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Истоки пандемии COVID-19: экология и генетика 
коронавирусов (Betacoronavirus: Coronaviridae)  
SARS-CoV, SARS-CoV-2 (подрод Sarbecovirus),  
MERS-CoV (подрод Merbecovirus)
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имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия

С начала 2000-х годов зарегистрировано три независимых случая появления новых зооантропонозных 
коронавирусов (Betacoronavirus) человека, обладающих эпидемическим и пандемическим потенциалом. 
Первая вспышка инфекции (ТОРС, SARS), вызванная вирусом SARS-CoV, возникла осенью 2002 г. в КНР 
(провинция Гуандун). Вторая вспышка (БВРС, MERS), связанная с новым вирусом MERS-CoV, появилась 
осенью 2012 г. в Саудовской Аравии. Третья эпидемия, переросшая в пандемию COVID-19, вызванная ви-
русом SARS-CoV-2, возникла осенью 2019 г. в КНР (провинция Хубэй). В настоящем обзоре рассмотрены 
экологические и генетические аспекты, обусловившие появление новых зооантропонозных коронавирусов 
человека. Основным механизмом адаптации зоонозных бетакоронавирусов к человеку является измене-
ние структуры рецептор-связывающего домена поверхностного белка S, в результате чего он приобретает 
способность связывать клеточные рецепторы эпителиальных клеток респираторного и пищеварительного 
трактов человека. Этот процесс определяется высокой генетической изменчивостью коронавирусов и их 
способностью к рекомбинации в процессе межпопуляционных взаимоотношений вирусов и их природных 
резервуаров – летучих мышей (Microchiroptera, Chiroptera). Появление вирусов SARS-CoV, SARS-CoV-2 
(подрод Sarbecovirus) и MERS-CoV (подрод Merbecovirus) связано с эволюцией этих и других вирусов, про-
текающей в популяциях летучих мышей, с их дальнейшей передачей человеку напрямую или через проме-
жуточных позвоночных хозяев, экологически связанных с летучими мышами.
Статья подготовлена по материалам доклада на заседании Научного совета РАН «Науки о жизни» «Корона-
вирус – глобальный вызов науке»: Львов Д.К., Альховский С.В., Бурцева Е.И. Истоки пандемии COVID-19: 
происхождение, биология и генетика коронавирусов SARS-CoV, SARS-CoV-2, MERS-CoV (16 апреля 2020 г.,  
зал заседаний Президиума РАН, Москва Ленинский проспект, д. 14).
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Source of the COVID-19 pandemic: ecology and genetics of coronaviruses 
(Betacoronavirus: Coronaviridae) SARS-CoV, SARS-CoV-2 (subgenus 
Sarbecovirus), and MERS-CoV (subgenus Merbecovirus)
Dmitry K. Lvov, Sergey V. Alkhovsky

D.I. Ivanovsky Institute of Virology of National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named  
after the honorary academician N.F.Gamaleya,  Moscow, 123098, Russia
Since the early 2000s, three novel zooanthroponous coronaviruses (Betacoronavirus) have emerged. The first outbreak 
of infection (SARS) caused by SARS-CoV virus occurred in the fall of 2002 in China (Guangdong Province). A second 
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До 2002 г. коронавирусы человека рассматривались 
как вирусы сезонного ОРВИ, не вызывающие серьёз-
ных осложнений. В ноябре 2002 г. в сельской местно-
сти провинции Гуандун (КНР) возникла вспышка за-
болевания, получившего название «тяжёлый острый 
респираторный синдром» (ТОРС, SARS), с 11% ле-
тальностью, вызванная новым, неизвестным ранее 
коронавирусом. Вирус – возбудитель ТОРС получил 
название SARS-CoV и позднее был отнесён к новому 
виду Severe acute respiratory syndrome-related corona-
virus в составе рода Betacoronavirus (подрод Sarbe-
covirus) [5]. В сентябре 2012 г. на Ближнем Востоке 
(Саудовская Аравия, Оман), с последующим заносом 
в ряд других стран, начали регистрировать случаи 
тяжёлого респираторного заболевания, названного 
«ближневосточный респираторный синдром» (БВРС, 
MERS), вызванного другим ранее неизвестным коро-
навирусом (MERS-CoV), классифицированным как 
новый вид (Middle East respiratory syndrome related 
coronavirus) в составе рода Betacoronavirus (подрод 
Merbecovirus) [6]. Случаи инфекции MERS регистри-
руются и в настоящее время. На декабрь 2019 г. были 
подтверждены 2484 случая, из них 857 (34%) закон-
чились летально [2]. В конце ноября 2019 г. в г. Ухань 
(провинция Хубэй, КНР) зарегистрирована вспышка 
респираторного заболевания, позднее получившего 
название COVID-19 (от англ. Coronavirus infectious 

outbreak (MERS) associated with the new MERS-CoV virus appeared in Saudi Arabia in autumn 2012. The third epi-
demic, which turned into a COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV-2 virus, emerged in China (Hubei Province) in 
the autumn 2019. This review focuses on ecological and genetic aspects that lead to the emergence of new human 
zoanthroponous coronaviruses. The main mechanism of adaptation of zoonotic betacoronaviruses to humans is to 
changes in the receptor-binding domain of surface protein (S), as a result of which it gains the ability to bind human 
cellular receptors of epithelial cells in respiratory and gastrointestinal tract. This process is caused by the high genetic 
diversity and variability combined with frequent recombination, during virus circulation in their natural reservoir – bats 
(Microchiroptera, Chiroptera). Appearance of SARS-CoV, SARS-CoV-2 (subgenus Sarbecovirus), and MERS (subge-
nus Merbecovirus) viruses is a result of evolutionary events occurring in bat populations with further transfer of viruses 
to the human directly or through the intermediate vertebrate hosts, ecologically connected with bats.
This review is based on the report at the meeting «Coronavirus – a global challenge to science» of the Scientific 
Council «Life Science» of the Russian Academy of Science: Lvov D.K., Alkhovsky S.V., Burtseva E.I. COVID-19 
pandemic sources: origin, biology and genetics of coronaviruses of SARS-CoV, SARS-CoV-2, MERS-CoV (Con-
ference hall of Presidium of RAS, 14 Leninsky Prospect, Moscow, Russia. April 16, 2020)
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Введение
Коронавирусы (CoV, семейство Coronaviridae) 

представляют собой обширное семейство зоонозных 
РНК-содержащих вирусов, инфицирующих широкий 
круг позвоночных, включая млекопитающих, птиц 
и земноводных. Семейство Coronaviridae принад-
лежит к отряду Nidovirales и по современной таксо-
номии включает два подсемейства и 8 родов. Коро-
навирусы человека и животных принадлежат подсе-
мейству Orthocoronavirinae, в которое входят 5 родов 
и 33 подрода (рис. 1) [1]. Многие короновирусы вы-
зывают тяжёлые заболевания домашних и сельскохо-
зяйственных животных, тогда как у своих основных 
хозяев в дикой природе вызывают в основном бес-
симптомную, персистирующую инфекцию. Корона-
вирусы двух родов (Alphacoronavirus и Betacorona-
virus) способны инфицировать человека и вызывать 
у людей тяжёлые заболевания [1, 2].

Альфакоронавирусы (HCoV-229E) активно цирку-
лируют среди людей и участвуют в сезонном подъ-
ёме заболеваемости острыми респираторными ви-
русными инфекциями (ОРВИ), наряду с другими ре-
спираторными вирусами [3, 4]. По разным оценкам, 
доля коронавирусов в структуре ОРВИ может дости-
гать 10–15%, особенно среди детей. В России в эпи-
демический сезон с октября 2018 г. по апрель 2019 г. 
доля коронавирусов среди лабораторно диагностиро-
ванных случаев ОРВИ составляла 4,6–9,4% [2].
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Кавказ, Черноморское побережье и Крым, южные 
регионы азиатской части РФ. 

Первичным источником инфицирования людей 
MERS являются одногорбые верблюды-дромадёры 
[21]. От верблюдов были выделены штаммы MERS-
CoV, практически идентичные эпидемическим штам-
мам, изолированным от людей [22–24]. На основе серо-
логических исследований показано, что вирус MERS-
CoV активно циркулирует в популяциях верблюдов 
в Африке, Азии и на Ближнем Востоке как минимум 
с 1983 г. [25]. В отличие от SARS-CoV-подобных ви-
русов у летучих мышей пока не обнаружены вирусы, 
обладающие уровнем схожести, достаточным для от-
несения их к одному виду с MERS-CoV. Однако опи-
сано несколько близкородственных видов вирусов, 
входящих вместе с MERS-CoV в подрод Merbecovirus. 
Резервуаром этих видов в Европе, Китае и на Ближнем 
Востоке являются в основном гладконосые летучие 
мыши (Vespertilionidae), такие как нетопыри (Pipistrel-
lus) и кожаны (Eptesicus), всего до 14 видов. Родствен-
ные MERS-CoV виды вирусов найдены также в Афри-
ке у щелеморды (Nycteris, Nycteridae) [20]. 

За последние годы у различных видов рукокрылых 
(Chiroptera) было обнаружено множество штаммов, 
эволюционно близких практически ко всем извест-
ным группам коронавирусов. В циркуляцию аль-
фа- и бетакоронавирусов вовлечены не менее 30 раз-
личных видов из 11 семейств этого отряда [20]. Это 
позволяет рассматривать представителей отряда Chi-
roptera как очень древний природный резервуар всех 
альфа- и бетакоронавирусов млекопитающих. Кроме 
коронавирусов, летучие мыши являются резервуаром 
и источником множества других зоонозных вирусов, 
включая вирусы геморрагических лихорадок Эбола, 
Марбург, Нипах, Хендра, а также рабдовирусов, бу-
ньявирусов и др. [26], что объясняется экологически-
ми и биологическими особенностями этих животных. 
К ним относятся высокая численность и плотность по-

desease), вызванная третьим, ранее неизвестным ко-
ронавирусом [7, 8]. Генетические исследования пока-
зали, что этиологический агент COVID-19 является 
близкородственным вирусу SARS-CoV (2002–2003 гг.)  
и относится к тому же виду Severe  acute  respiratory  
syndrome-related  coronavirus рода Betacoronavirus. 
В этой связи вирус получил название SARS-CoV-2 
[9]. В настоящее время ВОЗ объявлена пандемия 
COVID-19. На 25 апреля 2020 г. общее число инфи-
цированных в мире превысило 2,7 млн человек, число 
летальных случаев превысило 196 тыс.

Экология зооантропонозных коронавирусов 
SARS-CoV, SARS-CoV-2, MERS-CoV

Источником первичного инфицирования людей 
во всех трёх случаях новых коронавирусных ин-
фекций были животные. Исследования, проведён-
ные в КНР и в других странах, показали, что схожие 
с SARS-CoV вирусы активно циркулируют в попу-
ляциях летучих мышей (Microchiroptera, Chiroptera) 
и именно летучие мыши являются их природным ре-
зервуаром [10, 11]. Основным природным резервуа-
ром SARS-CoV-подобных вирусов являются подко-
воносые летучие мыши – ринолофиды (Rhinolophus: 
Rhinolophidae). В КНР в циркуляцию вовлечены 
многие виды, но главное значение имеют китайский 
(R.  sinicus), большой (R.  ferrumequinum), средний 
(R. affinis) и королевский (R. rex) подковоносы [12]. 
В Европейских странах циркуляция родственных 
SARS-CoV вирусов обнаружена у большого, мало-
го (R.  hipposideros), южного (R.  euryale), очкового 
(Rh.  mehelyi) и средиземноморского (R.  blasii) под-
ковоносов [13–16]. Общую заражённость популя-
ций подковоносов в пределах их ареала оценивают 
в 10%, но в некоторых колониях-пещерах это значе-
ние может достигать 60% [12, 15, 17–20]. Ареал ви-
дов – носителей SARS-CoV-подобных вирусов охва-
тывает южные регионы России, включая Северный 

Рис. 1. Структура родов подсемейства Orthocoronavirinae семейства Coronaviridae с указанием видов животных,  
которых они инфицируют. 

Fig. 1. List of genera of the subfamily Orthocoronavirinae of the family Coronaviridae, indicating vertebrate animals they infect.
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пуляций во время днёвок и зимовок, перемешивание 
популяций во время ежегодных сезонных миграций, 
особенности биологии и иммунитета [27, 28]. В од-
ной, часто смешанной, колонии летучих мышей мо-
гут одновременно циркулировать несколько зооноз- 
ных вирусов, которые выделяются в большом титре 
с фекалиями и мочой и заражают ближайших особей. 
Поскольку многие виды селятся непосредственно 
вблизи жилищ человека (и на чердаках), выделяемые 
ими вирусы могут или напрямую инфицировать лю-
дей и домашних животных, или же инфицировать жи-
вотных, которые их ловят и поедают.

Филогения рода Betacoronavirus
К настоящему времени описаны несколько десят-

ков бетакоронавирусов летучих мышей, филогенети-
чески близких к зооантропонозным эпидемическим 
вирусам. На филогенетических деревьях эти вирусы 
формируют две ветви, которые представляют два 
подрода (Sarbecovirus и Merbecovirus) в составе рода 
Betacoronavirus. Геном коронавирусов представлен 
одной нитью РНК позитивной полярности, которая 
кодирует от 11 до 14 генов, включая белки полиме-
разного комплекса, структурные белки вириона и не-
сколько неструктурных белков. В целом геномы виру-
сов летучих мышей на 75–95% схожи с геномами ви-
русов SARS, SARS-2 и MERS. Все они имеют схожую 
структуру генома, с некоторыми вариациями в со-
ставе неструктурных, вспомогательных протеинов. 
Генетический анализ показывает, что между извест-
ными штаммами SARS-подобных вирусов летучих 
мышей происходили многочисленные рекомбинации, 
в результате чего осуществляется постоянный обмен 
фрагментами различных генов.

Механизм адаптации бетакоронавирусов  
летучих мышей к человеку

Тропизм коронавирусов к клеткам тканей живот-
ных, которых они могут инфицировать, определяет-

ся S-протеином, который формирует на поверхности 
вириона характерные выросты – пепломеры. S-белок 
несёт специальный рецептор-связывающий домен, 
который расположен в N-терминальной части белка 
и состоит из 190 аминокислот [1]. Главные различия 
между SARS-CoV и близкородственными вируса-
ми летучих мышей связаны со структурой данного 
домена. Это очень вариабельный регион, в котором 
встречаются многочисленные замены, делеции и ин-
серции. SARS-подобные вирусы в качестве рецепто-
ра используют ангиотензин-конвертирующий фер-
мент-2 (ACE2) (рис. 2) [29]. Большинство вирусов 
летучих мышей не способно связывать человеческий 
ACE2-рецептор [30]. Таким образом, несмотря на вы-
сокую схожесть геномов подавляющее большинство 
вирусов летучих мышей не могут инфицировать клет-
ки человека. 

Изменение рецепторной специфичности у вирусов 
SARS-CoV и SARS-CoV-2 связано с определёнными 
мутациями в рецептор-связывающем домене белка 
S [31]. Вероятно, рецепторная адаптация возможна 
в промежуточном хозяине, в качестве которого могли 
выступать циветы (в случае с SARS-CoV), панголи-
ны (в случае с SARS-2) и верблюды (в случае MERS-
CoV). Адаптация SARS и SARS-2 происходила не-
зависимо друг от друга, и эти вирусы имеют разные 
аминокислоты в ключевых для связывания рецептора 
позициях. Уровень гомологии рецептор-связывающе-
го домена между вирусами SARS-CoV и SARS-CoV-2 
составляет только 75% а.к. ACE2-рецептор челове-
ка имеет практически одинаковый уровень отличий 
(82% схожести) от рецепторов летучих мышей, цивет 
и панголинов.

Способность связывать ACE2-рецептор человека, 
а также некоторые особенности в структуре генов 
ORF3 и ORF8, которые, как предполагается, играют 
роль в патогенезе вируса, долго считались уникаль-
ными свойствами SARS-CoV. В результате масштаб-
ных исследований китайских популяций летучих мы-

Рис. 2. Особенности вируса SARS-CoV-2: а – основные этапы проникновения вируса в клетку (адаптировано по G. Simmons et al. [40]); 
б – сравнение сайта нарезания S1/S2 белка S вирусов SARS-CoV, RaTG13 и SARS-CoV. Стрелкой указано место расщепления белка S 

клеточными протеазами. Дополнительный сайт для фуриновых протеаз PRRA вируса SARS-CoV-2 выделен жирным шрифтом. 
Fig. 2. A. Features of the SARS-CoV-2 virus: a - schematic representation of the virus penetration into the cell (adapted from G. Simmons et 
al. [40] ). b -comparison of S1/S2 cleavage site (arrow) in S protein of SARS-CoV, RaTG13 and SARS-CoV viruses. Additional site (PRRA) 

for cellular furin proteases is bolded.

а б
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Рис. 3. Карта Китая с указанием мест возникновения новых коронавирусных инфекций SARS (2002 г.), COVID-19 (2019) г.). Указана 
провинция Юньнань, где в колониях китайского подковоноса (R. sinicus) выделены штаммы – предшественники вируса SARS-CoV. 

Fig. 3. Map of China showing the sites of origin coronavirus infections SARS (2002) and COVID-19 (2019). Yunnan province, where 
viruses - precursors of SARS-CoV were isolated from horseshoe bats (R. sinicus), are shown.

шей были изолированы несколько вирусов, схожих 
с SARS-CoV по структуре рецептор-связывающего 
домена. Было показано, что эти штаммы способны 
использовать рецептор и человека, и летучих мышей, 
и цивет для проникновения в клетку [32]. Ряд других 
штаммов имели схожее строение генов ORF3 и ORF8 
[33, 34]. Таким образом, среди циркулирующих в ко-
лониях летучих мышей вирусов встречаются вариан-
ты, уже обладающие необходимым тропизмом и спо-
собностью инфицировать людей без необходимости 
дополнительной адаптации в промежуточном хозя-
ине. Вирусы, способные использовать человеческий 
рецептор, и вирусы со схожим с SARS-CoV строе-
нием генов ORF3 и ORF8 были найдены пока только 
у китайского подковоноса (Rh.  sinicus) в китайской 
провинции Юньнань (рис. 3). Тогда как в других про-
винциях и у других видов подковоносов обнаружи-
вались только вирусы, не способные инфицировать 
связывать ACE2-рецептор человека. При этом много-
летнее наблюдение за одной из пещер в данной про-
винции выявило в ней весь спектр вариантов вирусов, 
обнаруженных в других регионах КНР, что говорит 
о постоянном перемешивании вирусных популяций 
[33, 35]. Несмотря на то что вспышка SARS нача-

лась в 2002 г. в сельской местности в окрестностях 
г. Фошань (провинция Гуандун, КНР) и была связана 
с фермами и рынками животных, наиболее вероятным 
местом появления вируса рассматриваются колонии 
китайского подковоноса, в частности в провинции 
Юньнань, где вирус возник в результате серии реком-
бинаций. Более того, серологические исследования 
показали, что в этой провинции в сельской местности 
вблизи пещер с колониями летучих мышей антитела 
к SARS встречаются у 2,7% жителей [36]. 

Вирус SARS-CoV-2 имеет только 75% схожести 
с вирусом SARS-CoV и, соответственно, его проис-
хождение является независимым. Наиболее близ-
кий к вирусу SARS-CoV-2 штамм был обнаружен 
в 2013 г. у среднего подковоноса (Rh.  affinis) в про-
винции Юньнань (КНР) [8]. Этот штамм, названный 
RaTG13, имеет в среднем 96% идентичности с SARS-
CoV-2 при сравнении полных геномов. При этом не-
которые структурные белки RaTG13 (N, M, E, ORF8) 
имеют 100% совпадение с SARS-CoV-2 по амино-
кислотному составу. Другие близкие к SARS-CoV-2 
штаммы были изолированы от малайских панголинов 
(Pholoidota) [37]. Эти вирусы также имеют высокую 
степень гомологии с SARS-CoV-2 (94%). Отсюда воз-
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никло предположение, что именно панголины явля-
ются источником вируса SARS-CoV-2 [38]. Однако 
если рассматривать отдельные белки, то их схожесть 
оказывается несколько ниже, чем у штамма RaTG13. 
Вместе с тем структура рецептор-связывающего 
домена у вирусов панголина более близка к SARS-
CoV-2, чем у вирусов летучих мышей. Таким образом, 
так же как и в случае с SARS-CoV, можно заключить, 
что предшественник SARS-CoV-2 или его отдельные 
гены циркулировали в популяциях подковоносов уже 
в 2013 г., а сам вирус появился вследствие рекомби-
нации между различными вирусами летучих мышей 
и, возможно, вирусами других животных. 

Характерной особенностью вируса SARS-CoV-2, 
которая отличает его от других коронавирусов, явля-
ется вставка дополнительного сайта нарезания для 
фуриновых протеаз в месте протеолитического рас-
щепления S-протеина (см. рис. 2) [39]. Нарезание 
S-протеина на две субъединицы (S1 и S2) необходимо 
для проникновения вируса в клетку. Эту функцию вы-
полняют клеточные сериновые (TMPRSS2) и цистеи-
новые (CatB/L) протеазы [40]. Привлечение дополни-
тельных протеаз для нарезания S-протеина, вероятно, 
расширяет спектр чувствительных клеток и является 
одним из факторов патогенности вируса. Здесь ви-
рус использует механизм, схожий с появлением вы-
сокопатогенных штаммов вируса птичьего гриппа A/
H5N1, связанных с изменением сайта протеолитиче-
ского нарезания гемагглютинина [41].

В отличие от SARS-подобных вирусов, чьи непосред-
ственные предшественники найдены в летучих мы-
шах, вирус MERS-CoV имеет более сложную историю 
происхождения. Его резервуаром являются верблюды, 
от которых изолированы штаммы, практически иден-
тичные эпидемическим. Вирусная популяция у верблю-
дов неоднородна и состоит из двух генотипов (L1 и L2), 
из которых только L1 (от верблюдов Ближнего Востока: 
Объединённые Арабские Эмираты, Саудовская Аравия, 
Оман, Иордания) инфицируют людей. Тогда как вирусы 
генотипа L2 (Северная Африка) инфекции у человека 
не вызывают. Филогенетические исследования показы-
вают, что MERS-CoV эволюционно происходит от виру-
сов летучих мышей, с которыми он обладает до 85% схо-
жести при сравнении полных геномов [42, 43]. Вирус 
MERS использует для связывания с клеткой рецептор 
DPP4 (CD26) [44]. Схожесть рецептор-связывающего 
домена у MERS-CoV с вирусами летучих мышей со-
ставляет только 60–70% а.к. Различия в рецептор-связы-
вающем домене S-белка определяют торопизм вируса 
к клеткам определённых видов [45].

Таким образом, основным механизмом адаптации 
зоонозных бетакоронавирусов к человеку являются 
мутации в рецептор-связывающем домене поверх-
ностного белка S, определяемые высокой генетиче-
ской изменчивостью коронавирусов, их способностью 
к рекомбинации, а также экологическими особенно-
стями их природного резервуара – летучих мышей. По-
явление зооантропонозных вирусов SARS-CoV, SARS-
CoV-2 и MERS связано с эволюционными процессами, 
протекающими непосредственно в популяциях лету-

чих мышей, и с их дальнейшей передачей человеку 
или напрямую или через промежуточных хозяев.

Генетическая изменчивость вируса SARS-CoV-2 
(COVID-19) во время пандемии

Попав в человеческую популяцию, вирус SARS-
CoV-2 начал стремительно распространяться 
по странам и континентам. Сравнительный анализ 
генетических данных, полученных из разных стран, 
показывает, что вирусная популяция остаётся отно-
сительно гомогенной. К настоящему времени в мире 
секвенировано более 10 000 штаммов (https://www.
gisaid.org/). При этом максимальная разница между 
ними составляет до 20 нуклеотидных замен по всей 
длине генома. Рассчитанная скорость накопления 
мутаций вируса сопоставима с таковой у других 
РНК-содержащих вирусов, но несколько ниже, чем 
у вирусов гриппа. Анализ накопления мутаций и рас-
считанная скорость изменчивости позволили сде-
лать важный вывод: все циркулирующие в настоя-
щее время штаммы происходят из одного источника, 
т.е. проникновение вируса в человеческую популя-
цию было единичным событием. А первый штамм, 
от которого происходят все остальные варианты, по-
явился в КНР в период с середины октября до сере-
дины ноября 2019 г., т.е. в период осенней миграции 
летучих мышей. Таким образом, эволюция вируса 
в настоящее время интенсивно продолжается, начи-
нают формироваться его географические варианты, 
которые, возможно, лягут в основу его будущей ге-
терогенности.

