вирусной РНКазы 
(Erns) и N-концевой протеазы (Npro)[82]. Npro разруша-
ет регуляторный фактор IFN III типа, таким образом 
ингибируя транскрипцию IFN-β и его противовирус-
ную активность в соседних клетках [83]. Белок Erns 
связывается с двухцепочечной РНК и разрушает ее, 
предотвращая ее связывание с клетками и индукцию 
IFN [74, 84]. Предполагается, что вышеуказанная осо-
бенность патогенеза нецитопатогенных изолятов ви-
руса ВД-БС обусловливает развитие персистентной 
инфекции.

Последствия внутриутробных инфекций ВД-БС 
сложны и зависят от возраста плода и времени ин-
фицирования. В течение первых 18 дней стельности, 
пока эмбрион не прикреплен, его инфицирование 
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не происходит. Заражение животных любым биоти-
пом в период с 29-го по 41-й день стельности может 
привести к инфицированию эмбриона, его гибели 
и лизису [85]. Инфицирование в I триместр (с 40-го 
по 125-й дни) стельности нецитопатогенными виру-
сами ведет к виремии плода и иммунотолерантности. 
Инфицирование во II триместре (между 80-м и 150-м  
днями) стельности обоими биотипами может приве-
сти к аборту или тератогенным эффектам у плода, 
к которым относятся: атрофия мозжечка, дегенера-
ция, брахигнатизм, образование псевдокист в голов-
ном мозге, а также в тимусе и костях [41, 65, 86]. 
Инфицирование плода вирусом ВД-БС на поздних 
сроках стельности (со 125-го дня) может приводить 
к транзиторной инфекции и адаптивному иммунному 
ответу у эмбриона. Происходит активная элиминация 
возбудителя, о чем свидетельствуют вируснейтрали-
зующие антитела у телят после отела [87]. Телята при 
этом рождаются здоровые. 

Экспериментальное заражение стельных коров 
цитопатогенным биотипом вируса ВД-БС в период 
между 63-м и 107-м днями стельности не приводило 
к рождению персистентно инфицированных телят, 
что свидетельствует о неспособности цитопатоген-
ных биотипов вирусов ВД-БС вызывать персистиру-
ющую инфекцию, несмотря на инфицирование плода 
[60, 88]. Указанное выше свидетельствует о том, что 
в организме плода в ответ на инфицирование цито-
патогенными изолятами возбудителя ВД-БС запуска-
ется комплекс реакций, которые подавляют его ре-
пликацию и не позволяют развиться персистентной 
инфекции. Одним из объяснений данного явления 
может быть индукция IFN I типа плодом при инфици-
ровании цитопатогенным возбудителем, который на-
ходился в амниотической жидкости и селезенке плода 
[27, 50]. При исследовании инфицированных плодов 
было установлено, что цитопатогеный изолят вируса 
выделяется только из проб селезенки, что позволяет 
сделать предположение об ограниченной его репли-
кации, в отличие от нецитопатогенного изолята, кото-
рый был выделен не только из селезенки, но из амни-
отической жидкости [60].

Персистирующая инфекция возникает только при 
инфицировании плода нецитопатогенным биотипом 
вируса ВД-БС до формирования его иммунной си-
стемы. Инфицирование животных нецитопатогенным 
биотипом вируса ВД-БС в период с 25-го до 90-го 
дня стельности, в редких случаях на 18-й и 125-й дни 
[30, 89], приводит к рождению персистентно инфици-
рованных телят. 

При инфицировании плода нецитопатогенным ви-
русом ВД-БС не было обнаружено активности IFN 
I типа в амниотической жидкости животных, на-
блюдалась низкая активность в пробах селезенки 
через 5 и 7 сут после заражения, несмотря то что 
нецитопатегенный вирус реплицировался на более 
высоких уровнях, чем цитопатогенный [60]. Вышеиз-
ложенное указывает на то, что индукция IFN I типа 
существенно подавлена у плодов, инфицированных 
нецитопатогенным вирусом ВД-БС, по сравнению 

с плодами, инфицированными цитопатогенным ви-
русом [90]. Индукция IFN I типа при инфицирова-
нии цитопатогенным вирусом ВД-БС предотвращает 
развитие у плода иммунологической толерантности 
к нему, поэтому элиминация возбудителя происходит, 
когда плод становится иммунологически компетент-
ным [77, 91]. 

Также возможным объяснением персистенции ви-
руса ВД-БС является то, что инфицирование плода 
нецитопатогенным вирусом происходит на ранних 
стадиях стельности (< 125 дней), когда Т-клетки 
в тимусе плода отбираются на основе распознавания 
ими антигенов организма, что приводит к тому, что 
Т-клетки распознают антигены возбудителя как «соб-
ственные» антигены и, соответственно, формируется 
состояние, называемое иммунотолерантностью, при 
котором элементы адаптивной иммунной системы 
не реагируют на вирусные антигены и не выводят ви-
рус из тканей плода [42, 92], что ведет к вирусоноси-
тельству [80] и постоянной виремии. Такие животные 
являются скрытыми источниками вируса, который 
они выделяют во внешнюю среду [81].

У персистено инфицированных нецитопатоген-
ным вирусом ВД-БС животных возбудитель концен-
трируется с высокой вирусной нагрузкой в лимфати-
ческих узлах, эпителиальных и лимфоидных клетках 
желудочно-кишечного тракта, легких, коже, тимусе 
и головном мозге [93]. После рождения у перси-
стентно инфицированных телят не вырабатываются 
антитела к вирусу и не происходит элиминации, по-
этому в течение жизни, они выделяют значительное 
количество вируса с выделениями, включая молоко, 
сперму, слюну, выделения из носа, мочу, кровь и аэ-
розоли [66]. Телята могут быть клинически здоровы-
ми, но отставать в развитии [22]. Основные физиоло-
гические параметры (температура, частота дыхания 
и сердцебиения) у персистентно инфицированных 
животных находятся в пределах нормы [94], но кон-
центрация гормонов щитовидной железы значитель-
но ниже, чем у здоровых телят [95]. У животных 
наблюдается снижение привесов, задержка в росте 
[96]. Часто наблюдаются хронические или рециди-
вирующие кишечные и/или легочные симптомы, 
однако в ряде случаев единственными признаками 
персистирующей инфекции являются дерматологи-
ческие, неврологические или гематологические на-
рушения [97].

Персистентно инфицированные животные воспри-
имчивы к вторичным заболеваниям, что свидетель-
ствует о плохом иммунном ответе [96], и более вос-
приимчивы к развитию респираторных и кишечных 
заболеваний, вызванных вирусами парагриппа-3, ин-
фекционного ринотрахеита, респираторно-синцити-
альной инфекции, рота- и коронавирусами, а также 
пастреллами и манхеймиями. В сочетании с воспри-
имчивостью к заболеваниям слизистых оболочек это 
приводит к низкой выживаемости большинства пер-
систентно инфицированных животных [33, 51]. Счи-
тается, что только 28% персистентно инфицирован-
ных телят доживает до 2-летнего возраста [98].



470

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2022; 67(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-184

REVIEWS

У персистентно инфицированного КРС в резуль-
тате мутаций или рекомбинаций персистирующего 
нецитопатогенного вируса в цитопатогенный био-
тип развивается заболевание слизистых оболочек 
[14, 40, 99, 100] с клиническими с признаками их по-
ражения, а также лимфоидной ткани, желудочно-ки-
шечного тракта и с диареей [101]. Заболевание проте-
кает в острой форме, при этом были описаны и еди-
ничные случаи хронического течения болезни [93]. 
В стадах, где циркулирует нецитопатогенный вирус 
ВД-БС, постинфекционные антитела регистрируются 
у 80% животных [29].

Заболевание может быть воспроизведено экспери-
ментально суперинфекцией цитопатогенным штам-
мом вируса, антигенно гомологичным персистирую-
щему нецитопатогенному штамму [14, 99, 102].

При заболевании слизистых оболочек цитопато-
геный вирус первоначально локализуется в зароды-
шевых центрах лимфатических узлов, миндалинах, 
лимфоидной ткани кишечника и пейеровых бляшек. 
Инфицирование клеток цитопатогенным вирусом 
приводит к апоптозу инфицированных клеток глав-
ным образом в пейеровых бляшках [75]. В дальней-
шем возбудитель распространяется в эпителий же-
лудочно-кишечного тракта [23, 93]. При поражении 
эпителия образуются эрозии и изъязвления с обна-
жением нижележащей соединительной ткани, что 
приводит к диарее, обезвоживанию с последующим 
осложнениям бактериальными инфекциями.

Цитопатогенный вирус способствует активации 
и дифференцировке моноцитов, но то же время ин-
гибирует презентацию антигена Т-клеткам, что при-
водит к неконтролируемому воспалению и усилению 
виремии, и при этом одновременно ослабляет проти-
вовирусную защиту [103]. 

Основным путем распространения вируса ВД-БС 
в благополучные по заболеванию хозяйства являются:

– прямые и непрямые контакты с больными и пер-
систентно инфицированными животными;

– введение в стада персистентно инфицированных 
животных;

– использование инфицированного генетического 
материала;

– использование контаминированных аттенуиро-
ванных вакцин.

После заноса возбудителя вирусной диареи в стадо 
КРС распространение в популяции может происхо-
дить следующим образом:

1. Возникновение у восприимчивых животных 
проходящих («транзитных») острых форм вирусной 
диареи и дальнейшая передача вируса другим живот-
ным. Животные с «транзитной» острой формой ин-
фекции являются кратковременными и тупиковыми 
источниками вируса.

2. Возникновение пожизненной персистент-
ной инфекции у отдельных животных (не более чем 
у 1,5% в стаде) путем подавления их иммунной си-
стемы. Животные с персистентной формой инфекции 
представляют собой постоянный источник возбудите-
ля в стаде, который играет основную роль в поддер-

жании стационарного неблагополучия хозяйства. Эти 
животные выделяют во внешнюю среду с секретами 
и экскретами большое количество вируса на протяже-
нии всей жизни, являются постоянным источником 
распространения возбудителя среди наивных живот-
ных и представляют собой наиболее важный резерву-
ар, поддерживающий вирус в популяции [41, 62, 66]. 
Следовательно, фактически поголовный скрининг – 
это единственная эффективная диагностическая мера 
для их выявления. 

Основополагающим пунктом программ контроля 
и ликвидации ВД-БС КРС являются диагностические 
исследования, которые предусматривают выявление 
и удаление персистентно инфицированных животных 
из инфицированных стад и последующий регулярный 
мониторинг, подтверждающий статус свободного 
от этой инфекции стада [104]. 

Для выявления персистентно инфицированных 
животных проводят выделение вируса из проб кро-
ви или индикацию вируса методами полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) или иммуноферментного ана-
лиза [30]. С учетом наличия колостральных антител 
у телят до 3-месячного возраста, выделение вируса 
проводят из лейкоцитарных фракций цельной крови 
[105]. Диагноз на персистентную инфекцию уста-
навливают только при двукратных положительных 
результатах выделения вируса или обнаружении 
РНК в ПЦР в парных пробах крови или ее сыворотки 
[2, 32]. Методы диагностики и средства специфиче-
ской профилактики вирусной диареи определены ре-
комендациями ВОЗЖ [3].

Контроль и ликвидации ВД-БС КРС в хозяйствах 
основывается на вакцинации, недопущении в стада 
и удалении персистентно инфицированных живот-
ных, соблюдении правил содержания КРС и общих 
мер биозащиты на предприятиях (сегрегация популя-
ции и оборот стада, гигиена и санитария на фермах, 
контроль установленных режимов/процедур и управ-
ленческих решений) [104].

В РФ отсутствуют программы контроля ВД-БС на 
федеральном и региональных уровнях, а для иммуни-
зации КРС широко используются инактивированные 
и живые вакцины отечественных и зарубежных про-
изводителей [106]. Для профилактики ВД-БС приме-
няют аттенуированные, инактивированные вакцины 
и вакцины на основе генно-инженерных конструк-
ций [107]. Цель вакцинации заключается в защите 
от острой инфекции нетелей и коров и от внутри-
утробного инфицирования плода. Считается, что иде-
альная вакцина должна обеспечивать предотвраще-
ние трансплацентарного инфицирования эмбриона. 

Установлено, что профилактическая иммунизация 
стельных животных может обеспечить защиту плода 
от внутриутробного инфицирования и последующего 
развития персистентной инфекции [102, 108–110].

Использование аттенуированных вакцин для про-
филактики вирусных болезней КРС представляет зна-
чительный риск, поскольку такие вакцины могут быть 
контаминированы нецитопатогенным вирусом ВД-БС 
при производстве и являться потенциальным источ-
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ником вируса ВД-БС для восприимчивых животных 
[106, 111]. Наибольшую опасность живые вакцины 
представляют для стельных коров из-за риска транс-
плацентарной инфекции [2, 32, 44, 60, 65, 79, 97, 112]. 
Так, 23 февраля 1999 г. Служба охраны здоровья жи-
вотных Нидерландов рекомендовала немедленно пре-
кратить иммунизацию маркерной вакциной против 
вируса герпеса КРС по причине вспышек ВД-БС на 
четырех молочных фермах. При выяснении причин 
появления у КРС клинических симптомов вирусной 
диареи было установлено, что партия вакцины бы-
ла контаминирована возбудителем ВД-БС 2-го типа 
[113].

На данный момент для профилактики ВД-БС при-
меняют модифицированные живые вакцины, которые 
хорошо защищают от клинического проявления забо-
левания, но профилактика внутриутробной инфекции 
и инфицирования телят при их введении считается 
неполной [102, 110]. Установлено, что иммунизация 
стельных телок контаминированной нецитопато-
генным вирусом ВД-БС модифицированной живой 
вакциной против ВД-БС привела к инфицированию 
плодов у всех вакцинированных животных, кроме 
того, нецитопатогенный вирус ВД-БС передавался 
от иммунизированных животных невакцинирован-
ным телкам, вызывая внутриутробные инфекции 
[90, 111, 112].

Инактивированные противовирусные вакцины 
являются безопасными и рекомендованы для им-
мунизации КРС, в том числе и стельных коров. Од-
нако при этом требуется проведение ревакцинации 
[40, 102, 113]. 

Заключение
Суммируя вышеизложенное, можно заключить, 

что основным источником и естественным резервуа-
ром возбудителя ВД-БС в популяции КРС являются 
персистентно инфицированные животные, которые 
выделяют во внешнюю среду вирус, заражая воспри-
имчивых животных, в связи с чем выявление их в ста-
дах при тестировании и удаление является ключевым 
в борьбе за благополучие. 

Все штаммы вируса вирусной диареи являются те-
ратогенными. 

Заболевание вирусной диареей может возникать как 
спонтанно в результате мутации нецитопатогенного 
штамма вируса у инфицированных животных, так 
при суперинфицировании животных с персистентной 
инфекцией цитопатогенным вирусом. 

Живые животные, генетический материал и жи-
вые противовирусные вакцины, изготовленные с ис-
пользованием контаминированных цитопатическим 
вирусом культур клеток, могут быть потенциальным 
источником вируса ВД-БС для восприимчивых жи-
вотных.

Основной мерой борьбы с персистентной формой 
диареи и ее профилактики является выявление и уда-
ление из стада персистентно инфицированных виру-
соносителей, что достигается путем диагностическо-
го тестирования всех животных стада и регулярного 

мониторинга, подтверждающего статус стада, сво-
бодного от вирусной диареи. Исполнение меропри-
ятия по биозащите предприятий содержащих КРС, 
будет способствовать профилактике распространения 
ВД-БС КРС в стадах РФ. 
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Нейротропные энтеровирусы (Picornaviridae: Enterovirus): 
доминирующие типы, основы нейровирулентности 
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Резюме
Энтеровирусы являются одной из наиболее частых причин инфекционных заболеваний центральной нервной 
системы (ЦНС). Их объединяет генетическая вариабельность, способность инфицировать широкий спектр кле-
ток, в том числе клетки микроглии мозга и астроциты, а также персистировать в ткани ЦНС, обусловливая 
отсроченные и хронические заболевания. В обзоре представлен материал об основах нейровирулентности не-
полиомиелитных энтеровирусов и наиболее распространенных возбудителях энтеровирусных нейроинфекций. 

Ключевые слова: неполиомиелитные энтеровирусы; энтеровирусные нейроинфекции; серозный ме-
нингит; острые вялые параличи
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Abstract
Enteroviruses are one of the most common causative agents of infectious diseases of the central nervous system. 
They are characterized by genetic variability, the ability to infect a wide range of cells, including brain microglial 
cells and astrocytes, and persist in the central nervous system tissue, causing delayed and chronic diseases. The 
review presents data on the basis of neurovirulence of non-polio enteroviruses and the most common pathogens 
causing enteroviral neuroinfections.
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Введение

Род Enterovirus, входящий в состав большого и раз-
нообразного семейства Picornoviridae, подразделя-
ется на 15 видов: Enterovirus A–L и Rhinovirus A–C. 

Среди неполиомиелитных энтеровирусов (НПЭВ) 
патогенными для человека являются вирусы видов 
Enterovirus A–D, включающих более 100 антигенно 
и генетически различающихся типов. В состав ви-
да Enterovirus А входит 25 типов, самый многочис-
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ленный вид, Enterovirus В, объединяет 63 типа, вид 
Enterovirus С – 23 типа, а вид Enterovirus D – 5 ти-
пов1. Энтеровирусы представляют собой мелкие (око-
ло 30 нм в диаметре) безоболочечные вирусы с одно-
нитевым РНК-геномом позитивной полярности раз-
мером 7,5 тыс. н.о. и единственной открытой рамкой 
считывания, фланкированной 5’- и 3’-нетранслируе-
мыми областями (НТР). Репликация вирусной РНК 
катализируется РНК-зависимой РНК-полимеразой, 
имеющей низкую точность работы, что наряду с от-
сутствием механизма репараций обусловливает высо-
кую частоту мутаций и определяет генетическое раз-
нообразие энтеровирусов [1]. Высокая генетическая 
пластичность энтеровирусов дополнительно создает 
риск возникновения высоковирулентных штаммов, 
способных реализовать свой нейрогенный потенци-
ал, провоцируя масштабные вспышки заболеваний. 
Наиболее этиологически значимыми нейротропными 
НПЭВ являются представители вида Enterovirus B 
(CVB1–5, CVA9, ECHO 6, 7, 9, 30 и др.). НПЭВ ви-
да Enterovirus A (EV-A71, СА2, CVA6, СА10 и CVA16 
и др.) в основном ассоциируют с экзантемными фор-
мами энтеровирусной инфекции, которые могут со-
провождаться тяжелыми неврологическими осложне-
ниями. Enterovirus D68 (EV-D68) связывают с рядом 
вспышек и спорадических случаев острого вялого 
паралича (ОВП). Реже причиной нейроинфекций эн-
теровирусной этиологии выступают НПЭВ вида En-
terovirus C [2, 3]. Инфицирование разных анатомиче-
ских областей центральной нервной системы (ЦНС) 
обусловливает разнообразие клинических форм ней-
роинфекций (менингит, энцефалит, ОВП, менинго-
энцефалит, энцефаломиелит и др.) [4, 5]. По частоте 
встречаемости среди инфекционных заболевания 
ЦНС вирусной этиологии лидирует серозный менин-
гит (поражение твердой или мягкой мозговых обо-
лочек) [6–8]. С НПЭВ связаны 85–90% всех случаев 
серозного менингита, также некоторые типы способ-
ны вызывать энцефалит, ОВП и другие формы забо-
леваний с разной степенью выраженности: от легких 
форм до тяжелых поражений сердечно-сосудистой 
системы и ЦНС [9–11]. 

Цель обзора – анализ актуальной информации 
о наиболее распространенных возбудителях энтеро-
вирусных нейроинфекций и основах нейровирулент-
ности НПЭВ.

Доминирующие типы нейротропных  
энтеровирусов

Нейротропные вирусы вида Enterovirus В (ЭВВ).  
Наибольшее число случаев групповой и спорадиче-
ской заболеваемости энтеровирусным серозным ме-
нингитом (ЭВМ) связано с НПЭВ вида ЭВВ, среди 
которых наиболее распространенным в настоящее 
время в условиях умеренного климата является вирус 
ЕСHO30 (E30). Филогенетический анализ на основе 
полных нуклеотидных последовательностей гена 1D, 

кодирующего основной белок капсида VP1, показал 
обширное генетическое разнообразие штаммов E30, 
представленное 8 генотипами. Показано существова-
ние трех основных филогенетических кластеров ви-
руса Е30, образованных генотипами a/b, c и d/e/f/g/h, 
в пределах которых дифференцируются субтипы: 
E30f – подразделяется на субтипы С3–5, а E30е – на 
субтипы С0, С1, С2 [12]. Вспышки и спорадические 
случаи ЭВМ, обусловленного Е30, с начала XXI в. ре-
гулярно регистрировали на территории Европы, Китая 
(в основном восточные провинции), США, Бразилии 
и России [13]. В России наиболее крупные вспышки 
Е30-ассоциированного менингита были зарегистри-
рованы в 2003, 2006–2009 гг. (Хабаровский край, Ни-
жегородская, Новгородская, Архангельская области 
и ряд других территорий), в 2013 г. (ряд территорий 
Северо-Западного федерального округа (СЗФО): Нов-
городская, Вологодская области, Санкт-Петербург) 
и в 2017 г. (Ханты-Мансийский автономный округ – 
Югра, Тюменская область). Энтеровирусы типа Е30, 
изолированные во время вспышки в 2008–2009 гг., 
относились к распространенному в России на тот пе-
риод времени генотипу еС2. Штаммы Е30, циркули-
ровавшего в СЗФО во время вспышек 2013 и 2017 гг., 
принадлежали разным линиям генотипа Е30h [14–16]. 

Регулярно фиксируются вспышки и спорадические 
случае E9-ассоциированного серозного менингита. 
В США, по данным эпидемиологического надзора, 
с 1970 по 2005 г. E9 был наиболее распространен-
ным типом, выявляемым при ЭВМ установленной 
этиологии [17, 18]. В 1992 г. Е9 стал этиологической 
причиной крупной вспышки вирусного менингита 
в Западной Австралии, а в 2009–2010 гг. впервые 
был идентифицирован как преобладающий тип при 
спорадической заболеваемости серозным менинги-
том в Юго-Западной части Китая [19]. В этот же пе-
риод Е9 стал причиной сезонного подъема заболева-
емости и нескольких вспышек ЭВМ в ряде регионов 
России [20].

Вирус Е6 в 2006 г. явился возбудителем крупной 
вспышки серозного менингита в Хабаровском крае 
[21]. В 2010–2012 гг. тип Е6 превалировал в качестве 
возбудителя серозного менингита в Московской обла-
сти, вытеснив доминирующий тип Е30 [22], а также 
явился основным возбудителем, выделенным от па-
циентов с ЦНС-инфекциями в период с 2007 по 2012 г. 
в Южной Австралии [23]. Энтеровирусные инфекции 
у детей младшего возраста, вызванные вирусами ти-
пов Е6 и Е9, нередко имеют тяжелое течение и в не-
которых случаях приводят к летальному исходу [18]. 

Инфицирование вирусом Коксаки В5 (CVB5) мо-
жет приводить к развитию энцефалита, ОВП, панк-
реатита и некоторых хронических заболеваний. Этот 
вирус входит в число наиболее частых возбудителей 
вспышек серозных менингитов во всем мире: США 
(1961, 1972 и 1983 гг.), Греция (1999, 2001 гг.), Бель-
гия (2000 г.). На территории Китая наиболее круп-
ные вспышки зафиксированы в провинция Шаньдун 
в 2005 и 2009 гг. и ряде других провинций в 2009–
2012 гг. [24]. 

1Picornavirus Home [Электронный ресурс]. Available at: http://
www.picornaviridae.com/ (дата обращения: 10.09.2023)
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Среди вирусов вида Enterovirus B, ассоциирован-
ных со вспышками и спорадическими случаями 
ЭВМ, также следует отметить Е13 (Германия, Испа-
ния, 2000 г.), Е11 (Греция, 2003–2005 гг.), представля-
ющий особую угрозу для новорожденных, и Е4, вы-
являющийся как этиологическая причина серозных 
менингитов на территории Африки (Претория, 2010–
2011 гг., Западно-Капская и Восточно-Капская про-
винции Южной Африки, 2018–2019 гг.) и Европы 
(Финляндия, Швеция, Норвегия, Дания, Исландия 
и Германия, 2013–2014 гг.) [25–27].

Частым возбудителем серозного менингита счита-
ется вирус Е18. Крупные вспышки Е18-ассоцииро-
ванного ЭВМ зафиксированы в США (2000–2001 гг.) 
и на Тайване (2006 г.) [28]. В 2013–2015 гг. (провинция 
Хэбэй, Китай) Е18 явился доминирующим типом, вы-
являемым у детей с вирусным менингитом и энцефа-
литом. В России Е18 впервые стал превалирующим 
возбудителем ЭВМ на отдельной территории в 2017 г. 
(Саратовская область) [29]. 

Вирус Коксаки A9 (CVA9) редко выступает в каче-
стве доминирующего варианта, но регулярно вызыва-
ет спорадические случаи ЭВМ во всем мире. Ассоци-
ированные с CVA9 вспышки были зарегистрированы 
в 2010 г. (г. Альберта, Канада) и в 2015–2016 г. (г. Мос-
сел-Бей, ЮАР) [30, 31].

Степень тяжести клинических проявлений ЭВB-ин-
фекции связана с возрастом пациентов. У новорожден-
ных и детей младшего возраста заболевание обычно 
протекает в более тяжелой форме, что некоторые ис-
следователи объясняют незрелостью иммунной систе-
мы и особенностью экспрессии энтеровирусных ре-
цепторов в клетках развивающегося мозга [32]. 

Нейротропные вирусы вида Enterovirus A.  Наиболее 
значимым в инфекционной нейропатологии является 
энтеровирус А71 (EV-A71), который известен как ос-
новная этиологическая причина вспышек экзантемы 
полости рта и конечностей (HFMD). Заболевание мо-
жет осложняться тяжелыми неврологическими про-
явлениями – от вирусного менингита, ОВП и энцефа-
лита до системных расстройств, включая отек легких 
и кардиореспираторный коллапс. На основе вариа-
бельности гена, кодирующего капсидный белок VP1, 
выделяют 8 генотипов EV-A71 (А–H) [32]. Генотип 
A представлен единственным прототипным штам-
мом (BrCr), изолированным в 1969 г., и несколькими 
штаммами, возобновившими циркуляцию в матери-
ковом Китае в 2008–2010 гг. Генотипы В и С подраз-
деляются на 6 субгенотипов (B0–B5 и C0–C5 соответ-
ственно). EV-A71 субгенотипов B4, B5 и C4 циркули-
рует в основном в Восточной и Юго-Восточной Азии, 
тогда как C1 и C2 преобладают в Европе. Генотипы D 
и G были идентифицированы в Индии, а генотипы E, 
F и H – в Африке, на Мадагаскаре и в Пакистане соот-
ветственно [2, 34]. Наиболее тяжелые формы HEMD 
связывают с EV-A71 субгенотипов С4 и В5, циркули-
рующих в основном на территории Юго-Восточной 
Азии [35].

Впервые EV-А71 был выделен в 1969 г. от детей 
с менингитом и энцефалитом в США. В последующие 

несколько лет EV-А71 распространился по террито-
рии Северной и Южной Америки, Европы и других 
стран, вызывая небольшие вспышки и спорадические 
случаи, за исключением нескольких крупных вспы-
шек, зафиксированных в 1975 г. в Болгарии и в 1978 г. 
в Венгрии [36, 37]. Масштабные вспышки HFMD про-
исходили в Азиатско-Тихоокеанском регионе в конце 
XX – начале XXI вв. С 2008 по 2015 г. в материко-
вом Китае зафиксировано около 13,7 млн случаев 
HFMD, среди которых 3322 летальных, в 93% случа-
ев это логически ассоциированных с EV-A71 [33]. Три 
инактивированные EV-A71-вакцины, полученные на 
основе вируса генотипа С4, доказали свою эффектив-
ность против EV71-ассоциированного HFMD у де-
тей в возрасте 6–35 мес.  В период с 2016 по 2020 г. 
во время эпидемий EV-A71 в материковом Китае на 
фоне применения EV-A71-вакцин было зарегистри-
ровано приблизительно 9,5 млн случаев заболевания, 
среди которых 358 летальных, что свидетельствует 
о многократном снижении смертности благодаря вак-
цинации [38, 39]. 

На территории России до 2013 г. EV-A71 выделяли 
в единичных случаях. В июне 2013 г. в Ростове-на-До-
ну среди детей младшего дошкольного возраста была 
зарегистрирована вспышка энтеровирусной инфек-
ции, связанная с циркуляцией EV-A71 субгенотипа 
С4. Заболевания характеризовались острым началом 
с проявлениями интоксикационного и ящуроподоб-
ного синдромов и развитием у 37,4% пациентов па-
тологии ЦНС (менингит, менингоэнцефалит) [40, 41].

В последнее десятилетие заметно увеличилось чис-
ло случаев инфекции Коксаки A10 (CVА10), сопрово-
ждающейся серьезными поражениями ЦНС. В Шанхае 
(Китай) в 2016 и 2018 гг. значительно возросла частота 
выявления CVA10 у больных менингитом, энцефали-
том и менингоэнцефалитом [42]. В 2017 г. в субъектах 
Дальневосточного федерального округа РФ был отме-
чен значительный рост числа случаев CVА10-инфек-
ции с увеличением доли энтеровирусного менингита. 
Случаи CVA10-ассоциированных ОВП регистрирова-
лись в 2009–2017 гг. на территории Индии [43]. 

Вирус Коксаки А2 (CVA2), ассоциированный пре-
жде всего с везикулярным фарингитом, HFMD, плев-
родинией, миокардитом и сахарным диабетом 1-го 
типа, периодически выявляют у пациентов с менин-
гитом, энцефалитом и ОВП, которые сопровождаются 
стойкими двигательными нарушениями, клинически 
сходными с паралитическим полиомиелитом. В ис-
следовании, проведенном в Бразилии в рамках эпиде-
миологического надзора за полиомиелитом в период 
с 2005 по 2017 г., CVA2 был одним из доминирую-
щих типов НПЭВ, выявлявшихся у пациентов с ОВП. 
В течение 20-летнего периода эпиднадзора за ОВП 
в Российской Федерации были установлены 5 слу-
чаев ОВП, ассоциированных с энтеровирусом CVA2 
[44]. В 2012 г. CVA2 вызвал вспышку тяжелых респи-
раторных заболеваний в Гонконге, в числе которых 
было 2 летальных случая. В 2014 г. появились сооб-
щения о вспышке ОВП, ассоциированного с CVA2, на 
Тайване [45]. 
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Нейротропные вирусы вида Enterovirus С (ЭВС).  
Со вспышками ОВП, энцефалита, менингита и HFMD 
ассоциируют некоторые типы энтеровирусов вида 
ЭВС. Энтеровирус EV-C105 был этиологической 
причиной вспышек ОВП в Индии и Новой Зеландии.  
EV-C96, впервые изолированный в 2000 г. от пациен-
та с ОВП в Бангладеш, в последующие годы выявлял-
ся в Финляндии, Словакии, на Филиппинах, в Кам-
бодже, Китае и Боливии как от пациентов с ОВП, так 
и от здоровых лиц [46]. 

