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Лашкевич В.А., Карганова Г.Г. 

О СОВРЕМЕННЫХ ПОДХОДаХ к СОЗДаНИЮ ОДНОРаЗОВОЙ ВакЦИНЫ  
ПРОТИВ кЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФаЛИТа
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В России ежегодно заболевают клещевым энцефалитом (КЭ) около 2 тыс. человек. Почти все они не 
были вакцинированы. Для профилактики КЭ используют инактивированные вакцины против КЭ (иВКЭ). 
иВКЭ безопасны и защищают от заболевания не менее 95% вакцинированных. недостатками иВКЭ 
являются необходимость многочисленных внутримышечных введений медицинскими работниками, 
высокая стоимость вакцинации и отказ населения от вакцинации. новая вакцина против КЭ не 
должна уступать иВКЭ по безопасности и эффективности, должна вызывать длительный иммунитет 
после однократного применения и, желательно, быть эффективной после перорального введения. В 
настоящее время предложены генно-инженерные методы получения флавивирусов, дефектных по 
репликации (одноцикловых), которые могут быть основой для создания безопасных вакцин нового 
типа, сходных по многим характеристикам с классическими живыми вакцинами из аттенуированных 
штаммов вирусов. Возможность заражения человека КЭ алиментарным путем при употреблении молока 
естественно инфицированных животных, а также опыт применения экспериментальных живых вакцин 
против КЭ являются предпосылками для создания безопасной пероральной одноразовой вакцины про-
тив этого заболевания.
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Введение
Клещевой энцефалит (КЭ) является эндемичным для 

большинства стран Евразии. По оценочным данным, в 
мире ежегодно заболевают КЭ более 10 тыс. человек [1, 
2]. Около 2–10% из них умирают, примерно треть пере-
болевших имеют осложнения разной степени тяжести, в 
том числе инвалидность.

Санация природных очагов КЭ неосуществима и не-
целесообразна. Возможности неспецифической профи-
лактики для прерывания путей передачи вируса челове-
ку очень ограничены. Вакцинация населения качествен-
ной и удобной для применения вакциной и просвещение 
населения об опасности КЭ и мерах профилактики яв-
ляются главными условиями успешной борьбы с этой 
арбовирусной инфекцией. 

В настоящее время для вакцинации населения исполь-
зуются инактивированные концентрированные очищен-
ные вакцины против КЭ четырёх производителей для 
детей и взрослых [3, 4]. Большой опыт использования 
доказал их безопасность и высокую эффективность [1, 
2, 5–9], хотя редкие случаи заболевания регистрируются 
и среди вакцинированных [10–12].

Главными недостатками инактивированных вакцин 
являются необходимость многочисленных внутримы-
шечных прививок, которые проводятся только медицин-
скими работниками в соответствующих условиях, доро-
говизна каждого введения вакцины и отказ населения от 
прививок по разным причинам. 

Ранее предпринимались многочисленные попытки 
разработать живую аттенуированную вакцину, которая 
была бы лишена этих недостатков [13–23].  Живая вак-
цина на основе вируса Лангат, разработанная А. Дубо-
вым и соавт. [23–25], была использована для вакцина-
ции более 600 тыс. людей и вызвала поствакцинальные 
осложнения с частотой 1 на 18 500 привитых, в том чис-
ле 1 летальный случай [23, 26]. Эта неудача практически 
остановила работы в этом направлении.  

В последние годы разрабатываются новые подходы 
для получения более эффективной вакцины против КЭ, 
получены экспериментальные штаммы-кандидаты для 
такой вакцины, но их пригодность для вакцинации лю-
дей не изучена. 

Заболеваемость кЭ в России и вакцинация
По данным Роспотребнадзора, КЭ в 2013–2016 гг. в 

России заболели соответственно 2225, 1969, 2300, 2020 
человек [27]. Большинство заболевших не были вакци-
нированы. Тем не менее редкие случаи КЭ среди приви-
тых регистрируются в регионах, где применяются вак-
цины разных производителей, и циркулируют разные 
подтипы вируса КЭ [6–7, 10–12, 28].  

Оценка эффективности вакцинного препарата для ар-
бовирусных инфекций достаточно сложна, поскольку за-
висит от многих факторов, в том числе активности оча-
га, частоты нападения клещей на человека, плотности 
населения, свойств вируса и т. п. Наиболее достоверные 
данные можно получить на основании многолетних на-
блюдений в очагах, где вся территория является энде-
мичной, уровень вакцинации превышает 50% и прово-
дится эпидемиологический анализ всех случаев заболе-
вания.  В свете этих требований наиболее показательны 
данные, полученные в Австрия [5, 8], где население при-
вивается, в основном, вакциной на основе европейского 
штамма вируса КЭ, и данные для Свердловской области, 
где используются вакцины разных производителей на 

основе дальневосточных и европейских штаммов вируса 
КЭ, а циркулирует преимущественно сибирский подтип 
вируса [6, 7].  Согласно эпидемиологическим данным, 
полученным в этих регионах, уровень эпидемиологиче-
ской защиты от инактивированных КЭ-вакцин превы-
шает 95% [5, 7]. 

Низкий уровень вакцинации против КЭ объясняется 
несколькими объективными и субъективными причина-
ми. Главной объективной причиной является высокая 
стоимость вакцинации и большая группа риска. В РФ 
на территории, эндемичной по КЭ, проживает около 61 
млн человек [29]. Если учесть высокую подвижность 
населения и количество людей, которые проживают на 
неэндемичной территории, но посещают регионы, где 
есть риск заражения, это число будет ещё больше. Пер-
вичный курс вакцинации и последующие ревакцинации 
через каждые 3 года являются непосильным бременем 
для здравоохранения. В настоящее время благодаря по-
литике местных властей и надзору за этой проблемой со 
стороны РОСПОТРЕБНАДЗОРА практически во всех 
регионах уровень вакцинации повышается. Бесплатной 
вакцинацией охвачено детское население. Сокращение 
числа ревакцинаций позволило бы значительно продви-
нуться в решении этой проблемы. 

Субъективными причинами недостаточного охвата 
населения вакцинацией против КЭ являются также вы-
сокая стоимость вакцины для индивидуального приме-
нения, нарушение схемы вакцинации из-за необходи-
мости многократной иммунизации, антивакцинальные 
кампании и др. 

Новые подходы к созданию вакцины для защиты 
против кЭ

Подъем заболеваемости КЭ в Европе и России в 90-е 
годы прошлого века привлёк внимание исследователей 
и производителей профилактических препаратов к соз-
данию более эффективной вакцины против КЭ [30]. 

Новая вакцина не должна уступать современным пре-
паратам по безопасности и иммуногенности и, кроме 
того, должна индуцировать длительный, возможно по-
жизненный противовирусный иммунитет после одно-
кратного применения и,  желательно, быть эффективной 
после перорального введения. 

Большим достоинством новой вакцины была бы её 
способность защищать от нескольких флавивирусов, по-
скольку в РФ существуют сочетанные очаги, где помимо 
вируса КЭ циркулируют вирусы Западного Нила, По-
вассан, омской геморрагической лихорадки и японского 
энцефалита. Дополнительные трудности в создании вак-
цины при наличии сочетанных очагов флавивирусных 
инфекций связаны с характерным для флавивирусов, 
особенно переносимых комарами, антителозависимым 
повышением тяжести инфекции.  

Создание новой вакцины против КЭ проводилось и 
проводится в разных направлениях. Данный обзор не 
претендует на исчерпывающее описание исследований 
в этой области. Ниже приведены некоторые примеры, 
которые, на наш взгляд, дают представление об общих 
тенденциях и состоянии дел на данный момент:

– рекомбинантные вакцины, представляющие вири-
онные белки пре-М + Е [31], фрагмент поверхностного 
гликопротеина Е, иммобилизованный на декстрансуль-
фате в сочетании с олигонуклеотидами CpG [32], или 
неструктурный белок NS1 [33, 34] в виде ДНК-вакцин 
или в составе разных векторов;

– субвирусные частицы, несущие вирусные глико-
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кипяченого молока инфицированных животных [52]. 
До настоящего времени публикуются новые сообще-
ния о пероральных заражениях КЭ [53–54]. Ранее было 
показано, что во время клинических испытаний живых 
аттенуированных кандидатов в вакцины против КЭ при 
пероральном применении наблюдается индукция проти-
вовирусного иммунного ответа [15, 21, 23]. Эти факты, 
а также большие достижения в создании новых лекар-
ственных форм являются предпосылкой для разработки 
пероральной вакцины против КЭ. 

Заключение
Недостатки инактивированных КЭ-вакцин не ис-

чезнут. Разработка одноразовой пероральной вакцины 
против КЭ, дающей иммунитет на всю жизнь, является 
насущной задачей. Если в ходе дальнейших исследова-
ний удастся получить безопасную вакцину против КЭ, 
эффективную при одноразовом применении, это будет 
важным достижением современной вакцинологии.
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протеины пре-М и Е, полученные в бактериальных си-
стемах [31], дрожжах [35] и клетках млекопитающих 
[36, 37];

– живые аттенуированные вакцины с мутациями в 
разных участках генома, в первую очередь в нетрансли-
руемых областях или с делецией в белке нуклеокапсида 
С [38–41], а также полученные с помощью рандомизи-
рованного кодирования кодонов в сочетании с обратной 
генетикой без использования бактерий [42];  

– флавивирусные химеры, в которых в геноме одного 
вируса гены белков пре-М и Е заменены генами от дру-
гого вируса. Для получения вакцины, защищающей от 
КЭ, гены белков Е и пре-М вирусов КЭ или Лангат были 
вставлены в геном вируса денге-4 [43, 44];  

–самореплицирующаяся неинфекционная РНК-вак- 
цина [45, 46] – синтезированная in vitro инфекционная 
РНК, с которой транскрибируется инфекционная РНК 
in vivo, дефектная по репродукции за счёт протяжённой 
делеции в белке нуклеокапсида;

– вирусный антиген, полученный в растениях [47];
– вирус, аттенуированный путём введения в вирусный 

геном сайтов для тканеспецифических микро-РНК, что 
обеспечивает деградацию вирусной РНК в ЦНС и клет-
ках членистоногих [48, 49];

– сочетание химеризации и протяжённой делеции в 
белке нуклеокапсида С, что в результате даёт дефектный 
вирус, способный только на один раунд репродукции в 
клетках [50].  

В ряде случаев предлагаемые кандидаты были те-
стированы на лабораторных животных и показана их 
иммуногенность или протективность. В нескольких ис-
следованиях были проведены эксперименты по оценке 
протективной активности новых препаратов в сравне-
нии с существующими инактивированными вакцинами. 
В описанных исследованиях не изучалась длительность 
индуцируемого иммунного ответа, что реально должно 
было бы показать преимущества предлагаемой вакци-
ны. Не описаны попытки сочетания нового препарата с 
инактивированной вакциной.  

Эффективность одноразовой иммунизации в экспери-
ментах на лабораторных мышах для защиты от дальне-
восточного подтипа вируса КЭ была показана для ДНК 
вакцины, несущей гены пре-М и Е [31], а также для са-
мореплицирующейся неинфекционной РНК [46].  

Одним из наиболее интересных вариантов представ-
ляется дефектный, способный только к одному раунду 
репродукции вирус. В 2006 г. были предложены кон-
струкции на основе вакцинного штамма вируса желтой 
лихорадки и вируса Западного Нила с делецией в бел-
ке нуклеокапсида С и, соответственно, дефектные по 
размножению [51]. В эти конструкции можно вставить 
белки пре-М и Е других флавивирусов и не только фла-
вивирусов. При репродукции таких псевдоинфекцион-
ных вирусных частиц синтезируются иммуногенные не 
имеющие генома субвирусные частицы. Псевдоинфек-
ционные частицы могут быть получены при репродук-
ции в генномодифицированных клетках, экспрессирую-
щих белок С. Вакцинный вариант для защиты от КЭ был 
создан, и проведены эксперименты на лабораторных 
мышах и обезьянах [50], результаты которых внушают 
надежду на получение одноразовой инъекционной вак-
цины против КЭ. 

Предпосылки для разработки пероральной вакци-
ны против кЭ

Человек может заразиться КЭ при употреблении не-
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Андронова В.Л.

СОВРЕМЕННаЯ ЭТИОТРОПНаЯ ХИМИОТЕРаПИЯ ГЕРПЕСВИРУСНЫХ 
ИНФЕкЦИЙ: ДОСТИжЕНИЯ, НОВЫЕ ТЕНДЕНЦИИ И ПЕРСПЕкТИВЫ. 

аЛЬФаГЕРПЕСВИРУСЫ (ЧаСТЬ I) 
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного  
академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Современная терапия инфекций, вызываемых альфагерпесвирусами, базируется на препаратах, отно-
сящихся к классу модифицированных нуклеозидов (ацикловир), и их метаболических предшественниках 
(валиновый эфир ацикловира и фамцикловир (предшественник пенцикловира)). Биологическая актив-
ность этих соединений определяется сходством их структуры с природными нуклеозидами: модифици-
рованные нуклеозиды конкурируют с природными за связывание с ДнК-полимеразой и благодаря струк-
турным особенностям ингибируют её активность. Однако появление вариантов вирусов, резистентных 
к имеющимся в арсенале современной медицины антивирусным препаратам, обусловливает необходи-
мость поиска новых соединений, способных эффективно ингибировать репродукцию вируса, безвред-
ных для макроорганизма, удобных в применении, преодолевающих барьер лекарственной устойчивости 
у вирусов. Поиск литературы в международных базах данных (PubMed, MedLine, РинЦ и других) с целью 
получения информации о перспективных разработках, открывающих новые возможности воздействия на 
герпесвирусную инфекцию, и последующий анализ собранных данных позволили  не только определить 
основные тенденции поиска новых антивирусных агентов, но и привести информацию о соединениях, 
наиболее перспективных для создания лекарственных антигерпесвирусных препаратов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  обзор; вирус герпеса простого; вирус варицелла зостер; антивирусный агент; лекарствен-
ный препарат.
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Andronova V.L.
MODERN ETHIOTROPIC CHEMOTHERAPY OF HERPESVIRUS INFECTIONS: ADVANCES, NEW 

TRENDS AND PERSPECTIVES. ALPHAHERPESVIRINAE (PART I)
National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russian Federation
Modern therapy of infections caused by alpha-herpesviruses is based on drugs belonging to the class of modified 
nucleosides (acyclovir) and their metabolic progenitors - valine ester of acyclovir and famciclovir (prodrug of 
penciclovir). The biological activity of these compounds is determined by the similarity of their structure to 
natural nucleosides: modified nucleosides compete with natural nucleosides for binding to DNA-polymerase and, 
due to their structural features, inhibit its activity. However, the emergence of variants of viruses resistant to the 
antiviral drugs available in the arsenal of modern medicine necessitates the search for new compounds able of 
effectively inhibiting the reproduction of viruses. These compounds should be harmless to the macroorganisms, 
convenient to use, and overcoming the drug resistance barrier in viruses.
The search for literature in international databases (PubMed, MedLine, RINC, etc.) in order to obtain information 
on promising developments that open new possibilities for treating herpesvirus infection and subsequent 
analysis of the collected data made it possible to determine not only the main trends in the search for new 
antiviral agents, but also to provide information on the compounds most promising for the development of anti-
herpesvirus drugs. 

K e y w o r d s: review; herpes simplex virus; virus varicella zoster; antivirus agent, drug.
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Введение
Альфагерпесвирусные инфекции чрезвычайно широ-

ко распространены во всем мире. Согласно данным ВОЗ 
в 2012 г. инфицированность населения вирусом просто-
го герпеса 1-го типа  (ВПГ-1) в возрастной группе до 
50 лет составила в среднем 67% (около 3,7 млрд чело-
век), а наивысший показатель распространённости этой 
инфекции достиг 87% (в Африке). Инфицированность 
ВПГ 2-го типа  (ВПГ-2) в зависимости от региона ко-
лебалась от 14,4% (в Америке) до 31,5% (в Африке). В 
2012 г. серопозитивными к ВПГ-2 были примерно 417 
млн человек в возрасте от 15 до 49 лет [1]. К 40 годам 96-
99% населения Южной  Европы имеют антитела к ви-
русу варицелла зостер (ВВЗ). При этом особую обеспо-
коенность вызывает рост инфицированности до 38–60% 
в возрастной группе  1–4 года [2, 3]. С возрастом число 
серопозитивных к ВПГ и ВВЗ лиц увеличивается, что 
объясняется высокой контагиозностью альфагерпесви-
русов, разнообразием  путей их передачи (контактным, 
воздушно-капельным, половым, через кровь или несте-
рильный медицинский инструментарий и т. д.), а также 
способностью  устанавливать пожизненную латентную 
инфекцию с периодическим рецидивированием. Поли-
тропность герпесвирусов обусловливает многообразие 
форм клинических проявлений герпетической инфекции 
(ГИ). Всё вышеперечисленное определяет высокую зна-
чимость ГИ для практического здравоохранения, а оп-
портунистический характер ГИ приводит к возрастанию 
её роли по мере увеличения популяции пациентов с им-
муносупрессией различной этиологии (ВИЧ-инфекция, 
иммуносупрессивная терапия для профилактики ослож-
нений после трансплантации органов или лечения рака 
и др.) [4].

Наиболее эффективным способом лечения вирусных 
инфекций является применение специфических этио-
тропных химиотерапевтических препаратов (ЭХТП), се-
лективно подавляющих репродукцию вируса. Большая 
часть ЭХТП, используемых для лечения и профилактики 
инфекций, вызываемых альфагерпесвирусами, относит-
ся к производным нуклеиновых оснований. Их условно 
подразделяют на нуклеозидные аналоги первого поколе-
ния – йоддезоксиуридин (ЙДУ), трифтортимидин (ТФТ) 
и другие, второго поколения – ацикловир (АЦВ), бром-
винилдезоксиуридин (БВДУ), пенцикловир (ПЦВ),  тре-
тьего поколения (предлекарства) – валацикловир (Вал-
АЦВ) и фамцикловир (ФЦВ). Характеристики ЭХТП 
второго и третьего поколений, имеющих наибольшее 
клиническое значение [1], приведены в табл. 1. ЭХТП, 
относящиеся к классу модифицированных нуклеозидов, 
в том числе все препараты первого ряда, используют в ка-
честве мишени вирусную ДНК-полимеразу (ДНК-pol) и 
блокируют репликацию вирусной ДНК. Эти соединения 
представляют собой аналоги природных нуклеозидов и 
для проявления биологической активности нуждаются в 
активации – трехэтапном кинировании с образованием 
трифосфатных форм (ТФ). ТФ модифицированных нук-
деозидов избирательно ингибируют репликацию вирус-
ной ДНК, не оказывая существенного влияния на репли-
кацию ДНК клетки-хозяина. 

Нуклеозидные аналоги первого поколения (ЙДУ, ТФТ) 
отличаются высокой токсичностью, оказывают мутаген-
ное и тератогенное действие при системном введении, 
поэтому  используются главным образом или исключи-
тельно в виде лекарственных форм для наружного при-

менения. Открытие АЦВ позволило совершить  прорыв 
в лечении ГИ, так как впервые врачи получили препарат, 
избирательно активирующийся только в инфицирован-
ных вирусом клетках и не оказывающий влияния на здо-
ровые. Если фосфорилирование ТФТ и ЙДУ с образова-
нием монофосфатов (МФ) катализируется как вирусной, 
так и клеточной тимидинкиназой (ТК), что снижает се-
лективность их действия и обусловливает высокую ток-
сичность для макроорганизма, то АЦВ не активируется 
в неинфицированных клетках и обладает низкой токсич-
ностью благодаря тому, что первый этап его кинирова-
ния катализируется вирусной ТК [5, 6]. Гертруда Элай-
он, разработавшая АЦВ, стала лауреатом Нобелевской 
премии «за открытие важных принципов лекарственной 
терапии», позволивших проводить направленный поиск 
новых молекул с определенными биологическими свой-
ствами. На основе этих принципов был создан и внедрён 
в медицинскую практику целый ряд соединений класса 
модифицированных нуклеозидов.

Широкое применение ЭХТП в клинической практике 
привело к возникновению новой проблемы – развитию 
лекарственной резистентности у вирусов, которая ста-
вит под угрозу эффективность профилактики и лечения 
ГИ. Штаммы ВПГ и ВВЗ, резистентные к традицион-
ным ЭХТП, получены как в лабораторных условиях, так 
и выделены от больных. ВОЗ включила ВПГ в перечень 
микроорганизмов, у которых развитие лекарственной 
резистентности  представляет серьёзную проблему для 
общественного здравоохранения [7]. Сходство механиз-
мов действия базовых противогерпетических ЭХТП, 
прежде всего необходимость их активации (киниро-
вания) [6], приводит к формированию лекарственной 
кросс-резистентности, когда одни и те же мутации в 
генах ТК и/или ДНК-pol, с которыми связан механизм 
действия ЭХТП, обусловливают снижение чувствитель-
ности вируса ко всем соединениям данного класса. 

Развитие резистености у герпесвирусов к АЦВ и род-
ственным соединениям в 95% случаев связано с мутаци-
ями в гене ТК и лишь в 5% случаев – в pol-гене. Поэтому 
при  неэффективности ЭХТП первого ряда в мировой 
практике препаратами выбора являются тринатриевая 
соль фосфономуравьиной кислоты (ФМК) и  цидофовир 
(ЦДВ) (см. табл. 1). Оба эти соединения также ингиби-
руют герпетическую ДНК-pol, но не нуждаются в акти-
вации ТК, поэтому эффективно супрессируют репродук-
цию АЦВ/ПЦВ-резистентных штаммов герпесвирусов с 
изменённой ТК.

Однако следует учитывать, что к ФМК и ЦДВ фор-
мируется резистентность, обусловленная мутация-
ми в pol-гене, приводящими в ряде случаев к кросс-
резистентности к ЭХТП первого ряда. Кроме того, и 
ФМК, и ЦДВ нефротоксичны, что ограничивает их 
применение случаями ГИ с тяжелым клиническим те-
чением, а в РФ их использование не разрешено. Поэто-
му поиск и разработка новых соединений, активных в 
отношении герпесвирусов, в том числе резистентных к 
коммерческим противогерпетическим ЭХТП, является 
одной их актуальнейших задач, стоящих перед совре-
менной наукой. 

Поиск новых антивирусных агентов (ЭХТП) ведётся в 
различных наравлениях. 

