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В статье представлено молекулярно-генетическое исследование геномов полевых изолятов вируса бе-
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ным животным. Диагностика бешенства, как правило, 
проводится посмертно. Эффективное лечение до сих 
пор отсутствует.

Предупреждение распространения бешенства вклю-
чает контроль численности основных носителей вируса 
в природе и бездомных домашних животных, а также их 
иммунизацию с целью создания зоны, свободной от ви-
руса [9].

Для контроля антирабических мероприятий и про-
филактики бешенства необходимо исследовать случаи 
этого заболевания на неблагополучных по нему терри-
ториях и на территориях, где проводилась оральная им-
мунизация, исследовать первичную структуру геномов 
полевых изолятов вируса бешенства [10, 11].

Целью нашей работы была молекулярно-генетическая 
характеристика изолятов вируса бешенства, выявлен-
ных на территории Владимирской, Московской, Твер-
ской, Нижегородской и Рязанской областей.

Материал и методы
Материалом для исследования послужили очищенные 

ПЦР-продукты, содержащие ген N вируса бешенства, 
20 образцов от животных из Владимирской, Москов-
ской, Тверской, Нижегородской и Рязанской областей, 
любезно предоставленные нам ветеринарной службой  
г. Владимир (см. таблицу). Для сравни тельного анализа 
были использованы нуклеотидные последовательности 
гена N штаммов вируса бешен ства, содержащиеся в базе 
данных NCBI.

Для секвенирования ампликонов использовали те 
же праймеры, что и в ПЦР. В работе применяли набор 
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit («Applied Bio-
systems», США) и капиллярный ДНК-секвенатор ABI 
Prism 3100 («Applied Biosystems», США). Для вырав-
нивания нуклеотидных последовательностей и про-
ведения филогенетического анализа применяли пакет 
программ DNASTAR v 3.12 («Lasergenе Inc.», США) 
и Bio Edit 7.0.1. Для оценки достоверности тополо-
гии филогенетической дендрограммы был проведен 
bootstrap-анализ с привлечением 1000 псевдореплик.

Результаты
Была определена первичная структура гена N вируса 

бешенства для 20 изолятов из Московской, Тверской, 
Нижегородской и Рязанской областей. На основании по-
лученных нуклеотидных последовательностей и мате-
риалов, опубликованных в базе данных GenBank, была 
построена филогенетическая дендрограмма и проведен 
филогенетический анализ (рис. 1).

Для филогенетического анализа использовали вак-
цинные штаммы RV-97, ERA, штамм RABV AY95319, 
выделенный из слюны реципиента после транспланта-
ции органов зараженного (Иран), а также 77 штаммов, 
выделенных ранее на территории России и Европы.

Размер исследуемого фрагмента составил 1110 нукле-
отидных остатков (н. о.) (370 аминокислот), положение 
в геноме 100—1210. На рис. 2 показаны предсказанные 
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Введение
Бешенство — инфекционное заболевание, возбудите-

лем которого является вирус Rabies virus рода Lyssavirus 
семейства Rhabdoviridae. Вирус бешенства вызывает 
специфический энцефалит (воспаление головного моз-
га) и является единственным из царства Vira, поражаю-
щим всех теплокровных животных, в том числе челове-
ка, со 100% летальностью. Вирионы вируса бешенства 
пулевидной формы длиной в среднем 180 нм, диаметром  
75 нм и состоят из несегментированного генома, пред-
ставленного одной молекулой спиралеобразно скручен-
ной негативной РНК и 5 структурных белков: нуклео-
протеина (N), фосфопротеина (P), матричного белка (М), 
гликопротеина (G) и РНК-зависимой РНК-полимеразы, 
или большого белка (L — large protein). Геномная РНК 
не инфекционна [1, 2].

По оценке ВОЗ, бешенство входит в пятерку инфек-
ционных болезней, наносящих наибольший социальный 
и экономический ущерб. Среди зооантропонозных забо-
леваний, регистрирующихся в настоящее время в нашей 
стране, бешенство животных занимает лидирующие 
позиции по числу ежегодно выявляемых неблагополуч-
ных пунктов. На протяжении многих лет бешенство в 
Российской Федерации регистрировалось на стабильно 
высоком уровне, охватывая значительную часть терри-
тории [3, 4].

По данным Россельхознадзора и лаборатории эпи-
зоотологии ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко, в течение 2014 г. 
зафиксировано 2096 очагов бешенства, заболело 2315 
животных. Наибольшее число неблагополучных пун-
ктов зарегистрировано в Белгородской (125), Липецкой 
(119), Саратовской (124) областях и Республике Татар-
стан (118) [5]. В 2015 г. по сравнению с 2014 г. количе-
ство случаев бешенства животных по стране увеличи-
лось в 1,8 раза. В I квартале 2016 г. зарегистрировано 
634 неблагополучных по бешенству пункта, в которых 
заболело и пало 718 животных; во II квартале 2016 г. 
зафиксировано 490 очагов бешенства, заболело и пало 
551 животное, в том числе 287 (52%) диких животных, 
213 (39%) домашних плотоядных, 51 (9%)сельскохо-
зяйственное животное . Наибольшее (158) число небла-
гополучных пунктов за 6 мес 2016 г. зарегистрировано 
в Московской области. Большую часть заболевших жи-
вотных составили дикие и домашние плотоядные. По 
данным исследований, эпизоотии носят циклический, 
сезонный характер [6].

Основные резервуарные хозяева вируса бешенства в 
природе — дикие плотоядные, особенно псовые, а также 
рукокрылые млекопитающие [7, 8]. Лиссавирусы лету-
чих мышей представляют особый интерес для изучения 
и разработки мер профилактики, так как генетически су-
щественно отличаются от вируса бешенства генотипа 1.

Главную опасность для человека представляет так на-
зываемое городское бешенство, поддерживаемое в по-
пуляции безнадзорных животных, а также отсутствие 
вакцинопрофилактики у домашних животных. Вирус 
передается главным образом со слюной при укусе боль-
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групп, а также у всех представителей Евразийской 
группы, кроме изолятов из Омска, у 4 представителей 
Центральной группы и у изолята RABV AY95319.

Исследуемые изоляты из Нижегородской и Рязан-
ской областей близки по аминокислотному составу 
к изолятам из Липецка и Воронежа, друг к другу. В 
позиции 101 у этих изолятов присутствует треонин 
вместо аспарагиновой кислоты, а в позиции 106 аспа-
рагиновая кислота вместо аспарагина, как и у всех 
представителей Евразийской группы.

В позиции 135 отмечена замена пролина на серин 
у представителей Северо-восточно-европейской груп-
пы, Евразийской и некоторых изолятов Центральной 
группы, в том числе Tever_13, Tver_8, Moscow_706, 
Nizhniy_267, Nizhniy_947, Vladimir 521—524. Изолят 
Nizhniy_927 в позиции 158 содержит аланин вместо 
треонина.

В позициях 172 и 179 образцы из Нижегородской и 
Рязанской областей содержат изолейцин и валин соот-
ветственно, как и все представители Северо-восточно-
европейской и Евразийской групп. Представители 
Арктической группы совпадают с вышеописанными 
изолятами лишь в позиции 172.

В позициях 218 и 246 наблюдаем глютаминовую 
кислоту и изолейцин соответственно у всех исследуе-
мых изолятов и вакцинных штаммов, кроме RV-97, 
который в данных позициях содержит аспарагиновую 
кислоту и валин.

В позиции 295 изолят Ryazan_814 содержит глицин 
вместо серина. В позиции 270 изолят Vladimir_523 
имеет лизин вместо аргинина, а в позиции 319 — 
изолейцин вместо метионина. В позиции 320 изолят 
Nizhniy_947 содержит цистин вместо глицина. В по-
зиции 332 изолят Tver_647 содержит треонин вместо 
аланина, а в позиции 347 изолят Tver_13 содержит 
глютамин вместо глютаминовой кислоты.

В позициях 364 и 388 образцы из Нижегородской 
и Рязанской областей содержат лизин и гистидин, 
при этом лизин в позиции 364 имеется у всех изо-
лятов, а гистидин — только у Евразийской группы. 
В позиции 377 изоляты Tver_7574 и 7575 (последо-
вательности взяты из базы данных NCBI) содержат 
аланин вместо треонина, что отличает их от других 
образцов, выделенных в России и Эстонии. В по-
зиции 379 образцы из Тверской (кроме Tver_7574 
и 7575), Московской и Нижегородской областей, а 
также один изолят из Владимирской области имеют 
аланин вместо валина. Другие изоляты из Влади-
мирской области и один из Нижегородской содер-
жат треонин в этой позиции, как и представители 

Арктической группы. Изолят Vladimir_525 в позиции 
399 содержит пролин вместо треонина.

Согласно полученным данным, 12 изолятов были от-
несены к Центральной группе. Внутри группы иссле-
дуемые образцы отличаются друг от друга и от ранее 
выделенных изолятов не более чем на 3—4% в последо-
вательности нуклеотидов.

К Евразийской группе было отнесено 8 изолятов на 
основании генетической близости к ранее описанным 
изолятам этой группы. По первичной нуклеотидной 
последовательности исследуемые изоляты отличают-
ся друг от друга не более чем на 0,9%, а от других 
изолятов этой группы — примерно на 8%. Друг от 
друга все исследуемые изоляты отличаются примерно 
на 9,3%.

последовательности аминокислот всех исследуемых 
изолятов в сравнении с некоторыми ранее охарактери-
зованными и референсными штаммами вируса бешен-
ства.

При анализе предсказанной аминокислотной после-
довательности было установлено, что 12 изолятов в 
позиции 217 содержат остаток валина, в то время как у 
представителей других групп в этой позиции имеется 
остаток изолейцина. Кроме того, изоляты Центральной 
группы, включая исследуемые, в позиции 95 содержат 
триптофан вместо лейцина.

У изолята Vladimir_525_2014 в позиции 50 — амино-
кислота серин вместо аспарагина. В позиции 106 содер-
жится аспарагиновая кислота вместо аспарагина у пред-
ставителей Северо-восточно-европейской, Арктической 

Описание образцов для молекулярно-генетического анализа

Изолят Вид животного Регион

Moscow_(706_2009) Лиса Московская обл., Сергиево-
Посадский р-н, д. Мехово

Moscow_(708_2009) Лиса Московская обл., Дмитровский 
р-н, пос. Орехово

Tver_8_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Кесовогор-
ский р-н, 600 м от д. Столбово

Tver_13_2014 Собака Тверская область, Кесовогор-
ский р-н, д. Федцово

Tver_647_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Пеновский 
р-н, ур. Михайловщина

Nizhniy_267_2014 Лиса Нижегородская обл., Сергач-
ский р-н, с. Пица

Nizhniy_273_2014 Собака Нижегородская обл., Павлов-
ский р-н, с. Грудцино

Nizhniy_291_2014 Лиса Нижегородская обл., Лысков-
ский р-н, с. Юркино

Nizhniy_927_2014 Собака Нижегородская обл., Крас-
нооктябрьский р-н, д. Малая 

Мажарка
Nizhniy_947_2014 Лиса Нижегородская обл., Арзамас-

ский р-н, пос. Пешелань
Vladimir_521_2014 Лиса Владимирская обл., Гороховец-

кий р-н, с/п Денисовское
Vladimir_522_2014 Лиса Владимирская обл., Вязников-

ский р-н, д. Б. Липки
Vladimir_523_2014 Енотовидная 

собака
Владимирская обл., Ковров-

ский р-н, д. Демино
Vladimir_525_2014 Енотовидная 

собака
Владимирская обл., Камешков-

ский р-н, д. Сергеиха
Vladimir_524_2014 Собака Владимирская обл., Вязников-

ский р-н, г. Вязники
Ryazan_810_2014 Кот Рязанская обл., Шиловский 

р-н, с. Борок
Ryazan_813_2014 КРС Рязанская обл., Александров-

ский р-н, д. Федцовка
Ryazan_814_2014 КРС Рязанская обл., Кораблинский 

р-н, с. Никитино
Ryazan_816_2014 Собака Рязанская обл., Сасовский р-н, 

с. Гавриловское
Ryazan_812_2014 КРС Рязанская обл., Ряжский р-н,  

г. Ряжск
П р и м е ч а н и е .  КРС — крупный рогатый скот.
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Рис. 1. Филогенетическая 
дендрограмма штаммов и 

изолятов вируса бешенства, 
построенная на основании 
нуклеотидных последова-

тельностей гена N. Рамками 
показаны исследуемые изо-
ляты. К названиям штаммов 
и изолятов добавлен регион 

происхождения.
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Рис. 2. 
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Рис. 2.  
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Рис. 2. Сравнение фрагментов предсказанных аминокислотных последовательностей нуклеопротеина вируса бешенства исследуе-
мых изолятов и штаммов из базы данных NCBI, GenBank: исследуемые изоляты выделены курсивом.

Обсуждение
Было проведено молекулярно-генетическое исследова-

ние 20 образцов (очищенных ПЦР-продуктов), содержа-
щих нуклеопротеин вируса бешенства. Как известно, ген 
N, кодирующий нуклеопротеин, является более консерва-
тивным для всех представителей рода Lyssavirus, чем ген 
G, кодирующий белок оболочки гликопротеин [1, 12].

Согласно данным Международного комитета по так-
сономии вирусов, в настоящее время существует все-
го 14 видов лиссавирусов. С 70-х годов прошлого века 
благодаря применению моноклональных антител стали 
возможными изучение разнообразия ангигенной струк-
туры рода Lyssavirus, идентификация серотипов и анти-
генных вариантов вируса бешенства. В результате мно-
гих исследований штаммы и изоляты вируса бешенства, 
выделенные на территории России и ближнего зарубе-
жья, были разделены на несколько групп: Евразийскую, 
Кавказскую, Северо-европейскую (Северо-восточно-
европейскую), Центральную и Арктическую [13—15].

В соответствии с данными литературы характерной 
особенностью Центральной группы является наличие в 
позиции 217 нуклеопротеина остатка валина, в то вре-
мя как у всех представителей других филогенетических 
групп из России в этой позиции имеется остаток изолей-
цина [14]. В результате нашей работы 12 изолятов из Мо-
сковской, Владимирской, Тверской областей и 2 образца 
из Нижегородской области были отнесены к Централь-
ной группе. При сравнении предсказанных аминокислот-
ных последовательностей был обнаружен остаток валина 

в позиции 217, кроме того, в позиции 95 у исследуемых 
изолятов и других изолятов Центральной группы был вы-
явлен остаток триптофана, а у других изолятов, в том чис-
ле у вакцинного штамма ERA, — в этом положении оста-
ток лейцина. Для проведения филогенетического анализа 
из базы данных NCBI были взяты последовательности 
гена N вакцинных штаммов вируса бешенства, штамм, 
выделенный у реципиента при трансплантации (Иран), 
а также штаммы и изоляты, выделенные на территории 
России и ближнего зарубежья, описанные ранее и относя-
щиеся к разным группам вируса бешенства [14].

К Евразийской группе были отнесены 8 изолятов из 
Рязанской (5 изолятов) и Нижегородской (3 изолята) об-
ластей на основании генетической близости к другим 
представителями этой группы. Примечательно, что в 
положении 388 только у представителей Евразийской 
группы имеется остаток гистидина вместо аспарагина.

Проведенное нами исследование подтвердило, что 
изоляты вируса бешенства, выделенные на одной тер-
ритории или близлежащих территориях, генетически 
наиболее близки и имеют характерные молекулярные 
различия. Были выявлены «маркерные» замены в пред-
сказанных аминокислотных последовательностях ну-
клеопротеина, позволяющие предположить принадлеж-
ность изолята к той или иной группе вируса бешенства 
и предсказать движение эпизоотии.

Финансирование. Исследование осуществлялось при 
поддержке государственного бюджета.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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аНТИТЕЛ к ПаНДЕМИЧЕСкОМУ ВИРУСУ ГРИППа A(H1n1)pdm09
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и микробиологии им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Серологическим исследованиям отведено значимое место в диагностике гриппа. В статье представлен 
анализ разработанного экспериментального варианта иммуноферментной тест-системы для обнаруже-
ния специфических антител к вирусу гриппа A(H1N1)pdm09, их динамики на разных сроках инфекции в 
сравнении с данными традиционного метода — реакции торможения гемагглютинирующей активности 
(РТГА). В исследование были включены 20 парных проб сывороток от пациентов, госпитализированных 
на разных сроках заболевания, этиологически связанного с вирусом гриппа A(H1N1)pdm09. на основании 
данных РТГА были сформированы 2 группы в зависимости от наличия или отсутствия достоверного при-
роста специфических антител к вирусу гриппа A(H1N1)pdm09. Контрольная группа состояла из 20 сыворо-
ток от лиц без гриппа, но больных хроническим гепатитом С. Для изучения вирусспецифических антител 
методом иФА были использованы 2 типа тест-систем. Первая предназначалась для определения IgM к 
вирусу гриппа A(H1N1)pdm09, вторая — IgG. Показаны достоверность и специфичность определяемых 
IgM и IgG к вирусу гриппа A(H1N1)pdm09. Динамика специфических IgG в 15 из 20 пар сывороток была до-
стоверной, прирост титров был более выражен, чем в РТГА. IgM к вирусу гриппа удалось обнаруживать 
до 10-го дня, хотя достоверной динамики данных антител в парных образцах не было. итак, сконструиро-
ванная тест-система была специфичной для определения как IgG, так и IgM к вирусу гриппа A(H1N1)pdm09 
и достоверно чувствительнее, чем РТГА. С помощью данной иммуноферментной тест-системы возможен 
мониторинг динамики IgG к данному вирусу даже в случае отсутствия диагностических приростов титров 
антител в РТГА.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус гриппа A(H1N1)pdm09; серодиагностика; реакция торможения гемагглютинирующей 
активности; иммуноферментный анализ; IgM; IgG.
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DIAGNOSTIC CAPACITY OF DETECTION OF SPECIFIC ANTIBODIES TO PANDEMIC INFLUENZA  
A(H1N1)pdm09 VIRUS

D.I. Ivanovsky Institute of Virology, Federal State Budgetary Institution «Federal Research Centre for Epidemiology and 
Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya»,  Moscow, 123098, Russian Federation
Serologic studies occupy a significant place in influenza diagnosis. The article presents an analysis of the 
developed experimental version of ELISA test-systems for the detection of specific antibodies to the virus 
influenza A(H1N1)pdm09, and their dynamics at different stages of infection as compared with those of the 
traditional HAI method. The study included 20 paired samples of serum from patients hospitalized at differ-
ent stages of the disease with etiology associated with the influenza virus A(H1N1)pdm09. Two groups were 
formed on the basis of HAI data, which showed the presence or absence of significant growth of specific 
antibodies to the influenza virus A(H1N1)pdm09. The control group consisted of 20 serum samples from 
individuals without influenza but with chronic hepatitis C. To examine the virus specific antibody two types 
of ELISA test systems were used. The first system was intended for the detection of IgM to the influenza 
virus A(H1N1)pdm09; the second was used for revealing specific IgG. The study showed the accuracy and 
specificity of detectable IgM and IgG to the virus influenza A(H1N1)pdm09. The dynamics of specific IgG 
titers in 15 of the 20 pairs of sera was reliable. The increase in titers was more pronounced than in the HAI. 
IgM against influenza virus could be detected up to 10 days, although reliable dynamics of these antibodies 
was not detected in paired samples. The test system was specific for the determination of both IgG and IgM 
antibodies to the influenza virus A(H1N1)pdm09 and significantly more sensitive than HAI. Using this ELISA 
test system, it is possible to monitor the dynamics of IgG to this virus even in the absence of diagnostic 
increases in antibody titers in HAI.

K e y w o r d s: influenza A(H1N1)pdm09 virus; serodiagnostic; HI; ELISA; IgM; IgG.
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Введение
Несмотря на успехи в вакцинопрофилактике, грипп 

остается одной из актуальных медицинских проблем. 
Современный эпидемический процесс определяют 4 
вируса гриппа — A(H1N1)pdm09, A(H3N2), B/Ямагата-
подобный и В/Виктория-подобный, — свойства, актив-
ность и долевое участие которых различаются. Периоды 
эпидемической активности вирусов гриппа, приходящи-
еся на зимне-весенние месяцы, характеризуются ростом 
заболеваемости ОРВИ, частоты тяжелых форм течения 
инфекции, риска развития осложнений, а также случаев 
с летальными исходами [1]. По данным ВОЗ, во время 
эпидемии ежегодно гриппом и ОРВИ в мире перебо-
левает около 20% населения, экономический ущерб от 
эпидемий достигает 75% [2]. Необходимо также отме-
тить, что, несмотря на восприимчивость всех возраст-
ных групп населения к вирусам гриппа, известны осо-
бенности доли ущерба от каждого из циркулирующих 
вирусов в отношении детей, взрослых и пожилых [3].

С появлением в 2009 г. нового антигенного варианта 
вируса гриппа А — A(H1N1)pdm09 эпидемии, в период 
которых он доминировал в структуре циркулирующих 
вирусов (2009—2010, 2010—2011, 2012—2013, 2015—
2016), характеризовались большей интенсивностью и 
тяжестью по сравнению с периодами активности виру-
сов гриппа A(H3N2) и В [1, 3].