Нейротропные вирусы вида Enterovirus D.  EV-D68 
связывают со спорадическими случаями и рядом 
вспышек ОВП. Впервые EV-D68 был выделен в 1962 г. 
от детей с пневмонией. В первую очередь он является 
респираторным вирусом, вызывающим заложенность 
носа, кашель, боль в горле и лихорадку. В 2014 г. в Се-
верной Америке произошла первая крупная вспышка 
тяжелых респираторных EV-D68-ассоциированных 
заболеваний, сопровождавшихся ОВП. Небольшие 
очаги EV-D68-инфекции были зарегистрированы так-
же в Европе и Азии. Увеличение числа случаев EV-
D68-инфекции с неврологическими проявлениями 
отмечалось в 2016 г. в Швеции, Нидерландах, Италии 
и США, в 2018 г. в США. В Японии рост активности 
EV-D68 был зафиксирован в 2013 и 2015 гг. [47–49]. 

Основы нейровирулентности энтеровирусов
Входными воротами для энтеровирусов в организ-

ме человека служат слизистые оболочки ротоглотки 
и желудочно-кишечного тракта, где в окологлоточных 
и мезентериальных лимфатических узлах происхо-
дит первичная репликация. При попадании вируса 
в клетки ретикулоэндотелиальной системы и кровь 
развивается первичная вирусемия, способствующая 
проникновению вирусов в разные органы и ткани: 
нервную систему, миокард, печень, поджелудочную 
железу и др. [50]. Проникновению вирусных частиц 
из крови в ЦНС препятствует гематоэнцефалический 
барьер (ГЭБ), представляющий собой высокоселек-
тивный фильтр между клетками головного мозга 
и кровеносными сосудами. Целостность ГЭБ может 
быть нарушена как в результате прямого инфици-
рования составляющих его эндотелиальных клеток 
микрососудов головного мозга, так и под воздей-
ствием цитокинов, увеличивающих проницаемость 
ГЭБ и вырабатываемых активированными клетка-
ми микроглии ЦНС в ответ на вирусную инфекцию 
[51, 52]. Предполагается, что в развивающемся голов-
ном мозге микроглия постоянно находится в «акти-
вированном» состоянии, что подтверждает гипотезу 
о влиянии функционального состояния и зрелости 
иммунной системы ЦНС на степень выраженности 
неврологических проявлений при энтеровирусной 
инфекции [53]. 

Энтеровирусы способны проникать в ЦНС посред-
ством инфицирования широкого спектра перифериче-
ских циркулирующих иммунных клеток, которые слу-
жат «троянским конем» для их доставки в ткань ЦНС. 
Спинномозговая жидкость содержит популяцию моно-
нуклеарных клеток, состоящую из Т-клеток (~ 90%), 

В-клеток (~ 5%), моноцитов (~ 5%) и дендритных кле-
ток (< 1%), являющихся потенциальными переносчика-
ми энтеровирусов. После проникновения мононукле-
арных клеток в ЦНС энтеровирусы высвобождаются 
и инфицируют нейроглию и нейроны головного мозга, 
реализуя свой нейрогенный потенциал [54]. Некото-
рые нейротропные энтеровирусы способны включаться 
в ретроградный аксональный транспорт и проникать 
в ЦНС через периферические нервные окончания, что 
экспериментально показано для нейротропных вирусов 
EV-A71 и EV-D68, проникающих в ЦНС при инфици-
ровании периферических спинномозговых моторных 
нейронов. Эндоцитированные в терминальном конце 
аксона энтеровирусные частицы перемещаются к телу 
нейрона в ретроградном направлении посредством ди-
неин-опосредованного везикулярного транспорта [55]. 
Таким образом имеется несколько альтернативных стра-
тегий проникновения энтеровирусов в клетки ЦНС.

Существует гипотеза, что в процессе репликации 
могут формироваться генетические варианты энте-
ровируса, различающиеся способностью проникать 
в клетки ЦНС. При анализе респираторных образцов, 
образцов кишечного тракта и ЦНС, изолированных 
от пациентов с EV-A71-инфекцией, были обнаружены 
различные квазивиды вируса. Исследования in vitro 
показали, что квазивид, преобладающий в образцах 
ЦНС, наиболее эффективно реплицировался именно 
в нейрональных клетках. Предполагается, что доле-
вое соотношение различных квазивидов в их общей 
«популяции» может определять динамику клиниче-
ской картины. Дальнейшее изучение и характеристи-
ка квазивидов, выделенных из разных клинических 
образцов при легких и тяжелых формах энтеровирус-
ной нейроинфекции, интересно в плане выявления 
генетических вариантов, обладающих повышенной 
нейроинвазивной способностью [10, 56]. 

В зависимости от тропности к определенным клет-
кам и тканям энтеровирусы могут поражать разные 
анатомические отделы ЦНС, что обусловливает раз-
личные клинические формы нейроинфекции. Менин-
гоэнцефалит, развивающийся вследствие поражения 
EV-А71 ствола головного мозга, способен приводить 
к нарушению регуляции сердечно-сосудистой и дыха-
тельной деятельности и, как следствие, нейрогенному 
отеку легких и сердечной недостаточности [57]. В экс-
перименте с новорожденными мышами показано, что 
вирус Коксаки А3 может обусловливать очаговые по-
ражения в правой лобной доле головного мозга, при-
водящие к развитию энцефалита, а вирус Коксаки B 
и некоторые типы эховирусов способны инфицировать 
различные области коры головного мозга и гиппокамп, 
вызывая развитие спастических параличей [58]. 

Важным фактором, определяющим нейротропные 
свойства вируса, является активность регуляторных 
элементов IRES (Internal Ribosome Entry Site). Пока-
зано, что мутации в сайте IRES приводят к дефектам 
трансляции и снижению уровня репликации энтеро-
вируса, в том числе и в ЦНС [59]. Дифференциальная 
восприимчивость тканей к инфицированию энтеро-
вирусами также может определяться противовирус-
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ной активностью врожденного иммунитета. Предпо-
лагают, что система α/β-интерферонов ограничивает 
репликацию энтеровирусов в экстраневральных тка-
нях и предотвращает его проникновение в ЦНС [60]. 

Эффективность проникновения энтеровирусов 
в клетки хозяина определяется доступностью и уров-
нем экспрессии специфических поверхностных эн-
теровирусных рецепторов. Одной из отличительных 
особенностей НПЭВ является разнообразие этих 
рецепторов. Например, в отличие от полиовирусов, 
использующих для проникновения единственный ре-
цептор (гликопротеин CD155), энтеровирус EV-A71 
для связывания с клеточной поверхностью использует 
несколько рецепторов, включая hSCARB2, hPSGL1, 
Anx2, гепарансульфат, виментин, триптофанил- тРНК-
синтетазу человека и др. Множество рецепторов по-
зволяет вирусу инфицировать более широкий спектр 
клеток, использовать различные пути маршрутизации 
вируссодержащих эндосом в клетке хозяина, а также 
объясняет полиморфизм клинических проявлений, 
обусловленных EV-A71 [10, 61]. 

Уникальный тканевой тропизм НПЭВ проявляет-
ся также в способности инфицировать нейрональные 
клетки-предшественники и астроциты. Потеря нейро-
нальных клеток-предшественников, способных диффе-
ренцироваться в линии нейронов, астроцитов и олиго-
дендроцитов, ведет к снижению нейрогенеза, задержке 
развития нервной системы и снижению когнитивных 
функций, памяти и обучения. Область локализации 
астроцитов в головном мозге гораздо шире, чем ней-
ронных клеток-предшественников, благодаря чему ин-
фицирование астроцитов наряду с их способностью 
к митозу создает резервуар для вирусной пролиферации 
и способствует эффективному распространению виру-
са в ЦНС. Способность инфицировать астроцитарные 
культуры показана для многих типов энтеровирусов: 
EV-A71, CVA9, CVB3, CVB4 и EV-D68 [10, 62]. 

Еще одной особенностью нейротропных энтерови-
русов является их способность к длительной перси-
стенции в тканях ЦНС, что многие исследователи ас-
социируют с развитием таких отсроченных заболева-
ний, как постполиомиелитный синдром, шизофрения, 
боковой амиотрофический склероз, инсулинзависи-
мый диабет, хроническая вирусная кардиомиопатия, 
хронический энтеровирусный менингоэнцефалит, 
а также мультисистемное заболевание – миалгиче-
ский энцефаломиелит/синдром хронической устало-
сти [63, 64]. Предполагается, что персистирующая 
инфекция обусловлена отбором мутантных форм ви-
руса, обладающих менее выраженными цитопатиче-
скими свойствами, что является частью коэволюции 
энтеровирусов и клеток организма, которые в свою 
очередь ограничивают распространение инфекции за 
счет снижения экспрессии рецепторов проникнове-
ния [65]. Однако точные механизмы данного феноме-
на до сих пор неизвестны.

Учитывая огромное разнообразие НПЭВ 
и широкий спектр вызываемых ими заболеваний, 
эпидемио логический надзор за энтеровирусной ин-
фекцией представляет достаточно сложную задачу, 

для реализации которой организованы Европейская 
сеть по надзору за неполиомиелитными энтерови-
русами (ENPEN, the European Non-Poliovirus En-
terovirus Network) [66], Азиатско-Тихоокеанская 
сеть (APNES, the Asia-Pacific Network for Entero-
virus), созданная на основе сотрудничества между 
академическими институтами и больницами в Кам-
бодже, Малайзии, Вьетнаме и Тайване [67], и дей-
ствующая с 1961 г. Национальная система надзора 
за энтеровирусами США (NESS, the National En-
terovirus Surveillance System) [17]. В Российской 
Федерации официальная статистическая регистра-
ция энтеровирусной инфекции введена в 2006 г. 
В настоящее время на территории РФ наблюдается 
рост заболеваемости энтеровирусными менингита-
ми. Вызывает обеспокоенность выявление у боль-
ных серозным менингитом и менингоэнцефалитом 
энтеровирусов, которые ранее вызывали преиму-
щественно респираторные или экзантемные забо-
левания, что может свидетельствовать о вероятно-
сти возникновения новых нейровирулентных вари-
антов энтеровирусов. 
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Клеточные белки – потенциальные мишени 
антиретровирусной терапии
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Резюме
Обзорная статья содержит анализ информации, полученной в результате поиска литературы по базам дан-
ных Scopus, Web of Science, MedLine. Тема поиска – идентификация и изучение механизмов действия 
факторов хозяйской клетки, участвующих в цикле репликации вируса иммунодефицита человека (ВИЧ, 
Retroviridae: Orthoretrovirinae: Lentivirus: Human immunodeficiency virus-1). Приведены примеры двух ос-
новных групп белков – факторов зависимости ВИЧ (CypA, LEDGF, TSG101 и др.) и факторов рестрикции 
(SERINС5, TRIM5α, APOBEC3G и др.); описано современное состояние представлений о механизмах их 
функционирования. Дана оценка перспектив разработки лекарственных средств для лечения ВИЧ-инфек-
ции, направленных на ингибирование либо стимуляцию активности хозяйских факторов.
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RT), затрагивает все области генома, включая пози-
ции, определяющие связывание молекул лекарствен-
ных средств в составе мишеней АРТ. Результатом ста-
новятся мутации лекарственной устойчивости и сни-
жение эффективности АРТ.

Перечень мишеней АРТ ограничен и включает три 
фермента ВИЧ: RT, интегразу (integrase, IN) и проте-
азу (protease, PR), а также вирусные белки, участвую-
щие в заражении клетки вирусом на этапах присоеди-
нения (связывания) и слияния (рис. 1). Феномен ле-
карственной устойчивости реализуется в отношении 
каждой из них, хотя и с разной частотой. На протя-
жении жизни примерно у 40% пациентов возникают 
устойчивые к АРТ штаммы ВИЧ, что требует замены 
схем лечения, как правило, на более дорогостоящие. 
Кроме того, устойчивые варианты ВИЧ могут переда-
ваться в контакте и вызывать заражение, тем самым 
делая заведомо неэффективной уже первую схему 
АРТ. Инновационные препараты, направленные про-
тив тех же мишеней, хотя и реже, но вызывают фор-
мирование устойчивых вирусов и феномена в целом 
не отменяют.

Все это побуждает к поиску принципиально новых 
подходов к лечению ВИЧ-инфекции, в числе которых 
в последние годы все чаще обсуждается возможность 
разработки препаратов, направленных на взаимодей-
ствия ВИЧ с клеточными белками и структурами, 

Успехи антиретровирусной терапии (АРТ), осно-
ванной на применении препаратов, непосредственно 
воздействующих на ферменты вируса, радикально 
изменили лицо эпидемии ВИЧ-инфекции, превра-
тив ее из неминуемо смертельной в контролируемую 
с восстановлением срока и качества жизни инфи-
цированных людей. Несмотря на этот замечатель-
ный прогресс, все проблемы АРТ решить не удается 
до сих пор, спустя почти 30 лет с начала внедрения 
эффективных схем тритерапии препаратами прямо-
го действия. Главные из этих проблем: 1) невозмож-
ность полного излечения ВИЧ-инфекции вследствие 
феномена латентности, лежащего в основе патоге-
неза этого заболевания; 2) как следствие, необходи-
мость пожизненного лечения; 3) требование высокой 
приверженности, трудновыполнимое для многих 
пациентов; 4) прогрессирование гиперактивации 
иммунной системы и ее последствий даже при усло-
вии высокой вирусологической эффективности лече-
ния; 5) наличие побочных эффектов даже у современ-
ных лекарств; 6) формирование лекарственно-устой-
чивых вариантов вируса.

Последний из перечисленных феноменов связан 
с особенностью жизненного цикла ВИЧ, включаю-
щего стадию обратной транскрипции (рис. 1). Зна-
чительное число ошибок, совершаемых ферментом 
ВИЧ – обратной транскриптазой (reverse transcriptase, 

Рис. 1. Жизненный цикл ВИЧ. Рисунки 1‒10 созданы в программе BioRender (BioRender.com).
Fig. 1. HIV life cycle. Figures 1–10 were created in the BioRender program (BioRender.com).
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важными для размножения вируса [1–7]. Ожидания 
от такого подхода заключаются в создании терапев-
тических альтернатив для лечения вирусных инфек-
ций, не вызывающих лекарственной резистентности 
по причине того, что они имеют своей мишенью бел-
ки хозяина (host-targeted antivirals, HTA), генетически 
существенно более стабильные, чем вирусные.

Действительно, репликативные и биосинтетиче-
ские механизмы клетки-хозяина играют критическую 
роль в жизненном цикле всех вирусов, являющихся 
по своей природе внутриклеточными паразитами. 
В этом кратком обзоре будет обсуждаться современ-
ное состояние исследований в этой сфере примени-
тельно к ВИЧ, включая провирусные и антивирусные 
клеточные факторы, функционирующие на разных 
этапах инфекционного цикла вируса, и некоторые 
подходы к разработке лекарственных препаратов, на-
правленных на эти факторы.

Начало изобильному потоку публикаций на указан-
ную тему было положено еще в 2008 г. сенсационной 
работой ученых из Гарварда [8], которые провели 
полногеномный скрининг генома человека с приме-
нением библиотеки из более чем 21 000 малых ин-
терферирующих РНК (siRNAs) в поиске хозяйских 
факторов, участвующих в размножении ВИЧ. По-
следовательное «выключение» генов с последующей 
оценкой продукции р24-антигена в модельной систе-
ме, основанной на HeLa-производных клетках, позво-
лило получить ошеломительный результат – как ока-
залось, 274 белка клеток человека так или иначе уча-
ствовали в репликации ВИЧ, причем до получения 
результатов этого эксперимента было известно толь-
ко о 37 (13%) из них. Это участие осуществлялось на 
всех стадиях жизненного цикла ВИЧ – от присоеди-
нения вируса к клетке до почкования новых вирио-
нов и проявлялось позитивной регуляцией продукции 
ВИЧ; за такими факторами закрепилось не вполне 
удачное название «факторы зависимости ВИЧ» (HIV-
dependency factors, HDFs).

Строго говоря, поражало воображение число обна-
руженных HDFs, но не факт их существования, ведь 
очевидно, что обладающий столь минимальным на-
бором собственных возможностей вирус непременно 
должен прибегать к помощи белков-посредников для 
реализации всех этапов размножения. Последующие 
исследования показали, что речь идет не просто о при-
способлении процессов репликации вируса в клетке 
к существующей для нужд самой клетки машинерии, 
но и об активном вмешательстве ВИЧ в широкий 
спектр клеточных процессов, которые включают ре-
моделирование эндомембран, полимеризацию и орга-
низацию цитоскелета, модуляцию экспрессии генов 
и белков-хозяев, апоптоз и деление клеток, уклонение 
от иммунного ответа и многое другое [2, 6, 7, 9]. Да-
леко не все HDFs детально изучены, однако о некото-
рых из них уже вполне можно говорить как о потен-
циальных мишенях терапии.

Еще более увлекательной становилась картина 
по мере того, как накапливались данные о существо-
вании другой группы белков, пусть и не столь много-

численной, зато очень перспективной с точки зрения 
разработки терапевтических средств. Речь идет о так 
называемых факторах рестрикции (restriction factors, 
RFs) – белках человека, способных блокировать раз-
множение ВИЧ в клетках. Механизмы, с помощью 
которых они это делают, чрезвычайно затейливы, от-
личаются большим разнообразием и являются сейчас 
предметом самого активного изучения.

Некоторые примеры белков, относящихся к обеим 
группам – «пособников» и «противников» ВИЧ, бу-
дут приведены далее в порядке, приблизительно соот-
ветствующем порядку событий размножения вируса 
в клетке. Цикл репликации ВИЧ включает следующие 
этапы: 1) присоединение вирусных частиц и после-
дующее 2) слияние клеточной и вирусной мембран 
с участием рецепторов клетки; 3) декапсидация («раз-
девание») вирусных частиц; 4) обратная транскрипция 
с участием обратной транскриптазы ВИЧ и образо-
ванием комплементарной ДНК (кДНК); 5) формиро-
вание преинтеграционного комплекса (preintegration 
complex, PIC) и интеграция кДНК в хроматин клетки 
с участием интегразы ВИЧ; 6) транскрипция с участи-
ем клеточной РНК-полимеразы; 7) процессинг (сплай-
синг) РНК и экспорт ее в цитоплазму; 8) синтез белков 
и сборка новых вирусных частиц; 9) инкапсидация 
с образованием внутренней структуры частицы; 10) от-
почковывание частиц от клетки с присоединением обо-
лочечных белков; 11) созревание с участием протеазы 
ВИЧ (рис. 1).

В составе вириона, заражающего чувствительную 
клетку, всегда, помимо структурных белков, присут-
ствует небольшое количество ферментов – RT, IN и PR, 
а также некоторые клеточные белки, захваченные ви-
рионом в момент отпочковывания от клетки и необхо-
димые на ранних этапах размножения вируса.

Присоединение. Первыми клеточными белками, 
с которыми встречается ВИЧ, являются клеточные ре-
цепторы (CD4 и CCR5), необходимые для присоеди-
нения вируса. Присутствие первого из них на мембра-
не клетки абсолютно необходимо для ее заражения, 
отсутствие второго корецептора (CCR5) в случаях 
гомозиготного дефекта – делеции CCR5D32 – в пода-
вляющем числе случаев защищает от заражения, од-
нако оставляет редкую возможность инфицирования 
вирусами, тропными к альтернативному корецептору 
CXCR4. Подробно этот феномен был многократно 
описан в литературе (рис. 2) [10–12].

Препарат, направленный на ингибирование коре-
цептора CCR5, уже существует и применяется под 
названием «Маравирок» (MVC); новые ингибиторы 
CCR5 и CXCR4 находятся на стадии клинических ис-
пытаний; ингибиторы CD4 также находятся в разра-
ботке и вместе с ингибиторами корецепторов форми-
руют класс антагонистов рецепторов ВИЧ.

Помимо хорошо известных поверхностных рецеп-
торов CD4 и CCR5, идентифицированы еще несколь-
ко дополнительных факторов, функция которых кри-
тична для заражения клеток ВИЧ.

Известно, что ВИЧ способен заражать клетки 
не только путем взаимодействия «вирус–клетка», 
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но и в результате прямого контакта клеток, не требу-
ющего наличия рецепторов. Такой способ заражения 
(«клетка–клетка») многократно превосходит по эф-
фективности «классический» вариант и находит под-
держку в лице молекул ALCAM (activated leukocyte 
cell adhesion molecule) – гликопротеинов из супер-
семейства иммуноглобулинов, обладающих сильно 
выраженными адгезивными свойствами. ALCAM 
опосредуют межклеточную адгезию и способствуют 
эффективному распространению вируса посредством 
прямой передачи от клетки к клетке (рис. 2) [13, 14].

Еще одна молекула с адгезивными свойствами – 
DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion 
molecule-3-grabbing non-integrin). На поверхности 
основных мишеней ВИЧ – CD4+-Т-клеток – ее нет, 
но зато много на макрофагах и особенно дендритных 
клетках, первыми встречающих вирус на периферии 
при заражении. DC-SIGN – лектин С-типа, который 
распознает гликопротеины на поверхности микро-
организмов и в случае ВИЧ-инфекции выступает 
в роли неспецифического корецептора, взаимодей-
ствующего с gp120. Последующая интернализация 
комплекса DC-SIGN–gp120 приводит к формирова-
нию внутриклеточных «хранилищ» вируса, и после 
рециркуляции комплекса на поверхность клетки ин-
фицирование CD4+-Т-клеток в лимфоидных органах 
вследствие прибытия в них дендритных клеток суще-
ственно облегчается [15].

Для выполнения функции корецептора CCR5 
очень важна сульфатная группа в составе его N-кон-

цевого тирозина. В сульфатировании этой амино-
кислоты участвуют сразу два клеточных белка – 
SLC35B2 (solute carrier family 35 member B2) и TPST2 
(tyrosylprotein sulfotransferase 2) (рис. 2). В роли до-
нора активированного сульфата выступает PAPS 
(3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate transporter), 
который синтезируется в цитозоле и при помощи 
SLC35B2 перемещается в просвет аппарата Гольджи, 
где резидентный белок TPST2 катализирует сульфа-
тирование тирозина CCR5. Как оказалось [14], отсут-
ствие TPST2 и/или SLC35B2 полностью предотвра-
щает заражение клеток ВИЧ.

Всем описанным выше белкам клетки, способ-
ствующим заражению ВИЧ, противостоит фактор 
рестрикции SERINС5 (serine incorporator 5), обнару-
живаемый в составе вирусных частиц. Его природная 
функция мало изучена; известно, что этот белок име-
ет трансмембранный домен из 10 звеньев и являет-
ся, таким образом, родственным корецептору CCR5 
[16]. Механизм его участия в репликации ВИЧ так-
же не вполне ясен; есть предположения о том, что 
он способен связывать белок gp120 и тем самым 
препятствовать процессу слияния мембран, при этом 
gp120 «задерживается» на поверхности мембра-
ны и становится объектом действия антител к ВИЧ 
(рис. 2) [4, 17, 18]. 

Антагонистом SERINС5 является вирус-
ный белок Nef, который способен удалять его 
из состава мембраны и секвестрировать в эндосому 
с последующей деградацией [19].

Рис. 2. Этапы проникновения ВИЧ в клетку.
Fig. 2. Stages of HIV entry into the cell.
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Декапсидация. До недавнего времени считалось, 
что после попадания ретровируса в цитозоль клет-
ки-хозяина происходит немедленное сбрасывание 
капсида с высвобождением РНК и последующей 
обратной транскрипцией. Этой точке зрения в наши 
дни противостоит другая, справедливо обращающая 
внимание на то, что кДНК, образующаяся в ходе об-
ратной транскрипции, может сделаться объектом 
молекулярных сенсоров [20, 21], чувствительных 
к присутствию ДНК в цитозоле, и вызвать ненужную 
для вируса иммунную реакцию. Избежать этого мож-
но, если защитить образующуюся кДНК белковой 
оболочкой, именно поэтому теперь многие исследо-
ватели считают, что процесс декапсидации и обрат-
ная транскрипция сопряжены во времени, при этом 
транскрипция начинается в составе нуклеокапсида, 
а сбрасывание капсида происходит по мере продви-
жения кДНК к ядру и заканчивается непосредственно 
перед импортом PIC (см. далее) в ядро [3, 22] либо 
даже в ядре  (рис. 3) [23].

 Центральным звеном всех взаимодействий на этом 
этапе оказывается вирусный капсидный белок (СА) p24, 
соcтавляющий внутреннюю оболочку вириона. За пра-
во контактировать с ним борются представители обеих 
«группировок» клеточных белков, при этом наиболее 
известными из них являются RF TRIM5α (tripartite motif-
containing protein 5) и циклофилин из группы HDFs. Ме-
ханизм функционирования обоих изучен пока недоста-
точно, и далее изложены лишь некоторые обоснованные 
предположения о событиях с их участием.

TRIM5α непосредственно связывает молекулы CA 
нуклеокапсида вирусов, вновь проникших в цито-

плазму после завершения слияния вирусной и кле-
точной мембран. Димеризация СА нарушает архитек-
туру капсида и вызывает его ускоренную фрагмен-
тацию, тем самым отменяя обратную транскрипцию 
(рис. 3) [3, 24]. Белок TRIM5α есть у всех приматов, 
однако описанная выше функция его видоспеци-
фична: TRIM5α от обезьян Старого Света, таких как 
макаки резус, ограничивают широкий спектр ретро-
вирусов, включая ВИЧ, а человеческий TRIM5α эф-
фективно препятствовать ВИЧ не способен [3], хотя 
есть сведения о полиморфных вариантах TRIM5α, ас-
социированных с замедленной прогрессией ВИЧ-ин-
фекции [25].

Возможно, причина недостаточного эффекта 
TRIM5α состоит в наличии в клетках человека эф-
фективно работающего циклофилина (сyclophilin A, 
CypA). Этот белок из группы шаперонов присутствует 
в клетке в значительных количествах и формах, при-
нимая участие в процессах укладки (folding) белко-
вых молекул. Его можно встретить на разных этапах 
репликации ВИЧ, и в составе вирусных частиц он то-
же всегда есть, видимо для того, чтобы начать свою 
деятельность сразу после заражения клетки. Предпо-
лагается, что механизм повышения инфекционности 
ВИЧ в присутствии CypA объясняется его способно-
стью взаимодействовать с CA, при этом стабильность 
капсида повышается, что, в свою очередь, позволяет 
сохранить в целости кДНК до момента пересечения 
ею ядерной мембраны [5, 22, 23]. Простое объясне-
ние этого факта заключается в конкуренции CypA 
с TRIM5α за связывание с СА, чуть более сложное, 
но и вполне вероятное, – в непосредственном взаи-

Рис. 3. Факторы зависимости (CypA) и рестрикции (TRIM5α) на этапе декапсидации ВИЧ. 
Fig. 3. Dependency (CypA) and restriction (TRIM5α) factors at the HIV decapsidation stage. 
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модействии TRIM5α–CypA, создающем стерическое 
препятствие для его контакта с СА (рис. 3) [26]. За-
мысел будущих разработок лекарственных АРТ-пре-
паратов включает создание неиммуносупрессивных 
ингибиторов CypA, а также повышение эффективно-
сти связывания TRIM5α–СА [6, 26].

Цитоскелет клетки. Размеры вирусных и субви-
русных компонентов поступающих в клетку вирионов 
не позволяют им свободно диффундировать в «густо-
населенной» цитоплазме, поэтому ранние этапы жиз-
ненного цикла ВИЧ критически зависят от процессов 
цитоплазматического транспорта. 

Один из белков клетки, вовлеченных в организацию 
этого процесса, – сократительный белок актин (actin). 
Его микрофиламенты выполняют свою функцию на 
периферии клетки и, возможно, связаны с процессом 
эндоцитоза вирусных частиц (см. выше) [6]. 

Роль микротрубочек неоднократно обсуждалась 
в отношении как минимум двух аспектов жизненного 
цикла ВИЧ – слияния мембран и внутриклеточного 
перемещения поступающих капсидов. Белками клет-
ки, ассоциируемыми с трафиком, являются MAP1A 
и MAP1S (microtubule-associated proteins), а также 
динеин (dynein), составляющие основную часть ми-
кротрубочек. О механизмах их функционирования 
известно лишь то, что они способны связывать вез-
десущий CA в составе всех вирусных компонентов 
и направлять их нужным курсом, то есть в сторону 
клеточного ядра [6, 23].

Поскольку элементы цитоплазматического трафика 
составляют значительную часть белков клетки хозяи-

на и необходимы для всех внутриклеточных процес-
сов, представить их себе в роли терапевтических ми-
шеней (например, путем деполимеризации) довольно 
трудно. С учетом того, что микрофиламенты и ми-
кротрубочки физически и функционально перепле-
таются, взаимодействие между ВИЧ и цитоскелетом 
представляется еще более сложным и требует продол-
жения исследований. 

Обратная транскрипция. На этом важнейшем эта-
пе размножения ВИЧ наибольшую известность при-
обрели два RFs – APOBEC3G и SAMHD1.

APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, 
catalytic subunit 3G) в ходе синтеза кДНК функциони-
рует как дезаминаза, превращая дезоксицитидин (dC) 
в дезоксиуридин (dU) в составе минус-цепи. На сле-
дующем этапе результирующая плюс-цепь ДНК содер-
жит множество гипермутаций G-A, приводящих к фор-
мированию преждевременных стоп-кодонов и продук-
ции аберрантных вирусных транскриптов, которые со 
временем подвергаются деградации (рис. 4).

У белка APOBEC3G есть свой антагонист среди 
белков ВИЧ – Vif, также обнаруживаемый в составе 
вирионов. Связываясь с APOBEC3G, Vif опосредует 
его протеосомную деградацию с использованием ме-
ханизма убиквитинирования [4, 19, 27]. 

Клеточный белок SAMHD1 (sterile a motif domain-, 
HD domain-containing protein 1), действуя в роли фос-
фогидролазы, осуществляет превращение нуклео-
тид-трифосфатов (dNTPs) в дезоксинуклеотиды, тем 
самым истощая ресурс для синтеза кДНК (рис. 4). 
В дополнение к этому, результирующее снижение 

Рис. 4. Факторы рестрикции APOBEC3G и SAMHD1 на этапе обратной транскрипции ВИЧ. 
Fig. 4. The restriction factors APOBEC3G and SAMHD1 at the HIV reverse transcription stage. 
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уровня ДНК в цитозоле ограждает клетку от включе-
ния молекулярных сенсоров и последующей нежела-
тельной секреции интерферона и хронического вос-
паления [3, 6, 23]. У ВИЧ-1 нет белка – антагониста 
SAMHD1, а у ВИЧ-2 есть – это белок Vpx, который 
участвует в деградации SAMHD1 [3, 27].

