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Активация и дисфункция эндотелия кровеносных сосудов 
при инфекции, вызванной вирусами гриппа типа А 
(Alphainfluenzavirus influenzae)
Марченко В.А. , Жилинская И.Н.

ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова» Минздрава России, 
191015, г. Санкт-Петербург, Россия

Резюме
Ежегодно тяжелое течение гриппа регистрируют у 3–5 млн больных, при этом у более 600 тыс. человек 
заболевание заканчивается летальным исходом. В основе тяжелых форм гриппа, как правило, лежит по-
ражение эндотелия кровеносных сосудов. Так, вирусы гриппа А, включая подтипы A(H1N1)pdm09, A(H3N2), 
а также высокопатогенные вирусы гриппа птиц, способны инфицировать сосудистый эндотелий, приводя 
к активации и последующей дисфункции данных клеток. В свою очередь, эндотелиальная дисфункция ха-
рактеризуется системным изменением морфофункциональных свойств клеток эндотелия, что приводит к 
нарушению тонуса кровеносных сосудов, тромбозу и другим осложнениям, а также одновременно является 
фактором риска и ключевым звеном патогенеза многих заболеваний сердечно-сосудистой системы. Таким 
образом, дисфункция эндотелия кровеносных сосудов является важным аспектом патогенеза тяжелого те-
чения гриппа, что нужно учитывать в патогенетической терапии данного заболевания.
Цель данного обзора – проанализировать причины и уточнить механизмы развития активации и дисфунк-
ции эндотелия при инфекции, вызванной вирусами гриппа типа А.

Ключевые слова: вирусы гриппа типа А; патогенез гриппа; активация эндотелия; дисфункция эндоте-
лия; сердечно-сосудистая система 
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Endothelial activation and dysfunction caused  
by influenza A virus (Alphainfluenzavirus influenzae)
Vladimir A. Marchenko , Irina N. Zhilinskaya

North-Western State Medical University Named after I.I. Mechnikov, 191015, St. Petersburg, Russia

Abstract
Annual epidemics of influenza result in 3–5 million cases of severe illness and more than 600 000 deaths. Severe 
forms of influenza are usually characterized by vascular endothelial cells damage. Thus, influenza A viruses, 
including subtypes A(H1N1)pdm09, A(H3N2), as well as highly pathogenic avian influenza viruses, can infect 
the vascular endothelium, leading to activation and subsequent dysfunction of these cells. In turn, endothelial 
dysfunction resulting in systemic morphofunctional changes of endothelial cells, which leads to impaired vascular 
tone, thrombosis and other complications, and is also a risk factor and profoundly implicated in the pathogenesis of 
many cardiovascular diseases. Thus, endothelial dysfunction is an important aspect of the pathogenesis of severe 
influenza, which must be considered in the pathogenetic therapy of this infectious disease.



466

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-264

REVIEWS

The aim of the review is to analyze the causes and specify mechanisms of development of endothelial activation 
and dysfunction caused by influenza A virus.
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Введение
Вирусы гриппа являются одними из наиболее рас-

пространенных возбудителей инфекционных заболе-
ваний органов дыхания. Так, ежегодно гриппом болеет 
более 15% мирового населения, тогда как тяжелое те-
чение гриппозной инфекции регистрируют у 3–5 млн 
больных [1]. В свою очередь, тяжелое течение грип-
па нередко осложняется развитием геморрагического 
синдрома, что повышает риск возникновения гемор-
рагического инсульта, инфаркта миокарда, острого ко-
ронарного синдрома, глубокого тромбоза вен и других 
сердечно-сосудистых осложнений [2‒5]. Согласно дан-
ным Всемирной организации здравоохранения, к груп-
пам риска по развитию тяжелых форм гриппа относят 
детей младше 6 лет, лиц старше 65 лет, беременных 
женщин, лиц с хронической соматической патологией, 
а также иммунокомпрометированных лиц.

Известно, что сосудистый эндотелий является мише-
нью для вирусов гриппа типа А (ВГА) [6‒8]. При тя-
желом течении инфекции вирусы гриппа опосредуют 
чрезмерную активацию и поражение эндотелия крове-
носных сосудов, что является причиной развития дис-
функции эндотелия (ДЭ). В свою очередь, ДЭ является 
важным звеном патогенеза, а также фактором риска 
развития множества сердечно-сосудистой патологий. 

В обзоре представлена актуальная информация, каса-
ющаяся механизмов активации и дисфункции эндотелия 
кровеносных сосудов при инфекции, вызванной ВГА.

Функции эндотелия кровеносных сосудов
Эндотелий является гигантским «эндокринным» 

органом, распределенным по всем тканям организма 
человека, поддерживающим сосудистый и тканевой 
гомеостаз за счет продукции целого ряда биологи-
чески активных веществ. В физиологических усло-
виях анатомически и функционально неповрежден-
ный сосудистый эндотелий выполняет ряд функций, 
включая: 1) регуляцию тонуса кровеносных сосудов 
(вазомоторная функция); 2) регуляцию адгезии лей-
коцитов (адгезивная функция); 3) регуляцию системы 
гемостаза (гемостатическая функция); 4) регуляцию 
ангиогенеза (ангиогенная функция); 5) регуляцию 
иммунных процессов (иммунная функция) и пр. 
(рис. 1) [9, 10].

Эндотелий кровеносных сосудов как мишень  
для вирусов гриппа А

ВГА способны инфицировать различные клетки 
респираторного тракта, включая клетки мерцательно-
го эпителия, а также бронхиолярные экзокриноциты 

Рис. 1. Функции эндотелия кровеносных сосудов.
Fig. 1. Vascular endothelium functions.
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[11, 12]. В качестве рецептора для адсорбции виру-
сы гриппа используют сиаловые кислоты. Для ВГА 
подтипов A(H1N1)pdm09 и A(H3N2) характерна вы-
сокая специфичность в отношении сиаловой кислоты 
с α-2,6-связью, которая преимущественно экспресси-
руется на эпителии верхних и нижних дыхательных 
путей, включая эпителий трахеи, бронхов, а также на 
альвеолоцитах 1-го типа [13‒15]. В ходе интенсивной 
репродукции вирусы сезонного гриппа оказывают 
прямое цитопатического действие на инфицирован-
ные эпителиоциты, что приводит к их значительному 
повреждению и гибели [16, 17]. Это позволяет виру-
сам проникать из входных ворот в регионарные кро-
веносные сосуды и взаимодействовать с сосудистым 
эндотелием. 

В свою очередь, высокопатогенные вирусы грип-
па птиц специфически связываются с α-2,3-сиаловой 
кислотой на поверхности клеток эпителия нижних 
дыхательных путей, включая эпителий бронхиол 
и альвеолоциты 2-го типа [18, 19]. Репликация виру-
сов гриппа в альвеолоцитах, как правило, приводит 
к апоптозу клеток, что позволяет вирусам контакти-
ровать с базолатеральной поверхностью эндотелио-
цитов легочных капилляров [20, 21]. 

Установлено, что клетки эндотелия кровеносных 
сосудов, включая микрососуды легких, экспрессиру-
ют на своей поверхности оба типа сиаловых кислот 
(α-2,3 и α-2,6) [14, 22, 23]. Так, в исследованиях in 
vitro было показано, что клетки эндотелия легочных 
капилляров являются чувствительными в отношении 
ВГА, однако титр высокопатогенных вирусов гриппа 
A(H5N1) и A(H7N9) в культуре клеток эндотелия на 
несколько порядков выше, чем титр ВГА подтипов 
A(H1N1)pdm09 и A(H3N2) – 5–8 lg против 2,5–4 lg 
ТЦД50/мл [24‒26]. Эксперименты in vivo также под-
тверждают тот факт, что ВГА способны инфицировать 
клетки сосудистого эндотелия, а также что высокопа-
тогенные вирусы гриппа птиц намного чаще пора-
жают эндотелий кровеносных сосудов, что приводит 
к развитию таких жизнеугрожающих осложнений, как 
«цитокиновый шторм», острый респираторный ди-
стресс-синдром (ОРДС) и синдром диссеминирован-
ного внутрисосудистого свертывания (ДВС-синдром) 
[27‒29]. Таким образом, клетки эндотелия являются 
не только чувствительными, но также пермиссивны-
ми в отношении высокопатогенных вирусов гриппа 
птиц и вирусов гриппа А(H1N1) и А(H3N2).

Активация и дисфункция эндотелия
Активация и дисфункция эндотелия являются близ-

кими, но не тождественными понятиями [30]. Так, 
активацию эндотелия следует рассматривать как ва-
риант ответа клеток на различные стимулы, интен-
сивность и/или длительность которых не превышает 
лимита клеточной адаптивной реакции. К таким ак-
тивирующим стимулам можно отнести нарушение 
кровотока, цитокинемию, гипоксию, токсические ве-
щества, патоген-ассоциированные молекулярные пат-
терны (PAMP), молекулярные паттерны, связанные 
с повреждением (DAMP), и пр. [31‒33]. Кроме того, 

активация эндотелия наблюдается при воздействии 
на клетки активных форм кислорода (АФК) и актив-
ных форм азота (АФА). Повышение уровня АФК, 
с одной стороны, является необходимым условием 
для реализации механизмов врожденного иммуните-
та, а с другой ‒ при несостоятельности системы анти-
оксидантной защиты вызывает оксидативный стресс 
и повреждение клеточных мембран [34].

Активация эндотелия представляет собой двухста-
дийный процесс. Так, в ходе первой стадии («акти-
вация I типа», или стимуляция эндотелия) эндотели-
альные клетки практически мгновенно реагируют на 
стимул без изменения фенотипа и синтеза белков de 
novo [35]. Взаимодействие лиганда (например, гиста-
мина) с рецепторами, связанными c G-белком, опо-
средует перестройку актинового цитоскелета, сокра-
щение клеток и экзоцитоз из телец Вейбеля‒Паладе 
на поверхность клеток ряда белков, включая фактор 
Виллебранда (vWF) и P-селектин [36].

Вторая стадия («активация II типа») возникает как 
отсроченный ответ эндотелиальных клеток  при воз-
действии стимула на протяжении нескольких часов 
или суток [30]. В основе активации эндотелия II типа 
лежит цитокин-опосредованная активация сигнально-
го пути NF-κB, в результате чего возникает повышение 
экспрессии десятков генов и изменение фенотипа эндо-
телиальных клеток на «провоспалительный» [37, 38]. 

Активация эндотелия может носить как обрати-
мый, так и необратимый характер. В том случае если 
воздействие триггерного фактора на эндотелий огра-
ничено во времени, то гены, поддерживающие «про-
воспалительный» фенотип, постепенно подвергаются 
ингибированию, а экспрессия генов «вазопротектив-
ного» фенотипа восстанавливается [31]. В свою оче-
редь, при чрезмерно выраженной и/или длительной 
активации эндотелия наблюдаются рецепторные, 
биохимические и морфоструктурные изменения, 
которые приводят к повреждению эндотелиоцитов 
и развитию ДЭ [39].

ДЭ характеризуется стойким нарушением морфо-
функциональных характеристик клеток эндотелия. 
При данном патологическом процессе наблюдается 
дисрегуляция процессов вазодилатации и вазокон-
стрикции, коагуляции и фибринолиза, ангиогенеза, 
воспаления и иммунного ответа. Именно ДЭ одно-
временно является фактором риска и основным зве-
ном патогенеза многих заболеваний кардиоваскуляр-
ной системы, включая атеросклероз, артериальную 
гипертонию, ишемический инсульт и другие патоло-
гии [30, 40, 41]. Таким образом, грипп может иници-
ировать развитие или отягощать течение заболеваний 
сердечно-сосудистой системы.

Активация и дисфункция клеток эндотелия  
при гриппе А: механизмы 

На сегодняшний день многочисленные исследова-
ния in vitro и in vivo подтверждают тот факт, что ВГА 
способны вызывать не только активацию, но и дис-
функцию клеток эндотелия кровеносных сосудов 
за счет дисрегуляции многочисленных клеточных 
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процессов, в результате изменения экспрессии более 
чем 100 генов-мишеней [42]. Ниже представлены ме-
ханизмы развития ДЭ при гриппе.

Оксидативный стресс и снижение биодоступности 
оксида азота (NO)

«Краеугольным камнем» эндотелиальной дисфунк-
ции кровеносных сосудов принято считать снижение 
синтеза и/или биодоступности NO в результате дис-
регуляции экспрессии и/или активности эндотелиаль-
ной синтазы оксида азота (eNOS) [43]. В физиологи-
ческих условиях eNOS постоянно экспрессируется 
в сосудистом эндотелии и генерирует NO в низких 
концентрациях. Это чрезвычайно важно, т.к. именно 
в низкой концентрации NO обладает противовоспа-
лительным, антипролиферативным, антитромбоген-
ным и вазодилатирующим эффектом [31]. 

При инфицировании клеток эндотелия ВГА от-
мечается изменение экспрессии данного эндотели-
ального фактора. Так, вирус гриппа A(H1N1)pdm09 
значительно снижает уровень экспрессии eNOS 
в культуре эндотелиальных клеток, а также вызы-
вает длительное и системное снижение экспрессии 
данного фермента in vivo (не менее 2 мес) [8, 44]. 
Полученные результаты согласуются с эпидемиоло-
гическими данными о положительной корреляции 
между заболеваемостью гриппом и смертностью 
от сердечно-сосудистых заболеваний в течение 2 мес 
после окончания эпидемии (так называемая «допол-
нительная» смертность) [45].

Установлено, что одной из основных причин дисре-
гуляции экспрессии eNOS, вызванной ВГА, является 
свободнорадикальное повреждение клеток в резуль-
тате оксидативного стресса. При активации эндотелия 
в клетках происходит избыточное образование АФК 
митохондриями. При несостоятельности антиокси-
дантной системы свободные радикалы, в частности 
супероксид анион-радикал (О2

•‒), способен связывать-
ся с NO с образованием пероксинитрита (ONOO−), 
обладающего крайне высоким окислительным потен-
циалом [46]. В свою очередь, пероксинитрит вызывает 
окисление тетрогидробиоптерина – одного из кофак-
торов eNOS, что ведет к разобщению eNOS со своим 
субстратом, в результате чего данный фермент начина-
ет производить супероксид анион-радикал вместо NO 
[47]. Таким образом, концентрация АФК и АФА в клет-
ке резко повышается, что усиливает повреждение эн-
дотелиальных клеток и отягощает ДЭ. 

Следует отметить, что компенсаторные механизмы, 
направленные на восстановление биодоступности 
NO в условиях тяжело протекающего инфекционного 
процесса, как правило, являются несостоятельными. 
Так, при выраженной воспалительной реакции клет-
ки эндотелия, а также макрофаги/моноциты начинают 
синтезировать индуцибельную синтазу оксида азота 
(iNOS) [48]. Однако данная изоформа фермента гене-
рирует значительно более высокие концентрации NO, 
что обуславливает преобладание непрямых эффектов, 
связанных с образованием пероксинитрита и свобод-
но-радикальными повреждением клеток [49].

Цитокинемия и «цитокиновый шторм»
На примере высокопатогенного вируса гриппа 

A(H5N1) было показано, что при инфицировании кле-
ток эндотелия микрососудов легких наблюдается как 
более выраженная активация фактора транскрипции 
NF-κB, так и дополнительная активация сигнальных 
путей митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) 
[50]. В частности, высокопатогенные вирусы гриппа ак-
тивируют p38 MAPK-путь, что проявляется в чрезмер-
ном и неконтролируемом синтезе провоспалительных 
цитокинов. Важно отметить, что в этом случае именно 
активированный эндотелий микрососудов легких ста-
новится основным продуцентом провоспалительных 
цитокинов (интерлейкинов (IL) 1β, IL-6, фактора не-
кроза опухоли-альфа (TNF-α)) и хемокинов (CXCL10, 
RANTES) [42, 51, 52]. Кроме того, возникающая ги-
перцитокинемия опосредует системное повреждение 
эндотелия других сосудистых регионов, что является 
причиной развития «цитокинового шторма» и ОРДС.

Необходимо подчеркнуть, что важную роль в разви-
тии «цитокинового шторма» при гриппе играет фактор 
транскрипции KLF2. В физиологических условиях дан-
ный транскрипционный фактор поддерживает биодо-
ступность NO на оптимальном уровне, а также барьер-
ные свойства и тромборезистентность клеток эндотелия 
[53‒55]. Результаты исследования R. Huang и соавт. 
показали, что при инфицировании высокопатогенны-
ми вирусами гриппа мышей Balb/C уровень экспрессии 
фактора транскрипции KLF2 в эндотелии микрососудов 
легких значительно снижен, что обуславливает разви-
тие «цитокинового шторма», острого повреждения лег-
ких и ОРДС. Эти изменения соотносятся с тем, что при 
чрезмерной активации фактора транскрипции NF-κB, 
наблюдается снижение активности фактора KLF2 [56].

Нарушение метаболических процессов 
ВГА, включая подтипы A(H1N1)pdm09, A(H3N2) 

и A(H5N1), угнетают метаболические процессы в клет-
ках эндотелия и вызывают двукратное снижение деги-
дрогеназной активности. Следует отметить, что сниже-
ние активности дегидрогеназ, но в меньшей степени, 
также наблюдается и в ответ на внесение в культураль-
ную среду отдельных поверхностных белков разных 
подтипов ВГА – гемагглютинина и нейраминидазы [57]. 

Вероятно, одной из причин столь выраженных из-
менений метаболических процессов является воз-
действие на клетки эндотелия провоспалительных 
цитокинов, например TNF-α, IL-1β и IL-6, способных 
подавлять активность митохондрий и, как следствие, 
катаболические процессы [58]. Кроме того, образо-
вание внутриклеточного пероксинитрита на фоне 
дисрегуляции экспрессии eNOS обуславливает по-
вреждение мембран митохондрий, что также способ-
ствует снижению митохондриальной активности.

Нарушение барьерных свойств, изменение  
морфологии и повышение проницаемости эндотелия

Важное значение в поддержании барьерных свойств 
эндотелия отводят интактному гликокаликсу. В состав 
гликокаликса сосудистого эндотелия в основном вхо-
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дят протеогликаны, а также гликопротеины, связанные 
с сиаловыми кислотами [59]. Ферментативная актив-
ность нейраминидазы вируса гриппа позволяет расще-
плять связь между терминальным остатком сиаловой 
кислоты и гликопротеином в составе гликокаликса эн-
дотелиоцитов, что обуславливает его истончение и от-
слоение. Кроме того, активированный ВГА эндотелий 
начинает синтезировать матриксные металлопротеи-
назы-2 и -9, которые усиливают повреждение глико-
каликса. В итоге эндотелиальный гликокаликс подвер-
гается деградации, теряет свой отрицательный заряд, 
в результате чего эндотелий становятся проницаем для 
молекул с относительно высокой молекулярной мас-
сой [60].

Проницаемость эндотелия также зависит от целост-
ности межклеточных контактов (плотных, адгезивных 
и щелевидных) [61]. В исследованиях in vitro было 
показано, что ВГА вызывают деградацию различных 
белков, входящих в состав межклеточных контактов 
(β-катенина, клаудина-5, VE-кадгерина, белка ZO-1 
и коннексинов), а также реорганизацию актинового ци-
тоскелета эндотелиоцитов с образованием стресс-ин-
дуцированных фибрилл [58, 62]. Вследствие этого 
клетки эндотелия сокращаются и округляются с обра-
зованием промежутков между ними, что является при-
чиной увеличения сосудистой проницаемости [42].

Следует отметить, что повреждение эндотелиаль-
ного гликокаликса, а также деградация белков, входя-
щих в состав межклеточных контактов, может наблю-
даться при воздействии на клетки ндотелия высоки-
ми концентрациями цитокинов (IL-1β и TNF-α), что 
также значительно повышает проницаемость эндоте-
лия микрососудов легких и стоит в основе развития 
острого поражения легких и ОРДС [63‒66]. 

Нарушение адгезивных свойств 
Активация сигнального пути NF-κB при грип-

пе приводит к повышению экспрессии различных 
молекул клеточной адгезии, включая адгезивные 
рецепторы суперсемейства иммуноглобулинов 
(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1) и селектины 
(P-селектин, E-селектин) [20, 67‒69].

В свою очередь, повышение адгезивных свойств по-
зволяет циркулирующим лейкоцитам осуществлять 
адгезию на клетках эндотелия, а затем мигрировать 
из сосудистого русла в очаг воспаления. Однако при 
системной воспалительной реакции на фоне тяжелого 
гриппа возникает выраженная и нерегулируемая ад-
гезия лейкоцитов к эндотелию кровеносных сосудов, 
причем тяжесть течения гриппа во многом зависит 
от степени вовлечения в воспалительную реакцию 
нейтрофилов [70]. Именно нейтрофилы при тяжелом 
гриппе становятся одними из основных продуцентов 
АФК и медиаторов воспаления, а также синтезируют 
внеклеточные нейтрофильные ловушки (NETs), опо-
средуя повреждение клеток [71‒73].

Нарушение гемостаза и фибринолиза
Для тяжелого течения гриппа характерны нару-

шения процессов коагуляции и фибринолиза по ти-

пу ДВС-синдрома [29]. ВГА опосредуют активацию 
как внешнего, так и внутреннего пути коагуляции 
(рис. 2). В ответ на инфицирование или в результате 
воздействия на клетки эндотелия высоких концен-
траций провоспалительных цитокинов (TNF и IL-1β) 
в клетках повышается экспрессия эндотелиальных 
факторов с прокоагуляторными свойствами: vWF, 
фактора активации тромбоцитов (PAF), ингибитора 
активатора плазминогена-1 (PAI-1), а также тканевого 
фактора (TF) – ключевого гликопротеина, запускаю-
щего внешней путь свертывания [20, 74‒77]. В своих 
исследования F. Visseren и соавт. показали, что инфи-
цирование клеток эндотелия вирусом гриппа A(H1N1) 
и A(H3N2) увеличивает экспрессию TF, что снижает 
время свертывания крови на 55% в течение 3 ч после 
инфицирования [78]. Аналогичные данные по увели-
чению концентрации TF в бронхоальвео лярном лава-
же были получены при инфицировании мышей Bal-
b/C вирусом A(H1N1) [79]. 

Следует отметить важную роль в патогенезе гриппа 
фактора PAI-1. Данный эндотелиальный фактор яв-
ляется антагонистом двух белков системы фибрино-
лиза – урокиназного и TF плазминогена (uPA и tPA), 
которые осуществляют расщепление плазминогена 
до плазмина [80]. В свою очередь, плазмин может 
быть использован вирусами гриппа для гидролиза 
белка ‒ предшественника гемагглютинина (HA0), 
что необходимо для созревания вновь синтезирован-
ных вирионов. Таким образом, повышение экспрес-
сии PAI-1, с одной стороны, снижает инфекционную 
активность вируса, а с другой ‒ может становиться 
причиной ингибирования фибринолиза и усиления 
процессов тромбообразования при гриппе. 

Активация внешнего и внутреннего пути in vivo воз-
никает при повреждении клеток эндотелия. В частно-
сти, расположенные субэндотелиально TF и коллаген 
в результате десквамации эндотелия начинают взаи-
модействовать с факторами VII и XII, что необходимо 
для активации общего пути коагуляции с активацией 
тромбоцитов и образованием тромбоцитарных сгуст-
ков [29]. Таким образом, степень поражения эндоте-
лия сосудов вероятно коррелирует с выраженностью 
активации системы коагуляции при гриппе. 

Помимо участия в гемостазе, тромбоциты также 
играют важную роль в иммунном ответе. Так, тром-
боциты способны захватывать и секвестрировать ви-
русы, что позволяет ограничивать их распростране-
ние [81]. Однако, вероятно, эндоцитоз вирусов грип-
па не всегда носит завершенный характер. В своих 
исследованиях M. Koupenova и соавт. обнаружили, 
что часть фрагментов вирусных частиц остаются экс-
понированными на поверхности тромбоцитов. Это, 
в свою очередь, может опосредовать более длитель-
ный контакт клеток сосудистого эндотелия с пато-
ген-ассоциированными молекулярными паттернами 
вируса, приводя к более выраженной активации эн-
дотелиоцитов. 

Истощение прокоагулятных факторов и развиваю-
щаяся тромбоцитопения могут в последующем при-
водить к фазе гипокоагуляции [82]. Вирусы гриппа 
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за счет нейраминидазной активности могут опосре-
довать отщепление сиаловых кислот от гликокаликса 
тромбоцитов, что усиливает их удаление из кровотока 
вплоть до развития тромбоцитопении [83]. Кроме то-
го, выраженность тромбоцитопении зависит от под-
типа вируса. Так, вирус гриппа A(H5N1) вызывает 
более выраженную тромбоцитопению по сравнению 
с ВГА подтипов A(H1N1) и А(H3N2). 

Нарушение иммунных процессов
Инфицированный сосудистый эндотелий не спо-

собен адекватно поддерживать иммунные процессы, 
в первую очередь связанные с представлением ан-
тигенов иммунокомпетентным клеткам. Кроме того, 
также наблюдается дисрегуляция в активации клеток 
врожденного иммунитета [84]. Как уже было отме-
чено ранее, в клетках эндотелия, инфицированных 

Рис. 2. Каскад коагуляции. 
1 ‒  интактные эндотелиальные клетки (ЭК) обеспечивают тромборезистентность за счет постоянного синтеза ряда антикоагулянтов (тромбомоду-
лина, антитромбина, ингибитора пути тканевого активатора и АДФазы);  2 ‒  каскад коагуляции, как правило, возникает вследствие повреждения ЭК 
и связан с активацией факторов свертывания крови при контакте с тканевым фактором и   коллагеном из субэндотелиальной слоя, а также с высвобо-
ждением из клеток фактора Виллебранда (vWF); 3 ‒ активация тромбоцитов возникает при взаимодействии с тканевым фактором, коллагеном и vWF. 
Активированные тромбоциты высвобождают ряд медиаторов, таких как АДФ и vWF, что приводит к дальнейшему рекрутингу, активации и агрегации 
тромбоцитов с образованием первичного тромбоцитарного сгустка (первичный гемостаз); 4 ‒ внешний путь свертывания инициируется при контак-
те фактора VII с тканевым фактором; 5 ‒ внутренний путь инициируется при контакте фактора XII с коллагеном; 6 ‒ внешний и внутренний пути 
приводят к инициированию общего пути свертывания, который содержит каскады, участвующие в активации фактора X и тромбина с образованием 
нитей фибрина; 7 ‒ нити фибрина способствуют повышению стабильности тромбоцитарного сгустка и приводят к образованию тромбоцитарно-фи-
бринового сгустка (вторичный гемостаз); 8 ‒ калликреин, тканевой активатор плазминогена (tPA) или урокиназный активатор плазминогена (uPA) 
конвертируют плазминоген в плазмин, который затем разрушает и реабсорбирует полимеризованные нити фибрина, что необходимо для разрушения 
сгустков в рамках процесса фибринолиза. Подчеркнуты эндотелиальные факторы, концентрация в крови которых при гриппозной инфекции досто-

верно изменяется (см. таблицу).
Fig. 2. The coagulation cascades.

1 ‒ intact endothelial cells express antiplatelet and anticoagulant agents (thrombomodulin, antithrombin, tissue factor pathway inhibitor and ADPase) that 
prevent aggregation of platelet and fibrin formation; 2 ‒ coagulation is usually initiated by an injury to the endothelium, with the exposure of tissue factor and 
collagen from the subendothelium to the blood factors and the release of von Willebrand factor (vWF); 3 ‒ activation of platelets is initiated by exposure to tissue 
factor, collagen and vWF. Activated platelets release several mediators (including ADP and vWF), leading to further platelet recruitment, activation, aggregation 
and plug formation (primary hemostasis); 4 ‒ the extrinsic pathway is initiated by the interaction between tissue factor and Factor VII; 5 ‒ the intrinsic pathway 
is initiated by the exposure of collagen to Factor XII; 6 ‒ the extrinsic and intrinsic coagulation pathways lead into the final common pathway, which contains 
cascades involved in the production of thrombin, activated Factor X and the formation of fibrin strands; 7 ‒ fibrin strands increase stability of the platelet plug and 
lead to the formation of platelet-fibrin clot (secondary hemostasis); 8 ‒ kallikrein, tissue plasminogen activator (tPA) or urokinase plasminogen activator (uPA) 
convert plasminogen to plasmin, which then degrades and reabsorbs the fibrin strands in process called fibrinolysis. Endothelial factors whose concentration in 

influenza A virus infection is reliably changed are underlined (see Table).
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ВГА, значительно повышается синтез IL-1β [85]. Этот 
провоспалительный цитокин играет важную роль 
во врожденном иммунном ответе, т.к. опосредует про-
цесс антиген-зависимой дифференцировки Т-лимфо-
цитов, а также дифференциацию дендритных клеток. 
Таким образом, при тяжелом гриппе с вовлечением 
в воспалительный процесс клеток сосудистого эн-
дотелия за счет синтеза IL-1β происходит избыточ-
ная инфильтрация легочной паренхимы иммунными 
клетками, что может обуславливать острое поврежде-
ние легких.

Нарушение процессов ангиогенеза
Изменение уровня экспрессии эндотелиальных 

факторов, влияющих на ангиогенез, при гриппозной 
инфекции не характерно [86]. Однако результаты ис-
следования S. Morichi и соавт. показали, что у детей 
при развитии вирус-индуцированной энцефалопатии 
в спинномозговой жидкости отмечают повышение 
экспрессии двух маркеров ангиогенеза – фактора ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF-A) и тромбоцитарного 
фактора роста (PDGF).

Апоптоз
При инфицировании эндотелиоцитов ВГА апоптоз 

клеток может возникать за счет активации как рецеп-
тор-зависимого (внешнего), так и митохондриального 
(внутреннего) сигнальных путей. Одной из причин 
активации внешнего пути апоптоза является воздей-
ствие на клетку высоких концентраций TNF-α. Это 
подтверждается тем, что в инфицированных клет-
ках эндотелия повышается экспрессия каспазы-3 – 
эффекторной протеазы, расщепляющей цитоскелет 
и активирующей эндонуклеазу на терминальных ста-
диях апоптоза [26, 87]. 

Внутренний путь активации апоптоза реализуется 
при повреждении мембраны митохондрий. Внутри-
клеточные активные формы кислорода и азота, в част-
ности пероксинитрит, опосредуют повреждение мем-
бран данных органелл с высвобождением цитохрома с  
[88]. Кроме того, основной белок вируса гриппа М1 
способен связываться с важным компонентом цито-
протекции – белком теплового шока 70 (Hsp70), в ре-
зультате чего происходит диссоциация связи Hsp70 
и белка APAF-1 с высвобождением последнего и об-
разованием апоптосом [89]. В итоге вирус-индуциру-
емый апоптоз приводит к нарушению целостности 
эндотелиального барьера, что становится причиной 
повышения сосудистой проницаемости, а также игра-
ет ключевую роль в патогенезе тромбоза, ДВС-син-
дрома, васкулита и атеросклероза [62, 90, 91]. 

Следует отметить, что при вирусных инфекциях 
ранняя активация апоптоза в большинстве случаев 
позволяет значительно подавить репликацию вируса, 
тогда как задержка апоптоза инфицированных клеток 
становится причиной распространения вирусных ча-
стиц в организме [92]. В свою очередь, в отношении 
вируса гриппа в исследованиях in vitro были получе-
ны данные о том, что апоптоз инфицированных кле-
ток является отсроченным ввиду антиапоптической 

активности вирусного белка NS1 [93, 94]. Кроме того, 
помимо апоптоза ВГА способен индуцировать другие 
программируемые варианты гибели клетки, вклю-
чая: 1) некроптоз (за счет белков HA, NS1, PB1); 2) пи-
роптоз (за счет белков М2, PB1-F2, PB2); 3) аутофа-
гию (за счет белка HA) [92, 95].

Исходя из вышеизложенного становится очевид-
ным, что при тяжелом течении гриппозной инфекции, 
вызванной ВГА, наблюдается нарушение всех функ-
ций эндотелия: вазомоторной, адгезивной, гемоста-
тической, ангиогенной, иммунной и др. (таблица). 
В качестве основных причин развития ДЭ вероятно 
следует рассматривать воздействие на эндотелий 
сразу нескольких флогогенных факторов, среди ко-
торых наибольшее значение имеют цитопатическое 
действие вируса, оксидативный стресс, цитокинемия 
и гипоксия. Кроме того, не только сам вирус, но и его 
белки (например, гемагглютинин и нейраминидаза) 
способны вызывать выраженную активацию эндоте-
лиоцитов, что может становиться причиной развития 
их дисфункции [57].

Молекулярная мимикрия
Можно предположить, что вероятной причиной 

развития ДЭ при гриппе также является молекуляр-
ная мимикрия. Так, в составе разных штаммов виру-
сов гриппа A(H1N1)pdm09, а также A(H3N2) (данные 
не опубликованы) обнаружено множество аминокис-
лотных последовательностей в белках с высокой сте-
пенью гомологии c аминокислотными последователь-
ностями в различных белках системы гемостаза и эн-
дотелиальных факторах, включая vWF, eNOS, PAI-1, 
TF, tPA, факторах свертывания крови (III, V, VI, VII, 
VIII, IX, X, XI, XIII) и др. В частности, в вышепере-
численных белках и различных белках вирусов грип-
па обнаружены многочисленные последовательности 
длиной 12 аминокислотных остатков с гомологией, 
превышающей 80% [103].

Биоинформационный анализ позволил обнаружить 
в составе вируса гриппа A/H1N1, вызвавшего панде-
мию 1918–1920 гг., ряд уникальных последовательно-
стей, мимикрирующих фрагменты в составе белков 
системы гемостаза и фибринолиза (фибриногена, TF, 
антитромбина-III, протромбина, плазминогена, уро-
киназного активатора плазминогена и др.), которые 
отсутствуют в вирусе гриппа A(H1N1)pdm09, выде-
ленного в 2016 г. [92]. 

Интересно, что при сравнении современных цирку-
лирующих штаммов вирусов гриппа A(H1N1)pdm09 
и A(H3N2) в составе последних имеется большое коли-
чество аминокислотных последовательностей, гомо-
логичных последовательностям различных факторов 
системы фибринолиза (α2-антиплазмина, α2-макро-
глобулина, тромбомодулина, урокиназного активато-
ра плазминогена, калликреина). Стоит отметить, что 
консервативность данных последовательностей как 
по месторасположению, так и по аминокислотному 
составу сохраняется в белках вирусов A(H3N2) на 
протяжении 50 лет. Вероятно, данная особенность 
позволяет вирусам гриппа A(H3N2) вызывать более 



472

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-264

REVIEWS

интенсивный эпидемический процесс (по сравнению 
с вирусом A(H1N1)pdm09) и обуславливать более вы-
сокий уровень дополнительной смертности от гриппа 
у больных с сопутствующими сердечно-сосудистыми 
заболеваниями [104]. Таким образом, наличие мими-
крирующих последовательностей в белках системы 
гемостаза и вирусов гриппа, по всей видимости, по-
вышает их вирулентность, т.к. позволяет нарушать 
процессы коагуляции и фибринолиза. 

Известно, что тяжесть ДЭ при гриппе зависит 
не только от вируса (вирулентности штамма, инфици-
рующей дозы) и резистентности организма (предсу-
ществующего иммунитета, генетической предраспо-
ложенности к развитию тяжелых форм заболевания), 
но и от состояния сердечно-сосудистой системы. Так, 
наличие острых и хронических заболеваний кардио-
васкулярной системы у больных обуславливает более 
тяжелое течение гриппа, что связанно с вовлечением 
эндотелия кровеносных сосудов в патологический 
процесс. Это подтверждается тем, что после оконча-
ния эпидемии у пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями показатель дополнительной смертно-
сти от гриппа составляет 481 на 100 тыс. населения 
против 2 на 100 тыс. населения среди здоровых взрос-
лых без соматических заболеваний.

Заключение
ВГА способны вызывать активацию и дисфункцию 

эндотелия кровеносных сосудов, что является ключе-
вым звеном в патогенезе тяжелого гриппа, обуслав-

ливая развитие осложнений в остром и отсроченном 
периоде инфекции. В свою очередь, ДЭ одновремен-
но является фактором риска и основным звеном па-
тогенеза многих заболеваний сердечно-сосудистой 
системы, включая атеросклероз, артериальную ги-
пертонию, инфаркт миокарда, ишемический инсульт 
и прочие патологии.