Вирус гриппа A(H1N1)pdm09 относится к семейству 
Orthomyxoviridae, роду Influenzavirus A. Вирусные ча-
стицы имеют оболочку, в состав которой входят 2 мажор-
ных трансмембранных гликопротеина гемагглютинин 
(HA) и нейраминидаза (NA). С оболочкой вируса ассо-
циированы еще 2 гидрофобных матриксных белка М1 и 
М2. Белок М1 локализован под оболочкой, протеин М2 
является трансмембранным и имеет экспонированную 
над оболочкой часть, но содержание его ниже, чем HA и 
NA. Геном вируса гриппа сегментирован и представлен 
молекулами РНК отрицательной полярности, которая 
упакована в нуклеокапсид, сформированный нуклеокап-
сидным белком (NP).

Все указанные белки вируса гриппа обладают высо-
кой иммуногенностью. В различных этапах жизненно-
го цикла вируса участвуют минорные неструктурные 
белки (компоненты репликативного комплекса и NS-
протеины), но их вклад в формирование гуморального 
иммунного ответа еще недостаточно изучен. Ранее было 
показано, что в сыворотках лиц, перенесших гриппоз-
ную инфекцию, определяются антитела как к структур-
ным поверхностным белкам, так и к внутренним про-
теинам вируса [4].

В диагностике гриппозной инфекции применяют ши-
рокий спектр методов, направленных на определение 
генома вируса (РНК) или его антигенов в клинических 

материалах (метод флуоресцирующих антител, полиме-
разная цепная реакция (ПЦР)) и специфических антител 
в сыворотках крови (реакция торможения гемагглюти-
нирующей активности (РТГА), реакция связывания ком-
племента (РСК) и реакция микронейтрализации (РМН)) 
[5].

К сожалению, клинико-лабораторная диагностика с 
применением отмеченных выше серологических мето-
дов может рассматриваться как ретроспективная, так 
как подтверждением недавно перенесенной инфекции 
может служить наличие диагностических приростов 
титров антител (не менее чем в 4 раза) в парных сыво-
ротках крови, взятых на различных сроках заболевания 
или реконвалесценции. Это вызвано тем, что человек 
неоднократно на протяжении всей жизни встречается с 
вирусами гриппа, и в сыворотках крови каждого челове-
ка всегда находят анамнестические антитела к широко-
му спектру штаммов за исключением новых антигенных 
вариантов [5, 6].

В последние годы актуальность в научных и приклад-
ных исследованиях, особенно при выборе вакцинных 
штаммов, приобрели результаты, полученные с при-
менением реакции микронейтрализации (РМН), по-
зволяющей определить спектр вируснейтрализующих 
антител как к эталонным/диагностическим штаммам 
вирусов гриппа, так и к их дрейфовым вариантам [4, 7]. 
Этот метод трудоемкий, длительный и требует наличия 
живых вирусов гриппа и клеточных культур.

Реакцию торможения гемагглютинирующей активно-
сти (РТГА) и реакцию связывания комплемента (РСК) 
относят к традиционным серологическим методам. 
Большее практическое применение в исследованиях 
специфических антител к вирусам гриппа приобрела 
РТГА, так как РСК — менее чувствительный метод и 
трудоемкий при стандартизации реагентов [5]. Досто-
верный прирост титров антител, определяемых методом 
РТГА, может быть выявлен в отдельных случаях не ра-
нее 7-го дня от начала заболевания. К сожалению, эти 
сроки не всегда выдерживаются при госпитализации па-
циентов, что безусловно влияет на эффективность диа-
гностики и снижает ценность этого метода.

В литературе описано применение метода радиально-
го гемолиза (РРГ) для диагностики иммунного ответа 
у лиц, переболевших пандемическим вирусом гриппа 
A(H1N1)pdm09 [8]. По данным Е.М. Войцеховской и 
соавт. установлено, что РРГ — более чувствительный 
метод, чем РТГА, особенно для сывороток с низкими 
титрами анти-HA. Для изучения динамики прироста и 
спектрального состава антител, вырабатываемых в ор-
ганизме людей в ответ на гриппозную инфекцию, при-
меняется также метод иммуноблота (ИБ), но в основном 
в научных исследованиях. Несмотря на высокую чув-
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ствительность, специфичность и простоту выполнения, 
иммуноферментный анализ (ИФА) не приобрел широ-
кого практического применения при серодиагностике 
гриппа, хотя его используют при определении антигенов 
вируса гриппа и анализе антигенного дрейфа [9—12]. 
Наибольшее значение ИФА имеет в решении научно-
исследовательских задач.

Учитывая возможности метода и определенный инте-
рес к ранней диагностике гриппа в период пребывания 
пациента в условиях стационара, был проведен анализ 
возможностей экспериментального варианта имму-
ноферментной тест-системы (ИФТС) для выявления 
специфических антител, их динамики на разных сроках 
инфекции и сравнение результатов с традиционно ис-
пользуемым методом РТГА.

Материал и методы
Сыворотки 20 парных проб крови были получены от 

пациентов, госпитализированных с симптомами ОРВИ 
в ИКБ №1 г. Москвы в период 2011—2015 гг. В качестве 
контроля использовали 20 сывороток крови от больных 
хроническим гепатитом C без гриппозной инфекции на 
момент взятия пробы. Забор крови выполнен с инфор-
мированного согласия пациентов.

Детекцию специфической РНК вируса гриппа A(H1N1)
pdm09 проводили методом ПЦР с обратной транскрип-
цией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени в носогло-
точных смывах от пациентов с применением коммерче-
ских тест-систем АмплиСенс® РИБО-преп, АмплиСенс® 
РЕВЕРТА-L, АмплиСенс® Influenza virus A/B-FL, Ам-
плиСенс® Influenza virus А/H1-swine-FL (ФБУН «ЦНИИ 
Эпидемиологии» Роспотребнадзора, г. Москва) согласно 
рекомендациям производителя.

Титры специфических антител к НА (анти-HA) опре-
деляли в РТГА с использованием эталонного штамма 
вируса гриппа A/Калифорния/07/2009 (H1N1)pdm09 
микрометодом по общепринятой методике1.

Для удаления неспецифических ингибиторов иссле-
дуемые сыворотки обрабатывали ферментом нейрами-
нидазой холерного вибриона («Denka Seiken Co., Ltd.», 
Япония) с последующим прогреванием при 56 °C в тече-
ние 30 мин. В реакции применяли 0,75% взвесь эритро-
цитов человека группы крови 0 (I). За диагностически 
значимую динамику содержания специфических анти-
тел был принят 4-кратный и больший прирост титров 
между первой и второй сыворотками крови, взятыми у 
одного пациента.

Конструирование экспериментальной ИФТС. Для по-
лучения антигенов вируса использован штамм вируса 
гриппа A/Ю.Каролина/02/2010 (H1N1)pdm09, подобный 
эталонному A/Калифорния/07/2009 (H1N1)pdm09. Ви-
рус был накоплен в культуре клеток MDCK, концентри-
рован методом дифференциального центрифугирования 
и инактивирован многократным размораживанием/за-
мораживанием с последующим контролем его инфекци-
онной активности в культуре клеток MDCK, как описа-
но ранее [13].

Сорбцию антигенов в концентрации 2 мкг/100 мкл в 
0,05 М карбонатно-бикарбонатном буфере pH 9,25 про-
водили в планшетах PolySorp («Nunc», Нидерланды) в 

течение 16 ч при 4 °C. После однократной промывки 
стандартным раствором 0,02 М фосфатно-солевого бу-
фера (ФСБ) с 0,1% раствором твина-20 свободные зоны 
лунок блокировали 0,1% человеческим сывороточным 
альбумином («Serva», Германия) в ФСБ при 37 °C в те-
чение 1 ч. После однократной промывки стандартным 
ФСБ с твином планшеты были готовы к работе. Все ис-
пользованные химические реагенты имели марку чисто-
ты ч. д. а.

Концентрацию белка (антигенов) определяли мето-
дом Лоури, адаптированным для плохо растворимых 
белков [14]. В качестве стандартного белкового раствора 
использовали раствор бычьего сывороточного альбуми-
на (V фракция, «Sigma-Aldrich», США).

При определении антител в экспериментальной ИФТС 
сыворотки людей разводили 10 раз в ФСБ, содержащем 
0,1% человеческого сывороточного альбумина, и инку-
бировали 30 мин при 37 °C. После 5-кратной промывки 
ФСБ с твином вносили конъюгат пероксидазы хрена, 
конъюгированный с кроличьими иммуноглобулинами 
к Fc-фрагменту человеческих IgG или IgM («Имтек», 
Россия) в разведении 1:2000 и инкубировали 30 мин при  
37 °C. После 5-кратной промывки ФСБ с твином в каж-
дую лунку вносили 100 мкл раствора 0,4% тетраметил-
бензидина в 0,05 М цитратно-фосфатном буфере pH 5,0 
с раствором перекиси водорода (0,015%). Через 20 мин 
реакцию останавливали, добавляя 100 мкл 1 М серной 
кислоты. Оптическую плотность (ОП) учитывали при 
длине волны 450 нм против 630 нм на спектрофотометре 
StatFax 3200 («Awareness Technology Inc.», США). Рас-
чет критической величины ОП, выше которой сыворот-
ка расценивалась как положительная, выполняли по 10 
отрицательным сывороткам. Величина ОП критическая 
была рассчитана как сумма среднего арифметического 
ОП отрицательных сывороток и тройного стандартного 
отклонения средней величины. При определении титра 
антител сыворотки последовательно разводили 2 раза.

Антитела к вирусу гепатита С (ВГС) определяли с 
помощью сертифицированных коммерческих ИФТС 
РекомбиБест анти-ВГС-IgM и РекомбиБест анти-ВГС 
(«Вектор-Бест», Россия).

Количественные показатели рассчитывали с приме-
нением пакета программ Statistica 10 («StatSoft», Талса, 
США).

Результаты
В исследование были включены парные образцы сы-

вороток крови от 20 госпитализированных пациентов с 
наличием РНК вируса гриппа A(H1N1)pdm09 в носо-
глоточных смывах, что было установлено методом ОТ-
ПЦР. Сыворотки брали при госпитализации и выписке 
пациентов (по возможности в максимально отдаленные 
сроки). На основании данных РТГА были сформирова-
ны 2 группы пациентов — с отсутствием или наличием 
достоверной динамики специфических антител к вирусу 
гриппа A(H1N1)pdm09. Сведения о датах забора крови и 
величинах титров антител в сыворотках представлены в 
табл. 1 и 2.

Для группы пациентов с достоверной динамикой ти-
тров антител среднее число дней пребывания в стацио-
наре было несколько больше (6—7 с разбросом от 3 до 
13 дней) по сравнению с группой без достоверной дина-
мики (5 с разбросом от 2 до 7 дней).

Для изучения вирусспецифических антител методом 
ИФА были использованы 2 типа ИФТС: первая предна-

1 МУ 3.3.2.1758—03. Методы определения показателей качества 
иммунобиологических препаратов для профилактики и диагности-
ки гриппа.
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значена для определения только специфических IgM, 
вторая — только для выявления специфических IgG к 
вирусу гриппа A(H1N1)pdm09.

В табл. 1 представлены сравнительные данные опре-
деления антител к вирусу гриппа разными методами 
в группе пациентов без прироста антител по данным 
РТГА. В 5 парных образцах специфические IgM не об-
наружены (пациенты № 4, 5, 7, 8, 10). В образцах, где 
эти антитела были выявлены, титры имели невысокие 
величины (не более 1:40) без отрицательной динамики 
во вторых образцах.

В 5 из 10 парных образцов сывороток крови выявлены 
достоверные приросты титров специфических IgG, не-
смотря на высокие показатели в первых образцах кро-
ви (1:320—1:1280). Разница между датами забора этих 
парных образцов сывороток составила 4—6 дней. Уве-
личение титра IgG к вирусу гриппа не было ассоцииро-
вано с наличием или отсутствием специфических IgM. 
Полученные данные представляли бы большую значи-
мость, если бы удалось зарегистрировать и подтвердить 
точную дату заболевания пациентов. В данной группе 
пациентов чувствительность обнаружения прироста 
специфических IgG при использовании ИФТС выше, 
чем в РТГА (p < 0,0325).

В следующей группе пациентов, у которых, по дан-
ным РТГА, были выявлены достоверные (диагности-
ческие) приросты титров антител, специфические IgM 
обнаруживали во всех образцах (см. табл. 2). Однако 
титры этих антител были также невысокими (не более 
1:40) и не имели отрицательной динамики (в наблюде-
нии — до 12-го дня).

В то же время результаты определения IgG к вирусу 
гриппа A(H1N1)pdm09 в этой группе пациентов указыва-
ли на их достоверную динамику во всех парных образ-
цах. Необходимо отметить несколько большую разницу 
в днях между заборами парных проб в этой группе паци-
ентов по сравнению с первой группой, более отдаленные 
сроки забора вторых проб и высокие титры в последних 
образцах крови (p > 0,05). Тем не менее данные о положи-

тельной динамике специфических антител, полученные в 
РТГА, были подтверждены для всех образцов результата-
ми ИФА при анализе вирусспецифических IgG.

Для подтверждения специфичности и достоверности 
результатов обнаружения IgM и IgG к вирусу гриппа 
A(H1N1)pdm09 исследовали сыворотки лиц, не инфици-
рованных данным вирусом, но имеющих хроническую 
вирусную инфекцию, вызванную ВГС. У всех пациен-
тов этой группы были обнаружены IgM и IgG к ВГС. 
Средние титры по группам больных гриппом (но без ге-
патита С) и пациентов без гриппозной инфекции (но с 
хроническим гепатитом С) представлены в табл. 3.

Полученные результаты подтвердили высокую специ-
фичность ИФТС для определения IgМ к вирусу гриппа 
A(H1N1)pdm09. Величина ОП при анализе IgM к виру-
су гриппа у больных хроническим гепатитом С соста-
вила 0,062, что сопоставимо с ОП сывороток больных 
гриппом лиц, не имеющих специфических IgM, — 0,05. 
С учетом этих данных достоверный уровень ОП для 
подтверждения IgM к вирусу гриппа составляет 0,155. 
Аналогичный уровень ОП для IgG к вирусу гриппа  
A(H1N1)pdm09, установленный в исследовании, равен 0,1.

Отмечен хорошо выраженный прирост специфиче-
ских IgG к вирусу гриппа в повторных образцах в группе 
лиц, перенесших гриппозную инфекцию. У пациентов, 
инфицированных ВГС, но не вирусом гриппа, выявлены 
IgG к вирусу гриппа A(H1N1)pdm09 по ряду причин. С 
одной стороны, определяются антитела на общетиповые 
эпитопы [15], с другой стороны, возможно, эти паци-
енты ранее перенесли гриппозную инфекцию, так как 
вирус A(H1N1)pdm09 участвует в эпидемическом про-
цессе с 2009 г. [1].

Обсуждение
Многолетний опыт оценки результатов РТГА, традици-

онно используемой для выявления специфических антител 
к вирусам гриппа, показал, что достоверное увеличение ти-
тров антител может быть определено в отдельных случаях 
не ранее 7-го дня от начала заболевания. К сожалению, эти 

Т а б л и ц а  1
Данные об образцах и результаты определения специфических 

антител к вирусу гриппа A(H1n1)pdm09 в сыворотках пациентов 
без диагностического прироста титра антител по данным РТГа

Но-
мер 

паци-
ента

Дни забо-
ра парных 
проб кро-
ви/интер-
вал между 

ними

Динамика титров специфических антител к 
A(H1N1)pdm09, определяемая в парных сыво-

ротках разными методами

РТГА ИФА 
(IgМ)

ИФА (IgG)

IgG кратность при-
ростов

1 3/4—1 < 5/< 5 40/20 1280/1280 1
2 3/5—2 < 5/< 5 10/10 160/160 1
3 2/6—4 < 5/< 5 40/40 640/2560 4
4 2/6—4 < 5/< 5 0/0 1280/5120 4
5 3/7—4 < 5/< 5 0/0 320/2560 8
6 4/7—3 < 5/< 5 40/40 640/640 1
7 3/8—5 <5/< 5 0/0 640/1280 2
8 3/8—5 < 5/< 5 0/0 640/5120 8
9 3/9—6 < 5/<5 20/20 160/10240 64
10 4/10—6 < 5/< 5 0/0 320/320 1

Т а б л и ц а  2
Данные об образцах и результаты определения специфических 
антител к вирусу гриппа A(H1n1)pdm09 в сыворотках пациен-
тов с диагностическим приростом титров антител по данным 

РТГа

Номер 
паци-
ента

Дни забо-
ра парных 

проб 
крови/ 

интервал 
между 
ними

Динамика титров специфических антител к 
A(H1N1)pdm09, определяемая в парных сыворот-

ках разными методами

РТГА ИФА 
(IgM)

ИФА (IgG) кратность 
приростов 
РТГА/ИФА

11 2/7—5 < 5/20 20/20 160/640 4/4
12 3/7—4 < 5/20 20/20 640/2560 4/4
13 4/8—4 < 5/40 20/20 320/2560 4/8
14 2/9—7 < 5/20 40/40 2560/40 960 4/8
15 4/9—5 < 5/160 20/20 640/20 480 5/16
16 6/9—3 < 5/160 10/10 5120/20 480 5/4
17 8/10—2 < 5/40 20/20 1280/20 480 8/16
18 2/10—8 < 5/160 20/20 1280/5120 32/4
19 5/12—7 < 5/80 40/40 320/20 480 16/64
20 5/17—12 < 5/40 10/10 40/1280 8/32
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сроки не всегда выдерживаются при госпитализации паци-
ентов, что, безусловно, влияет на эффективность диагно-
стики и снижает ценность этого метода. При использова-
нии РТГА выявляют антитела только к НА, в то время как 
ИФТС способны определить IgM и IgG ко всем структур-
ным поверхностным (HA, NA, M2) и внутренним белкам 
(NP и M1), а также к неструктурным протеинам вируса.

Полученные в настоящем исследовании результаты 
полностью согласуются с ранее известными данными 
как по срокам выявления специфических IgM и IgG, так 
и по чувствительности методов их детекции. По данным 
И.В. Рогановой и соавт., первыми образуются специфи-
ческие IgM (3—5-й дни), позже (7—10-й дни) появля-
ются специфические IgG, которые достигают максиму-
ма к 18-му дню [16]. Содержание специфических IgM 
в сыворотках крови больных незначительно, основную 
долю составляют специфические IgG — до 70—80%. 
Как установлено ранее, первыми в крови переболевших 
гриппом людей появляются анти-НА, затем анти-NP. Ан-
титела к внутреннему белку М1 активно обнаруживают-
ся с 6—7-го дня от начала заболевания. Таким образом, 
сконструированная в исследовании ИФТС теоретически 
должна позволять получать большую информацию, чем 
РТГА, особенно после 5-го дня инфекции, если учиты-
вать только специфические IgG. Между тем IgM счита-
ются самым ранним антительным маркером инфекции, 
опережая появление специфических IgG на 5—7 дней.

В настоящей работе IgM к вирусу гриппа определяли 
в некоторых сыворотках до 10-го дня. Часть образцов 
не содержали вирусспецифических IgM. Возможно, это 
связано с тем, что из-за структурных особенностей этих 
иммуноглобулинов при каждом размораживании про-
исходит постепенное снижение их титра. Поэтому, если 
содержание IgM к вирусу гриппа в образцах изначально 
было низким, после размораживания их содержание мог-
ло опуститься ниже уровня детекции. Несмотря на более 
ранние (2—4-й дни) или поздние (6—8-й дни) сроки за-
бора первых образцов, четкой разницы в величинах ти-
тров IgM не обнаружено. Поэтому анализ динамики IgM 
к вирусу гриппа в парных образцах был малоинформати-
вен. Однако применение ИФА для определения специфи-
ческих IgM как маркера реинфекции новым антигенным 
вариантом вируса гриппа может представлять определен-
ную ценность при диагностике по первой пробе, взятой 
при поступлении пациента в стационар.

Заключение
Таким образом, сконструированная ИФТС была специ- 

фичной для определения как IgG, так и IgM к вирусу 
гриппа A(H1N1)pdm09 и достоверно чувствительнее, 
чем РТГА. Большая частота выявления достоверных 

приростов титров IgG при отрицательной ре-
зультативности РТГА расширяет возможности 
применения ИФА при серодиагностике гриппа 
у госпитализированных пациентов даже на ран-
них сроках инфекции. Тест-система может быть 
успешно использована практическими врачами-
лаборантами лечебных учреждений, особенно 
в условиях недоступности ПЦР-диагностики. 
Факторы гуморального иммунитета играют 
важную роль в ответе организма на гриппозную 
инфекцию, поэтому очень важно совершен-
ствование иммунологических тестов для детек-
ции специфических антител, особенно в ранних 
стадиях заболевания.
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Т а б л и ц а  3
Результаты определения антител методом ИФа к вирусу гриппа A(H1n1)
pdm09 и ВГС в сыворотках больных гриппом и у пациентов с хрониче-

ским гепатитом С без гриппа

Группа  
пациентов

Титр* IgM к 
вирусу гриппа

Титр* IgG к 
вирусу гриппа

Титр* IgM к 
ВГС

Титр* IgG к 
ВГС

С гриппозной 
инфекцией

1:23 I — 1:538
II — 1:3072

Антитела не 
обнаружены

Антитела не 
обнаружены

Без гриппа, но с 
гепатитом С

Антитела не 
обнаружены

1:1856 1:20 1:6349

П р и м е ч а н и е .  * Указан средний геометрический титр антител. Для пар-
ных сывороток титр антител к вирусу гриппа рассчитан отдельно (I и II).
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Олейник А.Ф., Фазылов В.Х.