Заключение
Пандемия COVID-19 – частный случай проблемы 

новых и возвращающихся инфекций (emerging and 
reemerging infections). Все возбудители вирусных 
инфекций проникли в популяцию людей от живот-
ных. Процесс происходил на протяжении по край-
ней мере 10 тыс. лет и будет продолжаться в обо-
зримом будущем [27, 28, 46]. Возникающие новые 
инфекции зоонозного происхождения, подобные 
COVID-19, пандемии гриппа А(H1N1)pdm09 и др., 
служат причиной непредсказуемых эпидемических 
катаклизмов с тяжёлыми последствиями. Именно 
поэтому в Советском Союзе существовала мощная 
система мониторинга вирусных популяций в раз-
личных экосистемах, направленная на минимиза-
цию последствий чрезвычайных ситуаций, возни-
кающих, в частности, в связи с пандемиями гриппа 
[47]. Возобновление подобной системы с исполь-
зованием современных методов анализа вирусных 
геномов для мониторинга генофондов вирусных 
популяций необходимо на национальном и между-
народном уровнях [48].
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Современное состояние проблемы прионных болезней  
и причины их опасности для человека и животных
Зуев В.А., Кальнов С.Л., Куликова Н.Ю., Гребенникова Т.В.

Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия

В обзоре представлено современное состояние проблемы прионов и прионных болезней с акцентом 
на эпидемическую и эпизоотическую опасность возбудителей, вызывающих смертельные нейродегене-
ративные болезни человека и животных. Описаны результаты молекулярно-генетических исследований 
конверсии нормальных молекул прионного белка (PrPc) в их инфекционные формы (PrPd), устойчивость 
последних к физическим методам дезинфекции, особенно к высоким температурам, а также их способ-
ность преодолевать межвидовые барьеры, увеличивая при этом вирулентность. Подчёркнуты необычно 
продолжительный инкубационный период, возможность заражения не только алиментарным путём, – 
при употреблении в пищу даже термически обработанного мяса заражённых животных, но и вследствие 
хирургических вмешательств, особенно нейрохирургических и офтальмологических, а также в результа-
те использования иммунобиологических препаратов. Отсутствие средств лечения прионных болезней 
обосновывает крайнюю необходимость разработки отечественных высокочувствительных тест-систем, 
способных эффективно обнаруживать инфекционный прионный белок прижизненно, на доклинической 
стадии заболевания. Кратко описаны новейшие методы автоматической белковой амплификации и иден-
тификации прионных белков как наиболее перспективные направления исследований в области диагно-
стики прионных болезней. 
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The review presents the current state of the problem of prions and prion diseases with an emphasis on the 
epidemiological and epizootological risks of pathogens that cause fatal neurodegenerative diseases in humans 
and animals. The results of molecular genetic studies of the conversion of normal PrPc prion protein molecules to 
infectious forms of PrPd, resistance to physical disinfection methods, in particular exceptional thermal stability, and 
their ability to overcome interspecific barriers, while increasing virulence, are described. The possibility of infection 
not only by nutrition, when eating even heat-treated meat of sick animals, but also due to surgical interventions, 
especially neurosurgical and ophthalmic, as well as the use of immunobiological preparations, are emphasized. 
Since there are currently no means for the effective treatment of prion diseases in the world, attention is drawn 
to the high degree of relevance for the biosafety of the country to develop domestic highly sensitive test systems 
that can effectively detect prion infectious protein in vivo at the preclinical stage of the disease. The latest methods 
of automatic protein amplification and identification of prion proteins are briefly described as the most promising 
areas of research in the field of diagnosis of prion diseases.
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название «прионные болезни», к лечению которых, 
к сожалению, до сих пор нет подходов.

В организме млекопитающих прионный белок мо-
жет существовать в двух изоформах, т.е. в здоровом 
организме неинфекционный прионный белок, обо-
значенный как «нормальный» или «клеточный» (PrPc, 
cellular), имеет ту же молекулярную массу и также со-
стоит из 253 аминокислот, но отличается от инфекци-
онного лишь по своей третичной и даже четвертичной 
структуре [6]. Инфекционный прионный белок снача-
ла обозначали как PrPSc, где апостроф Sc использовался 
в связи с наибольшим распространением в природе ПБ 
скрепи у овец. Однако в современной литературе ча-
ще используют более короткий апостроф d, как символ 
слова disease (болезнь). Предположительно, нормаль-
ный прионный белок PrPc поддерживает сохранность 
нейронов и глии, играет важную роль в эмбриогенезе, 
плюрипотенции и дифференциации эмбриональных 
стволовых клеток, участвует в процессах мышечной 
регенерации, поддержании циркадианных (околосу-
точных) ритмов [7, 8]. Процесс пространственных из-
менений, т.е. третичной или четвертичной структуры 
в молекуле PrPc и превращение его в инфекционный 
PrPd, носит название «конформационного перехода» 
или конверсии [9]. Патогенная изоформа приона пред-
ставляет собой инфекционный белок с молекулярной 
массой 27–30 кДа, устойчивый к действию ультрафио-
лета, ультразвука, проникающей радиации и, что очень 
важно, к кипячению, и даже к фламбированию (при 
сжигании образца, содержащего PrPd, в течение 10 мин, 
в нём сохраняется 10% инфекционной активности).  
S. Prusiner обозначил обнаруженный им этиологи-
ческий агент как «инфекционный прионный белок» 
и в качестве инфекционной единицы предложил тер-
мин «прион» (prion) как анаграмму английских слов 
proteinaceous infectious (particles). В зарубежной ли-
тературе встречаются сокращения с указанием на 
прионы, полученные от конкретного вида, т.е. из тка-
ней определенного животного или человека (PrPSc, 
PrPBSE, PrPCJD, PrPCWD, PrPСSE – от овец, коров, 
человека, оленей, кошек).

Характерна устойчивость патогенных изоформ 
прионов к протеазе К, что длительное время считали 
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В 2020 г. исполнилось 38 лет открытию этиологии 
группы особо опасных «медленных» инфекций –  
прионных болезней (ПБ) человека и животных. Уста-
новление роли инфекционного прионного белка 
(PrPd), как единственного фактора патогенности ПБ 
[1], оказалось шокирующим для научной обществен-
ности, но впоследствии изменило подходы к иссле-
дованиям даже таких конформационных болезней, 
как болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, ди-
абет и других, патогенез которых характеризуется 
выраженным амилоидообразованием. Главный вывод 
пионерной работы лаборатории S. Prusiner и соавт. 
[1, 2] заключался в том, что единственным этиологи-
ческим агентом наиболее широко распространённой 
ПБ – скрепи овец – является только высокоочищен-
ный белок. Данный факт, установленный впервые 
и противоречивший генетической парадигме, – о без-
условной необходимости содержания одной или обе-
их нуклеиновых кислот (РНК/ДНК) в составе любого 
инфекционного агента, будь то вирусы, бактерии или 
простейшие, – породил многолетние исследования, 
имевшие целью опровергнуть высказанную гипотезу. 

Однако все эти попытки, хотя и отсрочили полу-
чение S. Prusiner Нобелевской премии до 1997 г. (он 
был вторым после D. Gajdusek за открытия в обла-
сти ПБ), но, тем не менее, даже внесли существенный 
вклад в патогенез ПБ [3]. Вместе с тем коллеги и по-
следователи S. Prusiner в лабораториях разных стран 
более 25 лет совершенствовали доказательную базу 
«белковой гипотезы», расширяя методы диагностики 
ПБ и тем окончательно подтверждая её. Так, в 2018 г. 
были получены инфекционные рекомбинантные изо-
формы PrPd в бесклеточной системе in vitro со строго 
фиксированными реагентами, не содержащими ну-
клеиновых кислот [4]. За прошедшие годы накоплены 
значительные знания о биологии прионных белков 
и о патогенезе вызываемых ими болезней, первона-
чально на основе патогенетического сходства объеди-
нённых в понятие «трансмиссивных губкообразных 
энцефалопатий», а также был определён круг мише-
ней, поражаемых данными этиологическими агента-
ми [5]. И именно в связи с открытием прионов вы-
зываемые ими заболевания получили этиологическое 
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патогномоничным признаком инфекционного приона 
[1–3] и обозначали как PrPres (resistant). А недавно бы-
ли открыты патогенные изоформы, чувствительные 
к протеолизу эндопептидазой К и обозначенные как 
PrPsens (sensitive). Установлено, что инфекционные 
изоформы PrPd в ходе патогенеза преобразуют путём 
конверсии нормальные клеточные мономеры белков 
PrPc в PrPd-подобные олигомеры (фолдинг) и далее 
в протофибриллы, которые, в свою очередь, форми-
руют амилоидные бляшки, поражающие нейроны 
и клетки глии головного мозга, вызывая губкообраз-
ную вакуолизацию мозга и гибель всего организма 
[1–5].

Накопление клеточного прионного белка PrPc яв-
ляется результатом экспрессии гена PRNP (хромо-
сома 20 у человека). У различных видов животных 
длина его полипептидной цепи изменяется слабо: 
от 252 аминокислотных остатков (а.о.) у кролика 
до 264 а.о. у крупного рогатого скота (КРС). Нали-
чие на N-конце белковой молекулы PrPc 22-член-
ной сигнальной последовательности обеспечивает 
котрансляционный перенос новообразующейся по-
липептидной цепи через мембрану эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭР). При прохождении поли-
пептидной цепи через канал (SEC61) в стенке мем-
браны ЭР происходят удаление лидерной сигнальной 
последовательности, а также свёртывание молекулы 
в глобулу и её ковалентная модификация. Два сайта 
N-гликозилирования типа Asn-Ile-Thr и Asn-Phe-Thr 
расположены у 181 и 197 а.о. соответственно (прион-
ный белок человека). Распределение ди-, моно- и не- 
гликозилированных форм приона может варьировать 
как у различных организмов одного вида, так и в пре-
делах одного организма. Гликозилированные формы 
белка также разнообразны, что позволяет выделить 
около 400 различных гликоформ PrPc. Установлен ряд 
фактов, свидетельствующих о влиянии степени гли-
козилирования прионных белков на эффективность 
трансмиссии ПБ, а также на процесс образования 
различных штаммов возбудителя ПБ. Предпосылкой 
к подобной множественности гликоформ прионной 
молекулы, возможно, служит способность к фор-
мированию белком политопных мембранных форм. 
Обнаружено, что прионный белок человека может 
существовать в трёх формах: секретируемой (secPrP), 
мембранной с двумя трансмембранными доменами 
и свободным N-концом в люмене ЭР (NtmPrP), мем-
бранной с двумя трансмембранными доменами и сво-
бодным С-концом в люмене ретикулума (CtmPrP). Под-
вижные трансмембранные комплексы нормальных 
прионных молекул образуют так называемые плоты 
(rafts) или рецепторные комплексы, через которые 
взаимодействуют с патогенной изоформой PrPd [10]. 

Природные и индуцированные мутации в гидро-
фобной последовательности, расположенной в сред-
ней части молекулы, вблизи неё, а также в области 
N-концевого участка, приводят к увеличению доли 
CtmPrР, который вызывает нейродегенеративные за-
болевания. Установлен ряд фактов, свидетельствую-
щих о влиянии степени гликозилирования прионных 

белков на эффективность трансмиссии ПБ, а также на 
процесс образования различных штаммов возбудите-
ля ПБ. К настоящему времени описано более 30 воз-
можных мутаций прионного белка человека, из них 
большая часть достоверно связана с наследственными 
прионными заболеваниями. Вместе с инфекционной 
изоформой они не превышают 10–20% всех зареги-
стрированных случаев ПБ, остальные приходятся на 
спорадическую форму болезни Крейтцфельда – Яко-
ба (БКЯ) [10, 11].

В 1986 г. эпизоотии прионного заболевания КРС, 
или «коровьего бешенства», в Великобритании при-
вели опосредованно к возникновению нового ва-
рианта БКЯ среди людей (нвБКЯ), с многолетними 
тяжёлыми последствиями для многих стран мира 
[8–10]. Высокая термостабильность инфекционного 
прионного белка, попавшего в мясо-костную муку, 
широко использовавшуюся в качестве кормовой до-
бавки скоту, стала причиной развития варианта ПБ, 
подобного куру, выявленному в 1957 г. D. Gajdusek 
и V. Zigas у папуасов-каннибалов Новой Гвинеи [12]. 
Последовавшие активные молекулярно-генетические 
исследования значения инфекционного прионного 
белка в изучении функции белковых структур in vitro  
и in vivo в зависимости от их конформационного со-
стояния, а именно ключевой роли «складкообразова-
ния» (folding) и последующей олигомеризации и фи-
брилизации мономерных молекул PrPd, позволили 
сформировать экспериментальные модели «конфор-
мационных болезней» [9, 15, 16]. Сегодня практи-
чески установлено, как «цепная реакция» конверсии 
нормальных молекул PrPc, индуцированная взаимо-
действием с «затравкой» (seed), может приводить 
к образованию амилоидных структур и вызывать 
патологический процесс и в других тканях или орга-
нах [13–15]. В этот период также было доказано, что 
наиболее агрессивная форма нвБКЯ, отличающаяся 
коротким инкубационным периодом (до нескольких 
месяцев) и поражающая молодых людей до 30 лет, 
вызвана употреблением мясопродуктов от заражён-
ных коров [17], т.е. заражение происходит алиментар-
ным путём.

Подводя итог вышесказанному, следует зафикси-
ровать установленные и экспериментально доказан-
ные признаки летальных и особо опасных прион-
ных инфекционных заболеваний (см. таблицу). ПБ 
представляют собой группу нейродегенеративных 
заболеваний животных и человека, вызываемых ин-
фекционными изоформами одного из белков организ-
ма-хозяина, названного прионом (PrP) и кодируемого 
клеточным геномом. В настоящее время термин PrP 
используют как для обозначения изоформы белка, 
образующейся при нормальном метаболизме клеток 
(PrPc), так и его патологической (инфекционной) изо-
формы (PrPd), вызывающей ПБ у человека и разных 
видов животных. Отличительными особенностями 
PrPd являются, во-первых, его способность пере-
страивать по собственному подобию молекулы PrPc, 
а во-вторых, высокая резистентность к протеиназам, 
позволяющая PrPd накапливаться в виде практически 
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аллелях – делает невосприимчивым ко всем штаммам 
инфекционного прионного белка. Оказалось также, 
что в структуре нормального прионного белка замена 
метионина на валин в 129-м положении в одном алле-
ле зашищает её носителя от всех ПБ [22].

Все вышеперечисленные особенности ПБ значи-
тельно расширяют и усложняют рамки понимания 
рисков этой патологии, выдвигают совершенно но-
вые задачи и обосновывают необходимость разра-

Особо опасные прионные болезни человека и животных 
Especially dangerous prion diseases of humans and animals 

Заболевание 
Disease name

Хозяин
Carrier

Куру
Kuru

Человек
Human

Болезнь Крейтцфельда – Якоба:
Creutzfeldt – Jakob Disease:
 – спорадическая 
 – sporadic
 – инфекционная
 – infectious
 – семейная
 – family
 – ятрогенная
 – iatrogenic

Человек
Human

Новый вариант болезни Крейтцфельда – Якоба
New variant of Creutzfeldt’s – Jakob Disease

Человек
Human

Смертельная семейная бессонница
Fatal familial insomnia

Человек
Human

Спорадическая смертельная бессонница
Sporadic fatal insomnia

Человек
Human

Протеаза-чувствительная нейропатия 
Protease-sensitive neuropathy

Человек
Human

Нейропатия с диареей
Neuropathy with diarrhea

Человек
Human

Хроническая прогрессирующая энцефалопатия 
детского возраста (болезнь Альперса)
Alpers’s disease  

Человек
Human

Спонгиоформный миозит 
Spongiform myositis

Человек
Human

Скрепи
Scrapie

Овцы, козы
Sheep, goats

Хроническая изнуряющая болезнь диких 
копытных
Chronic wasting disease

Олени, лоси
Deer, moose 

Трансмиссивная энцефалопатия норок
Transmissible encephalopathy of minks

Норки
Minks

Типичная губкообразная энцефалопатия крупно-
го рогатого скота
Type bovine spongiform encephalopathy

Коровы, быки
Cattle

Атипичная губкообразная энцефалопатия круп-
ного рогатого скота 
Atypical bovine spongiform encdephalopathy

Коровы, быки 
Cattle

Губкообразная энцефалопатия кошек 
Cats spongiform encephalopathy

Кошки
Cats

Губкообразная энцефалопатия экзотических 
копытных 
Hoofs spongiform encephalopathy

Антилопы, 
большой куду 
Antilope, kudu

нерастворимых агрегатов (олигомеров и протофи-
брилл) в клетках и межклеточном пространстве ор-
ганизма-хозяина, что приводит к болезни и смерти. 
Для ПБ существуют как внутри-, так и межвидовая 
передача PrPd. До настоящего времени в мировой 
практике диагностика ПБ человека и животных осу-
ществляется посмертно путём выявления PrPd в тка-
нях головного или спинного мозга с помощью ги-
стологического, иммуногистохимического, иммуно-
ферментного, иммунохроматографического методов 
и иммуноблоттинга. При этом лишь немногие систе-
мы диагностики ПБ достигли уровня коммерческих 
продуктов. Все они рассчитаны на посмертную диа-
гностику ПБ и не отличаются высокой надёжностью.

В России отечественные аналоги тест-систем для 
диагностики ПБ отсутствуют. Между тем передача 
инфекционных агентов возможна при хирургическом 
вмешательстве (особенно нейрохирургическом и оф-
тальмологическом), применении препаратов крови, 
иммунобиологических препаратов и трансплантации 
органов. Развитие прионных инфекций до появления 
симптомов может происходить как относительно бы-
стро (в течение полугода), так и чрезвычайно медлен-
но, иногда в течение нескольких десятков лет с мо-
мента попадания инфекционного приона в организм 
человека. Таким образом, для обеспечения биобезо-
пасности населения государству необходимы сверх-
чувствительные аналитические системы для мони-
торинга как установленных прионных инфекций, 
так и возникающих их вариантов, подобно штаммам 
бактериальных и вирусных возбудителей в биологи-
ческих образцах различного происхождения.

Недавно была описана так называемая протеаза- 
чувствительная прионопатия, при которой возбу-
дитель – инфекционный прионный белок – оказал-
ся чувствительным к инактивирующему действию 
протеазы К [18]. Другой пример связан с описанием 
случаев новой прионной патологии, проявляющейся 
в признаках специфической нейропатии в сочета-
нии с прогрессирующей потерей чувствительности 
в разных областях организма и хронической диаре-
ей [17,19]. Большого внимания заслуживают харак-
теристики восприимчивости и невосприимчивости 
организма млекопитающих к прионной инфекции. 
Установленная ранее и генетически обусловленная 
степень восприимчивости к инфекционному прион-
ному белку у разных пород овец и коз была реали-
зована сотрудником Исследовательского центра Де-
партамента сельского хозяйства США K. O’Rourke –  
автором первой прижизненной диагностики скрепи 
овец [20]. В течение ряда лет селекцией и выбра-
ковкой K. O’Rourke и соавт. удалось добиться прак-
тически полного искоренения на территории США 
скрепи, которая нанесла очень большой урон нашей 
отечественной Романовской породе овец [21].

Генотипирование прионового локуса PRNP пока-
зало, что замена всего лишь одной аминокислоты 
в человеческом прионном белке – глицина в 127-м 
положении на валин – будучи в одном аллеле защи-
щает от куру и классического варианта БКЯ, а в двух 
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онные белки как антигены иммунотолерантны, т.е. от-
сутствие образования антител в заражённом организме 
создаёт особые трудности в лабораторной диагностике 
ПБ, сама симптоматика которых, как отмечено выше, 
нередко отличается достаточным разнообразием [29].

До настоящего времени в мировой практике лабо-
раторная диагностика ПБ людей и животных, как пра-
вило, осуществлялась посмертно путём выявления 
прионной формы белка в биоптатах головного или 
спинного мозга с помощью морфологических или им-
мунохимических методов анализа [30]. Однако в по-
следние годы стали появляться варианты прижизнен-
ной, в том числе доклинической диагностики. Поэто-
му одной из наиболее актуальных исследовательских 
задач для обеспечения прионной биобезопасности 
страны остаётся разработка современных высокочув-
ствительных отечественных тест-систем, способных 
эффективно обнаруживать инфекционный прионный 
белок в биологических жидкостях (кровь, моча, слю-
на, слеза) на доклинической стадии заболевания. Фор-
мат журнала не позволяет в этом обзоре даже кратко 
обозначить все эти методы, поэтому укажем наиболее 
перспективные из них. Современными новейшими ме-
тодами автоматизированной белковой амплификации 
и идентификации прионных белков являются: 

 – MDCK – метод циклической амплификации с дез- 
интеграцией образующихся (на первичных молеку-
лах инфекционных прионов в исходном образце) уль-
тразвуком PrPd-подобных олигомеров;

– метод индуцированной вибрацией конверсии (ре-
комбинантных прионов) в реальном времени (ИВК-
РВ, quacking-induced conversion, QuIС) в амилоидопо-
добные фибриллы [31].

Важным направлением является изучение природы 
возможного происхождения различных «штаммов» 
прионов и, соответственно, их патогенных изоформ 
(изолятов) как естественным, так и искусственным, 
т.е. экспериментальным, путём in vivo и in vitro в опы-
тах по межвидовой трансмисссии ПБ между живот-
ными (включая высших приматов).

В 2000 г. в Институте вирусологии им Д.И. Ива-
новского в рамках международных проектов были 
впервые в нашей стране получены полноразмерные 
рекомбинантные антигены прионных белков КРС, 
оленей и уникальная панель моноклональных анти-
тел к прионным белкам, апробированная в России 
и за рубежом [32, 33]. Прототипы тест-систем для 
выявления прионов были успешно испытаны в фор-
матах иммуногистохимического исследования, имму-
ноферментного анализа и вестерн-блоттинга.

В настоящее время в ФГБУ «НИЦЭМ им. Гама-
леи» Минздрава России такие исследования продол-
жаются для последующего создания прототипных 
тест-систем на основе иммуноферментных методик 
и белковой амплификации [31]. Современные подхо-
ды к диагностике ПБ человека и животных позволят 
разработать отечественные тест-системы с высокой 
чувствительностью и специфичностью для выявле-
ния прионов не только посмертно, но и в доклиниче-
ской стадии развития заболевания.

ботки и применения особых мер биобезопасности. 
Поскольку до настоящего времени в мире нет средств 
эффективного лечения ПБ, следует сосредоточить 
основное внимание на профилактических меропри-
ятиях и средствах опережающей доклинической 
диагностики ПБ. Благодаря зоонозному характеру 
патологии профилактические меры, естественно, 
должны носить и медицинскую, и ветеринарную на-
правленность. Поэтому профилактика ПБ прежде 
всего основывается на исключении инфицированных 
мясных продуктов, что и было своевременно обеспе-
чено Минсельхозом России предупреждением о зап- 
рете закупок мяса, мясных продуктов и продуктов 
убоя КРС без предоставления соответствующих до-
кументов, подтверждающих в стране-экспортёре от-
сутствие ПБ среди этих животных. В этой связи вете-
ринарными службами были предприняты меры стро-
гого предварительного контроля на местах закупок 
мяса и мясных продуктов за рубежом. Эти положения 
также были отражены Главным государственным са-
нитарным врачом РФ Г.Г. Онищенко в постановлении 
от 15.12.2000 № 15 «О мерах по предупреждению 
распространения болезни Крейтцфельда – Якоба на 
территории Российской Федерации» [23, 24]. 

Хотя в отношении ПБ до настоящего времени 
не выделены группы риска по профессиям, извест-
ны документированные случаи внутрибольничных 
заражений персонала (лаборанты-гистологи, ней-
ропатоморфолог, хирурги, нейрохирурги), а также 
довольно широкий круг так называемых ятроген-
ных случаев [4, 10], что обосновывает принятие мер 
к широкому информационному обеспечению боль-
ниц, поликлиник, фельдшерско-акушерских пунктов 
и отдельных поселковых медицинских пунктов. Эти 
меры направлены на выявление болезней, которые 
сегодня, несмотря на распоряжения вышестоящих 
организаций, чаще всего проходят мимо учёта и ре-
гистрации. Выявленного больного или с подозрением 
на заболевание следует госпитализировать в инфек-
ционное отделение неврологического стационара, где 
подтверждение диагноза и уход могут быть обеспе-
чены в наибольшем объёме. Сказываются и отсут-
ствие обеспечения служб клинической лабораторной 
диагностики современными тест-системами, и низкая 
квалификация медицинского персонала. Эти сообра-
жения должны быть приняты во внимание в связи 
с постепенно расширяющимся кругом ПБ человека, 
появлением различных «штаммов», т.е. конформеров 
этого возбудителя, различной патогенности.