Несмотря на наличие вакцинации как основной меры 
профилактики гриппа и ряда этиотропных препаратов 
из разных клинико-фармакологических групп, эффек-
тивно ингибирующих различные этапы репродукции 
вируса, важным направлением остается оптимизация 
схем патогенетической терапии гриппа. Учитывая вы-
сокий риск развития тяжелого течения гриппа у паци-
ентов из групп риска, особенно у лиц старше 65 лет 
с хроническими заболеваниями сердечно-сосудистой 
системы, в рамках патогенетической терапии целесоо-
бразным является назначение химио препаратов с про-
веренной эндотелиопротективной активностью с це-
лью коррекции эндотелиальной дисфункции.
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Влияние врожденного иммунного ответа на эффективность 
действия онколитических вирусов
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Резюме
Онколитические вирусы представляют собой перспективный класс иммунотерапевтических агентов для 
борьбы со злокачественными новообразованиями. Первоначально механизм действия различных онко-
литических вирусов объясняли способностью вируса селективно лизировать опухолевые клетки, не по-
вреждая здоровые. В последнее время появляется все больше работ, определяющих влияние действия 
противовирусного иммуностимулирующего механизма на эффективность лечения онкологических пациен-
тов. Стимуляция клеток врожденного иммунитета онколитическим вирусом может инициировать адаптив-
ный противоопухолевый иммунный ответ, в то же время соответствующая противовирусная активность 
иммунной системы может ограничивать распространение вируса, тем самым снижая его эффективность 
действия. Таким образом, успех клинического применения онколитического вируса напрямую зависит от 
трех ключевых составляющих: опухолевой иммуносупрессии, противовирусного и противоопухолевого им-
мунных ответов. 
В обзоре представлены актуальные данные о влиянии рецепторов распознавания паттернов на эффектив-
ность действия онколитических вирусов.
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The impact of innate immune response on the efficacy  
of oncolytic viruses
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Abstract
Oncolytic viruses represent a promising class of immunotherapeutic agents for the treatment of malignant tumors. 
The proposed mechanism of action of various oncolytic viruses has initially been explained by the ability of such 
viruses to selectively lyse tumor cells without damaging healthy ones. Recently, there have emerged more studies 
determining the effect of the antiviral immunostimulating mechanisms on the effectiveness of treatment in cancer 
patients. Stimulation of innate immune cells by an oncolytic virus can initiate an adaptive antitumor immune response, 
yet at the same time, the antiviral mechanisms of the immune system can limit the spread of the virus, thereby 
reducing its effectiveness. Thus, the success of the clinical application of the oncolytic viruses directly depends on the 
three key components: tumor immunosuppression, antiviral responses, and antitumor immune responses.
The review presents current data on the influence of pattern recognition receptors on the effectiveness of oncolytic 
viruses.
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Введение
Первые упоминания онколитических вирусов по-

явились в ХХ в., и тогда исследования основывались 
на изучении вирусов дикого типа или аттенуирован-
ных вакцинных штаммов. В настоящее время наблю-
дается тенденция к разработке рекомбинантных он-
колитических вирусов с повышенной безопасностью, 
«вооруженных» трансгенами, которые усиливают 
противоопухолевое действие, в особенности в части 
иммуностимулирующего эффекта [1, 2]. Огромное 
значение имеет не только адаптивный иммунный от-
вет, но и работа врожденной иммунной системы как 
первой линии защиты организма от различных вирус-
ных и бактериальных инфекций. 

Рецепторы распознавания паттернов 
Для врожденного иммунитета крайне важны рецеп-

торы распознавания паттернов (Pattern Recognition 
Receptors, PRRs) – класс рецепторов, которые могут 

напрямую распознавать чужеродные молекулярные 
паттерны, ассоциированные с патогеном (Pathogen-
Associated Molecular Patterns, PAMPs), например, ви-
русные белки, а также различные молекулярные пат-
терны, ассоциированные с повреждением собствен-
ных клеток (Damage-Associated Molecular Patterns, 
DAMPs) [3]. После взаимодействия рецепторов PRRs 
c чужеродным лигандом запускается каскад реакций, 
что приводит к выработке интерферонов (interferon, 
IFN) типа I и типа III, хемокинов и провоспалитель-
ных цитокинов, активирующих другие компоненты 
врожденного и адаптивного иммунитета [4]. Суще-
ствует несколько классов рецепторов PRRs, чувстви-
тельных к вирусам (рис. 1).

Toll-подобные рецепторы
Toll-подобные рецепторы (Toll-Like Receptors, 

TLRs) являются первыми рецепторами PRRs, обна-
руженными во врожденной иммунной системе, кото-

Рис. 1. Рецепторы распознавания паттернов (PRRs), участвующие в противовирусном ответе.
Fig. 1. Pattern recognition receptors (PRRs) involved in the antiviral response.
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рые играют важную роль в воспалительных реакциях 
[5]. Всего у человека открыто 10 рецепторов TLRs, 
которые можно разделить по месту их локализации:  
1-я группа – рецепторы, которые экспрессируются 
на поверхности клетки и в большей степени связаны 
с обнаружением бактериальных агентов; 2-я группа – 
рецепторы, которые экспрессируются в эндосомах 
и связаны с обнаружением нуклеиновых кислот [6]. 
Рецепторы TLRs представляют собой трансмембран-
ные гликопротеины I типа, включающие внеклеточ-
ную область, которая содержит богатые лейцином 
повторы и отвечает за распознавание специфических 
лигандов, а также трансмембранную и внутриклеточ-
ную области, последняя содержит домен Toll/IL-1R 
(TIR), отвечающий за передачу сигнала [7]. После 
того как рецепторы TLRs распознают и связывают со-
ответствующие молекулы PAMPs и DAMPs, домены 
TIR проводят сигналы путем связывания с различ-
ными белками-адаптерами рецепторов в цитоплаз-
матической области [8]. Все рецепторы TLRs, кроме 
TLR3, используют TIR-домен для связи с адаптерным 
белком первичного ответа миелоидной дифферен-
цировки 88 (Myeloid Differentiation primary response 
gene 88, MyD88). После активации белок MyD88 
взаимодействует N-концевым доменом с семейством 
белков киназы, ассоциированной с рецептором ин-
терлейкина (interleukin, IL) 1, что обусловливает их 
активацию и последующее фосфорилирование транс-
крипционного ядерного фактора каппа В (Nuclear 
Factor kappa B, NF-κB). Это приводит к экспрессии 
провоспалительных цитокинов, таких как IL-6 и фак-
тор некроза опухоли-альфа (Tumor Necrosis Factor 
Alpha, TNF-α) [9–11].

Рецепторы TLR3 расположены внутри эндосом 
и распознают преимущественно двухцепочечную 
РНК (дцРНК), однако способны также связываться 
и с одноцепочечной РНК (оцРНК) и двухцепочечной 
ДНК (дцДНК) [12]. Рецепторы TLR3 широко экспрес-
сируются в нейронах, иммунных клетках, фибробла-
стах и   различных эпителиальных клетках [13, 14]. 
Среди иммунных клеток TLR3 экспрессируют толь-
ко миелоидные дендритные клетки (ДК), макрофаги 
и тучные клетки [15, 16]. После взаимодействия с ну-
клеиновой кислотой рецептор TLR3 активирует белок 
TRIF для запуска нижестоящего сигнального каскада 
TLR3-TRIF-IRF3/NF-κB. Белки IRF3 и IRF7 являются 
регуляторными факторами IFN, которые опосредуют 
активацию транскрипционного фактора NF-κB, при 
этом IRF3 активируется по пути TRIF, а IRF7 – по пу-
ти MyD88 [7]. 

Человеческие рецепторы TLR7 и TLR8, кодирую-
щиеся одними и теми же генетическими локусами на 
Х-хромосоме, являются эндосомальными рецепто-
рами для вирусной оцРНК и экспрессируются в мо-
ноцитах, макрофагах, нейтрофилах, миелоидных ДК 
и регуляторных Т-клетках [17–19]. Рецепторы TLR7/8 
распознают такие вирусы, как вирус везикулярно-
го стоматита (ВВС), вирус Сендай, вирус Коксаки  
типа В, а также ряд флавивирусов – вирус желтой ли-
хорадки (ВЖЛ), вирус денге, вирус Зика и др.

Рецепторы TLR9 локализуются в поздних эндосо-
мах или лизосомах, где распознают неметилирован-
ные мотивы цитидинфосфат-гуанозина CpG в дцДНК 
бактериальных и вирусных агентов [20]. При взаи-
модействии лиганда с рецептором TLR9 запускается 
MyD88-зависимый путь, опосредованный активаци-
ей разных факторов транскрипции, включая NF-κB 
и активаторный белок-1 (Activating Protein-1, AP-1). 
NF-κB и AP-1 индуцируют ДК секретировать высо-
кие уровни провоспалительных цитокинов, включая 
TNF-α, IL-6 и IL-12, что приводит к быстрой актива-
ции цитотоксичности естественных киллеров и про-
дукции IFN-γ для мощного иммунного ответа [21]. 

RIG-I-подобные рецепторы
RIG-I-подобные рецепторы (RIG-I-Like Receptors, 

RLRs) представляют собой семейство внутриклеточ-
ных РНК-рецепторов, которые в отличие от TLRs, на-
ходящихся на поверхности клеток или в эндосомаль-
ных компартментах, детектируют вирусные и бакте-
риальные РНК в цитоплазме. В семейство рецепторов 
RLRs входят: рецептор RIG-I (Retinoic acid-Inducible 
Gene 1) – белок I, индуцируемый ретиноевой кис-
лотой; рецептор MDA5 (Melanoma Differentiation-
Associated protein 5) – белок 5, ассоциированный 
с дифференцировкой меланомы; и рецептор LGP2 
(Laboratory of Genetics and Physiology 2) [22]. 

В структуру рецепторов RIG-I и MDA5 входят: два 
домена активации и рекрутирования каспазы (Caspase 
Activation and Recruitment Domains, CARD), которые 
опосредуют дальнейшую активацию сигнальных пу-
тей; геликазный домен RecA, отвечающий за внутрен-
нее связывание дцРНК и функции гидролиза адено-
зинтрифосфата; C-концевой домен, ответственный 
за связывание с концами РНК [23, 24]. Рецепторы 
RIG-I и MDA5 состоят из одинаковых доменов и вы-
полняют схожие функции, однако взаимодействуют 
с разными РНК-лигандами. При этом рецептор RIG-I 
преимущественно связывается с короткими оцР-
НК, рецептор MDA5 распознает длинные доступные  
дцРНК или агрегаты РНК [25, 26]. Связывание ви-
русной РНК с рецепторами RIG-I/MDA5 приводит 
к конформационным изменениям и мультимеризации 
домена CARD, что позволяет RIG-I взаимодейство-
вать с митохондриальным противовирусным сигналь-
ным белком (Mitochondrial AntiViral-Signaling protein, 
MAVS). Затем олигомеризованный белок MAVS запу-
скает каскад белковых реакций TRAF3-TBK1/IKKϵ, 
что приводит к повышенному фосфорилированию, 
димеризации и ядерной транслокации IRF-3 и IRF-
7, а также активации факторов транскрипции NF-κB 
и STAT [23, 27].

Рецептор LGP2 отличается от двух других RLRs от-
сутствием доменов CARD, которые необходимы для 
передачи сигналов. В связи с этим основной функци-
ей LGP2 является регуляция RIG-I и MDA5 [28]. Ре-
цептор LGP2 может ингибировать передачу сигналов 
RIG-I с помощью различных механизмов, таких как 
прерывание взаимодействия между рецептором RIG-I 
и белком MAVS [29, 30], предотвращение связывания 
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вирусной дцРНК с рецептором RIG-I [31] и подавле-
ние опосредованного белком TRIM25 убиквитиниро-
вания рецептора RIG-I [32]. Рецепторы RLRs в боль-
шей степени распознают геномы РНК-вирусов, а так-
же промежуточные продукты репликации вирусов, 
что играет важную роль в инициации противовирус-
ного врожденного иммунного ответа против разных 
РНК-вирусов [22, 33]. 

cGAS и другие ДНК-рецепторы
На сегодняшний день в геноме человека найдено 

более 14 рецепторов, распознающих ДНК. Наиболее 
универсальный и важный – это рецептор циклической 
гуанозинмонофосфат-аденозинмонофосфат-синтазы 
(cyclic GMP-AMP synthase, cGAS), который распоз-
нает дцДНК независимо от последовательности [34]. 
После связывания с ДНК рецепторы задействуют 
адаптерные белки, такие как стимулятор генов ин-
терферона (STimulator of INterferon Genes, STING), 
MyD88 или β-катенин, которые активируют факторы 
транскрипции IRF3, IRF7 [35]. Белок STING ‒ это 
трансмембранный белок, локализованный в неак-
тивном состоянии в эндоплазматическом ретикулуме 
в виде димера, который активируется следующими 
рецепторами, распознающими ДНК: cGAS, IFI16, 
IFIX, ZBP1/DAI, DDX41 и MRE11-Rad 50 [36–42]. 
Активация факторов транскрипции белком STING 
индуцирует экспрессию генов IFN типа I и III, цито-
кинов и хемокинов, что приводит к противовирусно-
му состоянию клетки и ее окружения. 

Онколитические вирусы – тенденции
В зависимости от особенностей репликации различ-

ных онколитических вирусов и их взаимодействий 

с иммунной системой хозяина, механизм их действия 
может различаться (рис. 2). На данный момент вы-
деляют два механизма действия онколитических ви-
русов – прямой лизис опухолевых клеток (онколиз) 
и иммуногенная клеточная гибель, индуцированная 
воздействием вируса [43, 44]. Часто для достижения 
терапевтического эффекта задействованы оба меха-
низма, как, например, при использовании вируса про-
стого герпеса 1-го типа (ВПГ-1) в качестве онколи-
тического агента [45]. Первоначальным механизмом 
действия ВПГ-1 является прямой лизис опухолевых 
клеток. После связывания с рецепторами и проник-
новения в клетку ВПГ-1 реплицируется, лизирует ее, 
высвобождая вирусные частицы для дальнейшего за-
ражения соседних опухолевых клеток [45, 46]. 

На этом этапе запускается следующий механизм 
действия онколитических вирусов – индукция проти-
вовирусного и противоопухолевого иммунного ответа. 
Иммуногенная клеточная гибель, индуцированная воз-
действием вируса, включая иммуногенный апо птоз, 
некроптоз и пироптоз, приводит к высвобождению 
множества молекул, в том числе PAMP, DAMP, а также 
опухоль-ассоциированных антигенов (Tumor-Associat-
ed Antigens, TAA) и опухоль-ассоциированных неоан-
тигенов (Tumor-Associated Neoantigens, TAN) [47, 48]. 
Идентификация PAMP/DAMP через PRRs в опухо-
левых или иммунных клетках запускает экспрессию 
провоспалительных цитокинов, IFN типа I, IL-1β, IL-
6, IL-12, TNF-α и хемокины, такие как CCL2, CCL3, 
CCL5 и CXCL10 [49]. Хемокины привлекают нейтро-
филы и макрофаги к очагам инфекции, а цитокины 
стимулируют активность клеток врожденного имму-
нитета, таких как дендритные и NK-клетки, которые 
дополнительно стимулируют продукцию IFN, TNF-α, 

Рис. 2. Механизмы действия онколитических вирусов.
Fig. 2. Mechanisms of oncolytic virus action.
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IL-12, IL-6 и новых хемокинов, что приводит к усиле-
нию врожденного иммунного ответа и превращению 
иммунологически «холодных» опухолей в «горячие» 
[50, 51]. Также иммуногенность онколитического ви-
руса можно увеличить с помощью различных трансге-
нов, например, цитокинов (IL-15, IL-12, гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий фактор) 
или полноразмерных антител (анти-CD47, анти-PD-1) 
[52–54]. Таким образом, различные вирусы могут ак-
тивировать разные классы PRRs (таблица), что спо-
собствует стимуляции врожденного и адаптивного им-
мунных ответов.

Хорошо известно, что дефекты в путях IFN способ-
ствуют прогрессированию рака – выживанию и уско-
ренной пролиферации злокачественных клеток [85]. Не-
малая часть подавляющих эпигенетических изменений, 
связанных с канцерогенезом, относится к генам, вовле-
ченным в IFN-пути [86]. Такая ситуация часто наблю-
дается при раке мочевого пузыря, глиомах и лейкемиях 
[87–89]. С другой стороны, такие дефекты иммунного 
ответа облегчают репликацию вирусов и, таким обра-
зом, повышают эффективность вирусного онколиза.

Стратегии нацеливания на PRRs  
при иммунотерапии рака

Результаты исследований онколитического дей-
ствия реовируса на клеточной линии рака яични-

ков OV-90 показали, что быстро реплицирующийся 
в опухолевых клетках реовирус приводит к высвобо-
ждению большого количества вирусных частиц и ви-
русной дцРНК. Высвободившиеся молекулы PAMPs 
через сигнальный путь рецептора TLR3 активируют 
транскрипционные факторы NF-κB и IRF-3 и индуци-
руют апоптическую гибель опухолевых клеток [76]. 

Живая аттенуированная вакцина на основе штам-
ма 17D вируса ВЖЛ продемонстрировала высокий 
потенциал в качестве онколитического вируса [2]. 
Вакцинный штамм 17D ВЖЛ является классическим 
представителем семейства Flaviridae, геном которого 
представляет собой (+)оцРНК. При инфицировании 
клетки 17D ВЖЛ распознается эндосомальными ре-
цепторами TLR7, расположенными на ДК, а также ре-
цептором RIG-I, который относится к RLRs [62, 90]. 
В результате запускается сигнальный каскад реакций, 
который стимулирует выработку IFN типа I и актива-
цию противовирусного ответа. 

Изучение генетически модифицированного адено-
вируса Ad5D24, содержащего 18 иммуностимулиру-
ющих островков CpG (Ad5D24-CpG), на ксенотранс-
плантатной модели рака легкого продемонстриро-
вало повышенную противоопухолевую активность 
Ad5D24-CpG по сравнению с онколитическим адено-
вирусом в отдельности, а также с комбинацией онколи-
тического аденовируса и CpG-олигонуклеотидов [83].  

Таблица. Взаимодействие различных вирусов с рецепторами PRRs
Table. The interaction of various viruses with PRRs

Группы вирусов
Virus groups

Семейство вирусов
Virus family

Онколитический вирус
Oncolytic virus PRRs Ссылки

References

оцРНК(–)
ssRNA(–)

Rhabdoviridae Вирус везикулярного стоматита
Vesicular stomatitis virus TLR7, RIG-1 [55–57]

Paramyxoviridae Сендай вирус
Sendai virus TLR7, RIG-1 [58, 59]

Paramyxoviridae Вирус болезни Ньюкасла
Newcastle disease virus TLR7, RIG-1, MDA5 [60, 61]

оцРНК(+)
ssRNA(+)

Flaviviridae Вирус желтой лихорадки 
Yellow fever virus TLR7, RIG-1, MDA5 [62, 63]

Flaviviridae Вирус денге
Dengue virus

TLR3, TLR7/8,
RIG-1, MDA5 [64–66]

Flaviviridae Вирус Зика
Zika virus

TLR3, TLR7/8,
RIG-1, MDA5 [66–68]

Flaviviridae Вирус японского энцефалита
Japanese encephalitis virus TLR3, TLR7/8, RIG-1 [69–71]

Flaviviridae Вирус Западного Нила
West Nile virus TLR3, TLR7/8, RIG-1 [72, 73]

Picornaviridae Полиовирус
Poliovirus TLR3, TLR7/8, MDA5 [74, 75]

дцРНК
dsRNA

Spinareoviridae Реовирус
Reovirus TLR3, RIG-1 [76, 77]

Sedoreoviridae Ротавирус
Rotavirus TLR3, RIG-1, MDA5 [78, 79]

дцДНК
dsDNA

Orthoherpesviridae Вирус простого герпеса 1-го типа
Herpes simplex virus 1 type

TLR9, RIG-1, cGAS/
STING [80–82]

Adenoviridae Аденовирус типа 5
Adenovirus 5 type TLR9, cGAS/STING [83, 84]
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Было показано, что повышенная противоопухолевая 
активность Ad5D24-CpG обусловлена активацией 
естественных киллеров. 

ВВС относится к семейству Rhabdoviridae, и его ге-
ном представлен (−)оцРНК, которая кодирует 5 бел-
ков: белок нуклеокапсида, фосфопротеин, матричный 
белок, гликопротеин и полимеразу. Инфекция, вы-
званная ВВС, у человека обычно протекает бессим-
птомно, что делает его перспективным онколитиче-
ским терапевтическим агентом [91]. Репликация ВВС 
в клетках может генерировать дефектную интерфе-
рирующую РНК (диРНК), усеченную форму генома 
ВВС. Как диРНК, так и весь геном ВВС при попа-
дании в клетку может активировать рецептор RIG-I, 
вызывая противовирусный иммунный ответ [55].  
Однако матриксный белок ВВС, который нацелен на 
нуклеопорин Nup98, способен ингибировать нукле-
оцитоплазматический транспорт мРНК клетки, тем 
самым подавляя экспрессию белков, включая IFN 
и провоспалительные цитокины, за счет чего в инфи-
цированных клетках иммунные ответы на инфекцию, 
вызванную ВВС, могут быть подавлены [92]. Сооб-
щалось, что рекомбинантный штамм ΔM51 ВВС яв-
ляется отличным кандидатом в онколитические виру-
сы, т.к. способен оказывать селективное действие при 
раке толстой кишки и раке поджелудочной железы 
[93, 94]. Z. Zhang и соавт. показали, что внутриопухо-
левая инъекция ΔM51 ВВС на мышиной модели рака 
легкого эффективно снижает рост опухоли [56]. 

Вирус болезни Ньюкасла, который относится к се-
мейству Paramyxoviridae и имеет (−)оцРНК геном, яв-
ляется еще одним кандидатом в онколитические 
вирусы. После инфицирования линии клеток рака 
яичников человека OVCAR3 рекомбинантным низко-
патогенным вирусом болезни Ньюкасла наблюдалась 
опосредованная рецепторами RIG-I и MDA5 экспрес-
сия IFN типа I, что способствовало противоопухоле-
вому эффекту [60]. 

Ротавирусы, вызывающие гастроэнтерит у людей 
и многих позвоночных, принадлежат к семейству 
Reoviridae и имеют геном, состоящий из дцРНК. Бы-
ло показано, что штаммы ротавируса могут индуци-
ровать MDA5-опосредованный иммунный ответ [78]. 
T. Shekarian и соавт. сообщили о том, что вакцинный 
штамм ротавируса при внутриопухолевом введении 
активирует рецепторы дцРНК RIG-I и MDA5, стиму-
лирует передачу сигналов IFN типа I, что приводит 
к инфильтрирации в опухоль миелоидных и CD8+ 
клеток [79]. 

ВПГ-1 является членом семейства Orthoherpesviridae, 
а его геном представлен дцДНК длиной 152 т.п.о. 
Одним из первых препаратов на основе ВПГ-1 был 
Talimogene Laherparepvec (T-VEC), одобренный FDA 
(Food and Drug Administration) в 2015 г. для лечения 
неоперабельной меланомы [95]. T-VEC представля-
ет собой рекомбинантный ВПГ-1 с делецией в гене 
ICP34.5, гене ICP47 и вставкой, кодирующей грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирую-
щий фактор. Было показано, что при инфицировании 
ВПГ-1 цитозольная митохондриальная ДНК усилива-

ет RIG-I-опосредованную индукцию IFN I типа [80]. 
Однако не стоит забывать, что ВПГ-1 способен укло-
няться от врожденного иммунного ответа благодаря 
различным механизмам, в том числе при помощи 
вирусных белков US3 и US11, которые ингибируют 
передачу сигналов рецепторов RIG-1/MDA5 [96, 97].

Также установлено, что разные флавивирусы, вклю-
чая вирус Зика и вирус денге, активируют рецепторы 
TLR3, RIG-1, MDA5, опосредуя дальнейшую сигна-
лизацию путей IFN и формирование противовирусно-
го иммунного ответа [64, 67].

Иммунная сигнализация, опосредованная STING, 
в значительной степени нарушена в клетках мелано-
мы, рака толстой кишки человека, и, скорее всего, по-
хожая картина будет наблюдаться при других типах 
рака [98, 99]. Потеря функции STING сделала клет-
ки меланомы более восприимчивыми к ВПГ-1 из-за 
нарушенных путей IFN типа I и других цитокинов. 
Такой эффект наблюдался для различных онколити-
ческих вирусов на основе ВПГ в клетках меланомы, 
рака яичников, в мышиной модели аденокарциномы 
протоков поджелудочной железы и колоректальной 
карциномы [81, 98–100]. Таким образом, онколитиче-
ские вирусы являются перспективными кандидатами 
в современной онкотерапии против раковых заболе-
ваний с нарушенной сигнализацией STING. На ос-
нове этого механизма уже проводится тестирование 
рекомбинантных онколитических вирусов со встро-
енными агонистами STING, например, STINGPOX 
на основе вируса осповакцины, а также стратегий 
комбинированной терапии онколитических вирусов 
с агонистами STING, например реовирус с агонистом 
ADU-S100 (MIW815) и ВПГ-1 с агонистом C-REV 
[101–103].

Заключение
Рецепторы PRRs играют ключевую роль в защите 

организма хозяина от разных вирусных инфекций. 
Хотя основной задачей рецепторов PRRs является 
скорейшая элиминация вируса, внутриопухолевое 
введение онколитического вируса способно активи-
ровать сигнальные пути TLRs/RLRs/cGAS-STING, 
тем самым превратить иммунологически «холодные» 
опухоли в «горячие», т.е. инфильтрованные иммун-
ными клетками. Приобретение статуса иммунологи-
чески «горячей» опухоли будет способствовать акти-
вации Т-клеточного ответа, подавлению опухолевой 
иммуносупрессии, повышая эффект иммунотерапии. 
Однако активация противовирусного иммунного от-
вета будет способствовать элиминации онколитиче-
ского вируса из организма, что также может повлиять 
на терапевтический эффект. 

Успешное применение онколитического вируса для 
иммунотерапии злокачественных новообразований 
требует тщательного изучения механизмов взаимо-
действия конкретного вируса с иммунной системой 
пациента, включая характерные для семейства виру-
са взаимодействия с разными PRRs, систему уклоне-
ния вируса от иммунного ответа. С другой стороны, 
не менее важным является определение фенотипиче-
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ских, морфологических и эпигенетических особен-
ностей пула опухолевых клеток пациента, что также 
поможет предсказать эффект от иммуноопосредован-
ного действия онколитического вируса. 
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Резюме
Введение. Вирус ветряной оспы (ВО) и опоясывающего герпеса (Varicella-Zoster virus, VZV) – высококонта-
гиозный альфа-герпесвирус. Диагностика ВО остается сложной задачей, особенно в случаях ВО-прорыва, 
из-за трудностей диагностики на основе клинических симптомов, что обусловливает необходимость разра-
ботки надежных лабораторных тестов.
Цель. Разработка простого высокочувствительного и специфичного серологического теста для выявления ан-
тител к VZV в сыворотках крови человека и животных с помощью реакции пассивной гемагглютинации (РПГА).
Материалы и методы. Культуры клеток человека и животных; штаммы VZV; иммунные сыворотки челове-
ка и животных; моноклональные антитела к VZV. В РПГА использовали формализированные эритроциты 
баранов, кур и коз, сенсибилизированные вирусоспецифическими гликопротеинами (ГП) VZV из вируссо-
держащей жидкости.
Результаты. Подобраны клеточные культуры с максимальным цитопатическим эффектом при заражении 
VZV. Разработан простой оригинальный метод получения вирусоспецифических ГП VZV с помощью лек-
тинов. Очищенные ГП получены с помощью их элюирования при температуре 37 °С с бараньих эритро-
цитов после адсорбции при 4 °С. Активность ГП VZV подтверждена в РПГА на антительном диагностику-
ме, изготовленном путем сенсибилизации формализированных бараньих эритроцитов моноклональными 
антителами к ГП Е штамма «vОка» VZV (США). С применением ГП разных штаммов VZV разработаны 
тест-системы для выявления антител в иммунных сыворотках человека и животных методами РПГА и им-
муноферментного анализ на основе ГП (gpИФА). Показаны высокая чувствительность, специфичность и 
отсутствие перекрестной реактивности этих тестов.
Заключение. Отобраны клеточные культуры c максимальным цитопатическим эффектом при заражении 
VZV. Разработан способ получения ГП из инфицированных клеток. С использованием очищенных вирус-
ных ГП разработаны серологические тест-системы для выявления поствакцинальных и постинфекционных 
антител в иммунных сыворотках методами РПГА и gpИФА. Показаны высокая специфичность, чувствитель-
ность, воспроизводимость, а также простота их применения.

Ключевые слова: вирус ветряной оспы и опоясывающего герпеса; вирусоспецифический ГП; формализи-
рованные бараньи эритроциты; антигенные и антительные диагностикумы; реакция 
пассивной гемагглютинации; иммуноферментный анализ; перекрестная реактивность
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A simple, highly sensitive and specific serological test  
for the detection of antibodies to Varicella-zoster virus 
(Varicellovirus humanalpha3)
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Abstract 
Introduction. Varicella-Zoster virus (VZV) is a highly contagious alpha-herpes virus. The diagnosis of chickenpox 
remains a difficult task especially in cases of breakthrough chickenpox, so the development of reliable laboratory 
tests is necessary. The simplest and most sensitive serological test for detecting antibodies in human and animal 
sera is the passive hemagglutination reaction (PHAR).
The aim. To develop of a simple, highly sensitive and specific serological tests for the detection of antibodies to 
VZV in human and animal blood sera.
Materials and methods. Human and animal cell cultures; various strains of VZV; human and animal immune sera; 
monoclonal antibody to VZV glycoprotein (GP) E. Formalin-treated erythrocytes of sheep, chickens and goats, 
sensibilised with GP of VZV from a virus-containing supernatant were used for PHAR.
Results. Cell cultures with the maximum cytopathic effect at VZV infection were selected. A simple original method 
for obtaining virus-specific VZV GPs using lectins has been developed. Purified GPs were obtained by their elution 
from sheep erythrocytes after adsorption. The activity of VZV GP was confirmed in PHAR by an antibody diagnostic 
assay using formalin-treated sheep erythrocytes sensibilised using monoclonal antibodies to GP E of the “vOka” 
VZV strain (USA). Using GPs from different VZV strains, PHAR test and GP-based enzyme-linked immunosorbent 
assay (gpELISA) have been developed to detect antibodies in human and animal immune sera. These tests have 
high sensitivity, specificity and lack of cross-reactivity.
Conclusion. A highly specific, sensitive and reproducible tests for the detection of antibodies to VZV have been 
developed.

Keywords: Varicella-Zoster and Herpes zoster virus; virus-specific glycoprotein; phytohemagglutinin; forma-
lin-treated sheep erythrocytes; antigenic and antibody diagnostic assays; passive hemagglutination 
reaction; enzyme immunoassay; cross-reactivity
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Введение
Вирус ветряной оспы (ВО) и опоясывающего гер-

песа (Varicella-Zoster virus, VZV) представляет собой 
высококонтагиозный альфа-герпесвирус, которым 
инфицировано более 90% людей в мире [1, 2].

Согласно отчету, опубликованному Всемирной ор-
ганизацией здравоохранения в 2014 г., ежегодно ВО 
заболевают не менее 140 млн человек, из которых  
4,2 млн имеют тяжелые осложнения, приводящие к го-
спитализации и смерти [3]. Для ВО в основном харак-
терны легкая и средняя степени тяжести заболевания, 

однако существует большой риск развития тяжелой 
формы ВО у беременных женщин, новорожденных, 
VZV-cеронегативных взрослых и лиц с ослабленным 
иммунитетом [4]. Около 1/3 переболевших ВО забо-
левают в возрасте преимущественно старше 50 лет 
опоясывающим герпесом, обычно сопровождающим-
ся постгерпетической невралгией [5, 6].

В эпоху всеобщей вакцинации против ВО диагно-
стика этого заболевания на основе клинических сим-
птомов является сложной задачей, особенно для уча-
стившихся в последнее время случаев ВО-прорыва. 
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Проблема точной диагностики ВО в таких случаях 
может быть решена с помощью надежных лаборатор-
ных тестов [7]. В последние десятилетия для вспомо-
гательной диагностики VZV-инфекции были созданы 
разнообразные серологические методы выявления 
специфических антител, которые нашли свое при-
менение в эпидемиологических исследованиях, при 
изучении эффективности вакцин, а также при оцен-
ке риска заболевания у медицинских работников [8]. 
Из них наиболее высокой чувствительностью обла-
дают коммерчески недоступные во многих странах 
метод флуоресцирующих антител к мембранному ан-
тигену VZV (Fluorescent antibody to membrane antigen 
assay, FAMA) и иммуноферментный анализ (ИФА) на 
основе гликопротеинов (ГП) VZV (gpИФА) [9]. Ма-
жорным и иммунодоминантным вирусным белком 
в вирионах VZV и в инфицированных клетках явля-
ется ГП E (gpE), необходимый для репликации виру-
са и передачи его от клетки к клетке [10–12]. Учиты-
вая клеточно-ассоциированную природу VZV, тест  
FAMA считают более надежным средством оценки 
защитного иммунитета по сравнению с реакцией ней-
трализации (РН) [13].

Оценка антительного ответа к четырехкомпонент-
ной вакцине – корь, эпидемический паротит, крас-
нуха и ВО (MMRV) – играет жизненно важную роль 
в ведении пациентов. До недавнего времени боль-
шинство клинических лабораторий использовали для 
обнаружения антител IgG к антигенам MMRV тесты 
в формате ИФА. Однако Консультативный комитет 
по практике иммунизации (ACIP) и Центр по контро-
лю и профилактике заболеваний США (CDC) не ре-
комендуют их использовать для оценки уровня вак-
циноиндуцированного иммунитета против ВО из-за 
низкой чувствительности [14, 15]. Для клинических 
лабораторий, выполняющих большой объем иссле-
дований, недавно была внедрена более надежная, 
быстрая и чувствительная по сравнению с ИФА тех-
нология высокопроизводительной мультиплексной 
автоматизации для обнаружения антител против ан-
тигенов MMRV (BioPlex 2200, Bio-Rad), позволяющая 
одновременно обнаруживать IgG-антитела в сыворот-
ке крови ко всем 4 вирусам в одной реакции [16].

Другим наиболее простым и высокочувствитель-
ным тестом для выявления антител в сыворотках 
человека и животных является реакция пассивной 
гемагглютинации (РПГА). С помощью этого теста 
определяют антитела к вирусам кори, краснухи, ящу-
ра, аденовирусу, цитомегаловирусу (ЦМВ), к вирусу 
иммунодефицита человека и др. [17–19].

Цель работы – разработка РПГА на основе форма-
лизированных эритроцитов, сенсибилизированных 
ГП VZV.

Материалы и методы
Культуры клеток. Клеточные культуры: MRC-5 –  

штамм диплоидных клеток легких эмбриона человека 
(Американская коллекция клеточных культур, АТСС); 
КМ-27 – кожно-мышечная ткань эмбриона человека 
(коллекция ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова 

РАН», Москва, Россия), Vero-CCL-81 – линия пере-
виваемых клеток почки зеленой мартышки (АТСС); 
Vero-E6 – клон линии клеток Vero (коллекция ФГАНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН»); А549 – линия 
перевиваемых клеток карциномы человека (коллекция 
ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова, Москва, Россия); 
ПТП – тестикулы поросенка (коллекция ВНИИВиМ, 
Покров, Владимирская обл., Россия); два типа мезен-
химальных стволовых клеток из коллекции культур 
клеток ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова. Культуры 
клеток выращивали в питательной среде DMEM/F-12 
с 10 мМ HEPES, с добавлением 5% или 10% сыворотки 
крупного рогатого скота (ООО НПП «БИОХИМСЕР-
ВИС», Владимир, Россия).

Вирусы. Вакцинные штаммы вируса ВО «vFiraVax», 
вируса опоясывающего герпеса «vZelVax» (коллек-
ция ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова); японский 
штамм вируса ВО «vOka» (коллекция CCL, США); 
лабораторный штамм вируса ВО «Ellen» (коллекция 
CCL); дикие варианты вируса ВО, изолированные 
во время вспышки в закрытом коллективе (коллекция 
ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова). Вирусы выра-
щивали в культурах клеток в среде DMEM c повы-
шенным содержанием глюкозы, без сыворотки.

Иммунные сыворотки и моноклональные антите-
ла (МКА). Сыворотки крови человека к вирусу опо-
ясывающего герпеса, взятые в период реактивации 
постгерпетической невралгии: Zel.-1 и Nik.-2; сыво-
ротки крови от переболевших ВО пациентов (n = 25); 
иммунная сыворотка морской свинки к антигенам 
штамма AD169 ЦМВ. Из сывороток удаляли термола-
бильные и термостабильные ингибиторы препаратом 
RDE (receptor dectroing enzyme, Denka Seiken, Япо-
ния) по инструкции производителя. МКА к gE виру-
са ВО – Varicella Mab (Potency, ID, Lot: PR 101022c, 
США). МКА к ГП gpB и gpD вирусов герпеса просто-
го 1-го и 2-го типов, соответственно.