ВЛИЯНИЕ ДЛИТЕЛЬНОСТИ ИНФИЦИРОВаНИЯ ВИЧ ДО НаЧаЛа 
аНТИРЕТРОВИРУСНОЙ ТЕРаПИИ На РаЗВИТИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСкОЙ 

НЕЭФФЕкТИВНОСТИ ЛЕЧЕНИЯ
ГБОУ ВПО «Казанский государственный медицинский университет» Минздрава России, 420012, г. Казань

Введение. У части пациентов с ВиЧ-инфекцией, получающих вирусологически эффективную антиретро-
вирусную терапию (АРВТ), отсутствует прирост лимфоцитов CD4 на фоне лечения. несмотря на длитель-
ное лечение, у пациентов сохраняется иммунодефицитное состояние. Методы. В обсервационном ко-
гортном ретро/проспективном исследовании мы изучали влияние длительности инфицирования ВиЧ до 
начала АРВТ на развитие иммунологической неэффективности терапии. Результаты. В группе из 140 
ВиЧ-инфицированных пациентов установлено наличие обратной корреляционной зависимости умерен-
ной силы между длительностью инфицирования ВиЧ и приростом лимфоцитов CD4 через 6 мес, 1, 2 и 
3 года АРВТ (r = –0,33, p < 0,01; r = –0,3, p < 0,01; r = –0,3, p < 0,01; r = –0,29, p < 0,01 соответственно). При 
старте АРВТ с уровня CD4 200—350 кл/мкл выявлены статистически значимые различия по уровню от-
носительного количества лимфоцитов CD4 через 6 мес, 1, 2 и 3 года АРВТ в подгруппах с длительностью 
инфицирования ВиЧ до начала терапии 1—8 лет и более 8 лет (p = 0,035; p = 0,015; p = 0,05; p = 0,05 со-
ответственно). У пациентов, начавших АРВТ с уровня CD4 > 200 кл/мкл после 8 лет инфицирования ВиЧ, 
риск развития иммунологической неэффективности терапии в 4 раза выше по сравнению с пациентами 
с таким же уровнем CD4, но меньшим сроком инфицирования ВиЧ. Выводы. Чем меньше длительность 
инфицирования ВиЧ, тем выше прирост CD4-лимфоцитов. При старте АРВТ с уровня CD4 200—350 кл/мкл 
восстановление лимфоцитов CD4 происходит интенсивнее в группе с менее продолжительным периодом 
инфицирования ВиЧ. Установлено негативное влияние длительности инфицирования ВиЧ более 8 лет до 
начала АРВТ на развитие иммунологической неэффективности терапии в подгруппе со стартовым уров-
нем CD4 > 200 кл/мкл.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ВИЧ-инфекция; восстановление CD4; иммунологическая эффективность/неэффективность 
АРВТ; длительность инфицирования ВИЧ.

Для цитирования: Олейник А.Ф., Фазылов В.Х. Влияние длительности инфицирования ВИЧ до начала антиретрови-
русной терапии на развитие иммунологической неэффективности лечения. Вопросы вирусологии. 2017; 62(3): 114-119.
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-62-3-114-119

Oleynik A.F., Fazylov V.Kh.
THE INFLUENCE OF HIV INFECTION DURATION BEFORE ANTIRETROVIRAL THERAPY ON 

IMMUNOLOGICAL TREATMENT FAILURE
Kazan State Medical University, Kazan, 420012, Russian Federation
Introduction. Some patients with HIV infection receiving virologically effective antiretroviral therapy (ART) 
did not show any growth in CD4 cell count during treatment. Despite the long-term treatment of patients, 
immunodeficiency persisted.
Methods. In the observational cohort retro/prospective study we investigated the effect of the duration of HIV 
infection before starting the antiretroviral therapy on the development of immunological treatment failure.
Results. In a group of 140 HIV-infected patients a moderate inverse correlation was found between the duration 
of HIV infection and CD4 cell gain after 6 months, 1, 2 and 3 years of ART (r = −0.33, p < 0.01; r = −0.3, p < 0.01; 
r = −0.3, p < 0.01; r = −0.29, p < 0.01, respectively). In the case of ART starting at CD4 count of 200-350 cells/mcl 
statistically significant differences were revealed in the levels of relative CD4 count at 6 months, 1, 2 and 3 years 
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ра длительности инфицирования ВИЧ до начала АРВТ 
на развитие иммунологической неэффективности лече-
ния.

Материал и методы
Обсервационное когортное ретро/проспективное ис-

следование было проведено в 2010—2014 гг. на базе  
ГАУЗ «Республиканский центр по профилактике и борьбе 
со СПИД и инфекционными заболеваниями Министер-
ства здравоохранении Республики Татарстан» (далее –  
СПИД-центр). В работу были включены данные о па-
циентах с установленным диагнозом «ВИЧ-инфекция», 
находившихся на диспансерном наблюдении в СПИД-
центре в период с 1999 по 2014 г. Данные для ретро-
спективной оценки за период с 1999 по 2010 г. взяты 
из электронной базы данных СПИД-центра AIDS-NET. 
Данные для проспективной оценки отбирались во время 
плановой диспансеризации пациентов в 2010—2014 гг.  
В исследование включали пациентов, отвечающих 
критериям включения: это взрослые пациенты с ВИЧ-
инфекцией, получающие АРВТ в течение 3 лет, с уров-
нем РНК ВИЧ в плазме крови ниже порога определения 
через 6 мес от начала АРВТ и в дальнейшем периоде 
наблюдения; АРВТ начата в стадиях 3 или 4 по клас-
сификации ВИЧ-инфекции, утвержденной приказом 
Минздравсоцразвития России от 17 марта 2006 г. № 166. 
Критериями исключения из исследования были: детский 
возраст; длительность АРВТ менее 3 лет; пациенты с 
ВИЧ-инфекцией, получающие АРВТ, с определяемым 
уровнем РНК ВИЧ в плазме крови через 6 мес от начала 
АРВТ и в дальнейшем периоде наблюдения; пациенты 
с ВИЧ-инфекцией, находящиеся в стадиях инкубации, 
первичных проявлений и терминальной; пациенты с 
ВИЧ-инфекцией, получающие одновременно АРВТ и 
противовирусную терапию (ПВТ) вирусного гепатита 
(для первого и третьего этапа исследования). Критерии 
досрочного выбытия из исследования: прекращение па-
циентом получения АРВТ; определяемая вирусная на-
грузка РНК ВИЧ, развившаяся после ранее достигнутой 
супрессии ВИЧ в плазме крови; старт ПВТ вирусного 
гепатита у пациента, принимающего АРВТ (для первого 
и третьего этапа исследования); смерть пациента.

of ART in sub-groups with durations of HIV infection prior to initiating therapy of 1-8 years and > 8 years (p = 
0.035; p = 0.015; p = 0.05; p = 0.05, respectively). In patients who started ART with CD4 levels > 200 cells/mcl after 
8 years of HIV infection, the risk of immunological treatment failure is 4 times higher as compared to patients with 
the same CD4 level, but lesser duration of HIV infection.
Conclusions. The shorter the duration of HIV infection, the greater the increase in CD4 cell count. When starting 
ART at CD4 level of 200-350 cells/mcl, restoration of CD4 count is more intense in the group with lesser period of 
HIV infection. A negative effect of the >8-year infection duration before the start of ART on the development of the 
immunological treatment failure was observed in a subgroup with a starting level of CD4 > 200 cells /mcl. 
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Введение
С появлением антиретровирусной терапии (АРВТ) 

ВИЧ-инфекция перешла в разряд терапевтически кон-
тролируемых заболеваний [1]. Основными задачами 
АРВТ, позволяющими добиться улучшения показателей 
выживаемости ВИЧ-инфицированных пациентов, явля-
ются вирусологический и иммунологический ответы на 
терапию. Если вирусологическая задача — снизить ви-
русную нагрузку до минимального уровня и удерживать 
ее на этом уровне в течение как можно более длитель-
ного времени, то об иммунологическом успехе АРВТ 
свидетельствует увеличение числа лимфоцитов CD4 на 
фоне лечения. Динамика прироста количества лимфо-
цитов CD4 коррелирует с динамикой снижения вирус-
ной нагрузки, однако в некоторых случаях наблюдаются 
дискордантные изменения показателей, в рамках кото-
рых можно выделить феномен иммунологической не-
эффективности АРВТ. Иммунологическая неэффектив-
ность лечения развивается ориентировочно у 15% паци-
ентов [2], когда на фоне исчезновения вируса из крови 
отсутствует подъем уровня CD4-лимфоцитов. Несмотря 
на длительный прием антиретровирусных препаратов, 
у данной категории пациентов сохраняется иммуноде-
фицитное состояние и как следствие повышенный риск 
наступления стадии СПИДа. Кроме того, в этой группе 
пациентов отмечается небольшое увеличение показате-
лей смертности, не связанной со СПИД-индикаторными 
заболеваниями [3]. К факторам, способным повлиять на 
выраженность иммунологического ответа на фоне виру-
сологически успешной АРВТ, относятся прежде всего 
исходный уровень CD4-лимфоцитов, возраст, генетиче-
ская предрасположенность, наличие вторичных и сопут-
ствующих заболеваний. Эффект неблагоприятного вли-
яния большинства вышеперечисленных факторов учтен 
в ведущих руководствах, регламентирующих показания 
к началу АРВТ [4—7]. Длительность инфицирования 
ВИЧ до начала АРВТ также способна оказывать влияние 
на восстановление лимфоцитов CD4 [8]. Однако неясно, 
насколько выражен этот эффект и связано ли негативное 
влияние фактора длительности инфицирования ВИЧ до 
начала лечения с исходным уровнем СD4-лимфоцитов.

Цель нашего исследования — оценить влияние факто-
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ВИЧ в плазме крови выполнялось методом ПЦР с де-
текцией продуктов амплификации в режиме реального 
времени на анализаторах COBAS TaqMan 48 («Hoffman-
La-Roche», Швейцария), Abbott m2000rt («Abbott 
Biosystems», США) с порогом чувствительности 400 
копий/мл до 2010 г., 150 копий/мл — в более поздний 
период. Количество CD4-лимфоцитов определялось ме-
тодом проточной цитофлуориметрии с использованием 
моноклональных антител. Фенотипирование лимфо-
цитов выполняли методом прямой реакции иммуноф-
луоресценции с моноклональными антителами (мкАТ) 
фирмы «Becton Dickinson» (США). Использовали реа-
гент BD Мультитест 6-цветный TBNK, содержащий 
мкАТ CD3, CD4, CD8, CD16/56, CD19 с учетом реакции 
иммунофлуоресценции на проточном цитофлуориметре 
FACScanto II («Becton Dickinson», США).

Исследование проведено в 3 этапа. На первом этапе 
оценивали силу связи стажа инфицирования ВИЧ с при-
ростом лимфоцитов CD4 через 6 мес, 1, 2 и 3 года по-
лучения АРВТ. На этом этапе исключены из исследова-
ния пациенты, получающие одновременно АРВТ и ПВТ 
хронического гепатита С (ХГС) ввиду значительного 
снижения абсолютного количества CD4-лимфоцитов 
на фоне ПВТ ХГС. Число наблюдаемых на этом этапе 
составило 89 человек. На втором этапе проводилось 
сравнение темпа восстановления относительного коли-
чества лимфоцитов CD4 в группах с равным стартовым 
уровнем лимфоцитов CD4, но разной длительностью 
инфицирования: 1—8 и более 8 лет инфицирования в 
группах с исходными CD4 < 100, 100—200, 200—350 
и > 350 кл/мкл. Поскольку исследовали относитель-
ный уровень CD4-лимфоцитов, в этом этапе приняли 
участие 140 больных, включая пациентов, получавших 
ПВТ ХГС. На заключительном этапе оценивали влияние 
фактора длительности инфицирования ВИЧ на разви-
тие иммунологической неэффективности (ИН) АРВТ. 
Воздействие фактора оценивали за трехлетний период 
АРВТ в целом независимо от срока возникновения ИН. 
На этом этапе из исследования исключены пациенты, 
получающие одновременно АРВТ и ПВТ ХГС, количе-
ство наблюдаемых составило 89 человек.

Статистическая обработка. Необходимый размер 
выборки рассчитан на основе 90% мощности обнару-
жения значимого на уровне 5% различия в группах. Ис-
пользованы методы описательной и сравнительной ста-
тистики с помощью программ Statistica 10.0, Microsoft 
Excel 2003. Нормальность распределения количествен-
ного признака в вариационном ряду оценивали с помо-
щью критерия Шапиро—Уилка, равенство дисперсий 
распределения признаков — с применением F-теста. В 
случае наличия отличного от нормального распределе-
ния признака в вариационном ряду применяли непара-
метрические методы статистического анализа. Данные, 
подчиняющиеся закону нормального распределения, 
представлены в виде среднего значения и стандартно-
го отклонения (M ± SD). При отличном от нормального 
распределении признака в вариационном ряду для пред-
ставления данных использованы медиана и межквар-
тильный размах Me [Q1; Q3]. При сравнении независи-
мых выборок для определения достоверности различий 
между группами прибегали к t-критерию Стьюдента и 
критерию Манна—Уитни (при распределении, отлич-
ном от нормального). Сравнение категорийных данных 
проведено при помощи критерия χ2 и точного критерия 
Фишера (при малом числе наблюдений). Для оценки 

Все пациенты, согласно правилам клинической прак-
тики, подписали информированное согласие на обсле-
дование при постановке на учет в СПИД-центр, а также 
информированное согласие на АРВТ перед ее началом. 
Было получено одобрение локального этического коми-
тета на проведение данного исследования.

Под наблюдением находились 140 ВИЧ-
инфицированных пациентов с известной длительностью 
инфицирования ВИЧ в возрасте 34 [30; 39] лет, 53% 
мужчин. В 44% случаев путь заражения парентераль-
ный. Стаж инфицирования ВИЧ до начала лечения —  
6 [3; 9,5] лет. Пациенты находились в стадиях: 3 — 
34,8%, 4А — 22,5%, 4Б — 35,9%, 4В — 6,8%. У 8,9% 
пациентов отмечено прогрессирование ВИЧ-инфекции 
на фоне АРВТ, из них более половины (62,5%) — па-
циенты с иммунологической неэффективностью АРВТ. 
Надир лимфоцитов CD4 в периферической крови соста-
вил 188 [111; 290] кл/мкл. Уровень РНК ВИЧ в плазме 
крови перед началом АРВТ — 98 600 [18 400; 359 500] 
копий/мл.

Длительность инфицирования установлена на осно-
вании данных об отрицательном результате иммунофер-
ментного анализа на антитела к ВИЧ в течение 1 года 
до первого положительного результата. В этом случае за 
дату заражения принималась срединная дата между от-
рицательным и положительным тестом на ВИЧ. Кроме 
того, длительность инфицирования устанавливалась на 
основании лабораторных признаков незавершенной се-
роконверсии методом иммунного блоттинга. Учитыва-
лось наличие клинических данных, свидетельствующих 
о стадии первичных проявлений, и эпидемиологических 
данных, свидетельствующих о вероятном заражении 
ВИЧ. Для пациентов с сероконверсией за дату инфици-
рования принималась точка, соответствующая 12 мес 
(как максимально возможный инкубационный период) 
до первого положительного/сомнительного результата 
иммунного блоттинга.

На основании длительности инфицирования пациенты 
были разделены на 4 группы: 1—3 года, 4—7 лет, 8—10 
лет, более 10 лет инфицирования. Однако в ходе иссле-
дования не было обнаружено различий между группами 
1—3 и 4—7 лет, а также 8—10 и более 10 лет. С целью 
упрощения статистической обработки группы с отсут-
ствием различий были объединены с образованием двух 
групп: 1—8 и более 8 лет инфицирования ВИЧ до начала 
терапии. Всем пациентам начата АРВТ (в соответствии 
с Методическими рекомендациями Минздравсоцразви-
тия РФ № 7125-РХ от 29.12.2006), за ходом которой на-
блюдали в течение 3 лет. В зависимости от уровня при-
роста CD4-лимфоцитов на фоне АРВТ пациенты были 
разделены на 2 группы: иммунологические «неответчи-
ки» — пациенты с приростом CD4-лимфоцитов менее  
50 кл/мкл за 1 год; пациенты, ответившие на АРВТ 
приростом CD4-лимфоцитов более 50 кл/мкл за 1 год. 
Оценка прироста CD4-лимфоцитов проводилась как ми-
нимум в двух повторных измерениях с разницей в 3 мес 
для исключения случайной ошибки ввиду вариабельно-
сти абсолютного показателя уровня лимфоцитов CD4.

Для исследования отобраны данные клинического 
и лабораторного обследования (абсолютное и относи-
тельное количество лимфоцитов CD4 в 1 мкл крови, 
количество копий РНК ВИЧ в 1 мл крови) следующих 
временных точек: перед началом АРВТ, через 6 и 12 мес 
после начала АРВТ, далее ежегодно на протяжении все-
го периода лечения. Количественное определение РНК 
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связи двух признаков (r) применен непараметрический 
метод корреляционного анализа Спирмена. Для сравне-
ния частот исходов рассчитывали относительный риск 
(RR) и 95% доверительные интервалы. Отклонение ну-
левой гипотезы происходило при пороговом уровне ста-
тистической значимости p = 0,05.

Результаты
Установлено наличие обратной корреляционной зави-

симости между длительностью инфицирования ВИЧ и 
приростом лимфоцитов CD4 через 6 мес, 1, 2 и 3 года 
АРВТ (r = –0,33, p < 0,01; r = –0,3, p < 0,01; r = –0,3,  
p < 0,01; r = –0,29; p < 0,01 соответственно), т. е. с уве-
личением длительности инфицирования ВИЧ до начала 
АРВТ снижался показатель прироста CD4-лимфоцитов 
на фоне лечения.

При старте АРВТ с уровня CD4 200—350 кл/мкл вы-
явлены статистически значимые различия по уровню от-
носительного количества лимфоцитов CD4 через 6 мес, 
1, 2 и 3 года АРВТ в группах с различной длительностью 
инфицирования ВИЧ до начала терапии (1—8 и более  
8 лет) (см. рисунок).

При этом в группе с длительностью инфицирования 
ВИЧ до начала лечения 1—8 лет содержание CD4 на фо-
не лечения было больше в среднем на 58, 60, 73 и 100 
кл/мкл на этапах лечения 6 мес, 1, 2 и 3 года АРВТ со-
ответственно.

При старте АРВТ с уровня CD4 100—200 кл/мкл так-
же зарегистрирован более высокий относительный уро-
вень CD4-лимфоцитов на всех этапах лечения в группе с 
длительностью инфицирования 1—8 лет по сравнению 
с группой с большим стажем инфицирования ВИЧ до 
начала лечения, однако результат не был статистически 
значимым (p = 0,31; p = 0,07; p = 0,19; p = 0,08 на этапах 
лечения 6 мес, 1, 2 и 3 года АРВТ соответственно).

При старте АРВТ с уровня CD4 менее 100 и более 
350 кл/мкл не выявлено существенных различий между 
группами сравнения по содержанию CD4-лимфоцитов в 
крови на фоне АРВТ.

При оценке влияния длительности инфицирования 
ВИЧ как фактора риска развития ИН АРВТ выявлено 
повышение риска развития иммунологического «неот-
вета» в 2,694 раза в группе со стажем инфицирования 
более 8 лет по сравнению с пациентами со стажем ин-

Относительный уровень лимфоцитов CD4 через 6 мес (а), 1 год (б), 2 года (в) и 3 года (г) АРВТ в группах с различной длительно-
стью инфицирования ВИЧ до начала лечения, но одинаковым стартовым уровнем CD4-лимфоцитов 200—350 кл/мкл.
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чала терапии при старте АРВТ с уровня CD4 200—350 
и 100—200 кл/мкл. При меньшем стартовом количестве 
CD4 негативное влияние длительного инфицирования 
ВИЧ нивелировалось, вероятно, потому, что ключевым 
фактором неэффективного восстановления лимфоцитов 
CD4 является низкий надир CD4.