Особенно опасна способность возбудителя не толь-
ко преодолевать межвидовые барьеры, что особенно 
наглядно было продемонстрировано во время эпизо-
отии ПБ в Великобритании, но, что не менее опасно, 
значительно повышать вирулентность инфекционного 
прионного белка [25–27]. К особенностям ПБ следует 
отнести и 100% летальность, а также необычайно про-
должительный инкубационный период (иногда десяти-
летия), что как бы маскирует время заражения, и осо-
бенно длительно скрытый процесс распространения 
болезней в популяции [28]. Установлено, что все при-
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Древние варианты вируса Эпштейна–Барр (Herpesviridae, 
Lymphocryptovirus, HHV-4): гипотезы и факты
Смирнова К.В.1, 2, Сенюта Н.Б.1, Лубенская А.К.1, Душенькина Т.Е.1, Гурцевич В.Э.1

1 НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  
Минздрава России, 115478, Москва, Россия; 
2 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова»  
Минздрава России, 117997, Москва, Россия

Введение. Молекулярные исследования показали, что вирусы появились на ранних этапах эволюции жиз-
ни на земле. В течение миллионов лет они развивались за счёт изменения старых и приобретения новых 
последовательностей в РНК или ДНК. Предполагается, что у большинства вирусов есть общие предки. 
Такой предок, древний штамм, вероятно, существовал и у вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ).
Цель исследования – поиск персистирующих в наши дни в исторически сложившихся этносах России древ-
них штаммов ВЭБ.
Материал и методы. Объектом исследования стал онкоген LMP1 ВЭБ как наиболее пригодный для мо-
лекулярно-генетического анализа. LMP1 амплифицировали из смывов полости рта представителей двух 
древних этносов России – татар и славян в третьем поколении. Ампликоны LMP1 секвенировали в обоих 
направлениях, их нуклеотидные последовательности, транслированные в аминокислотные, оценивали с 
помощью классификации R. Edwards и соавт. (1999). Для установления генетического родства между об-
разцами LMP1 построили филогенетическое древо методом «присоединения соседа» (neighbour-joining) с 
использованием пакета программ MEGA.
Результаты и обсуждение. Анализ образцов LMP1 из смывов полости рта славян выявил среди них 
варианты LMP1 с разной степенью трансформирующего потенциала: B95.8/A, China1, Med- и NC. Анализ 
образцов LMP1 из смывов полости рта татар позволил идентифицировать такие варианты онкобелка, как 
B95.8/А, China1, Med-, а также группу образцов вне классификации. Важной находкой стало обнаружение 
у татар 7 образцов LMP1, обозначенных как LMP1-TatK, содержавших две уникальные делеции 5 а.к. в 
кодонах 312–316 и 382–386, отсутствующие в образцах LMP1 славян и в контрольных группах – онкологи-
ческих больных и здоровых лиц, а также в открытых компьютерных базах данных. Уникальность варианта 
LMP1-TаtК подтверждается и при филогенетическом анализе образцов LMP1 татарского происхождения, 
и при анализе 11 а.к. повторов и 5 а.к. вставок в С-терминальной области онкобелка. Показатели забо-
леваемости и смертности от новообразований, включающих ВЭБ-ассоциированные патологии, у двух 
изучаемых этносов, инфицированных разными штаммами ВЭБ, практически не различались.
Заключение. Полученные данные позволили предположить, что, во-первых, LMP1-TаtК относится к эволю-
ционно древнему штамму ВЭБ, персистирующему у татар, а во-вторых, LMP1-TаtК относится к так называе-
мому Волжскому штамму вируса, распространённому среди населения Поволжья. Исследование изолятов 
ВЭБ от жителей этого региона, возможно, прольёт свет на происхождение LMP1-TаtК.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр; латентный мембранный белок 1; полимеразная цепная реак-
ция; сиквенсный анализ; филогенетический анализ; татары; славяне.
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Ancient variants of the Epstein–Barr virus (Herpesviridae,  
Lymphocryptovirus, HHV-4): hypotheses and facts
Kseniya V. Smirnova 1, 2, Natalya B. Senyuta 1, Alexandra K. Lubenskaya1, Tatyana E. Dushenkina 1, 
Vladimir E. Gurtsevich 1

1 Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, 115478, 
Russia; 
2 Pirogov Russian National Research Medical University (RNRMU), Moscow, 117997, Russia
Introduction. Molecular studies have shown that viruses appeared in the early stages of the evolution of life. For 
millions of years, viruses have evolved by changing old and acquiring new sequences in their RNA or DNA. It is 
assumed that most viruses have common ancestors. Such an ancestor, an ancient strain, probably existed for 
Epstein-Barr virus (EBV) as well.
Aim. To find out whether ancient strains of EBV persist in modern Russian ethnic groups today.
Material and methods. The object of the study was the EBV LMP1oncogene, which is most suitable for molecular 
genetic analysis. LMP1 was amplified from the oral cavity washings obtained from representatives of two ancient 
ethnic groups of Russia – Tatars and Slavs. The LMP1 amplicons were sequenced in both directions; their nucleotide 
sequences translated into amino acid (LMP1) were evaluated using the classification suggested by Edwards et 
al. 1999. To establish genetic relationships between LMP1 variants, a phylogenetic tree was constructed by the 
neighbor-joining method using the MEGA software package.
Results and discussion. Analysis of LMP1 sequences from washings of the Slavs oral cavity demonstrated 
the presence of LMP1 variants with varying degrees of transforming potential: B98.5/A, China1, Med-, and NC. 
The analysis of LMP1 sequences from washings of Tatar oral cavity also made it possible to identify oncoprotein 
variants such as B95.8/A, China1, Med-, as well as a group of variants out of classifications (LMP1-OK). An 
important finding was the identification of 7 variants of LMP1 from Tatars, designated as LMP1-TatK, that contained 
two unique deletions of 5 aa in codons 312–316 and 382–386, which were absent in the LMP1 variants from 
Slavs and from previously examined cancer patients and healthy individuals, as well as in sequences from open 
computer databases. The uniqueness of the LMP1-TatK variant is confirmed both by phylogenetic analysis of LMP1 
sequences of Tatar origin and by the analysis of 11 aa repeats and 5 aa insertions in the C-terminal region of the 
oncoprotein. The morbidity and mortality rates from neoplasms, including EBV-associated pathologies, did not 
differ significantly between two studied ethnic groups infected with different EBV strains.
Conclusion. The data obtained allowed us to suggest that: 1) LMP1-TatK could be refered to an evolutionarily 
ancient EBV strain that persists among Tatars and; 2) LMP1-TatK belongs to the so-called “Volga” EBV virus strain, 
the common strain among the population of the Volga region. Extended studies of EBV isolates from residents of 
this region may probably shed the light on the origin of LMP1-TatK.

Keywords: Epstein–Barr virus; latent membrane protein 1; polymerase chain reaction; sequence analysis; 
phylogenetic analysis; Tatars; Slavs.
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Введение 
Молекулярные исследования показали, что вирусы 

появились на ранних этапах эволюции жизни [1] и, ве-
роятно, могли возникать многократно [2]. В настоя-
щее время обсуждаются три классические гипотезы 
о происхождении вирусов. Согласно первой из них, 
вирусы являются потомками бактерий или других 
одноклеточных организмов, претерпевших дегенера-
тивную эволюцию. Согласно второй гипотезе, виру-
сы являются потомками древних доклеточных форм 
жизни, перешедших к паразитическому способу су-
ществования. Согласно третьей, вирусы являются 
дериватами клеточных генетических структур, став-
ших относительно автономными, но сохранивших 
зависимость от клеток [3]. Учитывая разнообразие 
мира вирусов, каждая из этих гипотез базируется на 
соответствующем наборе доказательств, но ни одна 
не является общепризнанной. В последнее время ви-
русологи начали пересматривать и переоценивать все 
три гипотезы [4].

Эволюция существующих и появление новых 
групп вирусов происходили за счёт изменения ста-
рых и приобретения новых последовательностей в их 
РНК или ДНК [5, 6]. Причём мутировавшие вирусы, 
как правило, начинали доминировать среди «устарев-
ших» аналогов. Генетические изменения в клетках, 
воспроизводимые вирусами, приводили к генетиче-
ским изменениям и в вирусах, ускоряя их эволюцию 
[7, 8].

В настоящее время известно, что у большинства ви-
дов вирусов есть общие предки, и хотя гипотеза «пер-
вичности вирусов» ещё не получила полного при-
знания, нет сомнений в том, что тысячи видов совре-
менных вирусов развились из менее многочисленных 
древних [7]. Если это так, то возникает вопрос: можно 
ли в наше время обнаружить древние варианты виру-
сов, например, для вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ). 

Известно, что ВЭБ принадлежит к большому се-
мейству герпесвирусов человека. Это наиболее яркий 
представитель нескольких известных родственных 
вирусов, эндогенных для обезьян Старого и Нового 
Света. Весьма вероятно, что ВЭБ развивался вместе 
со своим хозяином (Homo sapiens и его предками) 
в течение миллионов лет. Однако эволюция генети-
ческой изменчивости ВЭБ изучена недостаточно. По-
скольку ген латентного мембранного белка-1 (LMP1) 
ВЭБ обладает выраженным полиморфизмом, его 
последовательности могут быть полезны в качестве 
инструмента для идентификации генотипа вируса, 
его штамма [9]. Три типа генетической изменчивости 
способствуют эволюции гена LMP1. Первый – это то-
чечная мутация. Вариация нуклеотидной последова-
тельности субстрата либо отражает географическую 
вариацию штамма, либо возникает de novo во время 
продуктивной репликации ВЭБ [9]. Второй тип – де-
леции последовательностей и дублирование. Геноти-
пы ВЭБ с делециями LMP1 существуют в популяции 
человека как независимые штаммы [10, 11]. Третий –  
гомологичная рекомбинация. Внутриштаммовая го-
мологичная рекомбинация происходит в области 

повтора LMP1, а также в других повторяющихся по-
следовательностях ВЭБ [12, 13]. Потомство продук-
тивной репликации ВЭБ часто имеет иное количество 
повторяющихся единиц LMP1, чем родительский 
штамм.

Цель настоящего исследования – на основании вы-
шеприведённых данных выяснить, существуют ли 
в наше время древние варианты ВЭБ. 

Было принято решение осуществлять поиск среди 
вариантов гена LMP1 в штаммах вируса, персистиру-
ющих у представителей двух древних этносов: славян 
и татар. Учитывая тот факт, что спектр штаммов виру-
са (и, соответственно, вариантов LMP1 с разным он-
когенным потенциалом), инфицирующих население 
самого крупного мегаполиса – Москвы и Республики 
Татарстан, может отличаться, представлялось важ-
ным сравнить в этих популяциях показатели заболе-
ваемости и смертности от новообразований, в состав 
которых входят опухоли, ассоциированные с ВЭБ.

Материал и методы
Материалы. Объектом исследования стали образ-

цы онкогена ВЭБ LMP1 в инфицированных вирусом 
клетках, содержащихся в смывах полости рта сла-
вян и татар. Этнические славяне (славяне не менее 
чем в трёх поколениях) были представлены группой 
взрослых жителей Москвы (21 мужчина и 19 жен-
щин; средний возраст – 47,5 года). Этнические та-
тары (татары не менее чем в трёх поколениях) были 
представлены 60 студентами ФГБОУ ВО «Казанский 
ГМУ» Минздрава России (15 мужчин и 45 женщин, 
средний возраст – 21,5 года). Все обследуемые лица, 
включённые в исследование в результате случайной 
выборки, подписали информированное согласие на 
участие.

Сравниваемые группы отличались не только веро-
исповеданием (православные христиане и мусуль-
мане), но и генетически: поволжские татары входят 
в урало-каспийский кластер с генофондом гапло-
групп Y-хромосомы N1c-LLY22g и I1-M253, а славя-
не характеризуются четырьмя наиболее распростра-
нёнными гаплогруппами: R1a1, N1c1, I2 и I1.

Каждый смыв представлял собой суспензию инфи-
цированных вирусом отшелушившихся эпителиаль-
ных клеток, полученных индивидуально от каждого 
лица, после полоскания полости рта 20 мл стериль-
ного физиологического раствора в течение 30 с. Об-
разцы смывов, собранные в герметично закрывающи-
еся пластиковые пробирки, хранили при температуре 
+4 °С не более 2 сут до изучения. 
Экстракция  ДНК  и  амплификация  вирусных  ге-

нов. Из клеток, собранных после центрифугирования 
смывов полости рта методом фенол-хлороформной 
экстракции, выделяли ДНК. Наличие вирусной ДНК 
в выделенных образцах анализировали методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени, 
описанном нами ранее [14]. Для определения вирус-
ной ДНК штаммов ВЭБ 1-го и 2-го типа использовали 
метод гнёздной ПЦР с ранее разработанными парами 
праймеров [15]. Амплификацию онкогена LMP1 про-
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водили в два этапа с соответствующими внешними 
и внутренними праймерами по ранее использованной 
нами методике [16]. Каждый ПЦР-продукт очищали 
на мини-колонке Qiagen (Германия), согласно ин-
струкции производителя. Для реакции использовали 
примерно 100–200 нг ПЦР-продукта, концентрацию 
ДНК оценивали визуально в агарозном геле. В каче-
стве положительного контроля применяли 1 мкг ДНК, 
выделенной из используемой в качестве стандарта 
клеточной линии В95.8, а в качестве отрицательного 
контроля – дистиллированную воду.
Секвенирование  ПЦР-продуктов  LMP1. Амплико-

ны онкогена LMP1 секвенировали в обоих направ-
лениях с помощью набора реактивов ABI PRISM® 
BigDye™ Terminator 3.1 (США) с последующим ана-
лизом продуктов реакции на автоматическом секвена-
торе ДНК ABI PRISM 3100-Avan (США). Обработку 
данных секвенирования выполняли с использовани-
ем программ Chromas 230 и Vector NTI (Invitrogene, 
США). 
Классификация  LMP1.  Нуклеотидные последо-

вательности образцов LMP1, амплифицированных 
из ДНК смывов полости рта и транслированных 
в аминокислотные последовательности, классифи-
цировали на основании совокупности мутаций, веду-
щих к заменам отдельных аминокислот, формирова-
нию делеций и дупликаций. За основу была принята 
известная в литературе классификация, сформиро-
ванная на базе сиквенсного анализа белковых анало-
гов гена LMP1, полученных от больных ВЭБ-ассоци-
ированной патологией и здоровых вирусоносителей 
из различных географических регионов мира [17]. 
При этом показано, что вариант LMP1-China1 явля-
ется аналогом высокотрансформирующего варианта 
LMP1-Сао, а вариант LMP1-B95.8 – прототипным 
вариантом гена с низкой трансформирующей актив-
ностью [17, 18].
Филогенетический  анализ. Для установления гене-

тического родства между образцами LMP1, получен-
ными от татар, их нуклеотидные последовательности 
транслировали в аминокислотные последовательно-
сти, соответствующие кодонам 212–387 прототипного 
варианта LMP1-В95.8 (NCBI, валидированная после-
довательность X01995), с помощью пакета программ 
Vector NTI (Invitrogene, США). Дистанционные матри-
цы рассчитывали с использованием двухпараметриче-
ской модели Кимура. Филогенетическое древо стро-
или на основе полученных данных методом «присое-
динения соседа» (neighbour joining) с использованием 
пакета программ MEGA. Достоверность построенного 
древа оценивали методом бутстреп-анализа. Для фи-
логенетического сравнения использовали доступные 
в GenBank основные варианты LMP1 ВЭБ (Alaskan, 
NC, B95.8/A, Med-, China1, China2).
Статистический  анализ. Стандартизированные 

показатели (SR) для заболеваемости и смертности 
и их стандартные ошибки (SE) в 2015–2017 гг. для 
некоторых злокачественных опухолей, среди которых 
встречаются ВЭБ-ассоциированные, в Москве и Та-
тарстане, были получены из публикации [19] . Сред-

ние значения SR и их SE были проанализированы для 
заболеваемости и смертности в 2015–2017 гг. для обо-
их полов. 95% доверительные интервалы (ДИ) были 
рассчитаны как SR ± 1,96 SE. Отсутствие перекрытия 
ДИ для Москвы и Татарстана свидетельствует о ста-
тистически значимой разнице между SR на уровне 
p = 0,05, а перекрытие ДИ показывает, что разница 
незначительна.

Результаты
Выбор славян и татар для поиска древних вариантов 

ВЭБ обусловлен их достаточно высокой генетической 
чистотой и обитанием на территории страны с давних 
времён. Следует отметить, что не менее половины  
(а по данным ряда источников, даже более половины) 
населения Москвы составляют представители сла-
вянской национальности. В то же время в Республике 
Татарстан, в частности в Казани, этнический состав 
более однороден, а численность татар ненамного, 
но всё же превышает число представителей славян-
ских народов.

О штаммах ВЭБ, циркулирующих среди москов-
ских славян и казанских татар, можно судить по поли-
морфным формам специфических фрагментов генома 
ВЭБ, а также вирусного онкогена LMP1, обнаружен-
ных в вирусных изолятах обследованных (табл. 1). 
Показано, что штаммы ВЭБ с определёнными гене-
тическими мутациями обладают разной трансформи-
рующей способностью. В частности, основное фено-
типическое различие известных двух типов вируса 
состоит в том, что ВЭБ 1-го типа способен транс-
формировать В-лимфоциты человека в лимфобласто-
идную клеточную линию более эффективно нежели 
ВЭБ 2-го типа.

Анализ персистирующих штаммов ВЭБ среди  
изученной группы татар показал доминирование 
ВЭБ 1-го типа (84,3% против 15,7% ВЭБ 2-го типа). 
При этом результаты наших исследований согласу-
ются с данными других авторов, согласно которым 
ВЭБ 1-го типа наиболее распространён в Европей-
ских странах и на территории США, в то время как 
ВЭБ 2-го типа – среди населения Африканского кон-
тинента. Помимо вышеперечисленного изучаемые 
штаммы вируса отличаются и на молекулярном уров-
не в плане существенных изменений последователь-
ностей, кодирующих EBNA3A, 3B и 3С, что также 
отражается на функциональных особенностях изуча-
емых штаммов.

Анализ нуклеотидных и дедуктивных аминокис-
лотных последовательностей 40 образцов LMP1, по-
лученных из 40 смывов полости рта славян, показал 
доминирование среди них низкотрансформирующе-
го варианта LMP1-B95.8 (n=33, 82,5%). Обнаружено 
также несколько вариантов онкобелка с более выра-
женным по сравнению с B95.8 трансформирующим 
потенциалом: NC (n=3, 7,5%) и Med- (n=1, 2,5%), 
а также высокотрансформирующий вариант China1 
(n=3, 7,5%).

Анализ 41 ампликона LMP1, полученного из 60 смы-
вов полости рта татар, позволил идентифицировать 
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Таблица 1. Полиморфизм LMP1 в штаммах вируса Эпштейна–Барр, циркулирующих среди московских славян и казанских татар
Table 1. Polymorphism of LMP1 in Epstein–Barr virus strains circulating among Slavs and Tatars

Число  
смывов  

полости рта
Numbers of 
oral washes

Количество 
амплифициро-

ванных образцов 
LMP1, 

абс. (%)
Numbers of 

amplified LMP1 
sequences (%)

Варианты LMP1 в соответствии с классификацией  
R. Edwards и соавт. [17], абс. (%)

LMP1 variants according to R. Edwards et al. classification 
[17] (%)

Варианты LMP1 вне классификации R. Edwards  
и соавт. [17], абс. (%)

LMP1 variants out of R. Edwards et al. classification 
[17] (%)

B95.8/A Med- China1 NC

бессистемные мутации  
(вне классификации)
unsystematic mutations  
(out of classification)

уникальные 
мутации 

unique mutations

Славяне
Slavs

40 40 (100)
33/40 (82,5) 1/40 (2,5) 3/40 (7,5) 3/40 (7,5) 0/40 (0) 0/40 (0)

Всего 40 (100) образцов
Total 40 (100) samples

Всего 0 (0) образцов
Total 0 (0) samples

Татары
Tatars

60 41 (69,5) 12/41 (29,3) 6/41 (14,6) 3/41 (7,3) 0/41 (0) 13/41 (31,7) 7/41 (17,1)
Всего 21 (51,2) образец
 Total 21 (51.2) samples

Всего 20 (48,8) образцов
Total 20 (48.8) samples

Примечание. LMP1 – латентный мембранный белок 1 вируса Эпштейна–Барр; B95.8/A, Med-, China1, NC – варианты онкобелка LMP1.
Note. LMP1 – Epstein–Barr virus latent membrane protein 1; B95.8/A, Med-, China1, NC – LMP1 oncoprotein variants.

Таблица 2. Специфические мутации С-терминального домена у 7 образцов LMP1-TatK

Table 2. Specific mutations of the C-terminal domain in 7 samples of LMP1-TatK

Образ-
цы

LMP1
LMP1 

samples

Мутации в CTAR области гена LMP1 
Mutations in CTAR region  

of LMP1 gene

Cao-ассоциированные 
мутации LMP1

LMP1 Cao-associated mutations 

Мутации LMP1 вне извест-
ных классификаций*

LMP1 mutations outside of 
known classifications*

CTAR 1
191–232
191–232 
CTAR 1

CTAR 2
351–386
351–386 
CTAR 2

CTAR 3
275–330
275–330 
CTAR 3

делеция
276–280
(5 а.к.)

276–280
(5 а.a.) deletion

вставка
302–303

(11 a.к. × 3)
302–303

(11 a.a. × 3) 
insertion

делеция
346–355
(10 а.к.)
346–355
(10 а.a.) 
deletion

делеция
312–316
(5 а.к.)

312–316
(5 а.a.) dele-

tion

делеция
382–386
(5 а.к.)

382–386
(5 а.a.) 
deletion

Варианты LMP1-В95.8 и LMP1-Сао
LMP1-B95.8 and LMP1-Cao variants

В95.8 – – – – – – – –

Сао
Мутация 

G212S
G212S 

mutation

Мутация 
S366T
S366T 

mutation

Делеция 276–280, 
мутация Q322N
276–280 deletion,
Q322N mutation

+ + + – –

Варианты LMP1-TatK

LMP1-TatK variants 

T2 – – 276–280,
Q322N + + – + +

Т4 S229T – 276–280,
Q322N + + – + +

Т5 S229T S366T 276-280,
Q322N + + – + +

Т6 S229T – 276–280,
Q322N + + – + +

Т33 S229T S366A – - + – + +

Т44 – S366T 276–280,
Q322N + + – + +

Т45 S229T – – – – – + +
Примечание. LMP1-В95.8 – прототипный вариант LMP1; LMP1-Cao – высокотрансформирующий вариант LMP1; LMP1-TatK – вариант 

LMP1, характерный только для татар; Т2…Т45 – образцы LMP1-TatK; * специфические мутации С-терминального домена LMP1 у 7 образцов 
LMP1-TatK, характерные только для татар.

Note. LMP1-B95.8 is a prototype variant of LMP1; LMP1-Cao is a highly transforming variant of LMP1; LMP1-TatK - a variant of LMP1, char-
acteristic only for Tatars; T2 ... T45 - samples of LMP1-TatK; * specific mutations of the C-terminal domain of LMP1 in 7 samples of LMP1-TatK, 
characteristic only for Tatars.
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Рис. 1. Филогенетический анализ образцов LMP1 из смывов 
полости рта татар. Филогенетическое древо С-концевых после-
довательностей 41 образца LMP1, полученных от этнических 

татар, сконструировано с использованием метода «присоедине-
ния соседа» (neighbour joining). ВК – вне классификации. 

Fig. 1. Phylogenetic analysis of LMP1 sequences isolated from 
oral washes obtained from the Tatars. The phylogenetic tree of 41 

sequences of LMP1 C-terminal domain obtained from ethnic Tatars 
was constructed using the of neighbor-joining method. OC – out of 

classification.

по классификации R. Edwards и соавт. [17] лишь 21 об-
разец. В том числе низкотрансформирующий вариант 
B95.8/А (n=12, 29,3%), а также варианты, обладаю-
щие умеренным и высокотрансформирующим потен-
циалом, соответственно Med- (n=6, 14,6%) и China1 
(n=3, 7,3%). Среди оставшихся 20 образцов LMP1, 
полученных от этнических татар, 13 не поддавались 
классификации из-за набора в них нетипичных хао-
тично расположенных мутаций. Эта группа образцов 
LMP1 была обозначена как ВК (вне классификации). 
Но группа из 7 образцов представила особый интерес 
благодаря содержанию в них уникальной пары деле-
ций 5 а.к. в кодонах 312–316 и 382–386 (табл. 2).

Указанный вариант LMP1, обозначенный как LMP1-
TatK, не был характерен для прототипного варианта 
LMP1-B95.8 и высокотрансформирующего варианта 
LMP1-Cao, не обнаружен он и у этнических славян. 
Указанную делецию нам также не удалось обнаружить 
в образцах гена, амплифицированных в предыдущие 
годы из плазмы крови и смывов полости рта больных 
злокачественными и доброкачественными опухоля-
ми из разных регионов России [20] и доноров крови  
(табл. 3). Не было их и в компьютерной базе данных.

Учитывая генеалогию изучаемых лиц (татары по край-
ней мере в третьем поколении), нельзя исключить, что 
монолитная группа образцов LMP1 с двумя уникальны-
ми мутациями, названная LMP1-TаtК, относится к эво-
люционно древнему штамму ВЭБ, обозначенному нами 
как ВЭБ-TatK. Уникальность варианта LMP1-TаtК чётко 
прослеживается и при филогенетическом анализе об-
разцов LMP1 татарского происхождения (рис. 1).