Первым направлением является модификация струк-
туры известных соединений, обладающих противогер-
песвирусной активностью. Даже незначительное изме-
нение молекулы может привести к повышению проти-
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Т а б л и ц а  1 
Структура и биологическая характеристика современных противогерпетических соединений [8–17]

Соединение/формула Активность in vitro/in vivo Показания к применению Коммерческие 
препараты

Дополнительная 
информация

ацикловир,  
9-[(2-гидроксиэтокси)-
метил]-гуанин; 2-амино-9-
(2-гидрокси-этоксиметил)-
3H-пурин-6-он;
C8H11N5O3; Mr: 225.21
Натриевая соль АЦВ,
C8H10N5NaO3; Mr: 247.19

Активен in vitro в отношении ВПГ-1 
и ВПГ-2 (ИД50 0,09–4,22 и 0,13–9,8 
мкМ); в отношении ВВЗ в 10 раз 
менее активен (3,5—22,2 мкМ). ВЭБ 
(ИД50 7,1–16,9 мкМ) и ВГЧ-6 умерен-
но чувствительны к АЦВ. Актив-
ность в отношении ЦМВ мини-
мальна. In vivo активен при в/в, в/б, 
оральном и местном использовании. 
ЛД50 АЦВ для мышей при оральном 
введении более 10 000 мг/кг, при в/б 
введении – 1000 мг/кг

ВПГ-инфекции:
внутрь: профилактика и лечение 
первичных и рецидивирующих 
инфекций кожи, глаз, рта, ГГ, 
включая лиц с иммунодефици-
том; 
в/в: генерализованная инфекция, 
энцефалит, неонатальный герпес; 
наружно: поражения кожи и сли-
зистых оболочек), первичный и 
рецидивирующий ГГ.
ВВЗ-инфекции:
внутрь: ветряная оспа, опоясы-
вающий лишай;
в/в: генерализованая инфекция, в 
том числе у лиц с иммунодефи-
цитом; острый некроз сетчатки

Зовиракс: 
– таблетки (200, 
400 и 800 мг),
– 3% глазная 
мазь,
– 5% крем, 
– суспензия для 
приема внутрь 
8% 100 мл; 
– лиофилизирован-
ный порошок для 
приготовления 
инфузионного рас-
твора (125 и 250 
мг) или раствора 
для инъекций 
(125, 250 и 500 мг)

Препарат 
первого ряда;
выпускаются 
многочислен-
ные дженерики.
БДО – 20%

Валацикловир, 
L-валиновый эфир АЦВ; 
2-[(2-амино-6-оксо-3H-
пурин-9-ил)-метокси]-этил-
(2S)-2-амино-3-метил-
бутаноат; С13Н20N6O4; Mr: 
324.34

Так как практически полностью 
(99%) превращается в АЦВ и  
L-валиновый эфир, подобно АЦВ 
активен  в отношении ВПГ-1, ВПГ-2, 
ВВЗ, ВЭБ, ВГЧ-6 и ЦМВ

См. оральный АЦВ Валтрекс, Зели-
трекс, Вацирекс, 
Вал-АЦВ гидрох-
лорид:
 таблетки  (250, 
500 и 1000 мг)

Препарат 
первого 
ряда, метабо-
лический пред-
шественник 
АЦВ. БДО 
– 54%

Пенцикловир,  
9-(4-гидрокси-3-гидрокси 
метил- бут-1-ил)-гуанин; 
2-амино-9-[4-гидрокси-3-
(гидрокси-метил)-бутил]-
3H-пурин-6-он; C10H15N5O3; 
Mr: 253.26

Активен in vitro в отношении ВПГ-1, 
ВПГ-2, ВВЗ (ИД50 0,08–11,33, 0,24–
17,37 и 0,63–11,33 мкМ), ЦМВ и ВЭБ 
(ИД50 47–200 и 5,92–12,24 мкМ). При 
местном использовании, а также при 
подкожном и в/в введении эффектив-
но ингибирует ВПГ-1 и ВПГ-2

Местно: рецидивирующий 
лабиальный герпес  (ВПГ-1/2)

Фенистил пенци-
кловир, Денавир, 
Вектавир: 
крем 1%

БДО - 3–5%. 
Внутриклеточ-
ный Т1/2  значи-
тельно больше, 
чем у АЦВ

Фамцикловир,  
[2-(ацетил-оксиметил)- 4-(2-
аминопурин-9-ил)-бутил]-
ацетат; 9-(4-ацетокси-3-
(ацетокси-метил)бут-1-ил)-
2-аминопурин; C14H19N5O4; 
Mr: 321.34

Показана активность ФЦВ на моде-
лях кожной, генитальной, систем-
ной инфекции, вызванной ВПГ-1 и 
ВПГ-2 у мышей и морских свинок, 
при введении per os 

См. оральный АЦВ Фамвир:
таблетки по 125, 
250 и 500 мг

Препарат 
первого ряда,
метаболичес-
кий предшест-
венник ПЦВ. 
БДО – 77%

Трифтортимидин, 
2′-дезокси-5-
трифторметилуридин, 
1-[4-гидрокси-5-
(гидроксиметил)-оксолан-
2-ил]-5-(трифлуорометил)-
пиримидин-2,4-дион; 
C10H11F3N2O5; Mr: 296.20

Активен в отношении ВПГ-1, ВПГ-2 
и ВОВ
ВПГ-1: ИД50 0,67–33,76 мкМ (вклю-
чая АЦВ-резистентные штаммы),
ЛД50 для мышей и крыс 4379 мг/кг 
и выше

Местно: поверхностные формы 
офтальмогерпеса – первичный 
кератоконъюнктивит, рецидиви-
рующий эпителиальный кера-
тит, вызванные ВПГ-1 и ВПГ-2, 
в том числе при клинической 
неэффективности ЙДУ и АЦВ 
из-за развития лекарственной 
резистентности у вируса 

Вироптик, 
Трифлуридин: 
стерильный 1% 
офтальмологи-
ческий раствор 

При системном 
введении обла-
дает мутагенны-
ми, канцероген-
ными свой-
ствами; не 
тератогенен, но 
эмбриотоксичен

Бромвинилдезокси-
уридин, (E)-5-(2-
бромвинил) -2’-
дезоксиуридин; 
5-[(E)-2-бромоэтинил]-1-
[(2R,4S,5R)-4-гидрокси-5-
(гидроксиметил)-оксолан-
2-ил]-пиримидин-2,4-дион; 
C11H13BrN2O5; Mr: 333.14

ВВЗ: ИД50 0,005–0,1 мкМ,
ВПГ-1: ИД50 0,012–0,24 мкМ,
ВПГ-2: ИД50 ≥ 90 мкМ,
ВЭБ: ИД50 20,71 мкМ.
Нетоксичен in vitro при использова-
нии в концентрациях, в 5000—10 000 
раз превышающих ИД50. 
In vivo активен и при местном, и при 
системном введении

Внутрь: опоясывающий лишай 
у лиц с нормальным иммуните-
том, синдром острого некроза 
сетчатки, вызванного ВВЗ

Бривудин, Гелпин, 
Вирудин, Бриви-
рак, Зовудекс и 
др.: таблетки по 
125 мг

БДО – 33%

Цидофовир, (S)-
1-[3-гидрокси-2-
(фосфонилметокси)-
пропил]-цитозин; 
[(2S)-1-(4-амино-2-
оксопиримидин-1-ил)-3- 
гидроксипропан-2-ил]-
оксиметилфосфоновая 
кислота; 
C8H14N3O6P; Mr: 279.19

ВПГ-1/2: ИД50  1,43–118 мкМ, 
ЦМВ: ИД50  0,34–2,86 мкМ, 
ВВЗ: ИД50 0,79 мкМ, 
ВЭБ: ИД50  0,036–8,95 мкМ. 
In vivo активен при системном (в/б) 
и местном введении. Нетоксичен для 
мышей при введении 2 раза в день в 
течение 5 дней в дозе 200 мг/кг (per 
os, в/б) и  однократном субкутанном 
введении в дозе 500 мг/кг

В/в: ЦМВ-ретинит у ВИЧ-
инфицированных лиц при 
развитии резистентности к ГЦВ 
и ФМК.
Есть позитивный опыт лечения 
ВПГ-инфекций, нечувствитель-
ных к терапии АЦВ и/или ФМК 
у иммунокомпромиссных лиц 
(ГГ и кожный герпес)

Вистид:
раствор по 375 
мг/5 мл

Препарат вто-
рого ряда для 
лечения ЦМВ-
инфекции. 
БДО < 5%. 
Нефротоксичен

Продолжение табл. 1 см. на стр. 109
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вовирусной активности, расширению спектра действия, 
оптимизировать фармакокинетические параметры со-
единения, что в конечном счёте обеспечит более высо-
кие стабильные концентрации ЭХТП в месте развития 
инфекционного процесса и соответственно  не только 
обусловит увеличение противовирусного эффекта, но и 
снизит риск селекции резистентных вирусных частиц. 
В качестве примера можно привести пары препаратов 
АЦВ/ГЦВ, ЙДУ/БВДУ, ЙДУ/ТФТ и другие. В соот-
ветствии с этой стратегией разработаны предлекарства 
АЦВ и ПЦВ (Вал-АЦВ и ФЦВ).

Так как современные противогерпесвирусные ЭХТП 
первого и второго ряда в качестве биомишени исполь-
зуют герпетическую ДНК-pol,  цель второго направле-
ния поиска новых ЭХТП заключается в селекции сое-
динений, подавляющих репродукцию герпесвирусов 
путём взаимодействия с другими вирусными белками-
мишенями, а также соединений, использующих в ка-
честве биомишени клеточные белки, необходимые для 
репродукции вирусов.

В этой статье мы отметим наиболее перспективные со-
единения, представляющие собой модификации коммер-
ческих противогерпетических препаратов, а также новые 
соединения, действие которых связано с вирусной ДНК-
pol. Соединения, проходящие стадию клинических испы-
таний, будут рассмотрены более подробно. Структурные 
формулы ряда соединений приведены в табл. 2.

Модификации коммерческих противовирусных 
ЭХТП

Модификации АЦВ
Одним из основных недостатков АЦВ является его 

низкая биодоступность при приеме per os [18]. Страте-
гия создания L-валиновых эфиров АЦВ и ГЦВ позво-
лила существенно, в 3–5 раз, повысить их оральную 
биодоступность благодаря эффективной абсорбции в 
кишечнике [19].

При оральном введении крысам соединений L-Аla-
АЦВ, L-Ser-АЦВ, L-Ile-АЦВ и γ-Gln-АЦВ, родствен-
ных Вал-АЦВ, было установлено, что L-Ser-аЦВ 
(2-[(2-амино-6-оксо-3H-пурин-9-ил)метокси]этил-(2S)-
2-амино-3-гидроксипропаноат) по показателям эффек- 
ктивности абсорбции (Сmax), скорости элиминации и об-
ласти под кривой (AUC)  превосходит не только АЦВ, 
но и Вал-АЦВ. Так, L-Ser-АЦВ и Вал-АЦВ показали 
приблизительно 7- и 5-кратное увеличение AUC отно-
сительно АЦВ. Сmax L-Ser-АЦВ в плазме в 2 раза больше, 
чем у Вал-АЦВ, и в 15 раз больше, чем у АЦВ [20].

Низкая проницаемость роговицы для АЦВ, а также низ-
кая водорастворимость не позволяют использовать его в 
форме глазных капель для лечения офтальмогерпеса [21]. 

Вал-АЦВ, L-Аla-АЦВ, L-Ser-АЦВ, L-Ile-АЦВ и γ-Gln-
АЦВ хорошо растворимы и стабильны в воде, малоток-
сичны, высокоактивны in vitro в отношении ВПГ-1 и ВВЗ, 
что сделало возможным их введение в форме глазных 
капель. АЦВ в виде эфиров аминокислот посредством 
транспортных систем роговичного эпителия для пепти-
дов и аминокислот проникает через роговицу и обнару-
живается во внутриглазной жидкости в терапевтических 
концентрациях уже через 20 мин [22]. По показателю 
AUС L-Ser-АЦВ и Вал-АЦВ в 2 раза превосходят АЦВ, 
но L-Ser-АЦВ оказался более стабильным во внутриглаз-
ной жидкости (t1/2 > 96 ч) [23] и благодаря улучшенным 
фармакокинетическим показателям по сравнению с АЦВ 
и Вал-АЦВ является наиболее интересным кандидатом 
для использования в виде глазных капель для лечения не 
только эпителиального, но и стромального кератита, и  
создания ЭХТП для орального введения.

На модели эпителиального и стромального кератита 
кроликов, вызванного ВПГ-1, провели сравнительное 
изучение противовирусной активности дипептидного 
производного АЦВ (Val-Val-аЦВ, см. табл. 2) в виде 
глазных капель с коммерческим препаратом ТФТ, при-
знанным «золотым стандартом» в лечении поверхност-
ных форм офтальмогерпеса. Установлено, что 1% рас-
творы Val-Val-АЦВ и ТФТ одинаково эффективны, но 
цитотоксичность Val-Val-АЦВ по результатам оценки 
клеточной пролиферации значительно ниже, чем у ТФТ 
[24], что позволяет рассматривать Val-Val-АЦВ в каче-
стве соединения, перспективного для создания глазных 
капель – предлекарства АЦВ. 

Фосфонатный аналог АЦВ (Ф-аЦВ, см. табл. 2) подав- 
ляет репродукцию ВПГ-1 в культуре клеток и защищает 
заражённых животных от гибели при  в/б и пероральном 
введении (на модели генерализованной ГИ мышей); ак-
тивен при использовании в виде мазевой лекарственной 
формы [25]. Как отмечалось выше, формирование рези-
стентности вируса к АЦВ в подавляющем большинстве 
случаев связано с потерей или значительным снижением 
активности вирусной ТК, что, как правило, обусловлива-
ет перекрёстную резистентность вируса ко всем препа-
ратам первого ряда. Ф-АЦВ эффективно супрессирует 
репродукцию АЦВ-резистентного варианта ВПГ-1, ТК 
которого полностью потеряла ферментативную актив-
ность. Как показано in vitro, Ф-АЦВ проникает в клетки 
Vero в неизменённом виде и превращается в  АЦВ-МФ 
(скорее всего за счёт окисления фосфитной группы) [26]. 
Возможно, в конверсии Ф-АЦВ в АЦВ-МФ задействован 
С-концевой участок ТК (аа  281–376), а не нуклеозид- или 
АТФ-связывающие центры (участвующие в кинировании 
АЦВ и родственных соединений), так как формирование 

Фосфономуравьиной 
кислоты тринатриевая 
соль, 
Карбоксифосфат, Фосфо-
ноформат;
CNa3O5P; Mr: 191.95

Активен in vitro в отношении ВПГ-1 
(ИД50 114,61–224 мкМ), ВПГ-2 (ИД50 
125–312,58 мкМ), ВВЗ (ИД50 125–
312,58 мкМ), ЦМВ (ИД50 156,29–
468,87 мкМ), включая штаммы 
ВПГ и ВВЗ, резистентные к АЦВ, и 
штаммы ЦМВ, резистентные к ГЦВ; 
ВЭБ: ИД50 3,13–5,21 мкМ

В/в:  ВПГ-инфекции, ВВЗ-
инфекции, нечувствительные 
к терапии АЦВ, и ГЦВ-
резистентных ЦМВ-инфекций  
у иммунокомпромиссных лиц.

Фоскарнет:
раствор 6000 
мг/250 мл (24 
мг/мл)

Препарат вто-
рого ряда. 
Нефротокси-
чен, может 
вызывать 
нарушения 
электролитно-
го балланса 

П р и м е ч а н и е .  ГГ – генитальный герпес; в/б  – внутрибрюшинное введение; в/в – внутривенное введение; ВЭБ – вирус Эпштейна—
Барр; ВГЧ-6 – вирус герпеса человека 6-го типа; ЦМВ – цитомегаловирус человека; ВОВ - вирус осповакцины. ГЦВ – ганцикловир; ИД50 
- концентрация соединения, обеспечивающая 50% ингибироание развития вирусиндуцированного цитопатического эффекта; Здесь и в табл. 
2: систематические (по ИЮПАК) наименовании указаны курсивом; БДО – биодоступность при пероральном приёме.

Продолжение табл. 1 со стр. 109.
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пациентов наблюдалась тошнота, головная боль и рвота. 
На основании этих результатов было принято решение о 
проведении III фазы клинических испытаний. 

Завершена  II фаза клинических двойных слепых од-
ноцентровых плацебоконтролируемых испытаний Ва-
ломацикловира  при пероральном введении по 2000 мг 2 
раза в день в течение 21 дня для лечения инфекционного 
мононуклеоза, вызванного ВЭБ (NCT00575185).  

Препарат разработан в биотехнологической компании 
«Medivir AB» (Швеция)». «Epiphany Biosciences, Inc.» 
(США) приобрела лицензию на Валомацикловир.

FV-100 (см. табл. 2) относится к новому классу сое-
динений – бициклическим нуклеозидным аналогам, 
представляет собой гидрохлорид 5’-валинового эфира 
прототипного соединения Сf-1743 (3-(2-дезокси-β-D-
рибофуранозил)-6-(пентилфенил)-2,3-дигидрофуро[2,3-
d]-пиримидин-2-она) и является его метаболическим 
предшественником. Сf-1743 обладает беспрецедентно 
высокой селективной противовирусной активностью в 
отношении ВВЗ (ИД50 0,9–3,3 нМ, ХТИ > 1 000 000), в 
1000 раз превышающую активность АЦВ и в 10 раз – 
активность БВДУ, не проявляя значительной активности 
на других моделях РНК- и ДНК-содержащих вирусов, 
включая ВПГ-1 и ВПГ-2 [34, 35].

Точный механизм действия Сf-1743 не установлен. ТК 
ВВЗ играет ключевую роль, так как ТК-негативные му-
танты ВВЗ резистентны к FV-100 in vitro [34]. Сf-1743 
фосфорилируется до МФ ТК ВВЗ и далее до дифосфата  
тимидилаткиназой ВВЗ.  

В отличие от AЦВ и других нуклеозидных аналогов 
Сf-1743 не обнаруживается в клетках в форме ТФ, поэ-
тому остается неясным, ингибирует ли он ДНК-pol ВВЗ 
или действует по другому механизму [36]. 

Плохая водорастворимость Сf-1743 обусловливает 
его низкую биодоступность при пероральном введении 
(менее 14%). Несмотря на то, что FV-100 примерно в 3 
раза менее активен in vitro, чем Сf-1743, предложенная 
модификация позволяет не только увеличить раствори-
мость соединения в воде, но и существенно улучшает 
его фармакокинетические характеристики: показатели 
AUС и Cmax в плазме крови при пероральном введении 
мышам увеличены примерно в 10 раз по сравнению с 
Сf-1743. Показано, что FV-100 быстро (в течение 2 мин) 
проникает в клетки путём пенетраци и значительно уве-
личивает биодоступность Сf-1743 [35]. 

При проведении I и II фаз клинических испытаний бы-
ли установлены хорошая переносимость, безопасность и 
высокая эффективность FV-100 при пероральном введе-
нии по сравнению с Валтрексом (Вал-АЦВ) при лечении 
опоясывающего лишая (NCT02322957, NCT00900783). 
Установлены фармакокинетические параметры FV-100: 
Сmax Сf-1743 в плазме крови колеблется от 54,6 пг/мл при 
разовой дозе 100 мг per os до 508,1 пг/мл при увеличении 
разовой дозы до 800 мг; Tmax= 1,8 ч, t1/2 = 3,2 ч. Низкая кон-
центрация Сf-1743 в моче указывает на то, что ренальный 
путь выведения не является для него основным. Важней-
шее преимущество FV-100 состоит в том, что в отличие 
от АЦВ, Вал-АЦВ и ФЦВ нет необходимости корректи-
ровать дозу препарата при почечной недостаточности, а 
также то, что частота жалоб на постгерпетическую не-
вралгию в группах пациентов, получавших FV-100 по 200 
и 400 мг 1 раз в день в течение 7 дней, была снижена на 
8–10% [37]. В настоящее время проводится набор участ-
ников для проведения фазы III клинических испытаний 
(NCT 02412917) с целью установления способности  

резистентности к Ф-АЦВ связано с точечной мутацией в 
ТК-гене, приводящей к синтезу укороченного на 96 ами-
нокислотных остатков фермента. При этом ТК сохраняет 
способность фосфорилировать тимидин, но не фосфори-
лирует БВДУ. Важно также, что резистентность к Ф-АЦВ 
развивается медленнее, чем к АЦВ [27].

Модификации ЦДВ
ЦДВ проявляет антивирусную активность на моделях 

всех герпесвирусов человека, но лицензирован только 
для лечения ЦМВ-ретинитов у иммунокомпромиссных 
пациентов. 

Одна из предложенных модификаций ЦДВ – его цикли-
ческая форма HDP-сcDV (см. табл. 2), характеризующая-
ся высокой противовирусной активностью, но его нефро-
токсичность и низкая оральная биодоступность близки 
таковым ЦДВ. Тем не менее  малорастворимые эфиры 
HDP-сCDV в виде суспензии со средним размером микро-
кристаллов 4,4 мкм могут быть использованы для создания 
ЭХТП пролонгированного действия для внутриглазного 
введения. Если ЦДВ при интраокулярном введении вызы-
вает снижение внутриглазного давления [28],  HDP-сCDV 
при введении в максимальной нетоксичной дозе 100 мкг/
глаз в стекловидное тело глаза кроликам не вызывает этого 
эффекта. Его t1/2 составила 6,3 дня. На модели ретинита у 
кроликов, вызванного ВПГ-1, показано, что единственная 
интравитреальная инъекция HDP-cCDV, сделанная за 68 
дней до инфицирования животных, предотвращает раз-
витие ретинита, а противовирусная активность препарата 
сохраняется в течение 100 дней [29].

Ингибиторы герпетической ДНк-полимеразы
Валомацикловир, L-валиновый эфир ациклического 

производного гуанозина – H2G (см. табл. 2), является его 
метаболическим предшественником. Механизм действия 
H2G подобен действию АЦВ. Он активен в отношении 
ВПГ-1, ВПГ-2, ВВЗ, ВЭБ и неэффективен против  ВГЧ-6, 
ВГЧ-7, ВГЧ-8 и ЦМВ человека [30]. H2G является мощ-
ным ингибитором репродукции ВВЗ in vitro: ИД50 лежит 
в диапазоне 0,4–0,7 мкМ, что сопоставимо с активностью 
БВДУ на этой модели (ИД50 0,6–0,9 мкМ), и в 16–28 раз 
выше, чем активность АЦВ (ИД50 6,5–20 мкМ) [31]. Фос-
форилируется до МФ вирусными ТК. Мутации в гене ТК, 
обусловливающие резистентность к АЦВ, также приводят 
к резистентности к H2G [32]. H2G-ТФ является ингибито-
ром герпетической ДНК-pol,  супрессирует также актив-
ность клеточной α-ДНК-pol, но в значительно меньшей 
степени [30]. Однако H2G имеет умеренную биодоступ-
ность при пероральном приеме (17%). Его использование в 
виде L-валинового эфира (Валомацикловира) обеспечива-
ет значительное увеличение биодоступности (более 70%). 