Кроме того, K. Shmagel и соавт. [8] не удалось продемон-
стрировать влияние длительности инфицирования ВИЧ на 
развитие ИН. Полученные данные могли быть результатом 
недостаточной мощности исследования либо недостаточ-
ной строгости критериев установления длительности ин-
фицирования ВИЧ и ИН. Изучение длительности инфи-
цирования ВИЧ до АРВТ в качестве возможного фактора 
риска развития ИН лечения, по нашему мнению, не кажет-
ся безосновательным и заслуживает внимания. Одним из 
возможных механизмов, лежащих в основе негативного 
влияния стажа инфицирования ВИЧ на восстановление 
лимфоцитов CD4, может являться гиперактивация иммун-
ной системы [13], которая запускается вслед за инфициро-
ванием ВИЧ [14]. Чем длительнее период инфицирования 
ВИЧ до начала АРВТ, тем длительнее и период активации 
иммунной системы, что в конечном счете может приво-
дить к неэффективному восстановлению CD4 при АРВТ. 
Установлено, что уровень маркеров иммунной активации 
и сосудистой дисфункции значительно повышен у так на-
зываемых «элитных контролеров» [15]. Следует заметить, 
что современные рекомендации в отношении показаний к 
АРВТ опираются на клинические, иммунологические, эпи-
демиологические и в меньшей степени вирусологические 
критерии без учета при этом стажа инфицирования ВИЧ. 
«Элитные контролеры» длительное время способны удер-
живать нормальный уровень лимфоцитов CD4 и низкую 
вирусную нагрузку РНК ВИЧ, в связи с чем нет показаний 
к началу АРВТ. Однако активация иммунной системы не-
прерывно продолжается, а показания к назначению АРВТ 
длительно отсутствуют. Нами было установлено, что дли-
тельность инфицирования ВИЧ до начала АРВТ более 8 
лет является фактором риска развития ИН терапии. Под-
тверждено также, что негативное влияние длительности 
инфицирования ВИЧ более 8 лет сильнее в группе с более 
высоким уровнем CD4 на старте терапии. Полученные ре-
зультаты диктуют необходимость учета длительности ин-
фицирования ВИЧ при назначении АРВТ.

Выводы
1. Установлена обратная связь между длительностью 

инфицирования ВИЧ до начала АРВТ и приростом CD4-
лимфоцитов при АРВТ: чем меньше длительность инфи-
цирования ВИЧ, тем выше прирост CD4-лимфоцитов.

2. При старте АРВТ с уровня CD4 200—350 кл/мкл 
восстановление лимфоцитов CD4 происходит интенсив-
нее в группе с менее продолжительным периодом инфи-
цирования ВИЧ.

3. Длительность инфицирования ВИЧ до начала АРВТ 
более 8 лет является фактором риска развития ИН тера-
пии, увеличивая вероятность ее возникновения в 4 раза 
(у пациентов, начавших АРВТ с уровня CD4 более 200 
кл/мкл).
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фицирования 1—8 лет (F = 0,03; χ2 = 0,016; 95% ДИ 
1,174—6,179).

Для оценки возможной модификации эффекта и конфа-
ундинга мы провели стратификацию пациентов по нади-
ру CD4-лимфоцитов: менее 200 и более 200 кл/мкл. Стра-
тификация показала, что стартовый уровень СD4 значи-
мо модифицирует влияние длительности инфицирования 
ВИЧ на развитие ИН лечения: RR для подгруппы «надир 
CD4 < 200» составил 1,75 (F = 0,45; χ2 = 0,28; ДИ 0,6139—
4,989), для подгруппы «надир CD4 > 200» — 4 (F = 0,05; 
χ2 = 0,03; ДИ 1,055—15,16). Таким образом, неблагопри-
ятное влияние длительности инфицирования более 8 лет 
на развитие ИН терапии может иметь отношение к группе 
со стартовым уровнем CD4 > 200 кл/мкл; ранжирование 
больных по возрасту и полу показало, что возраст и пол 
не являлись конфаундером или модификатором эффекта.

Обсуждение
Причины отсутствия прироста лимфоцитов CD4 при 

достижении вирусологического ответа на АРВТ до сих 
пор остаются недостаточно ясными. Четких рекоменда-
ций в случае возникновения феномена ИН АРВТ нет. 
На иммунологическую эффективность терапии влияет 
множество факторов, среди которых исходный низкий 
уровень CD4-лимфоцитов является, вероятно, самым 
неблагоприятным в отношении восстановления CD4-
лимфоцитов при АРВТ [9]. Кроме того, иммунологиче-
ский ответ нередко менее выражен у пожилых пациен-
тов. Показано, что больные старше 50 лет имеют худший 
иммунологический ответ на АРВТ и низкую выживае-
мость [10]. Возможно, это связано в первую очередь с 
дистрофическими изменениями тимуса [11].

Среди прочих факторов, которые потенциально могут 
оказывать влияние на прирост CD4-лимфоцитов на фоне 
вирусологически эффективной АРВТ, рассматриваются 
также длительность инфицирования ВИЧ до начала те-
рапии. Данные литературы относительно эффекта этого 
фактора крайне скудные и противоречивые. Например, 
в исследовании К. Shmagel и соавт. [8] обнаружено, 
что чем больше длительность течения заболевания без 
АРВТ, тем ниже восстановительный потенциал CD4-
лимфоцитов. Результаты первого этапа нашего исследо-
вания подтверждают эти данные: установлена обратная 
связь между длительностью инфицирования ВИЧ до на-
чала АРВТ и приростом CD4-лимфоцитов на фоне лече-
ния. Указанная закономерность может быть следствием 
разного стартового уровня CD4-лимфоцитов перед на-
чалом АРВТ, так как известно, что чем больше длитель-
ность инфицирования ВИЧ, тем меньше содержание в 
крови лимфоцитов CD4. Чтобы ответить на этот вопрос, 
на втором этапе нами проведено сравнение темпа восста-
новления относительного количества лимфоцитов CD4 в 
группах с одинаковым стартовым уровнем лимфоцитов 
CD4, но разной длительностью инфицирования: 1—8 и 
более 8 лет инфицирования в группах с исходными CD4 
< 100, 100—200, 200—350 и > 350 кл/мкл. Равный уро-
вень CD4 на старте дал возможность проявить эффект 
длительности инфицирования ВИЧ, а не надира лимфо-
цитов CD4, а показатель процентного содержания CD4-
клеток обеспечил точность измерения количества лим-
фоцитов CD4, поскольку является менее вариабельным, 
чем их абсолютное число [12]. Этот подход позволил 
нам выявить различия в уровне относительного количе-
ства лимфоцитов CD4 на всех этапах лечения в группах 
с различной длительностью инфицирования ВИЧ до на-
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МОРФОЛОГИЧЕСкИЙ аНаЛИЗ ВИРУСа ГЕПаТИТа В с ЭСкЕЙП-МУТаЦИЯМИ  
в S-гене G145R и S143L
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Введение. По серологическим свойствам и при иммунизации дикий тип HBsAg вируса гепатита В (ВГВ) 
и его мутант G145R ведут себя как различные антигены. Это свидетельствует о серьезных структурных 
изменениях, которые предположительно способны оказать существенное влияние на морфогенез вирио-
нов и субвирусных частиц. Однако морфологические и ультраструктурные исследования ВГВ с мутацией 
G145R ранее не проводились. Цель работы: изучение структурно-морфологической организации ВГВ при 
наличии эскейп-мутации G145R. Методы. исследования сывороток, очищенных вирусов, а также реком-
бинантных HBsAg проводили с помощью трансмиссионной электронной микроскопии методом негатив-
ного контраста и непрямой реакции иммуномечения с применением моноклональных антител различной 
специфичности. В качестве контроля использовали образцы ВГВ дикого типа и ВГВ, имеющего мутацию 
S143L, полученные аналогичным способом.
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Результаты. В препаратах дикого штамма и ВГВ с мутацией S143L показано наличие типичных вирусных 
частиц ВГВ. Препараты ВГВ с мутацией G145R отличались выраженной морфологической гетерогенностью. В 
исходной сыворотке и препарате очищенного вируса, содержащих мутант G145R, обнаружены крупные оваль-
ные частицы размером 60—70 нм и до 200 нм соответственно. Подтверждено наличие антигенных структур 
ВГВ во всех гетерогенных формах. Показано, что формирование субвирусных частиц при экспрессии реком-
бинантного HBsAg с мутацией G145R зависит от условий экспрессии и очистки белка. Они могут варьировать 
от хорошо сформированных круглых и овальных субвирусных частиц размером 20—50 нм до практически не-
структурированных мелкозернистых масс. Заключение. Получены прямые данные о влиянии эскейп-мутации 
G145R в S-гене в отличие от мутации S143L на морфогенез вирионов и субвирусных частиц ВГВ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мутация; S-ген; G145R; S143L; вирус гепатита В; HBsAg; электронная микроскопия; вири-
он; субвирусные частицы.
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Background. In terms of serological properties and immunization, the wild type of HBsAg HBV and its G145R 
mutant behave as different antigens. This testifies to serious structural changes, which presumably could have 
a significant impact on the morphogenesis of virions and subviral particles. Nevertheless, morphological and 
ultrastructural investigations of HBV with G145R mutation have not been carried yet. 
Objectives. Research of structural and morphological organization of HBV in the presence of the G145R escape 
mutation. 
Methods. Studies of sera, purified viruses and recombinant HBsAg were carried out by transmission electron 
microscopy by the method of negative staining and indirect reaction of immunelabeling using monoclonal anti-
bodies of different specificity. Specimens of wild type HBV and HBV with S143L mutation obtained in an identical 
manner were used as the control. 
Results. The presence of typical virus particles of HBV was shown in the specimens of wild strain and HBV with 
S143L mutation. Specimens of HBV with G145R mutation were characterized by expressed morphological hetero-
geneity. In the initial serum and in the specimen of purified virus containing G145R mutant, large oval particles 
60–70 nm and up to 200 nm in size, respectively, were found. The presence of antigen structures of HBV in all het-
erogeneous forms was confirmed. It was shown that forming of subviral particles in the process of expression of 
the recombinant HBsAg with G145R mutation depends on conditions of expression and purification of the protein. 
They can vary from well-formed circular and oval particles to practically unstructured fine-grained masses.
Conclusion. Direct data on the impact of G145R escape-mutation in S-gene, in contrast to S143L mutation, on the 
morphogenesis of virions and subviral particles of HBV were obtained.
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Введение
Вирус гепатита В (ВГВ) человека относится к семей-

ству Hepadnaviridae. Нуклеокапсид вириона бывает двух 

размеров, поскольку core-частицы могут состоять из 90 
и 120 HBc-димеров, обладающих T = 3 или T = 4 ико-
саэдрической симметрией соответственно, при этом при 
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инфекции доминируют T = 4 капсиды [1, 2]. Капсиды со-
держат единичную копию частично двунитевой кольце-
вой ДНК, состоящей из 3200 нуклеотидных оснований, 
ковалентно связанной с вирусной ДНК-полимеразой 
на 5’-конце полноразмерной минус-цепи [3]. Оболочка 
вириона ВГВ сформирована тремя разными гликозили-
рованными поверхностными белками (HBs), обозначае-
мыми L- (большой), M- (средний) и S- (малый) HBsAg, 
в пропорции 1:1:4, которые встроены в липидный слой, 
происходящий от клетки-хозяина, и являются продукта-
ми одного гена, транслируясь в одной рамке считыва-
ния, но с разных стартовых кодонов [1].

В частично очищенных препаратах ВГВ были обнару-
жены 3 основные морфологические формы частиц: ча-
стицы 42—47 нм с двойной оболочкой (частицы Дейна), 
неинфекционные квазисферические частицы диаметром 
20—22 нм и октаэдрической симметрией и филаменты 
диаметром 22 нм различной длины [4—7]. Субвирусные 
частицы экспрессируются в большей степени, чем вири-
оны, и их концентрация в сыворотке может быть больше 
в 10 000 раз [7]. Сферические субвирусные частицы со-
стоят только из S-HBsAg и содержат низкое количество 
L-HBsAg, в то время как в филаментах и частицах Дейна 
относительное количество L-HBsAg гораздо выше [7]. 
Для морфогенеза вириона и секреции вирионов важны 
и Pre-S1, и S-домены [1, 7—11]. Экспрессия рекомби-
нантного S-HBsAg (например, в дрожжах H. polymorpha 
или клетках млекопитающих) приводит к появлению 
высокоиммуногенных внутриклеточных 20 нм-HBsAg 
частиц [7, 12].

Процесс включения липидов в субвирусные частицы 
до конца не ясен. Возможно, это происходит с участием 
шаперонов, помогающих созреванию HBsAg [7, 13]. Од-
нако хотя липидов в субвирусных частицах содержится 
лишь около 25%, липидный слой важен не только для 
морфогенеза вируса, но и для его иммуногенности. С 
помощью поликлональных антител к HBsAg было по-
казано, что его антигенная активность существенно 
снижается при удалении липидов. Шесть различных 
антигенных сайтов, распознаваемых панелью монокло-
нальных антител, снижали свою способность связывать 
соответствующее антитело, если из препарата HBsAg 
удаляли липиды [13].

Некоторые мутации в S-HBsAg также могут карди-
нальным образом менять способность HBsAg взаимо-
действовать с антителами. Обнаружение относительно 
часто встречаемой мутации G145R [14] определило на-
правление исследований HBsAg-мутантов, ускользаю-
щих от вакцинального и диагностического контроля [15, 
16]. До 90% моноклональных антител к HBsAg теряют 
свою реактивность при взаимодействии с мутантом 
G145R [17—19] в отличие от HBsAg с близко располо-
женной мутацией S143L [20]. При иммунизации живот-
ных природным или рекомбинантным HBsAg, несущим 
мутацию G145R, образуются антитела, специфичные к 
данному мутанту, но не к дикому типу [18]. Вакцинация 
людей HBsAg дикого типа с одинаковой эффективно-
стью индуцирует образование антител как к HBsAg ди-
кого типа, так и к мутанту S143L, но практически не вы-
зывает образования антител к HBsAg, несущему мута-
цию G145R [21]. Таким образом, как по серологическим 
свойствам, так и при иммунизации дикий тип HBsAg и 
мутант G145R ведут себя как различные антигены.

Столь существенные изменения в антигенных свой-
ствах HBsAg с мутацией G145R свидетельствуют о се-

рьезных структурных изменениях. Замена G145R вы-
зывает значимое снижение иммуногенной активности 
HBsAg за счет конформационного изменения антиген-
ных петель в его молекуле. Эта мутация вставляет новую 
β-складку в район а-детерминанты HBsAg и изменяет 
ориентацию трансмембранных сегментов, что влияет на 
локализацию мутантного HBsAg в липидном слое, т. е. 
меняет мембранную топологию HBsAg. Мутация G145R 
также повышает компактность и стабильность HBsAg за 
счет увеличения жесткости его а-детерминанты [3].

Можно ожидать, что столь значимые отличия ВГВ, 
содержащего мутацию G145R, способны оказать суще-
ственное влияние и на морфогенез вирионов и субви-
русных частиц. Однако морфологические и ультраструк-
турные исследования проводились до сих пор только 
для ВГВ дикого типа. В этой связи целью настоящего 
исследования было изучение особенностей морфологи-
ческой организации ВГВ при наличии мутации G145R в 
препаратах очищенного в градиенте сахарозы вируса, в 
нативном сывороточном материале, а также в образцах 
рекомбинантного HBsAg, экспрессированного в дрож-
жах H. polymorpha.

Материал и методы
Сыворотки крови, полученные от хронических HBsAg-

носителей
Источником ВГВ с мутациями S143L и G145R явля-

лись ранее охарактеризованные нами [20] сыворотки  
№ 283 (генотип D, субтип ayw3, ENA ERZ377007) и  
№ 111 (генотип D, субтип adw3, ENA ERZ377006) с ви-
русной нагрузкой 7,4•108 и 9,0•105 копий/мл соответ-
ственно. По данным полногеномного секвенирования, 
в обоих мутантных вирусах таргетная мутация пред-
ставлена в 99% молекул, гетерогенности нуклеотидов в 
соответствующих кодонах обнаружено не было (данные 
не приведены). В качестве контрольного образца ис-
пользовали ранее охарактеризованную сыворотку № 43, 
содержащую HBsAg дикого типа. Выделение ДНК ВГВ 
и определение вирусной нагрузки в образцах проводили 
методом количественной ПЦР с детекцией в режиме ре-
ального времени с помощью коммерческой тест-системы 
РеалБест ДНК-ВГВ (ЗАО «Вектор-Бест», Россия) и при-
боров Rotor-Gene 3000 («Corbett Research», Австралия) 
и CFX-96 («Bio-Rad», США).

Рекомбинантные HBsAg с мутацией G145R
В работе использовали рекомбинантные HBsAg ESC-

15 и ESC-17 с мутацией G145R, относящиеся к субтипу 
ayw2 (генотип D), полученные от ЗАО НПК «Комбио-
тех» (Россия) [22]. ESC-антигены были экспрессирова-
ны в дрожжах H. polymorpha и очищены в различных 
условиях. Концентрации ESC-антигенов определяли ме-
тодом иммуноблоттинга с поликлональными кроличьи-
ми антителами к HBsAg субтипа ayw2. Для проведения 
иммуноблоттинга использовали аффинно-очищенные 
поликлональные антитела кролика к восстановленно-
му HBsAg (2% SDS, 5% β-меркаптоэтанол) в разведе-
нии 1:2000. Концентрация ESC-15 составляла 0,8 мг/мл, 
ESC-17 — 0,75 мг/мл.

Выделение очищенного ВГВ дикого типа и мутант-
ных форм вируса

Сыворотку, содержащую ВГВ, осветляли центрифуги-
рованием при 13400 об/мин в течение 10 мин. К суперна-
танту добавляли равный объем 4% лимонной кислоты и 
пепсин до конечной концентрации 1 мг/мл (1 мг пепсина 
на 50—100 мг белка). Полученную смесь инкубировали 
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при 37 °C в течение 18 ч, после чего пепсиновый пере-
вар нейтрализовывали 1 М NaOH до pH 8,0, добавляли 
Твин-80 до конечной концентрации 2% и инкубировали 
в течение 8 ч при комнатной температуре.

Для выделения вируса использовали ультрацентрифу-
гирование в ступенчатом градиенте плотности сахарозы. 
В центрифужную пробирку объемом 14,5 мл вносили  
3 мл 50% сахарозы в 0,9% NaCl, наслаивали 7 мл 20% 
сахарозы и вносили 4 мл пепсинового перевара. Про-
бирки уравновешивали минеральным маслом Bayol F, 
запаивали и центрифугировали при 70 000 g в течение 
20 ч при 15 °C, после чего отбирали фракции по 1 мл и 
проверяли их на наличие белка методом Брэдфорда и со-
держание HBsAg методом иммуноферментного анализа 
(ИФА).

Моноклональные анти-HBsAg-антитела
Моноклональные мышиные антитела 11F3 (IgG2a) и 

H2 (IgG1) к конформационным эпитопам а-детерминан-
ты HBsAg были получены в лаборатории медиаторов 
и эффекторов иммунитета ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи» Минздрава России. Антитела обладают раз-
личной специфичностью по отношению к HBsAg ди-
кого и мутантного типа. Антитело 11F3 практически 
не выявляет варианты HBsAg, несущие мутации S143L 
и G145R, тогда как конъюгат Н2 выявляет как HBsAg 

дикого типа, так и названные варианты, причем взаимо-
действие с мутантом G145R превышает взаимодействие 
с HBsAg дикого типа [20].

Метод трансмиссионной электронной микроскопии
Пробоподготовка перед трансмиссионной электрон-

ной микроскопией заключалась в фиксации сывороточ-
ного материала, а также образцов очищенного ВГВ и ре-
комбинантного HBsAg по методу S. Ito и M. Karnovsky 
[23] с последующей постфиксацией в 1% OsO4 и обра-
боткой 1% раствором уранилацетата, обезвоживанием 
в спиртах и заключением в метакрилатную смолу LR 
White. С помощью ультратома LKB-III (Швеция) гото-
вили ультратонкие срезы и помещали их на медные и 
никелевые сетки (300 меш), которые непосредственно 
перед электронно-микроскопическим анализом контра-
стировали 1% раствором уранилацетата и цитрата свин-
ца [24].

Метод негативного контрастирования
Для негативного контрастирования каплю каждого 

фиксированного по методу S. Ito и M. Karnovsky образ-
ца наносили на покрытую формваром никелевую сетку 
(300 меш) на 10 мин, после чего фильтровальной бумагой 
удаляли жидкость и наносили каплю 1% водного раство-
ра уранилацетата или 2% фосфорно-вольфрамовой кис-
лоты либо 1% водного раствора молибдата аммониия на 

Рис. 1. Электронные микрофотографии ультратонких 
срезов ВГВ дикого типа (а) и ВГВ с мутацией S143L (б) 
или ВГВ с мутацией G145R (в). ↑ — вирусные частицы. 

Инструментальное увеличение 35 000.
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1 мин, высушивали и анализировали на трансмиссион-
ном электронном микроскопе JEM 100B («JEOL», Япо-
ния) при ускоряющем напряжении 80 кВ и на микроско-
пе STEM Tecnai 12 iCORR («Philips», Нидерланды) при 
ускоряющем напряжении 120 кВ в двух режимах (CCD 
Acquire или CCD Eagle 4x4k).