Реакция нейтрализации. РН проводили на клеточ-
ной культуре Vero-CCL-81, выращенной на 24-луноч-
ных планшетах (Costar) в ростовой питательной среде 
DMEM c 10% СКК. Приготовлены двукратные разведе-
ния иммунных вирусоспецифических сывороток мор-
ских свинок к вакцинным штаммам ВО – «vFiraVaX» 
и опоясывающему герпесу – «vZelVax». В каждое 
разведение иммунных сывороток в объеме 0,1 мл 
вносили равный объем 1000 доз ГАДЕ 50/0,1 мл  
вируса, смесь интенсивно перемешивали и оставля-
ли на контакт на 1,5 ч при 36,5 °С в СО2-инкубаторе, 
перемешивая каждые 15 мин. В 24-луночные план-
шеты с монослоем клеток и с предварительно уда-
ленной ростовой средой вносили в каждые две лунки 
по 0,2 мл смеси вируса с сывороткой и оставляли на 
контакт на 1,5 ч в инкубаторе. Затем в лунки вносили 
по 0,8 мл поддерживающей среды DMEM без сыво-
ротки. На планшете две лунки оставляли для контро-
ля дозы вируса и контроля клеток, культивирование 
продолжали в течение 7 сут. Результат РН учитывали 
при 100% защите клеток.

Получение формализированных эритроцитов. 
Для получения формализированных бараньих, ку-
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риных и козьих эритроцитов кровь собирали в рас-
твор Альсевера. Эритроциты отмывали трижды ох-
лажденным физиологическим раствором (ФР) путем 
осаждения центрифугированием в течение 20 мин 
при 1500 об/мин. К отмытым эритроцитам добавля-
ли 2% раствор формалина в 10-кратном объеме ФР, 
содержащем 0,5% глюкозы, рН раствора доводили 1 М 
NaOH до 7,0–7,2. Формализированные эритроциты 
выдерживали при комнатной температуре 3–4 сут 
до полного оседания эритроцитов, надосадок удаля-
ли, к осадку добавляли равный объем ФР и хранили 
при температуре 2–8 °С. Перед сенсибилизацией фор-
мализированные эритроциты проверяли на спонтан-
ную агглютинацию.

Приготовление вирусоспецифических ГП. В куль-
туральных флаконах площадью 175 см2 выращива-
ли клетки, чувствительные к VZV, заражали вирус-
содержащей жидкостью (ВСЖ) и культивировали 
в течение 7–8 сут до 70–90% разрушения инфициро-
ванных клеток. Флаконы выдерживали сутки и бо-
лее при −70 °С, затем их содержимое разморажива-
ли, клеточный дебрис удаляли центрифугированием 
при 1500 об/мин в течение 20 мин, в надосадочную 
жидкость вносили сахарозно-желатиновый стабили-
затор и оставляли при −70 °С для хранения до сен-
сибилизации эритроцитов. Для извлечения вирусных 
ГП из ВСЖ к ней добавляли фитогемагглютинин 
(ФГА) в концентрации 25 мкг/мл и по 50% взвесей 
формализированных бараньих, куриных или козьих 
эритроцитов в соотношении 10 : 1 по объему и остав-
ляли при температуре 4 °С на 20 ч с периодическим 
встряхиванием для связывания вирусных ГП с ФГА 
на поверхности эритроцитов. Взвеси центрифугиро-
вали при 1500 об/мин в течение 20 мин, к осадкам 
нагруженных вирусными ГП формализированных 
эритроцитов добавляли ФР. Элюирование вирусных 
ГП с поверхности формализированных эритроци-
тов проводили в течение 1 ч при температуре 37 °С. 
Эритроциты удаляли из взвеси центрифугированием 
при 1500 об/мин в течение 20 мин. В полученный рас-
твор вирусного ГП в качестве стабилизатора добав-
ляли бычий сывороточный альбумин (БСА) до кон-
центрации 1%. Концентрацию белков определяли на 
приборе NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США).

Получение антигенных диагностикумов на осно-
ве вирусных ГП. Формализированные эритроциты 
сенсибилизировали вирусоспецифическими ГП, 
полученными из разных типов клеток, инфициро-
ванных штаммами VZV. Для этого эритроциты ре-
суспендировали в 10-кратном объеме охлажденно-
го ФР, осаждали центрифугированием при 1500 об/
мин в течение 20 мин и готовили 50% взвесь эри-
троцитов в ФР. Далее в центрифужных пробирках 
соединяли 1 объем бидистиллированной воды с 0,1 
объема 50% взвеси эритроцитов, с 0,1 объема рас-
твора вирусных ГП и с 0,1 объема 0,33% хлористого 
хрома (СrCl3). Пробирки помещали в водяную баню 
на 1 ч при температуре 42 °С, затем добавляли рав-
ный объем ФР, перемешивали и осаждали сенсиби-
лизированные эритроциты центрифугированием 

при 1500 об/мин в течение 5 мин. Осадок сенсибили-
зированных эритроцитов ресуспендировали в ФР, со-
держащим 1% БСА, отмывали дважды ФР с 1% БСА 
и готовили 2,5% взвесь сенсибилизированных фор-
мализированных эритроцитов в этом же растворе для 
использования в РПГА.

Получение антительных диагностикумов на основе 
МКА к VZV. К 0,1 мл взвеси 50% формализированных 
эритроцитов, предварительно отмытых 3 раза ФР, до-
бавляли 0,1 мл ФР, 0,1 мл МКА к gpE (США) с концен-
трацией 318 мкг/0,1мл. Смесь перемешивали и вно-
сили 0,3 мл 0,33% раствора хлорида хрома и 10 мкл  
0,05 M NaOH. Смесь инкубировали в водяной бане 
в течение 1 ч при 42 °С, затем трижды отмывали ФР 
и готовили 2% антительный диагностикум в ФР.

РПГА для обнаружения антител к VZV в сыворот-
ках животных и человека. Реакцию проводили микро-
методом в объеме 150 мкл на V-образных планшетах. 
В каждую лунку планшета вносили по 50 мкл ФР, со-
держащего 1% нормальной кроличьей сыворотки, про-
гретой на водяной бане при 65 °С в течение 30 мин, 
по 50 мкл испытуемой сыворотки в разведениях 
от 1 : 100 до 1 : 12 400, и по 50 мкл сенсибилизиро-
ванного антигенного диагностикума. В 4 свободные 
лунки по отдельности вносили по 50 мкл формализи-
рованных эритроцитов и по 50 мкл антигенного диа-
гностикума для контроля на отсутствие спонтанной аг-
глютинации. Планшет оставляли при температуре 4 °С 
до полного оседания контрольных эритроцитов и ан-
тигенного диагностикума и затем учитывали реакцию. 
При наличии в исследуемом материале специфичных 
к вирусному антигену антител происходило фиксиро-
вание эритроцитов на дне и стенках лунки в виде зон-
тика гемагглютинации. При отрицательной реакции 
эритроциты оседали на дно лунки в виде пуговки.

РПГА для определения активности gpE VZV.  
В лунки V-образного планшета вносили 
по 25 или 50 мкл 1% нормальной кроличьей сыворотки, 
затем добавляли по 25 или 50 мкл 2% антительного ди-
агностикума. Свободные лунки использовали отдельно 
для контроля на спонтанную агглютинацию диагности-
кума и контроля формализированных бараньих эритро-
цитов. Планшет выдерживали 1,0–1,5 ч при температу-
ре 4 °С до оседания эритроцитов в контрольных лунках 
и учитывали реакцию.

Иммуноферментный анализ. ИФА проводили об-
щепринятым методом. На первом этапе вносили рас-
твор антигена по 50 мкл в лунку, выдерживали ночь 
при температуре 4 °С, затем лунки планшета бло-
кировали казеиново-сахарозным раствором 90 мин 
и высушивали планшеты 2 ч в термостате при тем-
пературе 37 °С с открытой дверцей. Для проведения 
ИФА в лунку вносили по 50 мкл разведений образ-
цов сывороток крови человека, мыши или мор-
ской свинки в фосфатно-солевом буфере с твином 
(ФСБ-Т) с двукратным шагом, начиная с разведе-
ния 1 : 100, инкубировали 90 мин при температу-
ре 37 °С; планшет промывали 3 раза ФСБ-Т; вносили 
по 50 мкл конъюгатов анти-Human IgG в рабочем раз-
ведении 1 : 5000, анти-мышь IgG Bio-Rad в рабочем 
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разведении 1 : 2000; анти-свинка IgG в рабочем раз-
ведении 1 : 5000 в ФСБ-Т + 1% БСА, инкубировали 
планшеты 60 мин при температуре 37 °С; планшет 
промывали 3 раза ФСБ-Т; вносили раствор тетраме-
тилбензидина, инкубировали 15 мин в темном месте; 
реакцию остнавливали серной кислотой, результа-
ты регистрировали на спектрофотометре при длине 
волн 450 нм (длина волны сравнения 630 нм).

Этическое утверждение. Авторы подтверждают 
соблюдение институциональных и национальных 
стандартов по использованию лабораторных живот-
ных в соответствии с Consensus author guidelines for 
animal use (IAVES 23.07.2010). Протокол исследова-
ния одобрен Этическим комитетом ФГБНУ НИИВС 
им. И.И. Мечникова (Протокол № 8 от 13.08.2024).

Статистические методы. Для статистической об-
работки результатов использовали пакеты программ 
Excel 2013 (Microsoft, США). Сравнение количествен-
ных значений полученных выборок проводили с помо-
щью непараметрического U-критерия Манна–Уитни.

Результаты
На первом этапе разработки серологического теста 

РПГА были выбраны культуры клеток, при заражении 
которых VZV определялся максимальный цитопати-
ческий эффект (ЦПЭ), а именно – клетки КМ-27, А549 
и ПТП, при инфицировании которых разными штам-
мами VZV на 7–8-е сутки наблюдалась 70–90% де-
струкция клеток.

Далее устанавливали адсорбирующую способность 
формализированных эритроцитов животных, являю-
щихся носителем главных компонентов в РПГА. Были 
выбраны три вида эритроцитов: баранов, кур и коз. 

Известно, что лектины специфически связывают 
ГП вирусов [20, 21]. Для выделения вирусоспецифи-

ческих ГП из ВСЖ были использованы два лекти-
на – конкавалин А (КонА) и ФГА. В РПГА исполь-
зовали сыворотку крови морской свинки, иммуни-
зированной вакцинным штаммом «vZelVax» VZV. 
Титр иммунной сыворотки морской свинки в РН 
на чувствительных к VZV клетках КМ-27 соста-
вил 1 : 6400 ГАДЕ50/0,2..

На рис. 1 представлены результаты определения 
концентрации лектинов КонА и ФГА, необходимых 
для эффективного связывания вирусных ГП из ВСЖ 
для последующей сенсибилизации формализирован-
ных куриных эритроцитов. Оптимальная концен-
трация КонА и ФГА составила 25 мкг/мл (р ≤ 0,05). 
При более высоких концентрациях титры сывороток 
в РПГА снижались в 4 раза.

На рис. 2 представлены результаты титрования 
в РПГА иммунных сывороток человека и морской 
свинки с антигенными диагностикумами, сенсибили-
зированными вирусными гликопротеинами, получен-
ными с помощью ФГА, КонА и смеси лектинов.

Представленные результаты четко демонстрируют, 
что на формализированных бараньих эритроцитах, 
сенсибилизированных полученным с помощью ФГА 
вирусным ГП, в РПГА выявляются вирусоспецифи-
ческие антитела в сыворотках человека и животных, 
при этом в сыворотках животных в несколько сни-
женных титрах.

В РПГА с применением формализированных бара-
ньих эритроцитов, сенсибилизованных вирусными 
ГП, полученными с помощью КонА, вирусоспец-
ифические антитела в человеческих сыворотках 
не обнаруживаются. Использование смеси двух лек-
тинов в равных концентрациях для получения ви-
русных ГП из той же ВСЖ снижает уровень титров 
антител в РПГА.

Рис. 1. Определение оптимальной концентрации КонА и ФГА для связывания вирусоспецифических ГП VZV  
из вируссодержащей жидкости.

Fig. 1. Determination of the optimal concentration of ConA and PHA for binding virus-specific glycoproteins of VZV  
from virus-containing liquid.
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Далее представлены результаты экспериментов 
с очищенными ГП, элюированными с формализован-
ных бараньих эритроцитах. Титры очищенных вирус-
ных ГП были определены в РПГА с помощью анти-
тельного диагностикума, приготовленного на бара-
ньих эритроцитах, сенсибилизированных MКА к gpE 
VZV (США). Концентрации вирусных ГП, получен-
ных при заражении клеточных культур A549, КМ-27, 
Vero-E6 и ПТП вирусными штаммами «vZelVax», 
«vFiraVax», «vOka», «Ellen», диким вирусом VZV 
(Москва), находились в диапазоне от 0,206 до 0,381 
мг/мл, медиана титра для полученных ГП в РПГА со-
ставила 1 : 8.

Для оптимизации условий gpРПГА определяли 
способность формализированных бараньих, куриных 
и козьих эритроцитов адсорбировать вирусные ГП. 
Сенсибилизированные ГП VZV эритроциты были 
использованы в gpРПГА для титрования сыворотки 
крови морских свинок, инфицированных штаммом 
«vZelVax» VZV. Результаты показали, что бараньи 
эритроциты обладают более высокой сорбирующей 
способностью (титр в gpРПГА 1 : 3200, скорость се-
диментации 1,0–1,5 ч) в отличие от куриных (титр 
в gpРПГА 1 : 800, скорость седиментации 20 мин) 
и особенно от козьих (скорость седиментации 1,0–1,5 
ч) эритроцитов. Эти данные согласуются с результа-
тами других исследователей, полученных для иных 
вирусных и бактериальных агентов [22, 23]. 

На рис. 3 представлены результаты титрования 
в gpРПГА сывороток крови лиц, переболевших опоя-
сывающим герпесом и ВО, а также сыворотки крови 
иммунизированных штаммом «vZelVax» VZV мор-
ских свинок, с применением формализированных 

Рис. 2. Титр иммунных сывороток в gpРПГА с антигенными  
диагностикумами на формализированных бараньих  
эритроцитах, сенсибилизированных вирусными ГП,  

полученными с различными лектинами. 
Fig. 2. Titer of immune sera in gpRPGA with antigenic diagnostics  
on formalized sheep erythrocytes, sensitized with viral glycopro-

teins obtained with various lectins.

Рис. 3. Сравнительное титрование  
иммунных сывороток человека  

и морской свинки в gpРПГА с примене-
нием сенсибилизированных ГП VZV  

формализированных куриных  
и бараньих эритроцитов, 

1 ‒ сыворотка крови больного опоясывающим 
герпесом, полученная в период реактивации; 
2 ‒ сыворотка крови детей, переболевших  
ветряной оспой; 3 ‒ сыворотка крови морской 
свинки, иммунизированной вакцинным штам-

мом «vZelVax» VZV.
Fig. 3. Comparative titration of human  

and guinea pig immune sera in gpRPGA 
using sensitized by GP VZV formalized 

chicken and lamb erythrocytes. 
1 ‒ serum of patient  with herpes zoster;  
2 ‒ blood serum of children with chickenpox;  
3 – blood serum of a guinea pig immunized with 

the «vZelVax» VZV vaccine strain.
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Рис. 4. Исследование специфичности серологических тестов gpРПГА (а) и gpИФА (б). 
* ‒ из сывороток предварительно удалены термолабильные и термостабильные ингибиторы серологических реакций; ** ‒ из сывороток предварительно  

не удалены ингибиторы серологических реакций.
Fig. 4. Study on the specificity of immune sera in serological tests gpRPGA (а) and gpELISA (b).

* – termolabile and thermostable ingibitors of serological reactions have been preliminary removed from serums; ** – serological reactions have not been 
preliminary removed from serums.

Рис. 5. Сравнительное титрование иммунных сывороток  
в РН (титр в ГАДЕ 50/0,5 мл), gpРПГА (титр в ГАE 50/0,5 мл)  

и gpИФА (титр в условных единицах).
Антитела в сыворотке: 1 ‒  «FiraVax», морской свинки pig (к альфа-гер-
песвирусу типа 3); 2 ‒ МКА-1Н-110, мышиные (к альфа-герпесвирусу 
типа 1); 3 ‒ МКА-2Н-208, мышиные (к альфа-герпесвирусу типа 2);  

4 ‒ ЦМВ-159, морской свинки (к бета-герпесвирусу типа 5). 
Fig. 5. Comparative titration of immune sera in RN  

(titer in GADE50/0,5 ml), gpRPGA (titer in GAE 50/0,5 ml)  
and gpELISA (titer in conventional units).

Antibodies in serum:  1 ‒ «FiraVax», guinea pig (to alpha herpes 
virus type 3); 2 ‒ MKA-1H-110, mouse (to alpha herpes virus type 1);  
3 ‒ MKA-2H-208, mouse (to alpha herpes virus type 2); 4 ‒ CMV-169, 

guinea pig (to beta herpes virus type 5).

куриных и бараньих эритроцитов, сенсибилизиро-
ванных ГП вируса опоясывающего герпеса, получен-
ных с помощью лектина ФГА. Титры в gpРПГА были 
выше на бараньих эритроцитах в реакциях со всеми 
использованными в эксперименте образцами сыворо-
ток крови. Можно сделать заключение о пригодности 
теста выявления специфических антител как у людей, 
так и у животных.

Специфичность gpРПГА была установлена в реак-
циях с не содержащими антител к VZV сыворотками 
крови людей. Учитывая, что у 99,0% человеческой 
популяции содержатся антитела к VZV, к исследуе-
мым сывороткам добавляли равный объем вирусно-
го ГП, смесь выдерживали 30 мин при температу-
ре 37 °С для связывания нейтрализующих антител. 
На рис. 4 представлены результаты тестирования 
в gpРПГА (рис. 4 а) и в gpИФА (рис. 4 б) 5 сывороток 
человека, обработанных и не обработанных ГП VZV.

Представленные результаты четко демонстриру-
ют высокую специфичность gpРПГА по сравнению 
с gpИФА: gpРПГА не выявила антител ни в одной 
из обработанных проб, в то время как методом 
gpИФА в двух иммунных сыворотках антитела 
обнаружены, при этом их титры были снижены 
в 4 и 8 раз. Таким образом, отмечаются частич-
ные перекрестные реакции в gpИФА. В целом су-
ществует проблема перекрестной реактивности 
серологических тестов, особенно ИФА, которую 
частично или полностью можно преодолеть путем 
удаления из сывороток термолабильных и термо-
стабильных ингибиторов серологических реакций. 
На рис. 5 представлены результаты исследования 
иммунных сывороток на перекрестную реактив-
ность.

Представленные результаты показывают, что в РН 
со 1000 ГАДЕ 50/0,1 мл дозой VZV и в РПГА с ан-

a/a б/b
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тигенным диагностикумом на сенсибилизированных 
ГП VZV формализированных бараньих эритроцитах 
выявляются только антитела к вирусу герпеса 3-го ти-
па, а именно к вакцинному штамму «vFiraVax» VZV, 
и не обнаруживаются к герпесвирусам 1, 2 и 5-го ти-
пов, в отличие от теста gpИФА, для которого проде-
монстрирована перекрестная иммунореактивность.

Далее было проведено сравнительное титрова-
ние 27 иммунных сывороток в gpРПГА, gpИФА 
и ИФА. Результаты представлены рис. 6.

Анализ результатов титрования иммунных сыво-
роток в gpРПГА и gpИФА (рис. 6) показал, что 44,4% 
сывороток имели одинаковые титры, иногда отлича-
ясь на один шаг. При этом для 55,6% образцов титры 
в gpРПГА были больше титров в gpИФА, и ни в од-
ном случае титры в gpИФА не превышали титры в  
gpРПГА. Сравнивая титры в gpИФА и в обычном 
ИФА, можно отметить, что в 59,3% случаев титры 
в gpРПГА были ниже, чем в ИФА, для 29,6% об-
разцов титры в gpИФА были равны титрам в ИФА, 
в 11,1% случаев титры в gpИФА были больше, чем 
в ИФА, на один шаг.

Обсуждение
Целью настоящей работы было создание высоко-

чувствительного и специфичного простого серологи-
ческого теста с доказанным отсутствием перекрест-
ной реактивности. Этим требованиям соответствует 
формат серологического теста gpРПГА. С помощью 
gpРПГА можно выявлять антитела только к ГП VZV, 
т.е. к нейтрализующим эпитопам вирусных антиге-
нов, обеспечивающим основной защитный эффект 
от VZV-инфекций. До настоящего времени счита-

ется, что инфекционность VZV остается тесно свя-
занной с клеткой и вновь сформированный вирус 
не высвобождается в культуральную среду [24], поэ-
тому тест gpРПГА для выявления антител против ГП 
VZV более надежен, чем РН. Поскольку с помощью 
этого теста определяется уровень антител, направ-
ленных исключительно к ГП вирусов, он является 
надежным и чувствительным индикатором иммун-
ного статуса.

В зарубежной научной литературе имеется публи-
кация о разработке gpРПГА для выявления антител 
к герпесвирусам на основе вирусных ГП [20]. Авторы 
получали очищенные ГП герпесвирусов из ВСЖ с по-
мощью лектинов чечевицы, сенсибилизированных 
на сефарозе 4 B (Pharmacia) и элюированных 0,2 M 
a-methyl mannoside. Следует отметить, что большин-
ство коммерческих иммуноферментных тест-си-
стем недостаточно чувствительны для определения  
поствакцинальных антител [25].

Нами был разработан простой оригинальный ме-
тод получения ГП вируса VZV. ГП VZV выделяли 
из ВСЖ, зараженных разными штаммами VZV куль-
тур клеток посредством избирательного связывания 
с лектинами бобовых культур КонА и ФГА и сорб-
ции на формализированных бараньих эритроцитах. 
Наиболее эффективным лектином оказался ФГА, по-
зволяющий получать ГП для выявления в gpРПГА 
вирусоспецифических нейтрализующих антител 
в сыворотках крови человека и животных. Для по-
лучения очищенного ГП использовали известный 
метод очистки и концентрирования вирусов, в част-
ности вируса гриппа: вирусы адсорбируются на 
эритроцитах цыплят или барана при температу-
ре 4 °С, а затем элюируют с этих эритроцитов при 
температуре 37 °С [26]. Установленные с помощью 
антительного эритроцитарного диагностикума кон-
центрации очищенных указанным способом ви-
русных ГП составили от 0,206 до 0,381 мг/мл, а их 
титры – 1 : 8. Подтвержден факт, что из трех типов 
исследованных формализированных эритроцитов 
животных: бараньих, куриных и козьих, наибольшей 
адсорбирующей способностью обладают бараньи 
эритроциты.

Сравнительный анализ показал, что разработан-
ный тест gpРПГА обладает высокой специфичностью 
и воспроизводимостью. Важным его преимуществом 
в сравнении с ИФА является отсутствие перекрест-
ной реактивности. Другим явным достоинством дан-
ного серологического теста является простота выпол-
нения, что позволяет его применять в любой лабора-
тории.

Заключение
Разработан высокочувствительный и специфичный, 

простой в исполнении, не обладающий перекрестной 
реактивностью серологический тест gpРПГА для 
выявления поствакцинальных и постинфекционных 
антител к VZV. Его разработка – этап создания муль-
типлексного диагностикума для выявления антител 
в сыворотках крови детей, иммунизированных четы-

Рис. 6. Результаты сравнительного титрования иммунных  
сывороток к VZV в gpРПГА, gpИФА и ИФА.

Fig. 6. Results of comparative titration of immune sera to VZV  
in gpRPGA and gpELISA and ELISA.
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рехкомпонентной вакциной против кори, эпидемиче-
ского паротита, краснухи и ВО.
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Ретроспективный анализ и прогнозирование 
распространения вирусов в реальном времени: на примере 
COVID-19 в Санкт-Петербурге и в Москве в 2020–2021 гг.
Захаров В.В., Балыкина Ю.Е.

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», 199034, г. Санкт-Петербург, Россия

Резюме
Цель исследования – применение математических методов для построения прогнозов динамики случай-
ных значений процентного прироста общего количества заболевших и процентного прироста общего коли-
чества выздоровевших и умерших пациентов с проверкой методов при ретроспективном прогнозировании 
динамики эпидемического процесса COVID-19 в Санкт-Петербурге и в Москве. 
Материалы и методы. При ретроспективном прогнозировании динамики общего количества заболевших 
COVID-19 и динамики общего количества пациентов, завершивших болезнь, использованы прогнозные зна-
чения процентных приростов этих показателей. Ретроспективный анализ и вычислительные эксперимен-
ты по прогнозированию динамики эпидемического процесса COVID-19 проводили на промежутках длиной  
14 сут, начиная с 25 марта 2020 г. до 20 января 2021 г., с использованием метода прогнозирования времен-
ны́х рядов, предложенного авторами данной статьи. 
Результаты и обсуждение. Представленные в работе ретроспективные 2-недельные прогнозы общего ко-
личества заболевших и количества активных случаев COVID-19 продемонстрировали достаточно высокую 
точность как в Москве, так и в Санкт-Петербурге. Ошибка MAPE (mean absolute percentage error) общего 
количества заболевших на пиках заболеваемости, как правило, не превышала 1%. Показано, что точность 
полученных ретроспективных прогнозов общего количества заболевших в Санкт-Петербурге, построенных 
начиная с мая 2020 г., значительно возросла по сравнению с апрельскими прогнозами. Аналогичное заключе-
ние можно сделать и относительно прогнозов общего количества заболевших в Москве в апреле и мае 2020 г.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; COVID-19; эпидемический процесс; заболеваемость; активные случаи 
болезни; ретроспективный анализ; прогнозирование; моделирование
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Retrospective analysis and forecasting of the spread of viruses 
in real time: the case of COVID-19 in St. Petersburg and Moscow 
in 2020–2021
Victor V. Zakharov, Yulia E. Balykina
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Abstract
The aim of the study is to apply mathematical methods to generate forecasts of the dynamics of random values 
of the percentage increase in the total number of infected people and the percentage increase in the total number 
of recovered and deceased patients. The obtained forecasts are used for retrospective forecasting of COVID-19 
epidemic process dynamics in St. Petersburg and in Moscow.
Materials and methods. When conducting a retrospective analysis and forecasting the dynamics of the total 
number of cases and the dynamics of the total number of patients who have either died or recovered, the values of 
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percentage increases in these indicators were used. Retrospective analysis and forecasting of the dynamics of the 
COVID-19 epidemic process were carried out over 14-day time intervals, starting from March 25, 2020 to January 
20, 2021, using the time series forecasting method proposed by the authors. 
Results and discussion. The retrospective two-week forecasts of the total number of cases and the number 
of active cases presented in the paper demonstrated a high accuracy performance, both in Moscow and St. 
Petersburg. The MAPE (mean absolute percentage error) for the total number of cases at the peaks of incidence, 
generally, did not exceed 1%. It is shown that the accuracy of the obtained retrospective forecasts of the total 
number of cases in St. Petersburg, built starting from May 2020, has increased significantly compared to the April 
forecasts. A similar conclusion can be made regarding the forecasts of the total number of cases in Moscow in 
April and May 2020.
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Введение

Эпидемия новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19) в Российской Федерации, которая на-
чалась в марте 2020 г., вовлекла в эпидемический 
процесс население всех регионов страны. К концу 
декабря 2020 г. в стране было зарегистрировано бо-
лее 3 млн случаев заболевания COVID-19. Такие 
темпы распространения эпидемии привели к значи-
тельному увеличению нагрузки на систему здравоох-
ранения. Вместе с этим во весь рост встала и пробле-
ма отсутствия на тот период эффективных методов 
прогнозирования динамики распространения нового 
вируса, параметры которого еще не были изучены. 
По признанию Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), наличие адекватных математических 
моделей распространения вирусов и разработка мето-
дов прогнозирования динамики эпидемий может сы-
грать ключевую роль при подготовке принятия реше-
ний лицами, определяющими ресурсное обеспечение 
и политику здравоохранения. Такие модели помогают 
получить представление о будущей динамике распро-
странения инфекционных заболеваний и потенци-
альной роли разных видов стратегий вмешательства 
со стороны общественного здравоохранения [1, 2]. 
Для описания процессов распространения инфекци-
онных заболеваний многие исследователи исполь-
зуют трехкамерную модель SIR. Население страны, 
в которой распространяется инфекция, разделяет-
ся на 3 группы (камеры): восприимчивые к вирусу 
(Susceptible), инфицированные (Infected) и выздоро-
вевшие или умершие (Removed). Предполагается, что 
численность населения страны равна сумме числен-
ностей этих 3 групп. Впервые модель была в общем 
виде описана в работе W. Kermack и A. McKendrick 
в 1927 г. [3], однако наибольший интерес исследовате-
лей был в дальнейшем сосредоточен на частном слу-
чае этой модели в виде системы из 3 дифференциаль-
ных уравнений с постоянными коэффициентами [4]. 
Некоторые специалисты предпочитают модель SIR 

из-за небольшого количества требуемых на входе па-
раметров и широких возможностей для применения 
традиционных классических подходов к моделирова-
нию и использованию вычислительных алгоритмов. 
Однако это преимущество одновременно становится 
и недостатком, поскольку упрощение модели порож-
дает неточность получаемых на их основе прогнозов 
по сравнению с фактическими значениями основных 
переменных эпидемического процесса [5–7]. В ряде 
статей [8–11] приводятся примеры применения авто-
регрессионной модели ARIMA при построении про-
гнозов распространения пандемии в ряде стран мира. 
Отмечается, что эта модель по сравнению с другими 
инструментами дает более точные прогнозы, однако, 
хотя модели временны́х рядов и являются популяр-
ным инструментом прогнозирования, их примене-
ние для оценки распространения новых инфекций 
не всегда позволяет построить прогнозы высокой сте-
пени точности. 

Помимо различных разновидностей моделей се-
мейства ARIMA, для прогнозирования динамики 
COVID-19 могут также использоваться разные ме-
тоды машинного обучения, включая деревья реше-
ний и ансамблевые модели, такие как случайный лес 
и градиентный бустинг [12, 13]. Эти техники позволя-
ют учитывать множество факторов, включая уровень 
заражения, мобильность населения и применяемые 
меры ограничения социальной дистанции. Искус-
ственные нейронные сети также находят широкое 
применение, благодаря своей способности обраба-
тывать временны́е ряды и делать прогнозы на основе 
последовательных данных [14–16].

Изучению закономерностей эпидемического 
распространения SARS-CoV-2 на начальном эта-
пе пандемии COVID-19 в Российской Федерации, 
в Москве и Санкт-Петербурге в 2020 г. посвящены 
несколько статей [17–20], в которых выделен ряд 
важных периодов в динамике выявления новых слу-
чаев COVID-19: рост заболеваемости, период эпи-
демического затишья, период осеннего подъема, 
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период устойчиво высокого уровня заболеваемости 
COVID-19. Следует отметить, что важной моти-
вацией для проведения настоящего исследования 
явились в том числе публикации о вкладе академи-
ка В.Д. Белякова [21, 22] в развитие представлений 
о единой («общемедицинской» в его определении) 
эпидемиологии, включающей неинфекционные за-
болевания. В более ранних статьях [23–25] авторами 
настоящей статьи был предложен подход, основная 
идея которого заключается в прогнозировании сна-
чала будущих прогнозных трендов стохастических 
параметров эпидемического процесса, а затем в вы-
числении будущих траекторий основных перемен-
ных этого процесса. 

Цель настоящей работы заключается в построении 
прогнозов динамики временны́х рядов случайных 
значений процентного прироста общего количества 
заболевших и процентного прироста общего количе-
ства выздоровевших и умерших пациентов и описа-
нии результатов применения разработанных автора-
ми методов для ретроспективного прогнозирования 
динамики эпидемических процессов в Санкт-Петер-
бурге и в Москве.

Материалы и методы
Работа выполнена научным коллективом Цен-

тра аналитики динамических процессов и систем 
Санкт-Петербургского государственного универ-
ситета. При проведении вычислительных экспери-
ментов по прогнозированию динамики эпидеми-
ческого процесса COVID-19 в Санкт-Петербурге 
в период с марта 2020 г. по июнь 2020 г. и в Москве 
с сентября 2020 г. по январь 2021 г. использовали 
временны́е ряды данных официальной регистра-
ции ежедневного количества новых случаев забо-
левания и количества случаев завершения болезни 
(выздоровления или смерти пациентов), представ-
ленные на сайте стопкоронавирус.рф и статисти-
ческие данные Центра CSSE Университета Джонса 
Хопкинса1. 

С точки зрения теории математической статисти-
ки, данные о новых случаях заболевания образуют 
временны́е ряды значений xinf(t) (количество новых 
случаев в день t), а данные о количестве случаев за-
вершения болезни (выздоровления или смерти па-
циентов) образуют временны́е ряды xof(t), где t – это 
конкретный день эпидемии. Обозначим через Xinf(t) 
общее количество зарегистрированных случаев за-
болевания с начала эпидемии до дня t включительно, 
а через Xof(t) – общее количество пациентов, завер-
шивших болезнь к этому дню. Полученные времен-
ны́е ряды Xinf(t) и Xof(t) называются интегральной фор-
мой временных рядов xinf(t) и xof(t) соответственно. 
Выраженность тенденции динамики новых случаев 
заболевания (рост/снижение) принято описывать 
по методике, предложенной В.Д. Беляковым [26]. 

Следует отметить, что поскольку члены временно́-
го ряда xinf(t) принимают случайные значения, ко-
торые могут то возрастать, то убывать, то процент-
ный прирост количества новых случаев, так же как 
и тенденция роста/снижения, может принимать как 
отрицательные значения, так и положительные (или 
равные 0). Процентный прирост числа новых случаев 
в день t по отношению к числу новых случаев в день 
t – 1 мы обозначаем r(t) и вычисляем по формуле:

( ) =
( ) ( 1)

( 1) 100%. 

Тенденция роста/снижения динамики количества 
новых случаев заболевания описывается как сред-
нее значение процентного прироста на заданных 
промежутках времени и используется в качестве 
важной характеристики при осуществлении мо-
ниторинга эпидемического процесса [17]. Однако 
ее использование в процессе прогнозирования бу-
дущей динамики эпидемического процесса в ре-
альном времени представляется проблематичным, 
в основном ввиду того, что ее значения случайным 
образом меняют знак с плюса на минус. Можно за-
метить, что временны́е ряды Xinf(t) и Xof(t), в отли-
чие от временны́х рядов xinf(t) и xof(t), являются не-
отрицательными и возрастают с течением времени. 
В настоящем исследовании в качестве основных 
параметров динамики эпидемического процесса 
рассматривался процентный прирост общего ко-
личества заболевших rinf(t) и процентный прирост 
rof(t) общего количества пациентов, для которых бо-
лезнь завершилась [23–25]. Значения этих параме-
тров для любого дня t эпидемии можно вычислить 
по следующим формулам:

 ( ) =
( ) ( 1)

( 1)  100% =
( )

( 1)  100%  

 ( ) =
( ) ( 1)

( 1) 100% = 
( )

( 1) 100%  

Учитывая, что в числителе и знаменателе пред-
ставленных формул стоят члены временны́х рядов, 
указанные процентные приросты тоже образуют вре-
менны́е ряды случайных величин. В ходе эпидемии 
общее количество случаев заболевания и общее коли-
чество завершивших болезнь пациентов, как прави-
ло, строго возрастают, поэтому значения этих пара-
метров можно считать положительными для любого 
дня, за исключением дня, в котором число новых слу-
чаев равно 0. Кроме того, если процентный прирост 
rinf(t) больше процентного прироста rinf(t – 1), то имеет 
место неравенство:

( )
( 1) >

( 1)
( 2) 

или, что то же самое:
( )

( 1) >
( 1)
( 2) ≥1 . 

Из последнего неравенства можно сделать вывод, 
что при возрастании процентного прироста общего 
количества заболевших количество новых случаев 
заболевания тоже, как правило, возрастает. Однако 
утверждение, что при убывании процентного приро-

1COVID-19 Data Visualization Center [Internet]. Johns Hopkins 
Coronavirus Resource Center. Доступно по: https://coronavirus.jhu.
edu/data
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ста общего количества заболевших количество новых 
случаев убывает, справедливо не всегда.

То же верно и для процентного прироста общего 
количества выздоровевших и умерших пациентов. 
Еще одна тенденция, которую можно обнаружить 
при анализе статистических данных заболеваемости 
в Санкт-Петербурге и в Москве в мае 2020 г., состо-
ит в том, что снижение процентного прироста общего 
количества заболевших началось примерно за неде-
лю до наступления пика по числу новых случаев. Эта 
же ситуация повторилась и в декабре 2020 г. Поэтому 
мы полагаем, что мониторинг динамики изменения 
процентного прироста общего количества заболев-
ших имеет существенное значение при прогнозиро-
вании динамики как общего количества заболевших, 
так и новых случаев заболевания. 