Завершены I и II фазы клинических испытаний Вало-
мацикловира для оценки безопасности и эффективности 
при лечении острой инфекции опоясывающего лишая, 
вызванного ВВЗ, у 373 иммунокомпетентных взрослых 
пациентов (NCT00831103) [33]. Препарат вводили через 
72 ч после появления сыпи 1 раз в день per os в дозе 
1000, 2000  или 3000 мг в течение 7 дней. В качестве по-
зитивного контроля использовали Валтрекс (Вал-АЦВ), 
который вводили 3 раза в день в течение 7 дней в дозе 
1000 мг per os. При использовавнии Валомациклови-
ра в дозе 3000 мг значительно быстрее прекращались 
болевые ощущения и сокращалось время заживления 
герпетических поражений по сравнению с Вал-АЦВ, а 
в дозах 1000 и 2000 мг/день Валомацикловир проявлял 
лечебный эффект, аналогичный таковому Вал-АЦВ. Ва-
ломацикловир в целом хорошо переносится, хотя у ряда 
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ОбзОры

Т а б л и ц а  2
Соединения, специфически нарушающие функционирование ДНк-полимеразы герпесвирусов: модифицированные производные 

современных противогерпетических ЭХТП, а также соединения с альтернативной структурой

Название соединения Дополнительная информацция
Ингибиторы герпетической ДНК-полимеразы

Val-Val-аЦВ, SCHEMBL12618101; 2-[(2-амино-6-оксо-3H-пурин-9-ил)
метокси]этил-2-[(2-амино-3-метилбутаноил)-амино]-3-метилбутаноат; 
C18H29N7O5; Mr: 423.47

Активен на модели герпетического эпителиального и 
стромального кератита кроликов, вызванного ВПГ-1

Ф-аЦВ, фосфит ацикловира, Н-фосфонат 9-[(2- гидроксиэтокси)-метил]
гуанина; 2-[(амино-6-оксо-3Н- пурин- 9ил)метокси]этил-дигидрокси-фосфит; 
C8H12N5O5Р; Mr: 289.19

ЦД50 > 3450 мкМ; ИД50 26,97–53,95 мкМ; ХТИ > 64. 
Активен на моделях генерализованной ГИ у мышей и 
кожного герпеса у кроликов, вызванных ВПГ-1

HDP- сcDV, гексадецилоксипропил-циклический цидофовир; AC1LA8G6; 
SCHEMBL138629; CTK6E0131; CHEMBL1650054; 4-амино-1-[[(5S)-2-(3-
гексадекоксипропокси)-2-оксо-1,4,2$l^{5}-диоксафосфинан-5-ил]метил]
пиримидин-2-он; C27H50N3O6P; Mr: 543.69

Показана эффективность на модели ретинита кроликов, 
вызванного ВПГ-1

Валомацикловир, EPB-348; UNII-F094Y61748; F094Y61748; предлекарство 
H2G, L-валиновый эфир R-9[4-гидрокси-2(гидроксиметил)бутил]-гуанина; 
[(3R)-3-[(2-амино-6-оксо-3H-пурин-9-ил)метил]-4-гидроксибутил] (2S)-2-
амино-3-метилбутаноат; C15H24N6O4; Mr: 352.39

Метаболический предшественник ациклического произ-
водного гуанина H2G. БДО > 70%. Одобрено проведение 
III фазы клинических испытаний лечения опоясываю-
щего лишая. Завершена II фаза клинических испытаний 
лечения инфекционного мононуклеоза, вызванного ВЭБ

Лобукавир, BMS-180194; (R)-BHCG; Цигаловир; SQ 33054; SQ 
34514; A 69992; карбоциклический оксетаноцин G; C-OXT-G; 9 -(2,3-
бис(гидроксиметил)-1-циклобутил)гуанин; 2-амино-9-[(1R,2R,3S)-2,3-
бис(гидроксиметил)циклобутил]-3H-пурин-6-он; C11H15N5O3; Mr: 265.27

ИД50 для ВПГ-1 4–80 нМ, для ВПГ-2 8–20 нМ и ЦМВ 2–4 
мкМ, ЦД50 > 10 мкМ. Фосфорилируется до трифосфат-
ной формы и ингибирует вирусную ДНК-pol и реплика-
цию ДНК. Разработка препарата прекращена

FV-100, валнивудин гидрохлорид, (UNII-L4N5F436FO; 956483-03-7; 
L4N5F436FO; DTXSID40241910 [(2R,3S,5R)-3-гидрокси-5-[2-оксо-6-(4-
пентилфенил)фуро-[2,3-d]пиримидин-3-ил]оксолан-2-ил]метил-(2S)- 2-амино-
3-метилбутаноат; гидрохлорид; C27H36N3O6Cl; Mr: 534.05

Метаболический предшественник Сf-1743 (L-валиновый 
эфир). ИД50 на модели ВВЗ 2,6 нМ, ЦД50 > 10 мкМ, ХТИ 
> 3800. БДО > 50%. Завершена II фаза клинических ис-
пытаний лечения опоясывающего лишая. Инициирована 
III фаза клинических испытаний

Соривудин, BVaraU; Bravavir; Brovavir; Usevir; BVAU, YN-72, SQ32,756; 1-β-
D-арабинофурано-зил-5-[(1E)-2-бромоэтенил]-2,4(1H,3Н)-пиримидин-дион; 
E-5-(2-бромвинил)-1-13-D-арабинофуранозилурацил; 5-[(E)-2-бромо-этенил]-
1-[(2R,3S, 4S, 5R)-3,4-дигидрокси-5-(гидроксиметил)-оксолан-2-ил]пиримидин-
2,4-дион; C11H13BrN2O6; Mr: 349.14

ИД50 для ВПГ-1 11–86 нМ, для ВПГ-2  20,91–75,33 мкМ, 
для ВВЗ 0,23–1,8 нМ. ЦД50 > 1000 мкМ. In vivo активен 
при оральном и в/б введении (на модели летальной 
инфекции мышей). БДО > 60%. Проведена III фаза кли-
нических испытаний. Принято решение о прекращении 
дальнейшей разработки препарата

PnU-183792, CHEMBL194433; AC1LAOUP; SXLQSQMKOYVAAW-
UHFFFAOYSA-N; SCHEMBL6699690; BDBM50172526; N-[(4-хлорфенил)-
метил]-1-метил-6-(морфолин-4-илметил)-4-оксохинолин-3-карбоксамид; 
C23H24ClN3O3; Mr: 425,91

ЦД50 > 100 мкМ. ИД50 для ВПГ-1, ВПГ-2 и ВГЧ-8 3,1–3,5 
мкМ, для ЦМВ человека  0,94 мкМ, для ВВЗ  0,34 мкМ, 
для ВЭБ  0,17 мкМ. Показана активность in vivo (при 
оральном введении на модели летальной инфекции ЦМВ 
у мышей)

PnU-182171, AC1O57HM; SCHEMBL6697923; YRJSPSHBIUBSBT-
IHWYPQMZSA-N; 8-фтор-1,4-дигидро-1-метил-6-[(Z)-3-гидрокси-1-
пропенил]-N-(4-хлорбензил)-4-оксохинолин-3-карбоксамид; N-[(4-хлорфенил)
метил]-8-флуоро-6-[(Z)-3-гидроксипроп-1-енил]-1-метил-4-оксохинолин-3-
карбоксамид; C21H18ClFN2O3; Mr: 400,83 

Спектр активности аналогичен таковому PNU-183792

Ингибиторы ассоциации каталитической и процессивной субъединиц ДНК-полимеразы
BP5, ZINC00754640; AC1LLKZW; N-(2,1,3-бензотиодиазол-4-ил)-5-бромо-2-
[(4-хлорофенил)сульфониламино]-бензамид; C19H12BrClN4O3S2; Mr: 523.80

Показана активность in vitro на модели ВПГ-1 (ИД50 2 
мкМ, ЦД50 50 мкМ)

Ралтегравир, Исентресс; MK-0518; 518048-05-0; UNII-22VKV8053U; N-(2-(4-
(4-фторбензилкарбамоил)-5-гидрокси-1-метил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-
2-ил)- пропан-2-ил)-5-метил-1,3,4-оксадиазол-2-карбоксамид, N-[2-[4-[(4-
флуорофенил)метилкарбамоил]-5-гидрокси-1-метил-6-оксопиримидин-2-ил]
пропан-2-ил]-5-метил-1,3,4-оксадиазол-2-карбоксамид, C20H21FN6O5, Mr 444,42

Показана активность in vitro в отношении ВПГ-1, ВПГ-2 
и ЦМВ человека (ИД50 для ВПГ-1 - 68 мкМ, для ВПГ-2 - 
86 мкМ и ЦМВ человека - 20 мкМ). ЦД50 около 800 мкМ.

П р и м е ч а н и е . ИД50 – минимальная активная концентрация соединения; ЦД50 – концентрация соединения, вызывающая гибель 50% 
клеток; ХТИ вычисляется как отношение ЦД50 к ИД50.

FV-100 (400 мг 1 или 2 раза в день в течение 7 дней) пре-
дотвращать постгерпетическую невралгию. В качестве 
позитивного контроля будет использоваться Валтрекс 
(1000 мг 3 раза в день в течение 7 дней). 

В 2012 г. «Synergy Pharmaceuticals» (США) приобре-
ла права на FV-100 у «Bristol-Myers Squibb» (США) и в 
2013 г. передала их вновь образованной дочерней ком-
пании «ContraVir Pharmaceuticals, Inc.» (США), которая 
и спонсирует в настоящее время клинические исследо-
вания FV-100.

Соривудин (СРВ) близок по структуре БВДУ (см. табл. 
2), подобно АЦВ и БВДУ  фосфорилируется вирусной ТК 
до МФ. Кроме того, его дифосфорилирование также зави-
сит от вирусной ТК. СРВ-ТФ не инкорпорируется в элон-
гирующуюся вирусную ДНК, но блокирует репликацию 
путём ингибирования вирусной ДНК-pol [38]. Активность 
СРВ in vitro в отношении ВПГ-1 превышает активность 
АЦВ, но существенно уступает ему на моделях ВПГ-2 и 
ЦМВ. Показатели ИД50 СРВ для ВВЗ в 3000–5000 раз ни-
же, чем ИД50 АЦВ, и в 30–50 раз ниже ИД50 БВДУ [39].



112

Problems of Virology. 2018; 63(3)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2018-63-3-106-114

RevIews

СРВ обладает высокой биодоступностью при перо-
ральном введении и хорошо переносится. Клиниче-
ские исследования показали, что СРВ при пероральном 
приеме (40 мг 1 раз в день в течение 5 дней) высоко-
эффективен в лечении ветряной оспы и опоясывающего 
лишая у ВИЧ-инфицированных лиц [40]. Однако при 
проведении в Японии клинических испытаний погибло 
18 пациентов, получавших одновременно СРВ (50 мг 3 
раза в день) и противораковый препарат – предшествен-
ник 5-флуороурацила (5-ФУ). Причиной смерти стала 
необратимая инактивация клеточного фермента дигид- 
ропиримидиндегидрогеназы метаболитом СРВ (5-(2-
бромовинил)урацилом)) и вследствие  этого подавление 
катаболизма высокотоксичного 5-ФУ и значительное по-
вышение его уровня в плазме крови [41]. Поэтому раз-
работка и продвижение на мировом фармацевтическом 
рынке коммерческих препаратов СРВ Usevir («Nippon 
Shoji», Япония) и Brovavir («Bristol-Myers Squibb», 
США) были прекращены.

Лобукавир (ЛБВ), аналог дезоксигуанозина (см. табл. 
2), активен в отношении ВПГ-1, ВПГ-2, ВВЗ, ЦМВ, виру-
са гепатита В и ВИЧ [42–44]. Концентрации ЛБВ, эффек-
тивные в отношении ВПГ-1, ВПГ-2 и ЦМВ in vitro [42], 
ниже аналогичных величин для АЦВ. В клетке ЛБВ ки-
нируется до активной трифосфатной формы, являющей-
ся субстратом для герпетической ДНК-pol. Вследствие 
встраивания ЛБВ-ТФ в цепь ДНК её  синтез прерывается. 
Однако подобно АЦВ ЛБВ нуждается в активности ви-
русной ТК для осуществления первого этапа фосфорили-
рования с образованием ЛБВ-МФ [43, 45]. Поэтому ТК־- 
и ТКdeficient -штаммы вируса кросс-резистентны к АЦВ и 
ЛБВ. In vivo ЛБВ активен при пероральном введении мы-
шам, инфицированным ВПГ-1 или ВПГ-2, и при местном 
использовании (крем 5%, 2 раза в сутки в течение 5 дней) 
для лечения кожного герпеса у морских свинок.

Биодоступность ЛБВ при пероральном приеме со-
ставляет 40–60% [46], период полувыведения ЛБВ из 
клетки (Т1/2) – 10 ч. При проведении клинических ис-
пытаний ЛБВ (при пероральном введении) для лечения 
ЦМВ-инфекции у ВИЧ-инфицированных пациентов 
(NCT00002352) показано его позитивное влияние на 
течение инфекции. Хорошая растворимость ЛБВ в во-
де позволяет использовать его в виде глазных капель. 
Установлена клиническая эффективность препарата для 
лечения офтальмогерпеса, вызванного ВПГ-1: введение 
0,1% раствора ЛБВ по 1 капле 5 раз в день обеспечи-
вало заживление язв в среднем в течение 5 дней [47]. 
ЛБВ находился в фазе III клинических испытаний для 
лечения герпетического стоматита и ГГ, опоясывающего 
герпеса, а также вирусного гепатита В. Однако развитие 
неоплазии у мышей, длительно (в течение 104 нед) по-
лучавших ЛБВ per os, послужило основанием для при-
остановки в 1999 г. клинических испытаний препарата 
фирмой-разработчиком «Bristol-Myers Squibb» (США). 

PnU-182171 и PnU-183792 (производные 
4-гидроксихинолин-3-карбоксамида (4-HQC; см. табл. 2) 
– новый класс высокоселективных ненуклеозидных инги-
биторов ДНК-pol герпесвирусов. Активность PNU-183792 
in vitro в отношении ЦМВ человека хорошо сопоставима 
с активностью ГЦВ, проявляет эффективность на модели 
ВВЗ, ВПГ-1, ВПГ-2, ВГЧ-8 и ВЭБ. PNU-183792 неактивен 
в отношении ВГЧ-6 в концентрации до 100 мкМ. Соедине-
ния этого класса неактивны в отношении неродственных 
ДНК- и РНК-содержащих вирусов. PNU-183792 не инги-
бирет ДНК-pol человека α, β, g и δ даже при использовании 

высоких концентраций, в 60 и более раз превосходящих 
концентрации, необходимые для ингибирования вирусных 
ДНК-pol, что указывает на специфичность взаимодействия 
соединения с ДНК-pol герпесвирусов [48–50].

PNU-182171 и PNU-183792 сохраняют высокую анти-
вирусную активность в отно-шении АЦВ-устойчивых 
штаммов ВПГ-1, ВПГ-2 и ГЦВ-устойчивых штаммов 
ЦМВ благодаря тому, что механизмы действия произво-
дных 4-HQC и модифицированных нуклеозидов различ-
ны. Резистентность к PNU-182171 связана с единствен-
ной заменой V823A в пределах консервативного домена 
III ДНК-pol. V823 консервативен у ВПГ-1, ВПГ-2, ЦМВ, 
ВВЗ, ВЭБ и ВГЧ-8. Примечательно, что ДНК-pol ВГЧ-6 
и ВГЧ-7 содержат аланин в положении 823 и не ингиби-
руются соединениями этого класса. Однако ВГЧ-6 с за-
меной А823V в ДНК-pol становится чувствительным к 
PNU-183792. Очевидно, производные 4-HQC могут свя-
зываться с V823 вирусной ДНК-pol и нарушать её  взаи-
модействие с праймером матричной ДНК или сдвигать 
матрицу из активного сайта ДНК-pol, нарушая таким 
образом связывание и/или включение поступающего в 
репликативный комплекс дезоксинуклеозид-ТФ с ДНК-
pol. Высокая противовирусная активность производных 
4-HQC показана не только в культуре клеток, но и in vi-
vo. PNU-183792 эффективен при пероральном введении 
на модели летальной инфекции ЦМВ у мышей [50]. 

Сведения о дальнейших исследованиях производных 
4-HQC в доступной литературе отсутствуют.

Ингибиторы ассоциации каталитической и про-
цессивной субъединиц ДНК-полимеразы

Гетеродимерный комплекс ДНК-pol ВПГ состоит из 
каталитической субъединицы (продукта гена UL30) и 
ассоциированной с ней процессивной субъединицы, ко-
дируемой геном UL42. Специфическое взаимодействие 
рUL30-рUL42 в составе репликативного комплекса не-
обходимо для функционирования ДНК-pol.

Субъединица рUL42 связывается непосредственно с 
ДНК и обеспечивает увеличение процессивности пу-
тём  повышения сродства каталитической субъедини-
цы ДНК-pol рUL30 к 3’- концам праймеров матрицы 
и  предотвращения диссоциации ДНК-pol от матрицы 
после каждого каталитического цикла [51]. Нарушение 
взаимодействия рUL30-рUL42 фатально для репликации 
герпетической ДНК. 

In vitro показано, что пептиды длиной 36, 27 и 18 аа-
остатков, комплементарные C-концу каталитической 
субъединицы ДНК-pol ВПГ-1, ингибируют образование 
комплекса рUL30-рUL42 и соответственно репликацию 
ДНК ВПГ, но не влияют на активность клеточной ДНК-
pol [52]. Очевидно,  27 С-концевых аа (аа 1209–1235) 
рUL30 необходимы для взаимодействия с рUL42. Иден-
тифицированы специфические водородные связи, край-
не важные для связывания рUL30-рUL42 [52, 53], в част-
ности водородные связи между R1229 ДНК-pol и Q171 
рUL42, связанного в свою очередь с F1211 ДНК-pol 
[54]. Таким образом, пептиды, комплементарные 18–27 
С-концевым аa-остаткам ДНК-pol ВПГ, представляют 
класс специфических ингибиторов, блокирующих обра-
зование репликативного комплекса, а, следовательно, и 
синтеза вирусной ДНК.

С использованием высокоэффективного скринин-
га были селекционированы непептидные соединения, 
специфически препятствующие взаимодействию ка-
талитической и процессивной субъединиц ДНК-pol 
ВПГ-1. Одно из них, BP5 (см. табл. 2), хотя и более ток-
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сично, чем АЦВ, но ингибирует репликацию ВПГ-1 in 
vitro также эффективно, как AЦВ, в нетоксичных для 
клеток Vero концентрациях [55]. Механизм ингибирова-
ния белок-белкового взаимодействия небольшой моле-
кулой ВР5 до конца неясен. Результаты изучения BP5-
резистентного мутанта ВПГ, содержащего одиночную 
замену Q171A в рUL42, позволяют предположить, что 
действие BP5 является вирусспецифическим [54]. В на-
стоящее время разрабатываются более селективные сое-
динения, относящиеся к этой группе ингибиторов.

Ралтегравир (РТВ; см. табл. 2; «Merck Sharp & 
Dohme», США) – известный коммерческий антиретрови-
русный препарат, ингибитор интегразы ВИЧ-1, супресси-
рует также репродукцию ВПГ-1, ВПГ-2 и ЦМВ человека 
[56]. Установлено, что мутация, приводящая к резистент-
ности ВПГ-1 к РТВ, локализована в гене UL42 [57]. Одна-
ко средняя максимальная концентрация РТВ в крови (Сmax 
2,34 мкМ), достигаемая при приеме РТВ в терапевтиче-
ских дозах (400 мг 2 раза в день) [58], существенно ниже 
концентраций, обеспечивающих эффективное ингиби-
рование репродукции герпесвирусов. Поэтому у ВИЧ-
инфицированных лиц на фоне приёма РТВ в ряде случа-
ев отмечено развитие рецидивов ГИ (простой герпес, ГГ, 
опоясывающий лишай). Тем не менее, если учесть, что 
около 95% пациентов с ВИЧ/СПИД-инфекцией серопози-
тивны к ВПГ-1 и/или ВПГ-2, и в последние годы не толь-
ко наблюдается подъём заболеваемости ВИЧ-инфекцией, 
но и увеличение доли больных в поздних стадиях (4Б, 4В, 
5), в связи с чем возрастает риск развития тяжёлых форм 
ГИ [4],  поиск структурных аналогов РТВ, которые по-
тенциально могут оказаться способными воздействовать 
одновременно и на герпесвирусы, и на ВИЧ, представля-
ет несомненный практический интерес.

Заключение
Современная антигерпесвирусная этиотропная хими-

отерапия базируется главным образом на соединениях, 
относящихся к классу модифицированных нуклеози-
дов, биологическая активность которых определяется 
их способностью селективно ингибировать активность 
вирусной ДНК-pol. Продолжающиеся в этом направле-
нии разработки позволили выявить новые соединения, 
имеющие более благоприятные фармакокинетические 
параметры, характеризующиеся высокой антивирусной 
активностью в отношении альфагерпесвирусов. Вало-
мацикловир и FV-100 успешно прошли II фазу клиниче-
ских испытаний; одобрено проведение III фазы клини-
ческих испытаний этих препаратов.

Определены новые пути нарушения функциональ-
ной активности фермента ДНК-pol альфавирусов путём 
использования соединений ненуклеозидной природы, 
а также как результат нарушения ассоциации субъеди-
ниц, формирующих ферментативный комплекс. Важно 
подчеркнуть, что открытие новых путей ингибирования 
ДНК-pol – фермента, активность которого необходима 
для воспроизведения вирусного генома, а, следователь-
но, и для репродукции вируса, не только расширяет воз-
можности воздействия на ГИ, но и позволяет эффективно 
преодолевать барьер лекарственной устойчивости ко всем 
использующимся в настоящее время в клинической прак-
тике ЭХТП, включая препараты первого и второго ряда.
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Рассмотрена современная эпизоотическая ситуация по бешенству в Тверской области. Проанализирован 
видовой и количественный состав животных с лабораторно подтвержденным заболеванием. Установле-
но, что особенности течения эпизоотий на территории Тверской области соответствуют закономерностям, 
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ческой группе. При помощи геоинформационной системы были получены нозологические карты Тверской 
области и проведено исследование пространственно-временных особенностей течения эпизоотического 
процесса рабической инфекции.
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Rabies epidemic situation in the Tver Region has been studied. Animals of different species that had confirmed 
clinical rabies were statistically analyzed. It was established that the features of the course of epizootics in the Tver 
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the rabies virus N gene and phylogenetic analysis, the isolates studied were assigned to the central phylogenetic 
group. With the help of the geoinformatic system, nosological maps of the Tver region were obtained and the 
spatial- temporal features of the course of the epizootic process of rabies infection were studied.
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Введение
Бешенство – это острая вирусная инфекция, пора-

жающая центральную нервную систему. Возбудитель – 
РНК-содержащий вирус рода Lyssavirus семейства Rhab-
doviridae. Восприимчивы теплокровные млекопитаю-
щие большинства видов, в том числе человек [1–10].

 Для Российской Федерации проблема бешенства не 
теряет  актуальности. По данным Центра ветеринарии, 
за период после 2000 г. в среднем регистрируется около 
3,5 тыс. неблагополучных пунктов за год и, как видно на  
рис. 1, в целом за этот период линия тренда находится 
в равновесном положении, что указывает на отсутствие 
каких-либо существенных изменений [1, 2, 9, 11–25,].

Наибольшее число неблагополучных пунктов тради-
ционно приходится на Центральный и Приволжский фе-
деральные округа. Территория Тверской области входит 
в состав обширного ареала бешенства, покрывающего 
большую часть ЦФО и, согласно архиву лаборатории 
эпизоотологии ВИЭВ, регулярно демонстрирует вспыш-
ки болезни на протяжении последних 25 лет [8, 12, 13, 
21, 22, 24, 26–29].

Рассматривая ситуацию в Тверской области за послед-
ние 4 года, можно отметить волнообразный характер 
эпизоотического процесса, что объясняется циклично-
стью бешенства природного типа и совпадает с перио-
дами подъёмов и спадов на всей европейской части РФ. 
Так, в 2013 г. было выявлено 93 случая бешенства, в 
2014 г. – 56, в 2015 г. – 115, в 2016 г. – 104, а с января по 
май 2017 г. выявлено 39 случаев бешенства среди живот-
ных. Бешенство регистрировалось практически во всех 
районах Тверской области.

Всего за 2013–2016 гг. зарегистрировано 368 случаев 
бешенства, из которых более 90% представлены слу-
чаями среди диких и домашних плотоядных животных. 
Такая видовая структура заболевания характерна для 
бешенства природного типа, когда болезнь распростра-
няют дикие плотоядные, и объяснима их высокой вос-
приимчивостью к возбудителю инфекции, строением 
ротового аппарата, позволяющего легко наносить уку-
сы, агрессивностью, склонностью к миграции, способ-
ностью к быстрому восстановлению численности попу-
ляции. 

Домашние плотоядные в силу поведенческих осо-
бенностей представляют собой наибольшую группу 
риска заражения при эпизоотиях природного типа, но, 
в условиях относительно холодного климата централь-
ной части России, собаки и кошки сильно привязаны к 
жилью человека, что ведёт к территориальному сегмен-
тированию популяции на изолированные микрокласте-
ры и препятствует длительной циркуляции вируса среди 
животных этих групп из-за их малочисленности и низ-
кой вирулентности природно-очагового вируса лисьего 
экотипа. При этом проводимая программа вакцинопро-
филактики не полностью охватывает популяцию мелких 
домашних животных, и при одновременном наличии 
большого числа безнадзорных животных это приводит к 
нередким заражениям бешенством собак и кошек. Учи-

тывая близость мелких домашних животных к человеку, 
случаи их заболевания представляют огромную эпиде-
миологическую опасность [2, 4, 8, 9, 13, 30–32].

Основным методом борьбы с природным бешенством 
общепризнанно считается оральная вакцинация диких 
плотоядных, которая должна проводиться под контро-
лем её эффективности (поедаемость вакцинных прима-
нок по тетрациклиновому маркёру, наличие вирусней-
трализующих антител в протективных титрах) и с по-
стоянным эпизоотологическим мониторингом. Важным 
элементом в понимании особенностей и механизмов 
территориального продвижения эпизоотий являются 
методы молекулярной эпизоотологии, объединяющие 
молекулярно-генетические исследования и методы но-
зогеографии [17, 22, 28].

Статья написана в рамках выполнения Государствен-
ного задания по программе фундаментальных научных 
исследований государственных академий наук по теме  
«Получить новые знания о генетической структуре ви-
руса классического бешенства, распространённого на 
территории России» (№ 0578-2015-0003).

Целью работы было исследование современных осо-
бенностей эпизоотологического процесса рабической 
инфекции на территории Тверской области с исполь-
зованием геоинформационных систем и молекулярных 
филогенетических исследований.

Материал и методы
Эпизоотологическое  исследование
Иcпoльзoвaны дескриптивные мeтoды cpaвнитeльнo-

иcтopичecкoгo и cpaвнитeльнo-гeoгpaфичecкoгo иссле-
дования, a пpи эпизooтoлoгичecкoм aнaлизe –  мeтoды  
aнaлитичecкoй и экcпepимeнтaльнoй эпизooтoлoгии.

Работа выполнена в  лаборатории эпизоотологии   
ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко. Были проанализированы ста-
тистически обработанные данные ежегодной первичной 
отчетности ветеринарных служб Тверской области.