Реакция непрямого иммуномечения
Реакция иммуномечения проводилась на тотальных 

препаратах очищенных ВГВ и сывороточном материале, 
содержащем ВГВ, на никелевых сетках с формваровой 
подложкой. Каплю, содержащую вирусные частицы, 
наносили на никелевую сетку на 10 мин, после этого 
фильтровальной бумагой удаляли лишнюю жидкость и 

обрабатывали мышиными моноклональными аффинно-
очищенными антителами к HBsAg. В работе были ис-
пользованы 2 вида моноклональных антител: 11F3, спо-
собные распознавать HBsAg дикого типа, но не HBsAg с 
мутацией G145R, а также антитела Н2, взаимодействую-
щие с мутантным вариантом HBsAg G145R. В качестве 
вторичных антител использовали конъюгат антимыши-
ных антител с коллоидным золотом с размером частиц 
10 нм (AlexaFluor 488, «Invitrogen», США). Инкубацию 
с антителами проводили в течение 30 мин при 37 °C, 
после чего препараты были отмыты фосфатно-солевым 
буфером и контрастированы 1% водным раствором ура-
нилацетата.

Рис. 2. Электронные микрофотографии ультратонких срезов с проведенной реакцией непрямого иммуномечения: анти-HBsAg Н2 
взаимодействуют с частицами ВГВ дикого типа (а) и крупными овальными частицами ВГВ, несущего мутацию G145R (б). Инстру-

ментальное увеличение 40 000.

Рис. 3. Электронные микрофотографии (метод негативного контрастирования): а — ВГВ дикого типа; б — ВГВ с мутацией S143L; 
в — ВГВ с мутацией G145R; ↑ — овальные вирусные частицы.
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цы, но в то же время выявлены более крупные овальные 
частицы размером 60—70 нм, которые отсутствовали в 
препаратах дикого типа и с мутацией S143L (рис. 3, в).

При проведении реакции иммуномечения с антитела-
ми 11F3 к дикому типу ВГВ метка была обнаружена на 
сферических частицах во всех препаратах вируса и не 
выявлялась на овальных частицах в препаратах мутан-
та G145R (рис. 4), которые позитивно метились только 
антителами Н2 (рис. 5).

Исследования рекомбинантных HBsAg с мутацией 
G145R показали, что формирование субвирусных ча-
стиц зависит от условий экспрессии и очистки белка. 
Так, в образце ESC-15 были обнаружены частицы раз-
мером 20—30 нм округлой и овальной формы. Форма 
некоторых частиц напоминала прямоугольники. Ободок 
частиц имел низкую электронную плотность и относи-
тельно более темный центр при окраске 1% раствором 
молибдата аммония (рис. 6) и 1% раствором уранилаце-
тата. Встречались в небольшом количестве более круп-
ные частицы размером 50 нм (см. рис. 6). В отличие от 
препарата ESC-15 в препарате ESC-17 подобные струк-
туры не выявлялись. Препарат представлял собой ско-
пление мелкозернистых масс высокой, средней и низкой 
электронной плотности (рис. 7).

Кроме того, реакция иммуномечения проводилась на 
неконтрастированных ультратонких срезах с использо-
ванием вышеперечисленных первичных и вторичных 
антител [25, 26]. Анализ препаратов проводили с по-
мощью электронного микроскопа JEM 100B («JEOL», 
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Результаты
В очищенных препаратах вирусов, полученных уль-

трацентрифугированием в градиенте плотности саха-
розы, наблюдалось существенное отличие морфологии 
вирусных частиц мутантного G145R-варианта ВГВ от 
ВГВ дикого типа и ВГВ с мутацией S143L.

При исследовании ультраструктуры ВГВ, несущего 
мутацию S143L, и ВГВ дикого типа не было установле-
но существенных различий. Обнаружены относитель-
но крупные частицы размером около 40 нм и мелкие 
частицы — около 20 нм (рис. 1, а, б), что согласуется с 
классическими представлениями о морфологии ВГВ. 
Напротив, при исследовании ультраструктуры изолята 
ВГВ с мутаций G145R помимо частиц классических раз-
меров и форм в больших количествах обнаружены круп-
ные овальные частицы размером более 100 нм (рис. 1, в).  
Принадлежность выявленных крупных овальных частиц 
к мутанту G145R доказывается результатами иммуноэ-
лектронной микроскопии (рис. 2), где видно, что моно-
клональные антитела H2, выявляющие HBsAg с мутацией 
G145R, реагируют именно с такими частицами. Посколь-
ку методика выделения вируса для всех сывороточных 
образцов была одинаковой, можно предположить, что 
наблюдаемые морфологические различия связаны с при-
родой поверхностного антигена. Этот вывод представля-
ется справедливым, несмотря на возможные артефакты, 
связанные с манипуляциями при очистке вируса.

Результаты, полученные при морфологическом изуче-
нии вирусов в их нативном состоянии в исходных сыво-
ротках, в целом согласовывались с результатами, полу-
ченными при исследовании очищенных вариантов ВГВ 
вирусов гепатита В, хотя между ними были обнаружены 
различия в размерах вирусных частиц.

В препарате нативной сыворотки, содержащей HBsAg 
дикого типа, выявлялись сферические, овальные части-
цы размером 30—50 нм и частицы Дейна (рис. 3, а). В 
препаратах, содержащих вирус с мутацией S143L, обна-
руживались такие же морфологические варианты вирус-
ных частиц (рис. 3, б). В препаратах ВГВ с мутацией 
G145R также обнаружены сходные сферические части-

Рис. 4. Электронная микрофотография (негатив) иммунной метки ВГВ дикого типа (а) и ВГВ с мутацией G145R (б)  
с использованием первичных моноклональных антител 11F3 и вторичных антител, конъюгированных с золотом (размер наночастиц  

золота — 10 нм); ↓ — сферические вирусные частицы.

Рис. 5. Электронная микрофотография (негатив) иммунной 
метки ВГВ с мутацией G145R с использованием первичных 
моноклональных антител H2 и вторичных антител, конъюги-

рованных c золотом (размер наночастиц золота — 10 нм); ↑ — 
овальные вирусные частицы.
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Обсуждение
Классические представления о морфологических ти-

пах ВГВ, согласно которым вирус ассоциируется с ча-
стицами Дейна 42—47 нм, сферическими субвирусны-
ми частицами 20—22 нм и филаментами диаметром 22 
нм, в последнее десятилетие стали пересматриваться. 
Имеются сообщения о морфологической вариабельно-
сти ВГВ. Еще D.S. Dane и соавт. [4] обнаружили ВГВ в 
форме «головастика» с головой около 42 нм и хвостом 
22 нм в диаметре с длиной 120 нм. В исследованиях M. 
Kaito и соавт. [6], проведенных как с клеточными линия-
ми, так и с сыворотками крови пациентов, были обнару-
жены морфологические варианты ВГВ в виде «кобры» и 
«рога», причем в сыворотке соотношение классических 
частиц Дейна, кобро- и рогоподобных частиц составля-
ло 5:4:1. После ультрацентрифугирования последние ва-
рианты полностью исчезали, оставались только частицы 

Дейна, сферические частицы и микрофиламенты. Ав-
торы предполагают, что первичными репликативными 
формами ВГВ являются именно кобро- и рогоподобные 
частицы [6]. В работе S. Seitz и соавт. [1] методом кри-
оэлектронной микроскопии было идентифицировано 2 
основных морфологических фенотипа, «компактные» и 
«рыхлые», с нуклеокапсидами в различных конформа-
циях. Также были обнаружены промежуточные формы. 
Предположительно часть морфологических форм ВГВ 
связана со структурными особенностями его упаковки в 
виде упорядоченной решетки, отличающими этот вирус 
от других оболочечных вирусов [27].

Несмотря на довольно интенсивные исследования 
ультраструктуры ВГВ дикого типа, до сих пор отсут-
ствуют публикации о морфологическом «портрете» 
эскейп-мутантов ВГВ, содержащих замены в S-гене 
HBsAg, хотя предполагается, что для морфообразующе-

Рис. 6. Исследование рекомбинантного HBsAg ESC-15 с мутацией G145R методом негативного контрастирования 1% водным рас-
твором молибдата аммония.
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нина, который гипотетически может связываться амино-
кислотными остатками E77 и D78 в HBcAg и тем самым 
нарушать обычное формирование вирусных частиц. Это 
становится особенно интересным, если учесть недавно 
опубликованные результаты компьютерного моделиро-
вания структуры HBsAg, показавшие, что происходящая 
перестройка а-детерминанты HBsAg изменяет ориента-
цию трансмембранных сегментов, т. е. изменяет локали-
зацию мутантного HBsAg в липидном слое [3].

То, что мутация G145R может нарушать классическое 
формирование вирусных частиц, косвенно было по-
казано в работе [29], в которой сравнивали продукцию 
вирусных частиц после трансфекции клеток гепатомы 
человека рекомбинантными вирусами дикого типа и не-
сущего мутацию G145R по их продукции и стабильно-
сти. Стабильность экспрессированных вирусных частиц 
оценивали по влиянию детергента NP-40, который раз-
рушает оболочку частиц, зависящую от взаимодействий 
белок/липид и белок/белок. Оказалось, что разрушение 
оболочки носило дозозависимый характер. При этом в 
самой большой дозе детергента число сохранившихся 
частиц дикого типа составило 10%, тогда как мутанта —  
лишь 1% [29]. Кроме того, авторы показали, что после 
трансфекции мутанта G145R количество выходящих в 
супернатант поверхностных белков уменьшалось до 
65—70% по сравнению с диким типом, причем значи-
тельное угнетение секреции наблюдалось только для 
L-белка, тогда как уровень S-белка оставался неизмен-
ным. Полученный результат был подтвержден с помо-
щью ИФА и иммуноблоттинга. Основываясь на факте 
предпочтительного угнетения секреции L-белка, авторы 
предположили, что мутация G145R может по-разному 
влиять на секрецию сферических частиц, содержащих 
только S-белок, а также на вирионы и филаменты, со-
держащие как S-белок, так и L-белок. В частности, му-
тация G145R может интерферировать с правильной упа-
ковкой Core, нарушая таким образом предпочтительно 

го взаимодействия HBsAg с HBcAg в вирионах важен не 
только Pre-S1, но и S-район [10], причем именно двой-
ное взаимодействие между капсидом и обоими S- и Pre-
S1 доменами требуется для морфогенеза вируса [9]. Так, 
было показано, что в L-белке существует 2 разных сайта, 
локализованных между 24-м и 191-м аминокислотными 
остатками (а. о.), а также между 191-м и 322-м а. о., дей-
ствующих синергически для обеспечения высокой аф-
финности антител к HBcAg, причем в этом взаимодей-
ствии наиболее важную роль играет Arg92 (R92) [10]. 
Кроме R92, в классических частицах Дейна с HBcAg 
могут также взаимодействовать R88 и R102 Pre-S1 (для 
субтипа ayw). Все эти 3 аргинина способны образовы-
вать связь с E77 и D78 а. о. в HBcAg [1, 8]. В то же время 
иммунопреципитация С-концевых делеционных мутан-
тов показала, что Pre-S-регионы сами по себе недоста-
точны для эффективной ассоциации с HBcAg. Для фор-
мирования лучшего докинг-сайта для HBcAg требуется 
дополнительно 28 а. о. в S-регионе, особенно остатки 
21—26 S-HBsAg в предполагаемой гидрофобной спира-
ли I, однако роль пептида 21—26 а. о. S-HBsAg не была 
доказана [10]. В работе [9] для связывания HBcAg была 
показана важность другого региона S-HBsAg, распола-
гающегося в I цитозольной петле S-белка, включающе-
го 56—80 а. о. S-HBsAg (примерно соответствующие  
219—243 а. о. от N-конца Pre-S1), содержащего кластер 
из трех остатков аргинина (R73, R78 и R79 S-HBsAg), 
которые могут опосредовать взаимодействие с отрица-
тельно заряженными E77 и D78 а. о. в HBcAg [1, 9, 28]. 
Некоторые экспериментальные данные позволяли пред-
положить, что во взаимодействие с HBcAg, возможно, 
способна вовлекаться гидрофильная петля между остат-
ками 263 и 322 в L-белке (между спиралями II и III), что 
соответствует приблизительно области 100—159 а. о. в 
S-HBsAg, т. е. а-детерминанта [10].

Следует учитывать, что особенностью замены G145R 
в S-HBsAg является появление дополнительного арги-

Рис. 7. Исследование рекомбинантного HBsAg 
ESC-17 с мутацией G145R методом негативного 

контрастирования 1% водным раствором молибдата 
аммония. При большом увеличении обнаружены 

мелкозернистые массы.
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иммуногенность и секрецию [3]. Полученные нами экс-
периментальные данные о морфологической гетероген-
ности мутанта G145R, обнаружении существенно более 
крупных вирусоподобных и субвирусных частиц в це-
лом согласуются с этими данными. Вероятно также, что 
предполагаемая вовлеченность области 100—159 а. о. в 
S-HBsAg а-детерминанты во взаимодействие с HBcAg 
[10] в случае мутанта G145R имеет место или даже уси-
ливается за счет изменения трансмембранной топологии 
HBsAg [3] и возможного взаимодействия G145R с от-
рицательно заряженными аминокислотными остатками 
белка core.

Заключение
Впервые получены прямые данные о влиянии мутации 

G145R в отличие от мутации S143L на морфологические 
свойства ВГВ. Структурные изменения в S-домене бел-
ков оболочки ВГВ, вызванные эскейп-мутацией G145R, 
влияют не только на иммуногенные и антигенные свой-
ства HBsAg, но и на морфогенез вирионов и субвирус-
ных частиц. Возможно, это происходит за счет изме-
нения мембранной топологии белка, в результате чего 
G145R приобретает способность взаимодействовать с 
E77 и D78 а. о. в HBcAg, а также за счет возрастания 
агрегационного потенциала мутантного G145R HBsAg.
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морфогенез и секрецию вирионов ВГВ, но не пустых 
субвирусных частиц [29].

Проведенные нами с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии исследования выявили в пре-
парате очищенного ВГВ с мутацией G145R и в исходной 
сыворотке большую гетерогенность морфологических 
форм вируса, в том числе структуры необычной оваль-
ной формы. Размер овальных частиц в препарате очи-
щенного вируса составил 100—200 нм, а в исходной сы-
воротке — 60—70 нм. При этом выявлялись также сфе-
рические частицы. В отличие от ВГВ с мутацией G145R 
в нативной сыворотке, содержащей ВГВ дикого типа и 
ВГВ с мутацией S143L, а также в препаратах очищен-
ных из них вирусов подобные частицы не обнаружива-
лись. В нативной сыворотке выявлялись сферические и 
овальные частицы размером 30—50 нм, частицы Дейна. 
Аналогичные результаты были получены и с очищенным 
вирусом. Картина, наблюдавшаяся при исследовании 
ультраструктуры ВГВ, несущего мутацию S143L, прак-
тически не отличалась от картины, наблюдаемой с ВГВ 
дикого типа. На поверхности всех гетерогенных форм 
ВГВ, выделенных из мутантного изолята G145R, были 
представлены эпитопы, распознаваемые моноклональ-
ными антителами Н2, реагирующими в ИФА с мутантом 
G145R с не меньшей активностью, чем с HBsAg дикого 
типа, но не выявлялись антителами 11F3, практически 
не реагирующие с мутантом G145R в ИФА. Эти резуль-
таты подтверждают, что обнаруженные нами в препа-
ратах необычные вирусные частицы связаны именно с 
мутацией G145R. Это находится в соответствии с гипо-
тезой о влиянии замены G145R на морфогенез ВГВ.

Тем не менее в значительной степени в образцах очи-
щенного вируса наблюдалось сохранение лишь конту-
ров частиц и отсутствие хорошей сохранности деталей 
строения ДНК и капсульных белков. Это может являть-
ся как результатом воздействия факторов, возникших в 
процессе очистки вирусных частиц, так и повышенной 
нестабильностью оболочки самого вируса в случае на-
личия в нем мутации G145R.

Полученные нами результаты согласуются с данны-
ми о наличии морфологической гетерогенности ВГВ, 
а также с результатами экспериментов, посвященных 
нарушенной секреции и стабильности ВГВ с мутацией 
G145R, показанных методами ИФА и иммуноблоттинга 
[29].

Мы также установили, что формирование субвирус-
ных частиц при экспрессии рекомбинантного HBsAg с 
мутацией G145R очень сильно зависит от условий экс-
прессии и очистки белка. Морфологические структуры, 
образуемые при этом рекомбинантным белком, могут 
варьировать от четко сформированных круглых и оваль-
ных субвирусных частиц размером 20—50 нм до прак-
тически неструктурированных мелкозернистых агрега-
тов. Однако это может являться не только следствием 
условий получения мутантного белка, но и присущими 
ему свойствами, поскольку для рекомбинантного HBsAg 
дикого типа не было показано подобной зависимости.

В исследовании in silico [3] было показано, что при 
мутации G145R не только возникает новая β-складка, 
но и утрачивается часть α-спиральной структуры. В то 
же время, согласно общепринятому мнению, β-складки 
играют ключевую роль в агрегации белков. Таким об-
разом, в соответствии с этими данными мутация G145R 
может увеличивать жесткость, компактность и агрега-
ционный потенциал а-детерминанты, что влияет на ее 
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ВЛИЯНИЕ ИМИХИМОДа На ПРОДУкЦИЮ ИНТЕРФЕРОНа И РаЗВИТИЕ 
ЭкСПЕРИМЕНТаЛЬНОЙ ИНФЕкЦИИ, ВЫЗВаННОЙ ВИРУСаМИ  

ПРОСТОГО ГЕРПЕСа
ЗАО «Медико-биологический научно-производственный комплекс «ЦИТОМЕД», 191023, г. Санкт-Петербург

Производное имидазола — имихимод — относится к иммуномодуляторам, действующим на врожден-
ную и адаптивную системы иммунитета. Целью исследований было изучение динамики синтеза сыво-
роточного интерферона (иФн) при разных режимах дозирования и оценка противовирусной активности 
воспроизведенного в России препарата имихимода в отношении вируса простого герпеса (ВПГ) при его 
подкожном применении мышам и интравагинальном — морским свинкам. Результаты. При подкожном 
введении имихимода мышам в дозах 0,5; 1 и 10 мг/кг наблюдали дозозависимое увеличение выработки 
иФн, пик концентрации которых достигался через 4 ч после введения. Применение имихимода защищало 
лабораторных животных (мышей) от внутрибрюшинного заражения ВПГ в дозах 3,2 и 32 ЛД50. При этом 
максимальный защитный эффект (100% выживаемость) достигался при введении имихимода в дозе 100 
мкг/кг ежедневно в течение 5 дней до заражения. Топическое применение имихимода в виде 5% крема по 
сравнению с контрольной группой сопровождалось достоверно более быстрой и полной элиминацией 
вируса при интравагинальном заражении морских свинок ВПГ 2-го типа. Заключение. Воспроизведенный 
аналог имихимода обладает иммуномодулирующими и противовирусными свойствами, выявленными у 
первоначально синтезированного химического соединения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  имихимод; вирус простого герпеса; морские свинки; мыши.
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Background. Imiquimod is an imidazole derivative acting as an immunomodulator on the level of innate and 
adaptive immune system. Our objective was to evaluate the antiviral activity of generically reproduced imiqui-
mod administered subcutaneously in mice and intravaginally in guinea pigs against herpes simplex virus (HSV), 
as well as to study the dynamics of serum interferon (IFN) synthesis under different dosing regimens.
Results. When administered subcutaneously at doses of 0.5, 1.0 and 10 mg/kg imiquimod increased IFN pro-
duction in mice in a dose-dependent manner with maximum serum IFN concentrations occurring 4 hours after 
dosing. Imiquimod protected mice from intraperitoneal HSV infection at doses of 3.2 and 32 LD50.The utmost 
protection (100% survival) was observed when imiquimod was administered at a dose of 100 mg/kg daily for 5 
days before infection. Topical application of imiquimod 5% cream exhibited significantly more rapid and com-
plete virus elimination in guinea pigs intravaginally infected with HSV type 2 compared to control group.
Conclusion. Imiquimod produced as a generic possesses the same immunomodulatory and antiviral properties 
as the originally synthesized substance.
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Введение
Около 10 лет назад произошло, на первый взгляд, ма-

лозаметное, но, как оказалось, весьма важное событие. 
Открытие семейства паттерн-распознающих рецепторов 
поставило под сомнение обоснованность широко из-
вестного термина «неспецифическая резистентность». 
Стало понятно, что неспецифическая резистентность в 
своей основе достаточно специфична и в зависимости 
от природы антигенного воздействия включает те или 
иные механизмы защиты. Рецепторным аппаратом этой 
системы оказались паттерн-распознающие рецепторы, 
действие которых заключается в распознавании «обра-
за» того или иного антигена и соответственно мобилиза-
ции определенных рецепторных и регуляторных систем 
[1, 2]. Это семейство представлено достаточно широко и, 
по последним данным, включает Толл-подобные рецеп-
торы (ТЛР), Nod-подобные рецепторы и др. [2, 3]. Вме-
сте с тем преимущественное внимание все же уделяется 
ТЛР. Показано, что многие ТЛР связаны с противови-
русной защитой [2]. Так, ТЛР4 связан с вирусами грип-
па, малярии и гепатита В [4, 5], ТЛР2 — с боррелиозом и 
ВИЧ [6, 7]. Особый интерес представляют ТЛР7/8, с ак-
тивацией которых связаны процессы иммунного воспа-
ления при инфекционных заболеваниях, обусловленных 
вирусом папилломы человека (ВПЧ), вирусом простого 
герпеса ВПГ, ВИЧ, а также некоторыми простейшими 
(лейшманиями) и бактериями [8—10].