Формирование преинтеграционного комплекса. После 
завершения синтеза молекул кДНК им предстоит встро-
иться в хромосомную ДНК клетки. В отличие от прочих 
ретровирусов, которые обычно заражают клетки в ста-
дии митоза, когда ядерная мембрана отсутствует и ДНК 
легкодоступна, ВИЧ обладает способностью заражать 
неделящиеся клетки, то есть клетки, находящиеся в пе-
риоде интерфазы. Поскольку продолжительность этой 
фазы существенно превышает длительность митоза, 
такая возможность предоставляет вирусу колоссальные 
преимущества, обеспечивая ему огромное число мише-
ней и высочайший уровень репликации. В неделящих-
ся клетках ядро окружено плотной оболочкой – ядер-
ной мембраной, поэтому пассивной диффузией вопрос 
не решается и требует активного транспорта кДНК. 
Преинтеграционный этап и собственно интеграция яв-
ляются центральным и наиболее сложно организован-
ным событием размножения ВИЧ.

Преинтеграция начинается с формирования мини-
мальной структуры – интасомы, состоящей из кДНК 

и фермента IN; вначале IN имеет димерную структу-
ру, а на этапе интеграции в составе функционально-
го PIC находится в форме тетрамера [28]. Молекулы 
IN «сводят» между собой концы кДНК, после чего 
образуется незамкнутое кольцо, на концах которого 
находятся длинные концевые повторы (LTR). После 
присоединения нескольких коровых вирусных и кле-
точных белков образуется PIC (рис. 5).

В составе PIC в цитоплазме происходит первый 
этап интеграции ВИЧ – 3’-процессинг кДНК, в кото-
ром на первый план выходит деятельность IN. В хо-
де 3’-процессинга на каждом из 3’-концов вирусной 
ДНК в составе PIC удаляются по два нуклеотида с об-
разованием свободных гидроксильных (ОН)-групп, 
и в ядро кДНК попадет уже в процессированном ви-
де. На этом этапе возникает проблема, требующая 
«помощи» со стороны клетки. Заключается она в том, 
что в окружении PIC находится заметное число ли-
нейных молекул кДНК, которые с помощью IN легко 
могут «самоинтегрироваться» и тем самым снизить 
эффективность последующей истинной интегра-
ции. Предотвращение этого феномена происходит 
при содействии клеточного фактора BAF (barrier-to-
autointegration factor) – ДНК-связывающего белка, 
способного конденсировать ДНК [29]. Защиту от по-
добных суицидальных событий также обеспечивают 

Рис. 5. Участие нуклеопоринов в транслокации преинтеграционного комплекса ВИЧ. 
Fig. 5. Involvement of nucleoporins in the translocation of the HIV pre-integration complex. 
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несколько ДНКаз, связанных с эндоплазматическим 
ретикулумом [30].

Транслокация преинтеграционного комплекса. По-
сле завершения 3’-процессинга PIC начинает дви-
гаться по направлению к ядру клетки. Транслокация 
PIC обеспечивается взаимодействием кариофильных 
вирусных белков, содержащих особые последова-
тельности аминокислот – сигналы ядерной локали-
зации (nuclear localization signal, NLS), с клеточными 
белками, функционирующими на всех этапах ядерно-
го транспорта. К числу вирусных белков, имеющих 
NLS, относятся MA, IN, а также неструктурный бе-
лок ВИЧ Vpr [31].

В составе ядерной мембраны есть поры (nuclear 
pore complex, NPC), в основном состоящие из высоко 
консервативных нуклеопоринов (nucleoporins, NUPs) 
[32]. Они обеспечивают транспорт крупных гидро-
фильных молекул с массой более 40 kDa, при этом 
все остальные молекулы проникают в ядро путем 
пассивной диффузии. В зависимости от выполняемой 
функции NUPs могут располагаться в цитозоле либо 
в нуклеоплазме. 

Около 30 белков этой группы образуют NPC, име-
ющий кольцевую структуру: цитоплазматическое 
кольцо с 50 филаментами (примером может быть 
Nup358), ядерное кольцо («корзинка» из 8 филамен-
тов), включающее Nup153, и туннель между ними 
(Nup170, Nup155 и пр.) [32]. Внутренние размеры пор 
значительно меньше (около 8 нм), чем диаметр PIC 
(~ 28 нм) [33], поэтому PIC приходится в буквальном 
смысле «протискиваться» через каналы в мембране, 
при этом энергетические затраты обеспечивает аде-
нозинтрифосфат (АТФ). 

Для транслокации PIC может непосредственно кон-
тактировать с компонентами NPC либо использовать 
растворимые белки-транспортеры из группы кариофе-
ринов [22]. Природная функция этих белков состоит 
в транспортировке факторов сплайсинга мРНК в ядро 
клетки; в клетке, инфицированной ВИЧ, наиболее 
известными «помощниками» ВИЧ являются карио-
ферины TNPO3 (transportin-3) и CPSF6 (cleavage and 
polyadenylation specificity factor 6). Непосредственно 
с CA, не имеющим собственного NLS, взаимодейству-
ет, по-видимому, лишь CPSF6, а задача TNPO3 состоит 
в том, чтобы осуществлять нарезание и полиаденили-
рование CPSF6. В качестве альтернативы этим белкам 
может выступать Nup358, также имеющий сродство 
к CA [34]. Наконец, в процессе интеграции активно 
участвует все тот же CypA, закрепляя PIC на цитоплаз-
матической стороне ядерной мембраны и направляя 
его в ядерную пору; считается [22, 31], что в этом как-
то участвует и вирусный белок Vpr (рис. 5). 

Прохождение через поры обеспечивается несколь-
кими NUPs, каждый из которых взаимодействует 
с одним или более компонентами PIC. На ядерной 
стороне мембраны PIC встречает белок NUP153, ко-
торый локализуется в конце «туннеля» NPC и непо-
средственно связывает IN, CA и Vpr ВИЧ-1. 

Отметим здесь, что процесс транслокации PIC 
включает большое число участников как со стороны 

вируса (здесь перечислены не все даже из хорошо из-
ученных), так и со стороны клетки, при этом функ-
ции каждого из них дублируются, и на каждом этапе 
имеется выбор в пользу того или иного компонента 
в зависимости от состояния процесса размножения 
вируса.

Все перечисленные выше факторы, в конечном сче-
те способствующие репликации ВИЧ-1, можно отне-
сти к группе HDFs. На данный момент описан только 
один внутриклеточный RF, ингибирующий трансло-
кацию PIC, – это белок MX2 (от Myxovirus resistance, 
он же GTPase MxB). Индуцируемый интерфероном 
MX2 имеет сродство к CA и концентрируется на ци-
топлазматической стороне ядерной мембраны [35]. 
О механизмах его действия известно мало; MX2 
ингибирует разные штаммы ВИЧ-1, а также другие 
лентивирусы приматов, но минимально активен в от-
ношении лентивирусов, не относящихся к приматам. 
Некоторые штаммы ВИЧ-1 проявляют естественную 
устойчивость к MX2 без каких-либо очевидных по-
следствий для фитнеса вируса [36].

Собственно интеграция ВИЧ. Попав внутрь ядра, 
PICs ВИЧ-1 начинают медленное диффузное движе-
ние и преимущественно концентрируются на пери-
ферии ядра [37], не слишком удаляясь от ядерных 
пор. Последовательность хромосомной ДНК в участ-
ке встраивания провируса не имеет существенного 
значения, однако назвать локализацию этого про-
цесса полностью случайной было бы неправильно. 
В выборе участка интеграции ведущую роль играет, 
по-видимому, доступность ДНК, то есть окружаю-
щая ее структура хроматина. В неделящихся клетках 
значительная часть ДНК клетки находится в конден-
сированном состоянии (гетерохроматин) и связана 
с гистонами, поэтому ВИЧ-1 преимущественно свя-
зывается с деконденсированным хроматином (эухро-
матином), а «горячими точками» для интеграции 
являются транскрипционно активные участки ДНК, 
освобожденные от гистонов [38]. По всей видимости, 
это не просто облегчает процесс встраивания, но и да-
ет вирусу эволюционные преимущества, обеспечивая 
ему в последующем высокий уровень транскрипции 
в тандеме с геном-мишенью [6].

Интересно, что клеточные гены, которые чаще дру-
гих становятся объектами встраивания провируса 
ВИЧ-1, так называемые «гены рекуррентной инте-
грации», также концентрируются на периферии ядра 
и контактируют с ядерными порами. Организованный 
таким образом процесс позволяет свести затраты вре-
мени на собственно интеграцию кДНК к минимуму.

Этот процесс в значительной степени регулирует-
ся капсидом и белками, взаимодействующими с СА 
[22, 39], что вновь указывает на хорошую коорди-
нацию проникновения кДНК в ядро и интеграции. 
Выбор локуса интеграции может быть организован 
иерархически: топологическая локализация опреде-
ляется компонентом NPC NUP153, тогда как доми-
нирующая роль в выборе участка транскрипционно 
активного хроматина и последующего встраивания 
принадлежит клеточным белкам CPSF6, LEDGF/p75 
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(lens epithelium-derived growth factor) и INI1 (INtegrase 
interactor protein 1) [37, 40], а также, разумеется, и са-
мой IN ВИЧ-1 (рис. 6).

Считается, что CPSF6, в ассоциации с CA на эта-
пе транслокации обеспечивший проникновение PIC 
в ядро, играет решающую роль и в локализации PIC 
в ядре, направляя его в эухроматин [40]. Что касает-
ся INI1, то, по некоторым предположениям [41], этот 
фактор может стабилизировать PIC в клетке-хозяи-
не, поддерживая IN в устойчивой конформации, ко-
торая предотвращает неспецифические взаимодей-
ствия и самоинтеграцию. Белок BAF, ответственный 
за профилактику самоинтеграции в составе PIC [29], 
продолжает выполнять эту функцию и на этапе инте-
грации [28, 31, 39].

Белок LEDGF/p75, изученный лучше других, слу-
жит связующим звеном (или мостом) между преин-
теграционным комплексом и ДНК хозяина. Последо-
вательность связывания LEDGF/p75 с ДНК хозяина 
и PIC остается неясной, однако независимо от после-
довательности событий считается, что присутствие 
LEDGF/p75 приводит к сближению димеров IN друг 
с другом с образованием тетрамера. Этот аллосте-
рический эффект приводит к активации IN, которая 
после этого переходит к выполнению своей основной 
функции – реакции переноса цепи (strand transfer) 
[29, 42]. Она заключается в том, что c использовани-
ем ранее сформированных гидроксильных групп IN 
разрезает хромосомную ДНК в выбранном участке 

и одновременно соединяет ее 5’-фосфатные группы 
с концами вирусной кДНК. Промежуточным резуль-
татом становится участок ДНК, имеющий разрывы 
и свободные 5’-концы вирусной ДНК; этот времен-
ный дефект восстанавливается инструментами клет-
ки-хозяина с образованием интегрированного прови-
руса [29, 42].

Интерес к LEDGF/p75 возник более десятка лет на-
зад [43] и реализовался в разработке группы препа-
ратов, мишенью которых является интерфейс между 
активным центром IN и связывающим его доменом 
LEDGF (LEDGINs). Действие этих ингибиторов ос-
новано на аллостерическом эффекте и проявляет-
ся двумя феноменами: ранним, то есть очевидным 
снижением активности IN и интеграции провируса, 
и поздним, который приводит к морфологическим 
изменениям продуцируемых вирусных частиц и на-
рушениям архитектуры кора вируса вследствие повы-
шенной мультимеризации IN [43–46], при этом рибо-
нуклеопротеин оказывается за пределами кора. Такие 
«увечные» частицы составляют до 70% и не способ-
ны во время последующего раунда заражения обеспе-
чить нормальный ход событий размножения вируса 
[46]. В доклинических испытаниях был подтверж-
ден также негативный эффект некоторых LEDGINs 
в отношении формирования вирусных резервуаров 
[47], и это дает основания для надежд на применение 
этих препаратов в целях функционального излечения 
ВИЧ-инфекции [47, 48] уже в ближайшем будущем.

Рис. 6. Интеграция провирусной ДНК ВИЧ. 
Fig. 6. Integration of HIV proviral DNA. 
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Транскрипция. Собственных инструментов для 
транскрипции провирусной ДНК у ВИЧ нет, и для 
транскрипции своего генома вирус привлекает все не-
обходимые компоненты клеточного аппарата, и пре-
жде всего РНК-полимеразу. Для того, чтобы их «за-
вербовать» в пользу работы на вирус, используется 
главнейший из регуляторных факторов ВИЧ – белок 
Tat. Именно от его активности зависит уровень транс-
крипции ВИЧ, а отсутствие Tat приводит провирус-
ную ДНК в состояние латентности. События, которые 
при этом происходят, многократно описывались в ли-
тературе [49–52] и здесь подробно рассматриваться 
не будут. 

Кратко, сигналом для инициации считывания РНК 
становится контакт между активаторными белка-
ми SP1 (specificity protein 1) и NF-κB (nuclear factor 
[kappa]B), каждый из которых располагается в соот-
ветствующем участке промотора LTR. После этого 
РНК-полимераза (RNA-PII), распознав TATA-box, 
приступает к синтезу РНК, однако в отсутствие Tat 
синтез быстро останавливается, и результатом этого 
этапа транскрипции становится короткий фрагмент 
РНК, образующий петлю TAR (рис. 7).

C появлением Tat ситуация кардинальным образом 
меняется, поскольку он инспирирует формирова-
ние комплекса P-TEFb (positive transcription elonga-
tion factor b), включающего CDK9 (сyclin-dependent 
kinase 9) и CycT (Cyclin T). Взаимодействие TAR/
Tat/P-TEFb с «апатичной» RNA-PII вызывает ряд ее 

модификаций (главным образом фосфорилирование) 
и приводит в активное состояние, после чего полиме-
раза переходит к продуктивной элонгации с образова-
нием полноразмерных мРНК ВИЧ. 

Все указанные выше (а также неуказанные) клеточ-
ные факторы транскрипции способствуют формиро-
ванию мРНК ВИЧ и по определению являются, таким 
образом, HDFs. Судьба образующихся мРНК, однако, 
складывается не всегда благополучно, поскольку на 
этапе транскрипции обнаружены RFs, способные 
приводить к деградации РНК.

Одним из них является РНКаза-L – медиатор проти-
вовирусной активности, индуцированный интерфе-
роном-1. Этот фермент обладает широким спектром 
активностей, связанных с регуляцией рибосомальных 
и вирусных РНК и, в частности, способен проявлять 
рибонуклеазные свойства [53]. Эффективная дегра-
дация мРНК ВИЧ с участием РНКазы-L может пре-
пятствовать вхождению ВИЧ в продуктивный цикл 
размножения и способствовать поддержанию его ла-
тентного состояния.

Еще один фактор, вызывающий деградацию мРНК 
ВИЧ, – ZAP (zinc finger antiviral protein). Этот белок 
обладает широкой противовирусной активностью 
и ограничивает не только ретровирусы, но и многие 
другие РНК- и ДНК-вирусы. Механизм его функцио-
нирования долго оставался неясным, и лишь недавно 
стало понятно, что мишенью ZAP являются динукле-
отиды CpG в вирусной РНК, за распознаванием кото-

Рис. 7. Активность хозяйских факторов на этапе транскрипции ВИЧ. 
Fig. 7. Activity of host factors at the HIV transcription stage. 
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рых следует рекрутирование компонентов экзосомно-
го комплекса для деградации РНК (рис. 7) [53].

Другой механизм рестрикции использует белок 
KAP1 (Kruppel-associated box (KRAB)-interacting 
protein 1), который ослабляет взаимодействие RNA-
PII с комплексом P-TEFb и задерживает ее таким об-
разом в составе промотора, снижая эффективность 
элонгации [54].

Ядерный экспорт. По завершении транскрипции 
образуется лишь один вид молекул РНК, имеющих 
размеры, соответствующие размерам провируса. 
Как оказалось, судьба вновь синтезированных полно-
размерных молекул РНК не предопределена, и одни 
и те же молекулы могут выступать в роли матричной 
либо геномной РНК, встраиваясь в будущие вирусные 
частицы в ходе сборки [2, 51]. Существование таких 
несплайсированных транскриптов ВИЧ-1 противоре-
чит клеточному «внутреннему распорядку», поэтому 
для их «спасения» разработана специальная страте-
гия с участием вирусного белка Rev и клеточных «по-
мощников».

По завершении транскрипции полноразмерный 
транскрипт мРНК ВИЧ-1 вначале подвергается 
сплайсингу с образованием мРНК белков ВИЧ-1 Rev, 
Tat и Nef [51], после чего мРНК Rev транспортиру-
ется в цитоплазму для трансляции Rev. Белок Rev, 
имеющий NLS, возвращается в ядро с участием им-
портинов. На поздних стадиях размножения ВИЧ-1, 
когда достигается достаточная концентрация Rev, 
он приступает к выполнению своей основной функ-
ции по выводу несплайсированных мРНК из ядра. 

В составе Rev есть сигнал ядерного экспорта 
(nucleus export signal, NES), с помощью которого 
он связывает белок из группы кариоферинов CRM1 
(chromosome maintenance region 1), известный также 
под именем экспортина-1, и выводит полноразмер-
ные транскрипты в цитоплазму, где они становятся 
матрицей для трансляции структурных белков Gag 
и Pol, а также входят в состав новообразованных ви-
рионов. Прочие продукты сплайсинга необходимы 
для формирования вспомогательных белков Vif и Vpr, 
а также оболочечных белков Env [23]. Для осущест-
вления собственно сплайсинга используются те же 
рибонуклеиновые комплексы (spliceosomes), которые 
применяет клетка для выполнения этой задачи в от-
ношении собственных белков, при этом имеются све-
дения о том, что белок Rev вовлекает в это событие 
клеточные РНК-хеликазы [55], выступающие в роли 
молекулярных «шаттлов» для коротких транскриптов 
ВИЧ (рис. 8). 

Ядерный экспорт мРНК, как и импорт PIC, требует 
прохождения через ядерные поры (NPC) и опосреду-
ется растворимыми рецепторами-шаттлами, которые 
перемещаются между ядром и цитоплазмой. Помимо 
описанного выше CRM1, на этапе экспорта функци-
онирует белок TAP-p15 [32], а также около десятка 
менее изученных клеточных факторов, которые так-
же присоединяются к мРНК с образованием mRNP 
(messenger ribonucleoprotein). Дальнейшие события 
развиваются следующим образом: mRNP взаимодей-

ствует с NUPs, инициируя экспорт. После успешной 
«стыковки» mRNP продвигается по внутреннему 
каналу NPC, контактируя с NUPs, и высвобождает 
мРНК с участием цитоплазматических филаментов 
NPC NUP214 [32].

Трансляция и сборка вирионов. На этом этапе раз-
множения, как и на предыдущем, ВИЧ полностью 
зависим от клеточного аппарата биосинтеза, однако, 
применяя множество ухищрений, эффективно изме-
няет соотношение продукции вирусных и клеточных 
белков в свою пользу. Среди приспособлений, кото-
рые использует ВИЧ для повышения уровня и регуля-
ции синтеза собственных белков, находятся исполь-
зование энхансеров трансляции – дополнительного 
участка посадки рибосомы IRES (internal ribosome 
entry site) и PCE (post-transcriptional control element), 
усиливающего связь с полисомой; механизм leaky 
scanning для прочтения двух белков с общей рамкой 
считывания; рибосомное сканирование (ribosome 
scanning) и пр. Самым известным из «изобретений» 
ВИЧ является феномен «игнорирования» стоп-кодо-
на и сдвига рамки считывания на уровне трансляции, 
позволяющий регулировать соотношение продукции 
структурных белков и ферментов, кодируемых одним 
и тем же геном pol. 

Эти механизмы, будучи крайне интересными, 
не имеют прямого отношения к теме настоящего обзо-
ра и подробно освещены в ряде работ [2, 19, 23, 51, 56], 
а здесь будут приведены примеры менее известных 
случаев взаимодействия ВИЧ c хозяйскими фактора-
ми на этапе трансляции и последующей сборки.

После окончания процесса сплайсинга и экспорта 
всех РНК в цитоплазму наступает этап инициации 
трансляции, определяющий скорость размножения 
ВИЧ в целом. Инициирующие элементы есть в ка-
ждом из транскриптов ВИЧ, что позволяет им транс-
лироваться независимо друг от друга и само по себе 
способствует повышению уровня продукции вируса. 
Белки Gag, Pol, Tat и Rev синтезируются отдельно 
от высоко модифицированных гликопротеинов Env, 
встречаясь с ними уже на этапе почкования (рис. 9).

Эффективность инициации определяется частотой 
«посадки» мРНК на полирибосому (полисому, poly-
some) и прочностью связывания с ней. На эти процес-
сы влияют сразу несколько белков – одни способны 
их усиливать, например регулятор сплайсинга 9G8, 
белок Sam68 (Src-associated in mitosis 68), РНК-хели-
каза А (RHA), а другие, напротив, играют роль фак-
торов рестрикции, ингибируя или отменяя события 
инициации. К ним относится белок IFITM (interfer-
on-induced transmembrane protein), способный ис-
ключать взаимодействие мРНК с полисомой [23]; его 
вирусным антагонистом является белок Nef. Другой 
пример – hnRNP E1 (heterogeneous nuclear ribonucle-
oprotein E1), который обладает способностью разоб-
щать большую и малую субъединицы рибосомы [2].

По мере приближения финального этапа размно-
жения – сборки (assembly) и почкования (budding) 
вирионов – соперничество двух групп белков прояв-
ляется все сильнее. После достижения достаточной 
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концентрации продуктов биосинтеза – вирусных бел-
ков – начинается процесс сборки вирионов, при этом 
главная роль в организации внутренней структуры 
частиц, включения РНК и продвижения к мембране 
клетки принадлежит вирусным белкам группы Gag 
[56]. На начальном этапе сборки вирусные частицы 
являются незрелыми, и лишь после нарезания пред-
шественника Gag-Pol формируются все внутренние 
белки, в частности СА, формирующий капсидную 
часть вириона конической формы.

Как выяснилось [57], на последующих этапах ВИЧ 
активно использует для почкования комплекс кле-
точных белков аппарата ESCRT (endosomal sorting 
complexes required for transport), участвующий в про-
цессах ремоделирования мембран. Известный сво-
ей активной деятельностью белок СА, взаимодей-
ствуя с компонентом ESCRT – белком TSG101 (tumor 
susceptibility gene 101), способствует перемещению 
формирующихся вирусных частиц в эндосомы с по-
следующим образованием мультивезикулярных те-
лец (multivesicular body, MVB) (рис. 10). В таком ви-
де будущие вирионы могут сохраняться в цитоплазме 
вплоть до момента почкования.

Белок Env синтезируется в виде предшественника 
gp160 в шероховатом ретикулуме (EPR) и подверга-
ется созреванию/гликозилированию с образованием 
gp120 и gp41 с участием аппарата Гольджи. Переме-

щению из EPR к месту окончательного формирования 
ему помогает клеточный белок Rab11-FIP1C (FIP1C) 
(Rab coupling protein) [56]. Предпочтительными ме-
стом последующего «заякоривания» Env в мембране 
становятся «липидные плотики» (lipid rafts), обога-
щенные холестерином и насыщенными жирными 
кислотами.

Кульминация наступает на этапе собственно поч-
кования, когда проявляется эффект сразу несколь-
ких факторов рестрикции. Два из них – белки GBP5 
(guanylate binding protein 5) и MARCH8 (E3 ubiquitin 
ligase membrane-associated RING-CH 8) – препят-
ствуют «нарезанию» gp160 и тем самым понижают 
эффективность включения белков Env в новые ви-
рионы; результатом становится формирование неин-
фекционных вирусных частиц. В дополнение к этому 
MARCH8 обладает способностью удерживать Env 
в цитоплазме с помощью не вполне ясного механизма. 
Белок PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 1) огра-
ничивает динамику актина вблизи клеточной мембра-
ны и задерживает Env в ее составе [56].

Самым изученным из факторов рестрикции, дей-
ствующих на этапе сборки, является тетерин (tetherin, 
BST-2, bone marrow stromal antigen 2). Этот белок имеет 
необычную структуру, включающую Т-концевой транс-
мембранный и С-концевой гликозилированный концы, 
что позволяет ему удерживаться в мембране и одно-

Рис. 8. Сплайсинг и ядерный экспорт мРНК ВИЧ. 
Fig. 8. Splicing and nuclear export of HIV mRNAs. 
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временно захватывать вновь образованные вирионы.  
BST-2 связывает между собой липидные «плотики» и мо-
лекулы актина, тем самым непосредственно ограничи-
вая подвижность вирионов в тот момент, когда они уже 
готовы отделиться от мембраны [3, 16, 19, 56] (рис. 10). 
Тетерин существенно снижает заражение по типу «ви-
рус–клетка» и в меньшей степени – по типу «клетка–

клетка» [16]; на этом основана точка зрения, в соот-
ветствии с которой заражение по типу «вирус–клетка» 
преимущественно происходит при передаче вируса, 
в то время как на стадии его распространения в организ-
ме путь «клетка–клетка» преобладает.

В роли антагониста BST-2 выступает вирусный бе-
лок Vpu, который связывает N-концевую область ци-

Рис. 9. Факторы хозяйской клетки на этапе трансляции ВИЧ. 
Fig. 9. Host cell factors at the HIV translation stage. 

Рис. 10. Сборка и почкование вирусных частиц ВИЧ. 
Fig. 10. Assembly and budding of HIV viral particles. 
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топлазматического домена BST-2, удаляет его из мем-
браны и стимулирует его деградацию по протеасо-
мальному или лизосомальному пути; альтернативный 
вариант – простое вытеснение BST-2 из участка сбор-
ки вирионов [58]. Интересно, что у ВИЧ-2 нет белка 
Vpu, и его функцию берет на себя белок Nef [59].

Этот последний пример наводит на размышления, ка-
сающиеся совместной эволюции ВИЧ и его природных 
хозяев, наблюдающейся на протяжении многих десят-
ков тысяч лет. Факторы рестрикции – клеточные белки, 
каждый из которых имеет функцию, связанную с жизне-
обеспечением клетки. Нередко выполнение этой функ-
ции «пересекается» с репликативным циклом вируса 
и проявляется мощной ингибирующей активностью. 
Это обстоятельство поставило перед вирусом задачу 
приспособления, с которой он изобретательно справил-
ся, в ходе эволюции приобретя дополнительные белки, 
к тому же обладающие возможностью перекрывания 
и «подстраховки» обязанностей. Понимание структуры 
и функции этих вспомогательных белков и механизмов 
их взаимодействия с лигандами в клетке-хозяине может 
иметь важное значение для разработки новых методов 
лечения ВИЧ-инфекции.

Еще один аспект, касающийся будущих разработок, 
связан с детальным изучением природных функций 
самих клеточных факторов – как HDFs, так и RFs. 
Первые из них предположительно должны стать объ-
ектом ингибирования, а вторые быть стимулированы 
с целью ограничения размножения ВИЧ. 

Разработка препаратов с ингибирующими свой-
ствами – традиционная задача фармакологии, однако 
ингибирование клеточных белков с разнообразными 
функциями потенциально всегда таит в себе опас-
ность нарушения метаболизма клетки и последую-
щей за ним токсичности, поэтому вполне очевидно, 
что из множества HDFs значительная часть будет «от-
бракована» в ходе испытаний, и на это потребуется 
много времени. То же касается и RFs, при этом раз-
работки стимуляторов имеют меньше примеров и по-
требуют значительной креативности.

В этой связи интересна позиция авторов, предлага-
ющих провести испытания противовирусной актив-
ности препаратов, применяемых для лечения других 
заболеваний – как инфекционных, так и неинфекци-
онных. Примеры такого рода имеются в истории раз-
работки антиретровирусных средств; например, ле-
гендарный азидотимидин был изобретен как препарат 
с широким антибактериальным и противопаразитар-
ным эффектом [60]. Есть сведения о том, что препара-
ты для коррекции липидного обмена (статины) оказы-
ваются эффективны в предотвращении роста вирусной 
нагрузки у ВИЧ-инфицированных пациентов [61], хотя 
механизм этого эффекта остается непонятен. Очевид-
ное достоинство «старых» препаратов заключается 
в том, что для их внедрения не потребуются долгие го-
ды предварительных клинических испытаний.

Наконец, перспективной представляется мысль 
о том, чтобы сделать объектом антиретровирусного 
воздействия не сами вирусные и клеточные белки, 
а возможность их контакта – так называемый интер-

актом (interactome) «вирус–хозяин» [7], и обеспечить 
таким образом прерывание ключевых взаимодей-
ствий хозяина с вирусом. Примером такого рода мо-
гут быть описанные выше аллостерические ингиби-
торы LEDGINs, играющие роль «распорки» между 
вирусным белком IN и клеточным фактором LEDGF.