Разработка ГИС-проекта. В разработанном в ла-
боратории эпизоотологии ВИЭВ тематическом проекте 
географической информационной системы (ГИС) были 
построены цифровые нозологические карты  Тверского 
региона и европейской части РФ. На цифровых картах  
отражено эпизоотологическое районирование террито-
рий и с использованием «тепловых» карт  определены 
зоны напряжённости эпизоотологической ситуации за 
различные периоды времени. В ходе работы была ис-
пользована программная платформа  ArcGIS компании 
«ESRI» [7, 21–23, 25, 27, 33–35].

Молекулярно-генетическая характеристика и фи-
логенетический анализ

Материалом для исследования послужили 5 очищен-
ных ПЦР-продуктов, содержащих ген N вируса бешен-
ства (cм. таблицу). Для сравнительного анализа были 
использованы нуклеотидные последовательности гена 
N штаммов вируса бешенства, содержащиеся в базе дан-
ных NCBI. 

Для секвенирования ампликонов использовали те 
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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 выравни-
вания нуклеотидных последовательностей и проведения 
филогенетического анализа применяли пакет программ 
DNASTAR v 3.12 («Lasergenе Inc.», США) и  BioEdit 
7.0.1. Для оценки достоверности топологии филогене-
тической дендрограммы был проведен bootstrap-анализ 
с привлечением 1000 псевдореплик.

Результаты 
Эпизоотологическое исследование бешенства на 

территории Тверской области в период с 2013 г. по 
май 2017 г.

С 2013 по 2016 г. в Тверской области выявлено 368 
случаев бешенства животных, а с января по май 2017 
г. – 39 случаев. Основную часть заболевших животных 
составили лисы, енотовидные собаки и домашние пло-
тоядные. На рис. 2 показано процентное распределение 
случаев бешенства среди разных групп животных за пе-
риод с 2013 по май 2017 г.

Анализ полученных данных свидетельствует о том, что 
наибольшее число случаев бешенства в регионе регистри-
ровалось среди диких животных, а именно енотовидных 
собак и лис (51 и 28% соответственно). Доля домашних 
плотоядных (собаки и кошки) составила в целом 17%. 
Среди других групп животных, как диких, так и домаш-
них, регистрировались единичные случаи бешенства. 

Как видно на рис. 3, циклы сезонных подъёмов забо-
леваемости енотовидной собаки почти полностью со-
впадают с циклами сезонности у лисицы, что указывает 
на существующую между ними связь. 

Для исследования особенностей пространственного 
продвижения волны эпизоотии бешенства по террито-
рии Тверской области в ГИС-проекте «Бешенство в Рос-
сийской Федерации», разрабатываемом в лаборатории 
эпизоотологии ВИЭВ, были сформированы серии по-
следовательных нозокарт.

В правой части рис. 4 приведена последовательность 
«тепловых» карт европейской части страны, на которых 
отображена интенсивность эпизоотического процесса 
через градиентную заливку, где жёлтым цветом показа-
ны районы с низкой плотностью регистрации вспышек 
бешенства и красным цветом показаны районы, где плот-
ность расположения вспышек болезни максимальная. В 
левой части рисунка синхронно приведены эпизоотоло-
гические карты Тверской области, где число вспышек в 
каждом районе показано кружками пропорционального 
размера. 

Как видно из карт на рис. 4, за этот период бешенство 
регистрировалось в большинстве районов Тверской об-
ласти, в большей степени затрагивая центр и восток, 
значительно реже демонстрируя активность на западе. 
С января 2013 г. по май 2017 г. наибольшее число слу-
чаев бешенства приходилось на районы, граничащие с 
Московской областью: Калининский (53), Калязинский 
(31), Зубовский (22).

Филогенетический анализ изолятов вируса бешенства, 
выделенных на территории Тверской области

Определена первичная структура гена N вируса бе-
шенства для 5 изолятов из Тверской области. На осно-
вании полученных нуклеотидных последовательностей 
и материалов, опубликованных в базе данных GenBank, 
была построена филогенетическая дендрограмма и про-
веден филогенетический анализ (рис. 5). 

Для филогенетического анализа использовали вак-
цинные и референсные штаммы вируса бешенства ERA, 
SAD B19, SAG 2, RV-97, Moscow 3253, CVS, SRV9, изо-

Естественная история изолятов, использованных для 
молекулярно-генетического анализа

Изолят Вид животного Регион
Tver_8_2014 Енотовидная 

собака
Тверская область, Кесово-

горский район, 600 м от дер. 
Столбово

Tver_13_2014 Собака Тверская область, Кесовогор-
ский район, дер. Федцово

Tver_647_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Пеновский 
район, урочище  Михайлов-

щина
Tver_127_2015 То же Тверская область, Осташков-

ский район
Tver _125_2015 « « То же
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Рис. 1. Динамика случаев заболевания бешенством животных в 
Российской Федерации за 2000 – 2016 гг.

Рис. 2. Процентное распределение случаев бешенства среди раз-
ных групп животных в Тверской области за 2013 – май 2017 г.

КРС – крупный рогатый скот.
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именно енотовидных собак и лис (51 и 
28% соответственно). При этом ситуация 
по енотовидной собаке в Тверской обла-
сти в значительной степени отличается 
от наблюдаемых процессов на всех дру-
гих территориях страны и является важ-
ной эпизоотологической особенностью. 
Широкое распространение бешенство 
енотовидных собак получило в целом ря-
де регионов европейской части страны, и 
дополнительно к Тверской области  такие 
случаи часто регистрируются в Ярослав-
ской, Московской областях, в несколько 
меньшей степени – в Брянской, Смолен-
ской, Кировской областях. Однако только 
в Тверской области инцидентность среди 
енотовидных собак почти в 2 раза пре-
вышает таковую лисьего бешенства.  В 
данном случае возникает очень важный 
вопрос: является ли енотовидная собака 
резервуаром природного бешенства или 
выступает в качестве очень активного 
амплификатора вируса лисьего экотипа 

без возможности длительного сохранения его в своей 
популяции? Енотовидная собака в условиях холодной 
зимы нередко впадает в спячку, что может служить 
сильным препятствием для непрерывной циркуляции 
вируса в зоне природного очага или, наоборот, обе-
спечивать длительное сохранение хронизированной 
инфекции в течение неблагоприятного периода (так 
называемое «перезимовывание» инфекции). Однако 
по данным ветеринарной отчётности, за весь исследуе-
мый период случаи бешенства у енотовидной собаки 
выявлялись круглый год, причём в зимние месяцы по-
казатель инцидентности был значительно выше реги-
стрируемой заболеваемости в летний период.

Анализ полученных данных показывает, что в усло-
виях Тверской области  енотовидная собака выступает 
в роли вида-индикатора, активно отражая циркуляцию 
вируса бешенства в дикой природе. Поэтому пока нельзя 
точно определить, произошла ли сукцессия природного 
очага с заменой вида-резерванта, и не исключено, что 
лисица остаётся истинным стимулятором эпизоотиче-
ских волн в этом регионе, а енотовидная собака толь-
ко обеспечивает их индикацию. В целом независимо от 
роли енотовидной собаки в эпизоотической цепи любое 
планирование и проведение профилактических вакцина-
ций в дикой природе должны проводиться с обязатель-
ным учётом ее биологии и поведенческих особенностей. 
Одновременно для Тверской и Ярославской областей 
успешность борьбы с бешенством будет напрямую зави-
сеть от интенсивности проведения программ по регули-
рованию численности популяций диких псовых обоих 
видов.

Как видно из графика сезонности (см. рис. 3), наи-
более благоприятным периодом года являются июнь 
– август, что связано с наименьшей мобильностью ди-
ких плотоядных в это время. В связи с этим началом 
эпизоотологического цикла бешенства условно можно 
считать начало лета, и более рациональным, по мне-
нию авторов данной статьи, будет построение графи-
ков и нозологических карт, затрагивающих периоды с 
июня по май. 

Кроме сезонных подъёмов, эпизоотиям природно-
го бешенства присущи периоды цикличных подъёмов 

ляты RV299 и RV1154, а также первичные структуры 
гена N изолятов, выделенных ранее на территории Твер-
ской области.

Размер исследуемого фрагмента составил 1110 нукле-
отидных остатков (н. о.), кодирующих 370 аминокислот. 
На рис. 6 показаны предсказанные последовательности 
аминокислот всех исследуемых изолятов в сравнении с 
некоторыми ранее охарактеризованными и референсны-
ми штаммами вируса бешенства. 

При анализе предсказанных аминокислотных после-
довательностей было установлено, что в позиции 94 
изолят Tver_125_2015 содержит аминокислоту валин 
вместо изолейцина, а в позиции 95 все исследуемые 
изоляты наряду с ранее изученными и изолятом RV299 
(выделен в Туле) содержат триптофан вместо валина, 
пролина и лейцина.

В положении 106 у всех изолятов из Тверской области 
содержится глицин вместо аспарагиновой кислоты. В 
позиции 135 изоляты Tver_8_2014 и Tver_13_2014 со-
держат серин вместо пролина вместе со штаммом CVS и 
изолятами Tver_7574f_2008 и Tver_7575f_2008.

Все изоляты из Тверской области в позиции 217 со-
держат остаток валина вместо изолейцина вместе с изо-
лятом RV299. В позиции 332 изоляты Tver_125_2015, 
Tver_127_2015 и Tver_647_2014 содержат треонин вме-
сто аланина, а в положении 379 у всех исследуемых изо-
лятов и изолятов Tver_7576rd_2008, Tver_7577f_2008, 
Tver_75796f_2008 наблюдали аланин вместо валина или 
метионина. 

По предсказанным аминокислотным последователь-
ностям исследуемые изоляты отличаются от референс-
ных штаммов и других изолятов на 3–4%. Между со-
бой исследуемые изоляты различаются на 0,3–0,8%, а 
от других изолятов из Тверской области отличаются на 
0,5–1,4%. 

Обсуждение
Эпизоотологическое исследование бешенства на тер-

ритории Тверской области в период с 2013 по май 2017 г.
Как следует из данных эпизоотологической статисти-

ки, наибольшее число случаев бешенства в Тверской 
области регистрировалось среди диких животных, а 
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Рис. 3. Сезонное распределение случаев бешенства среди разных групп живот-
ных в Тверской области за январь 2013 г. – май 2017 г.
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Рис. 4. Карты распределения вспышек бешенства животных по районам Тверской области в сравнении с картами плотности вспы-
шек бешенства на европейской части Российской Федерации за период с июня 2013 г. по май 2017 г. (ГИС-проект ВИЭВ).
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и спадов, затрагивающих несколько лет (см. рис. 1). В 
рассматриваемом временном отрезке январь 2013 г. – 
май 2017 г. Тверская область была вовлечена в сильный 
эпизоотический подъём бешенства 2014 – 2015 гг. на ев-
ропейской части страны. 

Анализ в ГИС особенностей распределения бешен-
ства на европейской части  позволяет выделить не-
сколько территориальных кластеров со своими ядрами, 
почти сливающимися в годы максимального подъёма 
и более отчётливо определяющимися в периоды отно-
сительного улучшения эпизоотической ситуации. На-
личие кластеризации ареала бешенства подтверждает-
ся ранее проводимыми исследованиями антигенного и 
генетического разнообразия полевых изолятов вируса, 
полученных из разных регионов страны [4, 7, 11, 14–
16, 20, 24].

Филогенетический анализ изолятов вируса бешенства, 
выделенных на территории Тверской области

Было проведено молекулярно-генетическое иссле-
дование 5 образцов (очищенных ПЦР-продуктов), со-
держащих нуклеопротеин вируса бешенства. Благодаря 
применению моноклональных антител с 70-х годов ХХ 
века стали возможными изучение разнообразия ангиген-
ной структуры лиссавирусов, идентификация серотипов 
и антигенных вариантов вируса бешенства. В результа-
те многих исследований  штаммы и изоляты вируса бе-
шенства, выделенные на территории России и ближнего 
зарубежья, были разделены на несколько групп: Евра-
зийскую, Кавказскую, Северо-Европейскую (Северо-
Восточно-Европейскую), Центральную и Арктическую. 
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 [4, 7, 11, 14–16, 20, 24].

Было установлено по аминокислотному составу, что 
на заданном участке генома исследуемые изоляты от-
личаются от референсных штаммов и других изоля-
тов на 3– 4%, а между собой – на 0,3– 0,8%, от других 

изолятов из Тверской области –  на 
0,5–1,4%. Так, изоляты Tver_8_2014 
и Tver_13_2014 на заданном участ-
ке генома практически идентич-
ны по отношению друг к другу, 
как и изоляты Tver_127_2015 и 
Tver_647_2014. Существенные раз-
личия наблюдаются при сравнении с 
вакцинными штаммами. Изолят RV 
299, выделенный в Туле, филогене-
тически близок к изолятам из Твер-
ской области, образуя вместе с ними 
отдельный кластер на дендрограмме 
и имея в позиции 217 характерную 
для Центральной группы замену 
изолейцина на валин.  

В ходе предыдущих исследова-
ний было неоднократно показано,  
что изоляты вируса бешенства, вы-
деленные на одной территории или 
близлежащих территориях, генети-
чески наиболее близки и имеют ха-
рактерные молекулярные отличия. 
Были выявлены «маркёрные» заме-
ны в последовательностях амино-

кислот нуклеопротеина, позволяющие предположить 
принадлежность изолята к той или иной группе вируса 
бешенства [14, 20, 27].

Выводы
Анализ эпизоотологических особенностей распро-

странения бешенства в Тверской области позволяет сде-
лать ряд выводов.

Бешенство животных в области регулярно регистри-
ровалось на протяжении последних 25 лет, что на осно-
вании данных о видовом составе заболевших, характер-
ной  сезонности и цикличности позволяет говорить о 
наличии в регионе непрерывной эпизоотии природно-
очаговогого типа.

К уникальной особенности течения эпизоотии бешен-
ства в Тверской области можно отнести превалирование 
случаев болезни среди енотовидных собак, что в обяза-
тельном порядке необходимо учитывать при планирова-
нии и проведении противоэпизоотических мероприятий.

Пространственный анализ распространённости бе-
шенства на европейской территории РФ в ГИС позво-
ляет провести кластеризацию ареала болезни, которая 
объединяет Тверскую область с соседними регионами в 
одну территориальную группу.

Проведённый филогенетический анализ полевых 
изолятов вируса бешенства, выделенных на террито-
рии Тверской области, позволяет сделать заключение 
об их значительном родстве и отнести к Центральной 
филогенетической группе. Это подтверждает пред-
положение о продвижении эпизоотических волн на 
ограниченной территории – внутри одного террито-
риального кластера. 

Выделение в Тульской области изолята, филогенети-
чески близкого к изолятам Тверской области, указыва-
ет на возможность вирусного обмена между Тверской, 
Московской и Тульской областями, входящими в один 
территориальный кластер. Косвенно на межрегиональ-
ное влияние указывает смещение фокуса неблагопо-
лучия на пограничные районы Тверской и Московской 
областей.
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Рис. 5. Филогенетическая дендрограмма, полученная на основании данных о первичной 
структуре гена N вируса бешенства.
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Рис. 6. Предсказанные последовательности аминокислот исследуемых изолятов в сравнении с некоторыми ранее охарактеризован-
ными и референсными штаммами вируса бешенства.

Данные сопряжённого геоинформационного и фило-
генетического анализа позволили выявить признаки  
топо- и типологического единства эпизоотического 
процесса в реальных границах неблагополучного тер-
риториального кластера. На основании этого можно 
сделать предположение, что территориальный кластер 
в Тверской и сопредельных областях является само-
стоятельным природным очагом бешенства в соответ-
ствии с канонами учения о природной очаговости ин-
фекций [12, 15].

Исходя из вышесказанного можно рекомендовать пла-
нирование и проведение всех противоэпизоотических 
мероприятий исключительно на основе межрегиональ-
ной координации с учётом структуры территориальных 
кластеров ареала болезни. Отсутствие чёткой коорди-
нации в настоящий момент с большой вероятностью  
является одной из причин слабых успехов проводимой 
оральной иммунизации диких плотоядных.
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Гришковец В.И.1

ЦИТОТОкСИЧЕСкИЕ СВОЙСТВа ТРИТЕРПЕНОВОГО СаПОНИНа ТаУРОЗИДа 
Sx1 И ЕГО ВОЗДЕЙСТВИЕ На ВИЧ-1 И ГРИППОЗНУЮ ИНФЕкЦИЮ У МЫШЕЙ

1 Медицинская академия им. С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского»  
Минобрнауки России, 295051, г. Симферополь, Крым; 
2 Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиоло-
гии имени почетного акaдемика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Тритерпеновый сапонин таурозид Sx1, полученный из листьев плюща крымского Hedera taurica Carr. 
(семейство Araliaceae), был исследован в плане его цитотоксической активности в отношении линий 
лимфобластоидных клеток MT-4, Jurkat-tat, U937 и моноцитов периферической крови человека. Также 
была проведена оценка способности сапонина влиять на репликацию ВиЧ-1 in vitro. Кроме того, была 
изучена способность таурозида Sx1 увеличивать выживаемость мышей, заражённых вирусом гриппа А/
WSN/1/33(H1N1), и усиливать иммунный ответ животных, иммунизированных коммерческой гриппозной 
вакциной Гриппол®. Показано, что таурозид Sx1 наполовину подавляет жизнедеятельность клеток линии 
MT-4 в концентрации 25 мкг/мл, иК50 33,3 микроМоль/Л (50% ингибирующая концентрация, метилтетразо-
лиевый тест). В концентрации 5 мкг/мл он не проявлял токсических свойств по отношению ко всем ис-
следованным линиям клеток и умеренно ингибировал продукцию p24 ВиЧ в клетках линии Jurkat-tat. В 
меньших концентрациях таурозид Sx1 также не стимулировал продукцию p24 ВиЧ. Было установлено, 
что пероральное введение 200 мкг таурозида Sx1 мышам, инфицированным вирусом гриппа, вызывает 
1,5-кратное увеличение их выживаемости по сравнению с выживаемостью заражённых мышей в контро-
ле. Пероральное введение сапонина усиливало иммунопотенцирующее действие субъединичной грип-
позной вакцины, вводимой внутримышечно. Продукция антител была значительно выше у животных, 
получавших таурозид Sx1 перорально после первичной или повторной иммунизации. У вакцинированных 
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мышей, получавших после каждой иммунизации сапонин в дозе 200 мкг в сутки, через 1–3 нед после каж-
дой иммунизации наблюдалось 2—10-кратное усиление выработки вирусспецифических антител к H1, H3 
и гемагглютинину вируса гриппа типа В. Таким образом, таурозид Sx1 можно рассматривать как малоток-
сичное иммунопотенцирующее средство, не усиливающее репликацию ВиЧ-1.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  сапонин; цитотоксичность; вирус гриппа; ВИЧ-1; противовирусный эффект; вакцина; им-
мунопотенцирование.
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Инфекции, вызываемые вирусами иммунодефицита 
человека (ВИЧ) и гриппа, являются глобальной угро-
зой человечеству из-за проблем вакцинопрофилакти-
ки и распространения резистентности возбудителей к 
противовирусным препаратам. У 10–15% пациентов 
с впервые выявленной ВИЧ-1-инфекцией обнаружи-
ваются мутации вирусного генома, связанные с устой-
чивостью к ингибиторам обратной транскриптазы и 
протеазы [1]. В 2003–2009 гг. началось всемирное рас-
пространение амантадинустойчивых вирусов гриппа 
A(H3N2) и A(H1N1), а с 2007 г. – распространение ви-

русов A(H1N1), резистентных к ингибитору нейрамини-
дазы озельтамивиру [2]. Высокая антигенная изменчи-
вость вируса и непротективный характер иммунитета, 
возникающего при ВИЧ-инфекции, явились основными 
препятствиями при конструировании анти-ВИЧ-вакцин 
[3]. Вакцинопрофилактика гриппа, напротив, применя-
ется широко. Однако почти ежегодное возникновение 
иммунологически изменённых вариантов вирусов и не-
обходимость предсказания структуры новых протектив-
ных антигенных детерминант создают трудности при 
производстве гриппозных вакцин. В итоге за последние 
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20 лет существенно изменились способы получения 
антигенов и состав адъювантов для гриппозных вакцин. 
Были лицензированы новые адъюванты, такие как ви-
росомы – везикулы с антигенами вирусов, покрытыми  
фосфолипидной бислойной мембраной, и адъюванты на 
основе сквалена, ненасыщенного углеводородного про-
изводного витамина А. К последним относятся термооб-
ратимая система масло-в-воде, адъванты MF59 и AS03, 
состоящие из витамина Е, сквалена и сурфактанта по-
лисорбата 80 [4]. В этот же период в России была разра-
ботана конъюгированная гриппозная вакцина Гриппол, 
содержащая в качестве адъюванта линейный синтетиче-
ский полиэлектролит полиоксидоний [5]. 

Проблемы вакцинопрофилактики и устойчивости ви-
русов к химиопрепаратам стимулировали поиск новых 
веществ, обладающих противовирусной и иммуномо-
дулирующей активностью. В отношении биологически 
активных веществ природного происхождения традици-
онными источниками получения антимикробных и им-
муномодулирующих средств являются высшие растения. 
Экстракты некоторых растений имеют антибактериаль-
ные и антивирусные свойства. Так, было показано, что 
экстракты африканского растения Combretum adenogo-
nium Steud. Ex A. Rich (семейство Combretaceae) могут 
подавлять рост бактерий при минимальной ингибирую-
щей концентрации 0,3–5,0 мг/мл и снижать активность 
протеазы ВИЧ-1 при 50% ингибирующей концентрации 
(ИК50) 24,7–26,5 мкг/мл. Эти экстракты содержали фла-
воноиды, терпеноиды, алкалоиды, таннины и сапонины 
[6]. Сапонины являются амфифильными гликозидами, 
которые могут создавать комплексы с холестеролом и 
изменять свойства углеводов клеточных мембран. Не-
которые сапонины лизируют эритроциты и опухолевые 
клетки. Их цитотоксичность и антипролиферативное 
действие изучаются в плане использования для лечения 
онкологических заболеваний [7]. Сапонины имеют про-
тивовоспалительные, антифунгальные и другие свойства, 
делающие их перспективными объектами для создания 
лекарств. Отдельные сапонины подавляют репродукцию 
вирусов. Например, сапонин глицирризин из Glycyrrhiza 
glabra L. подавляет репликацию ВИЧ-1 путём частично-
го блокирования адсорбции вируса на CD4+-клетки [8]. 
Некоторые сапонины усиливают иммунный ответ на ми-
кробные антигены. Так, на основе тритерпеновых сапо-
нинов из мыльного дерева Quillaja saponaria Molina соз-
даны иммуностимулирующие комплексы ISCOMs (смесь 
целевых антигенов, сапонинов, холестерола, фосфолипи-
дов) и ISCOMATRIX, не включающие антигенов. В ка-
честве адъювантов они увеличивают выработку антиген-
специфических антител и усиливают Th1-, Th2- и CD8-
T-клеточные иммунные ответы. Активным компонентом 
Quillaja-сапонинов является гликозид QS-21. Этот сапо-
нин токсичен, что ограничивает его использование в вак-
цинах. Однако адъюванты на основе Quillaja-сапонинов 
интенсивно изучаются в процессе клинических испыта-
ний вакцин против гриппа, гепатита С, папилломавирус-
ной и других инфекций [9]. 

Ранее нами были исследованы некоторые сапонины 
таурозиды из крымского плюща Hedera taurica Carr. Бы-
ло показано, что таурозиды Н2, St-K и I усиливают обра-
зование у мышей антител, специфичных к gp160 и gp120 
ВИЧ-1. Вместе с тем таурозиды Н2 и St-K стимулирова-
ли репродукцию ВИЧ-1, а таурозид I – её снижал [10]. 
Другой сапонин таурозид Sx1 подавлял рост грибов рода 
Candida и усиливал устойчивость мышей к кандидозной 

инфекции [11]. Это позволило рассматривать таурозид 
Sx1 как потенциальное антифунгальное средство, одна-
ко стимуляция репродукции ВИЧ-1 другими таурозида-
ми поставила вопрос о безвредности таурозида Sx1 при 
его введении ВИЧ-инфицированным пациентам.

Целью настоящей работы явилось изучение цитоток-
сических свойств таурозида Sx1, его воздействия на 
репликацию ВИЧ-1 в культуре клеток, течение экспери-
ментальной гриппозной инфекции и развитие иммунно-
го ответа при вакцинации мышей вакциной Гриппол.

Материал и методы
Сапонин. Тритерпеновый сапонин таурозид Sx1 с форму-

лой 3-О-a-L рамнопиранозил(1->2)-a-L-арабинопиранозид 
хедерагенина был выделен из крымского плюща Hedera 
taurica Carr. (Araliaceae), как описано ранее [12].