В рамках настоящего исследования для статистиче-
ских данных 2020 г. в Санкт-Петербурге и в Москве 
были построены 20 последовательных 2-недельных 
ретроспективных прогнозов процентного прироста 
общего количества заболевших и процентного при-
роста общего количества пациентов, для которых бо-
лезнь завершилась. 

Если обратиться к таблице, то можно заметить, что 
процентный прирост общего количества заболевших 
в Санкт-Петербурге после 22 апреля 2020 г. имеет 
явную тенденцию к убыванию. Та же ситуация на-
блюдалась и в Москве. Аналогичную тенденцию, хо-
тя и менее выраженного характера и с запаздыванием 
на 2–3 нед, имеет процентный прирост общего коли-
чества пациентов, для которых болезнь завершилась.

Наш метод построения прогноза в конкретный за-
данный день предполагает на 1-м этапе выбор подхо-
дящей функции (линейной, степенной или экспонен-
циальной) для аппроксимации значений процентных 
приростов rinf(t) и rof(t) за предшествующие 14 сут 
до дня построения прогноза. После завершения 1-го 
этапа с помощью выбранной аппроксимирующей 
функции вычисляются прогнозные значения про-
центных приростов inf(t) и of(t) в течение следующих 
после дня построения прогноза 14 сут. Полученные 
значения процентных приростов использовались для 
вычисления в течение горизонта прогнозирования 
прогнозных значений inf(t) и of(t) по формулам:

( ) = ( 1) 1+
 ( )

100
. ˜˜

Для каждого дня t промежутка прогнозирования 
можно вычислить отклонение e(t) прогнозного значе-
ния от фактического, например:

и абсолютную ошибку прогноза: 

В качестве средней ошибки прогноза для каждого 
промежутка прогнозирования выбрали часто исполь-
зуемую в статистике ошибку MAPE (mean absolute 

percentage error). Значения MAPE вычисляли для про-
межутка прогнозирования длиной 14 сут по формуле:

Результаты
Результаты проведенных вычислительных экспе-

риментов представлены в табл. S1‒S8, помещенных 
в Приложение. В табл. S1–S3 приведены прогнозы 
динамики процентных приростов общего количества 
заболевших в Санкт-Петербурге с начала эпидемии, 
построенные 8 и 22 апреля, 6 и 20 мая, 3 и 17 ию-
ня 2020 г. 

Средняя ошибка MAPE для прогноза общего коли-
чества заболевших, построенного 8 апреля 2020 г., рав-
на 5,15%, 22 апреля – 19,66%. Таким образом, точность 
прогнозов общего количества заболевших в апреле 
оказалась не очень высокой. Средняя ошибка MAPE 
для прогноза, построенного 6 мая 2020 г., равна 4,52% 
(рис. 1). Следует отметить, что июньские прогнозы, 
представленные в табл. S3, имеют уже более высокую 
точность, чем майские. Ошибка MAPE для прогноза, 
построенного 3 июня 2020 г., равна 3,17%, а для про-
гноза 17 июня – 0,77%.

Данные о некоторых прогнозах в осенне-зим-
ний период в Москве приведены в табл. S4 и S5. 
Ошибка MAPE для прогноза в Москве, построенно-
го 25 ноября 2020 г., равна 0,13%, построенного 9 де-
кабря – 0,13%. Ошибка MAPE для прогноза, постро-
енного 23 декабря 2020 г., равна 0,17%, а построенно-
го 6 января 2021 г. – 0,30% (рис. 2).

Как известно, количество активных случаев болез-
ни в любой день можно вычислить, вычитая из об-
щего числа заболевших общее число выздоровевших 
и умерших пациентов. Прогнозируемое количество 
активных случаев болезни вычисляли как разность 
между спрогнозированным общим числом заболев-
ших и спрогнозированным общим числом пациентов, 
завершивших болезнь. На рис. 3 и в табл. S6 пред-
ставлены прогнозные и фактические значения коли-
чества активных случаев болезни в Санкт-Петербурге 
в период прохождения пика эпидемии в мае 2020 г. 
В табл. S7 содержатся данные о прогнозах количе-
ства новых случаев заболевания и количества актив-
ных случаев в Москве с 24 декабря 2020 г. по 6 ян-
варя 2021 г. в период прохождения пиков эпидемии 
(рис. 4, 5). Жирным шрифтом в таблицах выделены 
максимальные значения фактических и прогнозируе-
мых величин активных случаев болезни в окрестно-
стях пиков эпидемии первой и второй волны.

Для того чтобы оценить возможность предсказания 
резкого роста заболеваемости при распространении 
штамма Delta в Москве в июне 2021 г., мы обрати-
лись к статистическим данным о динамике COVID-19 
за этот период. Резкий рост заболеваемости наблю-
дался с 8 по 15 июня. Мониторинг динамики процент-
ного прироста общего количества заболевших пока-
зал, что изменение тенденции устойчивого убывания 
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Таблица. Общее количество заболевших COVID-19 в Санкт-Петербурге в апреле–июне 2020 г.
Table. Total number of registered COVID-19 cases in St. Petersburg in April–June 2020

Дата
Date

Общее число заболевших, абс.
Total number of cases, abs. rinf(t), %

Дата
Date

Общее число заболевших, абс.
Total number of cases, abs. rinf(t), %

12.04.2020 557 14,14 21.05.2020 12 203 3,46
13.04.2020 678 21,72 22.05.2020 12 592 3,19
14.04.2020 799 17,85 23.05.2020 12 955 2,88
15.04.2020 929 16,27 24.05.2020 13 339 2,96
16.04.2020 1083 16,58 25.05.2020 13 713 2,80
17.04.2020 1507 39,15 26.05.2020 14 076 2,65
18.04.2020 1646 9,22 27.05.2020 14 463 2,75
19.04.2020 1760 6,93 28.05.2020 14 846 2,65
20.04.2020 1846 4,89 29.05.2020 15 215 2,49
21.04.2020 1973 6,88 30.05.2020 15 580 2,40
22.04.2020 2267 14,90 31.05.2020 15 949 2,37
23.04.2020 2458 8,43 01.06.2020 16 313 2,28
24.04.2020 2711 10,29 02.06.2020 16 689 2,30
25.04.2020 2926 7,93 03.06.2020 17 069 2,28
26.04.2020 3077 5,16 04.06.2020 17 444 2,20
27.04.2020 3238 5,23 05.06.2020 17 822 2,17
28.04.2020 3436 6,11 06.06.2020 18 169 1,95
29.04.2020 3726 8,44 07.06.2020 18 509 1,87
30.04.2020 4062 9,02 08.06.2020 18 835 1,76
01.05.2020 4411 8,59 09.06.2020 19 153 1,69
02.05.2020 4734 7,32 10.06.2020 19 466 1,63
03.05.2020 5029 6,23 11.06.2020 19 769 1,56
04.05.2020 5346 6,30 12.06.2020 20 043 1,39
05.05.2020 5572 4,23 13.06.2020 20 305 1,31
06.05.2020 5884 5,60 14.06.2020 20 561 1,26
07.05.2020 6190 5,20 15.06.2020 20 813 1,23
08.05.2020 6565 6,06 16.06.2020 21 047 1,12
09.05.2020 6990 6,47 17.06.2020 21 275 1,08
10.05.2020 7404 5,92 18.06.2020 21 506 1,09
11.05.2020 7711 4,15 19.06.2020 21 734 1,06
12.05.2020 8050 4,40 20.06.2020 21 966 1,07
13.05.2020 8485 5,40 21.06.2020 22 195 1,04
14.05.2020 8945 5,42 22.06.2020 22 412 0,98
15.05.2020 9486 6,05 23.06.2020 22 632 0,98
16.05.2020 10 011 5,53 24.06.2020 22 850 0,96
17.05.2020 10 462 4,51 25.06.2020 23 071 0,97
18.05.2020 10 887 4,06 26.06.2020 23 294 0,97
19.05.2020 11 340 4,16 27.06.2020 23 518 0,96
20.05.2020 11 795 4,01 28.06.2020 23 735 0,92

процентного прироста наблюдалось до 2 июня, затем 
его значение остановилось на 3 сут на отметке 0,24%, 
после чего процентный прирост начал возрастать. 
К 8 июня значение процентного прироста уже достиг-
ло уровня 0,32%. Такой быстрый подъем процентного 
прироста в течение 4 сут, по-нашему мнению, может 
свидетельствовать о возможном дальнейшем экспо-
ненциальном росте процентного прироста и числа но-
вых случаев заболевания. Ретроспективный прогноз, 

построенный 8 июня на 6 сут с использованием пред-
лагаемых нами методов, представлен в табл. S8 и на 
рис. 6. Он имеет ошибку MAPE для общего количе-
ства заболевших 0,06%, для новых случаев – 10,41%. 

Обсуждение
Как показали вычислительные эксперименты, 

в апреле 2020 г. динамика процентного прироста 
общего количества заболевших в Санкт-Петербур-
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ге была трудно предсказуема, однако построенные 
в мае–июне прогнозы оказались уже достаточно 
точны. Точность полученных ретроспективных про-
гнозов общего количества заболевших, построенных 
в мае, значительно возросла по сравнению с апрелем 
(табл. S2 и рис. 1). Это, по-нашему мнению, объяс-
няется тем, что выбранный метод прогнозирования 
прошел в апреле стадию обучения на текущих дан-
ных и после этого оказался адаптированным к ис-

пользованию для новых данных, полученных в мае. 
Из этого можно сделать вывод, что неопределенность 
в оценке будущей динамики развития эпидемиче-
ского процесса к началу мая значительно уменьши-
лась. Эффективность предложенного метода про-
гнозирования подтвердилась и при построении ре-
троспективных 2-недельных прогнозов в Москве  
(табл. S4 и S5, рис. 2). Следует отметить, что в пе-
риоды начала распространения более вирулентных 
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Рис. 2. Двухнедельные прогнозы общего количества заболев-
ших в Москве в декабре 2020 г.

Fig. 2. Two-week forecasts of the total number of cases in Moscow 
in December 2020.

Рис. 1. Двухнедельные прогнозы общего количества заболев-
ших в Санкт-Петербурге в мае 2020 г.

Fig. 1. Two-week forecasts of the total number of cases  
in St. Petersburg in May 2020.

Рис. 3. Прогноз количества активных случаев болезни в 
Санкт-Петербурге в мае–июне 2020 г.

Fig. 3. Forecast of the number of active cases in St. Petersburg in 
May–June 2020.

Рис. 4. Прогноз количества активных случаев болезни в Москве 
в декабре 2020 г.

Fig. 4. Forecast of the number of active cases in Moscow  
in December 2020.

Рис. 5. Прогноз новых случаев болезни в Москве в декабре 
2020 г.

Fig. 5. Forecast of new cases in Moscow in December 2020.

Рис. 6. Прогноз новых случаев при распространении штамма 
дельта в Москве в июне 2021 г.

Fig. 6. Forecast of new cases in during the spread of delta strain  
in Moscow in June 2021
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штаммов вируса и при введении жестких мер про-
тиводействия распространению эпидемии, точность 
работы предложенного в статье метода может быть 
ограничена. Такие ситуации требуют дополнитель-
ного изучения. В рамках настоящего исследования 
проводили вычислительные эксперименты по по-
строению 2-недельных ретроспективных прогнозов 
не только динамики общего количества заболевших, 
но также были построены прогнозы динамики числа 
ежедневных новых случаев заболевания, общего чис-
ла пациентов, завершивших болезнь, числа активных 
случаев болезни (текущего числа болеющих людей). 
Результаты прогнозирования продемонстрировали 
достаточно высокую точность полученных прогнозов. 
В качестве примеров в табл. S6 и S7 также приведены 
данные о прогнозах и фактических значениях коли-
чества активных случаев болезни в период прохожде-
ния пиков эпидемии в мае 2020 г. в Санкт-Петербурге 
(рис. 3) и в декабре 2020 г. в Москве (рис. 4). На этих 
рисунках видно, что спрогнозированные значения ко-
личества активных случаев при приближении к пику 
эпидемии отличаются незначительно от фактических 
значений. Ошибка MAPE прогнозирования активных 
случаев болезни в Москве на горизонте прогнозирова-
ния 25 декабря 2020 г. – 6 января 2021 г. равна 6,16%. 
В начальный период подъема заболеваемости фак-
тический максимальный уровень (10 619) болею-
щих в Санкт-Петербурге был зафиксирован 6 июня, 
а по прогнозу он составил 12 210 активных случаев 
болезни и был спрогнозирован на 2 июня. Макси-
мальное число новых случаев в период второго подъ-
ема заболеваемости в Москве было спрогнозировано 
на 25 декабря 2020 г. и составило 8237, а фактическое 
его значение (8203) было зафиксировано 24 декабря 
(рис. 5). Ошибка MAPE прогнозирования новых слу-
чаев в Москве на горизонте прогнозирования 25 дека-
бря 2020 г. – 6 января 2021 г. равна 15,12%.

Заключение
Анализ динамики ежедневного количества новых 

случаев заболевания COVID-19 показывает, что это 
изменение в ходе всей эпидемии имеет стохастиче-
ский характер, является трудно предсказуемым и, как 
следствие, создает значительную неопределенность 
в оценке будущих значений этого показателя и эво-
люции эпидемического процесса. Рассмотренный 
в работе метод прогнозирования будущих значений 
процентных приростов общего количества заболев-
ших и общего количества пациентов, завершивших 
болезнь, был проверен на статистических данных 
портала стопкронавирус.рф в период с марта 2020 г. 
по июнь 2021 г. Построенные в ходе вычислительных 
экспериментов и описанные в работе ретроспектив-
ные 2-недельные прогнозы общего количества забо-
левших в течение двух пиковых периодов эпидемии, 
когда нагрузка на систему здравоохранения была 
максимальной, продемонстрировали достаточно вы-
сокую точность. Точность полученных ретроспектив-
ных прогнозов общего количества заболевших, по-
строенных в мае, значительно возросла по сравнению 

с точностью апрельских прогнозов. Это, по-нашему 
мнению, свидетельствует о том, что выбранный ме-
тод прогнозирования динамики процентного приро-
ста общего количества заболевших прошел в апреле 
стадию обучения на текущих данных и после этого 
оказался адаптированным к использованию для но-
вых данных, полученных, начиная с мая 2020 г. При-
менение предлагаемого в работе метода прогнози-
рования также оказалось достаточно эффективным 
и при прогнозировании динамики активных случаев 
болезни и новых случаев в окрестности пиков эпиде-
мии первой и второй волны. 
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Резюме
Введение. Омская геморрагическая лихорадка (ОГЛ) ‒ тяжелое заболевание, выявленное в России в 1940-х гг.  
в Западной Сибири. Вызывается вирусом ОГЛ, относящимся к роду Orthoflavivirus.
Цель работы. Анализ изменений в геноме, связанных с изоляцией штаммов вируса ОГЛ, на лабораторных 
животных (белых мышах).
Материалы и методы. Использованы полногеномные нуклеотидные последовательности штаммов виру-
са ОГЛ из рабочей коллекции лаборатории арбовирусных инфекций отдела ПОВИ ФБУН «Омский НИИ 
природно-очаговых инфекций» Роспотребнадзора, а также последовательности из GenBank. Оценку из-
менений в геноме вируса ОГЛ осуществляли при помощи методов дискриминантного анализа, анализируя 
состав и локализацию появляющихся точечных замен в последовательностях вирусной РНК, полученных 
при адаптации вирусов к организму мыши в результате пассирования. Связанные нуклеотидные замены 
выявляли при вычислении взаимной информации для каждой пары столбцов в массиве выровненных ну-
клеотидных последовательностей. При филогенетическом анализе применяли алгоритм нестрогих (ослаб-
ленных) часов программы BEAST. 
Результаты. Показано, что точечные замены в случае пассирования в организме мыши возникают во всех 
частях генома вирусов ОГЛ. Причем многие из них входят в схему связанных замен, выявленную в геноме 
ОГЛ. Дискриминантный анализ различий в точечных нуклеотидных заменах для групп, объединяющих по-
следовательности по числу пассажей, не позволяет надежно разделять последовательности, полученные 
из первичного материала (мозга ондатры), и последовательности первых пассажей, но хорошо распознает 
последовательности, прошедшие 7 и более пассажей, что предполагает возможность адаптивного отбо-
ра нуклеотидных замен при взаимодействии с организмом лабораторного хозяина ‒ белой мыши. Расчет 
средней скорости возникновения замен на сайт в год без учета возникновения адаптационных и связанных 
замен дает значение 10−5, что почти на порядок отличается от результата, учитывающего их наличие ‒ 10−4.
Заключение. Изменения в нуклеотидных последовательностях ОГЛ, которые возникают при лабораторных 
практиках сохранения вируса, могут влиять на определяемые значения скорости эволюции при анализе 
этих последовательностей и требуют дальнейшего изучения. 

Ключевые слова: вирус омской геморрагической лихорадки; адаптация вируса ОГЛ к организму мыши; 
дискриминантный анализ; связанные нуклеотидные замены; скорость возникновения 
замен; филогенетический анализ.
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Abstract
Introduction. Omsk hemorrhagic fever (OHF) is a severe disease identified in the 1940s in Western Siberia, 
Russia. Disease is caused by the OHF virus, which belongs to the genus Orthoflavivirus.
The purpose of the work. Analysis of changes in the genome associated with the isolation of OHF virus strains 
in laboratory animals (Mus musculus).
Materials and methods.  Whole-genome nucleotide sequences of OHF virus strains from the working collection 
of the laboratory of arboviral infections of the department of natural focal viral infections of the Omsk Research 
Institute of Natural Focal Infections of Rospotrebnadzor were used in the study, as well as sequences from 
GenBank. Assessment of adaptive changes in the genome of the OHF virus was carried out using discriminant 
analysis methods, analyzing the composition and localization of emerging substitutions in viral RNA sequences 
obtained during the adaptation of viruses to the mouse organism as a result of passaging. Linked nucleotide 
substitutions were identified by calculating the mutual information for each pair of columns in the array of aligned 
nucleotide sequences. In the phylogenetic analysis, the relaxed clock algorithm of the BEAST program was used.
Results. It has been shown that point substitutions during adaptation of OHF viruses to the mouse organism occur 
in all parts of the genome. Many of these substitutions are included in the pattern of linked substitutions identified in 
the genome of the OHF virus. Discriminant analysis of differences in nucleotide substitutions for groups combining 
sequences by the number of passages does not allow reliable discrimination between original sequences obtained 
from muskrat and sequences from first passages, but it recognizes well sequences from 7 or more passages, 
which suggests the possibility of adaptive selection of nucleotide substitutions when interacting with the body of 
a white mouse. Calculation of the average rate of substitutions per site per year without taking into account the 
occurrence of adaptive and related substitutions gives a value of 10−5, which is almost an order of magnitude 
different from the result when their presence is taken into account ‒ 10−4.
Conclusion. Changes in the nucleotide sequences of OHF that occur during laboratory virus preservation practices 
may influence the evolutionary rate values   determined when analyzing these sequences and require further study.

Keywords: Omsk hemorrhagic fever virus; OHF virus adaptation to the mouse organism; discriminant analysis; 
linked nucleotide substitutions; rate of substitutions occurrence; phylogenetic analysis.
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Введение

Омская геморрагическая лихорадка (ОГЛ) ‒ тяже-
лое заболевание, выявленное в России в 1940-х гг.  
в Западной Сибири [1]. Вызывается вирусом ОГЛ, 
относящимся к роду Orthoflavivirus (семейство 
Flaviviridae). В период эпизоотических вспышек в по-
пуляциях интродуцированного вида – ондатры (On-
datra zibethicus) ‒ вирус ОГЛ был выявлен более чем 
у 30 видов теплокровных животных. Источником ин-
фекции для человека являются ондатра и иксодовые 

клещи (во все периоды эпидемической активности 
природных очагов ОГЛ преобладал нетрансмиссив-
ный путь заражения, в том числе и в первый период 
регистрации активности вируса в 40–50-х гг. XX ве-
ка). В эволюционной истории ОГЛ остаются вопросы. 
В частности, оценка даты происхождения и последу-
ющей дивергенции вируса ОГЛ имеет противоречи-
вый характер. Так, время возникновения вируса оце-
нивается по-разному – от 4,5 тыс. лет [2] до 50 лет [3]. 
Ранее [4] время происхождения вируса ОГЛ было 
отнесено к XIV веку, а периоды дивергенции виру-



511

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(6)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-266

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

са – к XVII, XIX и началу XX вв. Такой разброс этого 
показателя связан, прежде всего, с отсутствием воз-
можности адекватного оценивания скорости накопле-
ния мутаций, в связи с чем вводятся искусственные 
условия, определяемые, как правило, точкой зрения 
автора. 

При отсутствии возможности сравнения с предко-
выми формами, представляется целесообразным из-
учить и определить мутационные изменения в гено-
ме, связанные с адаптацией вируса к разным систе-
мам (позвоночные – членистоногие, разные группы 
хозяев из числа позвоночных), и мутации, не связан-
ные с адаптацией к разным организмам. В частности, 
нами предпринята попытка оценить изменения в ге-
номе, связанные с изоляцией штаммов вируса на ла-
бораторных животных (белых мышах). Предполагая 
ревертивный характер этих мутаций, мы попытались 
оценить сроки происхождения и дивергенции вируса 
ОГЛ на основании исключения из анализа мутаций 
этого типа, а также связанных с данными мутация-
ми изменений в других областях генома. О наличии 
связанных замен в геноме ортофлавивирусов сообща-
лось ранее [5].

В настоящее время влияние различных ортофла-
вивирусов на организмы специфичных и случайных 
хозяев, и в частности, на клетки хозяина, изучено 
достаточно хорошо [6, 7]. Подобные исследования 
проводились как на лабораторных животных, так 
и в культурах клеток [6, 8]. Однако об особенностях 
адаптации большинства ортофлавивирусов к их ре-
зервуарным хозяевам известно намного меньше и со-
всем мало информации о влиянии на вирус его слу-
чайных хозяев. При взаимодействии флавивирусов  
с клетками инфицированного животного происходят 
многочисленные изменения в геноме вируса, которые 
могут затрагивать как кодирующую, так и некодиру-
ющую части генома [9‒13]. 

Цель работы ‒ анализ изменений в геноме, связан-
ных с изоляцией штаммов вируса ОГЛ, на лаборатор-
ных животных (белых мышах).

Материалы и методы
Для первоначального изучения возможного вли-

яния организма мыши на геном вируса ОГЛ прово-
дили анализ нуклеотидных последовательностей 
вируса ОГЛ, полученных от инфицированных он-
датр в 2007 г. в первичном материале от O. zibethicus 
(мозг – 3 последовательности); от инфицированных 
белых мышей (Mus musculus) при первичном зараже-
нии (мозг – 7; урина ‒ 1) и после первого (мозг – 9; ури-
на – 1) и второго пассажей (мозг – 4) в процессе изо-
ляции штаммов вируса ОГЛ (в табл. 1 эти последо-
вательности представлены под номерами 22–46). 
Таким образом, оценку изменений в геноме вируса 
осуществляли на основе анализа состава и локали-
зации в геноме вируса точечных мутаций в серии 
последовательностей, полученных из первичного ма-
териала от ондатр и (или) при изоляции возбудителя 
на этапах первичного заражения, первого и второго 
пассажей из органов, крови и (или) урины лаборатор-

ных животных (новорожденные белые мыши). После 
этого проводили расширенный анализ нуклеотидных 
замен с привлечением полноразмерных последова-
тельностей вирусов ОГЛ, полученных в другие годы 
(табл. 1), для выявления возможной связи мутаций, 
возникающих при взаимодействии с организмом мы-
ши, с типичной локализацией наиболее частых замен 
или наличием связанных замен в геноме ОГЛ. 

Всего в исследовании были использованы нуклео-
тидные последовательности геномов штаммов вируса 
ОГЛ (полногеномные последовательности 62 штам-
мов) из рабочей коллекции лаборатории арбовирус-
ных инфекций отдела ПОВИ ФБУН «Омский НИИ 
природно-очаговых инфекций» Роспотребнадзора 
(табл. 1). Рабочая коллекция включает штаммы пе-
риодов эпидемической и эпизоотической активности 
природных очагов ОГЛ и межэпидемических пери-
одов, начиная с 1946 г., когда вирус был описан как 
самостоятельная нозологическая форма [14]. Штам-
мы вируса были изолированы в Новосибирской, Ом-
ской и Курганской областях от разных источников 
возбудителя. Кроме штамма «Боголюбовка» (Bogol-
ubovka), остальные штаммы были изолированы со-
трудниками института в разные периоды времени. 
В анализе также использовали 9 последовательностей 
вируса ОГЛ, имеющих свободный доступ в GenBank 
(в скобках – обозначение на рисунках): AB507800 
(HS_B_Guriev _AB507800_O_1948), OP037815 
(HS_B_Guriev_OP037815_O_1948), MW847419 
(Oz_Nikitina_ MW847419), MT350781 (Nikitina_ 
MT350781), AY193805 (t_Bogoluvovska_ AY193805), 
NC_005062 (t_Bogoluvovska_NC_005062), AY438626 
(Hs_B_Kubrin_1947), AY323489 (Bogolubovka), 
OP292291(OZ_MO-1007_O_2004).

Из 62 полноразмерных последовательностей ви-
руса ОГЛ (табл. 1) 3 были взяты из мозга ондатр, 
погибших во время эпизоотии (декабрь 2007 г., Ом-
ская область, Тюкалинский – Крутинский районы, 
оз. Салтаим-Тенис). Остальные представляют собой 
РНК вируса из мозга или урины (один образец) белых 
мышей, полученную при изоляции штаммов вируса 
методом биопробы в разные периоды эпидемической 
и эпизоотической активности природных очагов ОГЛ. 
Источник, время и место изоляции штаммов отраже-
ны в табл. 1.

Изоляцию вируса проводили на сосунках (2‒3 сут 
от рождения) беспородных белых мышей, путем ин-
трацеребрального заражения 10% суспензией пер-
вичного материала (органов, крови и (или) урины 
павших ондатр) или (в дальнейшем, при проведении 
пассажей, мозга белых мышей с клиническими при-
знаками заболевания). В качестве источника РНК ви-
руса ОГЛ использовали 10% суспензию мозга ондатр 
(первичный материал) или (и) сосунков белых мышей 
с клиническими признаками заболевания от первич-
ного заражения (0 пассаж) и последующих пассажей. 

Образцы органов для выделения РНК гомогенизи-
ровались и представляли собой суспензию на среде 
199, образцы урины не подвергали предварительной 
обработке. Выделение РНК проводили из 130 мкл су-
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Таблица 1. Происхождение анализируемых последовательностей
Table 1. Origin of analyzed sequences

№ Код доступа | Accession number
(VGARus и GenBank)

Обозначение на схемах
Designation in figures

Год извлечения
Year of isolation

Лабораторный хозяин (пассаж, орган)
Laboratory host (passage, organ)

1. onii004151 Oz-41_Br_9724_O_2000 2000 Mus musculus (2, мозг | brain)

2. onii004143 Oz-2_Br_10371_O_2001 2001 Mus musculus (0, мозг | brain)

3. onii004170 t-Balangul_O_1955 1955 Mus musculus (‒, мозг | brain)

4. onii004156 Mr-506_Br_11400_O_2003 2003 Mus musculus (4, мозг | brain)

5. onii004155 Oz_S20-10530_O_2000 2000 Mus musculus (5, мозг | brain)

6. onii004167 Hs_Bl-4-4710_N_1991 1991 Mus musculus (1, мозг | brain)

7. onii004148 Oz-32_Kd_10797_N_1991 1991 Mus musculus (1, мозг | brain)

8. onii004146 Oz-31_Kd_10866_N_1991 1991 Mus musculus (3, мозг | brain)

9. onii004171 Oz-40_Br_9725_O_1999 1999 Mus musculus (2, мозг | brain)

10. onii004152 Oz-58_Br_10469_O_2001 2001 Mus musculus (1, мозг | brain)

11. onii004150 Oz-39_Br_9723_O_2000 2000 Mus musculus (2, мозг | brain)

12. onii004169 t_Krutinkа_O_1973 1973 Mus musculus (‒, мозг | brain)

13. onii004168 Hs_B_Goloshubinа_O_1948 1948 Mus musculus (‒, мозг | brain)

14. onii004153 Oz-351-Ur-11707_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

15. onii004144 Oz-3_Br_10360_O_2001 2001 Mus musculus (0, мозг | brain)

16. onii004149 Oz-37_Br_9721 2000 Mus musculus (2, мозг | brain)

17. onii004154 Oz_Br_8341_Kurgan_K_1972 1972 Mus musculus (‒, мозг | brain)

18. onii004141 Mo-1003_Br_5857-58_N_1991 1991 Mus musculus (3, мозг | brain)

19. onii004142 AS_G-26_5143_N_1991 1991 Mus musculus (2, мозг | brain)

20. onii004147 Oz_Br-32-2106_N_1989 1989 Mus musculus (0, мозг | brain)

21. onii004145 Oz-29_Br_2101_N_1991 1991 Mus musculus (0, мозг | brain)

22. OL689381 Oz_Bl-351/11704_O_2007 2007 Mus musculus (1, урина | urine)

23. OL689372 Oz_Bl-352/13981_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

24. OL689373 Oz_Br-352/11656_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

25. OL689383 Oz_Br-352/352_O_2007 2007 Первичный материал | Primary sample

26. OL689379 Oz_Br-353-0/11661_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

27. OL689380 Oz_Br-353-1/13973_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

28. OL689378 Oz_Ur-353/13965_O_2007 2007 Mus musculus (3, мозг | brain)

29. OL689387 Oz_Br-354/354_O_2007 2007 Первичный материал | Primary sample

30. OL689388 Oz_Br-354/11662_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

31. OL689366 Oz_Br-356-1/13959_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

32. OL689367 Oz_Br-356-2/13971_O_2007 2007 Mus musculus (2, мозг | brain)

33. OL689376 Oz_Br-356-1/13969_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

34. OL689377 Oz_Br-356-2/13964_O_2007 2007 Mus musculus (2, мозг | brain)

35. OL689368 Oz_Br-356-0/13957_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

36. OL689374 Oz_Ur-356-0/13977_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

37. OL689375 Oz_Ur-356-1/13980_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

38. OL689365 Oz_Liv-356-1/13955_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

39. OL689364 Oz_Liv-356-0/13967_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

40. OL689386 Oz_Ur-359/13965_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

41. OL689384 Oz_Br-361/361_O_2007 2007 Первичный материал | Primary sample

42. OL689385 Oz_Br-361/13948_O_2007 2007 Mus musculus (2, мозг | brain)

Продолжение табл. 1 см. на стр.  513.
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спензии и полного объема урины на колонках Qiagen 
QIAamp Viral RNA Mini (Qiagen, Нидерланды). Далее 
проводили полногеномную амплификацию с «Био-
Мастер ОТ-ПЦР-Премиум (2Ч)» (Биолабмикс, Но-
восибирск) по протоколу 45° ‒ 30 мин; 93° ‒ 5 мин; 
93° ‒ 10 с, 56° ‒ 30 с, 68° ‒ 2 мин 30 сек (45 циклов); 
68° ‒ 7 мин. Последовательности использованных 
праймеров указаны в таблице S1, находящейся в до-
полнительном файле. 

Для проведения амплификации праймеры были 
сгруппированы в два пула ‒ пары 1, 3, 5, 7, 9, 11 и па-
ры 2, 4, 6, 8, 10, 12. В реакцию брали 5 мкл выделенной 
РНК, 2,5 мкл пула праймеров в концентрации 10 пмоль/
мкл и 17,5 мкл ОТ-ПЦР смеси. Результаты оценивали 
по кривой плавления с SYBR Green и, дополнительно, 
методом электрофореза в агарозном геле. 

Для пробоподготовки к секвенированию Oxford 
Nanopore использовали наборы реагентов Ligation 

Sequencing kit 1D (SQK-LSK109) и Native Barcoding 
Expansion 1-96 (EXP-NBD196) (Oxford Nanopore 
Technologies, Великобритания). Секвенирование про-
водили на приборе Oxford Nanopore MinION c про-
точной ячейкой R9.4.1 (Oxford Nanopore Technologies, 
Великобритания) согласно рекомендациям произво-
дителя.

 Подготовку библиотек для секвенирования 
Illumina осуществляли с использованием набо-
ра реагентов Illumina DNA Prep и IDT for Illumina 
DNA UD Indexes (Illumina, США). Секвенирование 
проводили на приборе Illumina MiSeq (Illumina, 
США) с использованием набора MiSeq Reagent Kit 
v3 600-cycle (Illumina, США) согласно инструкции 
производителя. Для получения сборки консенсусных 
последовательностей из данных секвенирования 
Illumina использовали программы BWA-MEM [15],  
SAMtools [16] и iVar [17]. 

№ Код доступа | Accession number
(VGARus и GenBank)

Обозначение на схемах
Designation in figures

Год извлечения
Year of isolation

Лабораторный хозяин (пассаж, орган)
Laboratory host (passage, organ)

43. OL689370 Oz_Liv-362/13943_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

44. OL689371 Oz_Liv-362/13952_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

45. OL689369 Oz_Kid-362/13944_O_2007 2007 Mus musculus (1, мозг | brain)

46. OL689382 Oz_Ur-353/13977_O_2007 2007 Mus musculus (0, мозг | brain)

47. MT354615 Oz_P-15/2213_N_1990 1990 Mus musculus (1, мозг | brain)

48. MT354618 Oz_M-19/5099_N_1991 1991 Mus musculus (5, мозг | brain)

49. MT354622 Oz_B-41/9687_O_2000 2000 Mus musculus (1, мозг | brain)

50. MT354623 Oz_B-37/9866_O_1999 1999 Mus musculus (1, мозг | brain)

51. MT354624 Oz_B-30/10146_N_1990 1990 Mus musculus (1, мозг | brain)

52. MT354626 Mo_pr.1007/10817_N_1991 1991 Mus musculus (4, мозг | brain)

53. MT354627 Oz_362Bl/362Bl_O_2007 2007 Первичный материал | Primary sample 

54. MT354628 Oz_42M/9722_O_1999 1999 Mus musculus (2, мозг | brain)

55. MT354629 Oz_17N/11153_O_2002 2002 Mus musculus (7, мозг | brain)

56. MT354620 m_G17/10783_N_1991 1991 Mus musculus (1, мозг | brain)

57. MT354621 Oz_Veselov-
ka-753/11084_N_1963

1963 Mus musculus (‒, мозг | brain)

58. MT354625 Oz_Br-1/10186_K_1992 1992 Mus musculus (3, мозг | brain)

59. MT354616 OZ-97/11285_O_2004 2004 Mus musculus (0, мозг | brain)

60. MT354617 OZ-96/11293_O_2004 2004 Mus musculus (0, мозг | brain)

61. MT354619 t_Kabyrdak-39/10944_O_1962 1962 Mus musculus (‒, мозг | brain)

62. MT354614 t_Bogolubovka/1048_O_1948 1948 Mus musculus (‒, мозг | brain)

Примечание. В таблице представлены обозначения (3-й столбец), использующиеся при построении деревьев. В начале обозначения содер-
жится указание на организм из которого получен вирус: OZ ‒ Ondatra zibethicus, HS ‒ Homo sapiens, AS ‒ Aedes subdiversus, MO ‒ Microtus 
oeconomus, t ‒ клещи, m ‒ комар; далее, если есть информация, указан орган из которого произошло извлечение биоматериала: Bl ‒ кровь, 
Br ‒ мозг, Liv ‒ печень, Kid ‒ почки, Ur ‒ урина; следующим идет буквенно-цифровое обозначение изолята; обозначение области, где был 
получен вирус: N ‒ Новосибирская, O ‒ Омская, К ‒ Курганская; год получения первичного материала, из которого получены штаммы вируса 
или вирусная РНК. Коды доступа последовательностей, размещенных на платформе VGARus (https://www.crie.ru/about/aggregation/vgarus.
php), расположены в строках таблицы под номерами с 1 по 21; в строках таблицы под номерами с 22 по 62 расположены коды доступа после-
довательностей, размещенных в GenBank.
Note. The table presents the names (3rd column) used in constructing trees. The name begins with an indication of the organism from which the virus 
was isolated: OZ ‒ Ondatra zibethicus, HS ‒ Homo sapiens, AS ‒ Aedes subdiversus, MO ‒ Microtus oeconomus, t ‒ ticks, m ‒ mosquito; then, if 
information is available, the organ from which the biomaterial was extracted is indicated: Bl ‒ blood, Br ‒ brain, Liv ‒ liver, Kid ‒ kidneys, Ur ‒ urine; 
next comes the alphanumeric name of the isolate; the name of the region where the virus was isolated: N ‒ Novosibirsk, O ‒ Omsk, K ‒ Kurgan; the 
year of receipt of the primary material from which the virus strains or viral RNA were obtained. Access codes for sequences placed on the VGARus 
platform (https://www.crie.ru/about/aggregation/vgarus.php) are located in the table rows under numbers 1 through 21; access codes for sequences 
placed in GenBank are located in the table rows under numbers 22 through 62.
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Для получения консенсусных последовательностей 
из данных секвенирования Oxford Nanopore применя-
ли программы Minimap2 [18], SAMtools, iVar, Medaka 
[https://github.com/nanoporetech/medaka] и BCFtools [19]. 
Полученные консенсусные последовательности были 
депонированы в международной базе данных NCBI 
GenBank с кодами доступа, приведенными в табл. 1.