Итак, участие различных клеточных образований 
в патогенезе ВИЧ-инфекции становится все более 
очевидным. В настоящем обзоре сделана попытка 
кратко представить некоторые из внутриклеточных 
и молекулярных взаимодействий вирусных и клеточ-
ных белков, известных на сегодняшний день. Иден-
тификация и исследование множества белков клетки, 
эксплуатируемых вирусом на всех этапах жизненного 
цикла, представляет большие возможности для АРТ. 
Клеточные мишени особенно привлекательны тем, 
что практически не подвержены мутационным изме-
нениям, а значит, проблема лекарственной устойчи-
вости для них существенно менее актуальна, чем для 
вирусных мишеней. Тем не менее, прежде чем имею-
щиеся знания станут основой для разработки новых 
лекарственных препаратов, нужно получить ответы 
на многие вопросы. Следует выяснить, насколько 
явления и процессы, наблюдаемые пока в основном 
в условиях in vitro, соответствуют реальности in vivo; 
какие из активностей клеточных белков могут быть 
ингибированы без заметного ущерба для метаболиз-
ма самой клетки; функцию каких факторов можно 
«выключить» без ощутимых физиологических по-
следствий. За результатами этих исследований мы бу-
дем с интересом наблюдать в ближайшие годы.
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Бастровирусы (Astroviridae): генетическое разнообразие  
и потенциальное влияние на здоровье человека и животных
Роев Г.В.1,2, Борисова Н.И.1, Чистякова Н.В.3, Выходцева А.В.1, Акимкин В.Г.1,  
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Резюме
Введение. Бастровирусы были обнаружены в Нидерландах в 2016 г. в кале человека. Они демонстрируют 
частичное генетическое сходство с астровирусами, а также вирусами гепатита Е. Их связь с возникновени-
ем заболеваний пока не была установлена.
Цель работы. Получение новой генетической информации о бастровирусах, циркулирующих среди лету-
чих мышей на территории России.
Материалы и методы. Было проведено метагеномное секвенирование образцов фекалий летучих мышей 
вида Nyctalus noctula, выловленных на территории РФ в 2023 г. Собрано два почти полных генома бастро-
вирусов. Был оценен зоонозный потенциал данных вирусов методами машинного обучения, изучена их 
рекомбинация, а также построены филогенетические деревья.
Результаты. De novo был собран почти полный геном (длина около 5800 оснований) нового бастровируса в 
одном из образцов, он был использован как референс для получения другого генома в другом образце. Зоо-
нозный потенциал вируса одного из этих образцов методами машинного обучения был оценен как высокий. 
Показано существование рекомбинации между структурным и неструктурным полипротеинами.
Заключение. Первое обнаружение бастровируса на территории РФ дополняет мировые данные о широте 
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Abstract 
Introduction. Bastroviruses were discovered in the Netherlands in 2016 in human stool samples and show partial 
genetic similarities to astroviruses and hepatitis E viruses. Their association with disease onset has not yet been 
established.
Materials and methods. Metagenomic sequencing of fecal samples of Nyctalus noctula bats collected in the 
Russian Federation in 2023 was performed. Two almost complete genomes of bastroviruses were assembled. 
The zoonotic potential of these viruses was assessed using machine learning methods, their recombination was 
studied, and phylogenetic trees were constructed.
Results. A nearly complete bastrovirus genome was de novo assembled in one of the samples, and it was used to 
assemble another genome in another sample. The zoonotic potential of the virus from one of these samples was 
estimated as high. The existence of recombination between structural and non-structural polyproteins was demonstrated.
Conclusion. Two bastrovirus genomes were assembled, phylogenetic and recombination analyses were 
performed, and the zoonotic potential was evaluated.
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Введение
В 2016 г. в Нидерландах при проведении мета-

геномного секвенирования 200 образцов кала лю-
дей был найден ранее неизвестный РНК-вирус [1]. 
В 7 из этих образцов был идентифицирован новый 
патоген, имеющий некоторое генетическое сходство 
с астровирусом и вирусом гепатита Е. Длина после-
довательностей варьировала от 6017 до 6339 осно-
ваний. Вирус во всех 7 образцах имел одну и ту же 
структуру генома, а сходство аминокислотных по-
следовательностей предполагаемого неструктурного 
белка ORF1 варьировало от 67 до 93%. Аналогично, 
сходство потенциального структурного белка ORF2 
составляло от 73 до 98%. Такая высокая степень раз-
нообразия позволила авторам статьи сделать предпо-
ложение, что бастровирус как инфекционный агент 
человека, скорее всего, циркулировал среди челове-
чества в течение длительного времени, а не появился 
недавно. Подобное разнообразие также может быть 
связано с возникновением в разных переносчиках 
инфекции и передачей человеку через загрязненную 
пищу или в качестве зоонозной инфекции от домаш-
них животных, скота или диких животных. Все гено-

мы бастровирусов содержали схожие консервативные 
аминокислотные домены. Капсидный белок бастро-
вирусов демонстрирует заметную вариабельность, 
особенно в начальной 40-нуклеотидной N-концевой 
и конечной 242-нуклеотидной C-концевой последова-
тельностях. На С-конце капсидного белка обнаруже-
но несколько антигенных эпитопов, имеющих длину 
более десяти аминокислот. Проведение вложенной 
полимеразной цепной реакции (ПЦР), направленной 
на выявление 5’-области генома, позволило иденти-
фицировать бастровирус в 32 из 200 исследованных 
образцов фекалий. Однако явной корреляции между 
клиническим симптомом, таким как диарея, и нали-
чием вируса выявлено не было [1].

С момента первоначального обнаружения бастро-
вируса в фекалиях человека в 2016 г. его неодно-
кратно определяли в различных образцах. В 2017 г. 
в сточных водах Бразилии был идентифицирован ба-
стровирус c размером генома 5875 оснований. Иден-
тичность его генома составила 56% по сравнению 
с ранее известными бастровирусами (GenBank: 
KX907135) [2]. Исследователи предположили, что его 
переносчиком может быть млекопитающее. В иссле-
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довании 2018 г. бастровирус (GenBank: MG693175) 
был идентифицирован в 87 образцах фекалий лету-
чих мышей двух разных видов в Камеруне [3]. В ис-
следовании 2019 г. во время вспышки диареи свиней 
в США [4] в образцах фекалий был обнаружен геном 
бастровируса длиной 5881 основание с 84% идентич-
ностью бастровирусу свиней (GenBank: KX907134), 
который впоследствии получил название PBastV-
USA 2017-1. Анализ последовательности его генома 
выявил 97 и 87% сходства с последовательностями 
ORF1 и ORF2 обнаруженного бастровируса соответ-
ственно, что свидетельствует о значительном генети-
ческом сходстве с бастровирусом свиней. Эти данные 
о последовательности полного генома позволили со-
здать тест на основе количественной ПЦР для выявле-
ния патогена. В июне 2017 г. этот тест был использо-
ван для изучения 368 образцов свиней, поступивших 
в лабораторию болезней животных Университета 
штата Южная Дакота. Основную часть из них со-
ставляли образцы мазков из ротовой полости (90%), 
а остальные (10%) – фекальные, ректальные мазки 
или образцы из окружающей среды. Из 368 исследо-
ванных образцов 114 (или 31%) оказались положи-
тельными на вирус. При этом следует отметить, что 
большинство образцов были получены от здоровых 
свиней, так как были взяты в рамках инициативы 
по надзору за заболеваниями животных на фермах. 
Таким образом, обнаруженный бастровирус не был 
связан с каким-либо конкретным заболеванием.

В 2019 г. вышла статья, посвященная изучению 72 об-
разцов летучих мышей четырех видов, выловленных 
в 2012 г. в городе Биша и его окрестностях в Саудов-
ской Аравии [5]. У двух видов летучих мышей нашли 
вирус, схожий с бастровирусом, но обнаруженные ви-
русы в Саудовской Аравии были ближе к гепевирусам, 
чем к человеческому бастровирусу, имея 50% сход-
ство по аминокислотной последовательности с ним. 
В результате исследователи классифицировали их как 
Middle East Hepe-Astrovirus, так как они демонстриро-
вали около 70% сходства с бастровирусом летучих мы-
шей и бастровирусом крысы из Вьетнама.

В 2021 г. японские исследователи идентифицирова-
ли практически полные последовательности геномов 
четырех бастровирусов, обнаруженных в фекалиях 
здоровых свиней [6]. Они обнаружили, что бастрови-
русы, присутствующие в организме свиней и других 
животных, включая человека, имеют схожую геном-
ную организацию. В частности, все они имеют три 
консервативных домена: вирусную метилтрансфе-
разу, РНК-хеликаз и RdRp в неструктурном ORF1 
и капсидный домен астровируса в структурном ORF2. 
Сравнение аминокислотных последовательностей 
показало, что полученные бастровирусы имеют 95–
99 и 76–96% сходства в областях ORF1 и ORF2 со-
ответственно. Однако при сравнении бастровирусов 
свиней с бастровирусами других животных сходство 
составило лишь 21–43 и 9–21% для областей ORF1 
и ORF2 соответственно. Это указывает на то, что хотя 
бастровирусы могли иметь общего предка, они эво-
люционировали отдельно в каждой группе хозяев 

в течение длительного времени. Наличие в геноме 
потенциальных рекомбинационных событий также 
свидетельствует о том, что бастровирусы приобрета-
ют генетическое разнообразие в результате рекомби-
национных событий.

В 2023 г. была опубликована работа [7], посвященная 
малоизученному вирусному разнообразию низших 
позвоночных, включая рыб, земноводных и рептилий. 
Объектом изучения служила азиатская жаба, обитаю-
щая в Китае. В результате проведенных исследований 
было выявлено более 20 новых РНК-вирусов в мате-
риалах жаб. Так, выявлен практически полный геном 
бастровируса, сильно отличающийся от ранее извест-
ных вариантов, что позволило выделить новые вет-
ви на филогенетическом дереве. Этот геном, обозна-
ченный как AtBastV/GCCDC11/2022, состоит из трех 
предполагаемых белок-кодирующих областей, ка-
ждая из которых имеет разную степень идентично-
сти с различными известными вирусами. При более 
глубоком изучении филогении RdRp и капсидных 
сегментов AtBastV/GCCDC11 было обнаружено, что 
он имеет сильное генетическое сходство со штаммом 
бастровируса амфибий из рода Rana. Кроме того, этот 
штамм имел заметное сходство с астровирусом 2, об-
наруженным у хайнаньской черноглазой жабы, и не-
которыми астровирусами животных, хотя и имел от-
даленное отношение к гепевирусам.

Филогенетический анализ, проведенный на основе 
последовательности РНК-зависимой РНК-полимеразы 
(RdRP), показывает, что бастровирусы и вирусы гепа-
тита Е формируют на дереве отдельную кладу, отлич-
ную от астровирусов [3]. Большинство бастровирусов 
животных образуют монофилетическую группу и груп-
пируются по видам хозяев, которых они заражают. Ис-
ключением является линия Bat_Bastrovirus-like_virus/
VietNam/Bat/17819_21, образующая на дереве отдель-
ную внешнюю группу. Филогенетический анализ по бел-
ку капсида дает схожие результаты. В статье 2016 г. [1] 
была высказана гипотеза, о том что между участками 
генома, кодирующими белок капсида и полимеразу, 
в прошлом произошла рекомбинация. В качестве свиде-
тельства авторы указывают на то, что филогенетически 
белок капсида больше связан с астровирусами, а ген по-
лимеразы – с вирусом гепатита Е. На дополнительные 
события рекомбинации также указывает тот факт, что 
штамм CMR/Bat/P24 группируется с двумя штаммами 
летучих мышей на дереве полимеразы и только с одним 
штаммом на дереве белка капсида [3].

Бастровирусы можно дифференцировать на основе 
генетических признаков. ORF1 всех бастровирусов 
млекопитающих кодирует вирусную метилтрансфе-
разу, за которой следуют вирусная геликаза и RdRp, 
тогда как ORF2 кодирует капсидный белок. ORF3 
присутствует в геноме не всех бастровирусов, а если 
и присутствует, как в случае бастровирусов человека, 
то кодирует папаин-подобную цистеиновую протеазу 
вируса гепатита Е. Хотя астровирусы и бастровиру-
сы имеют некоторое сходство в структурном белке, 
структура генома бастровирусов и его особенности 
могут способствовать будущей классификации этих 
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вирусов в новое вирусное семейство. Кроме того, об-
ширное генетическое разнообразие среди бастрови-
русов, полученных от разных видов хозяев, может по-
требовать дальнейшей классификации бастровирусов 
в разные линии или роды.

Рассмотренные выше источники позволяют сделать 
вывод об очень широком распространении бастрови-
русов среди человека и различных видов животных. 
Бастровирусы выявлены у человека, свиней, летучих 
мышей, речных моллюсков и жаб и даже в сточных 
водах. Такое разнообразие носителей вируса под-
тверждает теорию о том, что данный вирус циркули-
рует в природе уже в течение какого-то периода вре-
мени, а не зародился недавно. До сих пор в литературе 
не было описано случаев обнаружения бастровирусов 
на территории России. В настоящей работе мы прове-
ли метагеномное секвенирование генетического мате-
риала образцов фекалий летучих мышей вида Nyctalus 
noctula из Саратовской области, в результате чего был 
обнаружен неизвестный ранее бастровирус и собран 
его полный геном. Мы провели аннотирование ново-
го генома бастровируса, построили филогенетические 
деревья и провели рекомбинационный анализ. 

Материалы и методы
Проведено метагеномное секвенирование образцов 

фекалий летучих мышей вида N. noctula, собранных 
в феврале 2023 г. в России. Выделение РНК из об-
разцов выполняли с использованием набора QIAamp 
Viral RNA (Qiagen, Германия). Обратную транскрип-
цию осуществляли с использованием набора РЕВЕР-
ТА-L («АмплиСенс», Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Синтез второй цепи ДНК 
был выполнен с помощью набора NEBNext Ultra II 
Non-Directional RNA Second Strand Synthesis Module 
(E6111L). Очищенную двухцепочечную кДНК фраг-
ментировали в microTUBE-50 AFA Fiber Screw-
Cap (PN 520166) на приборе Covaris M220 (Covaris, 
Woburn, США) до ~ 550 п.о. Библиотеки для парнокон-
цевого секвенирования сконструировали с помощью 
наборов NEBNext Ultra End Repair/dA-Tailing Module 
(NEB E7546L), NEBNext Ultra Ligation Module (NEB 
E7595L) и Y-адаптера, совместимого с IDT for Illumina 
Nextera DNA UD Indexes. Индексирующую ПЦР про-
водили с использованием NEBNext Ultra II Q5 Master 
Mix (NEB #M0492). Финальную библиотеку валиди-
ровали на приборе Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Technologies, США). Секвенирование проводили на 
платформах MiSeq и NextSeq 2000 (Illumina, США).

Сборка консенсусных последовательностей
В «сырых» прочтениях удаляли адаптеры при помо-

щи опции в Trimmomatic v0.39 ILLUMINACLIP [8]. 
Также применяли опции LEADING:7, TRAILING:7, 
SLIDINGWINDOW:4:20, и MINLEN:40. Парные 
прочтения объединяли при помощи BBmerge [9] 
(maxstrict=t), файлы с непарными прочтениями для 
каждого образца объединяли в один. Таким образом, 
для каждого образца получили по три файла: два фай-
ла – парно-концевые чтения и один файл – непарные. 

Прочтения, соответствующие хосту, удаляли вырав-
ниванием на референсные геномы летучих мышей 
Pipistrellus kuhlii (GCF_014108245.1) и Myotis myotis 
(GCF_014108235.1) при помощи bowtie2 (опции –un 
и –un-conc отдельно соответственно для непарных 
и парных ридов). Использовали геномы этих двух 
видов, так как референсный геном для N. noctula 
отсутствует в доступных базах данных. Далее с ис-
пользованием Kaiju v1.9.2 [10] (использовалась база 
nr_euk) оставили только прочтения либо определяю-
щиеся как вирусные, либо не классифицирующиеся 
(файлы с парно-концевыми чтениями и непарными 
снова обрабатывали отдельно). Оставшиеся после 
такой фильтрации прочтения были собрали de novo 
в контиги с использованием MEGAHIT v1.2.9 [11], 
получившиеся контиги использовали для поиска в ба-
зе NCBI nr при помощи DIAMOND [12] blastx (опции 
-very-sensitive, evalue 1e-08, -k 3).

В образце N.noctula_3 (MiSeq) на основе поиска 
по гомологии был найден длинный (5,832 bp) контиг, 
относящийся к бастровирусам. Этот контиг в дальней-
шем использовали как референс для сборки консен-
сусов для другого образца. Также контиги бастрови-
руса обнаружили в образцах фекалий летучих мышей 
N.noctula_4 (NextSeq), N.noctula_4 (MiSeq, техническая 
реплика предыдущего образца). Фильтрованные при 
помощи Kaiju прочтения с соответствующих образцов 
выравнивали bowtie2 v2.4.4 [13] (--local) на вышеука-
занный референс. «Bam»-файлы реплик объединяли 
командой «samtools merge» [14] v1.15.1, сборку кон-
сенсусов производили командой «samtools consensus» 
(-m simple -aa -c 0.51). В результате получили две кон-
сенсусных последовательности (образцы № 3, 4).

Филогенетический анализ
В собранных последовательностях были выделены 

открытые рамки считывания с использованием NCBI 
ORFfinder [15] (опция «ATG» and alternative initiation 
codons) и BLASTX [16]. Аминокислотные после-
довательности, соответствующие неструктурному 
полипротеину (NSP) и структурному полипротеину 
(SP), использовали для дальнейшего филогенетиче-
ского анализа. Для построения деревьев использо-
вали 31 последовательность генома бастровирусов 
из NCBI, у которых были проаннотированы полипро-
теины NSP и SP. Список accession numbers исполь-
зовавшихся образцов: KU318321.1, NC_035758.1, 
KU318317.1, KU318320.1, KU318315.1, KU318318.1, 
KU318319.1, KU318316.1, KX907134.1, NC_032423.1, 
MK387176.1, KX907130.1, MT549856.1, LC549662.1, 
MF042208.1, KX907133.1, NC_035471.1, OM104033.1, 
OQ835729.1, KX907129.1, KX907131.1, NC_032484.1, 
KX907132.1, KX907128.1, KX907127.1, MG693175.1, 
MT549857.1, KX907135.1, NC_032426.1, OQ835730.1, 
MT766313.1. Последовательность астровируса гуся 
(GenBank: OM200916.1) использовали как аутгруппу. 
Выравнивание осуществляли с помощью программы 
MAFFT v7.490 [17]. Построение дерева производили 
в IQ-TREE v2.2.3 [18] (опция -alrt 1000), оптимальную 
модель определяли при помощи ModelFinder [19]. 

https://paperpile.com/c/UxB5GJ/xq2Q
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/GaE3
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/eGnu
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/NJn2
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/K7Fo
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/5m5F
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/nD4t
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/AaER
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/MWFj
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/bSAu
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/efaO
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/9w5J
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Визуализацию дерева выполняли с применением он-
лайн-инструмента iTOL [20].

Анализ рекомбинации
Для изучения потенциальной рекомбинации в про-

грамме MAFTT были построены множественные 
выравнивания по аминокислотным последовательно-
стям белков NSP и SP для 33 образцов (31 – получены 
из NCBI и 2 – в этом исследовании), которые затем об-
ратно транслировали в нуклеотидные выравнивания 
при помощи PAL2NAL [21]. Далее выравнивания для 
белков NSP и SP объединяли. Матрицу филогенетиче-
ской совместимости с метрикой Робинсона–Фолдса 
строили с применением протокола RDP4. Ширина 
окна составляла 400, шаг – 50 нуклеотидов [22].

Анализ зоонозного потенциала
Для оценки зоонозного потенциала бастровируса 

использовали обученную модель машинного обучения 
[23], доступную по ссылке https://github.com/Nardus/
zoonotic_rank. На вход подавали два генома бастрови-
руса, а также таблицу с аннотацией. С помощью ко-
манды PredictNovel.R получили файлы с результатами.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию 
лабораторных животных в соответствии с Consensus 
author guidelines for animal use (IAVES 23 July 2010). 
Утверждено заключение этического комитета по рабо-
те с животными, номер 50 от 07.08.2021. Все процеду-
ры проводились в соответствии с разрешением комис-
сии по биоэтике ИПЭЭ РАН им. А.Н. Северцова.

Результаты
В настоящем исследовании на основе данных мета-

геномного секвенирования генетического материала 
фекалий летучих мышей N. noctula, пойманных на тер-
ритории Российской Федерации в 2023 г., были полу-
чены практически полные последовательности генома 
бастровируса для двух образцов. В одном из образцов 
был собран de novo длинный контиг (около 5800 п.о.), 
покрывающий практически полный геном бастрови-
руса, который затем использовали как референс для 
сборки генома бастровируса из другого образца. После 
аннотации геномов путем поиска с помощью программ 
BLASTX в базе NCBI nr и инструмента NCBI ORFfinder 
для этих двух образцов удалось получить аминокислот-
ную последовательность NSP длиной около 1200 ами-
нокислот и SP длиной порядка 630 аминокислот. Фило-
генетический анализ, проведенный по неструктурному 
(рис. 1) и структурному (рис. 2) полипротеинам показал 
сходство с образцами бастровируса из летучих мышей, 
пойманных во Вьетнаме. По результатам, полученным 
с помощью программы BLASTP, сходство с уже извест-
ными последовательностями по белку NSP составляет 
менее 77%, а по SP белку – менее 63%, что дает основа-
ние полагать, что вирусы из данных образцов являются 
новыми.

Изучение рекомбинации в геномах бастровирусов
Анализ последовательностей геномов бастровиру-

сов с помощью матрицы филогенетической совме-
стимости (рис. 3) указывает на наличие возможной 
рекомбинации между рамками считывания, кодирую-

Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе аминокислотной последовательности неструктурного полипротеина (NSP) 
бастровирусов. 

Образцы, отсеквенированные в рамках этого исследования, выделены желтым. Цветом показана поддержка узлов, рассчитанная по методу SH-aLRT.
Fig. 1. Phylogenetic tree of the non-structural polyprotein (NSP) of bastroviruses. 

Samples sequenced as part of this study are highlighted in yellow. Branch colors indicate node support calculated by the SH-aLRT method.

https://paperpile.com/c/UxB5GJ/pDj5
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/gqfM
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/tYAc
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/ZUez
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щими полипротеины SP и NSP, что в целом типично 
для астровирусов [24, 25], ближайшими родствен-
никами которых являются бастровирусы. Также это 
подтверждается разной топологией филогенетиче-
ских деревьев, построенных по белкам SP и NSP. Так, 
например, образец KX907131.1, представленный на 
рис. 1, находится в одной кладе с полученными в на-
стоящем исследовании образцами, а на рис. 2 он по-
казан в другой кладе бастровирусов летучих мышей.

Оценка степени зоонозного риска
N. Mollentze и соавт. [23] была предложена методо-

логия оценки степени риска заболевания человеком 
для вирусов, исходя из их геномной последовательно-
сти. Обученная авторами модель машинного обучения 
использовала филогенетическую информацию, нукле-
отидный и динуклеотидный состав вирусного генома, 
его сходство с интерферон-стимулированными генами 
и т.д. Использование всех этих признаков позволило вы-
числить интегральную характеристику, отражающую 
вероятность зоонозов. Применение этой методологии 
на двух геномах бастровируса, полученных в настоя-
щем исследовании, продемонстрировало следующие 
результаты: бастровирус из 3-го образца был отнесен 
к категории High (т.е. имеющий высокий зоонозный по-
тенциал), из 4-го образца – Medium (средний).

Обсуждение
В рамках проведенного исследования на основе ме-

тагеномного секвенирования генетического материала 
образцов фекалий летучих мышей, пойманных в Рос-
сийской Федерации в 2023 г., были успешно собраны 

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе аминокислотной последовательности структурного полипротеина (SP) 
бастровирусов. 

Образцы, отсеквенированные в рамках этого исследования, выделены желтым. Цветом показана поддержка узлов, рассчитанная по методу SH-aLRT.
Fig. 2. Phylogenetic tree of the structural polyprotein (SP) of bastroviruses. 

Samples sequenced as part of this study are highlighted in yellow. Branch colors indicate node support calculated by the SH-aLRT method.

Рис. 3. Матрица филогенетической совместимости, построен-
ная по объединенным выравниваниям белков NSP и SP. 

Цветом показана нормализованная метрика Робинсона–Фолдса. Белой 
стрелкой показано место «стыка» двух рамок считывания.

Fig. 3. Phylogenetic compatibility matrix constructed from the 
merged alignments of NSP and SP proteins. 

Color indicates the normalized Robinson–Foulds metric. The white arrow 
shows the junction of the two ORFs.

https://paperpile.com/c/UxB5GJ/IPb3+dZ41
https://paperpile.com/c/UxB5GJ/ZUez
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практически полные консенсусные последовательно-
сти генома бастровируса в 2 образцах вида N. noctula. 
Так, в одном из них, благодаря de novo сборке, получена 
практически полная (5832 оснований) последователь-
ность генома бастровируса, что позволило использовать 
ее в качестве референса для сборки генома (5669 ос-
нований) в другом образце. По результатам аннотации 
геномов и сравнительного анализа аминокислотных 
последовательностей, установлено, что рассматрива-
емые вирусы обладают значительными различиями 
по сравнению с уже известными, и их сходство с бли-
жайшими гомологами не превышает 77% по белку NSP 
и 63% по белку SP. Филогенетический анализ подтвер-
дил их относительную уникальность и выявил их бли-
жайшие гомологи – образцы бастровирусов из Вьет-
нама. Геномные последовательности были загружены 
в базы данных VGARus (crie051639, crie051640) и NCBI 
GenBank (OR552430, OR552431).

Рекомбинация – частое явление у РНК-вирусов [26]. 
Проведенный нами анализ с помощью матриц фило-
генетической совместимости показал наличие собы-
тия рекомбинации внутри вируса, что должно учиты-
ваться при построении филогений. Выделяются две 
клады бастровирусов летучих мышей, причем топо-
логии деревьев, построенных по разным участкам ге-
нома, не совпадают. Все это указывает на непрерывно 
идущий процесс рекомбинации у бастровирусов, что 
потенциально может быстро привести к появлению 
у вируса новых свойств, а учитывая высокий зооноз-
ный потенциал вируса, вычисленный методами ма-
шинного обучения, важно его дальнейшее изучение. 
Таким образом, первое обнаружение бастровируса на 
территории РФ дополняет мировые данные о широте 
ареала распространения бастровируса, а новые данные 
не только расширяют наше понимание генетического 
разнообразия бастровирусов, но и подчеркивают важ-
ность будущих исследований для определения потен-
циального влияния этих вирусов на здоровье человека 
и животных. Нуклеотидные последовательности были 
загружены в базы данных VGARus и NCBI GenBank.

Заключение
Появление и развитие технологий секвенирования 

нового поколения (NGS) не только произвело рево-
люцию во многих областях биологии и медицины, 
но и все чаще используется в вирусологии. Так, новые 
подходы позволяют исследовать огромное количество 
вирусов, и по мере снижения стоимости NGS [27] 
масштабные метагеномные исследования, в том чис-
ле для выявления новых вирусных патогенов, стано-
вятся все более доступными. Преимуществом мета-
геномного секвенирования является отсутствие необ-
ходимости использования специфических зондов или 
праймеров для выявления вирусов, что потенциально 
позволяет обнаружить любой патоген, присутству-
ющий в образце, независимо от его известного или 
неизвестного статуса [28]. Благодаря этому уникаль-
ному свойству метагеномное секвенирование стало 
основным методом обнаружения как известных, так 
и новых вирусов [29, 30], что особенно актуально для 

анализа таких природных резервуаров вирусов, как 
летучие мыши [31]. Возможность описывать множе-
ство вирусов в таких объектах, независимо от того 
являются ли они патогенами, специфичными для хо-
зяина, или рассматриваются в качестве пищевых или 
экологических образцов, может способствовать луч-
шему пониманию некоторых зоонозных событий пе-
редачи инфекции и предупредить органы здравоохра-
нения и эпидемиологического надзора о возможном 
их возникновении.
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Резюме
Введение. В начале декабря 2019 г. человечество столкнулось с новой проблемой, вызванной коронави-
русом. В срединной китайской провинции Хубэй стали развиваться эпидемические события, способные 
вызывать у людей тяжелые первичные вирусные пневмонии. Изолированный этиологический агент был 
идентифицирован как представитель Coronaviridae. Глобальная пандемия, связанная с коронавирусом тя-
желого острого респираторного синдрома 2-го типа (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-
CoV-2), стала вызовом для человечества. 
Цель работы. В настоящей работе оценивали репликативную способность и патогенез вируса SARS-CoV-2 
у хомяков. 
Материалы и методы. В эксперименте были использованы сирийские хомяки (n=16) рандомно разделен-
ные на две группы. Первую группу заражали интраназально, вирусом SARS-CoV-2, штамм SARS-CoV-2/hu-
man/KAZ/KZ_Almaty/2020, депонированном в GenBank под номером MZ379258.1.  Вторая группа осталась 
контрольной. В течение 14 суток наблюдали за клиническими проявлениями болезни у хомяков. Отбирали 
пробы на 3, 5, 7, 9, 12, 14-е сутки. Отобранные пробы проверяли на вирусовыделение в культуре клеток, 
проводили гистологическое исследование и анализ вирусной РНК в ПЦР РВ. 
Результаты. Изоляты SARS-CoV-2 показали эффективную репликацию в легких хомяков, вызывая пато-
логические поражения легких при интраназальном заражении. Клинические проявления болезни у хомя-
ков при заражении SARS-CoV-2 характеризовались снижением температуры и массы тела, увлажнением и  
взъерошенностью шерсти, частым поглаживанием носового зеркала. Кроме того, в группе зараженных жи-
вотных интраназально при вирусовыделении в культуре клеток из назальных, оральных смывов и легких 
были обнаружены вирусы с высокими титрами. Также по результатам патологоанатомического вскрытия были 
замечены патологические изменения в легких. Установлена передача вируса воздушно-капельным путем при 
совместном содержании здорового хомяка с группой животных, зараженных интраназальным методом. 
Заключение. Результаты проведенной работы показывают, что модель сирийского хомяка может быть по-
лезна при изучении патогенеза SARS-CoV-2, а также для тестирования вакцин-кандидатов против острого 
респираторного синдрома 2-го типа.
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Для цитирования: Туысканова М.С., Жугунисов К.Д., Ozaslan M., Мырзахметова Б.Ш., Кутумбетов Л.Б. 
Клинические симптомы/признаки у хомяков при экспериментальном заражении вирусом SARS-CoV-2  
(Coronaviridae: Betacoronavirus). Вопросы вирусологии. 2023; 68(6): 513–525. DOI: https://doi.
org/10.36233/0507-4088-202 EDN: https://elibrary.ru/kivlek
Благодарности. Авторы выражают благодарность руководству и сотрудникам НИИПББ МЗ РК за оказан-
ную помощь в проведении данных исследований. 
Источник финансирования. Работа была выполнена в рамках научно-технической программы на тему 
«Разработка вакцины против коронавирусной инфекции COVID-19» (ИРН № 64356/ПЦФ-МОН-РК-ОТ-20) 
по целевому финансированию на 2020–2022 гг. при поддержке Комитета науки Министерства образования 
и науки Республики Казахстан.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, 
связанных с публикацией настоящей статьи.

Этическое утверждение. Авторы подтверждают соблюдение институциональных и национальных стан-
дартов по использованию лабораторных животных в соответствии с Consensus author guidelines for animal 
use (IAVES 23 July 2010). Протокол исследования одобрен Этическим комитетом Научно-исследовательско-
го института проблем биологической безопасности Министерства здравохранения Республики Казахстан 
(Протокол № 4 от 14.04.2021).



PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-202

ORIGINAL RESEARCHES

514

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-202

Clinical symptoms and signs in hamsters during experimental 
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Abstract
Introduction. At the beginning of December 2019, humanity has faced a new problem caused by coronavirus. 
In Hubei province of central China, epidemic events associated with severe primary viral pneumonia in humans 
began to develop. The isolated etiological agent was identified as a representative of Coronaviridae family. The 
global pandemic associated with the new coronavirus infection, acute respiratory syndrome type 2 (Severe acute 
respiratory syndrome 2, SARS-CoV-2), has become a challenge for humanity. 
Objective. In our work, we assessed the replicative ability and pathogenesis of the SARS-CoV-2 virus in hamsters. 
Materials and methods. Syrian hamsters (n=16) randomly divided into two groups were used in experiment. The 
first group was infected intranasally with the SARS-CoV-2 virus, strain SARS-CoV-2/human/KAZ/KZ_Almaty/2020 
deposited in GenBank under number MZ379258.1. The second group remained as a control group. Clinical 
manifestations of the disease in hamsters were observed within 14 days. Samples were collected on days 3, 
5, 7, 9, 12, and 14 postinfection. The obtained samples were tested for viral isolation in cell culture, histological 
examination and analysis of viral RNA by RT-PCR.
Results. SARS-CoV-2 virus isolates showed efficient replication in the lungs of hamsters, causing pathological 
lung lesions in animals infected intranasally. Clinical manifestations of the disease in hamsters infected with this 
virus were characterized by a decrease in temperature and body weight, wetness and ruffled fur, and frequent 
stroking of the nasal planum. High virus titers were observed following the virus isolation in cell cultures from nasal, 
oral swabs and lungs of animals infected intranasally. Pathological autopsy demonstrated pathological changes 
in the lungs. Moreover, transmission by airborne droplets has been established when a healthy hamster was kept 
together with animals infected using the intranasal method. 
Conclusion. In conclusion, our study showed that the Syrian hamster model is a useful tool for studying the SARS-
CoV-2 pathogenesis, as well as testing vaccine candidates against acute respiratory syndrome type 2.
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Введение
В первой половине прошлого века были открыты 

первые представители семейства Coronaviridae [1, 2]. 
Коронавирус представлял серьезную проблему в ве-
теринарии, однако научное сообщество не относило 
его к особо опасным для человека эпидемическим 
вирусам. Коронавирусы стали проблемой для челове-
ка в 2002 г., когда коронавирус тяжелого острого ре-
спираторного синдрома (Severe acute respiratory syn-

drome-related coronavirus, SARS-CoV) был обнаружен 
в популяции людей [3–6]. Природным резервуаром 
этого коронавируса являлись летучие мыши (Chirop-
tera, Microchiroptera) [3, 7, 8], переносящие вирус 
инаппарантно, но выделяющие его со слюной, мочой 
и фекалиями [9]. Таким образом они заражали мел-
ких млекопитающих, которые широко используются 
в пищу в странах Юго-Восточной Азии [9]. При эпи-
демии, вызванной SARS-CoV, летальность среди за-
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болевших по всему миру составляла 9,6% [3–6, 10].
В начале декабря 2019 г. человечество столкнулось 

с новой проблемой, вызванной коронавирусом. В сре-
динной китайской провинции Хубэй стали развиваться 
эпидемические события, способные вызывать в че-
ловеческой популяции тяжелые первичные вирусные 
пневмонии [11]. Изолированный этиологический 
агент был идентифицирован как представитель Coro-
naviridae [12]. Геном этого агента оказался гомологи-
чен MERS-CoV на 50%, SARS-CoV на 79%, BtRsCoV 
на 88%. Впоследствии, учитывая особенности струк-
туры генома, ему дали название коронавируса тяжело-
го острого респираторного синдрома 2-го типа (Severe 
acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 
[9, 13]. SARS-CoV-2 вызывает инфекционное заболе-
вание, получившее название новая коронавирусная 
инфекция (COronaVIrus Disease 2019, COVID-19). 
Клиническое проявление вируса довольно широкое. 
COVID-19 на сегодняшний момент распространился 
на все страны мира и является глобальной пандемией 
с высоким уровнем летальных исходов. Пандемия на-
несла колоссальный вред мировому здравоохранению 
и экономике [14–16]. В мире активно разрабатывают-
ся вакцины против коронавирусной инфекции 2-го 
типа [17]. Для проведения доклинических испытаний 
вакцины требуется подходящая биологическая мо-
дель животных, которые могут обеспечить после-
довательные и воспроизводимые результаты [18].  
И, поскольку идеальная животная модель должна от-
ражать клинические признаки, вирусную репликацию 
и патологию, наблюдаемую у человека, наличие и рас-
пределение вирусных рецепторов у нее должны быть 
сходными с таковыми у человека. Вирус должен вос-
производиться в отобранных видах животных, и долж-
на существовать корреляция между вирусным титром 
и тяжестью болезни [19]. В связи с этим, с учетом ана-
лиза литературных источников, в настоящей работе ис-
пользовали хомяков, поскольку именно эти животные 
являются одним из объектов исследования по SARS-
CoV. В ряде публикаций сообщалось о поддержании 
репликации хомяков с коронавирусной инфекцией 1-го 
типа [20, 21]. Также результаты ранее проведенных ис-
следования по SARS-CoV-2 показали [18], что иссле-
дуемый вирус способен к репликации в легких живот-
ного с высоким титром и сопутствующей патологией. 

Цель исследования – изучить потенциальную жи-
вотную модель для новой коронавирусной инфекции, 
с целью возможности дальнейшего использования в до-
клинических испытаниях разрабатываемых вакцин. 

Материалы и методы
Вирус.  Изучали эпидемический штамм SARSCoV-2/

KZ_Almaty/04.2020 вируса SARS-CoV-2, выделенный 
из клинического образца и депонированный в респу-
бликанском депозитарии коллекции микроорганизмов 
РГП НИИПББ КН МОН РК [22]. Вирус был выделен 
в культуре клеток Vero (4-й пассаж). Титр вируса со-
ставил 4,50 lg ТЦД50/мл. Штамм SARS-CoV-2/human/
KAZ/KZ_Almaty/2020 был секвенирован, и полная 
последовательность генома была депонирована в Gen-

Bank под номером MZ379258.1. Нуклеотидная после-
довательность генома штамма SARS-CoV 2/human/
KAZ/KZ_Almaty/2020 была на 100% идентична изо-
ляту Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2).

Животные. В работе были использованы сирий-
ские хомяки в количестве 16 голов. Перед работой 
всем животным проводили термометрию, после чего 
у них отбирали сыворотку крови для определения ви-
руснейтрализирующих антител в организме к изуча-
емому вирусу. Далее животные рандомизированным 
методом были разделены на 2 группы: 1-я группа 
(8 животных) являлась контрольной; животным 2-й 
группы (8 особей; интраназальная группа) вводили 
интраназально инфекционный материал (по 0,2 мл 
в ноздри). 

При заражении хомяков титр вируса соста-
вил 4,50 lg ТЦД50/мл (31 000 ТЦД), инфекционный 
материал применяли в цельном виде без дополнитель-
ных разведений. После заражения животных помеща-
ли в клетки и оставляли в автономно вентилируемом 
шкафу для содержания животных. На каждую клетку 
навешивали этикетки с указанием вируса, количества 
и номеров зараженных животных, даты заражения. 
В рабочем журнале записывали название вируса, его 
количество и характеристику зараженных животных, 
их маркировку, метод введения и дозу вируса.

За животными устанавливали наблюдение, обра-
щали внимание на их внешний вид, подвижность, 
прием корма и фиксировали внешние клинические 
признаки заболевания (общее состояние, температу-
ра, подвижность, аппетит, взъерошенность шерсти) 
в течение 14 сут. Во время опыта у всех животных 
на 3, 5, 7, 9, 12 и 14-е сутки проводили забор крови, 
смывов носовой и ротовой полости для выявления 
вируса. Из двух групп на 7-е сутки для контрольных 
гистологических исследований отобрали 4 животных, 
которых подвергли эвтаназии путем цервикальной 
дислокации. Также использовали хомяков, павших 
во время опыта. У всех извлекли легкие. Наличие 
вируса в материале подтверждали с помощью поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) и вирусологических 
исследований. При этом следует отметить, что для 
установления передачи инфекции во время иссле-
дования один хомяк был перемещен из контрольной 
группы в зараженную вместо павшего хомяка. Остав-
шихся в живых хомяков на 14-е сутки после инфици-
рования подвергли эвтаназии методом цервикальной 
дислокации с последующим отбором пробы крови, 
смывов носовой и ротовой полости и легких для даль-
нейшего исследования вышеуказанными методами. 

Подопытных животных содержали на стандартном 
рационе с достаточным количеством воды, согласно ве-
теринарному законодательству и в соответствии с тре-
бованиями по гуманному содержанию и использова-
нию животных в экспериментальных исследованиях. 
Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию 
лабораторных животных в соответствии с Consensus 
author guidelines for animal use (IAVES 23 July 2010). 
Протокол исследования одобрен Этическим комитетом 
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Научно-исследовательского института проблем биоло-
гической безопасности Министерства здравохранения 
Республики Казахстан (Протокол № 4 от 14.04.2021)..

Заражение производили с соблюдением этических 
и гуманных обоснованных правил [23].

Патологоанатомические вскрытие выполняли со-
гласно методике, описанной в работе [24].

Гистологический анализ. Для проведения гистологи-
ческих исследований были взяты биоматериалы из тка-
ни легких. Проводку и заливку материала осуществля-
ли с применением общепринятых в патоморфологии 
методов, по руководству Г.А. Меркулова (1969). Ма-
териал фиксировали в 10% водном растворе нейтраль-
ного формалина. Уплотняли патматериал в парафине, 
также применяли замораживающий микротом.

После этого готовили 54-серийные парафиновые 
срезы толщиной 5 и 6 мкм. Ультратонкие срезы из-
готавливали на полуавтоматическом микротоме 
HEOTION ERM 3100 и на микротоме МС-2. Срезы 
окрашивали общепринятыми и некоторыми особыми 
гистологическими методами с использованием гема-
токсилина и эозина на процессоре для окраски срезов 
Leica №S4040/№000000358.

Гистологические микропрепараты изучали с помо-
щью бинокулярного микроскопа МБИ-6 под разным 
увеличением.

Выделение РНК. РНК была извлечена из патологи-
ческих материалов с помощью набора для вирусного 
выделения QIAamp viral RNA mini kit (QIAGEN, Гер-
мания) согласно инструкции производителя. 

Анализ вирусной РНК. Для амплификации гена N 
вируса SARS-CoV-2 были использованы следующие 
праймеры и зонд: N_Sarbeco_F (cacattggcacccgcaatc), 
N_Sarbeco_R (gaggaacgagaagaggcttg) и N_Sarbeco_P 
(fam-acttcctcaaggaacaacattgcca-bbq) [25]. Вирусный 
геном оценивали с помощью количественной ПЦР 
в реальном времени с использованием набора Super-
script III Platinum One-Step RT-PCR System with Plati-
num Taq DNA Polymerase (Invitrogen, США) согласно 
инструкции изготовителя. Реакции проводили в тер-
моциклере Rotor-Gene 6000 Series (Qiagen, Германия) 
по следующей программе: 1 цикл обратной транс-
крипции при 50 ºC в течение 20 мин, 1 цикл при 95 ºC 
в течение 3 мин, затем 45 циклов при 95 ºC в тече-
ние 15 с и 58 ºC в течение 30 с.

Выделение вируса в культуре клеток. Выделение 
вируса проводили из образцов легких, в которых об-
наружили вирусную РНК методом ПЦР. С этой целью 
готовили 20% органо-тканевую суспензию из легких 
хомяков с использованием общепринятой методики. 
Ткани легких хомяков гомогенизировали в фосфат-
но-солевом буфере (PBS) для получения 20% (мас-
са/объем) суспензии, которую центрифугировали 
при 3000g в течение 20 мин при 4 °C. Супернатант 
фильтровали через фильтр 0,2 мкм (mMillexGV; 
Millipore, США). Далее полученным супернатантом 
заражали культуры клеток в стерильном боксе в лабо-
ратории УББ-3. Перед заражением все матрасы с куль-
турой клеток микроскопировали и отбирали матрасы 
только с хорошим, типичным монослоем. На моно-

слой культуры клеток Vero после удаления питатель-
ной среды наносили приготовленную 20% суспензию 
в объеме 0,5 мл и выдерживали в течение 60 мин при 
температуре 37 °С. Затем инокулят удаляли, монос-
лой промывали в трех сменах раствором PBS, вноси-
ли поддерживающую среду DMEM с фетальной сы-
вороткой крови и продолжали культивирование при 
температуре 37 °С с ежедневной микроскопией моно-
слоя культуры клеток. Наличие вируса устанавливали 
по цитопатогенному действию в зараженных культу-
рах клеток сравнительно с контрольной незараженной 
культурой клеток. В случае отсутствия цитопатиче-
ского действия в культуре клеток Vero, зараженной 
образцами биоматериалов, проводили «слепое» пас-
сирование в течение не менее трех генераций.

Статистическая обработка экспериментальных 
данных. Все исследования проводили с числом по-
вторностей, обеспечивающих получение достовер-
ных результатов. Полученные результаты исследова-
ния обрабатывали математически. Подсчет среднего 
арифметического значения (Х) и средней квадратиче-
ской ошибки (m) осуществляли с помощью програм-
мы GraphPad Prism8. Достоверность различий между 
показателями (p < 0,05) определяли с применением 
критерия Стьюдента. 

Результаты
Интраназальное заражение. На 2-е и 3-и сутки у всех 

инфицированных животных отмечали стрессовое со-
стояние, пассивность, взъерошенность шерсти и погла-
живание, растирание конечностями носового зеркальца. 
Было выявлено также снижение живой массы и темпе-
ратуры тела. Животные находились в клинически угне-
тенном состоянии (угнетение, поглаживание носового 
зеркальца). У некоторых хомяков температура тела со-
ставила 32,4 °С (рис. 1), после чего спустя 2 ч животные 
пали. Для установления способа инфицированности ви-
русом во время совместного содержания животных один 
хомяк из контрольной группы был перемещен в группу, 
зараженную интраназальным методом, вместо павше-
го хомяка. В остальные дни (с 4-х по 14-е сутки) у за-
раженных хомяков группы сохранялись проявленные 
клинические признаки заболевания, такие как общее 
угнетение и частое поглаживание носового зеркальца. 
У 20% хомяков были зафиксированы эритемные высы-
пания красного цвета на коже. Эти водянистые эритем-
ные высыпания красного цвета на коже вокруг хвоста 
превращались в мелкие пузырьки с серозно-геморра-
гическим содержанием на 7-е сутки после заражения. 
С 8-х суток формировались корочки грануляционной 
ткани в местах кожных эритем в каудальной части тела. 
Пик заболевания приходился на 5–8-е сутки после зара-
жения. В это же время у животных зараженной группы 
температура тела имела достоверные отличия от кон-
трольной группы (p ≤ 0,05).

Контрольная группа. В контрольной группе абсо-
лютно не отмечались какие-либо признаки заболева-
ния на протяжении всего срока наблюдения. Живот-
ные контрольной группы в конце опыта подверглись 
эвтаназии путем цервикальной дислокации, как и за-
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Гистологическое исследование пробы хомяка 
из группы интраназального заражения, отобранной 
на 3-и сутки, выявило патогистологические изме-
нения легкого, соответствующие повреждениям на-
чальной экссудативной фазы острого респираторного 
дистресс-синдрома. Были зарегистрированы обшир-
ное диффузное альвеолярное повреждение, атрофия 
и коллапс альвеол, десквамация атипичных пневмо-
цитов. Наблюдалась лишь малая часть альвеол, со-
хранивших нормальные микроструктуры (рис. 2). 

На 7-е сутки от начала заражения отмечали интен-
сивное окрашивание микроструктур легкого хомяка, 
что объяснялось переходом острого респираторного 

раженные животные. Были отобраны патологические 
материалы для сравнительных исследований. 

Гистопатологическое исследование  
легких хомяков

При интраназальном заражении. Вскрытие грудной 
полости хомяков показало неравномерную окрашен-
ность легких, были обнаружены многочисленные то-
чечные кровоизлияния под серозной оболочкой. Брон-
хиальные и средостенные лимфатические узлы были 
увеличены. Остальные внутренние органы брюшной 
полости хомяков анатомически располагали правиль-
но и были без видимых патологических изменений.

Рис. 1. Параметры термометрии и измерения массы тела зараженных интраназально животных.
а – результаты измерения температуры тела хомяков, зараженных интраназально: max t °C, min t °C – максимальный и минимальный предел нормаль-
ной температуры тела; «х» – на 3-и сутки пал один хомяк, зараженный интраназальным методом; ** – для установления инфицированностью вирусом 
один хомяк из контрольной группы перемещен в группу зараженных животных вместо павшего хомяка; б – результаты измерения живой массы тела 

хомяков.
Fig. 1. Indicators of thermometry and body weight measurements of infected animals.

a – results of body temperature measurements in hamsters infected intranasally: max t °C, min t °C – maximum and minimum limits of normal body temperature 
for hamsters; «x» – on the third day, one hamster infected by the intranasal method died; ** – to establish infection with the virus during the joint keeping of 
animals, one hamster was transferred from the control group to the group of animals infected by the intranasal method instead of the dead hamster; b  – results 

of the measurements of live body weight of hamsters.

a/a

б/b
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дистресс-синдрома во 2-ю пролиферативную фазу. 
Визуализировалось уменьшение белково-фибрино-
вого экссудата в просветах альвеол. Микроструктура 
отдельных бронхов среднего и большого калибров на-
чинала восстанавливаться, а диффузное повреждение 
альвеол перешло на очаговое воспаление. Повсемест-
но были выявлены восстановленные альвеолы с харак-
терной нормальной дыхательной мембраной (рис. 3). 

На 14-е сутки после заражения доминирующая часть 
микроструктурных элементов паренхимы легкого уже 
была восстановлена. Альвеолы имели характерные тон-
кие дыхательные мембраны. Пневмоциты I и II типов 
различались без труда, а атипичные пневмоциты в та-
ких восстановленных участках не наблюдались. Многие 
бронхиолы и сосуды начали функционировать нормаль-
но. Участки паренхимы легкого с кровоизлияниями бы-

ли редуцированы. Однако значительная часть легкого 
находилась в поврежденном состоянии. Отмечались 
гиперемия и стаз в ряде сосудов, и только в единичных 
бронхиолах были видны кровоизлияния (рис. 4).

В контрольной группе. При вскрытии брюшной 
полости контрольных животных было установлено, 
что все внутренние органы анатомически правильно 
расположены. Брюшина была бледно-розового цвета, 
гладкая, блестящая. Видимых изменений не было вы-
явлено (рис. 5).

Исследование ПЦР в реальном времени. Для под-
тверждения наличия коронавирусной инфекции выде-
ляли РНК из клинических образцов и патологических 
материалов, полученных от экспериментально инфи-
цированных животных, с помощью коммерческого 
набора согласно инструкции производителя. Данные 

Рис. 2. Парафиновые срезы легких хомяка. Патогистологическая картина легкого на 3-и сутки после заражения вирусом  
SARS-CoV-2.

 а – микрорисунок легкого с диффузным повреждением альвеол, эмфиземами вблизи плевры и незначительным количеством нормально функциони-
рующих альвеол; б – очаговое скопление микроорганизмов (указано стрелкой) с контактирующими единичными нейтрофилами. Окраска гематокси-

лином и эозином. ОК. ×10, об. ×4 (а); ОК. ×10, об. ×100 (под иммерсионной системой) (б).
Fig. 2. Paraffin sections of hamster lungs. Pathohistological picture of the lung on the 3rd day after infection with SARS-CoV-2 virus. 

a – micrograph of the lung with diffuse damage to the alveoli, emphysema near the pleura and a small number of normally functioning alveoli; b – focal accumu-
lation of microorganisms (indicated by an arrow) with contacting single neutrophils. Hematoxylin and eosin staining. Oс. ×10, lens ×4 (a); Oc. ×10, lens ×100 

(under the immersion system) (b).

Рис. 3. Парафиновые срезы легких хомяка. Патогистологическая картина легкого на 7-е сутки после заражения вирусом  
SARS-CoV-2. 

а – гиперемия, стаз и геморрагический некроз в сосудах и бронхиолах паренхимы органа; б – микрокартина восстановления дыхательной мембраны, гипере-
мия и вазодилатация капилляров, инфильтрация воспалительными клетками. Окраска гематоксилином и эозином. ОК. ×10, об. ×10 (а); ОК. ×10, об. ×40 (б). 

Fig. 3. Paraffin sections of hamster lungs. Pathohistological picture of the lung on the 7th day after infection with SARS-CoV-2 virus. 
a – hyperemia, stasis and hemorrhagic necrosis in the vessels and bronchioles of the organ parenchyma; b – micropicture of restoration of the respiratory mem-
brane, hyperemia and vasodilation of capillaries, infiltration by inflammatory cells. Hematoxylin and eosin staining. Oc. ×10, lens ×10 (a); Oc. ×10, lens ×40 (b).

a/a б/b

a/a б/b
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о результатах исследований по выявлению РНК ви-
руса SARS-CoV-2 из клинических и патологических 
материалов в ПЦР представлены на рис. 6. 

Как видно из рис. 6, во всех пробах (оральные и на-
зальные смывы и ткани легких), полученных от за-
раженных животных, была обнаружена РНК вируса 
SARS-CoV-2. Для окончательного установления ре-
пликации вируса в дыхательных органах хомяков далее 
было проведено вирусовыделение на культуре клеток.

Выделение вируса в культуре клеток. Выделение ви-
русов проводили из всех клинических и патологических 
материалов, в которых обнаружили вирусную РНК ме-
тодом ПЦР в реальном времени. Результаты исследова-
ний всех клинических образцов (за исключением жи-
вотных контрольной группы), отобранных на 3, 5 и 7-е 

сутки после инфицирования, показали наличие вируса 
в культуре клеток с титрами в пределах от 0,54 ± 0,10 
до 1,41 ± 0,20 lg ТЦД50/мл. При этом следует отметить, 
что вирусовыделение было обнаружено во всех носо-
вых и оральных пробах, полученных от хомяков, зара-
женных интраназальным методом, в течение 14 сут. 

Результаты исследования вирусовыделения из ткани 
легких, проведенное на 7-е и 14-е сутки (рис. 7), выяви-
ло у зараженных интраназальным методом хомяков 
содержание вируса с титром 3,66 ± 0,41 lg ТЦД50/мл  
(на 7-е сутки) и 1,04 ± 0,19 lg ТЦД50/мл (на 14-е сутки). 

Обсуждение
Пандемия, связанная с новой коронавирусной ин-

фекцией (COVID-19), нанесла колоссальный вред 

Рис. 4. Парафиновые срезы легких хомяка. Патогистологическая картина легкого на 14-е сутки после заражения вирусов  
SARS-CoV-2. 

а – заметное увеличение восстанавливающихся зон паренхимы легкого; б – бронхиола в состоянии восстановления с внутренним содержани-
ем эритроцитов, микротромбы, геморрагический некроз и диффузная инфильтрация лимфоидной ткани. Окраска гематоксилином и эозином.  

ОК. ×10, об. ×4 (а); ОК. ×10, об. ×40 (б). 
Fig. 4. Paraffin sections of hamster lungs. Pathohistological picture of the lung on the14th day after infection with SARS-CoV-2 virus. 

a – noticeable increase in the reducing zones of the lung parenchyma; b – bronchiole in a state of recovery with an internal content of red blood cells, microthrom-
bi, hemorrhagic necrosis and diffuse infiltration of lymphoid tissue. Hematoxylin and eosin staining. Oc. ×10, lens ×4 (a); Oc. ×10, lens ×40 (b).

Рис. 5. Парафиновые срезы легких хомяка. Патогистологическая картина легкого хомяка контрольной группы. 
а – на 7-е сутки после начала опыта; б – на 14-е сутки после начала опыта. Окраска гематоксилином и эозином. ОК. ×10, об. ×4 (а); ОК. ×10, об. ×40 (в). 

Fig. 5. Paraffin sections of hamster lungs. Pathohistological picture of the lungs of hamsters from the control group. 
a – on the 7th day after the start of the experiment; b – on the 14th day after the start of the experiment; Hematoxylin and eosin staining. Oc. ×10, lens ×4 (a);  

Oc. ×10, lens ×40 (b). 

a/a

a/a

б/b

б/b



PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-202

ORIGINAL RESEARCHES

520

Рис. 6. Результаты ПЦР-исследований клинических и патологических материалов, выделенных от хомяков контрольной группы и 
животных, зараженных вирусом SARS-CоV-2. 

а – назальные смывы; б – оральные смывы; в – ткани легких. 
Fig. 6. Results of PCR testing of clinical and pathological materials from hamsters of the control group and those infected with the  

SARS-CоV-2 virus. 
a – nasal washes; b – oral washes; c – lung tissue.

a/a

б/b

в/c
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a/a

б/b

в/c

Рис. 7. Вирусовыделение из клинических и патологических материалов от хомяков, зараженных разными методами вирусом 
 SARS-CoV-2. 

а – назальные смывы; б – оральные смывы; в – ткани легких. 
Fig. 7. Virus isolation from clinical and pathological materials from hamsters infected by various methods with the SARS-CoV-2 virus. 

a – nasal washes; b – oral washes; c – lung tissue.
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экономике во всем мире. Вполне вероятно, что коро-
навирусы продолжат появляться и вызывать вспышки 
среди популяции людей и животных за счет своей вы-
сокой контагиозности и способности к мутации [11]. 
В рамках будущих исследований по коронавирусам 
будет продолжено изучение многих аспектов репли-
кации вирусов и патогенеза [25, 26]. На сегодняшний 
день ученые всего мира активно разрабатывают вак-
цины против коронавирусной инфекции. Доклини-
ческие испытания вакцин-кандидатов проводят на 
животных моделях. При этом основной упор делают 
на выяснение патогенеза, а животная модель должна 
полностью воспроизводить ключевые аспекты забо-
левания. Также модели животных должны быть тща-
тельно оценены и отобраны для достижения экспери-
ментальных целей [18]. 

Сирийский хомяк является широко используемой 
экспериментальной моделью животных и, как сооб-
щалось, поддерживает репликацию вируса SARS-
CoV [20, 21]. Недавнее исследование [18] показало, 
что хомяк может быть рекомендован в качестве био-
логической модели для изучения вируса SARS-CoV-2. 
Во всех вышеперечисленных исследованиях, в том 
числе и в настоящей работе, заражение животных 
производили интраназальным путем. При этом инфи-
цирующая доза вируса составила 4,50 ТЦД50/мл. Кли-
нические признаки при интраназальном заражении 
ярко выражены и проявляются как общее угнетенное 
состояние, частое поглаживание носового зеркальца 
и снижение температуры от физиологической нормы 
у хомяков. На 3-и сутки после заражения погибло од-
но инфицированное животное. В экспериментах, про-
веденных нами на хомяках, была предпринята попыт-
ка определить возможность передачи вируса от зара-
женного животного здоровому воздушно-капельным 
путем. При этом для установления пути инфициро-
вания вирусом одного хомяка из контрольной группы 
переместили в группу, зараженную интраназальным 
методом. В результате было выявлено, что у здорового 
животного обнаруживались общие клинические сим-
птомы, такие как потеря аппетита, частое поглажива-
ние ноздри, диарея и снижение температуры и массы 
тела. Проведенные исследования по изучению меха-
низма передачи вируса при совместном содержании 
неинфицированного животного с инфицированными 
подтвердили результаты аналогичных исследований 
других авторов [18]. Возможным клиническим прояв-
лением у хомяков могут быть также красные эритем-
ные высыпания, которые были проявлены у некото-
рых хомяков, зараженных интраназальным методом, 
в настоящем эксперименте. Другие авторы, прово-
дившие исследования на хомяках, не описывали по-
добные случаи. Однако имеются работы, в которых 
сообщается о кожных проявлениях при COVID-19 
у человека [30]. Контроль температуры тела хомяков 
показал снижение температуры у группы зараженных 
интраназальным методом. Также вследствие такого 
клинического признака, как потеря аппетита, в груп-
пе инфицированных хомяков, отмечалась постоянная 
потеря массы тела. Для изучения патогенности виру-

са на внутренних органах в настоящем исследовании 
было проведено паталогоанатомическое вскрытие, 
результаты которого показали точечные кровоизли-
яния и увеличение бронхиальных и стеночных лим-
фатических узлов. Полученные данные свидетель-
ствуют о возникновении патологических изменений 
при заражении. Отмеченные клинические симптомы 
у хомяков являются общими для респираторных за-
болеваний, поэтому для дальнейшего изучения дей-
ствия вируса и его идентификации были проведены 
дополнительные исследования. Изучение использо-
вания АСЕ2 человека в качестве входного рецептора 
SARS-CoV и SARS-CoV-2 в ранних исследованиях 
показало значительную репликацию в клетках Calu3 
(легких), что соответствует способности этих коро-
навирусов вызывать инфекции нижних дыхательных 
путей [27, 28]. В настоящем эксперименте патоло-
гоанатомическое вскрытие выявило патологию лег-
ких животного, что подтвердило результаты ранее 
проведенных работ. Гистологические исследования 
у авторов [29], изучавших клинические и патологи-
ческие проявления COVID-19 на модели сирийских 
хомяков, продемонстрировали наличие в легочной 
ткани инфицированных животных воспалительных 
инфильтратов, характерных для легкой формы тече-
ния COVID-19 [29]. Аналогичные результаты были 
получены и в настоящем исследовании. 

В настоящей работе с помощью методов молеку-
лярно-генетического анализа было проведено ПЦР- 
исследование на выявление вирусных РНК в образцах, 
полученных от подопытных животных. ПЦР-иссле-
дование в реальном времени показало наличие вирус-
ных РНК в образцах, взятых из носовых и оральных 
смывов на 3-и и 14-е сутки, а также из тканях легких, 
отобранных на 7-е и 14-е сутки. Полученные ПЦР- 
результаты указывают на успешную репликацию ви-
руса на данных моделях в эксперименте, что согласу-
ется с сообщениями других исследователей [18]. 

Для достоверности данных о содержании способ-
ных к репликации вирусов в настоящей работе в экс-
перименте также было использовано вирусовыделе-
ние в культуре клеток. Выделение вирусных патогенов 
в клеточных культурах является классическим мето-
дом вирусологии. Несмотря на то что данный метод 
достаточно медленный и требует значительных техни-
ческих знаний, на протяжении десятилетий он считал-
ся «золотым стандартом» лабораторной диагностики 
вирусных заболеваний. Нами были проведены опыты 
по выделению вируса из клинических и патологиче-
ских материалов от экспериментально инфицирован-
ных животных путем заражения в культуре клеток Ve-
ro. Вирусовыделение из клинических образцов легких, 
смывов зараженных животных показало высокий титр 
вируса на 5-е сутки, а вирусовыделение из клиниче-
ских образцов легких ‒ на 7-е сутки. 

Заключение
По результатам проведенных исследований бы-

ло установлено, что хомяки восприимчивы к вирусу 
SARS-CoV-2 и показывают аналогичное с человеком 
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развитие пневмонии при заражении. Клинические 
проявления болезни у хомяков были ярко выражены. 
Признаками клинических проявлений являлись пони-
жение температуры тела, обеспокоенность, пассив-
ность. Также при наблюдении в течение 2 нед отме-
чали значительное снижение массы тела у заражен-
ных хомяков. Возможным проявленным клиническим 
признаком болезни могут быть эритемные высыпания 
красного цвета на коже вокруг хвоста, выступившие 
у некоторых хомяков. При этом показана низкая ле-
тальность среди зараженных хомяков. Вирус быстро 
реплицируется в клетках дыхательных путей. В на-
стоящей работе показана воздушно-капельная пере-
дача вируса при контактном содержании здоровыми 
хомяка с зараженными животными. Полученные ре-
зультаты подтверждают, что хомяки могут быть по-
лезными в создании биологической модели для оцен-
ки вакцин-кандидатов к COVID-19, поскольку кар-
тина патогенеза и клинических проявлений у этого 
животного близка к проявлениям вируса у человека. 
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Резюме
Введение. Ранее было показано, что полимеразные белки PB1 и PB2 определяют холодоадаптированный 
фенотип вируса гриппа А/Краснодар/101/35/59 (H2N2).
Цель работы. Создать репортерные конструкции и определить активность вирусной полимеразы при 33 и 
37 °С методом минигенома.
Материалы и методы. Совместная трансфекция клеток Cos-1 плазмидами pHW2000, экспрессирующими 
белки вирусной полимеразы PB1, PB2, PA, NP (минигеном) и репортерную конструкцию. 
Результаты. На основе сегмента 8 созданы две репортерные конструкции, которые содержат прямую или 
инвертированную последовательность NS1-GFP-NS2 для экспрессии белков NS2 и NS1, трансляционно 
слитных с зелёным флуоресцентным белком (GFP), которые позволили оценить транскрипционную и/или 
репликативную функции вирусной полимеразы. 
Заключение. Полимераза вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) обладает более высокой репликативной 
и транскрипционной активностью при 33 ºС, чем при 37 °С. Её транскрипционная активность в большей 
степени зависит от температуры, чем репликативная. Репликативная и транскрипционная активности по-
лимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, вариант Mount Sinai) не имеют существенных различий и не 
зависят от температуры.