Вакцина Гриппол. Использовали субъединичную 
вакцину Гриппол (ФДУП НВО «Микроген», Москва), 
включающую гемагглютинины вируса гриппа AIVR-
116 (H1N1), подобного вирусу A/New Caledonia/20/99, 
и NYMC X-157 (A/New York/55/2004), подобного ви-
русу A/California/7/2004 (H3N2), а также штамма B/
Jiangsu/10/2003, подобного вирусу B/Shanghai/361/2002.

Вирусы. Использовали ВИЧ-1-LAI, полученный в Швед-
ском институте по контролю инфекционных заболеваний 
(Стокгольм) с исходной инфицирующей дозой 20 TЦД50. 
Вирус гриппа А/WSN/1/33 (H1N1), адаптированный к мы-
шам путём серийных пассажей, представлял собой аллан-
тоисную жидкость с концентрацией вируса 200 ЛД50 [13].

Клетки. Использовали лимфобластоидные клетки ли-
ний МТ-4, Jurkat-tat, моноцитарную линию U937 и лим-
фоциты периферической крови человека (ЛПК). Клетки 
культивировали в среде RPMI-1640 с добавлением 10% 
фетальной сыворотки коров, 2 мкМ L-глютамина, 50 
МЕ/мл пенициллина, 50 МЕ/мл стрептомицина и 10 Е/
мл интерлейкина-2 в присутствии сапонина или без него 
при 37°C в 5% CO2.

Изучение цитотоксического действия таурози-
да Sx1 на клетках линии МТ-4. Токсичность сапони-
на определяли с помощью метилтетразолиевого теста 
(МТТ-тест). Он позволяет количественно оценить спо-
собность оксидоредуктаз митохондрий живых клеток 
восстанавливать жёлтый 3-[4,5 диметил-2-тиазолил]-
2,5-дифенилтетразолий бромид (МТТ, «Sigma», США) 
до пурпурного формазана [14]. В лунки 96-луночных 
планшет («Costar», США) вносили по 2,5×104 клеток и 
добавляли таурозид Sx1 в разных концентрациях. План-
шеты инкубировали 3 дня при 370С в атмосфере 5% СО2. 
Затем в лунки добавляли по 25 мкл раствора МТТ (5 мг/
мл в фосфатном буферном растворе) и инкубировали 
еще 3–4 ч.. Далее образовавшийся формазан растворяли 
детергентом додецилсульфатом натрия (ДСН, «Panreac», 
Испания): 20% раствор ДСН вносили по 50 мкл в лунки 
и оставляли на 15–17 ч при 370С и 5% СО2. Окрашива-
ние раствора определяли по оптической плотности при 
длине волны 570 нм на планшетном спектрофотометре 
Мультискан. Токсичность разных концентраций сапони-
на выражали в процентах к принятому за 100% контро-
лю интактных клеток. 

Определение выживаемости клеток. Выживаемость 
определяли путём окрашивания клеток красителем три-
пановым синим. В лунки 96-луночных планшет вносили 
по 105 клеток исследуемых линий и добавляли по 50 мкл 
раствора таурозида Sx1 до конечных концентраций 0,5, 
1 и 5 мкг/мл. Клетки инкубировали 3, 7 и 11 дней при 
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370С и 5% СО2, после чего учитывали их выживаемость. 
Для этого к клеткам добавляли раствор трипанового си-
него и с помощью камеры Горяева подсчитывали коли-
чество живых (неокрашенных) и мёртвых (окрашенных) 
клеток.

Изучение действия сапонина на ВИЧ-1 в культуре 
клеток Jurkat-tat. Исследование проводили, как описано 
ранее [10]. Клетки Jurkat-tat заражали вирусом ВИЧ-1-
LAI в дозе 20 TЦД50/мл. Аликвоты вируса и растворов 
сапонина по 50 мкл, а также 100 мкл суспензии, со-
держащей 105 клеток, вносили в лунки одновременно. 
Сапонин добавляли до конечной концентрации 0,5, 1 и 
5 мкг/мл. На 3-й и 7-й дни культивирования жидкость 
из лунок отбирали для определения концентрации p24 
ВИЧ-1 с помощью твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА). После отбора жидкости на 3-й день в 
лунки добавляли сапонин для поддержания его постоян-
ной концентрации. 

Твердофазный ИФА для определения p24 ВИЧ-1. ИФА 
проводили, как описано ранее [10]. 96-луночные план-
шеты сенсибилизировали поликлональными кроличьи-
ми анти-p24 ВИЧ-1-антителами. В качестве стандарта 
белка p24 использовали разведения лизата вируса, отка-
либрованные по стандартному антигену для ИФА фир-
мы «DuPont». Пробы вносили в планшеты и инкубиро-
вали в течение ночи,  затем добавляли моноклональные 
антитела к p24, меченные пероксидазой хрена. Далее 
анализ выполняли по стандартной схеме.

Изучение действия таурозида Sx1 на развитие грип-
позной инфекции у мышей. Использовали самцов мышей 
линии BALB/c 10–12-недельного возраста массой 16–18 
г. Их заражали вирусом гриппа А/WSN/1/33 (H1N1) ин-
траназально под эфирным наркозом, как описано ранее 
[13]. В носовые ходы вводили по 50 мкл разведённой 
аллантоисной жидкости с содержанием вируса 10 ЛД50. 
Таурозид Sx1 вводили перорально по терапевтической 
схеме. Мышей поили водными растворами сапонина 
дважды в день по 20 мкл/введение в течение 72 ч по-
сле заражения. Животные получали сапонин в дозах 20, 
200 или 2000 мкг/мышь/сут. Мышам контрольных групп 
(контроль вируса) после заражения вводили дистилли-
рованную воду. Результаты учитывали в течение 14 дней 
после заражения по количеству выживших животных.

Изучение влияния таурозида Sx1 на формирование им-
мунитета у мышей при вакцинации вакциной Гриппол. 
Мышей линии BALB/c массой 25–30 г иммунизировали 
однократно внутримышечным введением 0,1 мл вакци-
ны, разведённой 1:10 изотоническим раствором хлори-
да натрия. Таурозид Sx1 вводили перорально дважды 
в день в течение 3 дней после иммунизации по 20 мкл  
раствора с концентрацией 5 мг/мл сапонина (200 мкг/
мышь/день). Животным контрольной группы перораль-
но вводили дистиллированную воду. Для определения 
титров антигемагглютининовых антител на 4, 14 и 21-й 
день у мышей брали кровь из хвостовой вены. Через 4 
мес (120-й день после иммунизации) кровь снова заби-
рали для выявления остаточных титров антител и про-
водили ревакцинацию. Через 5 дней кровь забирали 
для определения вторичного иммунного ответа. Титры 
антител определяли в реакции торможения гемагглюти-
нации (РТГА) с формалинизированными эритроцитами 
кур, используя следующие диагностикумы для РТГА: 
А/Новая Каледония/20/99 (Н1N1), А/Нью-Йорк/55/04 
(Н3N2), В/Хабаровск/14/05 (Институт им. Пастера, 
Санкт-Петербург). 

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку результатов исследования проводили с помощью 
t-теста Стьюдента для непарных выборок, используя 
программу Microsoft Office Excel 2007. Определяли 
средние значения и ошибку средних (М ± m). Достовер-
ными считали различия при значениях р < 0,05.

Результаты
Цитотоксичность таурозида Sx1 изучали на клетках 

линий МТ-4, Jurkat-tat, U937 и ЛПК человека. Действие 
на клетки МТ-4 сапонина в концентрациях 0,078–50,0 
мкг/мл оценивали с помощью МТТ-теста. Клетки в при-
сутствии сапонина культивировали в течение 3 дней. 
Результаты изучения действия таурозида Sx1 на клетки 
МТ-4 представлены на рис. 1. 

Анализ жизнеспособности клеток МТ-4 по оценке 
активности митохондриальных оксидоредуктаз пока-
зал, что в концентрации 6,25 мкг/мл (8,3 мкМ) и менее 
сапонин нетоксичен. Токсический эффект был выра-
жен при концентрации таурозида Sx1 25 мкг/мл (33,3 
микроМоль/Л). Число клеток, сохранивших жизнеспо-
собность в присутствии 25 мкг/мл таурозида Sx1 (43,0 
± 0,9%), было достоверно ниже числа клеток, выжив-
ших при промежуточной концентрации сапонина 12,5 
мкг/мл (73,6 ± 2,7%; р ˂ 0,01). Поскольку добавление 
25 мкг/мл таурозида Sx1 приводило к подавлению жиз-
неспособности 57% клеток, было решено считать, что 
ИК50 таурозида Sx1 для клеток МТ-4 составляет 33,3 
микроМоль/Л. Отсутствие токсичности у таурозида Sx1 
в концентрациях ниже 6 мкг/мл было подтверждено при 
определении выживаемости клеток линий Jurkat-tat и 
U937, а также ЛПК с помощью окрашивания трипано-
вым синим. При добавлении к этим клеткам сапонина в 
концентрациях 0,5, 1 и 5 мкг/мл количества выживших 
клеток в опыте и контроле не различались. Результаты 
оценки жизнеспособности клеток разных типов при ин-
кубации в присутствии 5 мкг/мл таурозида Sx1 приведе-
ны в табл. 1.

С помощью ИФА было изучено влияние таурозида 
Sx1 в концентрациях 0,5–5,0 мкг/мл на продукцию за-
ражёнными клетками Jurkat-tat белка р24 ВИЧ-1. На 3-й 
день наблюдения изменений в продукции р24 ВИЧ-1 не 
происходило, однако, к 7-му дню добавление к клеткам 
5 мкг/мл таурозида Sx1 снижало выработку р24 ВИЧ-1 
на 35% (р < 0,01). В меньших концентрациях сапонин 
такого эффекта не давал (табл. 2).

Итак, в нецитотоксической концентрации 5 мкг/мл 
таурозид Sx1 снижал выработку вирусного белка, но не 
мог  блокировать репликацию ВИЧ-1 полностью. 

Влияние таурозида Sx1 на вирусную инфекцию на ор-
ганизменном уровне изучали на модели гриппа. Мышей 
BALB/c интраназально заражали вирусом А/WSN/1/33 
(H1N1). Затем в течение 3 сут перорально вводили са-

Т а б л и ц а  1
Влияние  таурозида Sx1 в концентрации 5 мкг/мл на выживае-

мость ЛПк, клеток линий Jurkat-tat и U937

Тип клеток Концентрация жизнеспособных клеток, млн/мл
3-й день 7-й день 11-й день

контроль опыт контроль опыт контроль опыт
Jurkat-tat 0,50 0,54 1,3 1,8 1,27 1,39
U937 0,28 0,21 0,38 0,41 0,42 0,49
ЛПК 0,18 0,15 0,83 0,63 1,29 1,25
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понин по 20–2000 мкг/сут. Результаты оценивали по вы-
живаемости животных в течение 14 сут (рис. 2). 

Как показано на рис. 2, к 7-му дню наблюдений введе-
ние таурозида Sx1 не приводило к значимым изменени-
ям выживаемости животных по сравнению с контролем. 
Однако к 14-му дню в дозе 200 мкг/мышь/сут таурозид 
Sx1 проявлял протективный эффект – в 1,5 раза снижал 
долю погибших мышей (55,0 ± 7,6%) по сравнению с 
контролем (84,2 ± 6,5%; р = 0,031). В дозе 2000 мкг/
мышь/сут сапонин такого действия не оказывал (на рис. 
2 не показано). 

Наличие у таурозида Sx1 протективного эффекта при 
экспериментальном гриппе явилось основанием для 
изучения его влияния на формирование иммунного от-
вета у мышей при иммунизации субъединичной вакци-
ной Гриппол. Для оценки этого влияния одновременно 
с внутримышечной инъекцией вакцины мышам перо-
рально вводили сапонин в дозе 200 мкг/день. Сапонин 
вводили в течение 3 дней после иммунизации. Ревакци-
нацию проводили на 120-й день эксперимента. Динами-
ка изменений титров антигемагглютининовых антител, 
специфически реагирующих в РТГА с входящими в со-
став вакцины гликопротеинами вирусов гриппа, приве-
дена на рис. 3.

Введение таурозида Sx1 к 21-му дню иммунизации 
приводило к достоверному 4–7-кратному увеличению 
выработки антител, специфичных ко всем типам ге-
магглютининов, 10-кратное повышение титров анти-

Н1-антител наблюдалось на 14-й день (р ˂ 0,05) и 2,5-
кратное повышение титров антител к гемагглютинину 
вируса типа В – на 4-й день после первичной иммуниза-
ции (р ˂ 0,05). К 120-му дню после вакцинации уровни 
антител в опытных и контрольных группах мышей срав-
нялись. Введение сапонина на 120-й день при ревакцина-
ции приводило к существенному усилению накопления 
анти-Н1- и анти-Н3-антител на 5-й день после ревакци-
нации соответственно в 3,2 и 2,8 раза по сравнению с 
контролем. Стимуляции вторичного иммунного ответа к 
гемагглютинину вируса гриппа В не наблюдалось.  

Обсуждение
Для оценки цитотоксических свойств растительных 

экстрактов и сапонинов широко используется МТТ-тест 
[7]. С его помощью было определено, что для лимфо-
бластоидных клеток МТ-4 ИК50 таурозида Sx1является 
концентрация 25 мкг/мл , или 33,3 микроМоль/Л. В до-
зах 6,25 мкг/мл (8,3 микроМоль/Л) и менее этот сапонин 
токсического действия не оказывал. Изучение выживае-
мости клеток с помощью окрашивания трипановым си-
ним показало, что таурозид Sx1 в концентрациях 5 мкг/
мл и ниже также нетоксичен для клеток линий Jurkat-
tat, U937 и ЛПК человека. Оказалось, что цитотоксиче-
ские концентрации таурозида Sx1 из Hedera taurica Carr. 
(Araliaceae) близки соответствующим концентрациям 
тритерпеновых сапонинов из таких растений, как Albizia 
procera (Fabaceae/Mimosoidеae), Albizia julibrissin Du-
razz. (Fabaceae/Mimosoidеae) и Lysimachia thyrsiflora L. 
(Myrsinaceae/Primulaceae). Сапонины из этих растений 
проявляли цитотоксические и антипролиферативные 
свойства в отношении трансформированных и нормаль-
ных клеток в концентрациях 9,13 мкг/мл (50% снижение 
выживаемости фарингеальных раковых клеток линии 
HEPG2), 10 мкг/мл (ингибирование 80,8% фарингеаль-
ных раковых клеток линии Bel-7402) и 25 мкг/мл (по-
давление выживаемости 50,1% клеток меланомы линии 
HTB-140 и 68,3% клеток нормальных фибробластов ли-
нии HSF) соответственно [15, 16]. 

Ранее было показано, что другие тритерпеновые сапо-
нины из крымского плюща по-разному влияют на репро-
дукцию ВИЧ-1 в культурах клеток: таурозид Н2 и тау-
розид St-K стимулировали продукцию белков ВИЧ-1, а 
таурозид I – её снижал [10]. В настоящем исследовании 
установлено, что таурозид Sx1 в концентрации 5 мкг/
мл на 1/3 снижает выработку р24 ВИЧ-1, а в меньших 
концентрациях не влияет на продукцию вирусного бел-
ка. Это позволяет отнести таурозид Sx1 к сапонинам, не 
стимулирующим репродукцию ВИЧ-1. Было продемон-
стрировано, что таурозид Sx1 оказывает выраженное 
фунгицидное действие на грибы рода Candida, вызы-
вающие микозы у больных СПИДом [11]. Полученные в 
настоящей работе результаты указывают на то, что вве-
дение таурозида Sx1 в качестве антифунгального сред-
ства не представляет угрозы для ВИЧ-инфицированных 
пациентов. Неспособность таурозида Sx1 активировать 
ВИЧ-1 представляет интерес в плане безопасности его 
возможного введения как в терапевтических, так и в 
профилактических целях. Это тем более важно, что не-
которые вещества, способные усиливать иммунный от-
вет и рассматриваемые сегодня как потенциальные адъ-
юванты для вакцин, стимулируют репликацию ВИЧ-1. 
К ним, в частности, относятся не только определённые 
сапонины, но также мурамилдипептид (МДП) и многие 
химические производные МДП [17]. 
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Рис. 1. Влияние сапонина таурозида Sx1 на жизнеспособность 
клеток линии МТ-4, определяемую по активности дегидрогеназ 
митохондрий (МТТ-тест). Различия уровней жизнеспособности 
клеток при концентрациях сапонина 12,5 и 25,0 мкг/мл досто-

верны (р < 0,01). 
По оси ординат – выживаемость клеток (в %) по отношению к контролю 

(К).

Т а б л и ц а  2 .
Продукция белка р24 ВИЧ в культуре инфицированных клеток 

Jurkat-tat в присутствии сапонина таурозида Sx1

Концентрация 
сапонина, мкг/мл

Концентрация белка р24 ВИЧ-1, нг/мл
3-й день наблюдений 7-й день наблюдений

Контроль 3,17 ± 0,25 14,76 ± 0,37
5,0 3,49 ± 0,11 9,54 ± 0,95*
1,0 3,29 ± 0,19 10,28 ± 1,84
0,5 3,35 ± 0,32 12,57 ± 0,42

П р и м е ч а н и е. * - разница между контролем и опытом до-
стоверна (р < 0,01).
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усиление выработки антител к гемагглютинину вируса 
типа В (2-кратное повышение титров на 4-й день и 4,4-
кратное на 21-й день после первичной иммунизации, 
отсутствие эффекта после реиммунизации). Таким об-
разом, таурозид Sx1 можно рассматривать как потенци-
альный иммуномодулятор, усиливающий протективный 
иммунный ответ как в условиях гриппозной инфекции, 
так и при иммунизации гриппозной вакциной. 

Выводы
1. Цитотоксической концентрацией тритерпено-

вого сапонина таурозида Sx1 из Hedera taurica Carr. 
(Araliaceae), подавляющей жизнеспособность клеток 
лимфобластоидной линии МТ-4 на 57% (ИК50), является 
концентрация 25 мкг/мл (33,3 мкМ). В концентрации 5 
мкг/мл и менее сапонин нетоксичен для трансформиро-
ванных клеток линий МТ-4, Jurkat-tat, U937 и ЛПК че-
ловека. 

2. Таурозид Sx1 в концентрации 5 мкг/мл на 35% сни-
жает продукцию белка р24 ВИЧ-1 в клетках Jurkat-tat и 
не стимулирует репродукцию вируса в меньших дозах, 
что свидетельствует о потенциальной безопасности вве-
дения сапонина таурозида Sx1 ВИЧ-инфицированным 
лицам.

3. Пероральное введение таурозида Sx1 в дозе 200 мкг/
день в 1,5 раза увеличивает выживаемость заражённых 
гриппом мышей и усиливает иммунный ответ на вну-

В работе показано, что таурозид Sx1 усиливает ре-
зистентность мышей BALB/c к инфекции, вызванной 
вирусом гриппа А(H1N1). Пероральное терапевтиче-
ское введение таурозида Sx1 в дозе 200 мкг/мышь/сут 
в 1,5 раза увеличивало выживаемость заражённых жи-
вотных. Протективный эффект таурозида Sx1 был по-
добен иммунопотенцирующему действию сапонина из 
Quillaja saponaria. Так, сообщалось, что пероральное 
введение мышам 10 мг Quillaja-сапонина в комбинации 
с внутрибрюшинным введением антирабической вак-
цины увеличивало выживаемость заражённых вирусом 
бешенства животных до 90–100% по сравнению с мы-
шами, которых иммунизировали вакциной без сапони-
на (выживаемость 25%) или вовсе не иммунизировали 
(выживаемость 0%). Авторы связывали эффект комби-
нированного введения сапонина и вакцины с усилением 
выработки антивирусных антител [18]. 

Ранее было установлено, что введение мышам тритер-
пеновых сапонинов таурозидов I и St-K при иммуниза-
ции животных экспериментальной вакциной на основе 
rgp160 ВИЧ-1 усиливает выработку антител, специфич-
ных к rgp120 и rgp160 [10]. Наличие у таурозида Sx1 
протективного действия при экспериментальном грип-
пе, адъювантных свойств у таурозидов I и St-K и данные 
об иммунопотенцирующем действии Quillaja-сапонина 
при бешенстве у вакцинированных мышей явились 
основанием для изучения в рамках данной работы влия-
ния таурозида Sx1 на формирование иммунного ответа 
у мышей, иммунизированных вакциной Гриппол. Было 
установлено, что  пероральное введение таурозида Sx1 в 
дозе 200 мкг/мышь/день после внутримышечной имму-
низации и реиммунизации вакциной Гриппол стимули-
рует продукцию антител, специфичных ко всем типам 
гемагглютининов вирусов гриппа, представленных в 
вакцине. Наиболее сильно эффект проявлялся усилени-
ем выработки анти-Н1-антител (10-кратное повышение 
титров на 14-й день, 4-кратное на 21-й день после пер-
вичной иммунизации и 3,2-кратное повышение титров 
после реиммунизации). Наименее выраженным было 
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Рис. 2. Влияние перорального терапевтического введения 
таурозида Sx1 на динамику гибели мышей, инфицированных 

вирусом гриппа А/WSN/1/33 (H1N1).
У животных, получавших  сапонин в дозе 200 мкг/мышь, на 14-й день 
летальность была достоверно ниже (р < 0,05), чем в контрольной группе 
заражённых мышей (сапонин не вводили). По оси абсцисс – дозы тауро-
зида Sx1, вводившегося заражённым животным в опытных группах; в 

контроле сапонин мышам не вводили.

Рис. 3. Влияние таурозида Sx1 на динамику изменений титров 
антител, специфичных к гемагглютининам вирусов гриппа Н1, Н3 
и вируса типа В, у мышей, внутримышечно иммунизированных 
вакциной Гриппол, при пероральном введении сапонина в дозе 
200 мкг/день (опыт) после вакцинации и ревакцинации (РВ). 

По оси ординат – типы вирусных гемагглютининов, к которым были 
специфичны исследуемые антитела, и сроки наблюдения. По оси абсцисс 
– обратные титры антигемагглютининовых антител; цифрами у столбцов 
обозначены обратные титры антител в опытной группе, достоверно пре-
вышающие (р < 0,05) значения титров в контроле (сапонин не вводили).
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тримышечное введение вакцины Гриппол, увеличивая 
выработку антигемагглютининовых антител различной 
специфичности в 2–10 раз. 
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кОНСТРУИРОВаНИЕ МОЗаИЧНЫХ HBc-ЧаСТИЦ, НЕСУЩИХ кОНСЕРВаТИВНЫЕ 
УЧаСТкИ М2-БЕЛка И ГЕМаГГЛЮТИНИНа ВИРУСа ГРИППа а

Институт биоинженерии ФГУ «Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, 
119071, г. Москва

Вирусоподобные нВс-частицы, образуемые в результате самосборки ядерного антигена вируса гепа-
тита В, могут быть использованы в качестве высокоиммуногенного носителя для презентации чуже-
родных эпитопов при создании рекомбинантных вакцин. Мы используем этот носитель для разработки  
противогриппозных вакцин, основанных на консервативных антигенах вируса гриппа, – внеклеточном 
домене трансмембранного белка М2 (М2е) и фрагменте второй субъединицы гемагглютинина (HA2). 
Представление на поверхности нВс-частиц должно повысить иммуногенность этих пептидов. С ис-
пользованием методов генетической инженерии мы получили гибридный белок, в котором последо-
вательность нА2 присоединена на N-конец нВс-антигена, а М2е-пептид включён в район иммунодоми-
нантной петли, экспонируемой на поверхности нВс- частиц. Гибридный белок, выделенный из штамма-
продуцента Escherichia coli в денатурирующих условиях, образовывал вирусоподобные нВс-частицы 
после рефолдинга in vitro. Рефолдинг этого белка в присутствии предварительно денатурированного 
нВс-антигена, не содержащего чужеродных вставок, позволил получить мозаичные вирусоподобные 
частицы. Разработанный нами метод позволит создавать мозаичные нВс-частицы, несущие различные 
целевые эпитопы вируса гриппа за счёт комбинации соответствующих модифицированных нВс-белков, 
что открывает возможность создания противогриппознах вакцин с более широким спектром защиты.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирусоподобная частица; HBc-антиген; грипп; рекомбинантная вакцина; М2-белок; гемаг-
глютинин.
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CONSTRUCTION OF MOSAIC HBc PARTICLES PRESENTING CONSERVATIVE FRAGMENTS OF M2 

PROTEIN AND HEMAGGLUTININ OF INFLUENZA A VIRUS
Federal Research Centre «Fundamentals of Biotechnology», Moscow, 119071, Russian Federation
Virus-like HBc particles formed as a result of the self-assembly of the nuclear antigen of the hepatitis B 
virus can be used as a highly immunogenic carrier for the presentation of foreign epitopes when creating 
recombinant vaccines. We use this vehicle to create influenza vaccines based on the conservative antigens 
of the influenza virus, the extracellular domain of the transmembrane protein M2 (M2e) and the fragment of 
the second subunit of hemagglutinin (HA2). Presentation on the surface of HBc particles should improve the 
immunogenicity of these peptides. Using genetic engineering techniques, we obtained a fusion protein in 
which the HA2 sequence is attached to the N-terminus of the HBc antigen, and the M2e peptide is included 
in the immunodominant loop region exposed on the surface of HBc particle. The hybrid protein expressed 
in Escherichia coli and purified under denaturing conditions formed virus-like HBc particles after refolding 
in vitro. Refolding of this protein in the presence of a previously denatured HBc antigen carrying no inserts 
resulted in formation of mosaic virus-like particles. The developed method will allow construction of mosaic 
HBc particles carrying different target epitopes of the influenza virus by combining the corresponding modified 
HBc proteins, which opens the possibility of creating vaccines with a wider spectrum of protection.
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Введение
Рекомбинантные вирусоподобные частицы (ВПЧ), обра-

зующиеся в результате самосборки капсидных белков виру-
сов, могут быть использованы в качестве носителей чуже-
родных антигенов для разработки вакцин и диагностических 
средств. К числу наиболее широко используемых относятся 
ВПЧ, образуемые ядерным антигеном вируса гепатита В 
(НВс-частицы), поскольку они обладают высокой иммуно-
генностью, стабильностью, могут быть получены в различ-
ных системах гетерологичной экспрессии и модифицирова-
ны методами генетической и белковой инженерии [1, 2].