Накопленные данные послужили отправной точкой 
всех попыток использовать агонисты и антагонисты 
ТЛР в качестве терапевтических средств. Одним из пер-
вых препаратов этого семейства оказался имихимод —  
производное имидазол-хинолинамина — агонист ТЛР7 

и ТЛР8 [11]. Первоначально разработанный для лече-
ния бронхолегочных заболеваний [12] имихимод ока-
зался более подходящим средством для топического 
лечения папилломавирусной инфекции, в первую оче-
редь аногенитальных бородавок, а также некоторых 
опухолей [13]. Кроме того, в доклинических, а затем 
и клинических исследованиях показана его противови-
русная активность при герпетической инфекции in vivo 
[14]. При анализе механизмов действия имихимода бы-
ла обнаружена его способность активировать провос-
палительный ответ, в том числе стимуляцию выработ-
ки интерферонов (ИФН) α, β и γ, интерлейкинов (ИЛ)-
1β, ИЛ-6 и ИЛ-12 [8, 15, 16], фактора некроза опухоли 
(ФНО)-α, кроме того, имихимод способствовал актива-
ции Т-клеточного иммунитета и системы NK-клеток. 
В конечном счете имихимод был одобрен Управлением 
санитарного надзора за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов (FDA) как средство для местного лече-
ния аногенитальных бородавок, вызываемых преиму-
щественно ВПЧ 6-го и 11-го типов [17].

Вместе с тем история имихимода не ограничилась 
только бородавками, не менее важным направлением 
остается лечение герпетической инфекции, особенно 
генитального герпеса [8]. Хорошо известно, что вирус 
герпеса чрезвычайно широко распространен в человече-
ской популяции и может быть причиной тяжелых, в том 
числе рецидивирующих инфекций, иногда приводящих 
к смерти, особенно среди иммунокомпрометированных 
лиц (реципиенты органов, ВИЧ-инфицированные) [18]. 
Проблема осложняется тем, что у этих лиц вирус гер-
песа нередко приобретает устойчивость ко многим, ес-
ли не всем, нуклеозидам [17], в этой связи топическое 
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применение имихимода при генитальном герпесе может 
быть дополнительной альтернативой.

Лекарственная субстанция и фармакологический пре-
парат имихимода были запатентованы в США 4 августа 
1987 г. [19]. В 2007 г. патентная защита закончилась, по-
сле чего это соединение было воспроизведено в Китае, 
странах Латинской Америки [20], а также на территории 
Российской Федерации под названием Вартоцид [21]. 
Целью данного исследования была оценка интерферон-
индуцирующих и противогерпетических свойств ими-
химода в рамках доклинического исследования.

Материал и методы
Лекарственная субстанция 1-(2-метилпропил)-1-Н-

имидазол[4,5-с]хинолин-4-амина была синтезирована 
по стандартной методике. Молекулярная масса соот-
ветствовала оригинальному препарату и составляла 
240,3. По данным инфракрасной спектроскопии в дис-
ке с калия йодидом и протонного магнитного резонанса 
в дейтерированном диметилсульфоксиде при 300 МГц, 
исследованное соединение соответствовало химической 
формуле C14H16N4. Таким образом, результаты исследо-
вания показали, что исследованное соединение является 
полным химическим аналогом оригинальной активной 
субстанции — имихимода.

Лабораторные животные. В исследованиях исполь-
зовали беспородных морских свинок массой 250—300 г  
и беспородных белых мышей-самцов массой 16—18 и 
7—8 г. Перед началом исследования животных выдер-
живали в карантине в течение 1 нед. В процессе иссле-
дования животных содержали на стандартной диете без 
ограничения водопотребления в оптимальных климати-
ческих условиях и режиме освещенности 12/12 ч.

Вирусы. В исследовании использовали ВПГ 1-го ти-
па. Вирус поддерживали пассажами на мышах-сосунках 
путем их интрацеребрального инфицирования. Титр ви-
руса составлял 6•103 ЛД50/мл. Для титрования ИФН 1-го 
типа в качестве тест-вируса применяли стандартный 
штамм вируса энцефаломиокардита (ЕМС).

Титрование сывороточного ИФН. Титрование сыво-
роточного ИФН проводили биологическим микроме-
тодом. Культуру клеток L-020, разведенную ростовой 
средой до необходимой концентрации (3—4•105 кл/мл), 
вносили в лунки 96-луночных пластиковых панелей и 
инкубировали в термостате в течение 24 ч. На протя-
жении всего процесса титрования инкубацию культуры 
выполняли в одинаковых условиях: температура 37 °C 
в атмосфере 5% CO2 и 98% влажности. После форми-
рования на дне лунок монослоя клеток ростовую среду 
удаляли и вносили поддерживающую среду, в которой 
производили последовательные двукратные разведения 
тестируемых проб (в парных лунках). После суточной 
инкубации тестируемые пробы удаляли и в монослой 
клеток вводили тест-вирус ЕМС в рабочем разведении 
(100 ЦПД50). Через сутки учитывали результаты с помо-
щью инвертированного микроскопа. Титр ИФН — ве-
личина, обратная последнему разведению сыворотки, в 
котором наблюдается 50% защита от цитопатогенного 
действия (ЦПД) тест-вируса.

Моделировние инфекции. Генерализованную герпе-
тическую инфекцию моделировали путем внутрибрю-
шинного заражения белых беспородных мышей (ВПГ). 
Инкубационный период при этой инфекции составлял 
4—5 сут. Развитие заболевания характеризовалось сле-
дующими признаками: животные становились мало-

подвижными, отказывались от еды и питья, у них была 
взъерошенная шерсть. В последующем развились явле-
ния энцефалита (парезы и параличи), и на 7—9-й день 
животные погибали. Наблюдение за животными прово-
дили в течение 21 сут с момента заражения, ежедневно 
регистрируя количество павших животных. Противови-
русную активность имихимода оценивали при инфици-
ровании животных вирусом ВПГ в двух интервалах доз: 
2—2,5—3,2 и 20—25 и 32 ЛД50. Имихимод вводили од-
нократно подкожно в дозах 0,1; 1 и 10 мг/кг массы тела.

Для оценки противовирусной активности топической 
формы имихимода (крем для местного применения 5%) 
морских свинок интравагинально заражали ВПГ, а затем 
ежедневно интравагинально им наносили имихимод в 
дозе 5000 мкг/кг в течение 5 дней.

Статистический анализ. Заражающую дозу рассчи-
тывали по методу Кербера в модификации И.П. Ашмари-
на и А.А. Воробьева [22]. Расчет средней продолжитель-
ности жизни (СПЖ) проводили по вероятностной моде-
ли в виде суммарной доли дожития при допущении, что 
время дожития животных, не погибших в течение всего 
срока наблюдения, составляло 1, при этом вес одно-
го дня выживания одного животного был равен 1/21 =  
0,048. Статистическую обработку полученных данных 
проводили стандартными методами вариационной ста-
тистики. Уровень достоверности p = 0,95. Иные приемы 
статистической обработки, когда они использовались, 
приведены в тексте при описании полученных данных.

Результаты
Влияние имихимода на индукцию эндогенного ИФН. 

Исследования проведены на белых мышах, которым од-
нократно подкожно вводили имихимод в дозах 0,5; 1 и 
10 мкг/кг. Через 1; 2; 4; 8 и 24 ч у животных брали кровь 
из ретробульбарного венозного сплетения и в сыворотке 
определяли содержание ИФН. Полученные результаты 
представлены на рис. 1.

Как видно из представленных данных, подкожное вве-
дение препарата сопровождалось отчетливым увеличе-
нием выработки ИФН, максимум которого приходился 
на 4-й час после введения препарата, при этом концен-
трация цитокина зависела от дозы препарата. Макси-
мальная выработка наблюдалась в ответ на введение  
10 мкг/кг имихимода. Отметим, что следовая активность 
ИФН, индуцированного имихимодом в дозе 10 мкг/кг, 
наблюдалась до 24 ч.

В другом опыте этой серии мы оценивали влияние 
кратности введения имихимода на синтез ИФН. С этой 
целью, как и в работе [15], препарат в дозе 10 мкг/кг вво-
дили подкожно 1; 2; 3 и 4 раза с интервалом 2 ч. Титр 
ИФН оценивали через 2 ч после введения последней до-
зы (рис. 2).

Как следует из представленных данных, многократное 
введение имихимода в течение 8 ч сопровождалось до-
зозависимым увеличением индукции ИФН. Максималь-
ный уровень отмечен через 2 ч после введения 4-й дозы. 
Эти результаты подтверждают данные, полученные M.J. 
Reiter и соавт. [15].

Влияние имихимода на течение острой вирусной ин-
фекции, вызванной ВПГ. Для оценки протективной ак-
тивности имихимода, т. е. его способности предотвра-
щать развитие острой генерализованной инфекции, ими-
химод вводили подкожно в дозах 10; 100 и 1000 мкг/кг  
за 4 ч до заражения ВПГ. При определении лечебной 
активности имихимода препарат вводили подкожно в 
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дозах 100; 1000 и 10 000 мкг/кг ежедневно в течение 5 
дней. Контрольным животным в соответствующие сро-
ки подкожно вводили аликвотный объем изотоническо-
го раствора хлорида натрия.

Инкубационный период при этой инфекции состав-
ляет 4—5 сут. Развитие заболевания характеризуется 
следующими признаками: животные становятся мало-
подвижными, с взъерошенной шерстью, отказываются 
от еды и питья. В последующем у них развиваются паре-
зы и параличи и наступает гибель, чаще всего на 7—9-е 
сутки после заражения. Результаты оценки защитной 
активности имихимода приведены в табл. 1.

Полученные результаты показали, что введение ими-
химода до заражения сопровождалось дозозависимым 
возрастанием выживаемости зараженных мышей. Так, 
при введении имихимода в дозе 10 мкг/кг выживало 
до 20% мышей, зараженных ВПГ в дозе 32 ЛД50, а при 
введении препарата в дозе 1000 мкг/кг выживаемость 
достигала 50% при 100% гибели животных в контроле 
(рис. 3).

Как следует из представленных данных, показатель 
СПЖ возрастал одновременно с увеличением дозы ими-
химода и зависел от дозы вируса. Так, при заражении 
животных ВПГ в дозе 3,2 ЛД50 СПЖ достигала макси-
мального значения 1 отн. ед. (ни одно животное не по-
гибло), в то время как при дозе 32 ЛД50 максимальная вы-
живаемость составила 0,74% (погибло 50% животных), 
но при этом не умершие животные жили дольше, чем 
при меньших дозах имихимода. В контрольной группе, 
зараженной вирусом в дозе 32 ЛД50, погибли все живот-
ные, а при введении вируса в дозе 3,2 ЛД50 — только 
50% животных. Таким образом, полученные результаты 

Рис. 1. Динамика содержания ИФН в сыворотке белых мышей 
при однократном подкожном введении имихимода.

По оси ординат: содержание интерферона, ед/мл; по оси абсцисс: время 
после введения препарата, ч; легенда: дозы имихимода, мкг/кг.

Рис. 2. Индукция ИФН при различной кратности подкожного 
введения имихимода в дозе 10 мкг/кг. Мышам вводили ими-
химод 1; 2; 3 и 4 раза. В каждую дозовую группу брали по 10 
мышей. ИФН титровали в сыворотке крови, взятой через 2 ч 

после введения последней дозы.
По оси ординат: титр ИФН, ед/мл; по оси абсцисс: количество введен-

ного имихимода.

Рис. 3. СПЖ мышей, получавших имихимод за 4 ч до зараже-
ния ВПГ.

По оси ординат: показатель СПЖ, отн. ед; по оси абсцисс: доза ВПГ, 
ЛД50; легенда: 10; 100; 1000 — доза имихимода, мкг/кг; контроль — кон-

трольная группа.

Рис. 4. СПЖ мышей, получавших имихимод в течение 5 дней 
после заражения ВПГ.

По оси ординат: показатель СПЖ, отн. ед; по оси абсцисс: разовая доза 
имихимода, мкг/кг.

Т а б л и ц а  1
Защитная эффективность имихимода на модели ВПГ у белых 

мышей

Доза препарата, 
мкг/кг

Доза  
вируса, 

LD50

Результаты

мыши, взятые 
в опыт

выжившие мыши 
(% выживаемости)

10,0 32 20 4 (20)
3,2 20 16 (80)

100 32 20 6 (30)
3,2 20 18 (90)

1000 32 20 10 (50)
3,2 20 20 (100)

Контроль вируса 32 20 0 (0)
3,2 20 10 (50)
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показали, что однократное подкожное введение имихи-
мода за 4 ч до заражения оказывает отчетливое защит-
ное действие в отношении острой инфекции, вызванной 
ВПГ.

Целью второй серии исследований была оценка тера-
певтической эффективности имихимода при его курсо-
вом назначении после заражения животных ВПГ. Для 
этого животных заражали ВПГ в дозе 10 ЛД50. Начиная 
с 24 ч после заражения и в течение последующих 5 сут 
животным подкожно вводили одну из доз имихимода: 
100; 1000 и 10 000 мкг/кг. Животным контрольной груп-
пы вводили аликвотный объем изотонического раствора 
хлорида натрия. В каждую дозовую группу было взято 
по 10 животных (табл. 2).

Полученные результаты показали, что при острой ин-
фекции ВПГ имихимод оказывает дозозависимое тера-
певтическое действие. Так, в группе животных, которым 
вводили имихимод в дозе 10 мкг/кг, выжило только 20% 
животных, тогда как среди мышей, которым вводили  
10 000 мкг/кг, выжило 60%. В контрольной группе при 
этом погибли все 10 (100%) мышей. Сходные зависимо-
сти выявлены и при расчете СПЖ (рис. 4).

Как видно на рис. 4, наименьший показатель СПЖ 
отмечен в контрольной группе, что вполне объяснимо, 
поскольку все животные погибли и инфекционный про-
цесс у них развивался наиболее быстро. Курсовое вве-
дение имихимода в дозе 100 мкг/кг не было особенно 
эффективным — выжило 20% животных, взятых в опыт, 
при этом показатель СПЖ у них относительно контроля 
увеличился только в 1,3 раза, а наибольшая продолжи-
тельность выживания инфицированных животных от-
мечена при курсовом введении имихимода в дозе 10 000 
мг/кг массы (p < 0,05).

Топическая форма имихимода (5% крем) была испы-
тана на генитальной герпетической инфекции у морских 
свинок — наиболее распространенной модели для ис-
следования противогерпетических средств [8]. С целью 
воспроизведения инфекции животным вводят вирулент-
ный штамм ВПГ-2 в дозе около 1•105—1•106 отн. ед. Как 
правило, при такой дозе вирулентного вируса уже через 
12 ч наблюдается шеддинг вируса, который можно иден-
тифицировать иммуноферментным методом или с помо-
щью полимеразной цепной реакции.

Для оценки противогерпетической активности 5% 
крема имихимода морским свинкам, зараженным виру-
лентным штаммом ВПГ-2, ежедневно интравагиналь-
но применяли имихимод в дозе 5000 мкг/кг в течение  
5 дней. У контрольных животных никаких препаратов не 
применяли. Ежедневно начиная с 1-го дня после первого 
применения 5% крема имихимода, определяли динами-
ку интравагинального выделения вируса (рис. 5).

Из представленных данных следует, что в опытной 
группе уже к 4-му дню отмечено достоверное уменьше-
ние количества выделяемого вируса, которое к 5—6-му 
дню практически прекращалось. В этот же период у кон-
трольных животных наблюдались активная репликация 
и выделение вируса. Можно полагать, что в результате 
применения имихимода происходила существенная мо-
билизация местных механизмов врожденного имму-
нитета, в частности активная стимуляция выработки и 
секреции эндогенного ИФН-α, сопровождающаяся бы-
строй редукцией инфекционного процесса. Представ-
ленные результаты полностью согласуются с данными 
других авторов. Так, в частности, применение имихимо-
да дважды в день начиная с 12 ч после интравагиналь-
ной инокуляции ВПГ-2 сопровождалось полной элими-
нацией вируса.

Обсуждение
В совокупности молекулярных механизмов, объясня-

ющих действие имихимода, одним из ведущих факторов 
наряду с выбросом провоспалительных цитокинов явля-
ется индукция ИФН [14, 15].

Исследования имихимода, выполненные на этапе его 
доклинического изучения, показали, что это соедине-
ние активирует каскад провоспалительных цитокинов, 
в первую очередь ИФН-α, ФНО-α и др. [8, 23, 24]. Эти 
данные нашли подтверждение в наших экспериментах, 
показавших дозозависимую индукцию ИФН через 4 ч 
после однократного введения. С другой стороны, интен-
сивность синтеза ИФН существенно зависела от кратно-
сти его введения, при которой максимальная выработка 
наблюдалась при 4-кратном введении имихимода. Полу-
ченные результаты хорошо согласуются с признанными 
механизмами действия препарата [8, 13].

Результаты доклинических исследований показали, 
что имихимод не обладает прямой противовирусной ак-
тивностью, но в результате активации механизмов врож-
денного иммунитета, в том числе Th1-ответа в очаге по-
ражения, оказывает защитное действие при моделиро-
вании герпетической и ряда других инфекций как при 
системном, так и при местном применении [8, 9, 13, 24]. 
В то же время другие исследователи получили свиде-
тельства прямого противовирусного действия имихимо-
да при его применении in vivo, по крайней мере в отно-

Т а б л и ц а  2
Лечебная эффективность имихимода при заражении белых 

мышей ВПГ в дозе 10 ЛД50

Доза препарата, 
мкг/кг

Результаты

мыши, взятые 
в опыт

выжившие 
мыши

выживаемость, 
%

100 10 2 20
1000 10 4 40
10 000 10 6 60
Контроль 10 0 0

Рис. 5. Динамика вагинального выделения вируса у морских 
свинок, зараженных ВПГ-2 и леченных 5% кремом имихимода.
По оси ординат: титр вируса, log10; по оси абсцисс: срок наблюдения, 

сут. Имихимод применяли с 1-го по 5-й день после заражения.
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шении ВПГ [24]. Показано, что это действие не зависит 
от ТЛР7 и вызвано индукцией цистатина А1, который 
ингибирует цистеиновую протеазу хозяина через нега-
тивный сигналинг аденозиновых рецепторов А1 [24].

Особый интерес представляет применение имихимо-
да при лечении вирусных инфекций, особенно вызван-
ных ВПЧ и ВПГ, существующие схемы лечения которых 
далеко не всегда обеспечивают клинически приемлемые 
результаты. Это связано либо с высокой частотой ре-
цидивирования (аногенитальные бородавки), склонно-
стью к малигнизации (плоскоклеточный рак кожи) или 
быстро формирующейся резистентностью к противови-
русным препаратам (ВПГ). В этих ситуациях имихимод 
может стать дополнительной альтернативой недостаточ-
но эффективной или совсем неэффективной терапии [8, 
24, 25], что особенно актуально при лечении атипичных 
форм генитального герпеса у ВИЧ-инфицированных 
больных, для которых характерны торпидное течение, 
высокий риск рецидивов и множественная лекарствен-
ная устойчивость [25].

Уже в самых первых исследованиях было установле-
но, что имихимод оказывает как защитное, так и лечеб-
ное действие на модели острой ВПГ-инфекции у мышей 
[26]. В целом эти результаты согласуются с поздними 
публикациями, которые свидетельствуют о том, что 
имихимод способен эффективно контролировать острую 
герпетическую инфекцию [27].

При исследовании протективной активности имихи-
мода, вводимого за 4 ч до заражения ВПГ, получено от-
четливое увеличение СПЖ относительно контроля, при-
чем 50% выживаемость зараженных мышей наблюдали 
в ответ на введение 1000 мкг/кг и последующего зараже-
ния животных ВПГ в дозе 32 ЛД50, среди контрольных 
мышей в ответ на эту дозу наблюдалась гибель 100% 
животных. При 10-кратном уменьшении дозы виру-
са выживало 90% животных опытной группы и только  
50% — контрольной. При терапевтическом применении 
препарата в дозе 1000 мкг/кг в течение 5 дней начиная с 
24 ч после заражения вирусом в дозе 10 ЛД50 выживало 
60% мышей при 100% гибели в контроле.

Принимая во внимание, что системное применение 
имихимода сопряжено с множеством побочных реакций, 
препарат стали применять местно в виде 5% крема, из-
вестного в США под брендом Альдара®, в России вос-
произведенный аналог получил название Вартоцид [21]. 
Интравагинальное заражение морских свинок вирулент-
ной культурой ВПГ 2-го типа в дозе 1•105—1•106 отн. ед. 
с последующим применением 5% крема имихимода в 
дозе 5000 мкг/кг ежедневно в течение 5 дней приводило 
к достоверно более быстрой элиминации вируса, чем у 
контрольных животных. Эти данные согласуются с име-
ющимися результатами относительно того, что примене-
ние имихимода при остром генитальном герпесе вызы-
вает практически полную элиминацию вируса, при этом 
не развивается его персистирование в нервной ткани, а в 
катамнезе не наблюдается рецидивов инфекции [8].