Ключевые слова: обратная генетика; вирус гриппа А; полимераза вируса гриппа; минигеном вируса 
гриппа; зеленый флуоресцентный белок; холодоадаптированный вирус гриппа
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Abstract
Introduction. Polymerase proteins PB1 and PB2 determine the cold-adapted phenotype of the influenza virus A/
Krasnodar/101/35/59 (H2N2), as was shown earlier.
Objective. The development of the reporter construct to determine the activity of viral polymerase at 33 and 37 °C 
using the minigenome method.
Materials and methods. Co-transfection of Cos-1 cells with pHW2000 plasmids expressing viral polymerase 
proteins PB1, PB2, PA, NP (minigenome) and reporter construct.
Results. Based on segment 8, two reporter constructs were created that contain a direct or inverted NS1-GFP-
NS2 sequence for the expression of NS2 and NS1 proteins translationally fused with green fluorescent protein 
(GFP), which allowed the evaluation the transcriptional and/or replicative activity of viral polymerase. 
Conclusion. Polymerase of virus A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) has higher replicative and transcriptional activity 
at 33 °C than at 37 °C. Its transcriptional activity is more temperature-dependent than its replicative activity. The 
replicative and transcriptional activity of polymerase A/Puerto Rico/8/34 virus (H1N1, Mount Sinai variant) have no 
significant differences and do not depend on temperature.

Keywords: reverse genetics; influenza A virus; influenza virus polymerase; influenza virus minigenome; green 
fluorescent protein; cold-adapted influenza virus
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Введение

Вирус гриппа А, представитель семейства Ortho-
myxoviridae, имеет сегментированный геном из одно-
нитчатой «минус»-цепи РНК. Каждый из 8 сегментов 
кодирует 1–2 и более вирусных белков и упакован в ви-
де рибонуклеопротеида (РНП). В состав последнего 
входят вирионная «минус»-цепь РНК (вирусная геном-
ная РНК, vRNA), покрытая, как бусами, молекулами 
вирусного белка NP, и одна копия вирусной полимера-
зы в виде гетеротримера из белков PB1, PB2, PA. С этой 
структуры в ядре инфицированной клетки вирусная 
полимераза осуществляет сначала транскрипцию, 
а позднее репликацию вирусной РНК. Сегмент 8 коди-
рует два белка – NS1 и NEP/NS2, из которых послед-
ний транслируется со сплайсированной матричной 
РНК (mRNA) и принимает участие в транспорте вновь 

образованных РНП из ядра к клеточной мембране для 
сборки новых вирионов. Сегменты 4 и 6 кодируют по-
верхностные гликопротеиды HA и NA, которые служат 
основными антигенными детерминантами, провоци-
рующими развитие иммунного ответа в инфицирован-
ном организме [1]. НА обеспечивает взаимодействие 
вириона с рецепторами и проникновение вирусного 
генома в клетку, а NA способствует выходу вирусного 
потомства из клетки.

Вирус гриппа сопровождает человечество на протя-
жении столетий и наиболее громко напоминает о себе 
во время сезонных эпидемий гриппа, которые в ряде 
случаев характеризуются высокой смертностью. Од-
ной из действенных превентивных мер против грип-
па остается вакцинация. На сегодняшний день суще-
ствует огромное разнообразие противогриппозных 
вакцин, созданных на основе различных технологий 
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1ts – термочувствительность (снижение репродукции при высо-
кой температуре); ca – адаптация к росту при пониженной тем-
пературе; att – аттенуация.

[1]. Среди цельновирионных вакцин, к которым отно-
сятся инактивированные и живые аттенуированные 
вакцины, наиболее эффективными считаются вторые. 
Принцип их действия основан на том, что вакцин-
ный штамм способен размножаться при пониженной 
температуре (25–33 °С), которая соответствует тем-
пературе в носовых ходах человека. В нижних ды-
хательных путях, где температура превышает 37 °С, 
вирус утрачивает способность размножаться и эли-
минируется из организма, не вызывая заболевания. 
Контакт с вакцинным вирусом активирует гумораль-
ный и клеточный иммунитет, который защищает ор-
ганизм от тяжелого заболевания при встрече с диким 
вирусом. В свое время в качестве живой вакцины 
против вирусов гриппа А H2N2 применяли аттенуи-
рованные холодоадаптированные штаммы A/Lenin-
grad/134/17/57 в России и A/Ann Arbor/6/60 в США 
[2–4]. Позднее эти штаммы использовали в качестве 
доноров аттенуации при получении реассортантных 
вакцинных штаммов, в которых гены поверхностных 
белков НА и NA были заменены на гены циркулиру-
ющих актуальных штаммов [5–7]. 

Существенный прогресс в создании противогрип-
позных вакцин был достигнут благодаря методу об-
ратной генетики. Суть его заключается в том, что 
каждый из восьми сегментов генома вируса грип-
па А клонирован в плазмиде. Из этих плазмид, как 
из конструктора, можно собирать вирус с заданными 
свойствами [8–10]. 

Одним из вирусов, реконструированных плазмидной 
технологией, был вирус A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), об-
ладающий высокой репродуктивной способностью 
в куриных эмбрионах (КЭ). Его предполагалось ис-
пользовать в качестве донора генов внутренних белков 
при создании инактивированных рекомбинантных вак-
цин, в частности, против вируса H5N1 [11]. 

В США в настоящее время лицензионно одобрено 
применение метода обратной генетики в производ-
стве противогриппозных вакцин, включая живую вак-
цину FluMist против сезонного гриппа (http://www.
flu.org.cn/en/news-11930.html) [5].

Обратная генетика широко используется в иссле-
довании функции вирусных белков и механизмов их 
взаимодействия с клеточными факторами хозяина, 
а также для выяснения роли определенных участков 
генома и точечных мутаций в изменении фенотипа. 

Применение плазмидной технологии позволяет 
проводить исследование без сборки полноценного 
вируса. Например, для выяснения активности вирус-
ной полимеразы достаточно собрать конструкцию 
из плазмид, экспрессирующих белки PB1, PB2, PA 
и NP, – так называемый минигеном. Чтобы по флуо-
ресцентному или люминесцентному свечению оцени-
вать экспрессию минигенома в трансфецированных 
клетках, в конструкцию дополнительно вводят репор-
терный ген, экспрессирующий зеленый флуоресцент-
ный белок (green fluorescent protein, GFP), или люци-
феразу [12, 13].

Совершенствование технологии обратной генетики 
применительно к вирусу гриппа заключается в кон-

струировании плазмид под конкретные цели, упроще-
нии синтеза копий вирусных генов в виде кДНК ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) и способа 
их встраивания в плазмиды для клонирования. Пер-
вые системы для полноценной сборки вируса вклю-
чали 12 плазмид, в последующем их число удалось 
сократить до 8 и менее. Конструкция двухцепочечной 
плазмиды pHW2000 с двумя промоторами позволила 
с одного встроенного фрагмента ДНК на одной цепи 
синтезировать mRNA для трансляции вирусного бел-
ка, а в противоположном направлении, на комплемен-
тарной цепи, получить vRNA, которая впоследствии 
входит в состав РНП зрелых вирионов. При этом для 
синтеза mRNA используется сильный цитомегалови-
русный промотор (CMV), который узнается клеточной 
РНК-полимеразой II; для синтеза vRNA используется 
клеточный промотор для РНК-полимеразы I [9, 10].

Исследования на молекулярном уровне холодоа-
даптированных штаммов показали, что большинство 
мутаций, ответственных за ts-, ca-, att1-фенотип, лока-
лизованы в генах полимеразного комплекса. Так, для 
штамма A/Ann Arbor/6/60 выявлены точечные мута-
ции в PB2 (N265S), PB1 (K391E, D581G и A661T) и NP 
(D34G) [14, 15], для штамма A/Leningrad/134/57 мута-
ции обнаружены в генах PB2 (V478L), PB1 (K265N, 
V591I) и NEP (M100I) [16]. Введение этих мутаций 
в соответствующие сегменты различных штаммов 
вируса гриппа методом обратной генетики приводило 
к проявлению признаков ts-, ca- и att-фенотипа в раз-
ной степени в зависимости от штамма вируса, в кото-
рый были внесены мутации. Один из возможных ме-
ханизмов аттенуации и холодоадаптации может быть 
связан с нарушением транскрипционной и/или ре-
пликативной активности полимеразы при повышен-
ной температуре. В работе L. Rodriguez и соавт. [15], 
где применяли метод минигенома, было показано, 
что введение соответствующих мутаций в сегменты 
полимеразы штамма A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) при-
водило к существенному уменьшению ее активности 
при повышении температуры до 37 и 39 °С.

При поисках новых доноров аттенуации в России 
был получен холодоадаптированный штамм А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2), который отличался от свое-
го дикого прародителя мутациями в семи сегментах 
за исключением сегмента 8 [17, 18]. Две одиночные 
мутации присутствовали в полимеразных белках 
РВ1 (I147T) и РВ2 (V290L). Для выяснения их ро-
ли в формировании ts-фенотипа методом обратной 
генетики аналогичные замены были внесены в ви-
рус A/WSN/33 (H1N1), вследствие чего получили 
варианты вируса, которые отличались от исходного 
штамма единственной заменой в РВ1 (I147T) либо 
в РВ2 (V290L). Мутантные варианты хорошо раз-
множались в КЭ при 34 °С и хуже при повышенных 
температурах [19–21].
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Рис. 1. Репортерная конструкция NS1GFPNS2 (контроль). 
а – встроенный в плазмиду модифицированный сегмент 8 вируса грип-
па А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) включает ген NS1 (с удаленным сай-
том сплайсинга для NS2), ген зеленого флуоресцирующего белка (GFP), 
сплайсированный ген NS2. Клеточная РНК-полимераза II с промотора 
CMV синтезирует мPHK (mRNA) конструкции NS1GFPNS2, с кото-
рой транслируются белки NS2 и NS1, трансляционно слитный с GFP; 
б – экспрессия слитного белка NS1-GFP в трансфецированных клетках 
Cos-1, культивируемых при 33 °C (слева) и 37 °C (справа). Масштабная 

линейка – 10 мкм. 
Fig. 1.  NS1GFPNS2 reporter construct (control).

a – modified segment 8 of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) influenza virus is 
inserted in the plasmid which includes the NS1 gene (with a removed splicing 
site for NS2), the green fluorescent protein gene (GFP), and spliced NS2 gene. 
Cellular RNA polymerase II uses the CMV promoter of the NS1GFPNS2 
reporter to synthesize mRNA (mRNA) followed by translation of NS2 and 
fused NS1-GFP proteins; b – expression of the fused NS1-GFP protein in 
transfected Cos-1 cells cultured at 33 °C (left) and 37 °C (right). The scale 

ruler is 10 microns.

a/a

б/b
33 °С 37 °С

Целью настоящей работы было освоение мето-
дик получения минигенома вирусов гриппа и ре-
портерной конструкции с флуоресцентным белком, 
с целью их использования в разработке репортерных 
конструкций для исследования функции вирусных 
полимераз в процессах транскрипции и репликации 
при разном температурном режиме. Для сравнения 
были взяты гены полимеразных белков (PB1, PB2, 
PA) и NP от холодоадаптированного штамма А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2) и штамма A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1, вариант Mount Sinai). 

Материалы и методы

Клонирование генов PB1, PB2, PA и NP
Вирус гриппа человека A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), 

вариант Mount Sinai, был получен из коллекции НИИ 
вирусологии им. Д.И. Ивановского. 

Вирусную РНК выделяли из аллантоисной жид-
кости инфицированных КЭ с помощью набора 
QIAamp Viral RNA mini kit (#52904; Qiagen, Герма-
ния) в соответствии с инструкцией производите-
ля. Обратную транскрипцию проводили при тем-
пературе 42 °С в течение 1 ч в 25 мкл реакционной 
смеси, содержащей 8 мкл РНК, 1 мкл праймера 
uni12 с концентрацией 50 нг/мкл (13,5 нМ), 10 мкл 
воды, 1 мкл 10 мМ dNTP, 5 мкл 5× буфера и 100 ед. 
MMLV (ООО «Альфа Фермент», Москва). Получен-
ную кДНК 3 мкл использовали в ПЦР объемом 30 мкл 
(94 °С – 15 с, 52 °С – 15 с, 72 °С – 1 мин, 30 циклов) 
со специфическими концевыми праймерами для син-
теза полноразмерных сегментов генома [22] в присут-
ствии 0,5 мкл фермента Pfu (ООО «Альфа Фермент», 
Москва). Амплифицированные фрагменты разделяли 
электрофорезом в 1,2% агарозном геле, содержащем 
бромистый этидий, и элюировали из геля набором 
Diatom DNA Elution (#D1031; ООО «Лаборатория 
Изоген», Россия). Очищенные сегменты были встро-
ены в вектор pHW2000 безлигазным методом с по-
мощью ДНК-полимеразы Т4 [23]. Вектор для кло-
нирования был любезно предоставлен доктором Р. 
Вебстером (Dr. R. Webster, St. Jude Children’s Research 
Hospital, Мемфис, США). 

Конструкции из 8 плазмид phW2000, включаю-
щие сегменты генома для сборки вируса А/Красно-
дар/101/35/59 (H2N2), были созданы в лаборатории 
генетики РНК-содержащих вирусов ФГБНУ НИ-
ИВС им. И.И. Мечникова (Москва) [24], как описа-
но ранее [19, 20].

Репортерная конструкция с геном GFP
Сегмент 8 вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2), 

кодирующий белки NS1 и NEP/NS2 (в результате 
сплайсинга), был заменен репортерной конструкци-
ей, созданной, как описано в работе [25]. Методами 
ПЦР и безлигазного клонирования [23] из этого сег-
мента был удален сайт сплайсинга для NS2. Далее 
последовательность сегмента между стоп-кодоном 
NS1 и 3`UTR была заменена на последовательность, 
содержащую ген GFP и сплайсированный ген NS2, 

разделенные последовательностью для пептида 2А, 
где происходит «проскок» рибосомы. Конечная кон-
струкция включала последовательно расположенные 
в одной рамке считывания гены NS1, GFP, последо-
вательность для пептида 2А и ген NS2. В результате 
трансляции mRNA данной конструкции образуются 
два отдельных белка: NS1, трансляционно слитный 
с GFP, и NS2. Конструкция была названа NS1GFPNS2 
(рис. 1 а). Затем из векторной части данной конструк-
ции с помощью методов ПЦР и безлигазного клони-
рования [23] был удален промотор CMV, конструкция 
названа dCMV (рис. 2). Аналогичным образом была 
получена плазмидная конструкция, в которой после-
довательность сегмента NS1GFPNS2 была инверти-
рована. Конструкция была названа dCMVrev (рис. 3). 

Структура праймеров, использованных в работе, до-
ступна по запросу. Структура всех конструкций, встро-
енных в плазмиды, подтверждена секвенированием. 
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2Программа в свободном доступе, разработчик Wayne Rasband, 
NIH, США.

Оценка активности минигенома вируса гриппа по 
экспрессии белка NS1-GFP

Перевиваемую линию клеток Сos-1 культивиро-
вали при температуре 37 °С в атмосфере 5% CO2 
в среде DMEM, содержащей 10% телячьей эмбри-
ональной сыворотки и антибиотики. Клетки пере-
севали 1 раз в 2 дня с использованием 0,25% трип-
сина в растворе Версена, поддерживая конфлюэнт-
ность 70–90%. Для трансфекции клетки высевали 
с конфлюэнтностью 70% в 6-луночные планшеты, 
на дне которых находились покровные стекла. 
Трансфекцию проводили с помощью липофектами-
на-3000 (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
инструкции производителя. В лунку 6-луночного 
планшета вносили 2 мкг ДНК. После трансфекции 
клетки инкубировали в течение ночи при темпе-
ратуре 37 или 33 °С и фиксировали 3% раствором 
параформальдегида на фосфатном буфере (ФСБ). 
Далее покровные стекла с прикрепленными зафик-
сированными клетками промывали ФСБ и монти-
ровали микроскопический препарат, применяя рас-
твор, содержащий 9,1% Мовиола 4-88 и 2,3% гли-
церина в 100 mM Tris-HCl, pH 8,5.

Для наблюдения флуоресценции в клетках ис-
пользовали микроскоп Imager M2 (Carl Zeiss, Гер-
мания) с фильтром для FITC и объективом 40×. Изо-
бражения клеток получали с помощью цифровой 
камеры AxioCam 503 mono и сохраняли в формате 
tiff c 16-битной разрядностью. Изображения об-
рабатывали и анализировали с помощью програм-
мы ImageJ2. Перед анализом изображения из него 
вычитали фоновую флуоресценцию. Для этого на 
изображении измеряли среднее значение флуорес-
ценции в области, где отсутствовали клетки. Полу-
ченную величину вычитали из значений флуорес-
ценции для каждой из точек данного изображения. 
Чтобы исключить из анализа участки изображения 
вне клеток, величину порога яркости подбирали 
вручную. Индивидуальные клетки на изображении 
выявляли с помощью команды «analyze particles». 
Далее для каждой клетки измеряли средний уровень 
флуоресценции. Было проведено три независимых 
эксперимента по трансфекции каждой репортерной 
конструкции. В каждом эксперименте было сдела-
но от 10 до 40 измерений. Для вычисления среднего 
значения флуоресценции использовали суммарное 
количество измерений во всех независимых экспе-
риментах для каждой конструкции.

Статистический анализ данных проводили с помо-
щью программы Statistica (StatSoft, США). Для ста-
тистического анализа отличий в уровне флуорес-
ценции при различных температурах инкубации 
трансфецированных клеток использовали критерий 
Манна–Уитни. Отличия считали статистически зна-
чимыми при р < 0,05. 

Результаты и обсуждение

Минигеном и репортерная конструкция  
с флуоресцентным белком 

Минимальный набор плазмид, способный воспро-
извести функцию полимеразы вируса гриппа в ин-
фицированной клетке, состоит из четырех плазмид 
с сегментами PB1, PB2, PA и NP. В одной цепи каж-
дого плазмидного вектора находится CMV, который 
распознает клеточная РНК-полимераза II и синтези-
рует с встроенного сегмента mRNA для последую-
щей трансляции вирусного белка. В противоположной 
цепи расположен промотор для клеточной РНК-поли-
меразы I, способной синтезировать vRNA с того же 
сегмента (рис. 1 а).

Чтобы функционирование такого неполного генома 
(минигеном) в живой клетке можно было наблюдать 
под микроскопом при флуоресценции, была создана 
репортерная конструкция. Контролем служила плаз-
мида, в которую был встроен модифицированный 
сегмент 8, с которого экспрессировался белок NEP/
NS2 и отдельно белок NS1 с присоединенным к нему 
GFP. При трансфекции клеток такой одиночной плаз-
мидой в них наблюдали зеленое свечение (рис. 1 б). 

Транскрипционная активность
Репортерная плазмида dCMV (рис. 2) с удаленным 

промотором CMV для клеточной РНК-полимеразы II 
может функционировать в живой клетке только в при-
сутствии вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразы 
(RdRp), образующейся в результате котрансфекции 
репортерной плазмиды dCMV вместе с плазмидами, 
несущими вирусные гены PB2, PB1, PA и NP. Благо-
даря клеточной PolI, с одной цепи ДНК(+) встроенной 
двухцепочечной репортерной конструкции dCMV син-
тезируется vRNA(−), на которой вирусная RdRp обра-
зует mRNA для трансляции флуоресцирующего белка. 
Наличие флуоресценции свидетельствует о транскрип-
ционной активности вирусной полимеразы. 

Репликативная и транскрипционная активность
В случае репортерной плазмиды dCMVrev (рис. 3), 

в которой встроенный фрагмент NS1GFPNS2 инверти-
рован, в клетке за счет активности клеточной РНК-по-
лимеразы I с комплементарной цепи ДНК(−) вставки 
синтезируется комплементарная cRNA(+). Затем про-
исходит репликация, т.е. в результате активности уже 
вирусной РНК-полимеразы образуется vRNA(−), ко-
торая на стадии транскрипции служит матрицей для 
синтеза mRNA, с которой транслируется флуоресци-
рующий белок. Таким образом, по экспрессии белка 
NS1-GFP можно судить о репликативной и транскрип-
ционной активности вирусной полимеразы RdRp.

Активность вирусной полимеразы при разных  
температурах

Метод минигенома использовали для исследова-
ния активности полимераз вирусов A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1) и А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) при разных 
температурах.
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Рис. 2. Репортерная конструкция dCMV для оценки транскрип-
ционной активности вирусной РНК-зависимой РНК-полимера-

зы (RdRp). 
В плазмиде с встроенной последовательностью NS1GFPNS2 удален 
промотор CMV. На одной цепи встроенного двухцепочечного фрагмента 
ДНК клеточная РНК-полимераза I (PolI) с промотора PolI синтезирует 
вирионную РНК (vRNA), с которой вирусная РНК-полимераза RdRp, 
экспрессируемая минигеномом, в результате транскрипции синтезирует 

mRNA для трансляции белков NS1-GFP и NS2.
Fig. 2. The dCMV reporter construct for evaluating  

the transcriptional activity of viral RNA-dependent RNA 
polymerase (RdRp).

The CMV promoter has been removed from a plasmid carrying inserted 
NS1GFPNS2 sequence. On one chain of the inserted double-stranded DNA 
fragment, cellular RNA polymerase I (PolI) synthesizes virionic RNA (vRNA) 
from the PolI promoter. Then, the viral RNA polymerase RdRp, expressed by 
the minigenome, uses this vRNA for synthesis of mRNA that translates NS1-

GFP and NS2 proteins.

Рис. 3. Репортерная конструкция dCMVrev для оценки реплика-
тивной и транскрипционной активности вирусной РНК-зависи-

мой РНК-полимеразы (RdRp). 
В плазмиду встроен инвертированный двухцепочечный ДНК-фрагмент 
NS1GFPNS2 и удален промотор CMV. Клеточная РНК-полимераза I 
(PolI) синтезирует комплементарную цепь NS1GFPNS2 встроенной кон-
струкции (cRNA). Вирусная РНК-зависимая РНК-полимераза (RdRp) 
реплицирует с нее вирусную РНК (vRNA), на которой затем синтезирует 

mRNA для трансляции белков NS1-GFP и NS2.
Fig. 3. The dCMVrev reporter construct for evaluating the 

replicative and transcriptional activity of viral RNA-dependent 
RNA polymerase (RdRp). 

An inverted double-stranded DNA fragment NS1GFPNS2 is inserted in the 
plasmid in which the CMV promoter is deleted. Cellular RNA polymerase 
I (PolI) synthesizes a complementary NS1GFPNS2 chain (cRNA) of an 
inserted construct. Viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) replicates 
viral RNA (vRNA) from cRNA. Then RdRp uses vRNA as a template for 
synthesis of mRNA for following translation of NS1-GFP and NS2 proteins.

Для каждого вируса был получен минигеном в куль-
туре клеток Cos-1 при одновременной трансфекции 
плазмидами, экспрессирующими белки PB2, PB1, PA 
и NP, совместно с репортерной конструкцией dCMV 
или dCMVrev. Трансфецированные клетки культиви-
ровали при 33 или 37 °С. Эффективность трансфекции 
составляла 5–10%.

При трансфекции клеток только репортерными 
конструкциями (без вирусного минигенома) специ-
фическая флуоресценция GFP отсутствовала (данные 
не показаны). При котрансфекции репортерных кон-
струкций вместе с плазмидами, несущими гены PB2, 
PB1, PA и NP обоих вирусов, наблюдали флуоресцент-
ное свечение в трансфецированных клетках. В случае 
минигенома вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) не бы-
ло выявлено существенной разницы в флуоресцен-
ции клеток, культивируемых при разных температу-
рах (рис. 4, 5 верхний ряд). Однако при коэкспрессии 
с репортерными конструкциями полимеразы холо-
доадаптированного штамма А/Краснодар/101/35/59 
(H2N2) флуоресценция клеток была значительно вы-
ше при пониженной температуре (33 °С) (рис. 4, 5, 
нижний ряд).

Количественная оценка показала, что при повыше-
нии температуры до 37 °С флуоресценция GFP досто-

верно снижается для минигенома холодоадаптиро-
ванного штамма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) в со-
четании с обеими репортерными конструкциями как 
dCMVrev, так и dCMV (рис. 6, серый столбец). 

Критерием оценки зависимости активности поли-
меразы от температуры служит соотношение флуо-
ресценции репортерной конструкции в составе соот-
ветствующего минигенома при 33 и 37 °С (Ф33/Ф37, 
таблица).

Для минигенома холодоадаптированного штам-
ма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) флуоресценция 
GFP с повышением температуры уменьшается при-
мерно в 5 раз для репортерной конструкции dCMV 
и примерно в 3 раза для репортерной конструкции 
dCMVrev (рис. 6), что указывает на повышенную 
полимеразную активность при 33 °С полимеразы 
холодоадаптированного штамма. При этом ее транс-
крипционная активность в большей степени зависит 
от температуры, чем репликативная (коэффициент 4,9 
против 2,7, таблица).

Для полимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 
не было обнаружено существенной зависимости 
от температуры и достоверных различий в транс-
крипционной и репликативной + транскрипционной 
активности (рис. 6, таблица). 
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Рис. 4. Экспрессия NS1-GFP в клетках Cos-1 после трансфек-
ции репортерной конструкции без промотора CMV (dCMV) со-
вместно с минигеномом вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) 

(нижний ряд) либо A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (верхний ряд) при 
33 °С (левая колонка) и 37 °С (правая колонка). 

Масштабная линейка – 10 мкм. 
Fig. 4. Expression of NS1-GFP in Cos-1 cells after transfection with 

a reporter construct without a CMV promoter (dCMV) together 
with the minigenome of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) virus 

(bottom row), or A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (top row) at 33 °C 
(left column) and 37 °C (right column). 

The scale ruler is 10 microns.

Рис. 5. Экспрессия NS1-GFP в клетках Cos-1 после трансфек-
ции репортерной конструкции с инвертированной последова-
тельностью NS1GFPNS2 и без промотора CMV (dCMVrev) со-
вместно с минигеномом вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) 

(нижний ряд) либо A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (верхний ряд) при 
33 °С (левая колонка) и 37 °С (правая колонка). 

Масштабная линейка – 10 мкм. 
Fig. 5. Expression of NS1-GFP in Cos-1 cells after cotransfec-
tion with a reporter construct carrying an inverted NS1GFPNS2 

sequence and deleted a CMV promoter (dCMVrev) together with 
the minigenome of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) (bottom row) or 
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (top row) viruses at 33 °C (left column) 

and 37 °C (right column). 
The scale ruler is 10 microns.

Рис. 6. Флуоресценция NS1-GFP в условных единицах (Arbi-
trary Units – A.U., вертикальная шкала) при температуре 33 °С 

(черный столбец) и 37 °С (серый столбец) в клетках Cos-1, 
трансфецированных репортерными конструкциями совместно  

с минигеномом вирусов A/Puerto Rico/8/34 (PR8)  
или А/Краснодар/101/35/59 (Krasnodar). 

В каждом столбце приведено среднее арифметическое значение по резуль-
татам трех независимых экспериментов со среднеквадратичным отклоне-
нием. Конструкция dCMV характеризует активность полимеразы преи-
мущественно при транскрипции, а dCMVrev – активность полимеразы 
при репликации и транскрипции. * – достоверное различие при p < 0,008. 
Обозначения: CMV/NS1GFPNS2 – репортерная конструкция NS1GFPNS2 
с CMV промотором (контроль); dCMV – репортерная конструкция NS-
1GFPNS2 без промотора CMV; dCMVrev – репортерная конструкция без 
промотора CMV c инвертированной последовательностью NS1GFPNS2. 

Fig. 6. NS1-GFP fluorescence in conventional units (Arbitrary 
Units – A.U., Y-axis) at a temperature of 33 °C (black column) 
and 37 °C (gray column) in Cos-1 cells transfected by reporter 

constructs together with the virus minigenome of A/Puerto 
Rico/8/34 (PR8) or A/Krasnodar/101/35/59 (Krasnodar). 

In each column, the arithmetic mean is given according to the results of three 
independent experiments with a standard deviation. The dCMV construct 
characterizes polymerase activity mainly during transcription, and dCMVrev 
characterizes polymerase activity during replication and transcription.  
* – significant difference at p < 0.008. Designations: CMV/NS1GFPNS2 – 
NS1GFPNS2 reporter construct with CMV promoter (control); dCMV is a reporter 
construct of NS1GFPNS2 without a CMV promoter; dCMVrev is a reporter 

construct without a CMV promoter with an inverted NS1GFPNS2 sequence.

33 °С 33 °С37 °С 37 °С
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Таблица. Соотношение репликативной и транскрипционной активностей РНК-зависимой РНК-полимеразы вирусов А/Красно-
дар/101/35/59 (H2N2) и A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) при температуре 33 и 37 °С на основании интенсивности флуоресценции (Ф33/Ф37) 
зеленого белка, экспрессируемого репортерной конструкцией 
Table. The ratio of replicative and transcriptional activities of RNA-dependent RNA polymerase of viruses A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) 
and A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) at temperatures 33 and 37 °C based on the fluorescence intensity (F33/F37) of the green protein expressed by 
the reporter construct

Минигеном вируса
Minigenome of virus

Функция вирусной полимеразы (репортерная конструкция), значение Ф33/Ф37
The function of viral polymerase (reporter construct), F33/F37 value

транскрипция
transcription

(dCMV)

репликация + транскрипция
replication + transcription

(dCMVrev) 

Контроль, NS1GFPNS2
Control, NS1GFPNS2

1,3 –

A/Puerto Rico/8/34 1,1 1,2

А/Краснодар/101/35/59
А/Krasnodar/101/35/59

4,9 2,7

Примечание. Обозначения, как на рис. 6.
Note. Designation according to Fig. 6.

Заключение
Созданы две репортерные конструкции с флуорес-

центным белком на основе 8-го сегмента штамма А/
Краснодар/101/35/59 (H2N2), позволяющие контро-
лировать репликативную и транскрипционную актив-
ность белков полимеразного комплекса вируса грип-
па методом минигенома. 