HBc-частицы существуют в двух формах, состоящих из 
180 или 240 копий субъединиц, которые в форме димеров 
собираются в симметричные икосаэдрические структуры, 
диаметр которых составляет 30 или 34 нм [3]. Вставки чу-
жеродных пептидов могут быть осуществлены на генетиче-
ском уровне на N- или С-концы НВс-антигена либо между 
аминокислотами Asp78 и Pro79 в район выступающей на 
поверхности НВс-частицы «иммунодоминантной» петли 
[4, 5]. Включения в этот участок наиболее перспективны 
для создания вакцин, поскольку иммунный ответ при вак-
цинации такими рекомбинантными НВс-частицами будет 
направлен в основном против включённого эпитопа [2]. В 
район иммунодоминантной петли без нарушения сборки 
ВПЧ могут быть включены достаточно большие пептиды. 
Так, включение в этот район последовательности зелёного 
флуоресцентного белка (238 аминокислотных остатков – 
а.о.) не нарушало не только формирование ВПЧ, но и его 
способность флуоресцировать [6]. Однако структура вклю-
чённого пептида должна соответствовать конформации ак-
цепторного сайта, поэтому во многих случаях включение 
чужеродных пептидов приводило к образованию нераство-
римого продукта и/или нарушало сборку химерных HBc-
частиц [7]. 

Одним из путей решения этой проблемы может быть 
разграничение последовательности НВс-антигена и встав-
ки специальными линкерами. Для этого часто используют 
гидрофильные богатые глицином последовательности, обе-
спечивающие гибкость всей структуры рекомбинантного 
белка [8]. Другим способом получить HBc-частицы, несу-
щие такие «сложные» антигены, является получение моза-
ичных ВПЧ в результате совместной экспрессии немодифи-
цированного HBc-антигена и НВс-антигена с чужеродной 
вставкой [9, 10]. Такие частицы будут нести меньшее коли-
чество эпитопов на своей поверхности, но обладать боль-
шей стабильностью за счёт немодифицированных молекул 
НВс. Поскольку НВс-частицы могут собираться из мономе-
ров как in vivo, так и in vitro, для регулирования доли моле-
кул НВс-антигена со вставкой в мозаичных частицах можно 
использовать метод совместного рефолдинга НВс-белков 
со вставкой и без неё. Кроме того, рефолдинг и сборка in 
vitro НВс-частиц после предварительной очистки белка в 
денатурирующих условиях позволяют получить ВПЧ с бо-
лее высокой степенью чистоты, поскольку сформированные 
in vivo частицы могут при сборке включать компоненты 
клетки-продуцента [11].

НВс-частицы могут быть использованы в качестве носи-
теля консервативных антигенов вируса гриппа А для разра-
ботки рекомбинантных противогриппозных вакцин [12]. В 
отличие от традиционных сезонных противогриппозных вак-
цин, которых обеспечивают иммунный ответ против вариа-
бельных поверхностных антигенов вируса, гемагглютинина 
и нейраминидазы, использование консервативных антигенов 
даёт перспективу получения «универсальной» противогрип-
позной вакцины, защищающей от широкого спектра штам-
мов вируса гриппа А [13]. Наиболее перспективным канди-
датом является внеклеточный домен трансмембранного белка 
М2 (М2е-пептид). Этот небольшой пептид (24 а.о., включая 

N-концевой метионин) отличается высокой консервативно-
стью у штаммов вируса гриппа А человека различных суб-
типов [12, 14]. Однако М2е-пептид обладает низкой имму-
ногенностью [15] и для индукции эффективного иммунного 
ответа должен быть присоединён к высокоиммуногенному 
адъюванту или носителю [13]. Ранее нами была показана 
возможность встраивания до 4 копий М2е-пептида в район 
иммунодоминантной петли HBc [16]. Такие ВПЧ обладали 
высокой иммуногенностью и обеспечивали защиту иммуни-
зированных животных от заражения различными штаммами 
вируса гриппа А [17].

Однако основным антигеном вируса гриппа и наиболее 
важным компонентом вакцины, вызывающим (в отличие от 
М2e) образование вируснейтрализующих антител, является 
гемагглютинин. Вторая субъединица гемагглютинина (HA2) 
образует «стебель» молекулы гемагглютинина и менее под-
вержена мутационным изменениям, что позволило получить 
на основе соответствующего пептида препарат, обеспечива-
ющий защиту от различных штаммов вируса гриппа [18]. Со-
четание М2е- и НА2-пептидов в вакцинном препарате может 
обеспечить более разнообразный спектр антител у иммуни-
зированных животных и повысить эффективность «универ-
сальной» вакцины [19, 20].

Целью нашей работы было конструирование НВс-частиц, 
несущих одновременно консервативные пептиды М2е и НА2 
вируса гриппа.

Материал и методы
Пептиды вируса гриппа и богатые глицином линкеры 
В ходе работы были использованы последователь-

ности М2е-пептида вируса гриппа штамма A/Chicken/
Kurgan/05/2005 (SLLTEVETPTRNEWESRSSDSSD, M2ek), 
а также консенсусная последовательность консервативного 
участка второй субъединицы гемагглютинина НА2 потен-
циально пандемического штамма A/H2N2 от 35 до 107 а. о. 
(AADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKEFSN-
LERRLENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERT [20]). 
Оптимизированную для экспрессии в Escherichia coli по со-
ставу кодонов нуклеотидную последовательность, кодирую-
щую этот белок, синтезировали in vitro. В качестве богатых 
глицином линкеров использовали последовательности Gly19 
(GTSGSSGSGSGGSGSGGGG) и Gly10 (GGGGSGGGGS). 
Нуклеотидная последовательность, кодирующая Gly10, была 
получена в виде синтетического гена.

Конструирование экспрессионных векторов
Для экспрессии белка HBc без вставок чужеродных пеп-

тидов использовали плазмиду pQE60-HBc, содержащую 
укороченную последовательность гена HBc, кодирующую 
HBc-антиген с 4 по 149 а.о., за которыми следует  С-концевой 
цистеин [21].

Для встраивания последовательности HA2 на N-конец HBc-
антигена использовали экспрессионный вектор pQE60-HBc/
M2ek [16], кодирующий белок HBc/M2ek, содержащий одну 
копию М2е-пептида в районе иммунодоминантной петли НВс. 
Последовательность М2е-пептида в этом белке фланкирована 
последовательностями линкера Gly19. С помощью ПЦР на 5’-
конец гена HBc/M2ek ввели дополнительные рестрикционные 
сайты NruI и EheI, по которым в дальнейшем проводили по-
следовательное введение синтетических последовательностей 
двух копий богатого глицином линкера Gly10 и НА2.

Таким образом была получена плазмида pQE60-HA2-HBc/
M2ek, содержащая ген гибридного белка HA2-HBc/M2ek, 
включающего последовательность HBc-антигена, слитого с 
пептидом НА2 на N-конце молекулы, и включающего М2е-
пептид в иммунодоминантной петле. Ген HA2-HBc/M2ek 
вырезали из этой плазмиды и клонировали по сайтам NcoI и 
HindIII в вектор p-ETM-10 (EBML), в результате чего был по-
лучен экспрессионный вектор pETM-10 HA2-HBc/M2ek.
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микроскопии с использованием микроскопа ИНТЕГРА Прима 
(NT-MDT, Россия) в полуконтактном режиме.

Результаты
Дизайн и получение препаратов рекомбинантных белков
Консервативные антигены вируса гриппа, такие как М2е-

пептид и стеблевой участок гемагглютинина, могут быть осно-
вой рекомбинантных противогриппозных вакцин широкого 
спектра действия. Поскольку включение в состав вакцины 
нескольких антигенов должно повысить её эффективность, 
мы получили гибридный белок HA2-HBc/M2ek, в котором к 
N-концу молекулы НВс-антигена была присоединена после-
довательность консервативного фрагмента второй субъедини-
цы гемагглютинина HA2 [20], а в район иммунодоминантной 
петли включен М2е-пептид (рис. 1). Для обеспечения подвиж-
ности отдельных частей молекулы HA2-HBc/M2ek между фраг-
ментом НА2 и НВс-антигеном были введены богатые глицином 
линкеры общей длиной 20 а.о., а М2е-пептид был фланкирован 
линкерами длиной 19 а.о. Чтобы избежать неконтролируемого 

Создание штаммов-продуцентов рекомбинантных белков, 
выделение целевых белков

Экспрессионные векторы pQE60-HBc и pETM-10 HA2-
HBc/M2ek вводили с помощью трансформации в штаммы 
Escherichia coli JM109 и BL21(DE3) соответственно. Для экс-
прессии целевых белков штаммы-продуценты выращивали в 
среде LB при 37°С на шейкере до середины логарифмиче-
ской фазы роста (OD600 ~ 0,5–0,7), затем вносили изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) до 1 мМ и продолжали 
выращивать в тех же условиях в течение 12–16 ч. После ин-
дукции клетки собрали центрифугированием, ресуспендиро-
вали в буфере для лизиса (15 мМ фосфатно-солевой буфер 
(ФСБ)  рН 7,2; лизоцим 1 мкг/мл) и инкубировали в течение 
40 мин при 4°С. Разрушение клеток проводили посредством 
6-кратной обработки ультразвуком по 30 с с интервалом 1 
мин (Diagenode Bioruptor UCD 200). Клеточный лизат цен-
трифугировали при 13000 об/мин в течение 10 мин на цен-
трифуге Mikro 20 («Hettich», Германия). Для очистки белка 
HA2-HBc/M2ek отбирали осадок, для очистки HBc-частиц 
использовали супернатант.

Очистку белка HA2-HBc/M2ek проводили с помощью аф-
финной хроматографии на Ni-сорбенте в денатурирующих 
условиях. Для полной денатурации белка осадок после цен-
трифугирования клеточного лизата суспендировали в денату-
рирующем буфере (15 мМ ФСБ pH 7,4; 6 М мочевина; 0,5 М 
NaCl) и инкубировали в течение 12–16 ч при  10°С. Нераство-
римую фракцию удаляли путем центрифугирования (13 000 
об/мин – 10 мин). К супернатанту добавляли имидазол до 10 
мМ и выполняли сорбцию на HisLink Рrotein Purification Resin 
(«Promega», США). Отмывку несвязавшихся белков проводи-
ли денатурирующим буфером с содержанием 20 мМ имидаза-
ла. Элюцию проводили в денатурирующих условиях (15 мМ 
ФСБ pH 7.4; 6 М мочевина; 0,5 М NaCl; 0,3 М имидазол).

Концентрацию белков в растворе определяли методом 
Бредфорда.

Очистка HBc-частиц
Очистку не содержащих вставку HBc-частиц выполняли с 

помощью ультрацентрифугирования в градиенте плотности 
цезий хлористый – сахароза. В поликарбонатные пробирки на-
слаивали последовательно начиная со дна пробирки растворы: 
1,5 г/л хлористого  цезия – 2 мл  и 1,2 г/л хлористого  цезия – 3 
мл; 30% (w/v) сахарозы – 3 мл, 20%  (w/v) сахарозы – 3 мл. 
Затем наслаивали до верха пробирки 1–1,5 мл содержащего 
НВс-частицы лизата из штамма JM109/pQE60-HBc. Пробирки 
центрифугировали 22 ч при 15°С в роторе SW40 Ti на ультра-
центрифуге Optima L-90K («Beckman Coulter», США) при 36 
000 об/мин. После центрифугирования отбирали опалесци-
рующую фракцию, содержащую HBc-частицы.

Рефолдинг белков HA2-HBc/M2ek и HBc in vitro
Для получения ВПЧ использовали препараты очищенно-

го белка HA2-HBc/M2ek и HBc-частиц или их смеси в раз-
личных соотношениях. Концентрация белка при рефолдинге 
составляла 0,1 мг/мл. Для полной денатурации белков и вос-
становления дисульфидных связей проводили диализ против 
буфера, содержащего 50 мМ Tris HCl (pH 7,4), 6 М мочевину 
и 20 мМ β-меркаптоэтанола (β-МЕ), в течение 12–16 ч при 
10°С. Следующий этап диализа выполняли в таком же буфере, 
но с концентрацией мочевины 4 М и без β-меркаптоэтанола. 
На третьем этапе (этап непосредственного рефолдинга) диа-
лиз проводили против буфера, содержащего глутатионовую 
редокс-систему: 50 мМ Tris HCl (pH 7,4), 2 М мочевину, 0,2 
мМ oxidized glutathione (#2232C108, «Amresco», США) и 2 
мМ reduced glutathione (#0251C491, «Amresco», США). Да-
лее выполняли 2 стадии рефолдирующего диализа со сту-
пенчатым понижением концентрации мочевины до 1 М и 0,5 
М. На завершающем этапе проводили диализ против буфера, 
содержащего только 50 мМ Tris HCl (pH 7,4).

Атомно-силовая микроскопия
Структуру ВПЧ анализировали методом атомно-силовой 

Ncol Nrul Ehel Hindlll
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G10HA2 G10 G19 G19HBc-N M2e HBc-C

Рис. 1. Структура гена гибридного белка HA2-HBc/M2ek.
НВс-N и НВс-C – участки НВс-антигена до и после точки включения 
М2е в иммунодоминантную петлю; 6 his – последовательность, коди-

рующая N-концевой 6-гистидиновый таг.
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Рис. 2. Получение и очистка рекомбинантного белка  
HA2-HBc/M2ek.

а – результаты анализа белковых препаратов с помощью SDS-PAGE: 1 – 
маркёр молекулярной массы (в кДа); 2 – белковый препарат из штамма-
продуцента после индукции экспрессии HA2-HBc/M2ek, фракция рас-
творимых белков клеточного лизата; 3 – то же, но фракция нераство-
римых белков клеточного лизата; 4 – очищенный в денатурирующих 
условиях препарат рекомбинантного белка HA2-HBc/M2ek; б –  вестерн-
блот-анализ белковых препаратов: 1 – белковый препарат из штамма-
продуцента после индукции экспрессии HA2-HBc/M2ek, фракция рас-
творимых белков клеточного лизата; 2 – то же, но фракция нераство-
римых белков клеточного лизата. Положения маркёров молекулярной 

массы (в кДа) указаны слева. 
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образования дисульфидных связей и как следствие агрегации 
рекомбинантного белка, в последовательности М2еk-пептида 2 
цистеина в позициях 17 и 19 (считая от первого метионина в 
нативном М2) были заменены аминокислотными остатками се-
рина. Такие замены не должны приводить к существенным из-
менениям иммунологических свойств М2е-пептида [22]. Кроме 
того, для предотвращения включения в полученные in vivo в E. 
coli НВс-частицы клеточной РНК, мы использовали укорочен-
ную последовательность HBc-антигена. Последовательность 
С-концевого фрагмента (после Val149), отвечающего за связы-
вание с нуклеиновыми кислотами при сборке вириона, была 
удалена и заменена на цистеин, включение которого повышает 
стабильность НВс-частиц [23].

Полученный ген клонировали в векторе pETM-10 под кон-
тролем промотора, узнаваемого Т7 РНК-полимеразой, при 
этом экспрессируемый рекомбинантный белок содержал поли-
гистидиновый таг на N-конце. Этот белок был экспрессирован 
в штамме BL21(DE3) на высоком уровне, до 25–30% общего 
белка (рис. 2, а), и выявлялся антителами к М2е в вестерн-
блоттинге (рис. 2, б). Однако анализ клеточных фракций по-
казал, что практически весь белок HA2-HBc/M2ek находится 
в нерастворимой фракции. Изменение условий экспрессии 
(температура, концентрация ИПТГ, время после индукции) 
не позволило получить растворимый белок. Поэтому очистку 
рекомбинантного белка проводили в денатурирующих услови-
ях с помощью аффинной хроматографии на Ni-NTA-сорбенте 
(см. рис. 2, а).

Для получения HBc-антигена без вставок использовали век-

тор pQE60-HBc, обеспечивающий экспрессию укороченного 
HBc (с 4 по 149 а. о. и  С-концевой цистеин), который образует 
ВПЧ in vivo в клетках штамма-продуцента [21]. Вирусоподоб-
ные НВс-частицы были очищены с помощью ультрацентрифу-
гирования в градиенте плотности цезий хлористый – сахароза. 
В дальнейшем их использовали как источник «немодифици-
рованного» НВс.

Получение мозаичных вирусоподобных НВ-частиц в ре-
зультате рефолдинга in vitro 

Поскольку экспрессированный в E. coli белок HA2-HBc/
M2ek оказался нерастворимым и его удалось выделить лишь 
в денатурирующих условиях, для получения ВПЧ проводили 
его рефолдинг через ступенчатый диализ совместно с белком 
HBc без чужеродных вставок. Изменение соотношения НВс и 
HA2-HBc/M2ek должно было обеспечить получение вирусо-
подобных НВс-частиц с различным числом представленных 
на них гриппозных эпитопов. С одной стороны, увеличение 
доли HBc без вставок должно облегчить формирование ВПЧ. 
С другой стороны, увеличение доли HA2-HBc/M2ek повы-
шает вероятность встраивания этих молекул в формируемые 
ВПЧ и увеличивает число гриппозных эпитопов, представ-
ленных на их поверхности.

В связи с этим выполняли рефолдинг смеси очищенных и 
предварительно денатурированных препаратов HBc и HA2-
HBc/M2ek в молярных соотношениях 1:0, 2:1, 1:1, 1:2 и 0:1. 
Рефолдинг белков проводили при общей концентрации целе-
вого белка 0,1 мг/мл. После нескольких этапов диализа ре-
фолдированные белки были переведены в 50 мМ Tris буфер 

ж

а б в

г д е

Рис. 3. Анализ структуры ВПЧ с помощью атомно-силовой микроскопии. 
а–д – ВПЧ, полученные после рефолдинга смеси белков НВс и HA2-HBc/M2ek в 
соотношениях 1:0 (а), 2:1 (б), 1:1 (в), 1:2 (г), 0:1 (д); е – очищенные с помощью уль-
трацентрифугирования ВПЧ, образованные НВс-антигеном без вставок in vivo при 
экспрессии в E. coli; ж – отрицательный контроль (подложка, на которую нанесён 
буфер без НВс-белков). Размер объектов в отрицательном контроле не превышает 
3 нм. Интенсивность пятен отражает высоту частиц над поверхностью, шкала при-

ведена справа от рисунков (диапазоны шкалы разные на панелях а–ж). 
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с pH 7,4, при этом все белковые препараты оставались рас-
творимыми.

Наличие в полученных препаратах ВПЧ и их свойства ис-
следовали с помощью атомно-силовой микроскопии. В каче-
стве контроля использовали препарат немодифицированных 
НВс-частиц, полученных in vivo и очищенных путём  уль-
трацентрифугирования. Результаты атомно-силовой микро-
скопии показывают, что для всех препаратов наблюдаются 
округлые частицы размером от 25 до 50 нм. Наличие ВПЧ де-
тектировали как в препаратах, содержащих HA2-HBc/M2ek 
совместно с немодифицированным HBc-антигеном (мозаич-
ные частицы), так и в препаратах, содержащих только белки 
HA2-HBc/M2ek (рис. 3). Наблюдаемые размеры собранных 
in vitro НВс-частиц во всех случаях были несколько больше, 
чем у полученных in vivo  в E. coli.

В дальнейшем на лабораторных животных будет исследова-
на иммуногенность полученных таким образом ВПЧ – носите-
лей М2е- и НА2-пептидов, а также протективное действие при 
заражении различными штаммами вируса гриппа А.

Обсуждение
Целью данной работы было получение вирусоподобных 

НВс-частиц, несущих одновременно консервативные пепти-
ды М2е и НА2 вируса гриппа. Хотя НВс-антиген широко ис-
пользуется как носитель чужеродных эпитопов [2], во многих 
случаях, в частности при включении гидрофобных или слиш-
ком длинных пептидов, белок оказывался нерастворимым и/
или неспособным образовывать ВПЧ [2]. Включения в район 
иммунодоминантной петли НВс-антигена особенно чувстви-
тельны к вставке, поскольку в этом случае важна конформация 
включённого пептида, а именно возможность пространственно-
го сближения N- и С-концов вставки. Частично эта проблема 
может быть решена за счёт фланкирования вставки гибкими 
богатыми глицином линкерами, что позволяет включить в этот 
участок даже несколько копий М2е-пептида [16]. Поскольку ис-
пользуемый нами в качестве антигена фрагмент НА2 содержит 
гидрофобный участок с 83 по 97 аминокислотами  (FLDVWTY-
NAELLVLM), последовательность НА2 включили на N-конец 
НВс-антигена, отделив его от последовательности НВс гибким 
линкером, а М2е-пептид включили в иммунодоминантную пет-
лю. Соответствующий гибридный белок HA2-HBc/M2ek, хоро-
шо экспрессировался в E. coli, но оказался нерастворимым, что 
не позволило получить ВПЧ. Поскольку аналогичный белок без 
НА2 растворим и образует ВПЧ при экспрессии в E. coli [16], 
вероятно, именно гидрофобный участок в НА2 нарушает рас-
творимость гибридного белка.

Поэтому для получения ВПЧ из HA2-HBc/M2ek был ис-
пользован метод рефолдинга in vitro совместно со способным 
образовывать ВПЧ немодифицированным НВс-антигеном. 
Чем больше доля немодифицированного НВС, тем легче 
должны образовываться мозаичные частицы. Несмотря на 
нерастворимость HA2-HBc/M2ek при экспрессии в E. coli, 
после рефолдинга он оказался растворимым и способным 
образовывать ВПЧ даже в отсутствие немодифицированного 
НВс-антигена. По-видимому, ступенчатый рефолдинг перво-
начально полностью денатурированного белка обеспечил его 
правильный фолдинг и сборку частиц.