Таким образом, результаты проведенного исследо-
вания позволили сделать вывод о том, что воспроизве-
денный в Российской Федерации препарат имихимод 
вызывает синтез эндогенного интерферона in vivo и ока-
зывает отчетливое противовирусное действие при моде-
лировании герпетической инфекции у мышей и морских 
свинок.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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аДаПТаЦИЯ ВИРУСа ОДИНОЧНО-каПСИДНОГО ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗа 
аМЕРИкаНСкОЙ ХЛОПкОВОЙ СОВкИ (HELICOVERPA ZEA SnPV) ДЛЯ кОНТРОЛЯ 

ПОПУЛЯЦИИ ХЛОПкОВОЙ СОВкИ (HELICOVERPA ARMIGERA)
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», Роспотребнадзора, 630559, раб. поселок 
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Вирус одиночно-капсидного ядерного полиэдроза (ВЯП) американской хлопковой совки (АХС) (Helicoverpa 
zea (Boddie, 1850)) был адаптирован к хлопковой совке Старого Света (ХС) Helicoverpa armigera (Hübner, 
1805) с помощью 5 слепых пассажей на личинках. Была определена полная геномная последовательность 
полученного штамма ХС-18 (GenBank № KJ004000.1). По биологической активности штамм ХС-18 превосхо-
дит как все ранее созданные в России варианты ВЯП, так и штамм HearSNPV-G4 на основе ВЯП хлопковой 
совки. Гусеницы хлопковой совки III и IV возрастов при заражении их штаммом ХС-18 гибнут значительно 
быстрее, чем при заражении эталонным штаммом HearSNPV-G4. Основным отличием генома ХС-18 от бли-
жайшего родственного штамма ВЯП АХС, использованного в препарате Элькар, является наличие повтора 
из 18 пар нуклеотидных оснований внутри рамки считывания гена RING-finger, что подтверждает высокую 
изменчивость этого региона. Три другие вставки и обнаруженные 7 замен нуклеотидных оснований на-
блюдались ранее, 6 замен ранее не встречались. Мутации расположены в генах ORF42, lef-9, ORF58, VP39, 
PIF-4, P48, SOD, ORF111, ORF129 и ORF138. Среди всех нуклеотидых замещений только одна является 
синонимичной, что свидетельствует о присутствии селективного давления на вирус. Полученный штамм 
ХС-18 рекомендован в качестве биопестицида для контроля численности ХС на полях хлопчатника.
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ADAPTATION OF THE CORN EARWORM SINGLE NUCLEOCAPCIDE NUCLEOPOLYHEDROVIRUS 
(HELICOVERPA ZEA SNPV) FOR THE CONTROL OF THE COTTON BOLLWORM (HELICOVERPA 

ARMIGERA) POPULATION
State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector», Kol'tsovo, 630559, Novosibirsk Region, Russian 
Federation
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Hz) single nucleocapcide nucleopolyhedrovirus (SNPV) was adapted to the cotton 
bollworm (Helicoverpa armigera, (Hübner, 1805) (Ha)) by five blind passages on larvae. The full genomic sequence of 
the resulting strain HS-18 has been determined (GenBank acc. №: KJ004000.1). Biological activity of the HS-18 strain 
is higher than the activity of all other Russian strains of NPV, as far as cotton bollworm strain HearSNPV-G4. HS-18-
infected caterpillars at the 3-rd and 4-th ages died much faster than those infected with HearSNPV-G4 strain. A major 
difference of HS-18 genome is an 18 bp repeat in the RING-finger ORF that confirms high variability of this region. 
Three other insertions and seven base substitutions were observed earlier, while six base substitutions are new. 
Mutations are located at ORF42, lef-9, ORF58, VP39, PIF-4, P48, SOD, ORF111, ORF129 and ORF138 genes. Among 
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all nucleotide mutation only one is synonymous. Thus we suppose the selective pressure to the virus. The resulting 
strain HS-18 is recommended as a biopesticide for controlling the number of cotton bollworm in cotton fields.
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Введение
Семейство бакуловирусов включает патогены чле-

нистоногих, главным образом относящихся к отрядам 
чешуекрылых, двукрылых и перепончатокрылых. Хлоп-
ковая совка (ХС; Helicoverpa armigera (Hübner, 1805)) 
широко распространена в умеренных областях Евразии, 
Африки и Австралии. В 2013 г. она впервые была заре-
гистрирована в Южной Америке и нанесла серьезный 
урон сельскому хозяйству Бразилии [1]. В Новом Свете 
традиционным вредителем являются близкородствен-
ные виды ХС — американская хлопковая совка (АХС; 
Helicoverpa zea (Boddie, 1850)) и южноамериканская 
хлопковая совка (Helicoverpa gelotopoeon (Dyar, 1921)).

Бакуловирусы эволюционно и серологически не свя-
заны ни с одним вирусом позвоночных. Они подразде-
ляются на 3 типа: вирусы ядерного полиэдроза (ВЯП), 
вирусы гранулеза и фильтрующиеся вирусы. Первые ха-
рактеризуются наличием липопротеидной внешней обо-
лочки — полиэдром, основу которого составляет белок 
полиэдрин [2]. Полиэдры помогают сохранить вирусные 
частицы в окружающей среде. По этой причине вирус 
может оставаться инфекционным, даже если он в тече-
ние ряда лет находится вне своего хозяина [3].

Благодаря этим свойствам, а также естественному 
происхождению и высокой специфичности бакуловиру-
сы являются привлекательными агентами контроля чис-
ленности насекомых-вредителей.

Многие государства, в частности Австралия, Брази-
лия, Германия, Индия, Китай, США, Швейцария и дру-
гие, активно занимаются разработкой и производством 
инсектицидов на основе бакуловирусов [4—8]. Важней-
шим этапом этой работы является получение высокови-
рулентных штаммов вирусов, которые становятся актив-
ной основой биопрепаратов.

Вирусы одиночно-капсидного ядерного полиэдроза 
АХС, ХС Старого Света и южноамериканской хлопко-
вой совки перекрестно поражают близкородственные 
виды совок рода Helicoverpa, большинство из которых 
являются вредителями.

Известно, что ВЯП АХС эффективно поражает не-
сколько видов рода Helicoverpa, что делает его хорошим 
кандидатом для использования в качестве инсектици-
да. Так, выделенный в США в 1961 г. штамм ВЯП АХС 
Элькар (пассирован несколько раз на Heliothis virescens, 
полная нуклеотидная последовательность определена в 
2002 г.) [9, 10] активен в отношении H. armigera. В 2013 г.  
в Бразилии наблюдались вспышки, вызванные ВЯП 
АХС, поражающей ХС [1], а в Аргентине в том же году 

близкородственный вирус поразил южноамериканскую 
хлопковую совку [11].

В России в 2007 г. был выделен и охарактеризован 
штамм ВЯП, который депонирован в Коллекции куль-
тур микроорганизмов ГНЦ ВБ «Вектор» как ХС-17 под 
регистрационным номером VB-06 [12]. Хотя данный 
штамм обладает достаточно высокой вирулентностью 
по отношению к ХС, были продолжены поиски штам-
мов с независимой историей происхождения и еще бо-
лее биологически активных, особенно по отношению к 
гусеницам старших возрастов.

Целью данного исследования было получение нового 
высоковирулентного штамма ВЯП ХС ХС-18, определение 
его геномной последовательности и вирулентности по от-
ношению к гусеницам ХС средних и старших возрастов.

Материал и методы
Все испытания проводили на гусеницах лабораторной 

популяции ХС H. armigera, выращенных в инсектарии 
отдела биофизики и экологических исследований ГНЦ 
ВБ «Вектор» (Новосибирская область, Новосибирский 
район, раб. поселок Кольцово).

Изолят ВЯП ХС был выделен в 2012 г. в инсектарии 
при активации латентной инфекции личинки III возраста 
лабораторной популяции ХС. Из погибшей от полиэдро-
за гусеницы ХС был приготовлен гомогенат, из которого 
методом грубой очистки был выделен образец ВЯП. Соб-
ственно штамм был получен посредством слепого пяти-
кратного пассирования образца на личинках H. armigera 
путем заражения per os и приготовления гомогената из 
погибших личинок. На 7-е сутки после инфицирования 
из каждого пассажа для прохождения дальнейшего пас-
сирования отбирали вирус, выделенный только из одной 
погибшей гусеницы. Данный штамм получил название 
ХС-18 (HS-18). Штамм прошел 4 пассажа на гусеницах 
ХС H. armigera лабораторной популяции.

Для установления генотипа штамма ХС-18 образцы 
вирусного материала были секвенированы на Ion Torrent 
PGM («Life Technologies»). Полученные последователь-
ности выравнивались на прототипные последовательно-
сти из международной базы данных GenBank.

Сравнительные испытания биологической активно-
сти нового штамма ВЯП ХС-18 и штаммов ХС-17, КС-
3-86 [13], полученных из государственной коллекции 
микроорганизмов при ГНЦ ВБ «Вектор», проводили па-
раллельно на лабораторной популяции гусениц. Биоло-
гическую активность штаммов оценивали путем опре-
деления величины ЛД50 — дозы вируса (полиэдров на 
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гусеницу), вызывающей гибель 50% инфицированных 
насекомых II возрастной стадии.

Для определения вирулентности ВЯП ХС-18 против 
различных возрастных групп личинок биопробы испыты-
вали на личинках хлопковой совки III, IV и V возрастных 
стадий. Исследовали 4 концентрации вируса штамма ХС-
18, полученные путем последовательных разведений, —  
4,3•108; 4,3•107; 2,2•107; 2,2•106 полиэдров на 1 мл. Экспе-
римент проводили в трех повторностях. На одну пробу в 
каждой повторности в среднем использовали 240 гусениц. 
Для этого в чашки Петри диаметром 40 мм помещали ма-
ленький кусочек искусственной питательной среды (ИПС) 
массой 70 ± 10 мг и с помощью пипетки наносили на него 
10 ± 1 мкл вирусной суспензии соответствующего разве-
дения. Затем в эти чашки рассаживали гусениц ХС. Через  
1 сут гусеницам подкладывали кусочки неинфицирован-
ной ИПС массой 450 ± 50 мг. Личинок культивировали в 
контролируемых условиях с фотопериодом 16 ч света и 8 
ч темноты при 25 ± 1 °C и относительной влажности 70%. 
Учет смертности (в процентах) проводили ежедневно с 3-го 
по 10-й день после инфицирования. Определение ЛВ50 —  
времени, в течение которого погибают 50% насекомых, и 
ЛД50 — дозы вируса, вызывающей 50% гибель насекомых, 
проводили с помощью пробит-анализа.

Для филогенетического анализа полноразмерных по-
следовательностей из базы данных GenBank были по-

лучены известные на данный момент геномы ВЯП ро-
да Helicoverpa. Затем они были выровнены в оболочке 
Unipro UGENE 1.23 [14] алгоритмом MAFFT [15], по-
сле чего проводили филогенетический анализ методом 
максимального правдоподобия PhyML [16] с использо-
ванием алгоритма TN93 [17] с поиском параметров G 
(степень гетерогенности) и I (пропорция постоянных 
сайтов) и типом оптимизации дерева SRT&NNI.

Результаты
Определена полная геномная последовательность ВЯП 

штамма ХС-18 (GenBank № KJ004000.1), изолированного с 
помощью 5 слепых пассажей на личинках ХС H. armigera. 
Вирусную ДНК извлекали из гомогената личинок с исполь-
зованием магнитных сфер со специфическими праймера-
ми. Извлеченные ДНК секвенировали с применением сек-
венатора NGS Ion Torrent («Life Technologies»). Сборку по-
следовательности выполняли картированием на наиболее 
близкую известную референсную последовательность —  
ВЯП АХС штамма Элькар с использованием программно-
го обеспечения TMAP 4.0 со средним покрытием 41x без 
пропусков и средней длиной чтения 146 нуклеотидов. Дли-
на ВЯП ХС-18 генома составила 130 890 пар оснований с 
содержанием C + G 39,08%.

На основании анализа полной нуклеотидной последо-
вательности было построено филогенетическое дерево 
(см. рисунок) для различных штаммов ВЯП совок рода 
Helicoverpa. Штамм ХС-18 обозначен в рамке.

Данные для сравнения биологической активности из-
вестных штаммов ХС-17, КС-3-86, эталонного штамма 
HearSNPV-G4 и штамма ХС-18 приведены в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что выделенный новый штамм ХС-
18 патогенен для гусениц ХС, причем его активность 
превышает активность известных штаммов КС-3-86 и 
ВЯП ХС (штамм ХС-17).

Результаты изучения процента гибели гусениц III, IV и V 
возрастов при инфицировании их различными дозами ви-
руса (табл. 2) показывают, что среди гусениц III и IV воз-
растов все испытанные дозы приводят к гибели более 90%. 
При этом гусеницы V возраста значительно устойчивее к 
действию вируса, чем гусеницы средних возрастов.

ЛВ50 для гусениц III, IV и V возрастов представлены 
в табл. 3.

Из полученных данных видно, что для всех возрастов 
увеличение дозы инфицирования приводит к сокраще-
нию ЛВ50 (см. табл. 3). Для гусениц III и IV возрастов 
увеличение дозы в 200 раз приводило к сокращению 
ЛВ50 на 20%, а для гусениц V возраста это сокращение 
достигало почти 40%.

Было проведено сравнение показателей для штамма 
ХС-18 (ЛВ50) для III, IV и V возрастов с аналогичными 
показателями эталонного штамма HearSNPV-G4 [18]. 
Результаты сравнения приведены в табл. 4.

Сравнение данных о ЛВ50 (см. табл. 4) показало, что 

Филогенетическое дерево, построенное для штаммов ВЯП со-
вок рода Helicoverpa. Анализ проведен методом объединения 
ближайших соседей с использованием двухпараметрической 

модели Кимуры. Приведены оригинальные названия штаммов, 
депонированных в GenBank.

Т а б л и ц а  1
Сравнительные данные о биологической активности штаммов

Штамм Биологическая активность, ЛД50*, 
полиэдров на 1 гусеницу

ХС-18 ВЯП ХС (1,5—3,0)•101

ХС-17 ВЯП ХС (2,5—5,5)•101

КС-3-86 (2,3—7,0)•104

HearSNPV-G4** (0,5—8,0)•102

П р и м е ч а н и е . * ЛД50 — количество полиэдров, после пое-
дания которых погибали 50% съевших их насекомых II возрастной 
стадии; ** — данные из [18].

Т а б л и ц а  2
Гибель на 10-е сутки после заражения личинок ХС III, IV и V 

возрастов ВЯП ХС-18

Доза инфицирования, по-
лиэдров на 1 гусеницу

Погибшие личинки, %
III возраста IV возраста V возраста

4,3•106 100 100 82
4,3•105 100 100 72
2,2•105 100 99 61
2,2•104 99 95 49
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Оригинальные исследОвания

штамм ХС-18 превосходит эталонный штамм HearSN-
PV-G4 по данному показателю, особенно для гусениц III 
и IV возрастов, против которых в случае недостаточной 
оперативности обычно и применяют инсектициды.

Обсуждение
Основным отличием генома ХС-18 от штамма Элькар 

ВЯП является наличие повтора из 18 пар оснований вну-
три рамки считывания гена RING-finger, что подтверж-
дает высокую изменчивость этого региона [19]. Три 
другие нуклеотидные вставки и обнаруженные 7 замен 
оснований наблюдались ранее, 6 замен оснований ранее 
не встречались. Мутации расположены в генах ORF42, 
lef-9, ORF58, VP39, PIF-4, P48, SOD, ORF111, ORF129 
и ORF138. Среди всех нуклеотидных замещений только 
одна является синонимичной, что свидетельствует о при-
сутствии некоторого селективного давления на вирус.

Данные, полученные при секвенировании, показали, 
что штамм ХС-18 ВЯП ХС принадлежит к виду Н. zea. 
Его оригинальная геномная последовательность депо-
нирована в GenBank № KJ004000.

По биологической активности адаптированный 
штамм ХС-18 превосходит все ранее созданные в Рос-
сии варианты ВЯП в отношении ХС. Гусеницы ХС III и 
IV возрастов при заражении их штаммом ХС-18 гибнут 
значительно быстрее, чем при заражении эталонным 
штаммом HearSNPV-G4.

Полученный штамм ХС-18 рекомендован в качестве 
биопестицида для контроля численности ХС на полях 
хлопчатника.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Т а б л и ц а  3
ЛВ50 для ВЯП ХС-18 против личинок ХС III, IV и V возрастов

Доза инфицирования, по-
лиэдров на 1 гусеницу

ЛВ50 личинок, ч

III возраста IV возраста V возраста
4,3•106 98,4 112,8 156
4,3•105 120 124,8 184,8
2,2•105 126 129,6 200,88
2,2•104 132 136,8 249,6

Т а б л и ц а  4
Сравнительные данные об активности (ЛВ50*) ВЯП ХС штам-

мов ХС-18 и эталонного HearSnPV-G4**

Возраст 
личи-

нок ХС

Штамм вируса Доза инфи-
цирования, 
полиэдров 
на 1 гусе-

ницу

Общий про-
цент погибших 
при указанной 
концентрации 

вируса

ЛВ50, ч

III HearSNPV-G4 3,6•105 87 156,0 ± 2,6
XC-18 ВЯП 2,2•104 99 132,0 ± 5,1

IV HearSNPV-G4 1,2•106 85 156,8 ± 3,1
ХС-18 ВЯП 2,2•104 95 136,8 ± 3,1

V HearSNPV-G4 1,4•107 85 163,0 ± 3,6
ХС-18 ВЯП 4,3•106 82 156,0 ± 6,8

П р и м е ч а н и е .  * ЛВ50 — время после заражения, в течение 
которого погибают 50% инфицированных насекомых данной воз-
растной стадии; ** — данные из [18].
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аДаПТаЦИЯ ШТаММОВ РОТаВИРУСа ЧЕЛОВЕка ГРУППЫ а к РЕПРОДУкЦИИ  
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Заболеваемость ротавирусным гастроэнтеритом в мире до сих пор не имеет тенденции к уменьшению. 
Создание эффективной вакцины позволит снизить, а в дальнейшем, возможно, и победить это опасное 
высококонтагиозное заболевание. Однако до сих пор не только в нашей стране, но и за рубежом не разра-
ботаны методики, позволяющие адаптировать и культивировать штаммы ротавируса человека группы А, 
стабильно дающие высокий «урожай» вирусного потомства на перевиваемых культурах клеток. исполь-
зуя феномен обмена генов сегментированного генома ротавируса, за рубежом для создания ротавирус-
ных вакцин пошли по пути использования реассортантных штаммов, представляющих собой результат 
совместного культивирования низкотитражных (1—2•106 вирионов в 1 мл) штаммов ротавируса человека 
и штаммов ротавируса животных, например ротавируса обезьян SA-11 или ротавируса диареи телят не-
браски, дающих относительно высокий «урожай» вирусного потомства (1•107—1•108). Понятно, что такие 
вакцинные композиции не смогут заменить полноценные вакцины из чисто человеческих штаммов рота-
вируса различных серотипов, но на сегодняшний день это тоже может быть выходом из создавшегося 
положения. В идеале же нужно иметь ротавирусные вакцины, включающие весь набор G- и P-серотипов 
ротавирусов, циркулирующих на данной территории их применения.
В работе описана авторская методика адаптации и выращивания ротавирусов человека группы А на куль-
туре перевиваемых клеток, позволяющая получать 5•108 вирионов в 1 мл культуральной жидкости. Про-
веденная работа позволила впервые получить высокотитражные культивируемые штаммы ротавируса 
человека, которые могут быть использованы в качестве вакцинных штаммов, а также высокоактивных 
антигенов для конструирования диагностических тест-систем.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ротавирус человека; адаптация; культура клеток; вакцинные штаммы ротавируса человека 
группы А.