С помощью метода минигенома показано, что по-
лимераза холодоадаптированного вируса А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2) обладает более высокой ре-
пликативной и транскрипционной активностью при 
температуре 33 °С, чем при 37 °С, в отличие от по-
лимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, вариант 
Mount Sinai), активность которой существенно не раз-
личается при 33  и 37 °С.

Результаты настоящей работы, полученные мето-
дом минигенома, не только подтвердили выводы ран-
них исследований, проведенных другими методами 
[20, 21], о том, что ts-фенотип холодоадаптированно-
го штамма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) обуслов-
лен вирусной полимеразой, но и показали, что транс-
крипционная активность полимеразы этого штамма 
в большей степени зависит от температуры, чем ре-
пликативная.
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Исследование онколитического потенциала вакцинных 
штаммов вирусов желтой лихорадки и клещевого 
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Резюме
Введение. Флавивирусы имеют потенциал в терапии глиобластом при использовании безопасных для че-
ловека штаммов или в качестве системы доставки противоопухолевых агентов.
Цель. Исследование чувствительности клеточных линий глиобластом и карцином поджелудочной железы к 
вакцинным штаммам вирусов желтой лихорадки (ВЖЛ) и клещевого энцефалита (ВКЭ).
Материалы и методы. Исследовали клеточные линии глиобластомы GL-6, T98G, LN-229, карциномы 
поджелудочной железы MIA PaСa-2 и протоковой карциномы поджелудочной железы человека PANC-1. 
Использовали следующие вирусные штаммы: штамм 17D ВЖЛ, штамм Софьин ВКЭ. Количественное опре-
деление вирусов проводили методом бляшкообразования и полимеразной цепной реакции. Определение 
чувствительности клеток к вирусам выполняли с помощью МТТ-теста.
Результаты. Показано, что штамм 17D ВЖЛ оказывал онколитическое действие на опухолевые клетки кар-
циномы поджелудочной железы MIA Paca-2 и имел ограниченный эффект в отношении протоковой карци-
номы поджелудочной железы PANC-1. В отношении клеточных линий глиобластом (LN229, GL6, T98G) ви-
рус не оказывал онколитического действия, концентрация вирусной РНК в культуральной среде снижалась. 
Штамм Софьин ВКЭ вызывал менее выраженное цитопатическое действие в культуре клеток MIA Paca-2 и 
PANC-1 и не оказывал онколитического действия на клеточных линиях глиобластом (LN229, T98G и GL6), 
хотя репродукция вируса в этих культурах продолжалась. Для глиобластомы GL6 концентрация вирусной 
РНК в культуральной среде сохранялась на уровне 1 × 109 ГЭ/мл в течение 13 сут после заражения, а в 
случае LN229 концентрация вирусной РНК возрастала с 1 × 109 до 1 × 1010 ГЭ/мл.
Заключение. Поведение опухоли в макроорганизме сложнее, чем in vitro, поэтому целесообразно продол-
жить изучение противоопухолевых онколитических и иммуномодулирующих эффектов штаммов 17D ВЖЛ 
и Софьин ВКЭ на моделях in vivo.

Ключевые слова: онколитические вирусы; флавивирусы; вирус желтой лихорадки; вирус клещевого эн-
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онколиз
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Abstract
Introduction. Flaviviruses, possessing natural neurotropicity could be used in glioblastoma therapy using attenu-
ated strains or as a delivery system for antitumor agents in an inactivated form.
Objective. To investigate the sensitivity of glioblastoma and pancreatic carcinoma cell lines to vaccine strains of 
yellow fever and tick-borne encephalitis viruses.
Materials and methods. Cell lines: glioblastoma GL-6, T98G, LN-229, pancreatic carcinoma MIA RaCa-2 and hu-
man pancreatic ductal carcinoma PANC-1. Viral strains: 17D yellow fever virus (YF), Sofjin tick-borne encephalitis 
virus (TBEV). Virus concentration were determined by plaque assay and quantitative PCR. Determination of cell 
sensitivity to viruses by MTT assay.
Results. 17D YF was effective only against pancreatic carcinoma tumor cells MIA Paca-2 and had a limited effect 
against PANC-1. In glioblastoma cell lines (LN229, GL6, T98G), virus had no oncolytic effect and the viral RNA 
concentration fell in the culture medium. Sofjin TBEV showed CPE50 against MIA Paca-2 and a very limited cyto-
toxic effect against PANC-1. However, it had no oncolytic effect against glioblastoma cell lines (LN229, T98G and 
GL6), although virus reproduction continued in these cultures. For the GL6 glioblastoma cell line, the viral RNA 
concentration at the level with the infection dose was determined within 13 days, despite medium replacement, 
while in the case of the LN229 cell line, the virus concentration increased from 1 × 109 to 1 × 1010 copies/ml.
Conclusion. Tumor behavior in organism is more complex and is determined by different microenvironmental 
factors and immune status. In the future, it is advisable to continue studying the antitumor oncolytic and immuno-
modulatory effects of viral strains 17D YF and Sofjin TBEV using in vivo models.
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Введение
Проблема терапии злокачественных заболеваний 

по-прежнему остается нерешенной. Существующие 
терапевтические подходы способны вызывать ремис-
сии разной протяженности, но не обеспечивают пол-
ного выздоровления, поскольку в ответ на терапию 
происходит отбор устойчивых опухолевых клеток. 
Онколитическая виротерапия – активно развиваю-
щееся направление исследований в последние годы. 
На основе онколитических вирусов уже разработан 
ряд препаратов, зарегистрированных для терапии зло-
качественных заболеваний, и еще десятки находятся 

на разных стадиях клинических исследований [1–3]. 
Развитие онколитической виротерапии в нашей стране 
имеет давнюю историю [4]. Лидирующее положение 
на территории бывшего СССР занимала исследова-
тельская группа под руководством М.К. Ворошиловой 
(лаборатория иммунологии энтеровирусов, Институт 
полиомиелита, Москва), которая активно изучала он-
колитический потенциал энтеровирусов [5]. Исследо-
ватели показали, что живые энтеровирусные вакцины 
стимулируют клеточный иммунитет у онкологических 
больных и потенциально могут быть эффективны-
ми для лечения пациентов с опухолями желудочно- 
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кишечного тракта [6, 7]. Работа по созданию панелей 
препаратов на основе онколитических энтеровирусов 
и персонализированного подхода к пациентам с уче-
том молекулярно-биологических механизмов тропиз-
ма к конкретным опухолям продолжается в настоящее 
время группой под руководством проф. М.П. Чумакова 
[8–10]. Еще одним перспективным подходом для онко-
виротерапии является использование рекомбинантных 
аденовирусов, в частности, в качестве вероятно наибо-
лее перспективных кандидатов для виротерапии злока-
чественных глиобластом [11–13]. В ГНЦ вирусологии 
и биотехнологии «Вектор» (Новосибирск) был создан 
противоопухолевый препарат «Канцеролизин» на ос-
нове мутантного варианта Ade12 аденовируса чело-
века серотипа 5, который с эффективностью, близкой 
к вирусу дикого типа, инфицирует опухолевые клетки, 
дефектные по р53, а также создана клеточная линия 
на основе клеток 293, которая может быть использо-
вана для масштабируемого получения данного виру-
са [14]. В экспериментах на лабораторных животных 
(мыши, кролики, морские свинки) в доклинических 
исследованиях канцеролизина была показана его без-
вредность и безопасность [15, 16]. В ГНЦ «Вектор» на 
основе вируса осповакцины штамма L-IVP был также 
сконструирован онколитический вирус, обеспечиваю-
щий доставку противораковых терапевтических генов 
в клетки макроорганизма. В рекомбинантный вирус 
L-IVP_oncoM был встроен ген, кодирующий грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор, и синтетический ген, кодирующий полиэпи-
топный иммуноген, состоящий из эпитопов антигенов, 
гиперэкспрессирующихся в клетках меланомы. Онко-
литическую эффективность полученного рекомби-
нантного вируса оценивали с помощью мышиной мо-
дели ксенографтов с использованием злокачественных 
клеток SK-Mel-28 [17].

В последние годы, помимо изучения патогенного 
потенциала представителей рода флавивирусов, ак-
тивно изучается их онколитический потенциал [18]. 
Вирусам свойственно заражать и лизировать клетки, 
причем опухолевые клетки, как правило, приобретают 
повышенную чувствительность к вирусам, благодаря 
поломкам в механизмах контроля клеточного деления 
и внутриклеточной противовирусной защиты. Пока-
зано, что онколитические вирусы способны также 
стимулировать противоопухолевый иммунитет [19]. 
С точки зрения иммуногенности флавивирусы могут 
играть положительную роль в терапии опухоли и при-
водить к ее лизису иммуноопосредованным спосо-
бом. Однако флавивирусы в качестве онколитических 
вирусов малоизучены, хотя они имеют природную 
нейротропность и могут использоваться для лечения, 
например, глиобластом, при использовании безопас-
ных для человека штаммов или в качестве системы 
доставки противоопухолевых агентов в инактивиро-
ванном виде.

Род Orthoflavivirus [20] включает более 70 арбови-
русов, которые являются трансмиссивными и пере-
носятся комарами и клещами. Геном флавивирусов 
представлен кэпированной одноцепочечной РНК по-

ложительной полярности длиной около 11 тыс. нукле-
отидов с единственной открытой рамкой считывания. 
Больше всего исследований на предмет онколитиче-
ской активности среди флавивирусов посвящено ви-
русу Зика. Вирус Зика является слабопатогенным для 
человека, у взрослых пациентов инфекция, вызванная 
вирусом Зика, обычно протекает бессимптомно, лишь 
небольшой процент пациентов (< 20%) сообщают 
о легкой лихорадке, сыпи и боли в суставах в течение 
примерно 7 сут. В ряде работ было продемонстри-
ровано, что вирус Зика избирательно инфицирует 
нервные стволовые клетки плода [2], которые имеют 
некоторое сходство с клетками глиобластомы. Эффек-
тивность вируса Зика в отношении глиобластом была 
также показана на модели in vitro и in vivo [21]. Ав-
торы отметили, что вирус Зика избирательно заражал 
клетки глиобластомы, полученные от пациентов по-
сле резекции, в сравнении с нейронами и глиальными 
клетками. Авторы также использовали вирус Зика для 
терапии глиобластом мыши GL261 и CT-2A. В резуль-
тате наблюдалось увеличение продолжительности 
жизни мышей C57BL/6, получавших терапию, в срав-
нении с контрольной группой, уменьшение объема 
опухоли проходило без неврологических симптомов. 
Кроме того, избирательность репликативной актив-
ности вируса Зика в отношении клеток глиобластомы 
U87 MG человека была продемонстрирована в иссле-
довании В.А. Святченко и соавт. на модели с исполь-
зованием иммунодефицитных SCID мышей с приви-
тыми подкожными ксенографтами глиобластомы U87 
MG [22].

Еще один флавивирус, обладающий онколитическим 
потенциалом, – вирус желтой лихорадки (ВЖЛ). ВЖЛ 
вызывает серьезное инфекционное заболевание, возбу-
дитель которого передается при укусе комаров Aedes 
aegypti [23]. Аттенуированный штамм 17D ВЖЛ полно-
стью секвенирован, имеет хороший профиль безопасно-
сти у иммунокомпетентных детей и взрослых, вакцина на 
его основе используется в профилактических целях для 
предотвращения заболевания в эндемичных регионах 
[24]. Недавнее исследование на мышах при внутриопу-
холевой терапии подкожных опухолей меланомы и кар-
циномы толстой кишки продемонстрировало эффектив-
ность штамма 17D ВЖЛ как иммуномодулирующего 
агента, приводящего к задержке роста опухолей [25].  
Таким образом, штамм 17D ВЖЛ можно рассматривать 
в качестве потенциального онколитического агента.

Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) изучали на 
предмет онколитической активности только в 50-х 
годах прошлого столетия. Е.Н. Левкович и Л.Г. Кар-
пович (лаборатория клещевого энцефалита, Институт 
полиомиелита, Москва, СССР) исследовали 25 штам-
мов ВКЭ и родственных ему вирусов, включая вирус 
шотландского энцефаломиелита овец, вирус омской 
геморрагической лихорадки, вирус Кьясанурской 
лесной болезни, вирус Лангат. Было показано, что 
вирусы, которые хорошо репродуцируются в орга-
низме человека, также активно размножаются в клет-
ках HeLa, однако их цитопатогенное действие силь-
но варьирует [26]. В исследовании Е.Н. Левкович 
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и Г.И. Сергеевой было выявлено ингибирующее дей-
ствие всех изученных штаммов ВКЭ на рост асцит-
ной карциномы Эрлиха и саркомы Крокера in vitro. 
ВКЭ, а также вирус Лангат оказались способными 
инфицировать опухолевые клетки с последующим 
снижением их пролиферативной способности и за-
держкой роста опухоли при трансплантации клеток 
экспериментальным животным [27, 28]. Однако из-за 
высокой патогенности ВКЭ и отсутствия на тот мо-
мент возможности генетически модифицировать ви-
рус, исследования его онколитических свойств были 
прекращены. На сегодняшний день ВКЭ можно рас-
сматривать в качестве онколитического вируса при 
условии должных генетических модификаций, при-
водящих к его полной аттенуации.

Цель работы – исследование чувствительности 
клеточных линий глиобластомы и карциномы подже-
лудочной железы к вакцинным штаммам 17D ВЖЛ 
и Софьин ВКЭ.

Материалы и методы

Клеточные линии и условия культивирования
Перевиваемая культура клеток почечного эпителия 

зеленой мартышки Vero (получены из Американской 
коллекции клеточных культур – АТСС) и культура 
эмбриональной почки свиньи (СПЭВ) (из коллекции 
ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН») были 
использованы для титрования вируса методом бляшек; 
клеточную линию глиобластомы GL-6 (ФГБУН ИМБ 
РАН), клеточные линии глиобластомы T98G, LN-229 
(АТСС), клеточные линии карциномы поджелудочной 
железы MIA PaСa-2 и протоковой карциномы поджелу-
дочной железы человека PANC-1 (ИБХ РАН) использо-
вали для определения чувствительности к вирусам.

Клетки культивировали в питательной (ростовой) 
среде DMEM (ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чу-
макова РАН»), с добавлением 2 мМ L-глутамина 
(«ПанЭко», кат. № Ф032), антибиотиков пенициллина 
(250 МЕ/мл) и стрептомицина (200 мкг/мл) («Пан-
Эко», кат. № А065п) и 5% эмбриональной телячьей 
сыворотки (ЭТС) (FBS Gibco #2412072) в атмосфе-
ре 5% СО2 при 37 °С. В качестве поддерживающей 
среды после заражения клеток вирусами использо-
вали среду «Игла МЕМ» (ФГАНУ «ФНЦИРИП им. 
М.П. Чумакова РАН») с идентичными добавками, как 
и в случае с ДМЕМ, но с добавлением 2% ЭТС.

Вирусные штаммы
В работе использовали аттенуированный вакцин-

ный штамм 17D ВЖЛ, вакцинный штамм Софьин 
ВКЭ из коллекции ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. 
Чумакова РАН». Титры вирусов оценивали методом 
бляшек, концентрацию вирусной РНК в культураль-
ной среде – методом количественной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР).

Титрование вирусов методом бляшек
Титры вируса определяли методом бляшек под по-

крытием 1,26% метилцеллюлозы в культуре клеток Vero 

(для ВЖЛ) и СПЭВ (для ВКЭ) на пластиковых 12-лу-
ночных планшетах. Клетки высевали на 12-луночные 
планшеты и инкубировали в течение 24 ч при 37 °C 
в CO2-инкубаторе. На среде 199 с солями Эрла гото-
вили 10-кратные разведения вирусных образцов и до-
бавляли их к клеткам в объеме 100 мкл на лунку. План-
шеты инкубировали в CO2-инкубаторе в течение 1 ч 
при осторожном покачивании. Затем в каждую лунку 
вносили 1 мл 1,26% метилцеллюлозы.

Учет бляшек проводили на 8-е сутки после зара-
жения. Титр вируса выражали в количестве бляшко-
образующих единиц (БОЕ) в 1 мл вируссодержащего 
материала. Титр рассчитывали по формуле: 

ΣN/(d × n × V) = БОЕ/мл, 
где: N – количество бляшек в одной лунке для соот-

ветствующего разведения; n – количество лунок для 
одного разведения, шт.; V – объем пробы (дозы для 
заражения), мл; d – разведение (в виде 10-x).

Определение концентрации вирусной РНК  
в культуральной среде методом ПЦР  

в реальном времени
Пробу культуральной среды отбирали в объе-

ме 1 мл, клеточный дебрис удаляли центрифугиро-
ванием при 3000 об/мин в течение 5 мин. Выделение 
РНК вируса из полученного супернатанта проводили 
с помощью набора реагентов «Рибо-преп», обрат-
ную транскрипцию (получение кДНК) осуществля-
ли с помощью набора «Реверта-L». При проведении 
ПЦР для ВКЭ использовали набор реагентов «Ам-
плиСенс TBEV, B. burgdorferi sl, A. phagocytophillum, 
E. chaffeensis / E. muris-FL» с применением калибрато-
ров с известной концентрацией кДНК: 1 × 109, 1 × 107,  
1 × 105 ГЭ/мл. При проведении ПЦР для ВЖЛ применя-
ли набор реагентов «АмплиСенс Yellow fever virus-FL», 
в качестве стандартов использовали штамм 17D ВЖЛ 
в титре 1 × 107, 1 × 105, 1 × 103 БОЕ/мл. Производите-
лем всех использованных наборов реагентов является 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора (Москва). 
Количественную ПЦР в реальном времени выполняли 
на термическом циклере Rotor-Gene Q 6plex (Qiagen) c 
помощью каналов детекции (FAM, HEX) и определе-
нием цикла детекции (Ct).

Определение чувствительности клеток к вирусам
1. Цитопатическое действие (ЦПД). Клетки са-

жали на 25 см2 матрасы и культивировали до образо-
вания монослоя. Заражение проводили в минимальном 
объеме 250 мкл вируссодержащей жидкостью в ти-
трах 107 БОЕ/мл в течение 1 ч при 37 °C с покачивани-
ем. Затем монослой клеток отмывали и добавляли под-
держивающую среду. ЦПД наблюдали в течение 14 сут. 
Начиная с 3-х суток с помощью световой микроскопии 
оценивали ЦПД. Учет ЦПД проводили визуально 
по системе крестов: если изменению (по сравнению 
с контролем) подвергся весь монослой в матрасе, ЦПД 
оценивали на 4 креста (++++), если ¾ – на 3 (+++), ес-
ли ½ – на 2 (++), если на ¼ – на 1 крест (+).

2. МТТ-тест. 96-луночные планшеты с клет-
ками перевиваемых опухолевых линий инфицирова-
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ли 10-кратными серийными разведениями вирусов 
в шести повторах. Адсорбцию вируса проводили в те-
чение 1 ч при 37 °C в CO2 инкубаторе в объеме 30 мкл 
на лунку, далее удаляли вируссодержащую жидкость, 
промывали клетки средой без сыворотки и куль-
тивировали в поддерживающей среде с 2% ЭТС. 
Через 3, 4, 5 сут определяли жизнеспособность кле-
ток с помощью MTT-теста, используя реагент МТТ 
в рабочей концентрации 5 мг/мл в фосфатном буфере 
рН 7,2 («ПанЭко», кат. № О104). С помощью план-
шетного ридера Bio-Rad iMark определяли оптиче-
скую плотность при длине волны 595/650 нм. Резуль-
тат оценивали в сравнении со средней оптической 
плотностью в контроле (неинфицированные клетки), 
принимая ее за 100%. 

Формирование тканевых сфероидов
Формирование тканевых сфероидов производили 

с помощью агарозных форм, изготовленных с приме-
нением силиконовых матриц (любезно предоставлен-
ных И.В. Зубаревым) согласно инструкции произво-
дителя (ЧУ Лаборатория биотехнологических иссле-
дований «3Д Биопринтинг Солюшенс», Россия) [29].

Микроскопия
Визуальный контроль, фотографии клеток и сферо-

идов производили с применением инвертированного 
биологического микроскопа OLYMPUS CKX53, осна-
щенного цифровой камерой и ПО ADFImageCapture.

Статистически анализ.
Статистическую оценку данных проводили в про-

грамме GraphPad Prism 8 с использованием диспер-

сионного анализа ANOVA для MTT-теста, критерия 
Краскела–Уоллиса для ПЦР.

Результаты
Исследовали чувствительность опухолевых клеточ-

ных линий глиобластом GL6, LN-229, T98G, карцино-
мы поджелудочной железы MIA Paca-2 и протоковой 
карциномы поджелудочной железы PANC-1 к штам-
мам 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ. С целью определения 
минимального титра вируса, необходимого для дости-
жения ЦПД, клеточные культуры инкубировали с се-
рийными 10-кратными разведениями ВЖЛ и ВКЭ. 
Через 5 сут после заражения оценивали жизнеспо-
собность клеток с помощью МТТ-теста. На рис. 1 (а, 
б) представлены результаты чувствительности ис-
следуемых клеточных линий к штаммам 17D ВЖЛ 
и Софьин ВКЭ на 5-е сутки после заражения клеток. 
Полученные профили чувствительности указыва-
ют, что наибольший цитопатический эффект штам-
мы 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ проявляют в отношении 
клеточной линии MIA Paca-2, частичный – в отноше-
нии PANC-1, полное отсутствие ЦПД наблюдается 
в отношении трех исследуемых культур глиобластом.

Минимальный титр ВЖЛ при заражении для до-
стижения полной клеточной гибели в отношении 
MIA Paca-2 составил 106 БОЕ/мл, а ЦПД50 достига-
лось при титре вируса 103 БОЕ/мл. При воздействии 
штамма Софьин ВКЭ полного клеточного лизиса 
в культуре MIA Paca-2 не происходило, ЦПД50 дости-
галось при минимальном титре вируса 104 БОЕ/мл. 
Оба исследуемых вирусных штамма даже при титре 
заражения 107 БОЕ/мл не вызывали полного клеточ-
ного лизиса клеток PANC-1, при этом ЦПД50 достига-

Рис. 1. Чувствительность клеточных линий глиобластом GL6, LN-229, T98G, карциномы поджелудочной железы MIA Paca-2 и 
протоковой карциномы поджелудочной железы PANC-1 к штамму 17D ВЖЛ (панель а) и штамму Софьин ВКЭ (панель б) в зави-
симости от титра вируса при заражении по результатам оценки доли выживших клеток с помощью МТТ-теста на 5-е сутки после 

инфицирования. 
Фотографии клеток MIA Paca-2. Ув. ×100. а(1) – контрольной лунки, монослой сохранен; а(2) – инфицированной, полный клеточный лизис.

Fig. 1. Sensitivity of glioblastoma cells GL6, LN-229, T98G, pancreatic carcinoma MIA Paca-2 and pancreatic ductal carcinoma PANC-1 
cell to strain 17D YFV (panel а) and strain Sofjin TBEV (panel b) depending on the virus titer at the infection as assessed by the proportion 

of surviving cells using the MTT test at 5 days post-infection. 
Photographs of MIA Paca-2 cells. Magnification ×100. а(1) –  control well, monolayer preserved; а(2)  –  infected well, complete cell lysis.

a/a б/b
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лось к 5-м суткам при воздействии штамма 17D ВЖЛ 
в титре 106 БОЕ/мл, а в случае штамма Софьин ВКЭ 
ЦПД50 на клетках PANC-1 наблюдали на 3-и сутки 
при титре заражения 107 БОЕ/мл, к 5-м суткам цито-
патический эффект значительно снижался (табл. 1).

Исследуемые культуры того же пассажа вели 
на 25 см2 матрасах с последующим заражением ВЖЛ 
и ВКЭ с целью оценки ЦПД и отбора проб культу-
ральной среды для определения концентрации ви-
руса методом количественной ПЦР в режиме реаль-
ного времени. Результаты оценки ЦПД для штам-
ма 17D ВЖЛ при культивировании клеточных линий 
на матрасах коррелировали с данными МТТ-теста: 
при титре заражения 107 БОЕ/мл к 5-м суткам ЦПД 
достигало результата «4 креста» в отношении кле-
точной линии MIA Paca-2 и «2 креста» в отношении 
клеточной линии PANC-1. По данным ПЦР, при за-
ражении штаммом 17D ВЖЛ в титре 1 × 107 БОЕ/
мл (ПЦР 1 × 106 ГЭ/мл) концентрация вирусной РНК 
в культуральной среде возрастала, что свидетельству-
ет о репликации вируса в данных клеточных линиях 

и объясняет выраженный онколитический эффект 
ВЖЛ в их отношении (табл. 2). ЦПД штамма Софьин 
ВКЭ при заражении клеток в титре 4 × 107 БОЕ/мл 
к 5-м суткам в отношении клеточной линии MIA Pa-
ca-2 оценивали как «3 креста», в отношении клеточ-
ной линии PANC-1 – как «1 крест». По результатам 
ПЦР, концентрация вирусной РНК в культуральной 
среде MIA Paca-2 и PANC-1 к 5-м суткам была выше 
исходной (в момент заражения) – 2 × 109 ГЭ/мл, при 
этом в клетках MIA Paca-2 концентрация вирусной 
РНК ВКЭ была на порядок выше (табл. 2).

Отсутствие ЦПД наблюдали в отношении клеточ-
ных линий глиобластом LN229 и T98G при зараже-
нии штаммом 17D ВЖЛ в титре 107 БОЕ/мл, и лишь 
в отношении клеточной линии GL6 было отмече-
но небольшое разрушение монослоя, оцениваемое 
в «1 крест» (на 3-и сутки эксперимента), однако в по-
следующем усиления ЦПД в клеточной линии GL6 
не было зафиксировано вплоть до 13-х суток. Резуль-
таты МТТ-теста коррелировали с данными ЦПД, бы-
ла зарегистрирована полная выживаемость исследуе-

Таблица 1. Результаты определения минимального титра заражения вирусов (штаммы 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ) в отношении  
клеточных линий карцином (MIA Paca-2, PANC-1) и глиобластом (GL6, LN-229, T98G)
Table 1. Results of determining the minimum titer of virus infection (strain 17D YFV and strain Sofjin TBEV) in carcinoma (MIA Paca-2, 
PANC-1) and glioblastoma (GL6, LN-229, T98G) cell lines

Минимальный титр вируса при заражении, БОЕ/мл
Minimum virus titer at infection, MOI/ml

Штамм 17D ВЖЛ 
Strain 17D YFV

Штамм Софьин ВКЭ 
Strain Sofjin TBEV

5-е сутки эксперимента
5th day of the experiment

ЦПД50
CPE50

Полный клеточный лизис
Total cell lysis

ЦПД50
CPE50

Полный клеточный лизис
Total cell lysis

MIA Paca-2 103 106 104 –

PANC-1 106 – 107* –

GL6, LN-229, T98G – – – –

Примечание. «–» – нет эффекта; * – ЦПД50 – эффект наблюдается только на 3-и сутки. 
Note. «–» – no effect; * – CPE50 – effect observed only on day 3 at titer of 107 MOI/ml.

Таблица 2. Изменение концентрации вирусной РНК в культуральной среде при инфицировании (0-е сутки) карцином поджелудоч-
ной железы MIA Paca-2 и PANC-1 штаммами 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ на 3, 4, 5-е сутки эксперимента
Table 2. Changes in viral RNA concentration in the culture medium following infection (day 0) of pancreatic carcinomas MIA Paca-2 and 
PANC-1 strains 17D YFV and Sofjin TBEV on days 3, 4, 5 of the experiment

Вирус
Virus

Штамм 17D ВЖЛ 
Strain 17D YFV

Штамм Софьин ВКЭ 
Strain Sofjin TBEV 

Сутки
Days

Клеточные линии
Cell Lines

0 3 4 5 0 3 4 5

MIA Paca-2

ЦПД, БОЕ/мл
CPE, MOI/ml 1 × 107 ++ +++ ++++ 4 × 107 + ++ +++

ПЦР, ГЭ/мл
PCR, gE/ml 1 × 106 2,3 × 108 – 1,6 × 108 2 × 109 1,3 × 1011 – 1,2 × 1011

PANC-1

ЦПД, БОЕ/мл
CPE, MOI/ml 1 × 107 отсутствует ++ ++ 4 × 107 отсутствует + +

ПЦР, ГЭ/мл
PCR, gE/ml 1 × 106 9,6 × 107 – 6,2 × 107 2 × 109 6,1 × 1010 – 8,8 × 1010

Примечание.  «–» – не исследовалось.
Note. «–» – not investigated.



542

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-204

ORIGINAL RESEARCHES

мых клеточных линий глиобластом на 5-е сутки экс-
перимента (рис. 1). На 5, 7, 10, 13-е сутки и в случае 
GL6 также и на 3-и сутки отбирали пробы для оценки 
концентрации 17D ВЖЛ методом количественной 
ПЦР в режиме реального времени, при этом на 5-е 
и 10-е сутки производили замену среды (3-и, 10-е сут-
ки в случае GL6). По результатам ПЦР было выявле-
но снижение концентрации РНК 17D ВЖЛ в культу-
ральной жидкости для всех исследуемых линий гли-
областом (рис. 2). Полученные результаты указывают 
на отсутствие онколитического эффекта в отношении 
глиобластом для штамма 17D ВЖЛ.

При инфицировании клеточных линий штаммом 
Софьин ВКЭ ЦПД отсутствовало, однако результа-
ты ПЦР-исследования культуральной жидкости по-
казали, что ВКЭ размножается в клеточных линиях 
LN229 и GL6. Было проведено 2 независимых экспе-
римента. Первый эксперимент был более коротким – 
продолжительностью 5 сут, во втором, более длитель-
ном эксперименте на 5-е и 10-е сутки (3-и, 10-е сутки 
в случае GL6) была произведена замена культураль-
ной среды. В культуральной жидкости клеточной ли-
нии LN229 при заражении ВКЭ в титре 1 × 107 БОЕ/
мл (ПЦР 1 × 109 ГЭ/мл) концентрация РНК вируса 
достигла максимальной отметки к 5-м и 10-м сут-
кам и составила 1,3 × 1011 и 7 × 1010 ГЭ/мл соответ-
ственно. Для клеточной линии GL6 максимальная 
концентрация РНК ВКЭ в культуральной жидкости 
наблюдалась к 3-м суткам эксперимента и достиг-
ла 9,6 × 1010 и 4 × 1010 ГЭ/мл в первом и втором экс-
периментах соответственно, после чего наблюда-
лось снижение концентрации РНК. В культуральной 
жидкости клеточной линии T98G концентрация РНК 
ВКЭ составила 109 ГЭ/мл и практически не менялась 

в течении первых 5 сут после заражения в первом экс-
перименте, во втором опыте РНК ВКЭ в концентра-
ции 107 ГЭ/мл определялась в культуральной жидко-
сти вплоть до 13-х суток, однако концентрация РНК 
вируса была ниже в сравнении с концентрацией РНК 
ВКЭ в других линиях глиобластом (рис. 3).