Полученные полноразмерные нуклеотидные после-
довательности ОГЛ выравнивали с использованием 
программы Clustal, с помощью которой было рассчи-
тано филогенетическое дерево (метод BOOTSTRAP 
N-J TREE). Для построения дерева была добавлена 
нуклеотидная последовательность вируса клещевого 
энцефалита (ВКЭ) сибирского подтипа с кодом досту-
па JN003209 (Irkutsk-12). 

Далее в выравнивании определяли координаты 
столбцов, в которых регистрировалось наличие за-
мен. Содержимое этих столбцов анализировали при 
помощи методов дискриминантного анализа как зна-
чения категориальных переменных, а каждую после-
довательность рассматривали как объект, который 
описывается этими категориальными переменными 
(тип нуклеотидов). Дискриминантный анализ позво-
ляет изучать различия между несколькими группами 
объектов (в нашем случае между группами нуклео-
тидных последовательностей) по значениям число-
вых или нечисловых переменных, описывающих 
объекты (в нашем случае значения каждой нечисло-
вой переменной соответствуют типам нуклеотидов 
в столбце выровненных последовательностей) [20], 
а также интерпретировать межгрупповые различия 
и определять вклад каждой переменной при класси-
фикации объектов. После проведения анализа строи-
ли диаграммы рассеяния значений дискриминантных 
функций, рассчитанных для каждой кодирующей по-
следовательности ОГЛ. По оси абсцисс на диаграм-
мах рассеяния отложены значения дискриминантной 
функции f1, по оси ординат ‒ f2 для каждой после-
довательности, представленной точкой на этих диа-
граммах. Анализ проводили с помощью модуля «Об-
щие модели дискриминантного анализа» (general 
discriminant analysis) программы Statistica 6.0.

Столбцы, в которых регистрировалось наличие за-
мен, т.е. наличие различающихся нуклеотидов в од-
ном и том же столбце в массиве выровненных после-
довательностей, также сравнивали между собой для 
выявления наличия связанных замен при помощи 
подсчета взаимной информации для каждой пары 
столбцов [21]. 

Координаты, соответствующие выявленным свя-
занным заменам, сравнивали с координатами замен, 
важных для межгрупповых различий, которые были 
выявлены при проведении дискриминантного ана-
лиза. Полученную схему сопоставляли с известны-
ми описаниями замен из доступных литературных 
источников, возникающих при адаптации ВКЭ к раз-
ным хозяевам и тканям.

При дальнейшем проведении филогенетического 
анализа применяли алгоритм нестрогих (ослаблен-
ных) часов (relaxed molecular clock/uncorrelated log-

normal) программы BEAST и программы MCMC Tree 
в пакете PAML [22], использующих байесовские ме-
тоды для оценки времени дивергенции. 

При оценке скорости возникновения мутаций со-
здавали 30 выборок, в каждой из которых осущест-
вляли 20 млн реализаций цепи Маркова, с шагом 
в 1000 эти деревья записывали в лог-файл, из рассмо-
трения исключали первые 10% генерируемых деревь-
ев (параметр «burn in percentage»), а также шел отбор 
деревьев при помощи «marginal likelihood estimators». 
Отобранные эволюционные деревья максимальной 
достоверности клады суммировали с помощью под-
программы TreeAnnotator v. 2.7.6. По полученному 
дереву вычисляли итоговые оценки скорости возник-
новения мутаций.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию ла-
бораторных животных в соответствии с Consensus author 
guidelines for animal use (IAVES 23.07.2010). Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом организа-
ции ФБУН «Омский НИИ природно-очаговых инфек-
ций» Роспотребнадзора (Протокол № 5 от 10.11.2021).

Результаты
Филогенетический анализ

Сравнение полноразмерных нуклеотидных по-
следовательностей ОГЛ показывает разделение их 
на 3 основных подтипа (рис. 1), различие которых 
друг от друга находится в пределах 10‒11% и соот-
ветствует данным, полученным ранее по меньшим 
выборкам или гену Е [4, 23, 24].

При этом не наблюдали явной связи между количе-
ством различающихся нуклеотидов в последователь-
ностях и годом или местом их извлечения, что затруд-
няет получение эволюционной временно́й шкалы для 
вируса ОГЛ. Кроме того, по дереву на рис. 1 нельзя 
однозначно утверждать, что наличие этих разли-
чий связано с адаптацией к организму того хозяина, 
из которого был извлечен биоматериал, возможно из-
за недостаточного количества последовательностей, 
полученных не от O. zibethicus. Отличия всех подти-
пов от ближайшего вида ортофлавивирусов (ВКЭ) со-
ставляет 20%.

Анализ замен, наблюдаемых в последовательностях 
вирусной РНК, полученной из первичного материала 

от Ondatra zibethicus
Нуклеотидные последовательности OL689387, 

OL689384, OL689383 получены из первичного ма-
териала (мозг ондатр, погибших во время эпизоо-
тии в декабре 2007 г.). Их нуклеотидные последо-
вательности различались незначительно: OL689383 
и OL689387 – 5 замен, OL689384 и OL689387 – 41 за-
мена, OL689383 и OL689384 – 42 замены. Синони-
мичные и несинонимичные замены локализовались 
в разных частях генома и во всех генах, кодирую-
щих вирусные белки. Число аминокислотных за-
мен при сравнении: OL689383 и OL689387 – 1 за-
мена, OL689384 и OL689387 – 13 замен, OL689383 
и OL689384 – 14 замен.
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К сожалению, не удалось отследить непрерывную 
цепочку изменений, которые могут возникать при 
пассировании вирусов от первичного материала 
к последующим пассажам, т.к. отсутствовали либо 
последовательности из первичного материала, ли-
бо из первичного заражения, либо определенные 
пассажи. 

В связи с этим было проведено сравнение количе-
ства различий в последовательностях, полученных 
из первичного материала, и имеющихся последо-
вательностей, полученных из организма мыши по-
сле их заражения, от этого первичного материала. 
При этом было обнаружено, что пассирование виру-
са в организме мыши может приводить к некоторому 
уменьшению числа различий между пассированны-
ми последовательностями по сравнению с последо-
вательностями из первичного материала, от которых 
они были получены (рис. 2).

Замены, которые возникли при пассировании в ор-
ганизме мыши у вирусов Oz_Br-354/11661_O_2007 
и Oz_Br-352/11656_O_2007, являются синонимичны-
ми и возникли в сайтах с номерами (5814, 6208, 9201) 
и (894, 7341, 9477) соответственно.

У вируса Oz_Br-361/13948_O_2007 замены оказа-
лись несинонимичными и расположены в сайтах с но-
мерами 9478 и 9482.

Общий анализ замен, возникающих при пассировании 
в организме мыши

Оценку изменений в геноме вируса ОГЛ осущест-
вляли, анализируя состав и локализацию появляющих-
ся точечных замен в вирусной РНК последовательно-
стей, полученных при адаптации вирусов к организму 
мыши (в табл. 1 номера 22‒46). В результате было по-
казано, что точечные замены возникают во всех частях 
генома: в генах, кодирующих как структурные, так 
и неструктурные белки. Всего было выявлено 253 сай-
та, в которых возникли мутации. Большинство этих 
мутаций являлись синонимичными, только 41 сайт 
из 253 содержал несинонимичные мутации (табл. 2). 

Для проверки предположения о возможном влиянии 
процесса адаптации генома вируса ОГЛ к организму 
хозяина был проведен дискриминантный анализ для 
полученных 25 полноразмерных нуклеотидных после-
довательностей мРНК ОГЛ (в табл. 1 номера 22‒46). 

Дискриминантный анализ различий в точечных ну-
клеотидных заменах для групп, объединяющих после-
довательности по типу органов, из которых они бы-
ли получены от ондатр (1-я группа – почки и урина,  
2-я группа ‒ мозг, 3-я группа – кровь), не показал зна-
чимых различий между ними.

Проведенный дискриминантный анализ точечных за-
мен при разбиении всех последовательностей на 3 груп-

Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное по кодирующей части нуклеотидной последовательности вирусов ОГЛ. 
В узлах указаны значения бутстреп-поддержки. Указана принадлежность последовательностей к основным подтипам вируса ОГЛ: OHFV-1, OHFV-2, 

OHFV-3.
Fig. 1. Phylogenetic tree constructed based on the coding part of the nucleotide sequence of OHF viruses. Bootstrap values are indicated  

for tree nodes. 
The sequences belong to the main subtypes of the OHF virus: OHFV-1, OHFV-2, OHFV-3.
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Рис. 2. Количество различающихся нуклеотидов при сравнении кодирующих последовательностей вирусов ОГЛ. 
Количество различающихся нуклеотидов указано на стрелках схемы.

Fig. 2. The number of different nucleotides when comparing the coding sequences of OHF viruses. 
The number of different nucleotides is indicated on the arrows in the diagram.

пы (0 ‒ последовательности, полученные из первичного 
материала от ондатры и после первичного заражения 
мыши (0 пассаж); 1п ‒ после первого пассажа в орга-
низме белой мыши; 2п ‒ после второго пассажа в орга-
низме белой мыши) выявил значимые отличия (уровень 
значимости p ≤ 15%), между последовательностями, 

полученными от ондатры, и последовательностями вто-
рого пассажа на белой мыши из этих же линий (рис. 3). 
При этом качество дискриминации довольно низкое 
и допускает случаи неправильной классификации по-
следовательностей, т.к. отдельные последовательности 
далеко отстоят от центроидов своих групп и попада-

Рис. 3. Диаграмма рассеяния для нуклеотидных последовательностей мРНК вируса ОГЛ в пространстве первой (f1) и второй (f2) 
дискриминантных функций

0 ‒ последовательности, полученные из первичного материала от ондатры и после первичного заражения мыши (0 пассаж); 1п ‒ последовательности 
первого пассажа в организме белой мыши; 2п ‒ последовательности второго пассажа в организме белой мыши. 

Fig. 3. Scatterplot for mRNA nucleotide sequences of the OHF viruses in space, where the coordinates along the horizontal axis are the val-
ues of the discriminant function f1, and along the vertical axis the values of the discriminant function f2, calculated for each viral nucleotide 

sequence.
0 ‒ sequences obtained from muskrat and sequences of the 0 passage in the body of a white mouse; 1п ‒sequences of the first passage in the body of a white 

mouse; 2п ‒sequences of the second passage in the body of a white mouse.
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ют в область перекрывания всех трех групп, что соот-
ветствует случаю ошибочной классификации (рис. 3). 
Как видно на рис. 3, главный вклад в дискриминацию 
вносит функция f1, использование функции f2 не дало 
значимых результатов. В этой связи были рассмотрены 
также различия двух составных групп: в 1-й группе объ-
единены последовательности, полученные из первично-
го материала (мозг павших от ОГЛ ондатр) и из мозга 
зараженных белых мышей при первичном заражении; 
во 2-й группе ‒ последовательности из мозга заражен-

ных белых мышей на первом и втором пассажах в про-
цессе изоляции штаммов вируса. В этом случае дис-
криминация заметно улучшается (уровень значимости 
p ≤ 5%) и число случаев неправильной классификации 
последовательностей становится меньше.

Для проверки предположения о влиянии количества 
пассажей на возникновение изменений в геноме ОГЛ был 
проведен дополнительный анализ всех нуклеотидных 
последовательностей ОГЛ, для которых имелись дан-
ные о количестве пассажей (табл. 1). Для последователь-

Таблица 2. Сайты, в которых возникли мутации (значения координат отложены от первого нуклеотида выровненных кодирующих последо-
вательностей вирусов)
Table 2. Sites where mutations occurred (coordinate values are plotted from the first nucleotide of the aligned viral coding sequences)

Ген
Gene

Координата
Coordinate

Нуклеотидная замена
Nucleotide substitution

Аминокислотная замена
Amino acid substitution

M 617 С↔T S↔L
761 C↔T T↔I

Е 894 C↔T ‒
1657 T↔C ‒
2145 G↔A ‒
2298 A↔G ‒

NS1 2457 C↔T ‒
2544 A↔C ‒
3046 T↔G S↔A

NS2a 3546 T↔G H↔Q
3690 A↔G ‒

NS2b 4257 T↔C ‒
4485 T↔C ‒

NS3 5118 T↔C ‒
5814 T↔C ‒
5816 C↔G T↔R
5946 T↔A ‒
6208 T↔C ‒

NS4b 7341 C↔T ‒
Полимераза
Polymerase 

8148 G↔A ‒
8379 T↔C ‒
8388 C↔G ‒
8695 T↔C C↔R
8823 A↔T ‒
8890 C↔T H↔Y
9106 T↔C ‒
9201 C↔T ‒
9477 A↔G ‒
9486 A↔C Q↔H
9786 G↔A ‒
10027 A↔G S↔G
10110 A↔G ‒
10125 T↔C ‒
10240 T↔C ‒

Примечание. Указаны сайты, в которых у 4 и более последовательностей возникли мутации при адаптации к организму мыши. В колонке 
«аминокислотная замена» ставится прочерк, если замена является синонимичной. Подчеркиванием выделены сайты, которые задействованы 
в схеме связанных нуклеотидных замен. Координаты сайтов задавались от первого нуклеотида кодирующей последовательности с кодом 
доступа OL689365 в GenBank. Тип замен в столбцах «нуклеотидная замена» и «аминокислотная замена» указан в виде: «A↔G», где первая 
буква соответствует последовательности OL689365, а вторая ‒ имеющемуся варианту в других последовательностях.
Note. The sites are indicated where mutations occurred in four or more sequences during adaptation to the mouse organism. A dash is put in the 
“amino acid substitution” column if the substitution is synonymous. The sites that are involved in the pattern of linked nucleotide substitutions are 
highlighted with underlining. The coordinates of the sites are specified according the coding region of the reference sequence (GenBank accession 
number OL689365). The type of substitutions in the “nucleotide substitution” and “amino acid substitution” columns is indicated as: “A↔G”, where 
the first letter corresponds to the OL689365 sequence, and the second ‒ to the variant present in other sequences.
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ностей t-Balangul_O_1955, t_Krutinka_O_1973, Hs_B_
Goloshubina_O_1948, Oz_Br_8341_Kurgan_K_1972, 
Oz_Veselovka-753/11084_N_1963, t_Kabyrdak-
39/10944_O_1962, t_Bogolubovka/1048_O_1948 предпо-
лагалось количество пассажей, намного большее, чем 
указано в табл. 1, далее на схемах эта группа обознача-
ется символом «х».

По результатам дискриминантного анали-
за видно (рис. 4), что начиная с 7-го пассажа 
(Oz_17N/11153_O_2002) изменения в нуклеотидных 
последовательностях ОГЛ становятся настолько зна-
чительными, что классифицируемые последователь-
ности можно выделять в отдельные группы. При-
чем последовательности t-Balangul_O_1955, Hs_B_
Goloshubina_O_1948, Oz_Br_8341_Kurgan_K_1972, 
Oz_Veselovka-753/11084_N_1963, t_Kabyrdak-
39/10944_O_1962, t_Bogolubovka/1048_O_1948 за-
нимают на схеме практически одно положение, хотя 
принадлежат к разным кластерам филогенетическо-
го дерева. Это предположительно может означать 
закрепление в их геноме схожих нуклеотидных за-
мен в ходе длительного пассирования. Как видно 

на рис. 4, главный вклад в дискриминацию вносит 
функция f1. 

Функция f2 и остальные дискриминантные функ-
ции не позволяют провести надежную дискримина-
цию последовательностей (группы последовательно-
стей сильно перекрываются). 

Был проведен также дискриминантный анализ по-
следовательностей отдельно по структурным и не-
структурным генам. При этом менялись расстояния 
между отдельными последовательностями, но общая 
картина сохранялась аналогичной рис. 4. 

Это позволяет предположить наличие положитель-
ного отбора, который проявляется при пассировании, 
ведущего к накоплению мутаций вдоль всей коди-
рующей последовательности в процессе адаптации 
к новому хозяину.

Возможно, что обнаруженные замены и их место-
положение не являются типичными при адаптации 
к любому новому хозяину и отличаются для разных 
хозяев, что требует дальнейшего исследования. Ранее 
уже было показано на примере ВКЭ, что вновь воз-
никающие мутации не являются единственно необхо-

Рис. 4. Диаграмма рассеяния для нуклеотидных последовательностей мРНК вируса ОГЛ в пространстве первой (f1) и второй (f2) 
дискриминантных функций

0 ‒ последовательности, полученные из первичного материала от ондатры; 0п ‒ последовательности нулевого пассажа в организме белой мыши;  
1п ‒ последовательности первого пассажа в организме белой мыши; 2п ‒ последовательности второго пассажа в организме белой мыши; 3п ‒ после-
довательности третьего пассажа в организме белой мыши; 4+ ‒ последовательности четвертого и большего количества пассажей в организме белой 

мыши; х ‒ последовательности с неизвестным числом пассажей. 
Fig. 4. Scatterplot for mRNA nucleotide sequences of the OHF viruses in space, where the coordinates along the horizontal axis are the val-
ues of the discriminant function f1, and along the vertical axis the values of the discriminant function f2, calculated for each viral nucleotide 

sequence
0 ‒ sequences obtained from muskrat; 0п ‒sequences of the 0 passage in the body of a white mouse; 1п ‒ sequences of the first passage in the body of a white 
mouse; 2п ‒ sequences of the second passage in the body of a white mouse; 3п ‒ sequences of the third passage in the body of a white mouse; 4+ ‒ sequences of 

the fourth and higher number of passages in the body of a white mouse; x ‒ sequences with an unknown number of passages.
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димыми для адаптации к той или иной клеточной си-
стеме и могут встречаться в единичных случаях [25]. 

Кроме того, для ВКЭ и некоторых других орто-
флавивирусов было показано, что разные варианты 
последовательностей сосуществуют в одном орга-
низме-хозяине как квазивиды, разные по числен-
ности [9]. И нуклеотидные изменения, выявленные 
в полногеномных последовательностях новых вари-
антов, присутствуют наряду с нуклеотидной последо-
вательностью, несущей особенности родительского 
штамма («дикий тип» вируса), т.е. ортофлавивирус 
вероятно существует в организме любого хозяина 
в виде гетерогенной популяции, содержащей вари-
анты вируса, предварительно адаптированные к раз-
множению в различных средах, что способствует вы-
живанию вируса в организмах клещей и млекопитаю-
щих. Возможно, то же справедливо и для вируса ОГЛ.

Выявление связанных замен
Обнаружено наличие связанных замен, возника-

ющих в геноме ОГЛ, продемонстрированное ранее 
для других ортофлавивирусов [26], но не выявленное 
прежде у вирусов ОГЛ из-за недостаточного количе-
ства полноразмерных нуклеотидных последователь-
ностей. Для этого подсчитывали значение взаимной 
информации [21] для каждой пары столбцов в масси-
ве всех выровненных полноразмерных кодирующих 
последовательностей ОГЛ (к 62 последовательностям 
из табл. 1 были добавлены 9 последовательностей 
из GenBank, упомянутых в разделе «Материалы и ме-
тоды»), по которому определяли сходство при возник-
новении нуклеотидных замен в этих позициях.

Большинство связанных замен у ОГЛ выявляется 
в последовательностях, кодирующих неструктурные 
вирусные белки, так же как и у других ортофлавиви-
русов [5]. Некоторые из мутаций, входящие в систему 
связанных замен у вируса ОГЛ, по своему местопо-
ложению в геноме соответствуют аналогичной схеме 
связанных замен, наблюдаемой у ВКЭ, но бо́льшая 
их часть (> 60%) в эту схему не укладывается. Нами 
обнаружены 93 сайта, в которых возникают значимые 
связанные замены. Из них 49 сайтов в кодирующей 
части нуклеотидной последовательности вируса ОГЛ 
со следующими координатами от начала кодирующей 
последовательности: 591, 601, 621, 634, 668, 780, 1020, 
1242, 1489, 2466, 2604, 2751, 2847, 2904, 2988, 3065, 
3072, 3123, 3189, 3847, 4113, 4251, 4548, 4851, 4884, 
4911, 4998, 5034, 5145, 5229, 5364, 5712, 5838, 5880, 
6048, 6174, 6384, 6546, 6618, 7383, 7500, 7554, 7638, 
8133, 8154, 8238, 8427, 8997, 9850 н, ‒ являются свое-
образными «узловыми точками», каждой из которых 
соответствует более 10 случаев связанных замен в 
других сайтах. При этом значимые связи при возник-
новении замен наблюдали между удаленными друг от 
друга частями генома, и наибольшее количество таких 
точек соответствовало предполагаемым однонитевым 
участкам шпилечных структур вирусной РНК и ме-
стам возникновения синонимичных замен. 

Выявленные случаи связанных замен предполо-
жительно могут быть объяснены наличием вторич-

ных и третичных взаимодействий в вирусной РНК.  
Такие взаимодействия между вторичными структура-
ми РНК в некодирующих участках генома ортофла-
вивирусов были описаны при циклизации вирусного 
генома, необходимой для репликации. Есть также 
свидетельства, что определенные вторичные и тре-
тичные структуры РНК, способные к «дальнодейству-
ющим взаимодействиям РНК-РНК», могут находить-
ся в кодирующих областях ортофлавивирусных гено-
мов [5, 27, 28], образуя при этом сложные трехмерные 
структуры. Каким образом эти элементы влияют на 
приспособленность вируса, в настоящее время неиз-
вестно. Однако имеются экспериментальные данные, 
которые показывают, что удаленные взаимодействия 
> 500 н между частями РНК более характерны для 
РНК ортофлавивирусов, находящейся в вирионе, чем 
для вирусной РНК, находящейся в клетке [27], что 
предполагает или разрушение вирусных структур 
внутри клеток, или их необходимость для упаковки 
внутри нуклеокапсида. Последнее предположение 
подкрепляется полученными ранее сведениями о на-
личии связанных замен в кодирующей части сегмен-
тированного генома хантавирусов, локализующихся 
в разных сегментах [21].

Оценка скорости возникновения мутаций
При расчете скорости возникновения мутаций у ОГЛ 

по всем имеющимся полноразмерным кодирующим 
последовательностям вируса были получены значения, 
укладывающиеся в интервал от 1,3 × 10−4 до 5,8 × 10−4 за-
мен на сайт в год. Была рассчитана также скорость воз-
никновения мутаций для последовательностей ОГЛ, 
у которых из массива анализируемых замен исключены 
замены, возникающие в процессе пассирования (коор-
динаты этих замен указаны в табл. 2). Полученные зна-
чения скорости возникновения мутаций были ожидаемо 
ниже ‒ от 1,5 × 10−5 до 8,6 × 10−5. Структура филогене-
тического дерева при этом осталась такой же, как на 
рис. 1, лишь незначительно увеличилась длина ветвей 
внутри кластера OHFV-1 (деревья приведены на рис. S1 
и S2 в дополнительном файле).

Обсуждение
Предположения о наличии селективных изменений 

при пассировании арбовирусов через организм тепло-
кровных (лабораторных белых мышей) и членисто-
ногих (иксодовых клещей) подтверждаются не толь-
ко по данным анализа возникающих нуклеотидных 
замен, но и по изменениям характера гибридизации 
вирусной РНК со специфическими зондами в реак-
ции молекулярной гибридизации нуклеиновых кис-
лот [29, 30]. Эти изменения касались вариабельных 
участков структурных геном, кодирующих капсидный 
белок (С), поверхностные белки (Pr-M и M), а также 
области неструктурного гена NS1, кодирующего бе-
лок, функционально связанный со сборкой нуклео-
капсида. Изменение характера гибридизации реги-
стрировалось на уровне 5‒6-го и (или) 9-го и (или) 
после 11 последовательных пассажей через организм 
белых мышей (путем интрацеребрального зараже-
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ния). При заражении иксодовых клещей материалом 
от последнего (15-го) пассажа изменение характера 
гибридизации наиболее регулярно затрагивало об-
ласть, кодирующую поверхностные белки (ген М).

Учет факторов, влияющих на оценку скорости накоп-
ления замен в геноме ОГЛ, может вызвать затруднения 
из-за ограниченности информации об их влиянии. Ре-
пликация РНК-вирусов сопровождается случайным 
возникновением мутаций из-за низкой точности их 
РНК-зависимых РНК-полимераз (RdRP) и отсутствия 
механизмов исправления ошибок у отдельных виру-
сов. Причем повышение точности репликации мо-
жет привести к потере приспособленности из-за пре-
дотвращения накопления адаптивных мутаций [31]. 
Отбор наиболее жизнеспособных РНК идет уже на 
уровне гетерогенной популяции вируса и направляет-
ся условиями взаимодействия вирусной РНК как с ви-
русными белками, так и с организмом хозяина. Эти 
процессы возникновения мутаций и отбора определя-
ют скорость накопления изменений в геноме вируса 
и влияют на оценку длительности процессов эволюции 
в вирусной популяции. Процессы отбора также могут 
приводить к ревертированию возникших замен, как си-
нонимичных, так и несинонимичных, если это повы-
шает приспособленность вируса. Пример подобного 
процесса показан для флавируса Зика [32], у которого 
выявлены 4 мутации, произошедшие незадолго до эпи-
демического появления вируса Зика в Америке и яв-
ляющиеся реверсиями предыдущих мутаций, которые 
сопровождали более раннее распространение вируса 
из Африки в Азию и раннюю циркуляцию в этих ре-
гионах. Первоначальные мутации снижали приспосо-
бленность к передаче вируса, в то время как реверсии 
ее восстановили, увеличив риск эпидемии. При отсут-
ствии у исследователя азиатских вариантов вируса, 
анализ скорости эволюции показал бы меньшие зна-
чения, чем при их наличии. Таким образом, наличие 
невыявленной реверсии может влиять на оценки ско-
рости эволюции РНК вирусов. 

Кроме того, приспособительный отбор у ортофла-
вивирусов, которые в большинстве являются арбови-
русами, в организме разных хозяев может приводить 
к неодинаковым результатам отбора мутаций, как это 
было показано на примере вируса японского энце-
фалита [33]. Здесь единственная мутация в белке М 
приводила к тому, что вирус терял способность об-
разовывать инфекционные частицы в клетках мле-
копитающих, но сохранял ее в клетках насекомых. 
Подобные адаптационные изменения (например, 
к лабораторным животным), которые могли бы быть 
элиминированы отбором в случае нахождения вируса 
в природных условиях, сохранятся и также могут по-
влиять на оценки скорости эволюции вирусов. 

Влияние процессов адаптации к организму хозяи-
на и процессов возникновения ревертивных мутаций 
на оценку скорости эволюции вирусной РНК может 
быть даже более значительным, чем это предполага-
ется, если мы учтем наличие связанных с ними замен 
в геноме ортофлавивирусов, поскольку отбор должен 
затрагивать и их. Для некоторых ортофлавивирусов 

были показаны возможности как ревертирования 
замен, возникающих при адаптации к хозяину, так 
и возникновения компенсаторных замен в удаленных 
частях генома [33, 34]. Таким образом, нарушениям, 
вызванным нуклеотидными заменами, можно проти-
водействовать либо реверсиями, либо компенсатор-
ными мутациями другого сайта [31].

В этой связи нами была сделана попытка оценить 
влияние адаптивных замен на расчетные значения 
скорости накопления замен в геноме вируса. Сред-
нюю скорость возникновения замен в кодирующей 
части генома ОГЛ оценивали с использованием мо-
дели нестрогих часов (расслабленные часы, Relaxed 
clock). Первоначальная оценка количества замен в ко-
дирующей части генома при анализе всего массива 
имеющихся последовательностей (71 последователь-
ность) имела значение около 10−4 замен на сайт в год. 

В этом и ранее проводимых анализах скорости на-
копления замен не учитывали как возможность на-
личия адаптивных замен в ходе изоляции штаммов 
вируса (все анализы ранее проводили исключительно 
с РНК штаммов вируса ОГЛ), так и возможность ре-
версии этих изменений при возвращении в исходную 
систему (к дикому типу). Тем более не учитывали на-
личие связанных замен в геноме.

Если считать замены, возникающие в процессе 
пассирования, случайными и ревертируемыми и ис-
ключить их из массива анализируемых замен у всех 
последовательностей (координаты исключаемых за-
мен указаны в табл. 2), то полученная оценка количе-
ства замен кодирующей части генома имеет значение 
близкое к 10−5 замен на сайт в год.

Таким образом, при анализе средней скорости воз-
никновения замен без учета адаптационных и связан-
ных замен было получено значение, почти на порядок 
отличающееся от результата, учитывающего их нали-
чие. Это согласуется с вариативностью оценок скоро-
стей эволюции у различных вирусов, полученных на 
разных по длительности временны́х отрезках [35, 36]. 
Исключая сайты, в которых возникают адаптивные 
замены, которые с высокой вероятностью могут быть 
ревертируемыми, можно учесть эффекты насыщения, 
появляющиеся в процессе эволюции, при отсутствии 
информации об изменчивости вирусов в процессе 
длительного наблюдения. 

Возможно, различные адаптивные изменения 
в нуклеотидных последовательностях ОГЛ, которые 
возникают при лабораторных практиках сохранения 
вируса, влияют на определяемые значения скорости 
эволюции при анализе этих последовательностей, 
чем и объясняется значительный разброс в ее оцен-
ках, полученный разными авторами по последова-
тельности кодирующего белка Е: 10−5‒10−4 замен на 
сайт в год [4], 1,56 ± 0,29 × 10−4 [24], а также по пол-
норазмерным кодирующим последовательностям:  
9,1 × 10−5–1,8 × 10−4 [23]. Такой разброс данных 
способствует возникновению противоречий при 
воссоздании эволюционной истории вируса ОГЛ. 
Считают, что вирусы ОГЛ и ВКЭ имели общего 
предка, но при попытке определить возможную да-
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ту их разделения, авторы сильно расходятся во мне-
ниях. Так, S.Y. Kovalev и E.A. Mazurina [3] предпо-
лагают, что вирус ОГЛ произошел непосредственно 
от дальневосточного подтипа ВКЭ за счет быстрой 
смены хозяина при переходе от Ixodes persulcatus 
к O. zibethicus в XX в. при переселении ондатры 
на территорию Западной Сибири, в то время как 
другие авторы оценивают возраст этого события 
в 1000 лет и более [4].

Заключение
Для генома вируса ОГЛ, как и других представите-

лей ортофлавивирусов, характерно наличие связан-
ных замен.

При изоляции штаммов вируса ОГЛ методом био-
пробы определяются изменения в структуре генома 
вируса, выражающиеся в возникновении нуклеотид-
ных замен (как синонимичных, так и несинонимич-
ных), которые затрагивают гены, кодирующие как 
структурные, так и неструктурные белки.

Дискриминантный анализ различий в точечных ну-
клеотидных заменах для групп, объединяющих после-
довательности по типу органов, из которых они бы-
ли получены от ондатр (1-я группа – почки и урина,  
2-я группа – мозг, 3-я группа – кровь), не показал зна-
чимых различий между ними.

Дискриминантный анализ различий в точечных ну-
клеотидных заменах для групп, объединяющих по-
следовательности по числу пассажей, не позволяет 
надежно разделять последовательности из первично-
го материала и последовательности первых пассажей, 
но хорошо распознает последовательности, прошед-
шие 7 и более пассажей, что предполагает возмож-
ность адаптивного отбора нуклеотидных замен при 
взаимодействии с организмом лабораторного хозяи-
на ‒ белой мыши.

Анализ имеющейся 71 полноразмерной последова-
тельности позволил оценить скорость возникновения 
замен как 10−4 замены на сайт в год. Если считать за-
мены, возникающие в процессе пассирования случай-
ными и ревертируемыми и исключить их из массива 
анализируемых замен у всех последовательностей, 
то полученная оценка скорости возникновения за-
мен в кодирующей части генома ОГЛ имеет значение 
близкое к 10−5 замен на сайт в год. 

С учетом вероятности ревертивных изменений 
в геноме вируса ОГЛ, происходящих при адаптации 
вируса к организму лабораторных животных, и нали-
чия связанных замен в геноме вируса, оценка скоро-
сти возникновения мутаций имеет значение, близкое 
к 10−5 замен на сайт в год, что соответствует времени 
дивергенции с предковой формой более 1500 лет.
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Резюме
Введение. Белок Tat вируса иммунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1) являет транс-активатором транс-
крипции вирусного генома, дополнительные функции которого включают способность запускать хрониче-
ский воспалительный процесс. Естественные аминокислотные замены в белке Tat могут влиять на функци-
ональные свойства белка и на течение ВИЧ-инфекции.
Целью работы является анализ особенностей консенсусных последовательностей белка Tat не-А6-вари-
антов ВИЧ-1, характерных для Российской Федерации, исследование естественных полиморфизмов белка 
Tat варианта CRF63_02A6 и вариантов вируса субтипа В, циркулирующих на территории России.
Материалы и методы. Материалом для работы послужили полногеномные нуклеотидные последователь-
ности ВИЧ-1 вариантов CRF63_02A6, CRF03_A6B, а также субтипа В и CRF02_AG, циркулирующих на 
территории России. Референсная группа была сформирована на основе последовательностей вариантов 
ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в разных странах мира. Анализируемые последовательности преимуще-
ственно были загруженные из международной базы данных Los Alamos.
Результаты. Консенсусная последовательность CRF63_02A6 содержала наибольшее количество амино-
кислотных замен (31) и во вторичной структуре не содержала спирали в позициях 30‒33, однако это не 
привело к изменению предсказанной третичной структуры. Консенсусная последовательность CRF03_A6B 
содержала стоп-кодон в 87-м положении. Определены полиморфизмы вариантов ВИЧ-1 субтипа В, цирку-
лирующих в нашей стране, и вариантов CRF63_02A6.
Заключение. Получены консенсусные последовательности белка Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных 
для Российской Федерации, и определены их особенности. Замена R78G, расположенная в функциональ-
но значимом мотиве, и функционально значимая замена C31S достоверно чаще встречались у вариантов 
вируса субтипа В, циркулирующих на территории России, и у вариантов CRF63_02A6 соответственно, чем 
в референсной группе. Ограничением проведенного исследования являлась небольшая выборка последо-
вательностей. 
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Abstract 
Introduction. Tat protein is a trans-activator of HIV-1 genome transcription, with additional functions including 
the ability to induce the chronic inflammatory process. Natural amino acid polymorphisms in Tat may affect its 
functional properties and the course of HIV infection.
The aim of this work is to analyze the marks of Tat consensus sequences in non-A6 HIV-1 variants characteristic 
of the Russian Federation, as well as study natural polymorphisms in Tat CRF63_02A6 and subtype B variants 
circulating in Russia.
Materials and methods. The whole-genome nucleotide sequences of HIV-1 CRF63_02A6, CRF03_A6B, as well 
as subtype B and CRF02_AG circulating in Russia were used. The reference group was formed based on the 
sequences of subtype B variants circulating in different countries. Preferentially, the sequences were downloaded 
from the international database Los Alamos.
Results. CRF63_02A6 consensus sequence contained the highest number of amino acid substitutions, 31, and 
had no helix at positions 30‒33 in the secondary structure; however, this did not change its predicted tertiary 
structure. CRF03_A6B consensus sequence contained a stop codon at position 87. The polymorphisms in subtype 
B variants circulating in our country and in CRF63_02A6 variants were identified.
Conclusion. Consensus sequences of Tat protein in non-A6 variants typical for the Russian Federation were obtained 
and their features were determined. R78G, located in the functionally significant motif, and C31S, the functionally 
significant substitution, were significantly more frequent in subtype B variants circulating in Russia and in CRF63_02A6 
variants than in the reference group, respectively. A limitation of this study is the small sample of sequences.
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Введение

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) относится 
к роду Lentivirus семейства Retroviridae. На основании 
генетических особенностей и различий вирусных ан-
тигенов ВИЧ классифицируют на 1-й и 2-й типы [1]. 
Распространение ВИЧ-2 ограничивается западной ча-
стью Африки, хотя и были зарегистрированы случаи 
завоза вируса этого типа в другие части мира. ВИЧ-1 
возник примерно в 1920-х гг. на территории совре-
менной Демократической Республики Конго и со вре-
менем распространился по всему миру [2]. ВИЧ-1 на 
основе генетических характеристик подразделяют на 

группы: M, N, O и P. На вирусы группы M приходит-
ся большинство случаев заражения ВИЧ-инфекцией 
в мире. Варианты ВИЧ-1 группы М подразделяют-
ся на подтипы: A (суб-субтипы А1‒А8), B, C, D, F 
(суб-субтипы F1‒F2), G, H, J, K, L. Между подтипами 
образуются многочисленные рекомбинантные фор-
мы [3]. Варианты ВИЧ-1 распространяются по миру 
крайне неравномерно [2]. На современном этапе рас-
пространения ВИЧ-инфекции в России доминирую-
щим генетическим вариантом остается суб-субтип 
A6 (82,9%), на 2-м месте по частоте встречаемости 
находится субтип B (7,14%), рекомбинантная форма 
CRF63_02A6 составляет около 3,59%, частота встре-
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чаемости каждой из рекомбинантных форм CRF02_
AG и CRF03_AB ‒ около 1% [4]. При этом в целом 
в Российской Федерации отмечается увеличение ча-
стоты встречаемости рекомбинантных форм ВИЧ-1 
и их вовлеченности в эпидемический процесс с тече-
нием времени [4]. 