Метод рефолдинга in vitro более сложен по сравнению с вы-
делением ВПЧ, полученных в результате самосборки in vivo в 
E. coli, но он имеет и ряд преимуществ. Во-первых, получен-
ные в E. coli частицы включают бактериальные компоненты, 
в частности клеточную РНК [11]. Во-вторых, сборка in vitro 
позволит создавать мозаичные частицы, несущие различные 
целевые эпитопы за счёт использования сочетания соответ-
ствующих модифицированных НВс-белков. Это может ока-
заться особенно полезным при создании противогриппозных 
вакцин на основе М2е, поскольку последовательность этого 
пептида практически неизменна у абсолютного большинства 
вирусов гриппа А человека, но отличается у вирусов гриппа 

птиц и пандемического штамма A(H1N1)2009, причём эти от-
личия важны для специфичности вакцин [24, 25]. Включение 
различных комбинаций иммунодоминантных эпитопов вируса 
гриппа, присоединённых к НВс-антигену, в состав мозаичной 
ВПЧ откроет возможность создания вакцин с более широким 
спектром защиты.
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Представлены экспериментальные данные кинетики инактивации вакцинного штамма вируса гепатита утят 
типа I повышенной температурой и аминоэтилэтиленимином (АЭЭи). Показано, что вакцинный штамм 3М-
УнииП вируса гепатита утят типа I оказался сравнительно термостабильным при 56oC и чувствительным 
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Введение
В утководческих хозяйствах промышленного типа возни-

кает опасность развития эпизоотии вирусного гепатита утят 
типа I, особенно среди вновь завозимого поголовья. Широ-
кое распространение болезни обусловлено высокой устойчи-
востью вируса к физико-химическим факторам, его длитель-
ным персистированием в организме переболевшей птицы, 
генетической вариабельностью и стационарной неблагопо-
лучностью хозяйств [1]. Вирус гепатита утят типа I классифи-
цирован как Avihepatovirus семейства Picornaviridae главным 
образом на основании морфологии и физико-химических 
свойств вириона, идентификации последовательностей, ор-
ганизации и видов генома [2]. Авторы различают 3 геноти-
па: DHAV-1, DHAV-2, DHAV-3 [3 – 6]. Вирус сравнительно 
стабилен при температуре, не превышающей 40–45oC, но 
инактивируется при более высоких температурах [7, 8]. Он 
устойчив к тепловой инактивации при 50oC в молярных рас-
творах NaCl, Na2SO4, MgCl2 и MgSO4 и стабилен при pH 3,0 
в течение 9 ч [9]. Вирус теряет инфекционную активность 
после воздействия на него формальдегида в конечной кон-
центрации 0,2% при 37oC в течение 8–9 ч [10].

Определение чувствительности вируса гепатита к физико-
химическим факторам имеет практическое значение в про-
изводстве и контроле инактивированных вакцинных препа-
ратов. В связи с этим целью данной работы было изучение 
кинетики инактивации штамма вируса гепатита утят при воз-
действии на него физико-химических факторов.

Материал и методы
В исследованиях использовали вакцинный штамм 3М-

УНИИП вируса гепатита утят типа I 10-го пассажа, культиви-
руемый в культуре утиных фибробластвов. Клеточную куль-
туру готовили из кожно-мышечной ткани 14–15-суточных 
утиных эмбрионов по общепринятой методике [11]. В каче-
стве ростовой питательной среды использовали среду Игла 
МЕМ и 199 в соотношении 2:1 с добавлением 10% сыворот-
ки крупного рогатого скота и антибиотиков: бензилпеницил-
лина 100 ЕД/см3 и стрептомицина сульфата 100 мкг/см3.

При определении устойчивости вируса к действию повы-
шенной температуры применяли вируссодержащую куль-
туральную жидкость, а к действию аминоэтилэтиленимина 
(АЭЭИ) – хорионаллантоисную жидкость заражённых ути-
ных эмбрионов после однократного замораживания и цен-
трифугирования при 1000 g в течение 20 мин.

Для изучения терморезистентности вируссодержащую 
жидкость разливали в пробирки по 1,0 см3, затем помещали 
в водяную баню при 56oC и выдерживали в течение 15, 30, 
40 и 60 мин. По истечении времени пробирки немедленно 
охлаждали в тающем льду.

Действие АЭЭИ испытывали в его конечных концентрациях 
0,02, 0,05 и 0,1 при 37,0 ± 0,5oC в течение 24 ч при постоянном 
перемешивании. Через каждые 6 ч отбирали пробы материала 
одновременно с контролем для определения инфекционного 
титра вируса. По окончании инактивации проводили нейтра-
лизацию остаточного количества АЭЭИ путем добавления 2 М 
раствора тиосульфата натрия до конечной концентрации 0,03 
М/дм³ и охлаждали суспензию до 4–8ºС. Титр вируса определя-
ли по Риду и Менчу по общепринятой методике [11]. Снижение 
титра вируса в процессе инактивации выражали отношением 
lg Vt/V0, где V0 – титр вируса до обработки, Vt – титр вируса 
после обработки в течение определенного времени. Константу 
скорости инактивации вычисляли по формуле: 

K = 2,3·Pt/P0 : t, 
где 2,3 – основание натуральных логарифмов; P0 – исходный 

титр вируса; Pt – титр обработанного вируса ко времени; t – 
время обработки вируса.

Полученные данные подвергали статистическому анализу 
с использованием критерия Стьюдента, считая их достовер-
ными при р < 0,05[12].

Результаты 
Тепловая инактивация. Результаты исследований термо-

инактивации, представленные в табл. 1, свидетельствуют о 
том, что вирус гепатита утят теряет инфекционную актив-
ность при нагревании до 56oC в течение 60 мин. Снижение 
титра через 30 мин экспозиции составило 0,37 lg/мин, а кон-
станта скорости инактивации равнялась 2,8 ·10-2 lg. 

Полученные данные указывают на то, что кривая инакти-
вации (рис. 1) оказалась двухкомпонентной: в течение 30 мин 
экспозиции снижение титра равнялось 63,2% исходной вели-
чины инфекционности, а в последующие 30 мин скорость 
инактивации существенно замедлилась и составила 36,8%.

Следовательно, в результате проведенных исследований 
установлено, что вакцинный штамм 3М-УНИИП вируса ге-
патита утят типа I оказался сравнительно термостабильным 
при 56oC.

Инактивация АЭЭИ. Полученные данные показали, что 
АЭЭИ в концентрациях 0,02 и 0,05% инактивировал инфек-

ционную активность вируса в 
течение 24 ч на 53,1 и 75% соот-
ветственно с кинетической ско-
ростью 6,5·10-2 и 3,4· 10-2 lg/ч. 
Под действием инактиванта в 
концентрации 0,1% вирус гепа-
тита полностью потерял инфек-
ционную активность в течение 
24 ч (табл. 2).

Данные кинетики инакти-
вации (рис. 2) свидетельству-
ют о том, что вирус гепатита 
утят чувствителен к действию 
АЭЭИ, снижение титра вируса 
следовало простой экспоненци-
альной кривой. 

Установлено, что скорость 
инактивации вируса была про-
порциональна концентрации 
препарата в вируссодержащей 
жидкости и времени его воз-
действия. При обработке виру-
са АЭЭИ в концентрации 0,1% 
константа его скорости инакти-
вации через 24 ч равнялась нулю  

Т а б л и ц а  1
Термодинамические параметры вируса гепатита при 56оС

Штамм 
вируса

Темпера
тура инак-

тивации, °С

Титр вируса, lg ТЦД50/0,2 см3, при: Константа скоро-
сти инактивации 

через 30 мин, lg Кин

рвремени обработки, мин
15 30 45 60

3М-УНИИП 56 3,23 ± 0,15 1,75 ± 0,3 1,75 ± 0,3 0 2, 8∙10-2 < 0,05
П р и м е ч а н и е. Исходный титр вируса (V0) равен 4,75 lg ТЦД50/0,2 см3. 

Т а б л и ц а  2
Чувствительность вакцинного штамма вируса к действию аЭЭИ

Штамм вируса
Концентра-
ция АЭЭИ, 

%

Инфекционный титр вируса, lg ЭЛД50/см3, при: Константа 
скорости 

инактивации 
через 24 ч, 

lg Кин

рэкспозиции инактивации, ч

6 12 18 24

3М -УНИИП   0,02 7,5 ± 0,1 6,75 ± 0,1   5,75 ± 0,2  3,75 ± 0,1    6,5·10-2 < 0,05
0,05 6,9 ± 0,2 6,3 ± 0,3 5,2 ± 0,3 2,0 ± 0,3     3,4·10-2 < 0,05
0,1 5,75 ± 0,3 4,5 ± 0,25 2,0 ± 0,1 0 < 0,05

Исходный титр 
вируса (V0) 8,0 lg

7,5 6,75 5,85 5,5
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(lg Kин = 0), что подтверждало полную потерю инфекционной 
активности вируса. Антигенные свойства вируса, инактивиро-
ванного температурой и АЭЭИ, и исходного вируса определя-
ли на 2-суточных утятах при подкожной инокуляции. Полу-
ченные данные показали, что исходный и инактивированный 
АЭЭИ антиген индуцировал выработку специфических анти-
тел в титре 8,0–9,0 log2, в то время как термоинактивированный 
антиген – 4,0–5,0 log2 в иммуноферментном анализе.

Обсуждение
Полученные результаты исследования направлены на раз-

работку инактивированной вакцины против вирусного ге-
патита утят типа I. Ключевым этапом в изготовлении инак-
тивированных вакцин является выбор метода инактивации 
вируса, т. е. способа устранения его инфекционной активно-
сти, что в полной мере определяет иммуногенные свойства 
вакцины. Главными критериями эффективности избранно-
го метода являются полнота инактивации и необратимость 
вирулентных свойств вируса с максимальным сохранением 
антигенных структур вирионов, обеспечивающих специфи-
ческий иммунный ответ у привитого организма [13]. 

Эксперименты по изучению скорости инактивации вируса 
гепатита под влиянием нагревания и производного азириди-
нового ряда (АЭЭИ) показали, что высокая температура вы-
зывала денатурирующее действие поверхностных белков ви-
риона, снижая тем самым антигенную специфичность вируса, 

в то время как данные оценки остаточной инфекционности 
вируса под действием АЭЭИ, установленные через опреде-
ленные интервалы времени после воздействия, демонстри-
ровали распределения,  близкие логарифмически линейным, 
что позволяло достаточно надежно контролировать процесс 
инактивации вируса. При обработке вируса АЭЭИ в конечной 
концентрации 0,1% константа его скорости инактивации через 
24 ч равнялась нулю (lg Kин = 0), что подтверждает потерю ин-
фекционной активности вируса с сохранением его антигенных 
свойств. Установленная прямая зависимость процесса инакти-
вации вируса гепатита от концентрации АЭЭИ в вируссодер-
жащем материале совпадает с ранее полученными данными 
относительно чувствительности вирусов к химическим аген-
там, применяемым в качестве инактивантов [14–16].

Заключение
На основании результатов проведенных исследований 

можно заключить, что повышенная температура и АЭЭИ спо-
собны инактивировать инфекционную активность вакцинно-
го штамма 3М-УНИИП вируса гепатита утят типа I, при этом 
штамм вируса оказался сравнительно термостабильным при 
56oC и чувствительным к действию АЭЭИ, время полной 
инактивации вируса –24 ч в конечной концентрации 0,1% 
при 37оС. Этот факт соответствует характеристике таксоно-
мического положения вируса в семействе Picornaviridae.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Рис. 1. Кинетика инактивации вируса гепатита утят при 56°С.
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Цель исследования – изучить иммуногенные свойства мозаичных рекомбинантных белков, сконструиро-
ванных на основе антигенов NS4A и NS4B вируса гепатита С (ВГС). Методами генной инженерии в системе 
E. coli были получены 4 мозаичных рекомбинантных белка, содержащих Т- и В-эпитопы антигенов NS4A 
и NS4B. Для усиления иммунного ответа они были соединены в различных вариантах с нуклеотидной по-
следовательностью мышиного интерлейкина-2 (IL-2), липопептида Neisseria meningitides и T-хелперного 
эпитопа нуклеокапсидного белка ВГС. иммуногенные свойства этих рекомбинантных белков были изу-
чены методами иммуноблоттинга, иммуноферментного анализа и ELISpot с использованием сывороток 
иммунизированных мышей и инфицированных ВГС людей. Рекомбинантные белки специфически реа-
гировали в иммуноблоттинге с сыворотками иммунизированных мышей и инфицированных пациентов. 
По данным иммуноферментного анализа, наблюдалось преимущественное образование антител к NS4B 
при иммунизации мышей рекомбинантным белком, содержащим оба антигена. Анализ продукции гамма-
интерферона Т-лимфоцитами при контакте с активированными дендритными клетками в ELISpot показал, 
что максимальная продукция этого цитокина отмечалась при расположении адъювантных компонентов 
на N- и С-концах рекомбинантного белка. наивысший уровень продукции гамма-интерферона при стиму-
ляции этим препаратом был выявлен в лимфоцитах из костного мозга и лимфатических узлов. Среди 
проанализированных четырёх препаратов наибольшее иммуностимулирующее действие оказывал ре-
комбинантный мозаичный белок, содержащий Т- и В-эпитопы NS4А и NS4B, мышиный IL-2 и липопептид 
Neisseria meningitides. Этот рекомбинантный белок образовывал наночастицы размером 100–120 нм. 
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The aim of the study was to investigate immunogenic properties of mosaic recombinant proteins constructed on 
the data of hepatitis C virus NS4A and NS4B antigens. Four mosaic recombinant proteins, containing the T and 
B epitopes of the NS4A and NS4B antigens, were created by genetic engineering methods in the E. coli system. 
To enhance the immune response they were linked in different variations to the nucleotide sequences of murine 
interleukin-2 (IL-2), the Neisseria meningiditis lipopeptide, and the T helper epitope of the core protein of hepatitis 
C virus. The immunogenic properties of these recombinant proteins were analyzed by immunoblotting, ELISA 
and ELISpot using sera from immunized mice and patients infected with hepatitis C virus. Recombinant proteins 
specifically reacted with the sera of immunized mice and infected patients in immunoblotting. According to the 
ELISA data, the predominant formation of antibodies to NS4B was observed when mice were immunized with 
the recombinant proteins containing both antigens. Analysis of gamma-interferon production by T-lymphocytes 
upon contact with activated dendritic cells showed in ELISpot that the maximum production of this cytokine was 
detected when adjuvant components were located at the N- and C-ends of the recombinant protein. The highest 
level of gamma-interferon production during stimulation with this drug was detected in lymphocytes from the 
bone marrow and lymph nodes. The recombinant protein containing the T and B epitopes of NS4A and NS4B, 
murine IL-2 and the lipopeptide Neisseria meningiditis had the greatest immunostimulate effect among the four 
constructions. This recombinant protein formed nanoparticles of 100-120 nm in size.
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Введение
Вирусный гепатит С – распространённое инфекционное 

заболевание, для которого характерно частое развитие хрони-
ческой формы инфекции с постепенным поражением печени 
и развитием у части больных цирроза и гепатоцеллюлярной 
карциномы. С конца прошлого века во многих странах про-
водятся исследования с целью создания профилактических 
и терапевтических вакцин против гепатита С. Зарегистриро-
ванных вакцин пока нет, кандидатные вакцинные препараты 
проходят испытания [1]. 

Процесс формирования иммунного ответа на антигены 
вируса состоит из цепи событий: дендритные клетки захва-
тывают антигены и расщепляют их на пептидные эпитопы, 
которые связываются с белками главного комплекса гисто-
совместимости и презентируются на поверхности дендрит-
ных клеток. Такие дендритные клетки, взаимодействуя с 
Т-лимфоцитами, активируют их, последние становятся 
Т-хелперными клетками (Th-клетками). Th-клетки помогают 
дендритным клеткам более эффективно активировать наи-
вные CD8+ T-клетки, вызывая образование цитотоксических 
Т-лимфоцитов и стимулируя В-клетки к образованию специ-
фических антител [2].

Очевидно,  искусственный мозаичный белок, претендую-
щий на роль вакцинного препарата, должен включать Т- и 
В-эпитопные пептиды и прилегающие к их концам 2–8 ами-
нокислотных остатков, выполняющих роль участков, чув-
ствительных к протеолизу в дендритных клетках. Их нали-
чие существенно для образования иммуногенных пептидов 
[3]. Для улучшения иммунного ответа такой белок должен 
содержать также Тh-эпитопы и адъювантные компоненты, 
что усиливает его иммуногенность. 

Источником иммуногенных пептидов в настоящем исследо-
вании были антигены вируса гепатита С (ВГС)  NS4A и NS4B. 
Неструктурный полипептид NS4A, частично погружённый 

в мембрану эндоплазматической сети, выполняет функцию 
кофактора сериновой протеазы NS3, участвующей в нареза-
нии вирусного полипротеина на отдельные вирусные белки. 
Он, как и протеаза NS3, играет ключевую роль в репродукции 
вируса. Анализ иммунореактивных свойств пептидов, синте-
зированных на основе аминокислотной последовательности 
NS4А, показал, что С-концевая часть молекулы содержит ге-
нотипспецифичные последовательности, что свидетельствует 
о вариабельности ряда аминокислотных позиций [4]. Осталь-
ные части молекулы NS4А – N-концевая, погруженная в мем-
брану, и срединная, контактирующая с сериновой протеазой, – 
представлены более консервативными последовательностями. 
В срединной части (аминокислотные позиции 21–32) молеку-
лы NS4A возможны аминокислотные замены, которые влияют 
на активность сериновой протеазы, особенно если они лока-
лизованы в позициях 30-32 [5]. Установлено, что интенсивный 
гуморальный ответ на NS4А перед началом комбинированной 
интерферонотерапии ассоциирован с достижением устойчи-
вого вирусологического ответа [6, 7]. Комплекс NS3/4А обла-
дает способностью расщеплять клеточные сигнальные белки 
MAVS и TRIF, влияющие на продукцию интерферонов I ти-
па, снижая, таким образом, эффективность защиты системы 
врожденного иммунитета [8, 9]. 

Другим белком, иммуногенные фрагменты которого были 
использованы для конструирования рекомбинантного мозаич-
ного белка, является NS4В. В структуре этого белка выделяют 
4 трансмембранных участка и экспонированные зоны. Основ-
ная функция NS4В – создание платформы (web), на которой 
происходит сборка репликативного комплекса ВГС. Экспери-
ментально показано, что данный белок взаимодействует с кле-
точным адапторным белком STING, что приводит к остановке 
интерферонового звена защиты инфицированной клетки; мо-
жет вызывать её трансформацию и, вероятно, вовлечен в разви-
тие фиброза печени и гепатоцеллюлярной карциномы [10, 11]. 
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Ранее в белке NS4В выявлены и локализованы В-клеточные, 
Т-киллерные и T-хелперные эпитопы [12–14]. 

На основании изложенных сведений и информации баз 
данных были сконструированы 4 рекомбинантных мозаич-
ных белка, содержащих Т- и В-эпитопы антигенов NS4А и 
NS4В, и компоненты, усиливающие их иммуногенность: мы-
шиный IL-2, Тh-эпитоп из нуклеокапсидного (core) белка и 
липопептид Neisseria meningitidis [15–21]. 

Цель данного исследования – изучить иммуногенные 
свойства рекомбинантных мозаичных белков, сконструиро-
ванных на основе эпитопов антигенов NS4А и NS4В, слитых 
с адъювантными компонентами в единый белок. 

Материал и методы
Бактерии и плазмиды. Для клонирования были исполь-

зованы бактерии E. сoli DLT1270 и E. сoli DH5α. Для экс-
прессии использовали E. сoli DLT1270, трансформированные 
плазмидой pQE30, содержащей последовательность  целево-
го белка. Плазмида pQE30 была модифицирована вставкой 
глицинового шарнира по сайтам BamH1-Sac1 (pQE30mod) 
для улучшения взаимодействия гексагистидинового участка 
с Ni-сорбентом при очистке. Нуклеотидные последователь-
ности, оптимизированные для E. coli, кодирующие рекомби-
нантные белки NS4a-IL2 и IL-2 (мышиный интерлейкин-2) 
были синтезированы («Евроген», РФ) и лигированы в плаз-
миду pQE30mod по сайтам рестрикции Sac1 и Kpn1. Син-
тетическая нуклеотидная последовательность LTNb («Ев-
роген», РФ) была лигирована в pQE30mod по Sac1 и Hinc2. 
В работе использовали ферменты и буферные системы от  
«СибЭнзим» (РФ) и «Fermentas» (Латвия). 

Аминокислотная последовательность рекомбинантного 
мозаичного белка на основе NS4В (субтипа 1b), названно-
го LTNb (от lipopeptide-Th-epitope-NS4b),  соответствовала: 
MRGS (стартовый участок) –  HHHHHH (гистидиновый tag) 
– GSGTSGSSGSGSGGSGSGGGG (глициновый линкер) – 
EL (сайт рестрикции Sac1) – MKKLLIAAMMAAALAACS
QEAKQEVREAVQAVESDVKDTA (липопептид) – VD (сайт 
рестрикции Sal1) – KLGGKKK (глицин-лизиновый линкер) 
– FPGGGQIVGGVYLLPRRGPRL (Th-эпитоп из core) – KK 
(лизиновый линкер) – HM (сайт рестрикции Nde1) – WNFISG 
(Т-эпитоп из NS4B) – VQYLAGL[STLPGNPAI]ASL (Th-
эпитоп + В-эпитоп из NS4B) – MAFTA[SITSPLTT] (Т-эпитоп 
из NS4B + В-эпитоп) – QYTLLFNILGGWV (Т-эпитоп из 
NS4B) – KK (лизиновый линкер) – ILAGYGAGV (Т-эпитоп 
из NS4B) – KK (лизиновый линкер) – VDLAEAAAKEAAAK
EAAAKEAAAKEAAAKAAADI (альфа-спиральный линкер). 
В квадратных скобках – В-эпитопы NS4B [21]. Спиральный 
линкер использовали для разделения функциональных до-
менов в рекомбинантных белках [22]. При конструировании 
белка, содержащего эпитопы NS4А и NS4В, он располагался 
между эпитопами этих антигенов. Для усиления иммуноген-
ности к N-концу был присоединён липидируемый пептид 
(липопептид), как описано H.-W. Chen и соавт. [23]. В нукле-
отидной последовательности LTNb были вставлены сайты 
рестрикции Sal1 и Nde1, позволявшие удалять нуклеотидные 
последовательности, соответствующие липопептиду или Th-
эпитопу, и получать новые рекомбинантные белки LNb (без 
Th- эпитопа) и TNb (без липопептида). 

Индукция рекомбинантных белков. Ночную культуру вы-
ращивали в бульоне 2ТY c ампициллином 100 мкг/мл (1/100 
объёма). Индукцию проводили в бульоне 2ТY с ампицилли-
ном (50 мкг/мл) и изопропил-β-D-тиогалактопиранозидом 
(ИПТГ) (0,5 мМ) в течение ночи при 28ºС. 

Очистка рекомбинантных белков на Ni-сорбенте. Раство-
римые белки удаляли после обработки клеток лизоцимом. 
Рекомбинантные белки оставались в осадке, к которому до-
бавляли 1 мл 7 М гуанидин гидрохлорида в 10 мМ фосфатно-
трисовом буфере (рН 8,0) с 20 мМ имидазолом и 0,5 М хло-
ристым натрием, обрабатывали ультразвуком и выдерживали 

при комнатной температуре 20 мин. Центрифугировали 10 мин 
при 13 тыс. об/мин. Полученный супернатант добавляли к Ni-
сорбенту («Promega», США). Сорбцию проводили на шейкере 
(60 мин, температура комнатная). Промывку выполняли 7 М 
гуанидин гидрохлоридом с 40 мМ имидазолом (1 мл, 3 раза), 
затем 9 М мочевиной в том же буфере с 40 мМ имидазолом  
(1 мл, 3 раза). Снятие рекомбинантных белков осуществляли 1 
М имидазолом в том же буфере с 4,5 М мочевиной. 

Белковый анализ. Концентрацию белка определяли стан-
дартным методом Бредфорд. Электрофоретический анализ 
белков выполняли общепринятым методом Лэммли в 10% 
полиакриламидном геле с 0,1% додецилсульфатом натрия.

Атомно-силовую микроскопию (ACM) проводили на при-
боре Ntegra («NT-MDT», РФ).

Дендритные клетки из лимфоцитов селезёнки, костного 
мозга, тимуса и лимфоузлов мышей (Balb/c, масса 18–20 г) 
получали и активировали по методикам, описанным ранее 
[24, 25]. После активации рекомбинантными белками (в те-
чение 24–48 ч) дендритные клетки добавляли к сингенным 
лимфоцитам в соотношении 1:10. Оценку продукции гамма-
интерферона выполняли с помощью ELISpot («R&D Sys-
tems», США), регистрацию результатов осуществляли, ис-
пользуя прибор AID EliSpot Reader («Autoimmun Diagnostika 
GmbH», Германия). 