Для цитирования: Колпаков С.А., Колпакова Е.П. Адаптация штаммов ротавируса человека группы А к репродукции 
на перевиваемых культурах клеток. Вопросы вирусологии. 2017; 62(3): 138-143.
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-62-3-138-143

Kolpakov S.A., Kolpakova E.P.
ADAPTATION OF HUMAN ROTAVIRUS STRAINS OF GROUP A TO THE REPRODUCTION IN 

PASSAGED CELL CULTURES
Rostov Scienific Research institute of Microbiology and Parasitology, Rostov-on-Don, 34000, Russian Federation
The incidence of rotavirus gastroenteritis in the world still has no tendency to reduction. The development 
of an effective vaccine would reduce or, in the future, even defeat this highly contagious dangerous disease. 
However, both in Russia and abroad there is still no developed technique for adapting and cultivating strains of 
the human rotavirus A that would stably produce a high "yield" of virus progeny in transplanted culture cells. 
The phenomenon of gene exchange for the segmented genome of rotavirus was used by foreign researchers 
to create the rotavirus vaccine using reassortant strains which are the result of joint cultivation of low-titer 
(1-2·106 virions per ml) human rotavirus strains and rotavirus strains of animals, such as monkey rotavirus SA-
11 or Nebraska calf rotavirus diarrhea providing a relatively high "yield" of virus progeny (1·107-1·108). It is clear 
that such vaccine compositions will not be able to replace a full-fledged vaccine of human rotavirus strains of 
different serotypes, but they can be used for the time being as a solution to the problem. Ideally, a rotavirus 
vaccine is needed that includes the full set of G and P serotypes of rotaviruses circulating in the territory of their 
application.
The paper describes an original technique for adaptation and cultivation of human rotaviruses of group A on the 
culture of transplantable cells developed by the authors. This technique allows 5·108 virions to be obtained per 
1 ml of culture fluid. High-titer cultivated strains of human rotavirus that can be used as vaccine strains were 
obtained, as well as highly-active antigens for the construction of diagnostic test-systems.
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Введение
Острые кишечные инфекции, несмотря на значитель-

ные успехи вирусологии, остаются чрезвычайно актуаль-
ными. Исследования отечественных и зарубежных авто-
ров выявили ведущую роль ротавируса в возникновении 
большей части гастроэнтеритов инфекционной природы, 
особенно у детей до 2 лет. Ежегодная заболеваемость ро-
тавирусным гастроэнтеритом в мире до сих пор не имеет 
тенденции к уменьшению и составляет 125 млн случаев, 
из которых около 1 млн заканчивается летально, что как 
нельзя лучше подтверждает актуальность этого вопроса, 
в том числе для экономически развитых стран. В США, 
например, регистрируется более 70 тыс. госпитализаций 
в год с оцененным экономическим ущербом более 1 млрд 
долл. [1—3]. На территории России доля ротавирусных 
гастроэнтеритов тоже достигает достаточно внушитель-
ных цифр — 44—47% от всех случаев инфекционной ки-
шечной патологии. При этом до 5% всей детской смерт-
ности среди больных младше 5 лет связаны с ротавирус-
ным гастроэнтеритом [4—9].

Бороться с этой инфекцией при помощи антибиоти-
ков или каких-либо иных средств бесполезно, учитывая 
особенности возбудителя и практический опыт. Только 
широкий охват детского контингента вакцинацией по 
примеру коревой или полиовирусной способен изме-
нить существующее положение [10—13]. С учетом это-
го создание ротавирусной вакцины является одной из 
приоритетных задач глобальной стратегии ВОЗ по сни-
жению инфекционной заболеваемости и смертности на 
2006—2015 гг. (Draft WHO/IVB/05.05).

Между тем создание ротавирусной вакцины невоз-
можно без наличия адаптированных и хорошо расту-
щих на перевиваемых культурах клеток аттенуиро-
ванных штаммов ротавируса человека. Однако до сих 
пор не существует стандартных способов адаптации, 
дающих возможность культивировать ротавирусы че-
ловека в высоких титрах примерно 1•108—1•1011 ви-
рионов в 1 мл культуральной жидкости. Наша работа 
является попыткой восполнить этот пробел.

Материал и методы
Культуры клеток. В работе использовали культуру 

перевиваемых клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ), 
культивируемую в 80—100 мл среды 199 в стеклянных 
флаконах объемом 0,5 л с добавлением 10% сыворотки 
крупного рогатого скота (КРС).

Вирусы. Фекальные 10% суспензии на растворе Хенк-
са готовили по обычной методике. Перед заражением 
плотный монослой клеток 3 раза промывали раствором 
Хенкса и наслаивали предварительно обработанные 
трипсином суспензии фекалий больных, в которых мето-
дом электронной микроскопии (ЭМ) были обнаружены 
ротавирусы. После контакта восстанавливали первона-
чальный объем питательной средой без сыворотки (под-
держивающая среда) и оставляли в термостате при 37 °C 
до появления первых признаков деструкции клеточного 
монослоя.

Электронная микроскопия. Пробы от каждого пасса-
жа контролировали 1 раз в сутки на наличие ротавиру-
са методом ЭМ на микроскопе УМВ-100К при инстру-
ментальном увеличении 65 000—85 000. Использовали 
медные электронно-микроскопические сетки калибром 
150—400 меш с нитроцеллюлозной пленкой-подложкой 
толщиной 50—70 Å, изготовленной по оригинальной 
авторской методике. Сетки с пробами «окрашивали» 
(контрастировали) 0,5% раствором уранилацетата.

Трипсин. Для «активации» ротавируса применяли 
лиофилизированный трипсин фирмы «AppliChem» с 
молекулярной массой 23,8 кД. Его же использовали как 
стандарт молекулярных масс.

Выделение РНК. РНК ротавируса выделяли как опи-
сано в работе [14] с незначительными авторскими мо-
дификациями.

Электрофорез. Вертикальный электрофорез прово-
дили в 8% полиакриламидном геле (ПААГ) (pH 8,8) с 
концентрирующим 4% гелем (pH 5,8) при токе 10 мА в 
течение 15—24 ч [15].

Электрофорез в агарозе. Электрофорез на стеклян-
ных пластинах проводили в 2% агарозе pH 7,2. В каче-
стве буфера использовали ФБР pH 7,8. Додецилсульфат 
натрия (ДСН) не использовали.

Диагностикумы. Для детекции ротавирусов, кроме 
ЭМ, использовали разработанный и выпускаемый нами 
коммерческий антительный эритроцитарный диагности-
кум Ротатест (ФСП-42-0425-4460-03) для реакции не-
прямой гемагглютинации (РНГА). Диагностикум пред-
ставляет собой 1% взвесь фиксированных глутараль-
дегидом эритроцитов барана, сенсибилизированных 
γ-глобулиновой фракцией асцитной жидкости белых 
крыс, иммунизированных ротавирусом обезьян SA-11. 
РНГА проводили микрометодом в объеме 75 мкл в план-
шетах для иммунологических реакций с U-образными 
лунками в соответствии с прилагаемой инструкцией 
по применению диагностикума Ротатест [4—6]. Тест-
система позволяет дать ответ на наличие антигена рота-
вируса в течение 1,5—2 ч, при этом ее чувствительность 
составила 2—4 нг по вирусному белку.

Результаты
Для адаптации и дальнейшей работы были отобраны 56 

фекальных суспензий, в которых методом РНГА в высо-
ких титрах был обнаружен ротавирус группы А, а элек-
тронная микроскопия показала в этих пробах большое ко-
личество двухкапсидных вирионов ротавируса (рис. 1).

Критерий двухкапсидности является очень важным, 
так как только наличие второго капсида после нареза-
ния протеолитическими ферментами делает ротавирус 
инфекционным и способным к дальнейшему размноже-
нию [16—18].

Исходя из этого культуры клеток заражали фекальны-
ми пробами, предварительно обработанными трипсином. 
Как правило, в пенициллиновый флакон брали 0,1 мл  
суспензии и разбавляли двукратно средой 199, добавля-
ли 0,1 мл раствора трипсина и помещали в термостат 
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при 37 °C. Варьировали концентрациями трипсина от 10 
до 500 мкг/мл с дискретностью 10 мкг/мл и временем 
контакта фекальных суспензий с ним от 5 мин до 1 ч 
с дискретностью 5 мин. После термостата наслаивали 
«активированные» суспензии на отмытый от ростовой 
среды плотный монослой клеток в течение 3—5 мин. 
Перед добавлением поддерживающей среды суспензии 
фекалий с трипсином из флакона не удаляли.

Однако при таком алгоритме заражения нам не удалось 
получить стабильные результаты: ротавирус обнаружи-
вался только в заражении, а в первых и дальнейших пас-
сажах уже не выявлялся. При этом в достаточно большом 
числе проб после 2-го пассажа с концентрацией трипсина 
500 мкг/мл и 10 мин контактом с ним в термостате стало 
стабильно появляться цитопатическое действие (ЦПД), 
причем с каждым последующим пассажем время его по-
явления сокращалось с 7—10 дней в заражении до 2 дней 
в 5—7-м пассаже и далее. Полная гибель клеток сопрово-
ждалась образованием однородной взвеси белкового ха-
рактера, пенящейся при резком встряхивании. Контроль в 
РНГА заражений и пассажей показал почти полное отсут-
ствие титров вируса, лишь в первой лунке реакция шла 
на 2—3+. Электронная микроскопия также показала от-
сутствие вирионов ротавируса.

Чтобы понять причину стабильного появления ЦПД 
на культуре клеток без обнаружения самих ротавирусов, 
мы изучили методом электрофореза 
в ПААГ белковый спектр указанных 
культуральных жидкостей и получили 
следующие результаты.

1. Во всех пробах (от заражения до 7 и 
более пассажей) были обнаружены «лег-
кие» белки массой около 21 кД в зоне 
вирусных белков ротавируса группы А.  
В качестве контроля использовали 
культуральную жидкость после зараже-
ния клеток ротавирусом обезьян SA-11  
(рис. 2, трек 11), а в качестве эталона — 
0,2% раствор трипсина, молекулярная 
масса которого составляет 23,8 кД (рис. 
2, трек 1; рис. 3, треки 1, 2).

2. Концентрация «легких» белков, су-
дя по интенсивности окрашивания ами-
до черным, увеличивалась в некоторых 

пробах на порядок или более от заражения до 7-го пасса-
жа (рис. 2, треки 13, 14). В виде контроля использовали 
культуральную жидкость незараженных клеток, в кото-
рой зона «легких» вирусных белков практически полно-
стью отсутствовала (рис. 2, трек 12).

На основании полученных данных «легкие» белки 
массой 20,5 кД были идентифицированы нами как не-
структурный гликопротеин ротавируса NSP4. Это объ-
ясняло появление ЦПД с полной гибелью клеточного 
монослоя, так как внутриклеточная экспрессия NSP4 
приводит к нарушению структур межклеточных кон-
тактов, нарушению филаментозной структуры самой 
клетки, а также изменяет ионный баланс с нарушением 
резорбции воды, что и приводит к разрушению мембран 
и гибели клеток [19—23].

Таким образом, какая-то часть ротавирусных генов 
все-таки функционировала в зараженной культуре кле-
ток. Электрофорез (ЭФ) в ПААГ подтвердил эту догад-
ку. В культуральной жидкости зараженных клеток СПЭВ 
были обнаружены гены 6; 7; 8; 9 и 10, если сравнивать 
их с геномным профилем ротавируса человека (рис. 4).

Слишком темный фон электрофореграмм РНК, пред-
ставленных в статье, особенно треков с пробами, не яв-
ляется следствием небрежной или неумелой постановки 

Рис. 1. Электронно-микроскопическая фотография: ротавирусы 
человека группы А. Негативное контрастирование. Ув. 200 000. 

Препарат С.А. Колпакова.

Рис. 3. Электрофореграмма 0,2% растворов трипсина: 1 — производства НПО 
«Биолар» выпуска 1988 г.; 2 — производства фирмы «AppliChem» выпуска 2013 г. 

(молекулярная масса — 23,8 кД); 3 — «легкий» белок молекулярной массой 20,5 кД  
(NSP4) — 5-й пассаж пробы № 352; агароза — 2% (pH 7,2); буфер — pH 7,8 без 

ДСН; окраска — 1% раствор амидо черного; ток — 38 мА, время — 30 мин.

Рис. 2. Электрофореграмма культуральной жидкости заражен-
ных клеток СПЭВ:

2—10 — 5-е пассажи проб № 13, 51, 53, 227, 240, 248, 268, 274, 279;  
11 — положительный контроль — 12-й пассаж ротавируса обезьян SA-
11; 12 — культуральная жидкость интактных клеток; 13, 14 — 7-е пасса-

жи проб № 218 и 242; 1—0,2% трипсин (23,8 кД).
ПААГ — 8%; ток — 10,0 мА; время — 16 ч; окраска — 1% раствор 

амидо черного.
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опыта. Вирус во время адаптации к росту в чуждой для 
него клеточной среде методом многочисленных проб и 
ошибок «старается» так изменить свой геном, чтобы вы-
жить и дать достаточное количество вирусного потом-
ства. В процессе этой напряженной работы в клетках 
накапливается большое количество генетического мате-
риала с разбросом по молекулярным массам, которые по 
разным причинам не включаются в формирующиеся ви-
рионы ротавируса человека. Именно эти «разнокалибер-
ные» обломки РНК проявляются в треках с пробами по-
сле окрашивания нитратом серебра в виде равномерного 
неряшливого черного фона. Постепенно с окончанием 

периода адаптации синтезируются только полноценные 
двухцепочечные гены ротавируса, и электрофореграмма 
приобретает вид, показанный на рис. 4 (треки ККК).

Поскольку гены ротавируса в пробах с концентрация-
ми трипсина менее 500 мкг/мл не обнаруживались, мы 
предположили, что его просто недостаточно для пол-
ной (штатной) активации ротавируса, происходящей в 
естественных условиях. Поэтому базовая концентрация 
трипсина была увеличена до 2 мг в 1 мл. Далее прово-
дили заражение клеточного монослоя, как описано вы-
ше, но использовали одну концентрацию трипсина 2 мг 
в 1 мл и время контакта с ним фекальной пробы 10 мин 
(самого трипсина, как и раньше, добавляли 0,1 мл). При 
этом после контакта с клеточным монослоем и добавле-
ния поддерживающей среды концентрация трипсина в 
ней составляла примерно 20 мкг в 1 мл.

Начиная с первого пассажа в таком режиме зараже-
ния стало стабильно появляться и нарастать ЦПД, при-
чем с 3—5-го пассажа через 48 ч наблюдалась полная 
деструкция клеточного монослоя. Культуральная жид-
кость при этом оставалась розового цвета и была почти 
прозрачной, с легкой «белковой» опалесценцией. Кон-
троль в РНГА с Ротатестом заражений и пассажей по-
казал плавное нарастание титров с 1:2 в заражении до 
1:32 в 5-м пассаже. При ЭМ этих проб в первых пасса-
жах были выявлены отдельные ротавирусы и их капсо-
меры в виде тубулярных структур и отдельных пластов  
(рис. 5). Начиная с 3-го пассажа и далее постоянно обна-
руживались как отдельные ротавирусы, так и их скопле-
ния (рис. 5, б; рис. 6).

На рис. 7 представлен ЭФ РНК двух штаммов ротави-
руса человека, адаптированных к росту на культуре пере-
виваемых клеток СПЭВ. По увеличению интенсивности 
окраски нитратом серебра отчетливо видно нарастание 
количества генетического материала штамма ротавируса 
человека № 218 от 2-го к 6-му пассажу (см. рис. 7, треки 
1—5). Соответственно выросли титры ротавируса в РНГА 
и количество вирионов ротавируса, выявляемых при ЭМ.

Подобным образом нами были адаптированы 6 штаммов 
ротавируса человека, и 3 из них задепонированы в Государ-

ственной коллекции 
вирусов ФГБУ «НИИ 
вирусологии им. Д.И. 
Ивановского» под но-
мерами депонента 
ГКВ № 2727, № 2728 
и № 2729. Количество 
вирионов в поддержи-
вающей среде до лио-
филизации, по данным 
ЭМ, составило не ме-
нее 5•108 в 1 мл.

Геном всех штаммов 
ротавируса человека 
содержит 11 сегментов 
РНК, состоящих из 4 
групп: 1-я группа — 4 
сегмента, 2-я груп-
па — 2 сегмента, 3-я 
группа — 3 сегмента, 
4-я группа — 2 сегмен-
та. По распределению 
сегментов РНК после 
ЭФ все адаптирован-
ные нами штаммы ро-

Рис. 4. Электрофореграмма РНК: ККК — трех культуральных 
штаммов ротавируса человека; 1—6 — 6 штаммов и разных 

проб культуральной жидкости, содержащих лишь часть генома 
ротавируса. ПААГ — 8%; ток — 10 мА; время — 18 ч. Пре-

парат С.А. Колпакова.

Рис. 5. Электронно-микроскопическая фотография: а и б — культуральные ротавирусы человека  
группы А с капсомерами в виде тубулярных структур и пластов; в — отдельные пласты капсомеров 

ротавируса человека. Негативное контрастирование.
Ув. 200 000. Препарат С.А. Колпакова.
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Рис. 6. Электронно-микроскопическая фотография: культураль-
ные ротавирусы человека группы А. Ув. 200 000. Негативное 

контрастирование. Препарат С.А. Колпакова.

Рис. 7. Электрофореграмма РНК: 1—5 — культурального штам-
ма ротавируса человека № 218; 6—7 — культурального штамма 
ротавируса человека № 356 (2-й и 3-й пассажи). ПААГ — 8%; 

ток — 10 мА; время — 18 ч. Препарат С.А. Колпакова.

тавируса, включая задепонированные, можно однозначно 
отнести к группе А ротавируса человека (см. рис. 4, ККК).

Дальнейшее повышение количества трипсина вопре-
ки нашему желанию не приводило к повышению ко-
личества ротавируса в культуральной жидкости боль-
ше чем 5•108 в 1 мл. Концентрации трипсина выше  
2 мг/мл при наслоении на монослой вызывали деструкцию 
клеточного пласта с распадом на отдельные клетки. При 
этом вирус или переставал расти вообще, или его концен-
трация резко падала, что тоже не решало проблемы. Для 
увеличения количества культурального ротавируса челове-
ка необходимо было найти какое-либо другое решение, и 
исследования в этом направлении были продолжены.

Обсуждение
Таким образом, в результате проведенной работы нам уда-

лось адаптировать к росту на перевиваемой культуре клеток 

СПЭВ штаммы ротавируса человека. Несмотря на недоста-
точно высокие титры 2•108—5•108 в 1 мл, они вполне могут 
в будущем послужить прототипными штаммами для ротави-
русной вакцины. Они же могут положить начало созданию 
национальной коллекции культивируемых штаммов ротави-
руса человека, которая в настоящее время отсутствует.

Всего было получено 6 штаммов различных электрофо-
ретипов ротавируса человека, дающих стабильно высокий 
«урожай» вирусного потомства до 25—39-го пассажа (срок 
наблюдения). Три из них, как указано выше, задепонированы 
в Государственной коллекции вирусов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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вирусы герпеса человека (2002 – 2006). Г.А. Галегов - 
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тентность, основательность, организованность, профес-
сиональная честность, принципы работы, отношение 
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уважение его коллег.

Г.А. Галегов – автор и соавтор 46 патентов, в том чис-
ле зарегистрированных за рубежом. Награжден орденом 
Трудового Красного Знамени и медалями.

Коллеги и члены редколлегии журнала «Вопросы  
вирусологии» поздравляют Г.А. Галегова с юбилеем и 
желают ему здоровья и новых творческих успехов.

29 декабря 2016 г. исполнилось 85 лет вирусологу и 
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научных изданиях. За вклад в научные разработки по 
профилактике и лечению герпесвирусных инфекций 
И.Ф. Баринский отмечен премией Совета Министров 
СССР, имеет почетное звание Заслуженного деятеля 
науки, неоднократные благодарности.

Большое внимание И.Ф. Баринский уделяет подго-
товке научных кадров — под его руководством защи-
щены 12 докторских и 32 кандидатские диссертации. 
Ученики И.Ф. Баринского занимают руководящие 
должности в различных учреждениях России и стран 
СНГ.

Мы знаем И.Ф. Баринского не только как извест-
ного ученого, руководителя, но и как внимательного, 
отзывчивого человека, прекрасного семьянина, чей 
супружеский стаж составляет 50 лет!

Дорогой Игорь Феликсович, поздравляем Вас с юби-
лейным Днем рождения и надеемся на дальнейшую 
плодотворную работу! Желаем Вам жизненного 
оптимизма, крепкого здоровья, благополучия, сча-
стья и дальнейших успехов в научной деятельности 
на благо Отечественного Здравоохранения!

ИГОРЬ ФЕЛИкСОВИЧ БаРИНСкИЙ (к 80-летию со дня рождения)

Коллектив редколлегии журнала «Вопросы вирусо-
логии» сердечно поздравляет члена редколлегии жур-
нала, доктора медицинских наук, профессора, Заслу-
женного деятеля науки Российской Федерации Игоря 
Феликсовича Баринского со знаменательной датой — 
80-летием со дня рождения!

И.Ф. Баринский прошел славный путь от аспиран-
та до руководителя лаборатории. В круг научных ин-
тересов профессора И.Ф. Баринского входит целый 
ряд наиболее актуальных проблем вирусологии: ар-
бовирусы, вирусные гепатиты, герпесвирусные ин-
фекции, разработка и создание профилактических и 
терапевтических вакцин при вирусных инфекциях. 
Лаборатория сравнительной вирусологии, возглавля-
емая И.Ф. Баринским, является одной из старейших 
лабораторий ФНИЦ эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Н.Ф. Гамалеи, которая в течение многих лет 
была центром ВОЗ по изучению герпесвирусных ин-
фекций, а в настоящее время является Российским 
центром по герпесу. И.Ф. Баринским опубликовано 
9 монографий и более 500 научных работ в ведущих 