Белок Tat ВИЧ-1 является транс-активатором транс-
крипции вирусного генома: изменяет активность ви-
русного промотора и клеточной РНК-полимеразы. 
Репликация вируса начинается с короткой и прерван-
ной транскрипции, в результате которой образуют-
ся короткие вирусные РНК, кодирующие белок Tat 
и некоторые другие белки вируса. Образовавшиеся 
транскрипты транспортируются в цитоплазму, где на 
рибосомах происходит синтез соответствующих бел-
ков [5]. Вновь образовавшийся Tat, обладая сигналом 
ядерной локализации, возвращается обратно в ядро, 
где вызывает высвобождение позитивного фактора 
элонгации транскрипции (the positive transcription 
elongation factor b, P-TEFb) из неактивного комплек-
са, образованного этим белком с HEXIM1, LARP 
и 7SK RNA. Затем P-TEFb в комплексе с Tat связыва-
ется со специальным TAR-элементом (trans-activation 
response element) на синтезирующейся вирусной РНК, 
что приводит к увеличению процессивности РНК-по-
лимеразы и, как следствие, формированию полно-
размерных вирусных молекул РНК [5, 6]. Tat также 
обладает дополнительными как внутриклеточными, 
так и внеклеточными функциями. Инфицированные 
клетки высвобождают Tat в межклеточное простран-
ство, откуда он поступает в кровоток. Далее белок Tat 
может поглощаться как ВИЧ-инфицированными, так 
и неинфицированными клетками. Латентно ВИЧ-ин-
фицированные клетки могут быть реактивированы 
белком Tat. Неинфицированные клетки, поглотившие 
Tat, переходят в состояние активации, что в конечном 
итоге приводит их к апоптозу. Кроме того, клетки, 
поглотившие Tat, сами начинают вырабатывать цито-
кины воспаления. В результате запускается хрониче-
ский воспалительный процесс, способствующий раз-
витию коморбидных, нейродегенеративных и сердеч-
но-сосудистых заболеваний у ВИЧ-инфицированных 
пациентов [5, 7, 8].

Tat является небольшим основным белком, ко-
торый кодируется двумя экзонами и содержит 
от 86 до 106 аминокислотных остатков (АО), преиму-
щественно 101 АО. Первые 5 доменов кодируются пер-
вым экзоном, 6-й домен – вторым экзоном. Первые 3 до-
мена (1-й: 1‒21 АО; 2-й: 22‒37 АО; 3-й: 38‒48 АО)  
образуют минимальную область, необходимую для 
транс-активации [6, 8]. Четвертый домен (49‒57 АО) 
отвечает за связывание с TAR-элементом, за захват 
белка клетками и вместе с 5-м доменом (58‒72 АО) 
определяет ядерную локализацию Tat [5, 6]. Шестой 
домен (73–101 АО), кодируемый вторым экзоном, 
предположительно, способствует вирусной инфекци-
онности и связыванию с интегринами на клеточной 
мембране [6]. Активно изучается вопрос влияния 
аминокислотных замен в белке Tat на его функции 
[9, 10] и на патогенез ВИЧ-инфекции [6, 11, 12]. Ак-

туальность изучения вариабельности белка Tat также 
определяется тем, что Tat является перспективной 
мишенью для разработки антиретровирусных препа-
ратов и создания терапевтических вакцин [13, 14]. 

 Проведенные ранее исследования особенностей 
белка Tat наиболее широко распространенного в Рос-
сии суб-субтипа А6 определили замены, которые 
позволяют отличить этот вариант ВИЧ от других ге-
нетических вариантов. Так, исследования показали 
наличие в 4-м функционально значимом домене му-
таций, частота встречаемости которых достоверно 
отличалась у суб-субтипа А6 и наиболее изученного 
субтипа В, а также определили у суб-субтипа А6 в 6-м 
домене белка Tat мотив QRD вместо функционально 
значимого мотива RGD [5, 7]. 

Целью этого исследования является изучение осо-
бенностей белка Tat у не-А6-вариантов ВИЧ-1, харак-
терных для Российской Федерации: анализ особенно-
стей консенсусных последовательностей белка Tat, 
включая исследование вторичных и третичных струк-
тур, сравнение профиля естественных полиморфиз-
мов Tat у вариантов CRF63_02A6 и вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
с вариантами вируса субтипа В, циркулирующими 
в мире. Полученные данные могут быть использова-
ны при разработке лекарственных препаратов и вак-
цин, а также внесут вклад в изучение влияния му-
таций полиморфизма на функциональные свойства 
вирусов.

Материалы и методы
Из международной базы данных Los Alamos (www.

hiv.lanl.gov/content/index, от 19.04.2024) были выбра-
ны все полногеномные последовательности вариан-
тов CRF63_02A6, CRF03_A6B, а также циркулирую-
щих на территории Российской Федерации вариантов 
субтипа В и CRF02_AG. При этом в исследование 
включали одну последовательность от одного па-
циента. Из выбранных последовательностей были 
выгружены нуклеотидные последовательности гена 
tat. В результате были загружены 26 последователь-
ностей CRF63_02A6, 4 последовательности CRF03_
A6B, 35 последовательностей, циркулирующих на 
территории России, вариантов субтипа В, одна по-
следовательность варианта CRF02_AG, полученная 
от ВИЧ-инфицированного пациента в России. 

Дополнительно в исследование были включены две 
последовательности гена tat варианта CRF02_AG, 
выгруженные из полногеномных последовательно-
стей вируса, полученных лабораторией ранее от 2 па-
циентов в рамках выполнения проекта CHAIN 7-й Ра-
мочной программы Европейского сообщества «Еди-
ная сеть по изучению лекарственной устойчивости 
к антиретровирусным препаратам». На забор крови 
от пациентов было получено разрешение Этическо-
го комитета при ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» (Протокол 
№ 1 от 30 марта 2010 г.). Пациенты подписывали ин-
формированное согласие на участие в исследовании. 
Образцы анализировали путем массового параллель-
ного секвенирования с помощью набора «АмплиСенс 

http://www.hiv.lanl.gov/content/index
http://www.hiv.lanl.gov/content/index
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HIV-Resist-NGS» в соответствии с инструкцией про-
изводителя (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Рос-
сия). Полногеномное секвенирование образцов было 
выполнено с применением технологии MiSeq и соот-
ветствующих наборов MiSeq reagent kits V2 (Illumina, 
США) путем анализа 4 перекрывающихся специфи-
ческих фрагментов (общая протяженность анализи-
руемого фрагмента 704–9563 по HXB2). 

Субтип вируса определяли на основе анализа пол-
ногеномной последовательности в программах Com-
et (https://comet.lih.lu) и RIP (RIP 3.0 submission form 
(lanl.gov)). Последовательности были сгруппированы 
в соответствии с субтипом вируса.

Для формирования референсной группы последо-
вательностей из международной базы данных Los 
Alamos (www.hiv.lanl.gov/content/index) были выбра-
ны 50 полногеномных последовательностей субти-
па В, циркулирующих в разных странах мира: США, 
странах ЕС, Канаде, Японии, Китае, Южной Корее 
и Австралии. В исследование также включали  одну 
последовательность от одного пациента. Из всех вы-
бранных последовательностей были выгружены ну-
клеотидные последовательности гена tat. 

После этого был проведен контроль качества ну-
клеотидных последовательностей, в ходе которого 
из анализа исключали последовательности, содержав-
шие: а) замены в стартовом кодоне; б) пропуски ну-
клеотидов, не кратные 3; в) следующие 2 раза подряд 
N-вырождения. Последовательности, не прошедшие 
контроль качества, были удалены из исследования. 

Затем нуклеотидные последовательности были 
переведены в аминокислотные последовательно-
сти при помощи программы Sequence Manipulation 
Suite: Translate (www.bioinformatics.org) и выравнены 
между собой в каждой группе в программе MEGA 
v. 10.2.2 (www.megasoftware.net). Далее для каждой 
группы последовательностей с помощью программ-
ного обеспечения Advanced Consensus Maker tool на 
сайте базы данных Los Alamos (https://www.hiv.lanl.
gov/content/sequence/CONSENSUS/AdvCon.html) 
формировали аминокислотную консенсусную после-
довательность. Вставки аминокислот при формирова-
нии референсной последовательности не учитывали. 
Референсную консенсусную последовательность (ре-
ференс) формировали на основе референсной группы 
последовательностей. 

Сравнение консенсусных последовательностей 
CRF63_02A6, CRF03_A6B и циркулирующих в Рос-
сии вариантов CRF02_AG и субтипа В с референсной 
консенсусной последовательностью субтипа В и меж-
ду собой проводилось в программе MEGA v. 10.2.2 
(www.megasoftware.net).

Далее на основе анализа консенсусных последо-
вательностей в программе PSIPRED (http://bioinf.
cs.ucl.ac.uk/psipred/) предсказывали вторичную 
структуру консенсусных последовательностей 
не-А6-вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России. 
При этом анализировали специфичные изменения 
вторичной структуры соответствующих вариантов 
вируса относительно референсной консенсусной 

последовательности. Вторичную структуру иссле-
довали только для консенсусных последовательно-
стей, которые были сформированы на основе более 
чем 10 последовательностей.

При помощи программы IsUnstruct предсказывали 
расположение неструктурированных участков в кон-
сенсусных последовательностях [15].

При помощи программы AlphaFold 2 (AlphaFold 
Protein Structure Database) предсказывали простран-
ственную структуру консенсусных последовательно-
стей [16].

Затем проводили сравнение естественных полимор-
физмов вариантов субтипа В, циркулирующих на тер-
ритории России, и вариантов CRF63_02A6 с варианта-
ми субтипа В, циркулирующими в мире. Для этого пер-
воначально посредством программы MEGA v. 10.2.2 
выявляли естественные полиморфизмы всех анализи-
руемых групп относительно референсной консенсус-
ной последовательности – консенсусной последова-
тельности вирусов субтипа В, циркулирующих в мире. 
При этом под полиморфизмами понимали мутации – 
единичные замены, встречающиеся в 1% наблюде-
ний и чаще [17]. Далее с применением программного 
модуля Nonparametric Statistics из пакета Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., США) попарно сравнивали группу вари-
антов субтипа В, циркулирующих на территории Рос-
сии, и группу вариантов CRF63_02A6 с группой вари-
антов субтипа В, циркулирующих в мире: выявляли 
сайты со статистически достоверными различиями  
(p < 0,05 при использовании критерия χ2).

Результаты
Анализируемые последовательности 

Две полногеномные последовательности ВИЧ-1 
CRF02_AG, полученные ранее в ходе выполнения 
проекта CHAIN, были депонированы в Gene bank 
с номерами PP816227 и PP816231. 

После проведения контроля качества загруженных 
нуклеотидных последовательностей одна последо-
вательность CRF63_02A6, одна последовательность 
CRF03_A6B и две последовательности субтипа В 
из референсной группы, т.е. группы последователь-
ностей вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих 
в разных странах мира, были исключены из анализа. 
Таким образом, в исследование вошли 25 последо-
вательностей CRF63_02A6, 3 последовательности 
CRF03_A6B, 35 последовательностей, циркулирую-
щих на территории России, вариантов субтипа В, 3 по-
следовательности вируса варианта CRF02_AG, цир-
кулирующих на территории РФ. Референсная группа 
была сформирована на основе 48 последовательно-
стей. Полученные консенсусные последовательности 
представлены на рис. 1.

Структурный анализ

Первичная структура
Консенсус циркулирующих в России вариантов 

ВИЧ-1 субтипа В отличался от референсной кон-
сенсусной последовательности в 8 позициях, при 

https://comet.lih.lu
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
https://www.bioinformatics.org/sms2/translate.html
http://www.megasoftware.net
http://www.megasoftware.net
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://www.alphafold.com/
https://www.alphafold.com/
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этом 8 из 8 замен были связаны с изменениями хими-
ческих свойств. Под изменением химических свойств 
понимали изменение полярности или заряда амино-
кислоты в заданной позиции (рис. 1).

Консенсус циркулирующих в России вариантов 
вируса CRF02_AG отличался от референсной по-
следовательности в 30 позициях, при этом лишь 
в 8 из 30 позиций замена аминокислоты не была свя-
зана с изменением химических свойств.

Консенсус вариантов ВИЧ-1 CRF03_A6B содер-
жал преждевременный стоп-кодон в 87-й позиции, 
в 6 из 86 аминокислотных позицияй отличался от ре-
ференсной последовательности, при этом в 3 из 6 по-
зиций замена аминокислоты не была связана с изме-
нением химических свойств.

Консенсус CRF63_02A6 отличался от референсной 
последовательности в 31 позиции, при этом лишь 
в 8 из 31 позиции замена аминокислоты не была свя-
зана с изменением химических свойств (рис. 1).

Вторичная структура
Вторичную структуру исследовали для консенсус-

ных последовательностей, вариантов ВИЧ-1 субти-
па В, циркулирующих на территории России, и вари-
антов CRF63_02A6. При этом осуществляли их срав-
нение с референсной последовательностью.

Поскольку консенсусная последовательность ва-
риантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на тер-
ритории Российской Федерации, в 70-й позиции 
в равной степени вероятности содержала серин (S) 
и пролин (P), то при прогнозировании вторичной 
структуры белка Tat проводили анализ двух вари-
антов последовательностей: B (Россия)_v1/B(Rus-

sia)_v1 и B(Россия)_v2/B(Russia)_v2 соответственно. 
Результаты анализа структуры исследуемых последо-
вательностей представлены на рис. 2.

Большая часть вторичной структуры белка Tat пред-
ставляет собой клубок. Наибольшие отличия от ре-
ференсной последовательности продемонстрировала 
консенсусная последовательность CRF63_02A6: от-
сутствие спирали в позициях 30‒33.

Третичная структура
Затем проводили сравнение третичной структуры кон-

сенсусной последовательности белка Tat CRF63_02A6 
с референсной последовательностью (рис. 3).

Профили вероятности для неструктурированных об-
ластей белка Tat как референсной последовательности, 
так и консенсусной последовательности вариантов 
CRF63_02A6 содержали только одну структурирован-
ную область, соответствующую участку, обогащенному 
цистеинами, в районе 22‒48 АО, что соотносится с 2-м 
и 3-м доменом белка Tat (рис. 3). Эта область выделена 
синим цветом на профиле и на пространственной струк-
туре, предсказанной с помощью AlphaFold 2 (рис. 3). 

Сравнение профилей естественных  
полиморфизмов белка Tat 

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов белка Tat ВИЧ-1 вариантов субтипа В, цирку-
лирующих на территории России, и вариантов вируса 
CRF63_02A6 с вариантами вируса субтипа В, цирку-
лирующих в мире обнаружено что:

‒ 1 последовательность из группы вариантов суб-
типа В, циркулирующих в мире, содержала вставку 
глутамина между 76 и 77 АО – 76-77insQ;

Рис. 1. Множественное выравнивание консенсусных последовательностей полноразмерного белка Tat вариантов субтипа В и вари-
антов CRF02_AG, циркулирующих в России, и вариантов Crf03_A6B, CRF63_02A6 относительно консенсусной последовательно-

сти вариантов субтипа В, циркулирующих в мире (B референс). 
Точками обозначены позиции АО, в которых АО в консенсусах соответствовали референсу. Аминокислоты классифицированы на 

основе полярности радикалов. Неполярные аминокислоты: G (глицин), A (аланин), V (валин), L (лейцин), I (изолейцин), P (пролин) 
отмечены синим цветом; полярные незаряженные аминокислоты: S (серин), T (треонин), C (цистеин), M (метионин), N (аспарагин), 

Q (глутамин) – зеленым; ароматические аминокислоты: F (фенилаланин), Y (тирозин), W (триптофан), H (гистидин) – желтым; 
отрицательно заряженные аминокислоты: D (аспарагиновая кислота) и E (глутаминовая кислота) – оранжевым; положительно заря-

женные аминокислоты: K (лизин), R (аргинин) – красным [18, 19]. X – АО не определен (серым).
Fig. 1. Multiple alignment of the full-length Tat protein’s consensus sequences of subtype B and CRF02_AG variants circulating in Russia, 

and variants Crf03_A6B, CRF63_02A6 relative to the consensus sequence of subtype B variants circulating in the world (B reference). 
The dots indicate amino acid residues (a.a.r.) positions in which the a.a.r. in the consensus corresponded to the reference. Non-polar amino 
acids: G (glycine), A (alanine), V (valine), L (leucine), I (isoleucine), P (proline) – are marked in blue; polar uncharged amino acids: S (ser-
ine), T (threonine), C (cysteine), M (methionine), N (asparagine), Q (glutamine) – green; aromatic amino acids: F (phenylalanine), Y (Tyro-
sine), W (tryptophan), H (Histidine) – yellow; polar acidic negatively charged amino acids: D (aspartic acid) and E (glutamic acid) – orange; 

polar basic positively charged amino acids: K (lysine), R (arginine) – in red [18, 19]. X – a.a.r. is undefined (gray).
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‒ 1 последовательность CRF63_02A6 содержала 
вставку гистидина между 80 и 81 АО – 80-81insH;

‒ 2 последовательности из группы вариантов субти-
па В, циркулирующих в мире, содержали преждевре-
менный стоп-кодон в 87-й позиции и одна последова-
тельность – в 100-й позиции;

‒ 1 последовательность из группы вариантов субти-
па В, циркулирующих на территории России, содер-
жала преждевременный стоп-кодон в 87-й позиции;

‒ 3 последовательности CRF63_02A6 содержали 
преждевременный стоп-кодон в 100-й позиции.

Однако обнаруженные вставки и преждевременные 
стоп-кодоны не имели достоверной разницы в часто-
те встречаемости между анализируемыми группами.

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов вариантов вируса субтипа В, циркулирующих 
на территории России, и вариантов вируса субтипа В, 
циркулирующих в мире, была определена 21 замена 

Рис. 2. Предсказанные вторичные структуры консен-
сусных последовательностей: A – B(референс)/B(refe-
rence); B – B(Россия)_v1/B(Russia)_v1; C – B(Россия)_

v2/B(Russia)_v2; D – CRF63_02A6.
Fig. 2. Predicted secondary structures of consensus 

sequences: A – B(референс)/B(reference); B – B(Россия)_
v1/ B(Russia)_v1; C – B(Россия)_v2/ B(Russia)_v2;  

D – CRF63_02A6.

Рис. 3. Результаты сравнения третичной структуры консенсусной последовательности белка Tat CRF63_02A6 с референсной после-
довательностью.

Профиль вероятности для неструктурированных участков консенсусных последовательностей белка Tat, предсказанных программой IsUnstruct:  
A – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире; B – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 
CRF63_02A6. Пространственная структура, предсказанная с помощью программы AlphaFold 2, для консенсусных последовательностей белка Tat: 
C – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире; D – консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1 
CRF63_02A6. Красным цветом выделен профиль последовательности и участки цепи, соответствующие неструктурированным участкам; синим цве-

том – структурированная область. Пояснение в тексте.
Fig. 3. Results of comparison of the tertiary structure of the consensus sequence of the Tat protein CRF63_02A6 with the reference sequence.
Probability profile for unstructured regions of Tat consensus sequences predicted by IsUnstruct: A – consensus sequence of HIV-1 subtype B variants circulating 
worldwide; B – consensus sequence of HIV-1 CRF63_02A6 variants. Spatial structure predicted by AlphaFold 2 for Tat consensus sequences: C – consensus 
sequence of HIV-1 subtype B variants circulating worldwide; D – consensus sequence of HIV-1 CRF63_02A6 variants. The sequence profile corresponding to 

unstructured regions is marked in red.
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со статистически значимыми различиями в часто-
те встречаемости, однако после введения поправки 
по Бонферрони лишь две замены ‒ S68P и R78G ‒ 
имели достоверную разницу в частоте встречаемости 
(табл. 1).

При сравнении профиля естественных полимор-
физмов вариантов CRF63_02A6 и вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих в мире, были определе-
ны 54 замены со статистически значимыми разли-
чиями в частоте встречаемости. После введения по-
правки по Бонферрони 31 замена имела достоверную 
разницу в частоте встречаемости (табл. 2).

Обсуждение
Одной из основных характеристик ВИЧ-1 явля-

ется высокая генетическая изменчивость, которая 
определяет необычайное глобальное генетическое 
разнообразие вируса [2, 20]. Полиморфизмы отра-
жают естественные различия между генетическими 
вариантами ВИЧ-1, при этом некоторые из них мо-
гут иметь функциональную значимость [11, 12, 21]. 
Как известно, высокая генетическая изменчивость 
ВИЧ-1 является результатом действия несколь-
ких факторов, которые включают в себя работу 
специфического вирусного фермента, обратной 

транскриптазы, и возникновения эскейп-мутаций 
в ответ на действие иммунной системы хозяина 
[9, 22]. Проведенные исследования показали, что 
белок Tat является мишенью для действия цитоток-
сического иммунного ответа и был определен ряд 
CTL-эпитопов в белке Tat (https://www.hiv.lanl.gov/
content/immunology/maps/ctl/Tat.html) [9]. Таким 
образом, мутации в белке Tat могут быть ассоци-
ированы как с субтипом вируса, так и с генетиче-
скими особенностями популяции хозяина, в кото-
рой циркулирует вирус. Настоящее исследование 
направлено на изучение особенностей белка Tat 
у не-А6-вариантов вируса, характерных для Рос-
сийской Федерации. 

Сравнение консенсусных последовательностей по-
казало, что все анализируемые варианты белка Tat 
отличались от референсной последовательности, при 
этом каждый из вариантов содержал уникальный про-
филь замен.

Консенсусная последовательность вариантов ВИЧ-1  
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
в 63-м положении содержала замену Q63E, которая, 
как отмечалось ранее, у вариантов вируса субтипа С 
способствовала более высокой транскрипционной ак-
тивации в человеческих CD4 T-клетках [23].

Таблица 1. Замены в белке Tat со статистически значимой разницей в частоте встречаемости у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирую-
щих в мире, и у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на территории России (p < 0,05)
Table 1. Substitutions in the Tat protein with a statistically significant difference in the frequency of occurrence between HIV-1 subtype B variants 
circulating in the world and HIV-1 subtype B variants circulating in Russia (p < 0.05)

Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World

B
Россия
Russia p Участок

Domain
Замена

Substitution

B
Мир

World

B
Россия
Russia p

n = 48 n = 35 n = 48 n = 35

I K19Q 1 5 0,034

VI

R78G* 4 13 0,0013*

II
N24A 0 3 0,0388 D80N 0 6 0,0029

K29Q 5 0 0,0489 P81Q 1 6 0,0148

III T40K 16 20 0,0307 n = 46 n = 34

IV Q54R 0 3 0,0388 K89E 8 1 0,0432

V

Q60K 1 5 0,034 R93K 7 0 0,0173

T64D 0 5 0,0069 R93S 7 13 0,0188

S68P* 8 20 0,0001* D98H 13 17 0,0471

S70P 11 17 0,0146 D98N 0 6 0,0031

VI
P77A 5 0 0,0489

V100D 2 9 0,0045

n = 45 n = 34

P77T 0 3 0,0388 D101H 7 14 0,0107

Примечание. * ‒ позиции, достоверные по критерию χ2 с поправкой Бонферрони p < 0,0024. В связи с наличием преждевременных стоп-ко-
донов в некоторых последовательностях менялось число (n) анализируемых последовательностей в группах, т.к. аминокислоты, находящиеся 
после стоп-кодона, в анализе не учитывали: с 1 по 87 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, состояла из 48 после-
довательностей, группа вариантов субтипа В, циркулирующих на территории России, – из 35 последовательностей; с 88 АО по 100 АО группа 
вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, ‒ из 46 последовательностей, группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на 
территории России, – из 34 последовательностей; в 101 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, ‒ из 45 последова-
тельностей, группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих на территории России, – из 34 последовательностей.
Note. * ‒ significant in the χ2 test with Bonferroni correction p < 0.024. Due to the presence of premature stop codons in some sequences, the number 
of analyzed sequences in groups changed, since amino acids (a.a.r) located after the stop codon were not taken into account in the analysis: from 1 to 
87 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 48 sequences, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in 
Russia – 35 sequences; from 88 to 100 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 46 sequences, the group of HIV-
1 subtype B variants circulating in Russia – 34 sequences; in 101 a.a.r. the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 45 
sequences, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in Russia – 34 sequences.

https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/maps/ctl/Tat.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/maps/ctl/Tat.html
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Консенсусные последовательности CRF02_AG и 
CRF63_02A6 содержали наибольшее количество за-
мен, при этом в 32, 34, 37, 40, 54, 57, 58, 61, 62, 64, 
67‒70, 74‒77, 80, 90, 92‒94-й позициях содержали одни 
и те же замены аминокислот относительно референс-
ной последовательности. Такой результат объясняется 

тем, что CRF63_02A6 является рекомбинантной фор-
мой CRF02_AG и суб-субтипа А6, которая в области 
гена tat соответствует CRF02_AG (https://www.hiv.lanl.
gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.comp).

В свою очередь, CRF03AB является рекомбинант-
ной формой суб-субтипа А6 и субтипа В, которая 

Таблица 2. Замены в белке Tat со статистически значимой разницей в частоте встречаемости у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирую-
щих в мире, и у вариантов CRF63_02A6 (p < 0,05)
Table 2. Substitutions in the Tat protein with a statistically significant difference in the frequency of occurrence between HIV-1 subtype B variants 
circulating in the world and HIV-1 CRF63_02A6 variants (p < 0.05)

Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World
CRF63_02A6

p Участок
Domain

Замена
Substitution

B
Мир

World
CRF63_02A6

p

n = 48 n = 25 n = 48 n = 25

I

E2D 5 24 0,0000*

V

D61S 3 18 0,0000*

R7N 7 21 0,0000* S62R 0 21 0,0000*

K12N 4 20 0,0000* Q63E 10 0 0,014

K19R 11 0 0,0094 T64N 12 1 0,0062

A21P 12 0 0,0062 T64D 0 22 0,0000*

II

T23S 0 17 0,0000* V67A 16 0 0,0011

N24K 11 1 0,0385 V67D 1 5 0,0082

K28I 0 2 0,0469 V67N 0 19 0,0000*

C31S 1 9 0,0001* S68P 8 24 0,0000*

C31V 0 2 0,0469 L69V 0 24 0,0000*

F32L 10 0 0,014 S70P 11 21 0,0000*

F32W 1 25 0,0000*

VI

A74L 0 24 0,0000*

F32Y 7 0 0,0446 S75P 4 25 0,0000*

V36L 2 22 0,0000* Q76T 0 22 0,0000*

III

I39L 6 25 0,0000* P77T 0 24 0,0000*

I39T 12 0 0,0062 D80N 0 22 0,0000*

T40N 0 21 0,0000* P84Q 8 0 0,0305

G42A 10 0 0,014 K85E 11 25 0,0000*

IV

R53G 1 20 0,0000* n = 46 n = 25

Q54R 0 22 0,0000* K89E 8 0 0,0269

Q54H 0 3 0,0143 K90E 1 23 0,0000*

R57G 1 24 0,0000* E92A 0 22 0,0000*

V

A58S 7 0 0,0446 R93S 7 25 0,0000*

A58T 9 23 0,0000* E94K 6 25 0,0000*

P59S 2 21 0,0000* D98H 13 1 0,0141

P59T 0 2 0,0469 P99R 0 3 0,0164

Q60R 0 2 0,0469 V100C 1 14 0,0000*

D61G 7 0 0,0446 V100Y 1 4 0,0297

Примечание. * ‒ позиции достоверные по критерию χ2 с поправкой Бонферрони p < 0,0009. В связи с наличием преждевременных стоп-ко-
донов в некоторых последовательностях менялось число (n) анализируемых последовательностей в группах, т.к. аминокислоты, находя-
щиеся после стоп-кодона, в анализе не учитывали: с 1 по 87 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркулирующих в мире, состояла из  
48 последовательностей, группа вариантов CRF63_02A6 – из 25 последовательностей; с 88 АК по 100 АО группа вариантов ВИЧ-1 субтипа 
В, циркулирующих в мире, – из 46 последовательностей, группа вариантов CRF63_02A6 – из 25 последовательностей. 
Note. * ‒ significant in the χ2 test with Bonferroni correction p < 0.0009. Due to the presence of premature stop codons in some sequences, the number 
of analyzed sequences in groups changed, since amino acid residues (a.a.r.) located after the stop codon were not taken into account in the analysis: 
from 1 to 87 a.a.r, the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 48 sequences, the group of CRF63_02A6 variants – 25 
sequences; from 88 to 100 a.a.r., the group of HIV-1 subtype B variants circulating in the world contained 46 sequences, the group of CRF63_02A6 
variants – 25 sequences.
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в области гена tat соответствует субтипу В (https://
www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.
comp). Консенсусная последовательность CRF03AB 
в 87-й позиции содержит стоп-кодон, что характерно 
для некоторых вариантов ВИЧ-1 субтипа В, например 
для референс-штамма HXB2 (K03455). Укороченная 
версия белка Tat, содержащая 86 АО, является функ-
циональной, однако некоторые функции, такие как 
модуляция модификации цитоскелета клетки-хозяи-
на и, возможно, функция обеспечения оптимальной 
репликации в клетках линии моноцитов-макрофагов, 
ассоциируют со вторым экзоном [6].

Меньшее число замен относительно референса 
приходится на фрагмент белка Tat с 1 по 51 АО: 
консенсус вариантов ВИЧ-1 субтипа В, циркули-
рующих на территории Российской Федерации, со-
держал 1 замену, CRF02_AG – 10, CRF03_A6B – 3,  
CRF63_02A6 – 8. Тогда как во фрагменте белка Tat 
c 52‒101 АО: консенсус вариантов ВИЧ-1 субти-
па В, циркулирующих на территории Российской 
Федерации, содержал 7 замен, CRF02_AG – 20,  
CRF03_A6B – 3 и стоп-кодон в 87-м положении, 
CRF63_02A6 – 23 (рис. 1). Это частично объясняет-
ся тем, что первые три домена белка Tat (1‒48 АО) 
формируют минимальную область, необходимую 
для транс-активации транскрипции вирусного ге-
нома [6, 8]. Также ранее исследователями уже от-
мечалось, что в целом область, кодируемая вторым 
экзоном гена tat, является менее консервативной, 
чем область, кодируемая первым экзоном [10]. 

В результате сравнения консенсусных последо-
вательностей было показано, что существующие 
отличия первичной структуры CRF63_02A6 от ре-
ференсной последовательности, отсутствие элемен-
та спирали в позициях 30‒33 вторичной структуры 
CRF63_02A6, по предсказаниям, не влияло на про-
странственную структуру белка: наиболее структури-
рованная область располагалась в районе 2-го и 3-го 
домена как у CRF63_02A6, так и у референсной по-
следовательности (рис. 3).

При анализе профиля естественных полиморфизмов 
было показано, что замены S68P и R78G достовер-
но чаще встречались у вариантов ВИЧ-1 субтипа В, 
циркулирующих в России, чем в референсной группе  
(табл. 1). При этом мотив 78RGD80 является лигандом 
для некоторых интегринов и, в связи с этим, предпо-
ложительно, замена R78G может влиять на функцио-
нальные свойства белка Tat [6]. 

Список замен со статистически значимой разницей 
в частоте встречаемости в белке Tat у вариантов ВИЧ-1  
субтипа В, циркулирующих в мире, и у вариантов 
CRF63_02A6 соответствовал списку замен, обозна-
ченному при сравнении консенсусных последова-
тельностей. Дополнительно было показано, что за-
мена C31S достоверно чаще встречалась у вариантов 
CRF63_02A6. При этом известно, что замена C31S 
является функционально значимой, ассоциирована со 
сниженной нейротоксичностью белка Tat [12, 24]. 

Ограничение исследования. Ограничением прове-
денного исследования является небольшая выборка 

последовательностей. Изучение особенностей белка 
Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных для Рос-
сийской Федерации, на больших выборках после-
довательностей является интересным направлением 
для исследований, которое актуализируется посте-
пенным расширением распространения не-А6-ва-
риантов ВИЧ-1 на территории страны [4]. Также 
перспективным направлением для возможных ис-
следований в будущем является изучение влияния 
особенностей белка Tat разных вариантов вируса, 
характерных для Российской Федерации, на Tat-
TAR-взаимодействие. 

Заключение
Впервые получены консенсусные последователь-

ности белка Tat не-А6-вариантов ВИЧ-1, характерных 
для Российской Федерации. Показано, что разные 
варианты вируса обладают характерными особенно-
стями в первичной структуре белка. Наибольшее ко-
личество аминокислотных замен содержала консен-
сусная последовательность CRF63_02A6, при этом 
существующие особенности не оказали влияние на 
профиль вероятности расположения неструктуриро-
ванных областей белка. Показано, что замена R78G, 
расположенная в функционально значимом мотиве, 
достоверно чаще встречалась у вариантов вируса 
субтипа В, циркулирующих на территории России, 
чем у вариантов вируса субтипа В, циркулирующих 
в мире. Определено, что функционально значимая 
замена C31S, достоверно чаще встречалась у вариан-
тов CRF63_02A6, чем у вариантов вируса субтипа В, 
циркулирующих в мире. Отмечены перспективные 
направления для будущих исследований. 
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Распространение и филогенетический анализ  
геновариантов цитомегаловируса (Orthoherpesviridae: 
Cytomegalovirus: Cytomegalovirus humanbeta5) у детей  
и иммунокомпромисных пациентов в центральной  
части России
Ванькова О.Е. , Бруснигина Н.Ф., Новикова Н.А.

ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной» 
Роспотребнадзора, 603950, г. Нижний Новгород, Россия

Резюме
Введение. Цитомегаловирус (ЦМВ) ‒ ДНК-содержащий вирус, широко распространенный по всему миру и 
имеющий важное значение в инфекционной патологии детей и взрослых.
Цель – определить встречаемость ЦМВ у детей и иммунокомпроментированного населения Нижегород-
ского региона (центральная часть России) и провести филогенетический анализ выявленных штаммов на 
основе генов UL55 и UL73.
Материалы и методы. Исследовали образцы ДНК ЦМВ, обнаруженного у часто болеющих детей и взрос-
лых – реципиентов солидных органов. Оценку генетического разнообразия ЦМВ проводили по двум вари-
абельным генам: UL55(gB) и UL73(gN), с применением технологии NGS на платформе Illumina. Филогене-
тические деревья были построены в программе MEGA X, достоверность топологии кластеров на деревьях 
подтверждена с помощью метода rapid bootstrаp на основе генерации 500 псевдореплик.
Результаты. Установлена циркуляция на территории нижегородского региона ЦМВ 5 генотипов по гену 
UL55(gB) и 5 генотипов по гену UL73(gN). При этом как у детей, так и у взрослых доминировали генотипы 
gB1 и gB2, генотип gB5 был выявлен только у детей. Спектр gN-генотипов был более разнообразным:  
у детей превалировали генотипы gN4a и gN3b, а у взрослых – генотипы gN1 и gN4b. Полученные резуль-
таты позволили установить сходство пейзажа генотипов ЦМВ, циркулирующих в России (Нижегородский 
регион), Бразилии, Китае и США.
Заключение. Установлено сходство пейзажа генотипов ЦМВ, циркулирующих в России (Нижегородский 
регион), Бразилии, Китае и США: у детей доминируют генотипы gB1 (40,0%), gB2 (33,3%), gN4a (42,8%) 
и gN3b (28,6%), а у взрослых (реципиентов солидных органов) ‒ gB1 (37,5%), gB2 (37,5%), gN1 (26,3%) и 
gN4b (26,3%).