В созданном древе для сравнения использовали 
аминокислотные последовательности прототип-
ных вариантов LMP1-В95.8 и LMP1-Сао. Выяв-
лено, что спектр вариантов образцов LMP1 среди 
этнических татар (по классификации R. Edwards 
и соавт., 1999) [17] был ограничен вариантами B95.8, 
Med- и China1. Образцы варианта LMP1-TatK и груп-
пы ВК в филогенетическом древе сформировали два 
отдельно расположенных кластера. Обращает на се-
бя внимание близость образцов кластера LMP1-TatK 
к образцам кластера LMP1-China1, обладающих вы-
соким трансформирующим и онкогенным потенци-
алом, и, наоборот, удалённость образцов кластера 
LMP1-TatK от образцов кластера LMP1-B95.8 с не-
высокой трансформирующей активностью. Уникаль-
ность образцов, относящихся к варианту LMP1-TаtК, 
также видна при анализе аминокислотных повторов 
и вставок в С-терминальной области онкобелка. Ра-
нее было показано, что эта область LMP1 содержит 
варьирующее число 11-членных аминокислотных 
повторов (PQDPDNTDDNG) на участке 253–306 а.к. 
[20]. Прототипный вариант LMP1-В95.8 имеет 4 по-
добных повторяющихся элементов и две 5-аминокис-
лотные (PHDPL) вставки: одна расположена меж-
ду 2-м и 3-м повторами (275–279-й аминокислотные 
остатки), а вторая в конце повторов (302–306-й ами-
нокислотные остатки) [21]. Высокотрансформирую-
щий вариант LMP1-Сао содержит семь 11-членных 
повторов и не содержит 5-членных вставок. 

На рис. 2 представлены результаты анали-
за 11 аминокислотных повторов и пятичленных 
вставок С-терминальной области белка в образцах 
LMP1 татар.

Большинство образцов уникального варианта 
LMP1-TatK (5/7) характеризуется семью повторами, 
состоящими из 11 а.к. и, за исключением двух (Т33 
и Т45) из семи образцов, отсутствием вставок 5 а.к. 
между 2-м и 3-м повторами, что характерно для вы-
сокотрансформирующего варианта Сао. Для боль-
шинства образцов варианта TatK (5/7) также типична 
точковая мутация – замена аспарагиновой кислоты 
на глицин (D → G). Для большей части остальных 
татарских образцов (23/34) были характерны встав-
ки 5 а.к. между 2-м и 3-м повторами, типичные для 
прототипного варианта B95.8, а также частые че-
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заболеваемости и смертности от новообразований, 
в состав которых входят опухоли, ассоциированные 
с ВЭБ, для населения Республики Татарстан и Мо-
сквы (рис. 3).

По данным рис. 3, а, заболеваемость раком же-
лудка среди населения Татарстана была выше 
(116,7), чем среди населения Москвы (90,0) при 
статистически значимом различии (p<0,05). Пока-
затели заболеваемости злокачественными опухоля-
ми, возникающими в полости рта и глотки, были 
также несколько выше среди татарского населения, 
хотя заболеваемость злокачественными лимфома-
ми оказалась выше у москвичей. Различия во всех 
этих случаях были статистически недостоверными 

тырёхчленные 11 а.к. повторы (17/34) и достаточно 
редко встречающаяся точковая мутация D → G, от-
сутствующая у прототипного варианта B95.8. Таким 
образом, можно сделать вывод, что по структуре ами-
нокислотных повторов и вставок в С-терминальной 
области образцы варианта LMP1-TatK существенно 
отличаются от остальных образцов LMP1 этнических 
татар и схожи с высокотрансформирующим вариан-
том LMP1-Сао. 

Обнаружение среди населения Татарстана перси-
стенции штаммов ВЭБ, кодирующих высокотранс-
формирующий вариант LMP1-Сhina1 и Сао-подобный 
вариант LMP1-TatK (отсутствующий у представите-
лей славян), стимулировало нас сравнить показатели 

Таблица 3. Варианты LMP1 у больных ВЭБ-ассоциированной патологией и здоровых лиц в России
Table 3. LMP1 variants in Russian patients with EBV-associated pathologies and healthy individuals 

Типы образцов
Sample types

Количество 
образцов

Number of 
samples

Варианты LMP1 по классификациям R. Edwards и соавт. [17]
LMP1 classifications by R. Edwards et al. [17] 

B95.8 China 1 Med+ Med- NC вне классификации
out of classification

TatK

Рак носоглотки
Nasopharyngeal carcinoma

Опухоль 
Tumor 50* 7 9 16 12 5 1 –

Смыв полости рта 
Oral washing 20 6 – 6 4 3 1 –

Лимфома Ходжкина 
Hodgkin’s lymphoma

Опухоль
Tumor 9 4 1 – 2 2 – –

Смыв полости рта
Oral washing 2 1 – – – 1 – –

Неходжкинские лимфомы 
Non-Hodgkin lymphomas

Опухоль
Tumor 6 3 1 1 – 1 – –

Смыв полости рта
Oral washing 5 2 – – – 2 1 –

Рак желудка
Stomach cancer

Опухоль
Tumor 8 3 1 1 1 2 – –

Смыв полости рта
Oral washing 6 6 – – – – – –

ДОПР (кровь)
OTOC (blood) 40** 10 10 7 8 5 – –

Доноры (кровь)
Donors (blood) 28*** 15 4 2 2 5 – –

ИМ (кровь)
IM(blood) 10 5 – – 2 1 2 –

В с е г o…
Total… 184 62 26 33 31 27 5 –

Примечание. ДОПР – больные с другими опухолями полости рта; ИМ – больные инфекционным мононуклеозом; доноры – здоровые 
лица; * среди больных раком носоглотки было 26 славян и 24 представителя Северо-Кавказского федерального округа России (в основном 
мусульмане); ** среди больных ДОПР было 32 представителя славян и 8 представителей Северо-Кавказского федерального округа России (в 
основном мусульмане); *** в числе доноров было 9 славян и 19 представителей Северо-Кавказского федерального округа России (в основном 
мусульмане).

Note. OTOC – patients with other tumors of the oral cavity; IM – patients with infectious mononucleosis; donors – healthy individuals; * among 
nasopharyngeal carcinoma patients there were 26 Slavs and 24 representatives of the North Caucasian Federal District of Russia (mainly Muslims); ** 
among patients with OTOC there were 32 representatives of the Slavs and 8 representatives of the North Caucasus Federal District of Russia (mainly 
Muslims); *** among the donors there were 9 Slavs and 19 representatives of the North Caucasus Federal District of Russia (mainly Muslims).
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(p>0,05). Показатели смертности от всех выше- 
перечисленных патологий (см. рис. 3, б) были не-
сколько выше для населения Татарстана, но разли-
чия также были статистически недостоверными. 
Таким образом, можно сделать вывод, что перси-
стенция среди населения Татарстана штаммов ВЭБ, 
кодирующих высокотрансформирующий вариант 
LMP1-Сао и Сао-подобный вариант LMP1-TatK, 
не оказывает влияния на показатели заболеваемости 

и смертности от злокачественных патологий, вклю-
чая случаи, ассоциированные с ВЭБ. Такой вывод 
представляется логичным, учитывая тот факт, что 
процент опухолей, в возникновении которых ВЭБ 
играет роль этиологического фактора, как правило, 
крайне незначителен (1–3%), особенно для неэнде-
мичных регионов, каковыми являются Республика 
Татарстан и центральные области России, в частно-
сти Москва и Московская область.

Рис. 2. Варианты 11 а.к. повторов в домене 253–306 а.к. С-терминального сайта LMP1 в изолятах ВЭБ от этнических татар.
Т – обозначение образцов LMP1; PQDPDNTDDNG – повторяющиеся элементы 11 а.к.; PHDPL –  вставка 5 а.к. последовательно-

стей; D→G – точечные мутации в области 11 а.к.
Fig 2. Variants of 11 aa repeats of the C-terminal domain in LMP1 isolates from Tatars.

T – denotes the LMP1 isolates; PQDPDNTDDNG – 11 aa repeated elements; PHDPL – 5 aa insertion; D→G – site-specific mutations in 11 
aa region.
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предположительно могли сохранить до наших дней 
аналоги древних штаммов вируса. Действительно, 
у приматов ВЭБ-подобные лимфокриптовирусы ас-
социированы с лимфопролиферативными наруше-
ниями и злокачественными новообразованиями, схо-
жими с описанными у людей с иммунодефицитными 
состояниями [22]. Известно, также, что ВЭБ-подоб-
ные лимфокриптовирусы выявлены у человекообраз-
ных обезьян. Два типа лимфокриптовирусов, схожих 
с ВЭБ 1-го и 2-го типа у людей, были обнаружены 
у западных равнинных горилл и орангутангов, а лим-
фокриптовирус, схожий с ВЭБ 1-го типа, был проде-
монстрирован у шимпанзе [23, 24].

В связи с полученными данными возникает вопрос, 
не является ли обнаруженный нами уникальный 
штамм ВЭБ с вариантом LMP1-TatK так называемым 
локальным Волжским штаммом вируса, подобно гео- 
графически привязанным штаммам ВЭБ в класси-
фикации R. Edwards и соавт. [17]. Как известно, эта 
классификация состоит из средиземноморских (Med+ 
и Med-), китайских (China1, 2, 3) и американских (NC 
и Alaskan) вариантов LMP1. Ответ на поставленный 
нами вопрос, вероятно, можно будет получить, изу-
чив изоляты ВЭБ от других этнических представите-
лей Поволжья, в частности, жителей республик Кал-
мыкия, Марий Эл и Чувашия.

В связи с обнаружением штамма ВЭБ, содержащего 
LMP1 с ранее не встречавшимися мутациями, деле-
циями 5 а.к. в кодонах 312–316 и 382–386 а.к., также 
представляется важным выяснить функциональные 
свойства этого онкогена, его трансформирующий 
потенциал и другие свойства, что станет предметом 
наших дальнейших исследований. Дело в том, что 

Обсуждение
Результаты проведённых исследований позволили 

нам высказать предположение, что штамм ВЭБ-TatK, 
содержащий уникальный вариант LMP1, LMP1-TatK, 
с двумя делециями 5 а.к., в кодонах 312–316 и 382–386 
а.к., относится к древним вариантам вируса. В пользу 
высказанного предположения, по-видимому, свиде-
тельствует тот факт, что ВЭБ-TatK обнаружен толь-
ко у представителей одного из древнейших этносов 
страны, татар, генетически ведущих свой род от мон-
голо-татарских племён, сформировавших Казанское 
ханство в Поволжье после выделения его из состава 
Золотой Орды ещё в 1438 г. Указанный штамм вируса 
не был обнаружен ни среди представителей этниче-
ских славян, ни в компьютерной базе данных. Не вы-
явлен он и у россиян, представителей других нацио- 
нальностей, при изучении образцов опухоли, крови 
и смывов полости рта от больных ВЭБ-ассоциирован-
ным раком носоглотки, больных с другими опухоля-
ми полости рта, раком желудка, лимфомой Ходжкина 
и другими патологиями, а также доноров крови.

Однако следует признать, что указанных аргумен-
тов недостаточно для утверждения древности штам-
ма ВЭБ-TatK. Известно, что миллионы лет назад 
в процессе эволюции вновь возникающие вирусы 
оказывались более приспособленными к изменяю-
щимся условиям окружающей среды, чем их пред-
шественники. Старые штаммы, скорее всего, посте-
пенно вытеснялись новыми, более жизнеспособными 
штаммами. Определённую ясность в этот непростой 
вопрос могло бы, вероятно, внести обнаружение род-
ственных ВЭБ-TatK штаммов вируса у предшествен-
ников человека – человекообразных обезьян, которые 

120

100

80

60

40

20

23,2
26,3

11,8 12,1

90 85,6
80,1

116,7

0
Полость рта

Oral cavity

Москва
Moscow

Республика Татарстан
Tatarstan

Глотка
Throat

Желудок
Stomach

Злокачественные
лимфомы
Malignant
lymphoma

14

12

8

10

6

4

8

11,2 11,6

13,1

10,8

4,2

5,6

13,8

0

2

Полость рта
Oral cavity

Москва
Moscow

Республика Татарстан
Tatarstan

Глотка
Throat

Желудок
Stomach

Злокачественные
лимфомы
Malignant
lymphoma

а б

Рис. 3. Стандартизованные показатели заболеваемости (а) и смертности (б) от новообразований, включая случаи, ассоциированные 
с вирусом Эпштейна–Барр, среди населения Татарстана и Москвы в 2019 г. (оба пола).

Fig. 3. Standardized morbidity (a) and mortality (b) for some types of tumors including cases associated with the EBV among populations of 
Tatarstan and Moscow in 2019 (both of sexes).
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последствия эволюционных изменений в гене LMP1 
практически не изучены. Неизвестно, являются ли 
новые или рекомбинантные варианты LMP1 более па-
тогенными или специфически ответственными за вы-
сокий уровень заболеваемости ВЭБ-ассоциированны-
ми патологиями, в том числе у людей с ослабленным 
иммунитетом. В настоящее время мало данных для 
ответов на поставленные вопросы. Можно предполо-
жить, что новый вариант аминокислотных последо-
вательностей LMP1, благодаря включению двух уни-
кальных делеций 5 а.к. в кодонах 312–316 и 382–386, 
может изменить функцию или иммуногенность белка 
LMP1, тем самым изменив его роль в патогенезе забо-
левания. Попытка выявить повышенные показатели 
заболеваемости или смертности от злокачественных 
опухолей, включая ассоциированные с ВЭБ, среди 
жителей Татарстана, носителей уникального штамма 
вируса, ВЭБ-TatK, оказалась несостоятельной, скорее 
всего, в силу низкого числа ВЭБ-ассоциированных 
случаев в каждой изученной нозологической группе 
опухолей. Изучение патогенеза и клинических про-
явлений опухолевого процесса в случаях новообра-
зований, ассоциированных с ВЭБ-TatK, возможно, 
прольёт свет на функциональные и другие свойства 
LMP1-TatK вируса.
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Интерферон-регулирующая активность препарата ЦелАгрип 
и его влияние на образование активных форм кислорода  
и экспрессию генов врождённого иммунитета  
в перевиваемых культурах клеток лимфомы Бёркитта
Наровлянский А.Н.1, Полосков В.В.1, Иванова А.М.1, Мезенцева М.В.1, Суетина И.А.1,  
Руссу Л.И.1, Челарская Е.С.1, Изместьева А.В.1, Оспельникова Т.П.1, Зубашев И.К.1,  
Сарымсаков А.А.2, Ершов Ф.И.1

1 ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия; 
2 Институт химии и физики полимеров Академии наук Республики Узбекистан, 100128,  Ташкент, Узбекистан

Введение. Интерфероны (IFN) и их индукторы эффективны в подавлении вирусной репродукции и коррек-
ции механизмов врождённого иммунитета.
Цель исследования – проверить гипотезу возможного участия индуктора IFN ЦелАгрип (ЦА) в качестве 
активатора или супрессора противовирусного ответа в культурах клеток лимфомы Бёркитта (ЛБ), различа-
ющихся по способности продуцировать антигены вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ).
Материал и методы. Использовали линии человеческих клеток ЛБ Р3НR-1 и Namalva, спонтанно продуци-
рующие и не продуцирующие антигены ВЭБ. Выполнен кинетический анализ динамики продукции активных 
форм кислорода (АФК) и определена экспрессия группы генов методом ПЦР в реальном времени в ответ 
на обработку ЦА.
Результаты и обсуждение. При обработке ЦA в клетках Namalva обнаружено снижение индекса активации 
АФК, в клетках Р3НR-1 наблюдали его повышение. В клетках Namalva после обработки ЦA отсутствовала 
достоверная активация генов IFN-α, -β и -λ, но возрастала кратность экспрессии гена ISG15 более чем в 
1200 раз и гена P53 (TP53) – в 4,5 раза. При обработке ЦA клеток Р3НR-1 экспрессия генов IFN-α возрас-
тала более чем в 200 раз, IFN-λ – в 100 раз и гена ISG15 – в 2,2 раза. Предполагается взаимосвязь IFN-
индуцирующего действия ЦА с активностью ISG15 и АФК в перевиваемых культурах клеток ЛБ, продуциру-
ющих и не продуцирующих антигены ВЭБ.
Заключение. В клетках Namalva, не продуцирующих антигены ВЭБ, при обработке ЦА подавляется ге-
нерация АФК и активизируется экспрессия генов ISG15 и P53 (TP53); в клетках Р3НR-1, продуцирующих 
антигены ВЭБ, наблюдается обратная картина: активизируются образование АФК и экспрессия генов IFN-α 
и -λ и супрессируется активность генов ISG15 и P53 (TP53).

Ключевые слова: индуктор интерферона; лимфома Бёркитта; вирус Эпштейна–Барр; активные фор-
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Interferon-regulating activity of the CelAgrip drug and its influence on the 
formation of reactive oxygen species and expression of innate immunity genes  
in Burkitt’s lymphome cell cultures
Alexander N. Narovlyansky1, Vladislav V. Poloskov1, Alla M. Ivanova1, Marina V. Mezentseva1, Irina A. 
Suetina1, Leonid I. Russu1,  Ekaterina S. Chelarskaya1,  Annа V. Izmest’eva1, Tatiyana P. Ospelnikova1, 
Igor K. Zubashev1, Abdushukur A. Sarymsakov2, Feliks I. Ershov1

1 National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia;
2 Institute of Polymer Chemystry and Physics, Tashkent, 100128, Uzbekistan
Introduction. Interferons (IFN) and IFN inducers are effective in suppressing viral reproduction and correcting of 
the innate immunity mechanisms.
The aim of the study was to test the hypothesis of the possible involvement of the IFN inducer CelAgrip (CA) as an 
activator or suppressor of antiviral effects in Burkitt’s lymphoma (LB) cell cultures with different ability to produce 
Epstein–Barr virus antigens (EBV).
Material and methods. The kinetic analysis of the dynamics of reactive oxygen species (ROS) production and 
determination of gene group expression by real-time PCR in response to CA treatment were done in human cell 
lines LB P3HR-1 and Namalva, spontaneously producing and not producing EBV antigens.
Results and discussion. When treating CA in Namalva cells, a decrease in the ROS activation index was found; 
in P3HR-1 cells, an increase was observed. After treatment with CA, there was no reliable activation of the IFN-α, 
IFN-β and IFN-λ genes in Namalva cells, but the expression of the ISG15 and P53(TP53) genes was increased 
more than 1200 times and 4.5 times, respectively. When processing the CA of P3HR-1 cells, the expression of 
IFN-α genes increased by more than 200 times, IFN-λ – 100 times, and the ISG15 gene – 2.2 times. The relation-
ship between IFN-inducing action of CA and the activity of ISG15 and ROS in LB cell cultures producing and not 
producing EBV antigens is supposed.
Conclusion. In Namalva cells that do not produce EBV antigens the treatment of CA results in suppression of 
ROS generation and activation of the expression of genes ISG15 and P53 (TP53); in P3HR-1 cells producing EBV 
antigens, the opposite picture is observed – the formation of ROS and the expression of the IFN-α and IFN-λ genes 
are activated and the activity of the ISG15 and P53 (TP53) genes is suppressed.

Keywords: interferon inducer; Burkitt’s lymphoma; Epstein–Barr virus; reactive oxygen species; gene expression; 
interferon-stimulated gene 15.
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Введение
Интерфероны (IFN) и их индукторы активно уча-

ствуют в подавлении вирусной репродукции и коррек-
ции механизмов врождённого иммунитета, поэтому 
уже более полувека используются для терапии и про-
филактики вирусных инфекций [1, 2]. Вместе с тем 
индукторы IFN обладают антиокислительной активно-
стью. Активные формы кислорода (АФК) существуют 
в виде свободнорадикальных молекул с выраженной 
окислительной способностью [3] и являются важным 
системным компонентом организма человека, обеспе-
чивающим его нормальную жизнедеятельность. АФК 
часто возникают при нарушении функционирования 
электронно-транспортных цепей митохондрий или ми-
кросом [4–6] и участвуют как в реализации физиологи-
ческих функций здорового организма, так и в патогене-
зе вирусных и онкологических заболеваний. При этом 
уровень АФК в тканях или клетках считается одним 
из основных оценочных факторов [7, 8].

Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ), или человеческий 
герпесвирус 4 (HHV-4), относится к подсемейству 
гаммагерпесвирусов (Gammaherpesvirinae) и являет-
ся одним из самых распространённых в человеческой 
популяции, инфицируя более 95% взрослого насе-
ления. Он вызывает инфекции ротовой полости (ин-
фекционный мононуклеоз и волосатая лейкоплакия) 
и ассоциируется с назофарингеальной карциномой, 
карциномой желудка, В-клеточной лимфомой (вклю-
чая лимфому Бёркитта (ЛБ, Burkitt’s lymphoma)), 
посттрансплантационным лимфопролиферативным 
синдромом, лимфомами Ходжкина и не-Ходжкина 
[9], а также с повышенным риском развития рассе-
янного склероза [10]. ВЭБ способен успешно укло-
няться и обходить первую линию противовирусной 
защиты – врождённый иммунитет, разрушая механиз-
мы врождённой иммунной сигнализации, активиру-
емые Toll-, RIG-I-, NOD- и AIM2-подобными рецеп-
торами, а также циклической GMP-AMP-синтазой. 
ВЭБ также противодействует выработке и передаче 
IFN-сигналов, включая пути TBK1-IRF3 и JAK-STAT 
[11]. Наконец, ВЭБ способен эффективно трансфор-
мировать in vitro В-клетки в «бессмертные» линии 
лимфобластных клеток, что широко используется для 
исследований лабораториями по всему миру [12].

Разработка новых лекарственных препаратов, спо-
собных изменять активность генов IFN в клетках, 
латентно инфицированных ВЭБ, и тем самым влиять 
на состояние врождённого иммунитета, представляет 
в настоящее время актуальную задачу. В Институте 
химии и физики полимеров Академии наук Республи-
ки Узбекистан (РУ) разработан новый противовирус-
ный лекарственный препарат ЦелАгрип (CelAgrip, 
(ЦА)), который разрешён Минздравом РУ в качестве 
профилактического и лечебного средства при гриппе 
и острых респираторных вирусных инфекциях [13].

В ранее проведённых исследованиях [14] нами бы-
ло показано, что при обработке ЦА клеток ЛБ наблю-
дались активация генной экспрессии IFN-λ, интер-
лейкинов (IL) -1β, -6, -8 и супрессия активности гена 
IL-10.

Цель настоящей работы – проверить гипотезу воз-
можного участия индуктора интерферона ЦелАгрип 
в качестве активатора или супрессора противови-
русного ответа в культурах клеток лимфомы Бёркит-
та, различающихся по способности продуцировать 
антигены ВЭБ. Для этого исследовали способность 
ЦА генерировать АФК и влиять на экспрессию груп-
пы генов: Р53 (TP53), NF-κB, IFN-α2, -β1, -λ1 и IFN-
стимулированного гена ISG15.