Иммуноферментный анализ и иммуноблоттинг проводили 
по стандарным методикам. Сэндвич-ИФА использовали для 
устранения влияния антител к гистидиновой последовательно-
сти (оставшейся во всех рекомбинантных белках, кроме IL-2) 
на анализ сывороток иммунизированных мышей. В качестве 
первого слоя использовали моноклональные антитела Рenta-
his antibody («Qiagen», Германия) в количестве 0,6 мкг на лун-
ку. После закрытия свободных зон 1% бычьим сывороточным 
альбумином в фосфатно-солевом буфере (рН 7,3; 1 ч; 37°С) 
сорбировали рекомбинантые антигены, а затем после про-
мывки вносили сыворотку иммунизированных мышей. Далее 
следовали стандартные этапы. При анализе взаимодействия 
мышиных антител с отдельными вирусными белками с по-
мощью коммерческой тест-системы «Бест анти-ВГС-спектр» 
(«Вектор-Бест», РФ) использовали антимышиный конъюгат 
(«Имтек», РФ). Коэффициент позитивности рассчитывали 
как отношение оптической плотности образца к критической 
оптической плотности, величина которой в 3 раза превышала 
среднюю оптическую плотность 10 отрицательных образцов.

Для иммунизации использовали линейных мышей Balb/c 
массой 18–20 г  (возраст 6–8 нед). Иммунизировали каждым 
препаратом (5 мышей) в дозе 50 мкг на мышь, двукратно с 
интервалом 4 нед, подкожно в области передней части спи-
ны.  Кровь брали на 7-й день после второй иммунизации. 
Животных забивали путем декапитации под наркозом (смесь 
эфира с хлороформом в соотношении 1:1) с соблюдением 
принципов гуманности, изложенных в директивах Европей-
ского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации, 
и в соответствии с требованиями правил проведения работ с 
использованием экспериментальных животных. 

Статистическую обработку данных выполняли с помо-
щью пакета программ Statistica 10.0 («Tulsa», США). Разли-
чия между сравниваемыми величинами считали достоверны-
ми при вероятности более 95% (p < 0,05).

Результаты
Индукция LTNb и LNb сопровождалась лизисом бактери-

альных клеток, что свидетельствует о токсичности продуктов 
экспрессии для клеток E. coli. Для устранения этого эффекта 
была заменена питательная среда LB на более богатую сре-
ду 2TY, понижена концентрация ИПТГ и изменены условия 
экспрессии (см. «Материал и методы»). При этих условиях 
экспрессия и выход очищенного белка LTNb повысились. Из 
50 мг сырой массы индуцированных клеток в среде 2TY по-
лучали почти 200 мкг гомогенного белка.
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Ранее, изучая варианты рекомбинантных белков на основе 
NS4А, было показано, что для наибольшей эффективности при 
иммунизации следует использовать полноразмерный белок (54 
аминокислотных остатка) [26]. В объединённой конструкции 
LTNb-NS4a-IL2 адъювантные части локализовались на разных 
концах молекулы: липопептид – на N-конце,  IL-2 – на С-конце. 

Индуцированный белок LTNb-NS4a-IL2 находится в осад-
ке лизата бактериальных клеток. Все этапы растворения и 
очистки проводили с использованием детергентов и хаотроп-
ных агентов (см. «Материал и методы»). Очищенный реком-
бинантный белок LTNb-NS4a-IL2 имел молекулярную массу 
около 37 кДа по данным электрофоретического анализа (рис. 
2, см. 3-ю полосу обложки). 

Как отмечено выше (см. табл. 1), у некоторых мышей были 
обнаружены антитела к гексагистидиновой последователь-
ности. Чтобы устранить влияние этих антител на оценку 
иммуногенности рекомбинантных белков, был использован 
сэндвич-метод ИФА с моноклональными антителами к ги-
стидиновой последовательности (табл. 2).

Этот анализ позволил установить, что рекомбинантные 
белки, содержащие IL-2, у некоторых мышей индицируют 
образование антител к данному цитокину. Препарат LTNb-
NS4a-IL2 вызывает образование антител как к NS4А, так и к 
NS4В, при этом образование антител ко второму белку боль-
ше, чем к первому (1,089 против 6,987; p < 0,03). Сравнивая 
коэффициент позитивности для сывороток против препара-
тов, на которые они были получены, можно отметить, что им-
муногенность и коэффициент позитивности заметно возрас-
тает в ряду NS4а-IL2 (5,217) – LTNb (9,512) – LTNb-NS4a-IL2 
(24,106). Последний препарат эффективнее LTNb и NS4a-IL2 
(p < 0,02). Коэффициент позитивности белка LTNb-NS4a-IL2 
превышает сумму составляющих его частей, что свидетель-
ствует о синергизме действия адъювантов.

 Индукцию Т-клеточного ответа анализировали по про-
дукции гамма-интерферона лимфоцитами, смешанными с 
дендритными клетками после инкубации последних с препа-
ратами рекомбинантных белков (см. «Материал и методы»). 
Результаты анализа в ELISpot продукции этого цитокина 
лимфоцитами из разных органов при активации различными 
препаратами представлены на рис. 3. 

Наибольшая продукция гамма-инферферона наблюдалась 
при активации дендритных клеток препаратом LTNb-NS4a-
IL2. В усиление продукции анализируемого цитокина под 
действием этого препарата, очевидно, внес вклад синергизм 
действия двух адъювантных компонентов. При стимуляции 
дендритных клеток препаратом LTNb-NS4a-IL2 самый высо-

Очищенным рекомбинантным белком LTNb иммунизиро-
вали мышей. На рис. 1 (см. 3-ю полосу обложки) представ-
лены данные иммуноблоттинга препарата LTNb с сывороткой 
иммунизированной мыши (рис. 1, а) и больного хроническим 
гепатитом С (рис. 1, б). 

Как следует из рисунка, сыворотка иммунизированной мы-
ши и больного реагировала с рекомбинантным белком LTNb. 
Реакция сыворотки больного хроническим гепатитом С с 
препаратом LTNb показала, что В-эпитопы рекомбинантного 
белка распознаются антителами пациента, сформированны-
ми на естественный антиген NS4В. 

Для анализа вклада в иммуногенность отдельных компо-
нентов рекомбинантного белка LTNb были получены произ-
водные от LTNb: белки LNb (без Th-эпитопа core-белка ВГС) 
и TNb (без липопептида). На эти препараты были получены 
мышиные сыворотки, которые анализировали с помощью 
иммуноферментного анализа (табл. 1). 

Самый интенсивный В-клеточный ответ сформировался на 
препарат LTNb, в конструкции которого присутствовали ли-
попептид и Th-эпитоп из core-белка ВГС. Иммунизированные 
им мыши имели антитела к LNb (без Th-эпитопа), TNb (без 
липопептида) и в низком содержании – к GFP, соединённому c 
гексагистидиновой последовательностью. Антитела к GFP-his 
в двух других группах мышей отсутствовали. У всех мышей 
отсутствовали также антитела к липидируемому пептиду из 
Neisseria meningitidis и GFP (данные не приводятся). Оценивая 
сыворотки мышей, иммунизированных препаратами LNb и 
TNb, можно отметить  близость их показателей  (вероятность 
различия p > 0,05). Анализируя сыворотки иммунизированных 
мышей в тест-системе «Бест анти-ВГС-спектр», обнаружили, 
что мыши, иммунизированные препаратами LTNb и TNb, име-
ли антитела к NS4AB и core-белку. Наличие антител к core-
белку было вызвано тем, что аминокислотная последователь-
ность этого Th-эпитопа перекрывается с В-эпитопом, что не 
отметили X.J. Huang и соавт. [13]. 

Следующим этапом настоящего исследования было соеди-
нение последовательностей, кодирующих NS4А-IL2 с LTNb. 

Т а б л и ц а  1
Результаты анализа сывороток мышей, иммунизированных 

очищенными препаратами рекомбинантных мозаичных белков 
и GFP c гистидиновой последовательностью (GFP-his)

Антиген Сыворотки к 
LTNb

Сыворотки к 
LNb

Сыворотки к 
TNb

LTNb 1:1380 1:612 1:646
LNb 1:603 1:398 1:263
TNb 1:794 1:263 1:692
GFP-his 1:214 Нет реакции Нет реакции

П р и м е ч а н и е.  Данные представлены как среднегеометриче-
ское значение титров сывороток.  GFP – зелёный флуоресцирующий 
белок.

Т а б л и ц а  2
Гуморальный ответ мышей, иммунизированных рекомбинант-

ными белками, по данным сэндвич-метода ИФа

Антигены Сыворотка на 
препарат LTNb-

NS4a-IL2

Сыворотка 
на препарат 

LTNb 

Сыворотка 
на препарат

NS4a-IL2
GFP-his Отр. Отр. Отр.
IL-2 2,427* Отр. 3,321
LTNb 6,987 9,512 Отр.
LTNb-NS4a-IL-2 24,106 4,458 4,108
NS4a-IL-2 1,089 Отр. 5,217

П р и м е ч а н и е. Отр. – отрицательный результат; * – коэффи-
циент позитивности. 
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Рис. 3. Продукция гамма-интерферона Т-лимфоцитами при 
стимуляции дендритных клеток антигенами NS4a-IL2 (АГ-А); 

LTNb (АГ-В); LTNb-NS4a-IL2 (АГ-АВ).
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кий уровень продукции гамма-инферферона был выявлен у 
лимфоцитов из костного мозга и лимфоузлов по сравнению с 
лимфоцитами из селезёнки и тимуса (р < 0,01). 

Учитывая влияние размера белковых комплексов на их 
иммуногенность [27],  изучали аналогичные параметры по-
лученных рекомбинантных белков методом АСМ (рис. 4, см. 
3-ю полосу обложки). 

Ранее с помощью  метода АСМ мы показали, что препарат 
NS4a-IL2 образует наночастицы размером 6–8 нм [26]. В на-
стоящем исследовании в препарате LTNb выявлялись нано-
частицы размером 30–50 нм, а в препарате LTNb-NS4a-IL2 
– до 100–120 нм. 

Обсуждение
Конструирование и анализ свойств рекомбинантных мо-

заичных белков являются сложной задачей, поскольку свой-
ства и конформация отдельных компонентов в искусствен-
ном протеине могут изменяться из-за их взаимного влияния 
друг на друга и нарушения доступности зон, расщепляемых 
протеазами в дендритных клетках. Недавно сконструирован 
мультиэпитопный мозаичный рекомбинантный белок для 
выявления антител к разным антигенам ВГС [28]. 

В наши конструкции, основанные на вирусных антигенах 
NS4А и NS4В, были включены пептидные последователь-
ности, соответствующие Т-цитотоксическим, Т-хелперным и 
В-клеточным эпитопам, усиленные адъювантными компонен-
тами нескольких видов с учётом разработок, обеспечивающих 
правильный процессинг и презентацию пептидов дендритными 
клетками [8, 12]. Ранее нами было показано, что рекомбинант-
ный полноразмерный NS4А обладает более высокой иммуно-
генностью, если он соединен с мышиным IL-2 [26]. Однако в 
новом рекомбинантном мозаичном белке LTNb-NS4a-IL2, со-
держащем Т- и В-эпитопы белка NS4В и полную аминокислот-
ную последовательность NS4А, гуморальный ответ на NS4А, 
слитый с IL-2, оказался более слабым, чем в препарате NS4a-
IL2 [26]. Очевидно, в структуре нового рекомбинантного белка 
LTNb-NS4a-IL2 В-эпитопы NS4А были менее доступными для 
презентации в дендритных клетках, чем эпитоп NS4В. 

В рекомбинантном белке LTNb-NS4a-IL2 содержались 
Т-цитотоксические и Тh-эпитопы NS4В, охарактеризованные 
другими авторами [12–14, 29, 30]. X.J. Huang и соавт. [13] для 
стимуляции CD4+ и CD8+ T-клеточного ответа поместили 
Th-эпитоп из core-белка ВГС (KFPGGGQIVGGVYLLPRRG-
PRL) между двумя цитотоксическими эпитопами. Авторы 
показали эффективность этой конструкции в индукции кле-
точного иммунного ответа по сравнению с рекомбинантным 
белком без этого Th-эпитопа. Однако они не отметили, что 
Th-эпитоп из core-белка перекрывается с В-клеточным эпи-
топом, что было обнаружено в нашем исследовании. Анализ 
гуморального ответа на компоненты конструкции LTNb-
NS4a-IL2 показал более высокую эффективность в индукции 
В-клеточного ответа эпитопов NS4B, чем NS4А, что может 
быть связано с большей доступностью для протеаз дендрит-
ных клеток В-эпитопа из NS4B.

Т-клеточный ответ на препараты оценивали по индукции 
выработки гамма-интерферона. Этот интерферон, продуци-
руемый Т-лимфоцитами, является ключевым цитокином, 
его продукция служит индикатором формирования иммун-
ного ответа по Th1-типу, с недостаточной эффективностью 
которого связывают развитие хронического гепатита С. На-
личие продукции гамма-интерферона является хорошим по-
казателем формирования Т-клеточного ответа под действием 
рекомбинантных белков (см. рис. 3). Максимальный ответ 
наблюдался при стимуляции препаратом LTNb-NS4a-IL2, осо-
бенно в лимфоцитах костного мозга и лимфоузлов, что также 
говорит об эффективной стимуляции как В-клеточного, так и 
Т-клеточного ответа.

Как отмечено ранее M.F. Bachmann и G.T. Jennings [27], 
наиболее эффективными иммуногенами являются белковые 

частицы, имеющие размер 50–100 нм. Исследование препа-
ратов наших рекомбинантных белков с помощью АСМ пока-
зало увеличение размеров образующихся белковых частиц от 
6–8 нм для NS4a-IL2 [26] до  30–50 нм для LTNb и  100–120 
нм для LTNb-NS4a-IL2. Вероятно, можно говорить о вкладе в 
иммуногенность препарата LTNb-NS4a-IL2, связанном с раз-
мером белковых частиц.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют 
о том, что сконструированный финальный рекомбинантный 
белок LTNb-NS4a-IL2 высокоиммуногенен, и адъювантные 
компоненты IL-2 и липопептид действуют синергично, вза-
имно усиливая иммуногенность препарата, и эффективно 
стимулируют В- и Т-клеточный иммунный ответ.

Выводы
1. Из четырех исследованных конструкций наибольшая 

иммуногенность была обнаружена у препарата LTNb-NS4a-
IL2, содержащего Т- и В-эпитопы NS4В, полноразмерный 
NS4А, липопептид Neisseria meningitidis и мышиный IL-2. 

2. При иммунизации мышей рекомбинантным мозаич-
ным белком LTNb-NS4a-IL2 обнаружена преимущественная 
выработка антител к В-эпитопам NS4В, уровень антител к 
NS4А был заметно ниже.

3. Наблюдали синергизм иммуностимулирующего дей-
ствия адъювантных компонентов липопептида Neisseria men-
ingitidis и мышиного IL-2, когда они располагались на N- и 
C-концах рекомбинантного белка. 

4. Учитывая эффективный Т- и В-клеточный ответ, реком-
бинантный мозаичный белок LTNb-NS4a-IL2 можно рас-
сматривать как конструкционный прототип для разработки 
вакцинного препарата против гепатита С. 
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Макаров В.В., Лозовой Д.а. Новые особо опасные инфекции, ассоциированные с рукокрылыми. Владимир: РУДН, ФГБУ 
«ВНИИЗЖ»; 2016. — 160 с.

Монография представляет собой редкий для отечествен-
ной научной литературы аналитический труд по проблеме 
вирусных зоонозов, ассоциированных с рукокрылыми, что 
особенно важно в связи с эмерджентной природой данных 
инфекций. Авторами проведено глубокое всестороннее 
изучение фундаментальных основ новых особо опасных 
инфекций рукокрылых и их эпидемиологических особен-
ностей. Привлечено внимание к малоизученности инфек-
ций, связанных с рукокрылыми, в отечественной эпиде-
миологии, особенно ветеринарной, хотя несомненным 
является факт серьёзной глобальной эпидемиологической 
опасности системы вирус—рукокрылые. В качестве наи-
более актуального примера можно привести бешенство 
рукокрылых, являющееся потенциальным риском для лю-
дей практически на всех континентах. Недавняя вспыш-
ка геморрагической лихорадки Эбола в странах Западной 
Африки, объявленная ВОЗ угрозой международного мас-
штаба, всколыхнула также интерес к природно-очаговым 
инфекциям, связанным с рукокрылыми, и вовлечению 
других восприимчивых видов в эпидемический процесс. 
Актуальность исследуемого авторами вопроса подтверж-

дается ростом количества научных работ и публикаций по 
данной проблематике в мире.

Для лучшего раскрытия темы авторами в начале моногра-
фии большое внимание уделено рассмотрению систематики, 
биологии и экологии рукорылых. Собранный материал чрез-
вычайно полезен для специалистов, так как позволяет озна-
комиться с уникальными биоэкологическими особенностями 
отряда рукокрылых и связанных с ними причин возникнове-
ния особой резервуарной роли этих млекопитающих в эпиде-
мическом процессе. Несоразмерно малый интерес у ветери-
нарных и медицинских эпидемиологов к рукокрылым, а они 
являются вторым по численности отрядом млекопитающих 
после грызунов, связан с необычайной обособленностью 
существования этих животных, отсутствием информации в 
учебной и научной специальной литературе. Представленная 
монография успешно решает задачу по привлечению вни-
мания соответствующих специалистов и создаёт основу для 
дальнейшего прикладного применения знаний хироптологов 
(биологов, изучающих рукорылых) в ветеринарной и меди-
цинской эпидемиологии.

Важное сугубо эпидемиологическое значение имеет 
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информация, приведённая в разделе о системе вирусы—
рукокрылые и эпидемиологических особенностях воспри-
имчивости рукокрылых. Система вирус—рукокрылые рас-
сматривается как классическая эволюционно сложившаяся 
система паразит—хозяин с преобладанием бессимптомных 
форм инфекции и формированием природно-очаговой эн-
демии в популяции, время от времени выносимой как тупи-
ковая инфекция за её пределы за счёт нерезервуарных вос-
приимчивых видов. Необычайно интересным является факт 
существования особых условий в организме, влияющих на 
восприимчивость рукокрылых к инфекционным возбудите-
лям, основанных на гетеротермии и других особенностях 
иммунной системы этих животных. Представленная инфор-
мация важна для дальнейшего научного осмысления про-
текания инфекционного процесса у рукокрылых, что может 
раскрыть непредвиденные механизмы иммунной системы 
организма млекопитающих, полезные для понимания пато-
физиологии не только инфекционных болезней, но, к приме-
ру, злокачественных заболеваний человека, отсутствующих 
у рукокрылых. Большое значение придаётся феномену повы-
шенной виральности рукокрылых как глобального фактора 
эпидемической эмерджентности, что необходимо для опре-
деления приоритетных эпидемических опасностей суще-
ствующих резервуаров. На основе анализа представленных 
данных авторы делают вывод о сравнительной лёгкости зара-
жения ассоциированными с рукокрылыми болезнями других 
видов млекопитающих из-за отсутствия у последних защит-
ных механизмов, способных противостоять так называемым 
«bat-borne» вирусам.

Информация о вирусах, которые ассоциированы с руко-
крылыми, представлена в отдельной главе в виде сводного 
материала по эпидемической роли отдельных вирусов для 
определённых стран, эпидемиологическим особенностям 
вспышек, эпидемиологической географии, систематическим 
и биологическим особенностям. В этой главе много таблиц, 
рисунков и фотографических изображений, выгодно структу-
рирующих и отображающих аналитическую информацию.

Следуя логике изложения, далее авторы пристальное 
внимание уделяют отдельным нозологическим единицам, 
связанным с рукокрылыми. Это лиссавирусные, парамик-
совирусные, коронавирусные и филовирусные инфекции. 
Из всех представленных болезней бешенство является наи-
более изученным, его природно-очаговый характер и эпи-
демиологические особенности давно и хорошо известны. В 
последние годы это касается и бешенства рукокрылых, кото-
рое рассмотрено авторами с особым вниманием к зоонотиче-
скому потенциалу инфекции для человека в условиях синан-
тропизации рукокрылых. Представители группы зоонозных 
природно-очаговых вирусных геморрагических лихорадок 
— Марбургвирусная болезнь и болезнь, вызываемая виру-
сом Эбола,— возникли в 60—70-е годы прошлого столетия 
и с тех пор не прекращают проявлять свой эмерджентный 
потенциал в эндемичных зонах. Особенно большую трево-
гу вызвали очередные вспышки, вызванные вирусом Эбола 
в 2014—2015 гг., выявившие серьезный эмерджентный риск 
и признанные ВОЗ угрозой международного масштаба. Эти 
эпидемии ещё раз подтвердили невыясненность факторов, 
влияющих в совокупности на эпидемические проявления 
такой особо опасной вирусной болезни, каковой является бо-
лезнь, вызванная вирусом Эбола. Авторы делают важный вы-
вод о необходимости оценки риска заноса болезни в Россию 
из неблагополучных зон, а также пристального внимания к 
свиньям как вероятным промежуточным хозяевам вируса и 
факторам риска распространения инфекции. Относительно 
«молодыми» инфекциями с 20—30-летней историей являют-
ся экзотические и потому малоизвестные в России болезни 

Хендра, Нипах, Хенипавирусная инфекция и болезнь Менан-
гале. Перечисленные зоонозные инфекции рукокрылых тре-
буют пристального внимания вирусологов и эпидемиологов 
с целью дальнейшего углубления фундаментальных знаний 
о возбудителях, их взаимодействии с хозяевами и влиянии на 
проявления эпидемического процесса. Тяжёлый острый ре-
спираторный синдром (ТОРС) является новой эмерджентной 
инфекцией (с 2002 г.), возникшей в Китае и экспортирован-
ной в дальнейшем в другие страны. Быстрое выявление клю-
чевых звеньев эпидемической цепи, в основе которой лежа-
ли рукокрылые как резервуар, а некоторые восприимчивые 
животные как промежуточный хозяин вируса, позволило за 
короткий срок значительно снизить заболеваемость челове-
ка вплоть до спорадической. Это ещё раз подчёркивает важ-
ность изучения инфекций рукокрылых и системы вирус—
хозяин для принятия противоэпидемических мер.

По результатам проведённого информационного анализа 
данных о вирусах и вирусных инфекциях рукокрылых авто-
ры монографии внедряют рассмотренные ими категории в 
область теоретических знаний об инфекционном и эпиде-
мическом процессе. На примере рассмотренных инфекций 
рукокрылых вводятся понятия сукцессия, амплификация, 
spill-over, индекс-случай и другие, что, несомненно, явля-
ется важным процессом гармонизации терминов отече-
ственной и мировой науки, однако, по мнению рецензента, 
требует всестороннего обсуждения целесообразности вве-
дения некоторых англицизмов в российскую эпидемиоло-
гию. Неприятие в качестве основополагающей теории эпи-
демиологического процесса Л.В. Громашевского вызывает 
удивление, так как приведённые авторами утверждения от-
носительно определённых понятий и явлений не отвергают, 
а расширяют и углубляют современные знания об инфек-
ции и инфекционном процессе и давно известны россий-
ским эпидемиологам.

Завершающая глава монографии является синтетической, в 
ней подводится итог и рассматриваются отдельные эпидеми-
ческие особенности особо опасных инфекций рукокрылых. 
Особенно интересными для специалиста являются сведения 
о структурных моделях эпидемической динамики болезней, 
ассоциированных с рукокрылыми, а также о факторах макро-
эпидемиологического риска.

В заключении кратко представлены выводы по рассмотрен-
ной в монографии проблематике эмерджентного потенциала 
особо опасных инфекций рукокрылых, на основе которых 
даны рекомендации по дальнейшему использованию в вете-
ринарной науке и практике представленного аналитического 
материала.

Ещё раз следует отметить хорошее структурирование 
столь многопланового материала авторами монографии с по-
мощью таблиц, графиков, рисунков, а также наглядность за 
счёт качественного иллюстративного материала различных 
видов рукокрылых и их вирусов. Объективность представ-
ленной информации не оставляет сомнений ввиду использо-
вания большого количества литературных источников, про-
работано 200 научных работ, большая часть из которых — 
иностранные источники. В приложениях приведён большой 
объём справочной информации.

Монография будет полезна специалистам федеральных 
служб ветеринарного и санитарно-эпидемиологического 
надзора, а также работникам, занятым в сфере научных ис-
следований инфекционных болезней. Она может использо-
ваться студентами, аспирантами, слушателями ФПК, инте-
ресующимися инфекционной патологией и эпизоотологией, 
как источник углублённых научных знаний.
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