Ключевые слова: цитомегаловирус; генотип; филогенетический анализ; генетическое разнообразие
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лиз геновариантов цитомегаловируса (Orthoherpesviridae: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus humanbeta5) у детей 
и иммунокомпромисных пациентов в центральной части России. Вопросы вирусологии. 2024; 69(6): 535–545.  
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-277 EDN: https://elibrary.ru/epnrav
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Prevalence and phylogenetic analysis of cytomegalovirus 
(Orthoherpesviridae: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus 
humanbeta5) genetic variants from children  
and immunocompromised patients in central Russia
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Abstract
Introduction. Cytomegalovirus (CMV) is a DNA-containing virus that is widespread worldwide and is of great 
importance in infectious pathology of children and adults.
The aim of this study is to evaluate the prevalence of CMV among children and immunocompromised patients in 
the Nizhny Novgorod region (central Russia) and to perform a phylogenetic analysis of the identified strains.
Materials and methods. DNA samples of CMV detected in frequently ill children and adult  recipients of solid 
organs were studied. The genetic diversity of CMV was assessed for two variable genes: UL55(gB) and UL73(gN), 
using NGS technology on the Illumina platform. Phylogenetic trees were constructed in the MEGA X program, 
the reliability of the cluster topology on the trees was confirmed using the rapid bootstrap method based on the 
generation of 500 pseudo-replicas.
Results. Circulation of 5 CMV genotypes by gene UL55(gB) and 5 genotypes by gene UL73(gN) was established 
in the territory of the Nizhny Novgorod region. While genotypes gB1 and gB2 dominated both in children and in 
adults, genotype gB5 was detected only in children. The spectrum of gN genotypes was more diverse: genotypes 
gN4a and gN3b prevailed in children, and gN1 and gN4b genotypes were predominant in adults. The obtained 
results allowed us to establish the similarity of the landscape of CMV genotypes circulating in Russia (Nizhny 
Novgorod region), Brazil, China and the USA.
Conclusion. The obtained data indicate the similarity of the landscape of CMV genotypes circulating in Russia 
(Nizhny Novgorod region), Brazil, China and the USA: in children, the predominant genotypes are gB1 (40.0%), 
gB2 (33.3%), gN4a (42.8%), and gN3b (28.6%), while in adults (recipients of solid organs) genotypes gB1 (37.5%), 
gB2 (37.5%), gN1 (26.3%), and gN4b (26.3%) are prevailed.

Keywords: Сytomegalovirus; genotype; phylogenetic analysis; genetic diversity
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Введение
Цитомегаловирус (ЦМВ) (Orthoherpesviridae: Cy-

tomegalovirus: Cytomegalovirus humanbeta5) относит-
ся к крупным цитоплазматическим ДНК-вирусам 
и имеет сферический/плейоморфный вирион диаме-
тром 150‒200 нм. Вирион имеет сложную структур ‒ 
икосаэдрический капсид (Т = 16, 162 капсомера), содер-
жащий линейную двунитевую ДНК, который окружен 
липидной оболочкой, включающей множество глико-
протеиновых комплексов и элементы аморфного белко-
вого матрикса (тегумента) [1]. 

ЦМВ широко распространен по всему миру. Ин-
фекция, вызываемая ЦМВ, принадлежит к категории 

социально значимых и представляет серьезную про-
блему для современного здравоохранения. Это свя-
зано с высокой долей инфицированности населения 
(50‒90% в большинстве стран мира), полиморфиз-
мом клинических проявлений, многообразием путей 
и факторов передачи инфекции [2]. У здоровых людей 
первичная цитомегаловирусная инфекция (ЦМВИ) 
протекает бессимптомно, но у иммунокомпрометиро-
ванных пациентов (реципиентов солидных органов, 
ВИЧ-инфицированных, онкобольных) ЦМВИ имеет 
зачастую тяжелое течение, приводящее к различно-
го рода осложнениям, включая пневмонию, гепатит, 
энцефалит, колит, увеит, ретинит, слепоту, и даже 
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аспектов инфекции среди разных групп населения. 
Знания о пейзаже генотипов ЦМВ и региональных 
особенностях их циркуляции необходимы для эф-
фективного эпидемиологического надзора за ЦМВИ 
и разработки отечественных вакцин.

Цель работы – оценить филогенетические взаи-
моотношения штаммов ЦМВ, обнаруженных у детей 
и иммунокомпрометированного населения Нижего-
родского региона, на основе анализа нуклеотидных 
последовательностей генов UL55 и UL73.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили 52 образ-

ца ДНК, которая была выделена из биологических 
субстратов, полученных от пациентов, перенесших 
трансплантацию солидных органов и находящихся 
на стационарном лечении во ФБУЗ «Приволжский 
окружной медицинский центр» ФМБА России, а так-
же часто болеющих детей, обратившихся в медицин-
ские организации Нижнего Новгорода и Нижегород-
ской области. Оценку генетического разно образия 
ЦМВ проводили по двум вариабельным генам: 
UL55(gB) и UL73(gN).

Исследование проводилось при добровольном 
информированном согласии пациентов и законных 
представителей несовершеннолетних пациентов. 
Протокол исследования одобрен Локальным этиче-
ским комитетом ФБУН «Нижегородский НИИ эпиде-
миологии и микробиологии им. академика И.Н. Бло-
хиной» Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека 
(Роспотребнадзор) (Протокол № 2 от 19.09.2024).

Выделение и очистку ДНК осуществляли со-
рбционным методом с применением наборов 
«ДНК-сорб В» (ФСР 2012/14019) и «ДНК-сорб АМ» 
(ФСР 2007/00183) согласно инструкции производи-
теля (ЦНИИЭ, Россия). Выделенную и очищенную 
ДНК хранили при −70 °С до момента анализа. 

Амплификацию выделенной ДНК проводили 
в термоциклере «Терцик МС-2» («ДНК-технология», 
Россия) и Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Австралия). 

Продукты амплификации детектировали путем го-
ризонтального электрофореза в 1,8% агарозном геле 
с использованием трис-боратной-ЭДТА (TBE) буфер-
ной системы (pH 8,2). Визуализацию и учет резуль-
татов реакции осуществляли с помощью гель-доку-
ментирующей видеосистемы Geldoc EZ и программы 
Image Lab 5.0 (Bio-Rad). 

Секвенирование фрагментов выполняли с примене-
нием технологии секвенирования нового поколения 
(NGS) на платформе MiSeq и iSeq (Illumina, США). 
Концентрацию ДНК в образцах определяли на флуо-
риметре Qubit (Invitrogen, Австрия) с использовани-
ем набора Qubit DNA HS Assay Kit (Invitrogen, США). 
Библиотеки ДНК для секвенирования готовили с по-
мощью набора Nextera XT DNA Sample Preparation 
Kit (Illumina, США), ShotGun SG GM (ООО «Сесана», 
Россия) и комплекта индексированных праймеров для 
двойного баркодирования для секвенаторов Illumina 
(Raissol, Россия), в соответствии с инструкцией про-

к летальному исходу. Серьезной проблемой является 
заражение ЦМВ реципиентов крови и солидных орга-
нов, поскольку фактором передачи инфекции может 
быть не только перелитая кровь, но и орган [3, 4].

ЦМВИ является основной причиной врожденных 
пороков развития у детей раннего возраста. В разных 
странах мира частота внутриутробного заражения 
плода ЦМВ колеблется от 0,3 до 3%, в России ‒ от 0,1 
до 2,8% [5, 6]. В Центральной части России (Нижего-
родская область) частота выявления ДНК ЦМВ у де-
тей (580 человек) варьирует от 3,8 до 18,9%, в зависи-
мости от клинической формы заболевания, при этом 
установлены высокие показатели инфицированности 
детей в возрасте от 1 года до 3 лет (56,1‒58,5%) [7]. 
Частота обнаружения ДНК ЦМВ у 160 пациентов, пе-
ренесших трансплантацию солидных органов (пече-
ни и почек), составила 37,7% [8].

Значимость ЦМВИ в инфекционной патологии 
детей и взрослых определяет необходимость моле-
кулярно-генетического изучения возбудителя. Геном 
ЦМВ значительно больше, чем геномы других герпес-
вирусов, и представлен линейной двухцепочечной 
ДНК длиной 220‒240 кб, кодирующей около 165 ге-
нов (открытых рамок считывания, ОРС) [1]. Геном 
ЦМВ имеет два уникальных участка ДНК ‒ длинный 
регион (UL) и короткий регион (US), фланкированые 
инвертированными повторами b (TRL/IRL) и с (IRS/
TRS) [9]. Следует отметить, что бо́льшая часть гено-
ма разных штаммов ЦМВ достаточно консервативна, 
но отдельные гены могут демонстрировать высокую 
вариабельность [10].

Несмотря на отсутствие в настоящее время об-
щепринятой системы генотипирования ЦМВ, для 
дифференциации штаммов часто используются ва-
риабельные гены: UL55(gB), UL73(gN), UL74(gO), 
UL144-TNRF.

Ген UL55 кодирует гликопротеин gB (906 a.o), кото-
рый относится к гликопротеиновому комплексу gC-I, 
играет значительную роль в присоединении и проник-
новении вируса в клетку хозяина и является основной 
мишенью для нейтрализующих антител. Кроме того, 
он участвует в процессе вирусной репликации, от-
вечает за слияние клеток и распространение вируса 
от клетки к клетке. В настоящее время известно 7 ос-
новных gB-генотипов ЦМВ: gB-1, gB-2, gB-3, gB-4, 
gB-5, gB-6, gB-7. Область основной вариабельности 
расположена в позиции 448‒481 а.о. [11].

Ген UL73 кодирует гликопротеин gN (138 а.о.), ко-
торый индуцирует образование нейтрализующих ан-
тител и участвует в присоединении вируса к клетке 
хозяина. Гликопротеин gN является самым полиморф-
ным белком среди белков ЦМВ человека [12]. По-
казано, что аминокислотные замены присутствуют 
в N-концевой области белка и захватывают участок 
первых 87 а.о. Данный участок расположен на по-
верхности вирусной оболочки. Различают 7 gN-гено-
типов ЦМВ: gN-1, gN-2, gN3a, gN3b и gN4a, gN4b, 
gN4c [12, 13].

В России исследования ЦМВ в основном направле-
ны на изучение эпидемиологических и клинических 
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довательностей в программе MEGA-X (версия 10.2.6) 
были построены филогенетические деревья с ис-
пользованием метода максимального правдоподобия 
(Мaximum likelihood). Достоверность топологии кла-
стеров на деревьях подтверждали с помощью rapid 
bootstrаp-анализа на основе генерации 500 псевдоре-
плик [12]. Принадлежность изучаемых штаммов к фи-
логенетическим линиям и сублиниям определяли на 
основе кластеризации изолятов на филогенетических 
деревьях с индексом поддержки узлов более 75 и вы-
сокого уровня сходства нуклеотидных последователь-
ностей (98,5–100%).

Статистический анализ проводили с помощью об-
щепринятых алгоритмов в программах Microsoft 
office (Excel), пакета статистических программ Statz, 
Statistica 6.0, Вiostat. Достоверным считали различие 
между сравниваемыми величинами с уровнем довери-
тельной вероятности 95  и 99% при р < 0,05 и р < 0,001.

Результаты
С использованием ранее предложенного нами ал-

горитма генотипирования были определены спектры 
и долевое распределение gB- и gN-генотипов ЦМВ, 
циркулирующего среди детей и взрослых Нижегород-
ского региона. Результаты генотипирования, прове-
денного по двум генам (UL55 и UL73), показали, что 
штаммы ЦМВ характеризовались высоким генетиче-
ским разнообразием. Спектр идентифицированных 
gB-генотипов ЦМВ у детей состоял из 5 кластеров 
(gB1, gB2, gB3, gB4 и gB5), а у взрослых – из 4 (gB1, 
gB2, gB3, gB4) (рис. 1). 

Пейзаж gN-генотипов включал 4 кластера (gN4c, 
gN4a, gN3b, gN1) у детей и 5 кластеров у реципиентов 
органов (gN1, gN3a, gN3b, gN4a, gN4b, gN4c) (рис. 2).

Сравнительны анализ распространенности  
gB- и gN-генотипов показал, что у детей доминирова-
ли генотипы gB1 (40,0%), gB2 (33,3%), gN4a (42,8%) 
и gN3b (28,6%), а у взрослых (реципиентов солид-
ных органов) превалировали генотипы gB1 (37,5%), 
gB2 (37,5%), gN1 (26,3%) и gN4b (26,3%). Смешан-
ная инфекция, обусловленная сочетанием двух и трех 
генотипов ЦМВ, была выявлена в 6 случаях у детей 
и 5 случаях у взрослых. Установлены следующие 
сочетания генотипов: gB4 и gB2; gB1 и gB2; gN3b 
и gN4a; gN1 и gN4a; gN4a, gN1 и gN3b у детей, и gB4, 

изводителя. Качество подготовленной библиотеки 
ДНК для секвенирования оценивали на флуориметре 
Qubit (Thеrmofisher, США) и автоматизированной 
системе капиллярного гель-электрофореза QIAxcel 
Advanced System (QIAGEN, Германия) с применени-
ем набора реагентов для быстрого разделения фраг-
ментов ДНК QIAxcel DNA Fast Analysis Kit (3000) 
(QIAGEN, Германия) и программного обеспечения 
QIAxcel ScreenGel (QIAGEN, Германия). Для секве-
нирования использовали набор MiSeq reagent kit v2 
на 500 циклов и iSeq 100 i1 Reagent v2 (300-cycle) 
(Illumina, США). 

Выравнивание и сборку полученных коротких 
чтений относительно референс-генома осуществля-
ли с использованием встроенного в секвенатор про-
граммного обеспечения и программы CLC Genomics 
Workbench 5.5 (CLC bio, США). Анализ последова-
тельности генов (UL55(gB) и UL73(gN)) ЦМВ про-
водили с использованием алгоритма BLAST и пакета 
программ, представленных на сервере NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Выравнивание нуклео-
тидных последовательностей выполняли с помощью 
программы CLUSTALX 2.0 (http://bips.ustrasbg.fr/fr/
Documentation/ClustalX/).

Генетическое разнообразие исследуемых изолятов 
ЦМВ оценивали с использованием анализа нуклео-
тидных последовательностей генов UL55 и UL73 
ЦМВ, основанного на биоинформатических методах. 
Для этого были амплифицированы и секвенированы 
фрагменты генов ЦМВ UL55(gB) и UL73(gN) дли-
ной 356 и 406 п.н. соответственно. Для проведения 
филогенетического анализа из международной базы 
данных GenBank были отобраны нуклеотидные по-
следовательности гена UL55(gB) 12 референс-штам-
мов и 37 клинических изолятов ЦМВ, полученных 
в разных странах Европы (Италии, Испании, Бельгии, 
Великобритании), США, Китае, Мексике, Индии, 
Египте, а также гена UL73(gN) – 7 референс-штам-
мов и 39 клинических изолятов ЦМВ из стран Евро-
пы (Италии, Испании, Великобритании), США, Ки-
тая, Индии. Дифференциацию кластеров проводили 
на основе сравнения уровня сходства нуклеотидных 
последовательностей, рассчитанного методом попар-
ных дистанций (p-distans), как внутри, так и между от-
дельными кластерами. На основе выбранных после-

Рис. 1. Частота встречаемости gB-генотипов ЦМВ у детей (а) и взрослых реципиентов органов (б).
Fig. 1. Frequency of occurrence of CMV gB genotypes in children (a) and adult organ recipients (b).
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Рис. 2. Частота встречаемости gN-генотипов ЦМВ у детей (а) и взрослых реципиентов органов (б).
Fig. 2. Frequency of occurrence of CMV gN genotypes in children (a) and adult organ recipients (b).

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму Maximum Likelihood на основе анализа нуклеотидных последователь-
ностей фрагмента (366 н.о.) гена UL55(gB) ЦМВ, обнаруженного у детей.

Fig. 3. Phylogenetic tree based on partial nucleotide sequences  of CMV UL55(gB) gene (366 nt) isolated from children, built using the 
Maximum Likelihood algorithm.
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Уровень сходства между отдельными кластерами 
gB-генотипов, рассчитанного на основании P-distans, 
варьировал от 76,5 до 87,2% н.о. 

Кластер, объединивший российские изоляты ЦМВ 
генотипа gB1, выявленного у детей и взрослых, 
составил общую группу с изолятами ЦМВ, цирку-
лирующего на территории Великобритании, США 
и Германии. Идентичность внутри группы варьиро-
вала от 97,8 до 100% н.о., а с другими кластерами – 
от 81,9 до 96,5% н.о.

Исследуемые штаммы ЦМВ генотипа gB2, обна-
руженные у детей и взрослых реципиентов органов, 
вошли в общую группу с изолятами, выделенными на 
территории США, Мексики, Великобритании, Египта 
и стран Европы, уровень гомологии внутри группы 
составил 98,8–100% н.о. Следует отметить, что изо-
ляты ЦМВ, выявленные у реципиентов солидных ор-

и gB3; gN4c, gN4b и gN3b; gN4a и gN1; gN4с и gN1; 
gN4c и gN4a у взрослых. 

Филогенетический анализ цитомегаловируса
Для изучения филогенетических взаимоотноше-

ний штаммов выявленных ЦМВ были использова-
ны нуклеотидные последовательности двух генов 
(UL55 и UL73). Филогенетический анализ позволил 
изучить внутригенотиповое разнообразие исследуе-
мых штаммов на уровне линий и сублиний. Фило-
генетические деревья, построенные на основе ну-
клеотидных последовательностей генов UL55(gB) 
и UL73(gN) анализируемых и депонированных в базе 
данных GenBank/NCBI изолятов ЦМВ, выделенных 
у детей и взрослых реципиентов органов, с исполь-
зованием метода Maximum Likelihood, представле-
ны на рис. 3–6.

Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму Maximum Likelihood на основе анализа нуклеотидных  
последовательностей фрагмента гена UL73(gN) (420 н.о.) ЦМВ, обнаруженного у детей. 

Fig. 4. Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of CMV UL73(gN) gene (420 nt) isolated from children, built using the Maximum 
Likelihood algorithm.
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и представленных в международной базе GenBank 
изолятов ЦМВ показал, что наиболее близкими ока-
зались кластеры gB4 и gB1, которые образовали две 
отдельные группы с самым высоким процентом сход-
ства между собой (от 93,9 до 97,5% н.о.).

Филогенетический анализ нуклеотидных после-
довательностей гена UL73(gN) показал, что уро-
вень идентичности между отдельными кластерами 
варьировал от 74,8 до 87,7% н.о. Нижегородские 
штаммы ЦМВ генотипа gN4c образовали общую 
группу с изолятами, выявленными на территории 
Великобритании и Италии, уровень гомологии вну-
три группы составил 99,8–100% н.о. Штаммы ЦМВ 
генотипов gN3b и gN1 вошли в общую группу со 
штаммами ЦМВ, циркулирующего на территории 
Китая, Италии и Великобритании, уровень иден-
тичности нуклеотидных последовательностей вну-
три каждой группы составил 99,8–100% н.о. Уста-
новлен высокий уровень гомологии (99,5–100% 

ганов, заняли отдельную ветвь и отличались от изо-
лятов ЦМВ, взятых из GenBank, при их сравнении 
с другими кластерами, сходство варьировало в преде-
лах от 83,0 до 96,5% н.о. 

Штаммы ЦМВ, имеющие генотип gB4, вошли в од-
ну группу с изолятами, выделенными в США и Мек-
сике, уровень идентичности нуклеотидных после-
довательностей внутри группы варьировал от 98,0 
до 100,0% н.о, при этом процент схожести с другими 
кластерами составил 81,9–96,0% н.о. 

Установлен высокий (96,0–99,4% н.о) уровень го-
мологии внутри группы, соответствующей генотипу 
gB3, сходство с другими кластерами варьировало 
от 82,0 до 88,7% н.о. 

Особый интерес представляли обнаруженные у де-
тей штаммы ЦМВ, принадлежащие генотипу gB5. По-
казан высокий уровень (98,5–99,1% н.о) их идентич-
ности внутри группы. Сравнительный анализ нуклео-
тидных последовательностей гена UL55 российских 

Рис. 5. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму Maximum Likelihood на основе анализа нуклеотидных последователь-
ностей фрагмента гена UL55(gB) (366 н.о.) ЦМВ, выявленного у взрослых реципиентов солидных органов.

Fig. 5. Phylogenetic tree based on partial nucleotide sequences CMV UL55(gB) gene (366 nt) isolated from adults solid organ recipients, 
built using the Maximum Likelihood algorithm.
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н.о.) штаммов вируса генотипа gN4a с ЦМВ, выде-
ленным в Италии.

Определено близкое родство нуклеотидных после-
довательностей гена UL73 штаммов ЦМВ генотипа 
gN4c с нуклеотидными последовательностями ви-
руса, выявленного на территории Италии и Велико-
британии. Уровень идентичности последовательно-
стей внутри группы варьировал от 99,75 до 100% н.о. 
Штаммы ЦМВ генотипа gN4a, обнаруженные у реци-
пиентов органов, так же, как и у детей, образовали об-
щую группу с ЦМВ, циркулирующим на территории 
Италии. Степень их сходства внутри группы варьиро-
вал от 99,5 до 100% н.о.

Для штаммов ЦМВ генотипа gN4b, по сравнению 
с другими группами вируса, установлен более низ-
кий уровень сходства, который варьировал в пре-
делах 93,4–100% н.о. В эту группу анализируемые 
штаммы вошли вместе с вариантами, выделенными 

Рис. 6. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму Maximum Likelihood на основе анализа нуклеотидных последователь-
ностей фрагмента гена UL73(gN) (420 н.о.) ЦМВ, выявленного у взрослых реципиентов солидных органов.

Fig. 6. Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of CMV UL73(gN) gene (420 nt) isolated from adults solid organ recipients,  
built using the Maximum Likelihood algorithm.

в Италии и Китае. Штаммы ЦМВ генотипа gN1 ха-
рактеризовались высоким уровнем идентичности 
(99,7–100%) нуклеотидных последовательностей ге-
на UL73 и образовали общую группу со штаммами, 
выявленными на территории Китая. Представители 
кластера gN3b объединились с вариантами ЦМВ, вы-
явленными в Италии, Великобритании и Китае. Уро-
вень идентичности между отдельными кластерами 
варьировал от 73,8 до 81,6% н.о. 

Обсуждение
В настоящее время уделяется большое внимание 

изучению генотипового разнообразия ЦМВ в группах 
риска среди детей и взрослых. Сравнительный ана-
лиз распространенности различных генотипов ЦМВ 
у детей и взрослых пациентов, перенесших пересадку 
органов, в разных странах мира и России по резуль-
татам собственных исследований выявил сходство 
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оценки эволюционно-генетического разнообразия 
широкого спектра возбудителей инфекционных бо-
лезней, включая ЦМВ. Кроме того, использование 
высокопроизводительного секвенирования позволяет 
в одной реакции определить у пациента наличие не-
скольких штаммов вируса, в том числе и тех, которые 
присутствуют в минорных количествах. Проведение 
таких исследований необходимо при обследовании 
лиц из групп риска по ЦМВ, т.к. ЦМВИ, обусловлен-
ная ассоциацией нескольких генотипов ЦМВ, может 
протекать более тяжело, и для элиминации вируса 
требуется больше времени.

Проведенный анализ пейзажа gB- и gN-генотипов 
ЦМВ показал, что предпочтительным является спо-
соб генотипирования ЦМВ по гену UL55. Кроме того, 
поверхностный гликопротеин gB является основным 
компонентом при разработке вакцин, т.к. он является 
мишенью для нейтрализующих антител и цитоток-
сических Т-клеток. Как эпидемиологический мар-
кер он интересен еще и тем, что участвует не только 
в процессе проникновения вируса в клетку, но и в рас-
пространении вируса от клетки к клетке [9]. 

 Заключение
Результаты проведенного исследования позволили 

охарактеризовать генотиповую структуру террито-
риальной (нижегородский регион) популяции ЦМВ, 
различающуюся в разных группах иммунокопроме-
тированных пациентов. Установлены филогенетиче-
ские связи со штаммами вируса, циркулирующего на 
территории Бразилии, Китая и США. Полученная ин-
формация необходима для понимания эволюционных 
процессов в популяции ЦМВ.
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Резюме
Введение. Летучие мыши рассматриваются как основной природный резервуар для альфа- и бетакоро-
навирусов. В результате преодоления межвидового барьера коронавирусы летучих мышей передаются 
другим видам млекопитающих, включая сельскохозяйственных животных и человека, что часто приводит к 
возникновению эпидемических или эпизоотических вспышек и пандемий. 
Цель работы. Идентифицировать зоонозные коронавирусы, циркулирующие в популяции подковоносых 
летучих мышей (Rhinolophus spp.) в южных регионах европейской части России. Определить их генетиче-
ские и экологические характеристики.
Материалы и методы. Материал для исследования (фекалии летучих мышей) был собран в пещерах на 
Южном макросклоне большого Кавказа (район Сочи-Адлер) в 2020, 2021 и 2024 гг. Использованы методы 
метагеномного анализа на основе NGS и ОТ-ПЦР.
Результаты. Идентифицирован новый альфакоронавирус (вирус Кудеп, GenBank № PQ649435), ассоции-
рованный с большим подковоносом (R. ferrumequinum). Вирус Кудеп предположительно представляет но-
вый вид подрода Decacovirus рода Alphacoronavirus. Максимальное генетическое сходство вирус Кудеп 
имеет с коронавирусом летучих мышей (от ложного вампира Cardioderma cor) из Кении (72% идентичных 
н.о.) и с группой вирусов YN2012, найденных у подковоносых летучих мышей в Китае (до 67% н.о.). Ре-
зультаты ОТ-ПЦР-скрининга показывают, что вирус Кудеп и ранее описанный нами SARS-подобный бета-
коронавирус Хоста-1 активно циркулируют на обследованной территории. Зараженность этими вирусами в 
одной из колоний большого подковоноса осенью 2021 г. достигала 59,2 и 70,5% соответственно. Выявлены 
частые случаи коинфекции отдельных особей одновременно двумя коронавирусами. 
Заключение. Полученные данные расширяют представления о распространении альфакоронавиурусов ле-
тучих мышей и их генетическом разнообразии. Показано наличие стойкого природного очага потенциально 
зоонозных коронавирусов (Хоста-1 и Кудеп), связанных с R. ferrumequinum, на юге европейской части России.
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Abstract
Introduction. Bats are recognized as primary natural reservoirs for alpha- and betacoronaviruses. The interspecies 
transmission of bat coronaviruses to other mammalian hosts, including livestock and humans, can lead to 
epidemics, epizootics, and global pandemics.
Objective. This study aims to describe coronaviruses associated with horseshoe bats (Rhinolophus spp.) in the 
southern regions of the European part of Russia.
Materials and methods. Fecal samples were collected from bats inhabiting caves on the southern macroslope 
of the Greater Caucasus (Sochi-Adler region) during 2020, 2021, and 2024. Viral genomes were detected and 
analyzed using high-throughput sequencing (NGS) and RT-PCR.
Results. A novel alphacoronavirus, designated Kudep virus (GenBank acc. # PQ649435), was identified in  
R. ferrumequinum. Presumably the Kudep virus represents a novel species within the subgenus Decacovirus of 
the genus Alphacoronavirus. The virus Showed 72% nucleotide identity to a Cardioderma bat coronavirus from 
Kenya and up to 67% nucleotide identity to the YN2012 virus group found in horseshoe bats in China. RT-PCR 
screening revealed active circulation of both Kudep virus and the previously described SARS-like betacoronavirus 
Khosta-1 in the study area. Infection rates in a single R. ferrumequinum colony during autumn 2021 reached 
59.2% and 70.5% for Kudep and Khosta-1, respectively. Frequent co-infections with both viruses were observed 
in individual bats.
Conclusion. Our findings expand the understanding of the distribution of bat alphacoronaviruses and their genetic 
diversity. We demonstrate the presence of a persistent natural foci of two potentially zoonotic bat coronaviruses, 
ecologically associated with R. ferrumequinum in the southern European part of Russia.

Keywords: bats; bat coronaviruses; Kudep virus; Khosta-1 virus; emerging and re-emerging infections; alphacoro-
naviruses; SARS-CoV-2; horseshoe bats
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Введение
Коронавирусы летучих мышей, принадлежащие 

родам Alphacoronavirus и Betacoronavirus (Coronavi-
ridae: Orthocoronavirinae), обладают значительным 

зоонозным потенциалом [1–4]. Результаты много-
численных исследований показывают, что большин-
ство известных коронавирусов человека, включая 
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сезонные альфакоронавирусы (α-CoV) HCoV-229E, 
HCoV-NL63 и бетакоронавирусы (β-CoV) SARS-CoV, 
SARS-CoV-2, MERS-CoV происходят от коронави-
русов, ассоциированных с разными видами летучих 
мышей [5–7]. Коронавирусы, эволюционно связан-
ные с вирусами летучих мышей, найдены в послед-
ние время у разных видов диких и домашних жи-
вотных [8, 9]. Это позволяет рассматривать летучих 
мышей как один из основных природных резервуа-
ров и источников зоонозных коронавирусов, который 
играет ключевую роль в распространении коронави-
русов или их отдельных генов между разными вида-
ми млекопитающих. 

Летучие мыши относятся к отряду рукокрылых 
(Chiroptera), который включает более 1400 видов, объ-
единенных в 21 семейство и 234 рода. По числу видов 
рукокрылые занимают второе место после грызунов 
среди всех млекопитающих. На территории России 
зарегистрированы не менее 45 видов летучих мышей, 
включая 3 вида подковоносов (Rhinolophidae: Rhinol-
ophus): большой (R. ferrumequinum (Schreber, 1774), 
малый (R. hipposideros (Bechstein, 1800) и южный  
(R. euryale (Blasius, 1853) [10]. Подковоносы рассма-
триваются как природный резервуар SARS-подобных 
коронавирусов, два из которых (SARS-CoV и SARS-
CoV-2) вызвали эпидемическую вспышку тяжелого 
острого респираторного синдрома (ТОРС) в 2002–
2004 гг. и пандемию COVID-19 в 2019 г. соответ-
ственно. В Китае и странах Юго-Восточной Азии 
у различных видов подковоносов были обнаружены 
несколько групп дивергентных альфакоронавирусов, 
такие как Rhinolophus bat coronavirus HKU32 или 
группа HKU2 (подрод Rhinacovirus), к которой при-
надлежит возбудитель синдрома острой диареи сви-
ней (SADS-CoV), вызвавший крупную эпизоотию 
в Китае в 2016–2019 гг. [9, 11–13]. Особый интерес 
представляет R. ferrumequinum, чей ареал практиче-
ски непрерывно тянется от Северной Африки, Юж-
ной и Западной Европы через Среднюю Азию до Ги-
малаев, Кореи и Японии, обеспечивая возможность 
распространения ассоциированных с ним вирусов 
в отдаленные регионы. В России ареал подковоносов 
ограничен территориями, лежащими южнее 44° се-
верной широты, включая Северный Кавказ и север-
ное побережье Черного моря. Исследования корона-
вирусов в российских популяциях летучих мышей 
носят фрагментарный характер [14–17]. Ранее при 
обследовании подковоносов в районе Большого Со-
чи (Краснодарский край) мы описали два новых 
SARS-подобных бетакоронавируса летучих мышей 
(вирусы Хоста-1 и Хоста-2), эволюционно связанных 
с вирусами SARS-CoV и SARS-CoV-2, а также с сар-
бековирусами летучих мышей из Европы, Африки 
и Азиатского региона [14]. Распространение близко-
родственных Хоста-1 вирусов отмечено и в других 
районах Большого Кавказа – в колониях большого 
подковоноса в Дагестане [17] и у южного подковоно-
са в Грузии [18]. В этих работах также был обнаружен 
альфакоронавирус летучих мышей, предварительно 
отнесенный авторами к подроду Decacovirus на осно-

ве консервативного домена RdRp (397 нуклеотидных 
остатков (н.о.)) [17]. В настоящей работе мы иден-
тифицировали и полногеномно описали новый аль-
факоронавирус летучих мышей (названный вирусом 
«Кудеп», от названия реки Кудепста), ассоциирован-
ный с R. ferrumequinum. Результаты ПЦР-скрининга 
показали, что альфа- и бетакоронавирусы совместно 
коциркулируют в популяции большого подковоноса 
в данном регионе. 

Материалы и методы 
Материал для исследования. Сбор материала про-

водили в пещерах южного макросклона Большого 
Кавказа на северном побережье Черного моря (рай-
он Сочи-Адлер, Краснодарский край) в 2020‒2024 гг. 
(таблица). Сбор осуществляли или поздней осенью, 
когда колония летучих мышей слетается на зимовку 
(2020, 2021 гг.), или ранней весной во время первых 
вылетов после спячки (2024 г.). Животных отлавлива-
ли руками со сводов пещер. Вид определял на основе 
морфологических признаков опытный зоолог. Допол-
нительно видовая принадлежность R. hipposideros 
и R. ferrumequinum была подтверждена путем секве-
нирования митохондриального гена цитохрома b для 
нескольких выбранных проб. Для сбора фекалий ле-
тучих мышей каждую отдельную особь помещали 
в чистый хлопковый мешочек на 10‒15 мин, после че-
го животное выпускали, а фекалии со стенки мешоч-
ка помещали в криопробирку. Материал доставляли 
в лабораторию на льду и хранили при температуре 
−70 °С. Ни одно животное при сборе не было забито 
или повреждено. Сбор материала был одобрен Науч-
ным советом и комитетом по этике Сочинского наци-
онального парка (Протокол № 5 от 27 декабря 2023 г.).

Выделение РНК и полимеразная цепная реакция с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Образцы суспен-
дировали в 0,2 мл фосфатно-солевого буфера (PBS). 
Суммарная РНК была выделена из 0,1 мл полученной 
суспензии с использованием набора РНК-Экстран 
(НПК «Синтол», Россия) в соответствии с инструк-
цией производителя. Тестирование проб на наличие 
РНК вирусов Хоста-1 и Хоста-2 проводили, как было 
указано ранее [14], с использованием специфических 
праймеров и зондов (Kh1_pr FAM-ACCTGTGCCTGT-
GAGTCCATT-BQ1, Kh1_F CACTGTTGGTGTAGGT-
TAC, и Kh1_R CTGGAATGACTGAAATCTCTTA для 
Хоста-1; Kh2_pr HEX-AAGCACACCAACGACAC-
CAGCATCTC-BQ2, Kh2_F CGCCAAGCACTATTA-
AAGACAG, и Kh2_R CGAAGTCGTACCAGTTTCCA 
для вируса Хоста-2) и реагента TaqPath 1-Step Multi-
plex Master Mix (ThermoFisher Scientific, США). Крат-
ко: 5 мкл РНК добавляли к 15 мкл реакционной смеси, 
содержащей 1× TaqPath 1-Step Multiplex Master Mix, 
по 400 нМ прямого и обратного праймера и 200нМ 
соответствующего зонда. Температурный режим ре-
акции: инкубация 30 мин при 50 °C для реакции об-
ратной транскрипции, инкубация 30 с при температу-
ре 95 °C для активации Taq-полимеразы. Далее 45 ци-
клов ПЦР: 10 с при 95 °C для денатурации и 30 с при  
55 °C для элонгации и регистрации сигнала. Выявле-
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ние РНК нового альфакоронавируса Кудеп проводили 
с использованием подобранных праймеров и зондов 
(Alph_pr ROX-TGCCACAAGTTGCCACCGTCA-
BQ2, Alph_F GCTTGCTGCTGAAGATCC, Alph_R 
CCACATCATTAACAGTGCGAATA) по такой же ме-
тодике. 

Высокопроизводительное секвенирование (NGS) 
и анализ данных. Секвенирование проб проводили, 
как описано ранее [14]. Часть проб были пулирова-
ны по видам и локациям (10‒12 проб в пуле). По-
ложительные в ПЦР пробы секвенировали индиви-
дуально. Для удаления рибосомальной РНК исполь-
зовали набор NEBNext rRNA Depletion kit (NEB, 
США). Для получения кДНК библиотек использова-
ли набор NEBNext Ultra II RNA library kit for Illumina 
(NEB, США) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Измерение молярности полученных библи-
отек проводили методом ПЦР в реальном времени 
согласно рекомендациям, изложенным в руковод-
стве Sequencing Library qPCR Quantification Guide 

(Illumina, США). Секвенирование кДНК-библиотек 
осуществляли в формате 2 × 100 на приборе No-
vaSeq 6000 (Illumina, США) на базе центра Genetico 
(Москва). В среднем получали 80‒110 млн парных 
ридов для пулированных проб и 25‒40 млн парных 
ридов для индивидуальных проб. Полученные ри-
ды были отфильтрованы по качеству и после уда-
ления адаптеров собраны de novo с использованием 
программного обеспечения CLC Genomics Work-
bench 7.0 (Qiagen, Германия). Полученные контиги 
анализировали по алгоритму blastx с использовани-
ем программы DIAMOND против базы данных про-
теинов вирусов семейства Coronaviridae, загружен-
ных из базы GenBank с использованием собственно-
го Python скрипта (модуль BioPython).