Материал и методы
Клетки: 1) перевиваемая линия человеческих 

клеток ЛБ Р3НR-1, спонтанно продуцирующая 
антигены ВЭБ, была выделена и распространена  
Y. Hinuma и соавт. [15]; 2) перевиваемая линия че-
ловеческих клеток ЛБ Namalva, не продуцирующая 
антигены ВЭБ, была получена G. Klein и соавт. 
[16]. Обе линии получены из лаборатории культур 
тканей подразделения Институт вирусологии им. 
Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России.
Культивирование перевиваемых линий клеток осу-

ществляли в питательной среде Игла ДМЕМ или 
RPMI-1640 (ООО «Биолот», Санкт-Петербург) с до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США) в СО2-инкубаторе 
при 37 °С и 5% CO2.
Препараты. ЦА является натриевой солью сополи-

мера (1→4)-6-0-карбоксиметил-β-D-глюкозы, (1→4)- 
β-D-глюкозы, (2→24)2,3,14,15,21,24,29,32-октагид- 
рокси-23-(карбоксиметоксиметил)-7,10-диметил- 
4,13-ди(2-пропил)-19,22,26,30,31-пентаоксагенацик-
ло [23,3,2,216O5,28O9,18O12,17] дотриактонта 1,3,5(28),6, 
6(27),9(18),10,12(17),13,15-декаена; препарат предо-
ставлен Институтом химии и физики полимеров Ака-
демии наук РУ.
Олигонуклеотидные ПЦР-праймеры. Использовали 

готовые структуры олигонуклеотидных праймеров, 
ранее рассчитанные в программе Primer 3 Blast NCBI 
GB и апробированные к исследованным видам мР-
НК: Р53 (ТР53) [17], NF-κB [18], IFN-α2 [19], IFN-β1, 
IFN-λ1, ISG15 [20], глицеральдегид-3-фосфатдеги-
дрогеназа (GAPDH) [21]. Синтез олигонуклеотидов 
осуществлён фирмой «Синтол» (Россия).
Постановка опытов на клеточных линиях Namalva 

и P3HR1 с препаратом ЦA. Клетки высевали в культу-
ральные флаконы (25 см3) в концентрации 1,5 млн/мл, 
обрабатывали ЦА в конечной концентрации 0,05, 0,5 
и 5 мг/мл и инкубировали в течение 24 ч при 37 ± 2 °С 
(СО2 5,0 ± 0,5 %; влажность 70 ± 5 %. Через 24 ч клет-
ки центрифугировали 5 мин при 1500 об/мин и оса-
док обрабатывали лизирующим буфером.
Выделение РНК. Суммарную РНК выделяли с помо-

щью готового набора для выделения РНК «РНК-экс-
тран» («Синтол», Россия). 
Реакция  обратной  транскрипции  (ОТ). Реакцию 

ставили с помощью готового набора для проведения 
ОТ («Синтол», Россия) с универсальным праймером 
random 6 согласно прилагаемой инструкции. Полу-
ченные кДНК хранили при -70 °С.
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Обратную транскрипцию и полимеразную цепную 
реакцию в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) 
проводили на амплификаторе CFX-96 с готовой дву-
кратной смесью SsoAdvanced SYBR Green Supermix 
(Bio-Rad, США) в микропробирках с оптически 
проницаемыми крышками на 0,2 мл (SSI, США). 
В ПЦР-боксе смешивали 2 мкл специфических пар 
праймеров (прямой и обратный) с 3 мкл кДНК (разве-
дённой в 3 раза) и 5 мкл 2-кратной смеси SsoAdvanced 
SYBR Green Supermix. Каждую пробу исследова-
ли в 2–3 повторах. Программа ПЦР: 96 °С – 2 мин  
(1 цикл), далее 50–55 циклов 94 °С – 10 с, 55–60° С –  
20 с, 72 °С – 30 с. Программа плавления в конечной 
точке 65–95 °С, шаг 0,5 °С – 10 с. На экране компью-
тера (в реальном времени) регистрировали уровни 
флюоресценции, интеркалирующего в ДНК красите-
ля SYBR Green, в виде кривых накопления ДНК-ам-
плификатов. Количество оценивали по пороговым 
циклам (Cq) начала логарифмической фазы синтеза. 
Негативный контроль (проба, не содержащая кДНК) 
не давал специфических ПЦР-продуктов. Обработка 
данных амплификации выполнена в программе CFX 
Manager Software «Gene expression analysis» (Bio-Rad, 
США) в автоматическом режиме. Определены стан-
дартные отклонения величин Cq ± SD логарифмиче-
ской фазы и изменения уровней в опытных пробах 
(ΔCq ± SD). Ген «домашнего хозяйства» GAPDH был 
использован как стабильный референс-нормализатор 
генной экспрессии. Изменения генной активности 
(2аΔСq) оценивали относительно контроля, принятого 
равным 1. Cпецифичность ДНК-продуктов устанав-
ливали по Т-плавления.
Кинетический  анализ  динамики  продукции  АФК 

клетками в ответ на обработку препаратами проводи-
ли хемилюминесцентным методом [22] в присутствии 
люминола (конечное разведение в реакции 5,6·10-4 М), 
модифицированным и адаптированным под исследо-
вания с конкретными тест-клетками и препаратом ЦА. 
Постановку реакции проводили в 96 луночных планше-
тах в объеме 200 мкл/лунку. В каждом постановочном 
варианте проводили не менее 3 повторов, из которых 
рассчитывали средний показатель. Учитывали резуль-
таты реакции на приборе Synergy H1 (BioTek, США). 
При измерении отмечали максимальные показатели 
интенсивности свечения (спонтанной и в присутствии 
препарата ЦА) (I), а также площадь (S) под кривой ди-
намики свечения за период наблюдения. Для определе-
ния интенсивности продукции АФК в каждом времен-
ном периоде определяли индекс активации в соответ-
ствии с формулой I опыт./I спон. или S опыт./S спон. 
Значение индекса активации, равное 1, представляет 
точку отсчёта для определения стимуляции (>1) или 
подавления (<1) продукции АФК клетками.
Статистическую  обработку  результатов прово-

дили с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel.

Результаты
Продукция АФК. При обработке клеток препаратом 

ЦА в клетках Namalva обнаружено снижение индек-

са активации АФК, при этом в клетках Р3НR-1, на-
оборот, наблюдали его увеличение (I опыт./I спон. –  
0,76 ± 0,043 для Namalva и 1,30 ± 0,109 для Р3НR-1, 
p < 0,001; S опыт./S спон. – 0,86 ± 0,053 для Namalva 
и 1,12 ± 0,084 для Р3НR-1, p < 0,01) (рис. 1).

Исходя из полученных данных был сделан вывод 
о выраженной разнонаправленности ЦА-индуци-
руемой генерации АФК в клетках линий Namalva 
и P3HR-1.
Экспрессия генов цитокинов (ОТ-ПЦР-РВ). В клет-

ках Namalva через 24 ч обработки ЦА не обнаружи-
вается достоверной активации генов IFN-α2, -β1, -λ1. 
При этом возрастает кратность экспрессии ISG15 
более чем в 1200 раз, гена Р53 (ТР53) – в 4,5 раза, 
NF-κB – в 3,2 раза. В то же время при обработке ЦA 
клеток Р3НR-1 активность генов IFN-α2 возрастала 
более чем в 200 раз и IFN-λ1 – в 100 раз, а экспрессия 
гена ISG15 возрастала только в 2,2 раза. Достоверной 
активация генов Р53 (ТР53) и IFN-β1 не обнаружено. 
На рис. 2 (а, б) представлены данные, показываю-
щие кратность стимуляции генов, нормализованных 
по гену GAPDH, которые свидетельствуют об уровне 
генной экспрессии при действии препарата ЦА в кле-
точных линиях Namalva и P3HR-1.

Рис. 1. Продукция активных форм кислорода клетками Namalva  
и  P3HR-1 в ответ на обработку препаратом ЦелАгрип.

По оси ординат – индекс активации; по оси абсцисс – гистограмма ин-
тенсивности продукции АФК. При измерении учитывали максимальные 
показатели интенсивности свечения (I), а также площадь (S) под кривой 
динамики свечения за период наблюдения. Для определения интенсив-
ности продукции АФК определяли индекс активации в соответствии с 

формулой I опыт./I спон. и S опыт./ S спон.
Fig. 1. Production of reactive oxygen species (ROS) by Namalva 

and P3HR-1 cells in response to treatment with CelAgrip.
Along the ordinate axis – the value of the activation index; on the abscissa 
axis is a histogram of the ROS production intensity; during the measurement, 
the maximum indicators of the luminescence intensity (I), as well as the area 
(S) under the luminescence dynamics curve for the observation period were 
taken into account. In order to determine the intensity of ROS production, the 
activation index was determined in accordance with the formula I exp./I contr. 

or S exp./S contr.
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Обсуждение
В настоящем исследовании для количественного 

изучения генной активности были выбраны такие 
ключевые цитокины, как IFN-α, -β, -λ, и сигнальные 
молекулы NF-κB, Р53, ISG15. Их активность при 
индукции препаратом ЦА значительно изменялась. 
Мы наблюдали активацию генов IFN-α2 и IFN-λ1 

в культуре клеток Р3НR-1, в которых определялась 
продукция антигенов ВЭБ. В то же время при ана-
логичной обработке в культуре клеток Namalva, 
в которой не определялась продукция антигенов ВЭБ, 
не выявлено увеличения активности генов IFN при 
обработке ЦА, но обнаружен прирост генной актив-
ности Р53 (ТР53), NF-κB и ISG15. Таким образом, 

Рис. 2. Действие препарата ЦелАгрип на экспрессию генов в клеточных линиях Namalva (а) и P3HR-1 (б).
По оси ординат показана кратность стимуляции генов, нормализованных по гену GAPDH. 

По оси абсцисс – гены интерферонов (IFN) и сигнальных молекул. Конечная концентрация препарата указана в дозах 5; 0,5 и 0,05 мг/мл.  
ЦА – ЦелАгрип.

Fig. 2. The effect of the CelAgrip on gene expression in the Namalva (a) and P3HR-1 (b) cell lines. 
Along the ordinate axis – the multiplicity of stimulation of genes normalized by the GAPDH gene. The abscissa axis shows the interferon (IFN) genes and the 

signal molecule genes. The final concentration of the drug is indicated in doses of 5; 0.5, and 0.05 mg/ml. CA – CelAgrip.

а

б



92

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2020; 65(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-2-87-94

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

анализируя полученные данные, можно говорить 
о разнонаправленной стимуляции ЦА генов врождён-
ного иммунитета в зависимости от способности кле-
ток продуцировать антигены ВЭБ. 

Известно, что Р53 является транскрипционным фак-
тором, его активация может вызвать остановку клеточ-
ного цикла и репликации ДНК. В конечном счёте это 
приводит к запуску апоптоза [23]. Относительно вза-
имодействия NF-κB и Р53 известно, что транскрипци-
онный фактор NF-κB влияет на регуляцию апоптоза, 
подавляя или способствуя индукции апоптоза под дей-
ствием Р53 [24]. Помимо этого NF-κB также участвует 
в контроле большой группы генов, которые управляют 
процессами воспаления и пролиферации клеток. На-
пример, сигнальный путь NF-κB контролирует созре-
вание В-лимфоцитов. Кроме того известно, что гипер- 
активация сигнального пути NF-κB происходит в ря-
де типов злокачественных опухолей и характерна для 
диффузной B-крупноклеточной лимфомы [25].

При вирусной инфекции патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны (PAMPs) распознаются пат-
терн-распознающими рецепторами (PRRs) инфици-
рованной клетки, что стимулирует врождённый про-
тивовирусный иммунный ответ. Этот ответ приводит 
к продукции и выделению различных цитокинов, 
включая IL, фактор некроза опухолей и IFN из за-
ражённых клеток. Ответ IFN I типа является одним 
из жизненно важных противовирусных защитных 
механизмов клеток-хозяев. Активация PRRs PAMPs 
запускает не только JAK-STAT-опосредованный от-
вет IFN, но и различные ветви врождённой иммунной 
сигнализации, включая путь NF-κB, активацию вос-
паления [26], и запрограммированную гибель клеток 
(апоптоз, некроптоз и пироптоз) [27]. В клетках про-
тивовирусная активность IFN осуществляется через 
сигнализацию JAK-STAT. IFN I и III типа через свои 
специфические рецепторы активируют пути JAK-
STAT и через IFN-стимулированные элементы (ISREs) 
индуцируют транскрипцию IFN-стимулированных 
генов (ISGs), таких как MX-A,  ISG15,  ISG56 и OAS1 
[28]. ВЭБ противодействует не только продукции 
IFN, но и его действию. Некоторые из путей актива-
ции генов врождённого иммунитета нарушены и в из-
учаемых нами лимфобластоидных клетках Namalva 
и P3HR-1. Поскольку IFN I типа может подавлять ре-
пликацию герпесвирусов в инфицированных клетках, 
нарушение проведения IFN-сигналов с помощью ВЭБ 
обычно рассматривается как провирусный адаптив-
ный механизм обеспечения успешной инфекции 
и других преимуществ для вируса [29]. По-видимому, 
препарат ЦА может противодействовать опосредо-
ванному ВЭБ нарушению проведения IFN-сигналов, 
запуская различные пути активации генов в тех или 
иных клетках; например, стимулируя активность ге-
нов IFN-α2 и IFN-λ1 в клетках Namalva или генов NF-
κB, Р53 (ТР53), ISG15 в клетках Р3НR-1.

Ранее было показано, что одним из наиболее высо-
коиндуцированных генов в сигнальном каскаде IFN 
I типа является ISG15, который кодирует небольшой 
убиквитин-подобный белок, участвующий в процес-

се посттрансляционной модификации, называемом 
ISGylation. Благодаря этому процессу, ISG15 кова-
лентно связывается с широким спектром целевых 
белков, включая NF-κB, JNK и IRF-3, которые ассоци-
ированы с центральными иммунными путями прове-
дения сигналов [30]. Известно, что ISG15 существу-
ет и в свободной форме и действует как внутри, так 
и вне клеток. Данные in vitro и in vivo подтверждают 
его различную роль в клеточных процессах: в онко-
генезе, защите от вирусных инфекций, активации 
иммунных клеток (лимфоцитов, моноцитов и NK-
клеток) [31]. Возрастание активности гена ISG15 бо-
лее чем в 1200 раз в клетках Namalva при индукции 
препаратом ЦА требует более пристального изучения 
этого феномена. Известно также, что митохондрии 
являются мишенями ISG15 и ISGylation в макрофа-
гах, полученных из костного мозга мышей. ISG15 
и ISGylation участвуют в регулировании митохондри-
ального метаболизма. Отсутствие ISG15 приводит 
к изменениям в окислительном фосфорилировании 
и, как следствие, к более низкой скорости потребле-
ния кислорода и производства АТФ. Такое наруше-
ние механизмов окислительного фосфорилирования 
уменьшает продукцию АФК [32].

Предпринятый нами анализ активности АФК в клет-
ках Namalva и Р3НR-1 при обработке препаратом ЦА 
выявил снижение индекса активации АФК в клетках 
Namalva, которое сопровождалось не снижением, 
а резким увеличением активности ISG15 и подавлени-
ем индукции генов IFN. В клетках Р3НR-1, наоборот, 
наблюдали увеличение индекса активации АФК и от-
носительно незначительную активацию гена ISG15 
(всего лишь в 2,2 раза). При этом значительно возрас-
тала индукция генов IFN I и III типа. J. Wang и со-
авт. полагают [33], что вирусоносительство связано 
с повышенной уязвимостью клеток к окислительно-
му стрессу, и доказывают, что ядерный антиген ВЭБ 
способствует усилению клеточной антиоксидантной 
защиты. В нашем случае клетки Р3НR-1 в отличие 
от клеток Namalva характеризуются продукцией ан-
тигенов ВЭБ. Нами показано, что их обработка ЦА 
приводит к возрастанию интенсивности продукции 
АФК и, следовательно, к повышению клеточной уяз-
вимости от окислительного стресса. В связи с этим 
мы предполагаем возможную роль ЦА в подавлении 
антиоксидантного ответа инфицированных ВЭБ кле-
ток и перспективности использования ЦА в антиВЭБ 
терапии.

Известно, что экспрессия ISG15 может также ин-
дуцироваться вирусной инфекцией [34] и двухцепо-
чечной (дц) РНК [35]. Кроме того, Р53 стимулирует 
экспрессию ISG15 и его ферментов конъюгации [36] 
и необходим для оптимальной индукции ISG15 с по-
мощью дцРНК [37]. Экспрессию ISG15 индуцирует 
ряд других соединений, таких как poly I:C, липопо-
лисахарид [38], фактор некроза опухолей [39], фактор 
роста эндотелия сосудов [40], IFN-γ [41, 42], и различ-
ные стимулы, включая повреждение ДНК, облучение 
[43], ишемию [44] и укорочение теломер [45]. Однако 
экспрессия ISG15 и его конъюгирующих ферментов 



PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2020; 65(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-2-87-94

ORIGINAL RESEARCH

93

дерегулируется при многих типах рака [46–48]. Тем 
не менее нет единого мнения о том, оказывает этот 
путь проопухолевый или опухолевый супрессорный 
эффект [34]. Поэтому способность ЦА индуциро-
вать ISG15 в некоторых лимфобластоидных клетках 
требует дополнительного изучения и с точки зрения 
возможного влияния на ВЭБ-индуцированный онко-
генез.

Заключение
Полученные данные свидетельствуют о том, что 

исследуемые клеточные культуры Namalva и Р3НR-1 
по-разному отвечают на обработку препаратом ЦA –  
индуктором IFN. Если при обработке ЦА клеток 
Namalva, не продуцирующих антигены ВЭБ, наблюда-
ются подавление генерации АФК и активация экспрес-
сии генов ISG15, P53 (TP53) и NF-κB, то после обра-
ботки ЦA клеток Р3НR-1, продуцирующих антигены 
ВЭБ, наблюдается обратная картина – активизация об-
разования АФК, экспрессия генов IFN-α и IFN-λ, и по-
давление активности генов ISG15, P53 (TP53) и NF-κB. 
Мы предполагаем, что существует взаимосвязь IFN-
индуцирующего действия ЦА с активностью ISG15 
и АФК в перевиваемых культурах клеток ЛБ, продуци-
рующих и не продуцирующих антигены ВЭБ.
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Выявление пестивирусов крупного рогатого скота при 
помощи мультиплексной полимеразной цепной реакции  
в режиме реального времени
Нефедченко А.В., Котенева С.В., Глотова Т.И., Глотов А.Г.

ФГБУН Сибирский федеральный научный центр агробиотехнологий РАН (СФНЦА РАН), Институт экспериментальной  
ветеринарии Сибири и Дальнего Востока, 630501, Новосибирская обл., Новосибирский район, пос. Краснообск, Россия

Введение. Пестивирусы – причина репродуктивных проблем, болезней желудочно-кишечного и респира-
торного тракта животных. Для крупного рогатого скота значение имеют три вида: Pestivirus A, B и H. В насто-
ящее время необходимы быстрые и надёжные методы дискриминации данных патогенов.
Цели и задачи исследования: разработка мультиплексной полимеразной цепной реакции (ПЦР) для одно-
временного выявления и дифференциации трёх вирусов в режиме реального времени (РТ-ПЦР). 
Материал и методы. Мишенью для амплификации служили нуклеотидные последовательности консерва-
тивных участков генов 5´-UTR пестивирусов A, B и H.
Результаты. Реакция показала высокую специфичность, чувствительность, воспроизводимость и выявляла 
РНК вирусов в концентрации не менее 0,6–1,2 lg ТЦД50/см3. Перекрёстных реакций с другими пестивирусами 
не наблюдали. РТ-ПЦР подтвердила результаты, полученные ранее в ОТ-ПЦР в режиме гель-электрофоре-
за. При параллельном исследовании 1823 проб биоматериала результаты двух реакций полностью совпали. 
Pestivirus spр. выявлены в 76 пробах: Pestivirus A присутствовал в 73 пробах, B – в трёх, а H не обнаружен.
Обсуждение. Разработана двухшаговая РТ-ПЦР для одновременного выявления и типирования трёх пе-
стивирусов. Для первой реакции использовали модифицированные панпраймеры S. Vilcek и соавт., а для 
типирования – праймеры и зонды собственного дизайна, что обеспечило высокую эффективность реакции.
Заключение. На молочных комплексах по содержанию скота создаются условия для циркуляции патоген-
ных вирусов. В такой ситуации необходимы методы экспресс-диагностики, позволяющие в короткие сроки 
выявить несколько вирусов. Триплексный анализ в режиме реального времени может быть рекомендован в 
качестве экспресс-метода при массовых эпизоотологических исследованиях, а также для скрининга эмбрио- 
нальной сыворотки, используемой для культивирования вирусов в медицине и ветеринарии.

Ключевые слова: крупный рогатый скот; пестивирусы; виды; мультиплексная полимеразная цепная 
реакция в режиме реального времени.
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Detection of bovine pestiviruses by a multiplex real-time polymerase chain reaction
Aleksey V. Nefedchenko, Svetlana V. Koteneva, Tatyana I. Glotova, Alexander G. Glotov

Siberian Federal Scientific Centre of Agro-Biotechnologies of the Russian Academy of Science, Institute of 
Experimentally Veterinary Medicine of Siberia and Far East, Krasnoobsk, 630501, Russia
Introduction. Pestiviruses are the cause of reproductive problems, diseases of the gastrointestinal and respiratory 
tracts of animals. Three species are important for cattle: Pestivirus A, B, and H. Fast and reliable methods of 
differentiation of these pathogens are currently needed.
Aims and objectives of the study: the development of multiplex real time PCR for the simultaneous detection 
and differentiation of three viruses.
Material and methods. The nucleotide sequences of the conserved regions of the 5´-UTR genes of pestiviruses 
A, B, and H served as a target.



96

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2020; 65(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-2-95-102

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

белков (Npro-C-Erns-E1-E2-p7-NS2/NS3-NS4A-NS4B-
NS5A-NS5B), фланкированную с 5´- и 3´-концов не-
транслируемыми областями 5´-UTR и 3´-UTR [17]. 

Из всех регионов генома вирусов для дифференци-
ации (сравнительных изучений) и филогенетического 
анализа широко используют 5´-UTR, Npro и E2 [17]. 
В связи с этим в качестве основного метода диффе-
ренциации пестивирусов применяют секвенирование 
отдельных фрагментов с последующим филогенети-
ческим анализом [18, 19]. Однако этот метод дорого-
стоящий и занимает много времени.

Вирус подвержен мутациям, вызванным ошибками 
РНК-зависимой РНК-полимеразы, и рекомбинаци-
ям, приводящим к образованию его различающихся, 
но близкородственных мутантов (субтипов). В связи 
с этим патогенность возбудителя варьирует и имеет 
«штаммовую» зависимость. К настоящему времени 
известны 21 субтип Pestivirus A, 5 субтипов Pestivirus 
B и четыре Pestivirus H [20].

Учитывая широкое распространение в последние 
годы во всём мире нового эмерджентного вида: Pesti-
virus H (BVDV-3), возникает необходимость быстрого 
выявления и дифференциации всех представителей 
рода в одной реакции, что имеет значение для диффе-
ренциальной диагностики и разработки противоэпи-
зоотических мероприятий в практических условиях 
[2, 12, 18].

Results. The reaction showed high specificity, sensitivity, reproducibility and was able to detect virus RNA at a 
concentration of not less than 0.6-1.2 lg TCID50/cm3. Cross-reactions with other pestiviruses were not observed. Real 
time PCR confirmed the results obtained previously in RT-PCR with gel electrophoresis detection. In a parallel study 
of 1823 biological samples, the results of the two reactions were completely consistent. Pestivirus spp. was detected 
in 76 samples, Pestivirus A was present in 73 samples, Pestivirus B – in 3 samples, and Pestivirus H was not detected.
Discussion. A two-step real time PCR was developed for the simultaneous detection and differentiation of three 
pestiviruses. Modified pan primers of S. Vilcek et al. were used for the first reaction, and primers and probes of our 
own design were used for virus typing, which resulted in high reaction efficiency.
Conclusion. On the big dairy farms for livestock maintenance, there are favorable conditions for the circulation 
of pathogenic viruses. In this situation, rapid diagnostic methods are needed to quickly identify of several viruses. 
Real-time triplex analysis can be recommended as the rapid method for mass epidemiological studies, as well as 
for screening fetal calf serum used for virus cultivation in medicine and veterinary practice.
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Введение
Пестивирусы широко распространены в природе 

и являются причиной значительного спектра инфек-
ционной патологии, включающей репродуктивные 
проблемы, болезни желудочно-кишечного и респира-
торного тракта животных [1–5].

Согласно современной классификации род Pestivi-
rus принадлежит к семейству Flaviviridae и включа-
ет 11 представителей. Для крупного рогатого скота 
(КРС) основное значение имеют три вида: Pestivirus 
A, B и H, ранее называвшиеся BVDV-1, -2 и -3 [6].

Все вирусы вызывают сходную патологию у вос-
приимчивых животных и становятся причиной эко-
номически значимых болезней КРС во всём мире, 
особенно при интенсивном типе ведения животно-
водства [7–14]. Кроме того, представители данного 
рода являются контаминантами биологических пре-
паратов (эмбриональной сыворотки, перевиваемых 
линий культур клеток, вакцин для медицины и вете-
ринарии, интерферонов, трипсина, биотехнологиче-
ских препаратов, эмбрионов, стволовых клеток, спер-
мы быков-производителей и др.) [15, 16].

Все пестивирусы имеют сходное строение, их геном 
представлен однонитевой положительно заряженной 
РНК размером 12,3 тыс. нуклеотидов. Она имеет одну 
открытую рамку считывания длиной около 4000 кодо-
нов, кодирующую 12 структурных и неструктурных 
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Для выявления пестивирусов, как правило, исполь-
зуют молекулярные методы, в частности, различные 
модификации полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
в большинстве случаев направленные на обнаружение 
отдельных вирусов [21, 22]. Широкое распространение 
во всём мире получили панпраймеры, предложенные  
S. Vilcek и соавт. для выявления Pestivirus spp. с после-
дующим филогенетическим анализом ампликонов [21].

Для прямого выявления и дифференциации отдель-
ных представителей рода Pestivirus за рубежом ис-
пользуют мультиплексную ПЦР, в том числе в режи-
ме реального времени (РТ-ПЦР) [23–26]. Однако эти 
методы позволяют обнаружить и дифференцировать 
только два вида (Pestivirus А, В).

N. Decaro и соавт. (2012) разработали способ ти-
пирования пестивирусов А, В и Н с помощью «вло-
женной» двухшаговой ПЦР в формате электрофореза 
[27]. В дальнейшем авторы разработали высокопро-
изводительный, чувствительный и специфичный 
метод мультиплексной ОТ-ПЦР в режиме реального 
времени, основанный на технологии TaqMan [28]. 
Предел выявления РНК составил 100–101 копий. Пе-
рекрёстных реакций не наблюдали. 

Известно о выявлении трёх пестивирусов в сыво-
ротке крови откормочного скота при помощи панпе-
стипраймеров в ОТ-ПЦР в режиме гель-электрофо-
реза [29]. Сообщений о подобных разработках в Рос-
сии мы не нашли. Ранее нами разработаны ОТ-ПЦР 
в электрофоретическом формате для выявления каж-
дого из трёх вирусов в пробах биологического мате-
риала и эмбриональной сыворотки КРС и проведён 
их филогенетический анализ [30–32].

Цель данной работы – разработка мультиплекс-
ной ПЦР для одновременного выявления трёх виру-
сов КРС рода Pestivirus в режиме реального времени 
в образцах эмбриональной сыворотки КРС и пробах 
биологического материала, полученного от больных 
и инфицированных животных.