Высокий тропизм штамма 17D ВЖЛ к карциноме 
поджелудочной железы MIA Paca-2 был продемонстри-
рован в трехмерной культуре (сфероидах). Формиро-
вание тканевых сфероидов производили с помощью 
агарозных форм, приготовленных при помощи силико-
новых матриц («3Д Биопринтинг Солюшенс»). На 3-и 
сутки культивирования клетки MIA Paca-2 формирова-
лись в сфероиды размером 650 мкм. После инфицирова-
ния ВЖЛ в титре 1 × 106 БОЕ/мл на после заражения 3-и 
сутки отмечали ЦПД и появление дефектных сферои-
дов в сравнении с контрольной группой (рис. 4).

Таким образом, результаты настоящего исследова-
ния показали, что ВЖЛ, обладая природной тропно-
стью к клеткам гепатобилиарной системы, эффективен 
только в отношении опухолевых клеток карциномы 
поджелудочной железы. При высоких титрах зараже-
ния ВЖЛ оказывал сильное цитотоксическое действие 
на клетки карциномы поджелудочной железы (MIA Pa-
ca-2) и имел ограниченный эффект в отношении кар-
циномы протоков поджелудочной железы (PANC-1). 
В отношении исследованных клеточных линий гли-
областом (LN229, GL6, T98G) вирус не оказывал он-
колитического действия, концентрация вирусной РНК 
в культуральной среде постепенно снижалась.

Штамм Софьин ВКЭ продемонстрировал ЦПД в от-
ношении карциномы поджелудочной железы (MIA 
Paca-2) и крайне ограниченный цитотоксический 
эффект в отношении протоковой карциномы подже-

Рис. 2. Изменение концентрации вирусной РНК в культуральной среде при инфицировании (0-е сутки) глиобластом GL6, LN-229, 
T98G штаммом 17D ВЖЛ на 3, 5, 7, 10, 13-е сутки эксперимента. 

Fig. 2. Changes in viral RNA concentration in the culture medium following infection (day 0) of GL6, LN-229, T98G glioblastomas with 
strain 17D YFV on days 3, 5, 7, 10, 13 of the experiment.
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лудочной железы (PANC-1). При этом, несмотря на 
природную нейротропность, вирус не оказывал онко-
литического эффекта в отношении клеточных линий 
глиобластом (LN229, T98G и GL6), хотя наблюда-
лась репродукция вируса в этих культурах. Так, для 
глиобластомы линии GL6 концентрация вирусной 
РНК определялась в течение 13 сут и была на уров-
не исходной концентрации РНК при заражении, даже 
при периодическом удалении культуральной среды, 
а в случае клеточной линии LN229 концентрация ви-
руса увеличилась с 1 × 109 до 1 × 1010 ГЭ/мл.

Обсуждение
Исследование вакцинных штаммов 17D ВЖЛ 

и Софьин ВКЭ в отношении клеточных линий гли-

областом и карцином поджелудочной железы дает 
основание сделать вывод о наличии онколитического 
потенциала у исследуемых вирусов и возможности их 
применения в терапии злокачественных новообразо-
ваний.

Безусловно, преимуществом штамма 17D ВЖЛ яв-
ляется его доказанная многолетними исследованиями 
безопасность и иммуногенность [30].

Сравнить полученные результаты in vitro с другими 
исследованиями достаточно сложно, так как в лите-
ратуре представлены данные для опухолевых линий 
другого генеза. Например, в работе M. Aznat и соавт. 
[25] исследования выполнены на клеточных линиях 
рака толстой кишки, почечно-клеточного рака, ра-
ка молочной железы и меланомы. Штамм 17D ВЖЛ 

Рис. 3. Изменение концентрации вирусной РНК в культуральной среде при инфицировании (0-е сутки) глиобластом GL6, LN-229, 
T98G штаммом Софьин ВКЭ на 3, 5, 7,10, 13-е сутки эксперимента.

Fig. 3. Changes in viral RNA concentration in the culture medium following infection (day 0) of GL6, LN-229, T98G glioblastomas strain 
Sofjin TBEV on days 3, 5, 7, 10, 13 of the experiment.

Риc. 4. Оценка ЦПД штамма 17D ВЖЛ с помощью тканевых сфероидов на культуре клеток MIA Paca-2. На фотографии вид сферо-
идов на 3-и сутки. Контроль – не инфицированный сфероид панель (а) и после инфицирования титром 106 БОЕ/мл штаммом 17D 

ВЖЛ – панель (б). Ув. ×40.
Fig. 4. Assessment of the CPE of 17D YFV using tissue spheroids on MIA Paca-2 cell culture. The photo shows the view of spheroids at  

3 days control – uninfected spheroid (panel а) and after infection with 106 MOI/ml strain 17D YFV – (panel b). Magnification × 40.

a/a б/б
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проявлял цитопатическое действие, в то время как на 
нетрансформированных фибробластах человека ци-
тотоксические эффекты отсутствовали. При приви-
вании карциномы толстой кишки MC38 и меланомы 
B16OVA мышам C57BL/6 с последующим внутри-
опухолевым введением вируса наблюдалась задерж-
ка роста опухоли. Таким образом, штамм 17D ВЖЛ 
можно рассматривать в качестве потенциального он-
колитического агента.

Тот факт, что вакцина на основе штамма 17D ВЖЛ 
является широко используемым профилактическим 
средством для подкожной или внутримышечной 
вакцинации, значительно упрощает возможную кли-
ническую разработку стратегий иммунотерапии, 
включающих внутриопухолевые инъекции. Допол-
нительно повысить эффективность терапии можно 
путем введения в клетку опухоли последовательно-
стей, кодирующих гены-супрессоры опухоли, гены 
«смерти» или гены цитокинов, усиливающих индук-
цию иммунного ответа на опухолевые антигены, на-
пример, путем создания рекомбинантных векторов на 
основе 17D, несущих монотела с убиквитин-лигазами 
VHL и MDM2 для таргетного разрушения онкогенов 
типа K-RAS.

Вакцинный штамм Софьин ВКЭ является ней-
ротропным, свободно преодолевает гематоэнцефали-
ческий барьер и способен вызывать энцефалопатию 
[31], поэтому применение его in vivo как противоопу-
холевого агента возможно только после предваритель-
ной иммунизации реципиентов инактивированной 
вакциной или при генетической модификации ВКЭ 
для улучшения его профиля безопасности. Ранее уже 
были проведены исследования ВКЭ-штаммов даль-
невосточного подтипа, к которым относится и штамм 
Софьин в качестве возможных онколитических аген-
тов. Результаты показали ингибирование роста под-
кожных опухолей мышей различной этиологии (фи-
бросаркома MCI, нейробластома мыши C1300, аде-
нокарцинома молочной железы EO 771, остеогенная 
саркома Ridgeway, саркомы T241 и 180), однако такие 
исследования проводились очень давно, в 1950-х гг. 
[27, 28, 32, 33]. Таким образом, штамм Софьин ВКЭ 
потенциально можно рассмотреть в качестве онколи-
тического вируса при условии обеспечения безопас-
ности его применения.

Полученные в настоящем исследовании результаты 
in vitro также подтверждают, что штаммы 17D ВЖЛ 
и Софьин ВКЭ имеют перспективы в онковиротера-
пии. Разумеется, клеточные культуры не в полной 
мере отражают патофизиологию опухолевых клеток 
в системе in vivo. Поведение опухоли в организме 
определяется как опухолевыми клетками, так и клет-
ками стромального микроокружения, внеклеточным 
матриксом, влиянием гипоксии, а микроокружение 
опухоли характеризуется наличием большого коли-
чества воспалительных цитокинов, факторов роста 
и других факторов, поддерживающих рост и метаста-
зирование опухоли [34, 35]. В связи с вышесказанным 
в дальнейшем планируется продолжить изучение про-
тивоопухолевых онколитических и иммуномодулиру-

ющих эффектов штаммов 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ 
на моделях in vivo. Поскольку акцент нами делается 
именно на иммунологические эффекты, планируют-
ся эксперименты на иммунокомпетентных живот-
ных с использованием сингенных моделей подкож-
ного опухолевого роста клеток рака поджелудочной 
железы (PAN02) и глиомы (GL261). Исследование 
на иммунокомпетентных животных позволит также 
получить данные по усилению эффекта при предва-
рительной иммунизации животных, а в случае ВКЭ 
Софьин исследование возможно только при условии 
предварительной иммунизации инактивированной 
вакциной ВКЭ.

Также в дальнейшем для понимания механизмов 
вирусного онкотропизма целесообразно проводить 
исследования с культурами клеточных опухолевых 
линий, полученных из опухолей (послеоперационный 
материал) от пациентов. Так в исследовании А.В. Ли-
патовой и соавт. [36] был применен мультиомный ана-
лиз с целью изучения вклада интерферонзависимых 
противовирусных механизмов в опухолевых клетках 
мультиморфной глиобластомы, полученных от от-
дельных пациентов, на устойчивость к онколитиче-
ским вирусам, принадлежащим к разным вирусным 
семействам.

Заключение
Штаммы 17D ВЖЛ и Софьин ВКЭ оказывали цито-

патическое действие на клеточные линии рака подже-
лудочной железы человека при увеличении репродук-
ции вируса в культуральной среде. Резистентность 
к исследуемым вирусам клеточной линии протоковой 
карциномы поджелудочной железы PANC-1 была 
выше, чем карциномы поджелудочной железы MIA 
Paca-2, что, возможно, связано с повышенной экс-
прессией IRF2 и IRF7, которые регулируют гены ин-
терферона-a и -γ, в данной клеточной линии [37, 38].

Также следует отметить способность штам-
ма 17D ВЖЛ лизировать 3D-сфероиды клеточной 
линии MIA Paca-2, что, вероятно, определяет возмож-
ность вируса проникать между плотными контактами 
опухолевых клеток.

В настоящем исследовании штамм Софьин ВКЭ 
по литическому действию на опухолевые клеточные 
линии явно уступал штамму 17D ВЖЛ, однако спо-
собность его к репликации в клеточных линиях гли-
областомы требует дальнейшего изучения in vivo на 
модели иммунокомпетентных животных с учетом 
проработки вопроса безопасности его применения 
путем дополнительной генно-инженерной модифи-
кации вируса или предварительной иммунизации жи-
вотных инактивированной вакциной. Ввиду того, что 
флавивирусы являются высокоэффективными имму-
ногенами, мы предполагаем, что лизис или задержка 
роста опухоли могут быть достигнуты иммуно-опо-
средованным путем благодаря репликации вируса 
в опухолевых тканях.

В заключение следует отметить, что применение 
флавивирусов для онковиротерапии опухолей может 
оказаться перспективным. Флавивирусы могут быть 
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использованы как непосредственно для лизиса опу-
холевых клеток, так и для иммуно-опосредованной 
индукции лизиса опухоли через активацию Т-клеточ-
ного звена иммунитета, способствуя преобразованию 
«холодных» опухолей в «горячие» для увеличения 
числа иммуночувствительных клеток опухоли и по-
вышения эффективности терапии.
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Резюме
Введение. Несмотря на то что домашние и дикие свиньи являются основным резервуаром зоонозных гено-
типов вируса гепатита E (ВГЕ) в странах умеренного климата, наличие антител к ВГЕ (анти-ВГЕ) у коренно-
го населения приполярных территорий, т.е. за пределами ареала обитания диких и домашних свиней, ука-
зывает на наличие альтернативного резервуара вируса. Потенциальным резервуаром ВГЕ в приполярных 
регионах могут являться северные олени (Rangifer tarandus). 
Целью исследования являлось определение распространенности анти-ВГЕ среди домашних северных 
оленей на территории Республики Саха (Якутия).
Материалы и методы. Образцы сыворотки крови от 497 домашних оленей из Оймяконского (n = 425) 
и Усть-Янского районов (n = 72) Республики Саха (Якутия) были исследованы на анти-ВГЕ методом им-
муноферментного анализа с помощью коммерческого набора реагентов «ДС-ИФА-АНТИ-ВГЕ-G» (ООО 
«Диагностические системы-Столица», Россия) по протоколу производителя, однако вместо человеческого 
специфического конъюгата из набора использовали кроличьи поликлональные антитела против IgG оленя, 
меченные пероксидазой хрена (KPL, США) в разведении 1 : 100 в фосфатно-солевом буфере.
Результаты. В среднем частота выявления анти-ВГЕ в сыворотках северных оленей составила 15,5%  
(95% ДИ 12,6–19,0%). Частота выявления анти-ВГЕ достоверно увеличивалась с возрастом: с 3,5% (95% 
ДИ 1,1–9,0%) у оленят в возрасте 3–6 мес до 25,0% (95% ДИ 1,6–36,5%) у оленей в возрасте 2–4 года  
(р < 0,0001), и начиная с этого возраста выходили на плато, не различаясь достоверно между более стар-
шими возрастными группами (p > 0,05). В целом частота выявления анти-ВГЕ среди оленей в возрасте 2 
года и старше составила 19,0% (95% ДИ 15,3–23,4%). Статистически значимые различия по частоте выяв-
ления анти-ВГЕ между самками и самцами северных оленей отсутствовали как среди взрослых животных, 
так и среди оленят.
Заключение. Полученные результаты выявления анти-ВГЕ среди домашних северных оленей в Респу-
блике Саха (Якутия) свидетельствуют о широком распространении среди этих животных инфекции, вы-
зываемой ВГЕ или антигенно сходным вирусом. Выявленная динамика накопления антител в популяции 
северных оленей свидетельствует о том, что инфицирование, по-видимому, происходит в первые 2 года 
жизни животного.
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Abstract
Introduction. Although domestic pigs and wild boars are the main reservoir of zoonotic hepatitis E virus (HEV) genotypes 
in temperate countries, the presence of antibodies to HEV (anti-HEV) in the indigenous population of circumpolar 
territories, i.e. outside the habitat of wild and domestic pigs, indicates the presence of an alternative reservoir of the 
virus. Reindeer (Rangifer tarandus) may be a potential reservoir for HEV in the polar regions. The purpose of the study 
was to determine the prevalence of anti-HEV among domestic reindeer in the Republic of Sakha (Yakutia).
Materials and methods. Sera from 497 domestic reindeer from the Oymyakon (n = 425) and Ust-Yansky districts 
(n = 72) of the Republic of Sakha (Yakutia) were tested for anti-HEV. A commercial ELISA kit DS-ELISA-ANTI-
HEV-G (Diagnostic Systems-Stolitsa LLC, Russia) was used for detection of anti-HEV IgG, but a rabbit polyclonal 
antibody against deer IgG labeled with horseradish peroxidase (KPL, USA) at a dilution of 1 : 100 in phosphate-
buffered saline were used instead of the human specific conjugate from the kit.
Results. The average detection rate of anti-HEV in reindeer sera was 15.5% (95% CI: 12.6–19.0%). The detection 
rate of anti-HEV significantly increased with age, from 3.5% (95% CI: 1.1–9.0%) in calves aged 3–6 months to 
25.0% (95% CI: 1.6 –36.5%) in deer aged 2–4 years (p < 0.0001). From this age group, anti-HEV detection rates 
reached a plateau, not differing significantly between older age groups (p > 0.05). The average anti-HEV detection 
rate among reindeer 2 years of age and older was 19.0% (95% CI: 15.3–23.4%). There were no statistically 
significant differences in the frequency of anti-HEV detection between female and male reindeer, both among adult 
animals and among calves.
Conclusion. The observed anti-HEV detection rates among domestic reindeer in the Republic of Sakha (Yakutia) 
indicate that infection caused by HEV or an antigenically similar virus is common in these animals. The dynamics 
of antibody accumulation in the reindeer population indicates that infection apparently occurs during the first two 
years of life.
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Введение
Вирус гепатита Е (ВГЕ), или Paslahepevirus ba-

layani (семейство Hepeviridae, род Paslahepevirus) 
в соответствии с номенклатурой ICTV, представляет 
собой РНК-содержащий вирус, вызывающий острый, 
а у пациентов с иммуносупресией – хронический ге-
патит [1]. Кроме того, для этого вируса характерна 
тропность не только к гепатоцитам, но и к широкому 
спектру других тканей, что обусловливает часто ре-
гистрируемые внепеченочные проявления инфекции, 
в том числе неврологические [2]. ВГЕ ежегодно вы-

зывает в мире не менее 20 млн случаев заражения, 
из которых около 3,3 млн сопровождаются развитием 
симптомов заболевания, с уровнем смертности 0,2–
4,0%, и является наиболее распространенной при-
чиной острого вирусного гепатита [3]. Ранее счита-
лось, что эта инфекция актуальна для тропических 
стран с низким уровнем санитарного благополучия, 
но в последние годы благодаря повышению осведом-
ленности, увеличению надзора за ВГЕ и охвата диа-
гностикой, стало понятно, что ВГЕ-инфекция широ-
ко распространена и в индустриальных странах [4]. 
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= 425) и Усть-Янского районов (n = 72) Республики 
Саха (Якутия). В Усть-Янском районе были собраны 
преимущественно образцы сыворотки крови от оле-
нят в возрасте до 4 мес (n = 60), тогда как в Оймякон-
ском районе – образцы от животных всех возрастных 
групп: от оленят в возрасте до 6 мес до оленей стар-
ше 10 лет. Распределение образцов по регионам ис-
следования и в общей выборке в зависимости от пола 
и возраста животных приведено в табл. 1. Для 21 об-
разца пол и точный возраст животного не были из-
вестны, однако они были получены от животных 2 лет 
и старше, в связи с чем их учитывали при расчете 
среднего значения частоты выявления анти-ВГЕ 
и среднего значения коэффициента позитивности 
(КП), но исключали из дальнейшего анализа распре-
деления показателей серопозитивности в зависимо-
сти от пола и возраста животных. 

Сбор образцов крови проводили в рамках плано-
вого ветеринарного контроля с соблюдением инсти-
туциональных и национальных стандартов по этиче-
скому обращению с животными. Протокол исследо-
вания был одобрен Этическим комитетом ФГАОУ ВО  
«Северо-Восточный федеральный университет 
им. М.К. Аммосова» (протокол № 34 от 30.03.2022). 

Образцы крови собирали из яремной вены живот-
ного в пробирки для крови (BD Vacutainer; BD, Ве-
ликобритания) с использованием ветеринарной иглы 
Боброва («МИЗ-Ворсма», Россия) для оленей в воз-
расте 2 года и старше или иглы инъекционной (KDM, 
KD-FINE 18G × 1,5”, Германия) для оленят в возрасте 
до года. Отделение сыворотки проводили путем есте-
ственного отстаивания в течение 24 ч при температу-
ре 18–20 °С. Образцы сыворотки крови переносили 
в стерильные полипропиленовые пробирки и храни-
ли при 2–8 °С не более 2 сут, затем замораживали при 
температурном режиме от −18 до −20 °С и транспор-
тировали с соблюдением холодовой цепи в лаборато-
рию, где хранили при −70 °С до тестирования. 

Анти-ВГЕ класса IgG определяли с помощью 
коммерческого набора реагентов «ДС-ИФА-АНТИ-
ВГЕ-G» (ООО «Диагностические системы-Столи-
ца», Россия) по протоколу производителя, однако 
вместо человеческого специфического конъюгата 
из набора использовали кроличьи поликлональные 
антитела против IgG оленя, меченные пероксидазой 
хрена (KPL, США) в разведении 1 : 100 в фосфат-
но-солевом буфере. Применявшийся набор основан 
на рекомбинантном антигене капсидного белка ВГЕ, 
высококонсервативном у разных генотипов ВГЕ, 
и имеет чувствительность 1000 мМЕ/мл [18]. Опти-
ческую плотность (ОП) измеряли спектрофотометри-
чески при длине волны 450 нм. ВГЕ-положительные 
и отрицательные контрольные образцы, поставляе-
мые с набором, использовали в качестве положитель-
ного и отрицательного контроля в каждом планшете 
соответственно. Анти-ВГЕ-реактивную сыворотку 
крови оленей, полученную в предыдущем исследова-
нии [17], также использовали для мониторинга вос-
производимости результатов между постановками. 
Образцы со значениями ОП, превышающие порого-

Результаты последних исследований показывают, 
что для России также характерны широкая распро-
страненность ВГЕ и особенности эпидемиологии 
инфекции, наблюдаемые в индустриальных странах 
умеренного климата [5]. 

Эпидемиология и, очевидно, патогенность ВГЕ-ин-
фекции во многом зависят от генотипа ВГЕ. В насто-
ящее время известно 8 генотипов ВГЕ [6]. Геноти-
пы 1 и 2 являются строго антропонозными и вызывают 
вспышки и спорадические случаи в развивающихся 
странах [7]. Другие генотипы вируса способны ин-
фицировать разные виды млекопитающих: диких 
кабанов (генотипы 3, 5 и 6), домашних свиней (гено-
типы 3 и 4), оленей (генотипы 3 и 4), кроликов (ге-
нотип 3ra) и верблюдов (генотипы 7 и 8) [8]. С гено-
типами 3 и 4 связаны все незавозные (автохтонные) 
случаи заражения человека ВГЕ в индустриальных 
странах, при этом домашние свиньи признаны основ-
ным источником инфекции. Согласно консолидиро-
ванному мнению экспертов, ВГЕ занимает 6-е место 
среди вирусов с высоким риском зоонозной передачи, 
что подчеркивает его зоонозный потенциал [9]. Кро-
ме собственно ВГЕ, ряд других представителей се-
мейства Hepeviridae, в первую очередь циркулирую-
щий среди крыс Rocahepevirus ratti, также способны 
вызывать заболевание у человека [10].

Несмотря на то что свиньи, домашние и дикие, 
являются основным зоонозным резервуаром ВГЕ 
генотипов 3 и 4 в странах умеренного климата, на-
личие антител к ВГЕ (анти-ВГЕ) у коренного населе-
ния приполярных территорий [11], т.е. за пределами 
ареала обитания диких и домашних свиней, указы-
вает на наличие альтернативного резервуара вируса. 
Потенциальным резервуаром ВГЕ в приполярных 
регионах могут являться северные олени (Rangifer 
tarandus). Северный олень является главным сельско-
хозяйственным животным на огромных приполярных 
территориях и основным источником мяса для насе-
ления этих территорий, в том числе для коренного на-
селения Севера. Известно, что помимо свиней, ВГЕ 
генотипов 3 и 4 выявляются у разных видов европей-
ских и азиатских оленей [12]. Кроме того, у лосей был 
идентифицирован вирус Paslahepevirus alci, наиболее 
филогенетически близкий к ВГЕ из всех гепевирусов 
[13]. Однако, несмотря на несколько сообщений о вы-
явлении анти-ВГЕ у северных оленей [14–16], сам 
вирус от этого вида животных до сих пор не выделен. 

Ранее нами были описаны случаи выявления ан-
ти-ВГЕ как у оленеводов, так и у домашних северных 
оленей на территории Республики Саха (Якутия) [17]. 
Целью настоящего исследования являлось определе-
ние распространенности анти-ВГЕ у северных оле-
ней в Якутии на расширенной выборке, включающей 
в себя оленей разных возрастов: от оленят моложе од-
ного года до животных старше 10 лет.

Материалы и методы
Всего в летне-осенние периоды 2022–2023 гг. 

были собраны 497 образцов сыворотки крови 
от домашних оленей на территориях Оймяконского (n 
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вое значение (0,20 плюс средняя ОП отрицательных 
контролей), считали реактивными. Для каждого реак-
тивного образца рассчитывали КП как отношение ОП 
образца к пороговому значению ОП. 

Статистический анализ результатов выполня-
ли с использованием программного обеспечения 
GraphPad 10.0.2 (https://www.graphpad.com/). Стати-
стическая обработка данных включала: определение 
средних показателей величин, расчет 95% довери-
тельного интервала (95% ДИ), выявление достовер-
ности различий средних значений показателей в срав-
ниваемых группах с использованием критерия Фи-
шера (для относительных показателей) и непарного 
критерия Стьюдента (для количественных показате-
лей). Различия оценивались как статистически значи-
мые при p ≤ 0,05.

Результаты
В среднем частота выявления анти-ВГЕ 

в сыворотке крови северных оленей составила 15,5% 
(77/497; 95% ДИ 12,6–19,0%). В образцах от оле-

ней из Оймяконского района частота выявления ан-
ти-ВГЕ составила 16,5% (70/425; 95% ДИ 13,2–
20,3%), а в образцах из Усть-Янского района – 9,7% 
(7/72; 95% ДИ 4,5–19,0%), при этом различия между 
районами не были статистически значимы (р = 0,1618). 
В связи с этим для дальнейшего анализа две выборки 
были объединены. Результаты выявления анти-ВГЕ 
в разных возрастных группах оленей приведены на 
рисунке. Частота выявления анти-ВГЕ достоверно 
увеличивалась с 3,5% (4/113; 95% ДИ 1,1–9,0%) у оле-
нят в возрасте 3–6 мес до 25,0% (17/68; 95% ДИ 16,1–
36,5%) у оленей в возрасте 2–4 года (р < 0,0001), и на-
чиная с этого возраста выходила на плато, не различа-
ясь достоверно между более старшими возрастными 
группами (p > 0,05). В целом частота выявления ан-
ти-ВГЕ среди оленей в возрасте 2 года и старше со-
ставила 19,0% (69/363; 95% ДИ 15,3–23,4%), что до-
стоверно превышало аналогичный показатель среди 
оленят в возрасте не старше 6 мес (р = 0,0002).

Показатели частоты выявления анти-ВГЕ в зависи-
мости от пола животных приведены в табл. 2. Ста-

Таблица 1. Распределение образцов сыворотки крови северных оленей в зависимости от пола и возраста животных
Table 1. Distribution of blood serum samples of reindeer depending on sex and age of animals

Возраст
Age

Пол
Sex

Оймяконский район
Oymyakonsky District

Усть-Янский район
Ust-Yansky District

Всего
Total

До 6 мес
Les than 6 months

Самки
Female 44 28 72

Самцы
Male 9 32 41

Всего
Total 53 60 113

2–4 года
2–4 years

Самки
Female 38 6 44

Самцы
Male 20 4 24

Всего
Total 58 10 68

5–6 лет
5–6 years

Самки
Female 139 1 140

Самцы
Male 16 1 17

Всего
Total 155 2 157

7–8 лет
7–8 years

Самки
Female 89 0 89

Самцы
Male 4 0 4

Всего
Total 93 0 93

Старше 9 лет
Over 9 years

Самки
Female 41 0 41

Самцы
Male 4 0 4

Всего
Total 45 0 45

Не установлен
Undetermined

Не установлен
Undetermined 21 0 21

https://www.graphpad.com/
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тистически значимые различия по частоте выявления 
анти-ВГЕ между самками и самцами северных оле-
ней отсутствовали как среди взрослых животных, так 
и среди оленят.

Среднее значение КП реактивных по анти-ВГЕ об-
разцов сыворотки крови северных оленей (±SD) со-
ставило 4,03 ± 3,54; 57,1% (44/77) реактивных по ан-
ти-ВГЕ образцов имели КП ≥ 2. Средние значения 
КП реактивных сывороток в зависимости от возраста 
животных приведены в табл. 3. Статистически значи-
мые различия между показателями средней величины 
КП в зависимости от возраста животных выявлены 
не были.  

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о широ-

ком распространении инфекции, вызываемой ВГЕ 
или антигенно сходным вирусом, среди поголовья 
домашних северных оленей в Якутии. Выявление 
анти-ВГЕ у северных оленей в настоящем иссле-
довании не обязательно свидетельствует о цирку-
ляции среди этих животных именно вируса вида 
Paslahepevirus balayani, поскольку для капсидных 
белков разных представителей семейства Hepeviri-
dae продемонстрирована перекрестная антигенная 

реактивность [19–21]. Именно антитела к капсидно-
му белку ВГЕ являются, как правило, мишенью для 
серологических тестов, используемых для диагно-
стики гепатита Е, в том числе для тест-системы, при-
менявшейся в настоящем исследовании. Таким об-
разом, реактивность сыворотки крови северных оле-
ней в нашем исследовании может свидетельствовать 
о наличии антител к ВГЕ или другим ВГЕ-подобным 
вирусам. Косвенным свидетельством специфичности 
выявления анти-ВГЕ в нашем исследовании является 
величина КП, превышающая показатель 1,5, в 71,4% 
реактивных образцов.

Средняя частота выявления анти-ВГЕ в настоящем 
исследовании (15,5%) оказалась сходной с долей се-
ропозитивных полуодомашненных северных оленей 
в Норвегии (15,7%) [16], но значительно выше, чем 
в Канаде (8,8%) [14]. Сравнение с ранее полученными 
нами результатами выявления анти-ВГЕ в меньшей 
выборке северных оленей из Оймяконского и Ана-
барского районов Якутии (12,0%; 23/191) [17] про-
демонстрировало отсутствие достоверных различий 
(p = 0,2783). Как и во всех упомянутых выше исследо-
ваниях, доля серопозитивных самцов и самок в насто-
ящем исследовании оказалась сходной. В то же время 
нами впервые продемонстрировано достоверное уве-

Рисунок. Показатели частоты выявления анти-ВГЕ в разных возрастных группах северных оленей. 
Figure. Frequency rates of anti-HEV detection in different age groups of reindeer. 

Таблица 2. Показатели частоты выявления анти-ВГЕ у самцов и самок северных оленей
Table 2. Frequency rates of anti-HEV detection in male and female reindeer

Возрастная группа
Age group

Анти-ВГЕ, n реактивных/N обследованных животных (%)
Anti-HEV, n reactive/N animals examined (%)

p*
самцы
males

самки
females

Оленята, 4–6 мес
Calves, 4–6 months 2/39 (5,1%) 2/70 (2,9%) 0,6202

Взрослые олени, 2 года и старше
Adult reindeer, 2 years and older 12/37 (32,4%) 57/257 (22,2%) 0,3272

Примечание. *Значения р получены при сравнении между двумя группами животных с использованием критерия Фишера.
Note. *p values were obtained when comparing between two groups of reindeer using Fisher’s exact test.
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оленей свидетельствует о том, что инфицирование, 
по-видимому, происходит в первые 2 года жизни, 
после чего у животных сохраняется гуморальный 
иммунитет. Таким образом, дальнейший поиск по-
следовательностей гепевирусов у северных оленей 
целесообразно проводить среди молодых живот-
ных, с использованием метагеномных методов или 
более универсальных праймеров, если применяет-
ся метод полимеразной цепной реакции.

Заключение
Полученные результаты выявления анти-ВГЕ среди 

домашних северных оленей в Республике Саха (Яку-
тия) свидетельствует о широком распространении 
среди этих животных инфекции, вызываемой ВГЕ 
или антигенно сходным вирусом. Динамика накопле-
ния анти-ВГЕ в популяции северных оленей косвенно 
свидетельствует об особенности эпидемиологии ин-
фекции, похожей на наблюдаемую среди поголовья 
свиней, – встреча с вирусом происходит, как правило, 
у молодых животных с последующей сероконверсией 
и формированием иммунитета. Аналогично ситуа-
ции, наблюдаемой в свиноводстве, риск инфициро-
вания для человека, вероятно, является наибольшим 
при контакте с оленятами, поскольку для них выше 
вероятность наличия репликации вируса, сопрово-
ждаемой виремией и выделением вируса. 
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rology». 5, 458
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