Генетический и филогенетический анализ. Ну-
клеотидные и аминокислотные последовательности 
альфакоронавирусов были выровнены по алгорит-
му ClustalW, имплементированного в программное 
обеспечение MEGAX (https://www.megasoftware.

Таблица. Результаты ОТ-ПЦР-скрининга подковоносых летучих мышей (Rhinolophus spp.) на наличие коронавирусов Хоста-1, Хоста-2 
(Betacoronavirus) и Кудеп (Alphacoronavirus) в 2020, 2021 (осень) и 2024 (весна) гг., северное побережье Черного моря
Table. Results of RT-PCR screening of horseshoe bats (Rhinolophus spp.) on coronaviruses Khosta-1, Khosta-2 (Betacoronavirus), and Kudep  
(Alphacoronavirus), collected in 2020, 2021 (autumn), and 2024 (spring), Northern coast of the Black Sea

Локация
Location

Вид
Bat species

2020 (осень)
2020 (autumn)

2021 (осень)
2021 (autumn)

2024 (весна)
2024 (spring)

Хоста-1
Khosta-1
(β-CoV)

Хоста-2
Khosta-2
(β-CoV)

Кудеп
Kudep

(α-CoV)

Хоста-1
Khosta-1
(β-CoV)

Хоста-2
Khosta-2
(β-CoV)

Кудеп
Kudep

(α-CoV)

Хоста-1
Khosta-1
(β-CoV)

Хоста-2
Khosta-2
(β-CoV)

Кудеп
Kudep

(α-CoV)

Подвал НИИ мед. 
приматологии
Institute of Medical 
Primatology
(43°26’06.3” N 
39°59’26.4” E)

R. hipposideros 0/24 2/24 
(8,3%) 0/24 0/13 1/13

(7,7%) 0/13 ‒ ‒ ‒

R. euryale 0/1 0/1 0/1 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Пещера Музейная 
(Хостинская 2)
Museinaya cave  
(Khosta 2 cave)  
(43°33’34.3” N 
39°53’46.2” E)

R. ferrumequinum 0/2 0/2 0/2 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

R. hipposideros 0/2 0/2 0/2 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Пещера Хостинская 1
Khosta 1 cave
(43°33’49.5” N 
39°53’57.2” E)

R. ferrumequinum 1/13 
(7,7%) 0/13 2/13 

(15,3%) 1/2 0/2 1/2 ‒ ‒ ‒

Пещера Колокольная 
Kolokolnaya cave
(43°33’08.3” N, 
39°56’02.4” E)

R. ferrumequinum
15/24 

(62,5%)
1*

0/24
2/24 

(8,3%)
1*

36/51 
(70,5%)

21*
0/51

27/51 
(52,9%)

21*
3/22 

(13,6%) 0/22 3/22 
(13,6%)

R. euryale 0/2 0/2 0/2 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

R. hipposideros ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 0/2 0/2 0/2

Пещера Партизанская
Partizanskaya cave
(43°37’38.86” N, 
39°54’46.06” E)

R. ferrumequinum 0/1 0/1 0/1 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

R. hipposideros 1/3 
(33%) 0/3 0/3 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Всего
Total  17/70 

(14,9%)
2/70 

(1,75%)
4/70 

(3,5%)
37/66 

(56,0%)
1/66 

(1,5%)
28/66 

(42,4%)
3/24 

(12,5%) 0/24 3/24 
(12,5%)

Примечание. Указано число положительных проб/общее число обследованных проб для каждого вида и локации. Указанное значение  
долей (%) является индикативным и не подтверждено статистическими методами. * – число проб, одновременно положительных по вирусу 
Хоста-1 и вирусу Кудеп.
Note. The number of positive samples/number of samples is shown for each species and location. The percentage value (%) is indicative and is not 
confirmed by statistical methods. * – number of samples simultaneously positive for Khosta-1 virus and Kudep virus.
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net/). Всего 50 доступных в GenBank геномов аль-
факоронавирусов, принадлежащих 9 (из 16) подро-
дам были использованы для анализа. Аминокислот-
ные выравнивания для отдельных белков (ORF1a, 
ORF1b, S, ORF3, E, M, и N) были использованы для 
расчета значения идентичности (identity, %) между 
разными вирусами. Для филогенетического анализа 
подбирали лучшую модель замен с помощью «model 
selection module» в программе MEGAX. Филогене-
тические деревья были построены на основе амино-
кислотных последовательностей RdRp, поверхност-
ного спайкового белка S и белка нуклеокапсида N 
с использованием выбранной модели (LG + G + I + F  
для RdRp, LG + G + F для белков S и N соответствен-
но) и бутстреп тестированием (1000×) в программе 
MEGAX. Для таксономического анализа исполь-
зовали критерии, принятые Международным ко-
митетом по таксономии вирусов (ICTV, https://ictv.
global/report/chapter/coronaviridae/coronaviridae) [19]. 
Для этого аминокислотные последовательности кон-
сервативных доменов гена ORF1ab (nsp5(3CLpro), 
NiRAN, nsp12(RdRp), ZBD, nsp13(Hel1)) для каждо-
го из анализируемых вирусов были объединены в од-
ну последовательность (конкатенация), выровнены 
по алгоритму ClustalW и использованы для расчета 
процентов различающихся аминокислот. Вирусы, 
принадлежащие разным видам, должны иметь не бо-
лее 92% идентичных а.о. в данных последовательно-
стях консервативных доменов. 

Результаты
Идентификация и генетическая характеристи-

ка нового альфакоронавируса летучих мышей. По-
сле сборки de novo геном нового альфакоронавируса 
Кудеп был идентифицирован в виде протяженного 
контига длиной 28 142 н.о. (включая поли(А)-хвост) 
в пробе F2, содержащей материал от R. ferrumequinum, 
собранный в п. Колокольная в 2020 г. После подбо-
ра специфических праймеров и зонда и ПЦР-скри-
нинга (см. ниже) было проведено секвенирование 
индивидуальных положительных проб, содержа-
щих РНК вируса Кудеп в высоком титре (значение  
Ct < 25 в ОТ-ПЦР в реальном времени). В результа-
те получены практически полные геномные после-
довательности для 7 штаммов вируса Кудеп, вклю-
чая один штамм 2020 г. (Kudep/F2/2020) и 6 штам-
мов 2021 г. (штаммы Kudep/2021/59, Kudep/2021/71, 
Kudep/2021/80, Kudep/2021/86, Kudep/2021/100 
и Kudep/2021/107). Все секвенированные штаммы 
были получены от R. ferrumequinum из п. Колоколь-
ная в 2020 и 2021 гг. соответственно. 

Анализ полученных данных показал, что геномы 
штаммов 59, 71 и 86 (все 2021 г.) на 100% идентич-
ны и не содержат нуклеотидных замен при попарном 
сравнении геномов. Также 100% идентичность между 
собой имеют штаммы 80 и 107 (оба 2021 г.). Между 
этими двумя группами идентичных штаммов наблю-
дается 27 н.о. замен при полногеномном сравнении. 
Шестой штамм 2021 г. (под номером 100) отличается 
от группы 59/71/86 на 7 нуклеотидных замен и на 34 н.о. 

от группы 80/107. Прототипный штамм вируса Ку-
деп F3/2020 отличается от штаммов 2021 г. на 8 н.о. 
(штаммы 80, 107), 19 н.о. (штаммы 59, 71, 86) и 32 н.о. 
(штамм 100). Отличительной особенностью штаммов 
F3, 80, и107 является инсерция 9 н.о. в гене нуклео-
протеина, приводящая к вставке 164QNN166 белке N, 
отсутствующая у штаммов 59, 71 и 86. 

Геном нового альфакоронавируса Кудеп имеет ха-
рактерную для альфакоронавирусов структуру. Две 
трети генома с 5’-конца занимает ген ORF1ab, кото-
рый транслируется в виде протяженного полипро-
теина и нарезается на два основных белка – ORF1a 
и ORF1b. Дальнейший процессинг приводит к об-
разованию 16 неструктурных белков репликативно-
го комплекcа (nsp1‒nsp11 из ORF1a, nsp12‒nsp16 
из ORF1b). РНК-зависимая РНК-полимераза RdRp 
(nsp12), которая является наиболее консервативным 
белком, кодируется регионом 1‒927 аминокислотных 
остатков (а.о.) полипротеина ORF1b. Остальная часть 
генома занята генами четырех структурных белков  
(S, E, M, и N) и генами нескольких неструктурных 
белков, число и структура которых может варьиро-
вать у разных коронавирусов. Всего в геноме вируса 
Кудеп обнаруживается 8 открытых рамок считывания 
(ORF), кодирующих характерные для коронавирусов 
белки: ORF1ab-S-ORF3a-ORF3b-E-M-N-ORFx. От-
личительной особенностью генома вируса Кудеп яв-
ляется наличие дополнительной рамки считывания 
между генами S и E, в результате чего ORF3 разделе-
на на два гена. Первый из них, ORF3a, кодирует белок 
длиной 120 а.о., который не обнаруживает гомологов 
среди известных вирусных белков при анализе в сер-
висе BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
Следующая рамка считывания, ORF3b, кодирует не-
структурный белок, имеющий сходство 55‒78% в а.о. 
с соответствующими белками других альфакоронави-
русов летучих мышей. В геноме вируса Кудеп отсут-
ствуют гены вспомогательных белков ORF4, ORF7, 
ORF8 и ORF9, часто встречающиеся у вирусов лету-
чих мышей, но обнаруживается ген предполагаемого 
белка ORFX (107 а.о.) с неизвестной функцией. 

Структура генома вируса Кудеп наиболее схо-
жа с вирусом Cardioderma bat coronavirus/Kenya/
KY43/2006 (штамм BtKY43), изолированным 
от Африканского ложного вампира (Cardioderma 
cor) в Кении в 2006 г. [20]. При полногеномном 
сравнении вирус Кудеп имеет максимальное значе-
ние идентичности (72% н.о.) с BtKY43 и его штам-
мами, и 67% н.о. идентичности с группой вирусов 
подковоносов из Китая (YN2012). Уровень иден-
тичности RdRp (ORF1b) вируса Кудеп составля-
ет 92% а.о. с вирусом BtKY43. С вирусами из Ки-
тая и Юго-Восточной Азии это значение составля-
ет 87‒90% а.о. Большинство структурных белков 
вируса Кудеп также имеют максимальную схо-
жесть с BtKY43, включая поверхностный белок Е  
(85% а.о. идентичности), мембранный протеин М 
(90‒92% а.о.), и нуклеокапсидный белок N (81% 
а.о.). При сравнении с вирусами из Азиатского ре-
гиона наибольшие значения идентичности состав-

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 QCX35177.1 Rhinolophus bat coronavirus HKU32
 QCX35166.1 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 WCZ55964 Rhinolophus bat coronavirus HKU32
 WCZ55988 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 WCC62701.1 Bat Coronavirus RaGD19
 WCC61835.1 Bat Coronavirus RsYN20

 URD31320.1 Megaderma bat coronavirus
 YP 009199789.1 BtRf-AlphaCoV/HuB2013
 AIA62270.1 Alphacoronavirus BtMs-AlphaCoV/GS2013
 WCC61913.1 Bat Coronavirus RfZJ20
 WCC61871.1 Bat Coronavirus RfHB20
 WCC61885.1 Bat Coronavirus RfLN20

 WWB00495.1 Cardioderma bat coronavirus
 ADX59457 Cardioderma bat coronavirus/Kenya/KY43/2006

 Kudep F2 2020
 Kudep 59
 Kudep 86
 Kudep 80
 Kudep 100
 Kudep 107
 Kudep 71

 YP 010037473 Hipposideros pomona bat coronavirus CHB25
 AFU92103 Rousettus bat coronavirus HKU10

 AFU92085 Hipposideros bat coronavirus HKU10

Decacovirus

 AIA62219 BtMf-AlphaCoV/HuB2013
 QHA24670 Miniopterus pusillus HKU8-related
 YP 001718610 Miniopterus bat coronavirus HKU8

Minunacovirus

 QHA24695 Scotophilus kuhlii bat 512-related
 YP 001351683 Scotophilus bat coronavirus 512

 AID16674 Anlong Ms bat coronavirus
Pedacovirus

 YP 010037559 Tylonycteris bat coronavirus HKU33
 YP 009201729 BtNv-AlphaCoV/SC2013

 AZF86129 Alphacoronavirus Bat-CoV/P.kuhlii/Italy/206679-3/2010
 YP 009755889 Alphacoronavirus Bat-CoV/P.kuhlii/Italy/3398-19/2015

Nyctacovirus

 YP 009199608 BtMr-AlphaCoV/SAX2011
 AID16673 Neixiang Md bat coronavirus Myotacovirus

 BBL54115 Human coronavirus NL63
 WDE19040 Human coronavirus NL63
 ARU07593 Human coronavirus NL63

 YP 009328933 NL63-related bat coronavirus
 APD51489 NL63-related bat coronavirus

Setracovirus

 QOP39311 Human coronavirus 229E
 BDG66369 Human coronavirus 229E

 AOI28265 Camel alphacoronavirus Camel 229E
 AOI28258 Camel alphacoronavirus Camel229E

 ALK43112 229E-related bat coronavirus
 APD51505 229E-related bat coronavirus
 QHA24664 Rousettus aegyptiacus bat coronavirus 229E-related

Duvinacovirus

 AGZ84525 Feline infectious peritonitis
 QJI07104 Canine coronavirus

 ACT10905 Feline coronavirus UU5
Tegacovirus

 ABQ57215 Rhinolophus bat coronavirus HKU2
 ABQ57223 Rhinolophus bat coronavirus HKU2

 YP 009200734 BtRf-AlphaCoV/YN2012
 YP 001552234 Rhinolophus bat coronavirus HKU2
 ATN23888 Rhinolophus bat coronavirus HKU2

Rhinacovirus
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100

100
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100
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96
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93
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100
98

100

0.05

ляют 83% а.о. для протеина Е (штамм HuB2013, 
R. ferrumequinum, 2013 г., Китай), 90% для про-
теина М (штамм PH20, R. shameli, 2010 г., Кам-
боджа) и 69,7% для протеина N (штамм RfLN20, 
R. ferrumequinum, 2020 г., Китай) соответственно.

Последовательность поверхностного белка S ви-
руса Кудеп имеет 58‒73% а.о. идентичности с из-
вестными альфакоронавирусами, причем наиболее 
близкими из них (73% а.о. идентичности) являют-
ся вирусы BtCoV/Rh/YN2012_Rs4125 и BtCoV/Rh/
YN2012_Rs4259, изолированные от подковоносов 
в Китае в 2012‒2013 гг. Тогда как схожесть S-белка 
вируса Кудеп с вирусом BtKY43, который наибо-
лее близок ему по RdRp, составляет только 62% а.о. 

Два неструктурных вспомогательных белка, ORF3b 
и предполагаемый ORFХ, имеют 77 и 55% а.о. иден-
тичности с BtKY43 соответственно.

Филогенетический анализ. На рисунке представ-
лена филогения отельных представителей рода  
Alphacoronavirus на основе консервативного протеи-
на RdRp (рис. а), спайкового протеина S (рис. б) и ну-
клеопротеина N (рис. в). На всех филогенетических 
деревьях новый альфакоронавирус Кудеп формирует 
отдельную ветвь внутри подрода Decacovirus. На ден-
дрограммах, построенных на основе RdRp и белка 
нуклеокапсида N, вирус Кудеп является сестринской 
кладой для африканского BtKY43. На дендрограмме 
для белка S ближайшая к вирусу Кудеп генетиче-

a/a
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 WCC61860 Bat Coronavirus RsYN20

 QBP43268 Bat coronavirus BtCoV/Rh/YN2012_Rs4125

 QBP43279 Bat coronavirus BtCoV/Rh/YN2012_Rs4259

 Kudep 80

 Kudep 107

 Kudep F2 2020

 Kudep 86

 Kudep 71

 Kudep 59

 Kudep 100

 WCC62865 Bat Coronavirus RfZJ20

 WCC62986 Bat Coronavirus RpGX17

 WCZ55941 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 WCZ55989 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 QCX35167 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 WCC62702 Bat Coronavirus RaGD19

 UUX91041 Alphacoronavirus sp.

 UMZ07420 Bat alphacoronavirus PH201

 WCC61921 Bat Coronavirus RaGD19

 AFU92113 Rousettus bat coronavirus HKU10

 YP 010037474 Hipposideros pomona bat coronavirus CHB25

 WCZ55870 Bat coronavirus HKU10

 AFU92122 Hipposideros bat coronavirus HKU10

 QHA24710 Hipposideros pomona bat coronavirus HKU10-related

 WWB00503 Cardioderma bat coronavirus

 ADX59451 Cardioderma bat coronavirus/Kenya/KY43/2006

 WWB00496 Cardioderma bat coronavirus

 YP 009199790 BtRf-AlphaCoV/HuB2013

 AIA62271 Alphacoronavirus BtMs-AlphaCoV/GS2013

 WCC61879 Bat Coronavirus RfZJ20

 WCC61872 Bat Coronavirus RfHB20

Decacovirus

 YP 001718612 Miniopterus bat coronavirus HKU8

 AIA62220 BtMf-AlphaCoV/HuB2013100
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 YP 009199794 BtRf-AlphaCoV/HuB2013

 WCC61876 Bat Coronavirus RfHB20

 AIA62275 Alphacoronavirus BtMs-AlphaCoV/GS2013

 WCC61911 Bat Coronavirus RfZJ20

 WCC61918 Bat Coronavirus RfZJ20

 WWB00507 Cardioderma bat coronavirus

 ADX59455 Cardioderma bat coronavirus/Kenya/KY43/2006

 Kudep 107

 Kudep 71

 Kudep 80

 Kudep F2 2020

 Kudep 59

 Kudep 100

 Kudep 86

 YP 010037478 Hipposideros pomona bat coronavirus CHB25

 AFU92117 Rousettus bat coronavirus HKU10

 AFU92099 Hipposideros bat coronavirus HKU10

 AFU92074 Hipposideros bat coronavirus HKU10

 UMZ07421 Bat alphacoronavirus PH201

 QWN56363 Alphacoronavirus sp.

 WCC61925 Bat Coronavirus RaGD19

 QBP43285 Bat coronavirus BtCoV/Rh/YN2012 Rs4259

 QBP43274 Bat coronavirus BtCoV/Rh/YN2012 Rs4125

 WCC61840 Bat Coronavirus RsYN20

 WCZ55966 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 QCX35174 Rhinolophus bat coronavirus HKU32

 WCC62990 Bat Coronavirus RpGX17

Decacovirus

 AIA62224 BtMf-AlphaCoV/HuB2013

 WCZ55894 Miniopterus bat coronavirus HKU8100
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52
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Рисунок. Филогения вируса Кудеп, постро-
енная на основе анализа аминокислотной по-
следовательности RdRp (a), спайкового белка 
S (б), белка нуклеокапсида N (в) отдельных 

представителей рода Alphacoronavirus. 
Вирус Кудеп отмечен черным кружком; вирусы че-

ловека ‒ прозрачным треугольником.
Figure. Phylogeny of Kudep virus based on 

analysis of RdRp (a), spike protein S (b), 
and nucleocapsid protein N (c) of certan 

representatives of the genus Alphacoronavirus. 
The Kudep virus is marked with a black circle. Human 
coronaviruses are marked with a transparent triangle.

б/b

в/c
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ская линия представлена штаммами от подковоносов 
из Китая. 

Таксономический анализ. При попарном сравнении 
консервативных доменов гена ORF1ab (nsp5(3CLpro),  
NiRAN, nsp12(RdRp), ZBD, nsp13(Hel1)) вируса Ку-
деп с другими альфакоронавирусами, максималь-
ное сходство (91% идентичных а.о.) получено для 
BtKY43. С ближайшими штаммами от подковоносов 
из Китая это значение составило 88%.

Результаты ОТ-ПЦР-обследования. В таблице 
представлены результаты ОТ-ПЦР-обследования 
подковоносов на наличие сарбековирусов Хоста-1, 
Хоста-2 (Betacoronavirus) и нового альфакоронавиру-
са Кудеп. Вирус Хоста-1 преимущественно ассоции-
рован с R. ferrumequinum, только одна положительная 
проба (из 3 протестированных из п. Партизанская) 
принадлежала R. hipposideros. Наибольшее число по-
ложительных проб было получено из колонии боль-
шого подковоноса в п. Колокольная. Общая заражен-
ность вирусом Хоста-1 R. ferrumequinum в колонии 
в п. Колокольная в осенний период составила 62,5–
70% (2020‒2021 гг.). В осенний период 2024 г. зара-
женность колонии определена в 13%. Общая зара-
женность подковоносов в регионе вирусом Хоста-1 
составила от 12,5% (2024 г.) до 56% (2021 г.). Вирус 
Хоста-2 был выявлен только у R. hipposideros и только 
в одной локации за все время наблюдения

Новый альфакоронавирус Кудеп был обнаружен 
только у R. ferrumequinum в двух достаточно близ-
ко расположенных локациях – в п. Хостинская-1 и  
в п. Колокольная. Так же, как и в случае с вирусом 
Хоста-1, зараженность R. ferrumequinum новым аль-
факоронавирусом Кудеп достигала высоких значений 
в осенний период (до 52,9% в 2021 г.). Весной 2024 г. 
этот показатель составил 13,6%. Общая зараженность 
подковоносов новым альфакоронавирусом Ку-
деп составила от 3,5% (2020 г.) до 42,4% (2021 г.). 
При этом 21 проба из п. Колокольная в 2021 г. была 
одновременно положительной на вирус Хоста-1 и но-
вый альфакоронавирус Кудеп. В материале из этой 
пещеры в 2020 г. обнаружена только одна такая проба 
(из 2 положительных по вирусу Кудеп). В п. Хостин-
ская-1, второй локации, где обнаружен новый альфа-
коронавирус Кудеп, коинфекция с вирусом Хоста-1 
выявлена в одной пробе в 2020 г. (из 2 положитель-
ных) и в одной пробе в 2021 г.

Обсуждение
Летучие мыши рассматриваются как основной при-

родный резервуар для альфа- и бетакоронавирусов. 
В результате преодоления межвидового барьера корона-
вирусы летучих мышей передаются другим видам мле-
копитающих, включая сельскохозяйственных животных 
и человека, что часто приводит к возникновению эпи-
демических или эпизоотических вспышек и пандемий. 
Результаты многочисленных исследований показывают, 
что коронавирусы летучих мышей распространены по-
всеместно внутри их ареала, включая Европу, Африку, 
Китай и Юго-Восточную Азию и регионы Нового Света 
[21–24]. В настоящей работе мы идентифицировали но-

вый альфакоронавирус Кудеп, циркулирующий в попу-
ляции R. ferrumequinum на юге России (субтропический 
регион Краснодарского края, Сочи-Адлер). Всего нами 
полногеномно охарактеризованы 7 штаммов вируса 
Кудеп, обнаруженных в 2020 г. (1 штамм) и 2021 г. (6 
штаммов). Хотя все секвенированные штаммы вируса 
Кудеп получены из одной локации с интервалом в 1 год, 
между ними наблюдаются определенные различия как 
в виде отдельных нуклеотидных замен, так и в виде 
делеций/инсерций в структурном белке нуклеокапси-
да, что является отражением идущего эволюционного 
процесса. Дальнейшие наблюдения позволят нам точно 
определить скорость накопления мутаций для данной 
вирусной популяции. 

Геном вируса Кудеп имеет характерные для альфа-
коронавирусов размер и структуру. Наибольшее сход-
ство геном вируса Кудеп имеет с альфакоронавирусом 
Cardioderma bat coronavirus (штаммы BtKY43, 2A/
Kenya/BAT2621/2015 и 2B/Kenya/BAT2618/2015), ко-
торый был обнаружен у Африканского ложного вам-
пира (Cardioderma cor) в Кении [20]. Оба вируса ха-
рактеризуются отсутствием генов вспомогательных 
неструктурных белков ORF4, ORF7, ORF8 и ORF9, ко-
торые в том или ином виде, как правило, присутствуют 
у альфакоронавирусов летучих мышей из Азиатского 
региона [25]. При сравнении полных геномов вирус 
Кудеп имеет приблизительно одинаковый уровень 
идентичности (67‒72% н.о.) с BtKY43 и с рядом виру-
сов, найденных у Rhinolophus spp. в Китае. При анали-
зе аминокислотных последовательностей структурных 
и неструктурных белков вирус Кудеп также оказывает-
ся равноудален и от африканских, и от азиатских виру-
сов (87‒92% идентичности по RdRp). 

Филогенетический анализ относит вирус Кудеп 
в подрод Decacovirus. Подрод включает в себя не-
сколько линий вирусов, связанных с разными видами 
подковоносов (Rhinolophus bat coronavirus HKU32, 
YN2012, и др.), а также вирусы HKU10, найденные 
у подковогубых летучих мышей (Hipposideros bat 
coronavirus HKU10) и крыланов (Rousettus bat corona-
virus HKU10) в Китае. К этому же подроду относятся 
два вируса от ложных вампиров (Megadermatidae) – 
ранее упомянутый BtKY43 из Кении и Megaderma bat 
coronavirus из Бангладеш. Таким образом, альфако-
ронавирусы данного подрода обладают значительной 
экологической пластичностью, что позволяет им со-
вершать межвидовую трансмиссию между различны-
ми семействами летучих мышей и даже между пред-
ставителями разных подотрядов отряда рукокрылых 
[26]. Положение вируса Кудеп внутри подрода Deca-
covirus практически совпадает на деревьях, построен-
ных на основе RdRp и на основе структурного белка 
нуклеокапсида N, где вирус Кудеп формирует отдель-
ную генетическую линию и кластеризуется рядом 
с линией BtKY43. Филогения на основе S-белка по-
мещает линию вируса Кудеп рядом с одной из линий 
вирусов подковоносов (YN2012) из Китая [11]. 

Для определения таксономического положения ви-
руса Кудеп мы проанализировали схожесть его кон-
сервативных доменов гена ORF1ab (nsp5(3CLpro), 
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NiRAN, nsp12(RdRp), ZBD, nsp13(Hel1)) c другими 
известными альфакоронавирусами. Полученные мак-
симальные значения схожести составили 91% иден-
тичных а.о. (с BtKY43), что соответствует демарка-
ционным критериям ICTV (92% идентичных а.о.) при 
определении отдельного вида коронавирусов (https://
ictv.global/report/chapter/coronaviridae/coronaviri-
dae) [19]. Таким образом, мы предполагаем, что най-
денный нами вирус Кудеп представляет новый вид 
в составе подрода Decacovirus рода Alphacoronavirus.

Результаты ОТ-ПЦР-скрининга показывают, что 
ранее описанный нами SARS-подобный бетакоро-
навирус Хоста-1 и новый альфакоронавирус Ку-
деп активно циркулируют на обследованной тер-
ритории. Зараженность этими вирусами в колонии 
R. ferrumequinum в п. Колокольная осенью 2021 г. до-
стигала 70,5 и 59,2% соответственно. Многочислен-
ные исследования демонстрируют, что зараженность 
летучих мышей коронавирусами может варьировать 
в широких пределах – от 0 до 60–70%, в зависимости 
от локации и времени года [27–30]. В весеннем сбо-
ре 2024 г. зараженность большого подковоноса оказа-
лась значительно ниже (13%), но выявление вирусов 
Хоста-1 и Кудеп ранней весной может свидетельство-
вать об активной персистирующей инфекции. 

В обоих колониях большого подковоноса (п. Хо-
стинская-1 и п. Колокольная), где обнаружены виру-
сы Хоста-1 и новый альфакоронавирус Кудеп, выяв-
лены случаи коинфекции отдельных особей двумя 
вирусами. В 2021 г. такие пробы составили более ½ 
от всех положительных проб. Обнаружение корона-
вирусов и в осенний, и в весенний периоды на про-
тяжении 4 лет наблюдения (2020–2024 гг.) позволяет 
сделать вывод о наличии здесь стойкого природного 
очага двух коронавирусов ‒ бетакоронавируса Хо-
ста-1 и нового альфакоронавируса Кудеп, экологиче-
ски связанных с R. ferrumequinum. 

Необходимо отметить, что в обследованных пещерах, 
населенных подковоносами, отмечены следы посеще-
ния пещер спелеологами, стадом домашних коз (летом 
в поиске прохлады), шакалами и дикими лесными ко-
тами. Это создает возможность экспозиции и передачи 
выявленных коронавирусов летучих мышей человеку 
или животным. Выявление вирусного разнообразия 
в природных биомах и изучение эволюционных процес-
сов, приводящих к появлению новых вирусных инфек-
ций, является актуальной задачей современной вирусо-
логии. Эти исследования имеют серьезное прикладное 
значений в контроле появления новых и возвращаю-
щихся инфекций. Эпидемические ситуации будут воз-
никать и в будущем, что требует объединения усилий на 
международном уровне, направленных на проведение 
постоянного мониторинга популяционного генофонда 
потенциально зоонозных вирусов [31, 32].
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Личность великого ученого и его путь продолжают 
переосмыслять и дополнять до сих пор, находя новые 
точки зрения и новые архивные документы [7, 8]. Од-
нако частная жизнь Дмитрия Иосифовича интересо-
вала исследователей в значительно меньшей степени. 
Что же касается истории рода Ивановских, то этот во-
прос до настоящего времени, насколько нам известно, 
не освещался. В данной публикации предпринята по-
пытка восполнить этот пробел.

Согласно формулярному списку о службе Дмитрия 
Иосифовича [9], происходил он из дворян Херсон-
ской губернии. Действительно, в фонде Герольдии 
Правительствующего Сената в Российском государ-
ственном историческом архиве мы можем видеть де-
ло «По рапорту Херсонского дворянского собрания 
о происхождении рода Ивановских» [10], заведенное 
в 1832 г. по инициативе Антона Иосифовича Ива-
новского, деда ученого. В документах указано, что 
этот человек происходил из дворян Витебской губер-
нии, что, в свою очередь, заставляет нас обратиться 
к родословиям Ивановских на Витебщине. И в одном 
из трех таких дел мы находим сведения о более ран-
них поколениях этого семейства [11]. Объединение 
собранных данных позволяет составить представле-
ние о генеалогии Д.И. Ивановского.

Итак, пращуром рода был некий Стефан Ивановский, 
который приехал из Вилькомирского повета Великого 
княжества Литовского в Полоцкое воеводство на ру-
беже XVII–XVIII вв. и поселился неподалеку от Се-
бежа. Род его, судя по форме фамилии (Ивановский, 
а не Яновский), имел не польское, а русское происхож-
дение, хотя печатался польским гербом Лодзя – «лодка 
желтая или золотая в четыре доски в красном поле, 
так как будто по крови неприятельской плывущая, без 
паруса и мачты, наподобие барки могущая, однако, 
глубокие реки переплывать. В шлеме павлинные перья 
и над оными лодка таковаго ж фасону».

Потомки Стефана расселились в пределах Дина-
бургского повета и, «жительствуя в сем белорусском 
крае, находились беспрерывно в дворянском звании 
и никаким ремеслом и другим противным статуто-
вому закону злоупотреблением преимущества дво-
рянскаго не опорочили». У Казимира Стефановича 
родились сыновья Юзеф (Иосиф) и Гжегож (Григо-
рий). А у Юзефа Казимировича – сыновья Тадеуш 
(Фаддей), Антоний, Ян (Иван) и Доминик.

Широкий интерес научного сообщества к истори-
ческой фигуре Дмитрия Иосифовича Ивановского 
возник лишь в 1940-х гг., после того как Уэнделл 
Мередит Стэнли во всеуслышание упомянул о нем 
как о первопроходце новой науки сначала на лекции 
в Нью-Йоркском научном обществе Гарвея [1], затем 
на научной секции конгресса Национального совета 
американо-советской дружбы [2] и, наконец, в своей 
нобелевской речи [3]. Благодаря честности и научной 
принципиальности американского коллеги, о вели-
ком русском ученом вспомнили и в Советском Союзе. 
К тому времени со дня смерти Дмитрия Иосифови-
ча минула уже четверть века, но еще были живы его 
младшие сотрудники и ученики, благодаря чему уда-
лось собрать их воспоминания. Было подготовлено 
издание его избранных трудов [4], реконструирована 
его научная биография [5]. В 1950 г. состоялось объ-
единенное заседание Отделения биологических наук 
АН СССР, Академии медицинских наук и Всесоюз-
ной академии сельскохозяйственных наук, посвящен-
ное памяти Д.И. Ивановского [6], тогда же его имя 
было присвоено Институту вирусологии.

ЮБИЛЕЙНЫЕ ДАТЫ

К 160-летию отца вирусологии

Родословие Д.И. Ивановского
«Однако ж род его, и племя,

И чин, и службу, и года
Вам знать не худо, господа»

А.С. Пушкин «Езерский»

Одна из последних фотографий Д.И. Ивановского.
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пехотный полк и уже в июле оказался на войне «про-
тив французских войск, соединенных из разных на-
ций». Участвовал в многочисленных сражениях, брал 
Кобрин и Борисов, далее отправился в заграничный 
поход, прошел Польшу и Пруссию, Саксонию и Боге-
мию, Вестфалию и Нассау, храбро сражался в Битве 
народов под Лейпцигом, за что был награжден орде-
ном Св. Анны IV степени, добрался и до Франции, 
откуда возвратился лишь в 1819 г. в чине поручика.

В 1826 г. майор Ивановский перевелся в Казанский 
пехотный полк и вскоре женился на дочери генера-
ла Матвея Семеновича Вукотича – Ольге (Елене). 
В 1827 г. он оказался в 34 егерском полку и в его со-
ставе участвовал в Турецкой кампании, где за отлич-
ную усердную службу получил орден Св. Владимира 
IV степени.

Супруга подарила ему двух сыновей: Иосифа (Оси-
па, родился в Севастополе 07.09.1827) и Федора (ро-
дился в 1830 г.), а также дочь Марию. В 1831 г. Ан-
тон Иосифович был «за болезнию уволен от службы 
подполковником с мундиром и пенсионом». Местом 
жительства он избрал д. Вукотичево Ольвиопольско-
го уезда Херсонской губернии (ныне – Голованевский 
р-н Кировоградской обл.). Имение, доставшееся ему 
в приданое за женою, было весьма скромным: 106 де-
сятин земли, в нем состояло 5 душ мужеского пола 
и 7 душ женского.

Младший из сыновей подполковника Ивановско-
го умер еще ребенком. Старший же, Иосиф Анто-
нович, окончил Злотопольское дворянское училище 
и в 1847 г. вступил на гражданскую службу в канце-
лярию бессарабского областного прокурора. Два года 
спустя он был переведен в надворный суд Санкт-Пе-
тербургской губернии, а в 1850 г. обосновался в г. Гдо-
ве, где занимал ряд гражданских должностей и дослу-

Антоний Юзефович (Антон Иосифович, или Оси-
пович) Ивановский родился приблизительно в 1793 г. 
В 1809 г. он, еще юношей, покинул родные места и по-
ступил в Дворянский полк (кадетский корпус) «для 
научения порядка военной службы». В феврале 1812 г. 
был произведен в прапорщики, назначен в Якутский 

Герб Лодзя (РГИА, ф. 1343, оп. 22, д. 2660, л. 8). Родовое древо Ивановских герба Лодзя  
(РГИА, ф. 1343, оп. 22, д. 2660, л. 8 об.).

Свидетельство о рождении Д.И. Ивановского  
(РГИА, ф. 1343, оп. 22, д. 2719, л. 48).
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жился до чина коллежского асессора. Первый его брак 
был краток, а во второй раз он повенчался 3 февра-
ля 1860 г. с дочерью покойного помещика из Лугско-
го уезда отставного капитана Александра Карповича 
Потемкина, Екатериною. В семье родилось шесте-
ро детей: Николай (03.12.1860), Лидия (08.03.1862), 
Алексей (16.02.1863), Дмитрий (28.10.1864), Ольга 
(18.06.1866) и Сергей (05.12.1868).

В указанном деле имеется метрическое свидетель-
ство третьего сына И.А. Ивановского – Дмитрия 
Иосифовича. Согласно этому документу, родился 
он 28 октября (9 ноября по новому стилю) 1864 г. 
и был крещен в церкви села Низ Гдовского уезда 6 но-
ября того же года. Воспреемниками от купели были 
помещик из сельца Верховья Сергей Иванович Дерго-
лин и родная тетка младенца Мария Антоновна Ива-
новская.

Так и начался жизненный путь великого русского уче-
ного. И хотя из-за ранней смерти сына Николая в 1911 г., 
ветвь его рода пресеклась, судьбе было угодно, чтоб 
он стал отцом одной из важнейших наук современно-
сти – вирусологии. Роль нашего великого соотечествен-
ника в рождении вируослогии как науки подробно опи-
сана в отечественных и зарубежных изданиях [12–15].
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