Материал и методы
Для расчёта олигонуклеотидных праймеров про-

водили выравнивание известных нуклеотидных по-
следовательностей BVDV-1, -2 и -3, опубликованных 
в GenBank, с помощью программы ClustalW [33]. 
Химический синтез праймеров осуществляли амидо-
фосфитным методом на автоматическом синтезаторе 
ASM-102U. Концентрацию их в маточном растворе 
определяли спектрометрическим методом.

На начальном этапе проводили анализ нуклеотидных 
последовательностей 5´-UTR области геномов всех ви-
дов рода Pestivirus из базы данных NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) и определяли наиболее консерватив-
ные участки, специфичные для всех видов, а также для 
каждого вида в отдельности, и подбирали специфич-
ные олигонуклеотидные праймеры и зонды. Свойства 
олигонуклеотидных праймеров анализировали с ис-
пользованием программы Vector NTI 9.0.0 (InforMax).
Выделение  РНК  вирусов проводили стандартным 

способом с использованием коммерческого набора 
«РИБО-сорб» производства ФБУН ЦНИИЭ Роспо-

требнадзора. Реакцию ОТ для получения кДНК про-
водили с использованием коммерческого набора «Ре-
верта-L» того же производителя. Для этого в пробир-
ку, содержащую 9,5 мкл реакционной смеси: буфер 
для ОТ (50 mM Tris-HCl [pH 8,3], 3 мМ MgCl2, 75 mM 
KC1, 10 мМ DTT), 0,1 мМ dNTP, 0,1 мкг праймера 
для ОТ) и 0,5 мкл ревертазы из набора «Реверта-L», 
добавляли 10 мкл РНК-пробы, осторожно перемеши-
вали и помещали в термостат 37 °С на 30 мин. Затем 
добавляли 20 мкл ДНК-буфера, тщательно перемеши-
вали и использовали для постановки ПЦР.
Постановка полимеразной цепной реакции для вы-

явления  и  дифференциации  пестивирусов  крупного 
рогатого скота. Состав реакционной смеси: ПЦР-бу-
фер (60 mM Tris-HCl [pH 8,5], 1,5 мМ MgCl2, 25 mM 
KC1, 10 мМ 2-меркаптэтанола, 0,1% Тритон Х-100), 0,2 
мМ dNTP, по 0,2 мкг каждого праймера, по 0,1 мкг 
зонда, 1,25 Е Taq-ДНК-полимеразы, 5 мкл кДНК. Тем-
пературный режим проведения ПЦР: 95 °С 5 мин –  
1 цикл; 95 °С 10 с, 55 °С 15 с, 72 °С 30 с – 45 циклов. 
Измеряли флуоресценцию при 55 °С на канале FAM. 
Положительными считали образцы со значением по-
рогового цикла (Ct) ≤ 40.

Реакцию проводили в два раунда. В первом раун-
де с общими праймерами и зондом (PVsp F, PVsp R, 
PVsp Z) выявляли все три вируса, во втором раунде 
проводили три независимые реакции с соответству-
ющими праймерами и зондами для генотипирования 
каждого из трёх видов пестивирусов. 
Определение  чувствительности  и  специфичности 

ПЦР. Положительные контрольные образцы (ПКО) 
получали методом молекулярной трансформации 
компетентных бактериальных клеток Escherichia 
coli плазмидой pDrive, содержащей специфические 
ДНК-вставки, и использовали их для контроля ампли-
фикации отдельно для каждого анализа.

Концентрацию плазмидной ДНК определяли с ис-
пользованием набора реагентов Quant-iT dsDNA, HS 
(Invitrogen, США) и флуориметра QUBIT (Invitrogen, 
США). 

Для определения чувствительности реакции го-
товили 10-кратные разведения (от 10-1 до 10-7) кон-
трольных штаммов Pestivirus A (Oregon C24V, 6,33 lg 
ТЦД50/см3), Pestivirus B (Blagodatsky, 6,5 lg ТЦД50/см3)  
и ПКО (Pestivirus A, B и H), каждое разведение ис-
следовали в ПЦР. За аналитическую чувствитель-
ность принимали последнее разведение контрольных 
штаммов и ПКО, с которым результат ПЦР-анализа 
интерпретировался как положительный. 

Специфичность тест-системы определяли с исполь-
зованием референтных штаммов: Oregon C24V (Pesti-
virus A), Blagodatsky (Pestivirus B), ЛК (Pestivirus С), 
РСВ № 3 (Bovine orthopneumovirus), Оренбург (Bovine 
alphaherpesvirus 1), SD-1 (Bovine rhinovirus 1), BV-10 
(Bovine mastadenovirus A), а также проб биоматериала, 
в которых нами ранее были выявлены и подтверждены 
секвенированием вирусы Pestivirus A, B и H [30–32].
Исследование  проб  биологического  материала. Ис-

следованы образцы коммерческой эмбриональной сы-
воротки КРС разных производителей, используемые для 
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культивирования культур клеток и производства био-
препаратов в ветеринарии и медицине, а также пробы 
сыворотки крови, ткани лимфатических узлов, селезён-
ки, лёгких от животных с подозрением на инфицирова-
ние пестивирусами. Пробы сыворотки крови отбирали 
в объёме не менее 1 мл, из органов и тканей вырезали 
кусочки размером 1×1×1 см3. Образцы эмбриональной 
сыворотки и сыворотки крови больных и инфициро-
ванных животных использовали для выделения РНК 
без предварительной подготовки. Пробы органов и тка-
ней перед исследованием гомогенизировали для полу-
чения 10% суспензии на физиологическом растворе, 
центрифугировали при 10·103 об/мин в течение 5 мин. 
Для выделения РНК использовали 100 мкл осветлённой 
надосадочной жидкости.

Всего исследовали 9 образцов эмбриональной сы-
воротки, 49 проб сыворотки крови и внутренних ор-
ганов КРС разного возраста, давших положительный 
результат в предварительных исследованиях методом 
ОТ-ПЦР в формате гель-электрофореза [30–32].

С целью изучения сравнительной эффективности 
двух реакций дополнительно исследовали 1823 про-
бы биоматериала от животных.

Результаты
На первом этапе работ анализировали нуклеотид-

ные последовательности 5´-UTR области геномов 
всех видов рода Pestivirus из базы данных GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), определяли наиболее 
консервативные участки, специфичные для всех ви-
дов, а также для каждого вида отдельно, и подбирали 
специфичные олигонуклеотидные праймеры и зонды. 
Результаты приведены в табл. 1. Моделирование реак-

ции в программе Vector NTI с последовательностями 
геномов Pestivirus C (вирус классической чумы сви-
ней) и Pestivirus D (вирус пограничной болезни овец) 
показало отсутствие реакции с данными вирусами.

Результаты определения аналитической чувстви-
тельности с использованием ПКО трёх вирусов пред-
ставлены в табл. 2.

Полученные данные показали, что минимальное ко-
личество выявляемого ПКО составило 7,2·10 ГЭ на 
реакцию. Аналитическая чувствительность ОТ-ПЦР 
в режиме реального времени была различной и соста-
вила 1,6·102 для Pestivirus spp., 7,2·10 для Pestivirus 
A, 9,0·10 для Pestivirus B и 1,5·103 для Pestivirus Н. Рас-
чётная эффективность амплификации для различных 
ПКО была ≈89% при достоверности аппроксимации 
(R2) от 0,9865 до 0,9931. Стандартные отклонения зна-
чений пороговых циклов варьировали от 0,12 до 0,60. 
Средние коэффициенты вариаций значений пороговых 
циклов при повторных исследованиях не превыша-
ли 1,91%, что свидетельствует о высокой повторяемо-
сти результатов определения аналитической чувстви-
тельности РТ-ПЦР.

Диагностическая чувствительность была определе-
на исследованием 10-кратных разведений референт-
ных штаммов Pestivirus A и B с известным титром. 
Все исследования проводили в трёх повторах. Из-за 
отсутствия штаммов Pestivirus H не удалось провести 
подобные исследования с ним. Данные по определе-
нию чувствительности приведены в табл. 3.

Результаты показали, что минимальный титр штам-
ма Oregon C24V (Pestivirus A), выявляемый в реак-
ции, равен 1,2 lg ТЦД50/см3, а штамма Blagodatsky – 0,6 
lg ТЦД50/см3.

В опыте по определению спец-
ифичности реакции со штаммами 
ЛК (Pestivirus С), РСВ № 3 (Bo-
vine orthopneumovirus), Орен-
бург (Bovine alphaherpesvirus 1), 
SD-1 (Bovine rhinovirus 1), BV-10 
(Bovine mastadenovirus A) полу-
чены отрицательные результаты 
во всех реакциях. Специфич-
ность реакции в отношении ви-
руса пограничной болезни овец 
не проверяли в связи с отсутстви-
ем референтного штамма. 

На первом этапе исследо-
вали 49 проб биоматериала, 
в которых ранее с помощью 
ПЦР в формате гель-электро-
фореза и секвенирования были 
выявлены 9 субтипов Pestivirus 
A и B, а также 9 образцов эмбри-
ональных сывороток, в 7 из них 
присутствовал Pestivirus H ита-
льянской группы, а в двух – Pes-
tivirus B. Все пробы дали поло-
жительный результат при ис-
следовании в мультиплексной 
РТ-ПЦР (табл. 4). 

Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов, выбранные для выявления и генотипи-
рования пестивирусов
Table 1. Sequences of primers and probes selected for detection and genotyping of Pestiviruses 

Мишень
Target

Праймер
Primer

Последовательность (5’ → 3’)
Sequences (5’ → 3’)

Т отжига, 
°С

Annealing 
T, °С

Размер 
амплико-
на, п.н.
The size 

amplicon, 
b.p.

Выявление
Identification

Pestivirus 
spр.

PVspp F 5-ccatrcccttagtaggackagc-3 51,8
286–289PVspp R 5- tcaactccatgtgccatgtac 3 51,6

PVspp Z 5-(FAM)ctcgagatgccaygtggacgagg(BHQ1)-3 62,5
Генотипирование

Genotyping
Pestivirus A PVA F 5-ggtagcaacagtggtgagtt-3 50,4

105PVA R 5-cgtccacgtggcatctc-3 49,6
PVA Z 5-(FAM)tagtcgtcagtggttcgacgcct(BHQ1)-3 59,7

Pestivirus B PVB F 5-ctagcgatgcccttagtag-3 49,4

106–108PVB R 5-cgtcgaagcattgacgact-3 50,6
PVB Z 5-(FAM)tagcggtagcagtgagttcattggatggcc(B

HQ1)-3
63,6

Pestivirus H PVsp F 5-ccatrcccttagtaggackagc-3 52,3

110 PVH R 5-tccttgatgcgtcgaacca-3 54,7
PVH Z 5-(FAM)tagtggtagcagtgagctccttggat(B

HQ1)-3
60,6
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Результаты сравнительного исследования 1823 проб 
биоматериала от животных двумя методами – разра-
ботанной нами РТ-ПЦР и ПЦР в варианте электрофо-
реза представлены в табл. 5.

По данным табл. 5, последовательности Pestivirus 
spр. выявлены в 76 пробах биоматериала, при этом 
результаты двух ПЦР полностью совпали. Pestivirus A 
присутствовал в 73 пробах, Pestivirus B – только в трёх, 
а Pestivirus H и нетипируемые образцы не выявлены.

Для подтверждения специфичности полученных 
результатов определяли нуклеотидную последова-
тельность ампликонов с использованием набора 

BigDye 3.1 (Applied Biosystems, США) с последую-
щей очисткой на сефадексе G-50 Superfine. Секве-
нирование ПЦР-фрагментов проводили по обе-
им цепям ДНК. Расшифровку первичных данных 
секвенирования (хроматограмм) проводили с по-
мощью программы Sequencher 4.0.5 (Gene Codes 
Corporation, США). Анализировали нуклеотидные 
последовательности синтезируемых фрагментов 
методами выравнивания с опубликованными по-
следовательностями штаммов пестивирусов с по-
мощью программы ClustalW, согласно J. Thompson 
и соавт. [33].

Таблица 2. Аналитическая чувствительность при исследовании положительных контрольных образцов
Table 2. Analytical sensitivity in the testing of positive control samples

Положительный  
контрольный образец

Positive 
control sample 

Аналитическая
чувствительность (геномный 

эквивалент в реакции)
Analytical sensitivity 

(genomic equivalent per reaction)

Значение Ct в последнем разведе-
нии, детектируемом положительно 

(среднее Ct ± SD) 
Ct value in the lastdilution tested 

positive (mean Ct ± SD)

Средний коэффициент 
вариации для всех 

разведений
Average coefficient of 

variation for all dilutions

Достоверность 
апроксимации (R2)

Approximation 
reliability (R2)

Pestivirus spр. 1,6·102 37,83 ± 0,12 1,48 0,9931
Pestivirus A 7,2·10 38,29 ± 0,55 1,91 0,9873
Pestivirus B 9,0·10 35,38 ± 0,32 1,63 0,9865
Pestivirus Н 1,5·103 35,55 ± 0,46 1,31 0,9876

Таблица 3. Диагностическая чувствительность полимеразной цепной реакции в режиме реального времени со штаммами вирусов Pestivirus A и В
Table 3. Diagnostic sensitivity of real time PCR for detection of Pestivirus A and B strains

Штамм Oregon 
C24V, lg ТЦД50/см3

Strain Oregon C24V, 
lg TCD50/cm3

Значение порогового цикла при различных 
концентрациях вируса (среднее Ct ± SD)
The value of the threshold cycle at different 
concentrations of the virus (mean Ct ± SD)

Штамм Blagodatsky, 
lg ТЦД50/см3

Strain Blagodatsky, 
lg TCD50/cm3

Значение порогового цикла при различных кон-
центрациях вируса (среднее Ct ± SD)

The value of the threshold cycle at different 
concentrations of the virus (mean Ct ± SD)

Pestivirus spp. Pestivirus A Pestivirus spp. Pestivirus B
6,2 20,92 ± 0,30 19,47 ± 0,46 5,6 22,20 ± 0,20 18,12 ± 0,46
5,2 23,82 ± 0,20 22,26 ± 0,58 4,6 26,07 ± 0,13 22,36 ± 0,86
4,2 27,70 ± 0,12 26,45 ± 0,46 3,6 29,12 ± 0,62 24,39 ± 0,44
3,2 30,99 ± 0,86 29,44 ± 0,37 2,6 32,11 ± 0,85 28,94 ± 0,69
2,2 33,84 ± 0,66 32,71 ± 0,32 1,6 35,53 ± 0,32 33,79 ± 0,55
1,2 37,84 ± 0,66 35,76 ± 0,31 0,6 39,53 ± 0,32 38,76 ± 0,87
0,2 Отрицательно

Negative
Отрицательно

Negative
0,06 Отрицательно

Negative
Отрицательно

Negative

Таблица 4. Оценка специфичности полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с пробами биоматериала от животных
Table 4. The assessment of specificity of real time PCR based on testing of biological samples from animals

Проба
Sample

Количество проб
Number of 

samples

Результаты реакции
Reaction results

Pestivirus spр. Pestivirus A Pestivirus B Pestivirus H нетипируемые
Untypable

Эмбриональная сыворотка, положи-
тельная на Pestivirus H
Pestivirus H Positive Embrional Serum

7 7 0 0 7 0

Эмбриональная сыворотка, положи-
тельная на Pestivirus B
Pestivirus B Positive Embrional Serum

2 2 0 2 0 0

Сыворотка крови КРС*
Serum of cattle

15 15 15 0 0 0

Пробы органов КРС
Samples from cattle

34 34 30 4 0 0

В с е г о…
T o t a l …

58 58 45 6 7 0

Примечание. * КРС – крупный рогатый скот.
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В результате исследований в пробах органов боль-
ных животных и сыворотках крови КРС выявили и ге-
нотипировали только Pestivirus A и В.

Таким образом, разработанная РТ-ПЦР высокочув-
ствительна, специфична и эффективна при выявле-
нии и дифференциации трёх пестивирусов в образцах 
эмбриональной сыворотки, в сыворотке крови и про-
бах органов КРС.

Обсуждение
Для быстрого выявления Pestivirus A, B и H в кли-

нических образцах было разработано несколько высо-
кочувствительных методик на основе ПЦР, но только 
некоторые из них могли одновременно дифференциро-
вать Pestivirus A и B [23–28]. Открытие нового Pesti-
virus H, вызывающего сходные клинические признаки 
у животных с Pestivirus A и B, вызвало ряд опасений 
относительно способности существующих методик 
эффективно обнаруживать его. ОТ-ПЦР с панпести-
праймерами 324/326, разработанная S. Vilcek и соавт. 
[21], обычно используемая для молекулярного скри-
нинга вирусов этого рода, в некоторых случаях была 
низкоэффективной в отношении Pestivirus H из-за не-
соответствия на 3’-конце праймера 324, что препят-
ствовало его правильному отжигу [28]. 

M. Baxi и соавт. (2006) разработали одноступенчатую 
ОТ-ПЦР в режиме реального времени с использовани-
ем технологии SmartCycler и TaqMan-зондов. Общие 
и видоспецифические праймеры были выбраны из по-
следовательностей генома 5´-UTR. Анализ в реальном 
времени выявлял 10–100 ТЦД50 вируса со значениями 
коэффициента корреляции (r2) 0,998 и 0,999 для Pesti-
virus A и В соответственно. Анализ ранее типирован-
ных 54 штаммов BVDV и полевых изолятов показал 
высокую эффективность метода, а специфичность 

зондов TaqMan дополнительно продемонстрирована 
отсутствием перекрёстных реакций с вирусом клас-
сической чумы свиней и вирусом пограничной бо-
лезни овец. Были показаны высокая воспроизводи-
мость методики, а также совпадение с результатами 
выделения вирусов [25]. Авторы предположили, что 
одностадийный анализ ОТ-ПЦР в реальном времени –  
быстрый, чувствительный и специфический тест для 
выявления и типирования пестивирусов.

В 2008 г. была разработана методика выявления 
пестивирусов на основе анализа TaqMan, специ-
фичного Pestivirus Н, но не позволяющего провести 
одновременную дифференциацию Pestivirus A и В, 
показавшую частичную перекрёстную реакцию со 
штаммами Pestivirus В с высоким титром. Кроме то-
го, 3 из 15 положительных на Pestivirus В образцов 
проявили перёкрестные реакции с Pestivirus Н [19].

N. Decaro и соавт. (2012) разработали ПЦР-анализ 
для одновременного выявления трёх пестивирусов. 
Этот метод был специфичным и надёжным, но тру-
доемким, поскольку требовал двух отдельных этапов: 
ОТ-ПЦР с последующей вложенной амплификацией. 
Кроме того, он представлял определённый риск пере-
крёстного загрязнения положительных и отрицатель-
ных образцов [27].

Чтобы преодолеть ограничения существующих ме-
тодов V. Mari и соавт. (2016) разработали РТ-ПЦР на 
основе технологии TaqMan в режиме реального вре-
мени для дифференциации трёх пестивирусов в одной 
реакции. Реакция была чувствительной и показала вос-
производимые результаты, а предел выявления РНК 
вирусов составил 100–101 копий РНК. Перекрёстных 
реакций между вирусами не наблюдали. При иссле-
довании полевых образцов от животных с инфекцией 
Pestivirus А, В и Н реакция показала приблизительно 

Таблица 5. Диагностическая эффективность двух вариантов полимеразной цепной реакции при исследовании проб биологического матери-
ала от животных
Table 5. Diagnostic efficiency of two variants of PCR in the testing of biological samples from animals

Проба
Sample

Количе-
ство проб
Number 
samples

Результаты реакции
Reaction results

электрофорез-
ный вариант

electrophoresis 
option

РТ-ПЦР
Pestivi-
rus spр.

Pestivirus A Pestivirus B Pestivirus H нетипируемые
untypable

Сыворотка крови новорождённых 
телят
Blood serum of newborn calves

870 4 4 4 0 0 0

Пробы органов телят с респира-
торной патологией
Samples of calf organs with 
respiratory pathology

389 47 47 47 0 0 0

Абортированные плоды и мертво-
рождённые телята
Aborted fetuses and stillborn calves

23 7 7 6 1 0 0

Коровы с гинекологической 
патологией
Cows with gynecological pathology

74 18 18 16 2 0 0

Сперма быков-производителей
Semen from bulls

467 0 0 0 0 0 0

В с е г о…
Total…

1823 76 76 73 3 0 0
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нах страны, могут показать другие результаты. В та-
ких случаях возможно дополнительное проведение 
филогенетического анализа. Однако результаты вы-
явления BVDV-3 в пробах эмбриональной сыворотки 
обнадёживают и служат доказательством специфич-
ности разработанного нами метода. Потенциальным 
ограничением метода может быть вирус пограничной 
болезни овец, выявленный у КРС [34], однако пробы 
биоматериала были получены от животных, содержа-
щихся на мегафермах, где их контакт с овцами полно-
стью исключен, и эпизоотическая ситуация не требо-
вала включения данного вируса в протокол реакции. 
Моделирование реакции в программе Vector NTI с по-
следовательностями геномов вирусов классической 
чумы свиней и пограничной болезни овец, опублико-
ванных в GenBank, дало отрицательные результаты.

Заключение 
На фоне экономических реформ, сопровождаю-

щихся интенсификацией молочного и мясного жи-
вотноводства и ростом количества мегаферм, особую 
актуальность приобретают вирусные инфекции, ха-
рактеризующиеся многообразием клинических форм 
и синдромов. Большое значение они имеют для хо-
зяйств, куда постоянно или периодически вводят но-
вых животных из разных источников и происходит их 
перемещение внутри хозяйств, что создаёт условия 
для циркуляции патогенных вирусов среди восприим-
чивых категорий. В такой ситуации необходимы ме-
тоды экспресс-диагностики, позволяющие в короткие 
сроки выявить несколько вирусов, в частности муль-
типлексные ПЦР в режиме реального времени. Ак-
туально также определение контаминации широкого 
спектра биологических препаратов пестивирусами.

Мечение видоспецифических зондов флуорофорами 
позволяет достоверно определить характеристики пе-
стивирусных штаммов, содержащихся в клинических 
образцах. Кроме того, 96-луночный формат планшетов 
для ПЦР в реальном времени обеспечивает высокую 
пропускную способность с возможностью одновре-
менного тестирования нескольких образцов. Разрабо-
танный анализ представляет собой закрытую систему, 
в которой пробирка никогда не открывается после ам-
плификации, и это снижает вероятность перекрёстного 
загрязнения новых образцов предварительно ампли-
фицированными продуктами.

Мультиплексный анализ TaqMan в режиме реаль-
ного времени может быть рекомендован для экс-
пресс-диагностики болезней КРС, вызванных пе-
стивирусами, для массовых эпизоотологических 
исследований с целью выявления персистентно ин-
фицированных животных при реализации программ 
контроля, а также для скрининга пулов эмбриональ-
ной сыворотки, используемой для культивирования 
вирусов в медицине и ветеринарии.

Л И Т Е РАТ У РА  (п.п. 1, 4-7; 13, 14; 16-29; 33, 34  
см. R E F E R E N C E S )
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одинаковую чувствительность и достоверно различа-
ла все вирусы. При анализе 159 положительных проб 
биоматериала от КРС и тестированного ранее в ПЦР 
Pestivirus А и В были обнаружены в 103 и 15 пробах 
соответственно. 41 проба материала, полученного 
от животных из двух разных стад на юге Италии, бы-
ла положительной на BVDV-3. Чувствительность вы-
явления РНК составила: 4,02·101 – 7,26·107 (Pestivirus 
А), 5,78·101 – 8,45·106 (Pestivirus В) и 3,72 ·101 – 2,75·107 
(Pestivirus Н) [28]. По сравнению с ПЦР анализ ОТ-
ПЦР в реальном времени был одинаково или чуть бо-
лее чувствительным и занимал меньше времени.

Мы разработали двухшаговую ОТ-ПЦР для одно-
временного выявления и типирования трёх пестиви-
русов в режиме реального времени. Мы модифици-
ровали панпестипраймеры 324/326 S. Vilcek и соавт. 
[21] для более эффективного выявления всех вирусов, 
а для типирования видов применили праймеры и зон-
ды собственного дизайна, что обеспечило высокую 
чувствительность и специфичность реакции. Нами 
не отмечено перекрёстных реакций между пестиви-
русами и положительного сигнала с вирусами дру-
гих нозологических групп. Минимальное количество 
ПКО составило 7,2·10 ГЭ на реакцию. Аналитическая 
чувствительность ОТ-ПЦР в режиме реального вре-
мени была различной и составила 1,6·102 для Pestivi-
rus spp., 7,2·10 для Pestivirus A, 9,0·10 для Pestivirus 
B и 1,5·103 для Pestivirus Н. Расчётная эффективность 
амплификации для разных ПКО была ≈89% при до-
стоверности аппроксимации (R2) от 0,9865 до 0,9931. 
Стандартные отклонения значений пороговых циклов 
варьировали от 0,12 до 0,60. Средние коэффициенты 
вариаций значений пороговых циклов при повторных 
исследованиях не превышали 1,91%, что свидетель-
ствует о высокой повторяемости результатов опре-
деления аналитической чувствительности РТ-ПЦР. 
Наши результаты не уступают зарубежным аналогам.

Ранее нами была установлена циркуляция на тер-
ритории Сибири семи субтипов BVDV-1 (1а, 1b, 1c,  
1d, 1f, 1i, 1p) и двух субтипов BVDV-2 (2b и 2с). Пре-
обладающим субтипом у животных был BVDV1-b, 
а в перевиваемых линиях культур клеток чаще выявляли 
BVDV-1a. Присутствие BVDV-3 итальянской группы 
установили в семи лотах эмбриональной сыворотки, по-
лученной от двух производителей [30–32]. В настоящей 
работе все пробы биоматериала, давшие положитель-
ный результат в гель-электрофорезной реакции, были 
подтверждены мультиплексной РТ-ПЦР. 

Сравнительные испытания двух вариантов реакций 
показали полное совпадение их результатов. Последо-
вательности Pestivirus spр. выявили в 76 пробах биома-
териала. Из них Pestivirus A присутствовал в 73 пробах, 
Pestivirus B – в 3 пробах, а Pestivirus H и нетипируемые 
образцы не были выявлены.

Теоретически, ограничением данного исследования 
является то, что анализируемые штаммы пестивиру-
сов были географически однородными, поскольку 
выделены только в регионе Сибири. Поэтому теоре-
тически менее распространённые подтипы или ди-
вергентные вирусы, циркулирующие в других регио-
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In silico идентификация B- и T-клеточных эпитопов белка 
CD2v вируса африканской чумы свиней  
(African swine fever virus, Asfivirus, Asfarviridae)
Мима К.А., Каторкина Е.И., Каторкин С.А., Цыбанов С.Ж., Малоголовкин А.С.

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр вирусологии и микробиологии», 601125, Владимирская область,  
Петушинский р-н, пос. Вольгинский, Россия

Ведение. Вирус африканской чумы свиней (АЧС) – крупный ДНК-вирус, единственный представитель се-
мейства Asfarviridae. Распространение вируса АЧС на территории РФ, стран Восточной Европы и Китая 
свидетельствует о неэффективности существующих способов борьбы с заболеванием и стимулирует ис-
следования, направленные на создание вакцин. Одним из значимых антигенов, необходимых для форми-
рования иммунной защиты против АЧС, является серотипспецифический вирусный белок CD2v.
Цель работы – идентификация B- и T-клеточных эпитопов в белке CD2v вируса АЧС с использованием 
методов in silico прогнозирования.
Материал и методы. Первичную последовательность белка CD2v вируса АЧС штамма Georgia 2007/1 
анализировали с помощью программ BCPred, DiscoTop, NetCTLpan, VaxiJen, PVS и Epitope Conservancy 
Analysis.
Результаты. На основании проведённого комплексного многопараметрического анализа определены че-
тыре B-клеточных иммуногенных эпитопa в секреторной области белка. Анализ секреторной области белка 
CD2v вируса АЧС в программе NetCTLpan позволил выявить пять T-клеточных эпитопов с 32-й по 197-ю 
позицию аминокислот, имеющих перекрёстное связывание с 1-й по 13-ю аллель главного комплекса гисто-
совместимости I класса свиньи. 
Обсуждение. В данном исследовании представлены результаты использования методов прогнозирования 
in silico для выявления B- и Т-клеточных эпитопов белка CD2v вируса АЧС. Результаты анализа свиде-
тельствуют о кластерном распределении эпитопов в белке CD2v. Наибольший интерес для дальнейшего 
использования в качестве компонента рекомбинантной полиэпитопной вакцины против АЧС представляет 
растворимая область белка CD2v с 17-й по 204-ю аминокислоту, содержащая В- и Т-клеточные эпитопы.
Заключение. Идентифицированы B- и T-клеточные эпитопы в секреторной области белка CD2v (с 17-й 
по 204-ю позицию аминокислот) вируса АЧС с помощью in silico программ. Анализ консервативности B- и 
T-клеточных эпитопов позволил сформировать карту распределения иммунных эпитопов в последователь-
ности белка CD2v.

Ключевые слова: африканская чума свиней; белок CD2v; in silico; прогнозирование линейных B-эпитопов; 
прогнозирование линейных T-эпитопов; главный комплекс гистосовместимости I клас-
са; анализ иммуногенности пептида; анализ вариабельности белка; анализ консер-
вативности иммуноэпитопов.
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In silico prediction of B- and T-cell epitopes in the CD2v protein of african swine 
fever virus (African swine fever virus, Asfivirus, Asfarviridae)
Kseniya A. Mima, Elena I. Katorkina,  Sergey A. Katorkin, Sodnom Zh. Tsybanov,  
Aleksandr S. Malogolovkin

Federal Research Center for Virology and Microbiology, Vladimir region, Volginskiy, 601125, Russia
Introduction. African swine fever virus (ASF) is a large DNA virus that is the only member of the Asfarviridae 
family. The spread of the ASF virus in the territory of the Russian Federation, Eastern Europe and China indicates 
the ineffectiveness of existing methods of combating the disease and reinforces the urgent need to create effective 
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vaccines. One of the most significant antigens required for the formation of immune protection against ASF is a 
serotype-specific CD2v protein. 
The purpose of the study. This study presents the results of immuno-informatics on the identification of B- and 
T-cell epitopes for the CD2v protein of the ASF virus using in silico prediction methods.
Material and methods. The primary sequence of the CD2v protein of the ASFV virus strain Georgia 2007/1 (ID-
FR682468) was analyzed in silico by programs BCPred, NetCTLpan, VaxiJen, PVS and Epitope Conservancy 
Analysis.
Results. Using the BCPred and VaxiJen programs, 4 major B-cell immunogenic epitopes were identified. Analysis 
of the secretory region of ASF virus CD2v protein in NetCTLpan revealed 5 T-cell epitopes from the 32nd to the 
197th position of amino acids that cross-link from the 1st to the 13th allele of the MHC-I of pig 
Discussion. This study presents the results in silico prediction to identify B- and T-cell epitopes of ASF virus CD2v 
protein. The soluble region of the CD2v protein can be included in the recombinant polyepitope vaccine against 
African swine fever.
Conclusion. B- and T-cell epitopes in the secretory region of the CD2v protein (from 17 to 204 aa) of ASF virus 
were identified by in silico prediction. An analysis of the conservatism of the identified B- and T-cell epitopes al-
lowed us to develop a map of the distribution of immune epitopes in the CD2v protein sequence.

Keywords: African swine fever; CD2v protein; in silico; prediction of linear B-epitopes; prediction of linear T-epi-
topes; major histocompatibility complex class I; analysis of immunogenicity peptides; analysis of pro-
tein variability; analysis of the conservativeness of immunoepitopes.
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Введение
Африканская чума свиней (АЧС) – инфекционная 

болезнь диких и домашних свиней, характеризующа-
яся высокой летальностью (до 100%), сверхострым, 
подострым, острым и хроническим течением. На тер-
ритории РФ она регистрируется с 2007 г., и на про-
тяжении последних лет страны Восточной Европы 
и Китай являются территорией стационарного небла-
гополучия по данному заболеванию [1].

Вирус АЧС – представитель семейства Asfarviridae, 
рода Asfivirus. Геном вируса состоит из линейной 
двухцепочечной ДНК (дцДНК) размером 170–190 
тыс. пар нуклеотидов, в зависимости от штамма/
изолята. При анализе нуклеотидной последователь-
ности генома референтного штамма Ba71V виру-
са АЧС выявлено 150 открытых рамок считывания, 
а в инфицированных вирусом АЧС клетках иденти-
фицировано 95 полипептидов с молекулярной массой 
от 10 до 220 кДа [2].

На протяжении многих лет исследовательские груп-
пы всего мира усиленно работают над созданием вак-
цины против АЧС на основе как аттенуированных 
штаммов, так и рекомбинантных вирусов с использо-

ванием ДНК- и РНК-технологий [3]. При разработке 
эффективных средств специфической профилактики 
против АЧС одним из актуальных направлений являет-
ся использование рекомбинантных белков (эпитопов) 
иммунологически значимых белков вируса АЧС [4].

Вирусные белки, присутствующие на оболочке 
вирионов и поверхности инфицированных клеток, 
представляют основную мишень для клеточно-опо-
средованного иммунитета и могут быть мишенями 
для нейтрализующих антител, что, несомненно, тре-
бует детального изучения [5].

Ранее были идентифицированы белки, предполо-
жительно отвечающие за способность к интернализа-
ции вируса: p72/B646Lp, p54/E183Lp и p30/CP204Lp. 
Антитела к белкам p72/B646Lp и p54/E183Lp могут 
ингибировать связывание вируса с клетками, а ан-
титела к p30/CP204Lp – интернализацию вируса [6]. 
Были идентифицированы и другие белки вируса АЧС, 
которые также отвечают за проникновение и распро-
странение вируса. К ним относятся CD2v/EP402R, 
p12/O61Rp, D117L [6–8]. Применение данных белков 
в качестве протективных антигенов обеспечивало 
только частичную защиту, однако не защищало жи-
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вотных от вирусов АЧС гетерологичного происхож-
дения. 

Известно, что отдельные эпитопы в составе вирус-
ных антигенов способны индуцировать В- и Т-кле-
точный иммунный ответ и могут быть оптимальными 
кандидатами для создания эффективных вакцин [9].

Современные алгоритмы иммуноинформатики ак-
тивно используются для поиска отдельных эпитопов 
вирусных антигенов для последующего включения 
их в состав кандидатных вакцин [10]. Эпитопы пред-
ставляют собой короткие аминокислотные (аа) пепти-
ды из 7–9 аа главного комплекса гистосовместимости 
I класса (major histocompatibility complex, МНС I) 
и 12–15 аа главного комплекса гистосовместимости II 
класса (МНС II). Эпитопы Т-клеток, которые могут 
связываться с МНС I, стимулируют цитотоксические 
Т-лимфоциты. 

Известно, что иммунная защита при АЧС реализу-
ется за счёт цитотоксических Т-лимфоцитов-килле-
ров [11] и эффекторов антителозависимой клеточной 
цитотоксичности и действует против вирусных бел-
ков, представленных на поверхности заражённых мо-
ноцитов [7, 12].

При поиске протективных антигенов вируса АЧС 
сотрудниками ФГБНУ ФИЦВиМ, [1, 12, 13] был 
идентифицирован и изучен CD2v белок вируса АЧС, 
являющийся важным компонентом при гомологичной 
инфекции. В качестве мишени для лимфоцитов, экс-
прессирующих рецепторы CD48 и CD58, и презента-
ции антигенпрезентирующим клеткам предложено 
использовать секреторную часть белка вируса АЧС –  
СD2v [14]. Однако нет данных, подтверждающих, 
что только секреторная часть белка СD2v имеет B- 
и T-клеточные эпитопы, обеспечивающие формиро-
вание иммунного ответа.

Цель данной работы – выявление B- и T-клеточных 
эпитопов в белке CD2v вируса АЧС с использованием 
методов in silico прогнозирования.

Материал и методы
Анализ аминокислотной последовательности. Пер-

вичная последовательность белка CD2v вируса АЧС 
штамма Georgia 2007/1 (ID FR682468) была получена 
из базы данных GenBank Национального центра био-
технологической информации (NCBI). Дополнитель-
но для анализа вариабельности и консервативности 
использовали аминокислотные последовательности 
белка CD2v 103 полевых изолятов и штаммов вируса 
АЧС, представленные в базе данных Uniprot (https://
www.uniprot.org/).
Прогнозирование B-клеточных  эпитопов. Первич-

ную последовательность белка CD2v вируса АЧС 
анализировали на наличие B-клеточных эпитопов 
с помощью программы BCPred и дополнительно 
BCPred + AAP (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.
html) при установленных стандартных параметрах. 
Для прогнозирования структурных B-клеточных 
эпитопов 3D-структуры белка CD2v вируса АЧС ис-
пользовали сервер DiscoTope 2.0 (http://tools.iedb.org/
discotope).

Прогнозирование T-клеточных эпитопов. Т-клеточ- 
ные линейные эпитопы анализировали в программе 
TepiTool (http://tools.iedb.org/tepitool/) и NetCTLpan 1.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTLpan/) при уста-
новленных стандартных параметрах.
Построение 3D-структуры  белка  CD2v  вируса 

АЧС. Для построения предполагаемой 3D-струк-
туры белка CD2v вируса АЧС использовали сервер 
I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/) при стандартных параметрах.
Анализ иммуногенности прогнозируемых B-эпито- 

пов проводили с помощью программы VaxiJen (http://
www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) 
при установленных стандартных параметрах.
Анализ  вариабельности белка CD2v вируса АЧС 

проводили в программе PVS (Protein Variability Server) 
(www.imed.med.ucm.es/PVS/) по методу Симпсона. 
Порог вариабельности выбран 0,46, согласно реко-
мендациям к программе. 
Анализ  консервативности эпитопов проводили 

в базе данных Epitope Conservancy Analysis с помо-
щью алгоритма Epitope Conservancy Analysis (http://
tools.iedb.org/conservancy/) при установленных стан-
дартных параметрах.

Результаты
На первом этапе работы была смоделирована стра-

тегия поиска и анализа B- и T-клеточных эпитопов 
в белке СD2v вируса АЧС. Для идентификации им-
мунных эпитопов была использована аминокислотная 
последовательность белка CD2v вируса АЧС штамма 
Georgia 2007/1. Выбор в пользу данного штамма объ-
ясняется тем, что, несмотря на длительный период 
циркуляции вируса на территории России (12 лет), со-
временные штаммы и изоляты вируса АЧС сохраня-
ют свою генетическую однородность и вирулентные 
свойства. Анализируя аналогичные работы [15–18], 
нами были выбраны часто применяемые инструмен-
ты биоинформатики для поиска и интерпретации B- 
и T-клеточных эпитопов, которые были использованы 
для анализа антигена вируса АЧС. В результате бы-
ла сформирована блок-схема дизайна исследования 
(рис. 1), которая позволила нам реализовать задачи 
и этапы исследования.

Прогнозирование B-клеточных эпитопов
Известно, что антигенные эпитопы, способные ин-

дуцировать иммунитет обоих типов (В- и Т-клеточ-
ный), – хорошие кандидаты для разработки синтети-
ческих пептидных вакцин, иммунодиагностических 
тестов и выработки антител [9, 10]. Начальным эта-
пом конструирования вакцин является предсказание 
В-клеточных эпитопов. Аминокислотная последо-
вательность белка CD2v была подвергнута in silico 
прогнозированию на наличие B-клеточных эпитопов 
с помощью программы BCPred, с использованием ме-
тода прогнозирования линейных эпитопов в указан-
ных B-клетках.

Методы BCPred и AAP (аминокислотная пара) до-
вольно часто используют для прогнозирования В-кле-
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точных эпитопов фиксированной длины [19]. В на-
шем случае с помощью комбинации BCPred + AAP 
анализировали всю последовательность белка CD2v 
вируса АЧС (402 аа) на наличие линейных эпитопов 
длиной 20 аа, без перекрытия и с учётом специфич-
ности не менее 75%.

Нами показано наличие девяти прогнозируемых 
В-клеточных эпитопов (табл. 1), имеющих высокие 
показатели прогнозирования – от 0,99 до 1,00 балла. 
Кроме того, было продемонстрировано, что большин-
ство B-эпитопов находится во внецитоплазматиче-
ском домене (пять из девяти), они располагаются в по-
зициях стартовых аминокислот 63, 104, 133, 154, 176.

Далее все девять эпитопов были проверены на им-
муногенность с помощью программы Vaxijen [20]. 
При анализе учитывали только пептиды с показате-
лями выше порогового значения (0,5). Так, четыре 
из девяти анализируемых эпитопов имеют наиболь-
ший количественный показатель прогнозирующей 
способности (AUCROC), который варьируется от 0,5 для 
случайного прогноза до 1,0 для идеального прогноза. 
Можно отметить, что обнаруженные пептиды распо-
лагаются как в цитоплазматической, так и во внецито-
плазматической части исследуемого белка. Наиболее 
иммуногенным представлен пептид в позиции 176-й 

аминокислоты, имеющий AUCROC = 0,9935. При рас-
смотрении локализации данного эпитопа также выде-
ляется его внецитоплазматическое расположение в по-
следовательности белка CD2v вируса АЧС. Таким об-
разом, нами выделены четыре из девяти В-клеточных 
эпитопов белка CD2v вируса АЧС.

Прогнозирование Т-клеточных эпитопов
Рассматривая возможность дальнейшего создания 

пептидной вакцины, представляется логичным ис-
пользование только внецитоплазматической части 
первичной последовательности белка CD2v вируса 
АЧС. Анализ секреторной части CD2v с 17-й по 204-
ю аминокислоту проводили в программе NetCTLpan 
версия 1.1 только для MHC I [21], согласно параме-
трам программы, установленным по умолчанию: дли-
на пептида – 9 аа; анализ проводили для свиных алле-
лей (SLA); порог идентификации пептида – 1,0; порог 
протеосомального расщепления (Cle) – 0,225; эффек-
тивность транспорта TAP (Transporter associated with 
antigen processing) – 0,025.

Вся последовательность CD2v была разделена 
на 196 пептидов длиной 9 аа каждый. В результате 
анализа пептиды-лиганды MHC I были выявлены 
в 33 аллелях: SLA-1*0201, SLA-1*0202, SLA-1*0401, 

Первичная последовательность CD2v штамма 
Georgia 2007/1 вируса АЧС

 Primary sequence of CD2v strain Georgia 2007/1
of African swine fever virus

Аанализ T-клеточный эпитопов в программе
TepiTool и NetCTLpan 1.1

Analysis of B-cell epitopes in the TepiTool 
and NetCTLpan 1.1programы

Анализ В-клеточных эпитопов 
в программе BCPred+AAP
Analysis of B-cell epitopes 

in the BCPred+AAP program

Анализ консервативности иммуноэпитопов 
в базе данных The Immune epitope database 

(IEDB) 3.0
Analysis of the conservatism of immunoepitopes 

in the The Immune epitope database 
(IEDB) 3.0

Aнализ вариабельности первичной 
последовательности CD2v среди изолятов

и штаммов вируса АЧС в программе PVS
Analysis of variability of the primary

sequence of CD2v among ASF virus isolates 
and strains in the PVS program

Графическое распределение B- и Т- клеточных эпитопов 
белка СD2 штамма Georgia 2007/1 вируса АЧС
Graphic distribution of B- and T- of cell epitopes 

of the СD2 protein of strain Georgia ASF virus

Анализ иммуногенности в программе VaxiJen
immunogenicity analysis in the VaxiJen program

Рис. 1. Дизайн исследования.
АЧС – африканская чума свиней.

Fig. 1. Study design.   
ASF is African swine fever.
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позволило определить от 51,5 до 100% гомологии. 
Затем сравнительный анализ 103 последовательно-
стей белка CD2v в формате FASTA был использован 
для анализа вариабельности. Вариабельность белка 
CD2v вируса АЧС анализировали в программе PVS 
(Protein Variability Server) (www.imed.med.ucm.es/
PVS/). Для анализа вариабельных областей был ис-
пользован метод Симпсона, основанный на расчёте 
индекса разнообразия аминокислотных последова-
тельностей в пропорциях [22]. Индекс описывает ве-
роятность того, что две последовательности с заме-
нами, выбранные случайным образом, будут схожи 
с остальными аминокислотными последовательно-
стями. Значения этого индекса находятся в диапазо-
не от 0 до 1 и тем больше, чем разнообразнее об-
разцы. В нашем случае эталонной считалась консен-
сусная последовательность белка CD2v вируса АЧС. 
Порог изменчивости был установлен на уровне 0,46, 
как рекомендовано инструкцией.

Анализ вариабельности белка CD2v вируса АЧС 
(рис. 2) показал, что наиболее вариабельной обла-
стью является внеклеточная часть белка. Подробно 
рассматривая секреторную область, можно выделить 
участок со 130-й по 260-ю аминокислоту, имеющий 
наибольший профиль изменчивости. Однако в секре-
торной области встречаются и отдельные локусы, ко-

SLA-1*0501, SLA-1*0601, SLA-1*0701, SLA-1*0702, 
SLA-1*0801, SLA-1*1101, SLA-1*1301, SLA-2*0101, 
SLA-2*0301, SLA-2*0302, SLA-2*0401, SLA-2*0402, 
SLA-2*0501, SLA-2*0502, SLA-2*0701, SLA-2*1002, 
SLA-2*1201, SLA-3*0101, SLA-3*0301, SLA-3*0302, 
SLA-3*0303, SLA-3*0304, SLA-3*0401, SLA-3*0601, 
SLA-3*0701, SLA-6*0101, SLA-6*0102, SLA-6*0103, 
SLA-6*0104 и SLA-6*0105. В общей сложности всего 
было определено 53 пептида, способные связываться 
с MHC I (табл. 2). 

Затем были выделены пептиды, имеющие пере-
крёстное связывание с несколькими аллелями MHC I 
(табл. 3). Так, пептид YYWNGNNNF способен связы-
вать 13 аллелей с MHC I, SVDSPTITY – 10 аллелей, 
YGGLFWNTY – 8 аллелей, ITYNCTNSL – 5 аллелей, 
STLFYIIIF – 4 аллели, GGLFWNTYY – 4 аллели, 
NTEIFNRTY – 3 аллели, DTNGDILNY – 3 аллели, 
остальные 6 пептидов способны связываться только 
с одной аллелью.

Далее мы искали аминокислотные последователь-
ности белка CD2v в базе данных Uniprot (www.uniprot.
org). В результате идентифицированы 103 источ-
ника первичной последовательности белка CD2v 
вируса АЧС. Множественное выравнивание пол-
норазмерных последовательностей целевого белка 
CD2v различных штаммов и изолятов вируса АЧС 

Таблица 1. In silico прогнозирование и анализ иммуногенности В-клеточных эпитопов белка CD2v вируса африканской чумы свиней
Table 1. In silico prediction and analysis of the immunogenicity of B-cell epitopes of the African swine fever virus CD2v protein

Позиция  
аминокислот

Amino acid position

Эпитоп
Epitope

Показатель BCPred + AAP
Score

BCPred + AAP

Показатель AUCROC Vaxijen
Score

AUCROC Vaxijen

Иммуногенность Vaxijen
Immunogenicity

Vaxijen
232–254 RKRKKHVEEIESPPPSESNE 1 0,5939 ++
371–390 SPPKPLPSIPLLPNIPPLST 1 0,3747 –
154–177 DTNGDILNYYWNGNNNFTAT 1 0,2424 –
290–312 PSTQPLNPFPLPKPCPPPKP 1 0,4064 +
104–126 DKKINYTVKLLKSVDSPTIT 1 0,5040 ++
266–286 SPREPLLPKPYSRYQYNTPI 1 0,2061 –
176–196 INNTISSLNETENINCTNPI 1 0,9935 +++
133–154 CKNNNGTNVNIYLIINNTIV 1 0,0938 –
63–83 GNYCSCCGHNISLYNTTNNC 0,99 0,1204 –

Примечание. BCPred + AAP – показатель прогнозирования линейного эпитопа, где максимальное значение 1 балл; AUCROC Vaxijen – 
количественный показатель прогнозирующей способности, варьируется от 0,5 для случайного прогноза до 1,0 для идеального прогноза, 
пороговое значение 0,5; серым цветом выделены эпитопы в цитоплазматическом домене; белым цветом представлены эпитопы во внецито-
плазматическом домене; жирным шрифтом выделены эпитопы, имеющие прогнозируемую иммуногенность. 

Note. BCPred + AAP - indicator of prediction of the linear epitope, where the maximum value is 1 point; AUCROC
 Vaxijen - a quantitative indicator 

of predictive ability, which ranging from 0.5 for a random prediction, to 1.0 for an ideal  prediction. A threshold value 0.5; epitopes in the cytoplasmic 
domain are highlighted in gray; epitopes in the extracytoplasmic domain are highlighted in white; epitopes with predicted immunogenicity are shown 
in bold font.

  Рис. 2. Результаты анализа вариабельности белка CD2v вируса африканской чумы свиней.
Fig. 2. Results of variability analysis of protein CD2v of African swine fever virus.
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Таблица 2. In silico прогнозирование T-клеточных эпитопов белка CD2v вируса африканской чумы свиней
Table 2. In silico prediction of T-cell epitopes of the African swine fever virus CD2v protein

Аллель
Allele

Пептид
Peptide

Показатель MHC I
Score MHC I

Показатель TAP
Score   TAP 

Показатель Cle
Score  Cle 

Показатель Comb
Score  Comb

Оценка достоверности
Reliability index

SLA-1*0201 SVDSPTITY 0,40300 3,04100 0,97851 0,69919 0,80
SLA-1*0202 SVDSPTITY 0,40300 3,04100 0,97851 0,69919 0,80
SLA-1*0401 NTEIFNRTY 0,17800 2,93700 0,96077 0,46760 0,80
SLA-1*0401 SVDSPTITY 0,21800 3,04100 0,97851 0,51419 0.40
SLA-1*0401 ITYNCTNSL 0,21700 1,15300 0,96219 0,46232 0.80
SLA-1*0501 YGGLFWNTY 0,15300 2,48500 0,93511 0,42552 0,80
SLA-1*0501 YYWNGNNNF 0,21300 3,09200 0,96218 0,50679 0,15
SLA-1*0601 SVDSPTITY 0,24100 3,04100 0,97851 0,53719 0,80
SLA-1*0701 SVDSPTITY 0,18100 3,04100 0.97851 0,47719 0,80
SLA-1*0701 DTNGDILNY 0,24500 2,63400 0.81970 0,49528 0,80
SLA-1*0702 SVDSPTITY 0,18100 3,04100 0,97851 0,47719 0,80
SLA-1*0702 DTNGDILNY 0,24500 2,63400 0,81970 0,49528 0,80
SLA-1*0801 SVDSPTITY 0,22300 3,04100 0,97851 0,51919 0,80
SLA-1*1101 YGGLFWNTY 0,10000 2,48500 0,93511 0,37252 0,80
SLA-1*1101 YYDNNRSNF 0,08400 2,61300 0,94314 0,36153 0,80
SLA-1*1101 YYWNGNNNF 0,10300 3,09200 0,96218 0,39679 0,30
SLA-1*1301 YYWNGNNNF 0,19700 3,09200 0,96218 0,49079 0.,80
SLA-2*0101 STLFYIIIF 0,19700 2,63200 0,66679 0,41283 0,80
SLA-2*0301 ITYNCTNSL 0,26900 1,15300 0,96219 0,51432 0,40
SLA-2*0302 SVDSPTITY 0,22700 3,04100 0,97851 0,52319 0,80
SLA-2*0401 YGGLFWNTY 0,16600 2,48500 0,93511 0,43852 0,80
SLA-2*0401 NTEIFNRTY 0,16400 2,93700 0,96077 0,45360 0,80
SLA-2*0401 DTNGDILNY 0,18500 2,63400 0,81970 0,43528 0,80
SLA-2*0402 NIFTINDTY 0,08600 3,34300 0,87245 0,36588 0,80
SLA-2*0402 YGGLFWNTY 0,09700 2,48500 0,93511 0,36952 0,80
SLA-2*0402 TYCGIAGNY 0,11600 3,07200 0,96286 0,40944 0,20
SLA-2*0402 YYWNGNNNF 0,10200 3,09200 0,96218 0,39579 0,30
SLA-2*0501 ITYNCTNSL 0,14200 1,15300 0,96219 0,38732 0,80
SLA-2*0502 ITYNCTNSL 0,30800 1,15300 0,96219 0,55332 0,30
SLA-2*0701 VFLNNIFTI 0,14600 0,79200 0,87718 0,36317 0,40
SLA-2*0701 SVDSPTITY 0,05000 3,04100 0,97851 0,34619 0,80
SLA-2*0701 YYWNGNNNF 0,06500 3,09200 0,96218 0,35879 0,80
SLA-2*1002 SVDSPTITY 0,29000 3,04100 0,97851 0,58619 0,80
SLA-2*1201  ITYNCTNSL 0,12700 1,15300 0,96219 0,37232 0,80
SLA-3*0101 KYQNYLSTL 0,29000 1,34200 0,78452 0,50007 0,80
SLA-3*0301 YGGLFWNTY 0,23700 2,48500 0,93511 0,50952 0,80
SLA-3*0301 GGLFWNTYY 0,21400 2,44500 0,93864 0,48632 0,80
SLA-3*0301 YYWNGNNNF 0,19500 3,09200 0,96218 0,48879 0,80
SLA-3*0302 NIFTINDTY 0,15300 3,34300 0,87245 0,43288 0,80
SLA-3*0302 YGGLFWNTY 0,21700 2,48500 0,93511 0,48952 0,30
SLA-3*0302 NTEIFNRTY 0,15500 2,93700 0,96077 0,44460 0,80
SLA-3*0302 YYWNGNNNF 0,16200 3,09200 0,96218 0,45579 0,80
SLA-3*0302 YQNYLSTLF 0,38700 2,59700 0,09834 0,47405 0,40
SLA-3*0303 YGGLFWNTY 0,23700 2,48500 0,93511 0,50952 0,80
SLA-3*0303 GGLFWNTYY 0,21400 2,44500 0,93864 0,48632 0,80
SLA-3*0303 YYWNGNNNF 0,19500 3,09200 0,96218 0,48879 0,80
SLA-3*0304 YGGLFWNTY 0,25800 2,48500 0,93511 0,53052 0,40
SLA-3*0304 GGLFWNTYY 0,24300 2,44500 0,93864 0,51532 0,80
SLA-3*0401 STLFYIIIF 0,45200 2,63200 0,66679 0,66783 0,20
SLA-3*0601 GGLFWNTYY 0,33100 2,44500 0,93864 0,60332 0,80
SLA-3*0601 STLFYIIIF 0,38000 2,63200 0,66679 0.59583 0,80
SLA-3*0701 STLFYIIIF 0,39600 2,63200 0,66679 0,61183 0,80
SLA-6*0101 
SLA-6*0102 
SLA-6*0103 
SLA-6*0104  
SLA-6*0105 

YYWNGNNNF 0,24100 3,09200 0,96218 0,53479 0,30
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торые имеют низкий показатель изменчивости и яв-
ляются консервативными среди выборки штаммов 
и изолятов вируса АЧС. Наиболее консервативный 
профиль гетерогенности имеет C-концевая часть бел-
ка, которая характерна для цитоплазматической лока-
лизации. 

Результаты определения вариабельности белка 
CD2v вируса АЧС легли в основу следующего ис-
следования по анализу консервативности иммунных 
эпитопов. Консервативность эпитопов анализиро-
вали в базе данных иммуноэпитопов The immune 
epitope database (IEDB) 3.0 с помощью алгоритма 
Epitope Conservancy Analysis [23] и оценки линей-
ных эпитопов с порогом идентичности последова-
тельности не менее 100%. Консервацию эпитопа 
выражали в процентах (табл. 4) с полностью гомо-
логичными ему последовательностями относитель-

но всей исследуемой выборки штаммов и изолятов 
вируса АЧС.

Как видно из результатов анализа консервативности, 
представленных в табл. 4, для четырёх B-клеточных 
эпитопов характерен диапазон консервативности 
от 50 до 100%. Наиболее консервативным является 
эпитоп PSTQPLNPFPLPKPCPPPKP, локализующийся 
в позиции от 290-й аминокислоты и имеющий 100% по-
казатель гомологии. Наиболее вариабельным эпитопом 
оказался пептид DKKINYTVKLLKSVDSPTIT, лока-
лизующийся в позиции от 104-й аминокислоты и име-
щий 50% показатель гомологии.

Так, в конце исследования нами была сформирована 
карта распределения идентифицированных иммунных 
эпитопов на первичной последовательности белка CD2 
вируса АЧС (рис. 3), принадлежащих к современным 
полевым изолятам вируса АЧС, штамма Georgia 2007/1. 

Таблица 3. T-клеточные эпитопы белка CD2v вируса африканской чумы свиней, имеющие перекрёстное связывание с аллелями MHC I
Table 3. T-cell epitopes of African swine fever virus CD2v protein cross-linked with MHC I alleles

№ Пептид
Peptide

Аллель
Allele

Показатель  
иммуногенности

Score Immunogenicity

Иммуногенный  
потенциал

Immunogenic potential

1 YYWNGNNNF
SLA-1*0501, SLA-1*1101, SLA-1*1301, SLA-2*0402, 

SLA-2*0701, SLA-3*0301, SLA-3*0302, SLA-3*0303, SLA-
6*0101, SLA-6*0102, SLA-6*0103, SLA-6*0104, SLA-6*0105

0,0134 –

2 SVDSPTITY
SLA-1*0201, SLA-1*0202, SLA-1*0401, SLA-1*0601, SLA-

1*0701, SLA-1*0702,SLA-1*0801, SLA-2*0302, SLA-2*0701, 
SLA-2*1002

-0,2392 –

3 YGGLFWNTY SLA-1*0501, SLA-1*1101, SLA-2*0401, SLA-2*0402, SLA-
3*0301, SLA-3*0302, SLA-3*0303, SLA-3*0304 0,1467 –

4 ITYNCTNSL SLA-1*0401, SLA-2*0301, SLA-2*0501, SLA-2*0502, SLA-
2*1201 0,5662 +

5 STLFYIIIF SLA-2*0101, SLA-3*0401, SLA-3*0601, SLA-3*0701 -0,0831
6 GGLFWNTYY SLA-3*0301, SLA-3*0303, SLA-3*0304, SLA-3*0601 0,1157 –
7 NTEIFNRTY SLA-1*0401, SLA-2*0401, SLA-3*0302 0,0108 –
8 DTNGDILNY SLA-1*0701, SLA-1*0702, SLA-2*0401 -0,1999 –
9 YYDNNRSNF SLA-1*1101 0,5656 +
10 NIFTINDTY SLA-2*0402 0,5329 +
11 TYCGIAGNY SLA-2*0402 1,3006 +++
12 VFLNNIFTI SLA-2*0701 -0,2956 –
13 KYQNYLSTL SLA-3*010 0,5117 +
14 YQNYLSTLF SLA-3*0302 -0,0829 –

Рис. 3. Графическое распределение B- и Т-клеточных эпитопов белка CD2v штамма Georgia 2007/1 вируса африканской чумы свиней.
Fig. 3. Image of positions of B- and T-cell epitopes in CD2v protein of strain Georgia 2007/1 African swine fever virus.
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Прогнозирование структурных B-клеточных  
эпитопов

Для поиска структурных B-клеточных эпитопов 
была смоделирована предполагаемая 3D-модель рас-
творимой области белка CD2v вируса АЧС штамма 
Georgia 2007/1. Используя программу I-Tasser, удалось 
получить несколько прогнозируемых 3D-структур 

исследуемого белка, из которых модель 1CCZ pdb 
(рис. 4, а) обладала  наибольшей структурной гомо-
логией с белком CD2v. Модель трёхмерной струк-
туры белка CD2v вируса АЧС – 1CCZ была исполь-
зована в качестве матрицы для поиска конформаци-
онных B-клеточных эпитопов. С помощью сервера 
DiscoTope 2.0 и 3D-модели 1CCZ pdb были идентифи-

Таблица 4. Консервативность T- и B-клеточных эпитопов белка CD2v в штаммах и изолятах вируса африканской чумы свиней
Table 4. Conservation of T-and B-cell epitopes of CD2v protein in strains and isolates of African swine fever virus

№ Позиция аминокислот
Amino acid position

Последовательность
Sequence

Иммуногенность
Immunogenicity

Консервативность эпитопов,%
Conservation of epitopes,%

B-клеточные эпитопы
B-cell epitopes

1 232–254 RKRKKHVEEIESPPPSESNE ++ 80
2 290–312 PSTQPLNPFPLPKPCPPPKP + 100
3 104–126 DKKINYTVKLLKSVDSPTIT ++ 50
4 176–196 INNTISSLNETENINCTNPI +++ 65

T-клеточные эпитопы
T-cell epitopes

1 122–131 ITYNCTNSL + 88,89
2 48–57 YYDNNRSNF + 44,44
3 32–41 NIFTINDTY + 44
4 57–66 TYCGIAGNY +++ 55,56
5 197–206 KYQNYLSTL + 33,33

Таблица 5. In silico прогнозирование структурных В-клеточных эпитопов белка CD2v вируса африканской чумы свиней
Table 5. In silico prediction of structural B-cell epitopes of the African swine fever virus CD2v protein

Позиция аминокислоты, 
Amino acid position

Аминокислотный остаток
Amino acid 

Количество контактирующих 
остатков аминокислот

Amount of contact amino acid 

Скоринг приближённости
Score proximity 

Скоринг DiscoTop
Score DiscoTop

21 VAL 9 -2,943 -3,639
32 LYS 0 -1,863 -1,648
40 ASN 1 -3,15 -2,903
80 PRO 10 -2,242 -3,134
81 ASN 12 -1,309 -2,538
83 THR 0 -0,447 -0,395
84 ASP 8 -0,935 -1,747
128 LYS 0 -4,154 -3,676

Рис. 4. 3D-модель структуры растворимой области белка CD2v вируса африканской чумы свиней штамма Georgia 2007/1, прогнози-
руемая сервером I-Tasser (а), и прогнозируемые структурные В-клеточные эпитопы белка CD2v вируса африканской чумы свиней в 

3D-формате (б). 
Области В-клеточных эпитопов показаны чёрным цветом.

Fig. 4. 3D model of the structure of soluble region of CD2v protein of strain Georgia 2007/1 African swine fever virus, predicted by server 
I-Tasser (a), and predicted structural B-cell epitopes of African swine fever virus CD2v protein in 3D format (b). 

Areas of B-cell epitopes are shown in black.

а б
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лительных моделей и алгоритмов для поиска поли-
эпитопных антигенов.

Выявление конформационных B-эпитопов раство-
римой области белка CD2v позволило идентифици-
ровать восемь структурных эпитопов. Это позволяет 
ещё раз убедиться в способности антигена CD2v ви-
руса АЧС активировать B-клеточный иммунитет.

Учитывая возможность создания препарата для про-
филактики АЧС с помощью технологии рекомбинант-
ных белков, нужно рассматривать структурные и фи-
зико-химические особенности данного белка, в част-
ности, использования только растворимой области. 
Как упоминалось ранее, эпитопы, способные индуци-
ровать иммунитет обоих типов (В- и Т-клетки), явля-
ются хорошими кандидатами для создания вакцины.

Заключение
Результаты анализа in silico прогнозирования В- 

и Т-клеточных эпитопов позволяют сделать вывод 
о том, что аминокислотная последовательность с 17-й 
по 204-ю аминокислоту белка CD2v вируса АЧС мо-
жет быть включена в конструкцию полиэпитопной B- 
и Т-клеточной вакцины против АЧС.
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цированы 8 участков прогнозируемых B-клеточных 
эпитопов (см. рис. 4, б; табл. 5).

Обсуждение
Ранее авторами [12, 13] было установлено, что бе-

лок CD2v вируса АЧС способен модулировать им-
мунный ответ и является неотъемлемым компонен-
том защиты. В связи с этим обнаружить наличие T- 
и B-клеточных эпитопов в белке CD2v вируса АЧС 
с использованием методов in silico прогнозирования 
стало актуальной задачей.

Прогнозирование в программе BCPred с дополнитель-
ным анализом AAP является основным методом, кото-
рый позволяет предсказать наличие B-клеточных эпито-
пов в исследуемом белке. Нами выявлено 9 предполага-
емых B-клеточных эпитопов. Дополнительный анализ 
иммуногенности в программе Vaxijen для выявленных 
пептидов позволил сузить круг пептидов до четырёх 
основных, несущих свойства антигенности. Иммуно-
генные В-клеточные эпитопы локализуются как во вне-
цитоплазматической, так и во внутриплазматической 
части белка CD2v. Таким образом, были определены 
эпитопы (RKRKKHVEEIESPPPSESNE, PSTQPLNPFPL 
PKPCPPPKP, DKKINYTVKLLKSVDSPTIT, INNTISSL 
NETENINCTNPI), которые входят в состав антигена 
CD2v и могут активировать B-клеточный иммунитет. 

Далее был проведён анализ для идентификации 
Т-клеточных эпитопов, способных связываться с моле-
кулой MHC I. К сожалению, отсутствие референсной 
трёхмерной структуры белка CD2v, а также in silico 
серверов с базами данных аллелей свиньи не позволя-
ет оценить наличие структурных конформационных 
T-клеточных эпитопов. Так, нами выявлено 53 линей-
ных эпитопа только во внецитоплазматической обла-
сти белка CD2v вируса АЧС. Пептиды, которые связы-
ваются с различными аллелями MHC I и одновременно 
имеют сайт расщепления протеосом на C-конце (Cle), 
высокоэффективны в прогнозировании Т-клеточных 
эпитопов. Применение анализа иммуногенности в про-
грамме Vaxijen позволило выявить Т-пептиды с боль-
шим иммуногенным потенциалом. В результате были 
выделены следующие пептиды, которые, по нашему 
мнению, заслуживают особого внимания для актива-
ции Т-клеточного ответа: ITYNCTNSL, YYDNNRSNF, 
NIFTINDTY, TYCGIAGNY, KYQNYLSTL.

Анализируя достоверность результатов идентифи-
кации T-клеточных эпитопов, G. Burmakina и соавт. 
[13] идентифицировали четыре кластера Т-клеточ-
ных эпитопа белка CD2v, показавших интерферо-
новый ответ на стимуляцию синтетическим пепти-
дами клеток PBMC (peripheral blood mononuclear 
cell). Два Т-эпитопа были локализованы во внецито-
плазматической области белка CD2v и затрагивали 
иммуноглобулин-подобный домен. Таким образом, 
подтверждено, что белок CD2v штамма Congo K-49 
вируса АЧС имеет Т-клеточные эпитопы, способ-
ные активировать клетки CD4+ и CD8+. Кроме того, 
некоторые из этих пептидов совпали с in silico про-
гнозированием в программе CTLPred, что ещё раз 
доказывает обоснованность использования вычис-
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Метод оценки нейраминидазной активности препаратов  
RDE с помощью вируса гриппа
Фёдоров А.Ю.1, 2, Жирнов О.П.1, 3

1 Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия; 
2 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России,  
119991, Москва, Россия;  
3 ООО «Русско-немецкая академия медицинских и биотехнологических наук», Инновационный Центр Сколково,  
121205,  Москва, Россия

Введение. Для определения уровня противовирусных антител в сыворотках крови людей и животных ис-
пользуют классическую реакцию торможения гемагглютинации (РТГА). При постановке РТГА требуется об-
работка исследуемых сывороток рецептор-разрушающим ферментом  (RDE) для удаления сывороточных 
гликанов, нарушающих точность реакции РТГА. При использовании препаратов RDE для оптимизации их 
количества в РТГА необходимо знать их реальную нейраминидазную активность. В настоящей статье раз-
работан простой и экономичный метод тестирования нейраминидазной активности рецептор-разрушающих 
препаратов с использованием стандартного лабораторного реагентного оснащения и оборудования.
Цель – разработать усовершенствованный простой и удобный метод для оценки активности нейраминида-
зы с помощью вируса гриппа.
Материал и методы. В основе метода лежит способность нейраминидазы гидролизовать остатки сиало-
вой кислоты на клеточной поверхности эритроцитов, что лишает эритроциты способности к агглютинации 
вирусом гриппа, так как именно к этим остаткам прикрепляется вирус, вызывая их агглютинацию.
Результаты и обсуждение. Разработан простой и удобный метод для оценки активности нейраминидазы 
способом двукратных разведений с эритроцитами человека или животных и последующей инкубацией с 
вирусом гриппа А для тестирования гемагглютинации.
Заключение. Метод позволяет точно оценить рецептор-разрушающую (нейраминидазную) активность пре-
паратов RDE и сравнить их между собой, что необходимо для оптимизации постановки РТГА при монито-
ринге сывороток крови животных и людей, больных или переболевших острой респираторной вирусной 
инфекцией, в том числе гриппом. Разработанный метод может быть включён в регламент методических 
указаний для постановки РТГА при мониторинге гриппа и других острых респираторных вирусных инфекций 
в различных лабораториях.
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Method for evaluating the neuraminidase activity of receptor-destroying enzyme 
(RDE) compounds using the influenza virus
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Introduction. The classic hemagglutination inhibition reaction (RTGA) is used to determine the level of antiviral 
antibodies in human and animal serum specimens. During the performance of RTGA the tested sera must be 
treated with a receptor-destroying enzyme (RDE) to remove serum glycans that degrade the accuracy of the 
RTGA results. To optimize the amounts of RDE compounds used, it is necessary to know their real neuraminidase 
activity. This article describes a simple and economical method for testing the neuraminidase activity of receptor-
destroying compounds using standard reagents and laboratory equipment. 
Aims of investigation. Design of an improved simple and convenient method for evaluating the neuraminidase 
activity using the flu virus.
Material and methods. Here, we propose a convenient method for evaluating the activity of neuraminidase 
by double-fold dilution procedure with human or animal erythrocytes followed by hemagglutination assay with 
influenza A virus. 
Results and discussion. The method is based on the ability of neuraminidase to hydrolyze sialic acid residues on 
the cell surface of erythrocytes, that deprives red blood cells to be agglutinated with the flu virus, since these sialic 
glycans provide virus attachment and hemagglutination. 
Conclusion. The designed method allows the accurate measurement of the receptor-destroying (neuraminidase) 
activity of RDE compounds and the comparison of the compounds with each other. This test is necessary to optimize 
the RTGA protocol when monitoring blood sera of animals and humans after influenza infection and/or Acute 
Respiratory diseases (ARD). The designed method can be included in the guidelines of regulations for the RTGA 
protocol, which is used in different laboratories to monitor the epidemic process of influenza and ARD infections.
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Введение
При осуществлении мониторинга гриппозной ин-

фекции в природе наряду с выделением вирусных 
штаммов изучают уровень и профиль противови-
русных антител в популяциях различных видов жи-
вотных и у людей, используя классический метод 
торможения гемагглютинации (РТГА), который был 
разработан в прошлом столетии [1, 2]. Этот метод 
широко используется и в настоящее время для опре-
деления титров антител в сыворотках крови у различ-

ных хозяев, включая человека, как за рубежом [3], так 
и в России (Методические указания МУ 3.1.3490-17 
«Изучение популяционного иммунитета к гриппу 
у населения Российской Федерации», утвержде-
ны Главным государственным санитарным врачом 
РФ 27 октября 2017 г.1; далее – Методические указа-
ния МУ 3.1.3490-17), 

Для разрушения неспецифических сиалосодержа-
щих гликанов обычно применяют препараты ней-

1Бюллетень нормативных и методических документов Госсанэпиднадзора. 2018. Вып. 1.
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раминидазы, выделенной из нехолерного вибриона, 
так называемого рецептор-разрушающего фермента 
(RDE – Receptor Destroying Enzyme), который отще-
пляет остатки сиаловой кислоты и устраняет интер-
ферирующий эффект неспецифических ингибитор-
ных гликанов [4]. RDE гидролизует сывороточные си-
алосодержащие соединения, которые интерферируют 
с исследуемыми антителами за взаимодействие с те-
стовым вирусом при постановке РТГА, и тем самым 
устраняет эффект фальш-торможения, не связанного 
с действием антител. 

Для постановки РТГА требуется тестирование ней-
раминидазной активности исследуемых препаратов 
RDE для оптимизации её количества в РТГА. С этой 
целью обычно применяется колориметрический ме-
тод, требующий дорогостоящих специфических суб-
стратов и приборного оснащения. В настоящей рабо-
те нами предложен простой и удобный метод оценки 
активности нейраминидазы, не требующий специаль-
ных реактивов и приборов. Метод назван нейрамини-
дазным торможением реакции агглютинации эритро-
цитов человека вирусом гриппа, поскольку основан 
на способности вирусной нейраминидазы отщеплять 
остатки сиаловой кислоты с поверхности эритроцитов 
и предотвращать их агглютинацию вирусом гриппа.

Материал и методы
Вирусы  гриппа. Использовали вирусы гриппа А/

Aichi/2/68 (H3N2) и A/WSN/34 (H1N1), которые вы-
ращивали на 9-дневных куриных эмбрионах [5].
Препараты  рецептор-разрушающего  фермента 

(RDE). Изучали два препарата RDE, полученного 
из нехолерного вибриона (Нижегородский НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им. акад. И.Н. Блохи-
ной, Россия; RDEниэм) и культуры холерного вибри-
она Огава типа 558 (Denka Seiken, Япония; RDEseik).
Рабочий раствор эритроцитов. Использовали све-

жие образцы крови курицы, морской свинки, кроли-
ка, мыши, а также I и III группы крови человека. Эри-
троциты трижды промывали фосфатным буфером (10 
mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7,2; 2,7 mM KCl; 137 mM 
NaCl) (ФБ) при 1000 об/мин в течение 5 мин при 4 °С. 
Рабочий раствор эритроцитов готовили на ФБ с кон-
центрацией 1% по объёму эритроцитов. 
Определение концентрации белка. Для определения 

концентрации белка в препаратах RDE использовали 
колориметрический метод Бредфорда [6]. Реакцию 
ставили в объеме 200 мкл, используя в качестве коли-
чественного стандарта сравнения бычий сывороточ-
ный альбумин (ICN Pharmaceuticals, США). Реакцию 
ставили в формате 96-луночных   планшетов, в объ-
ёме 200 мкл, реакцию регистрировали на спектрофо-
тометре Пикон, модель 136086 (ЗАО «Пикон»; Рос-
сия) при длине волны 595 нм [7].
Определение  рецептор-разрушающей  активности 

препаратов  RDE. Уровень рецептор-разрушающей 
активности препаратов RDE оценивали с помощью 
реакции торможения агглютинации эритроцитов 
посредством нейраминидазного разрушения их ре-
цепторов. Для этого готовили двукратные разведе-

ния исследуемых препаратов RDE (нейраминидазы) 
в объёме 25 мкл и к полученным разведениям добав-
ляли 25 мкл 1% суспензии эритроцитов определён-
ного вида животных или человека. Приготовленные 
эритроцитарно-нейраминидазные смеси инкубирова-
ли при 37 °С в течение 120 мин. После этого в иссле-
дуемые разведения добавляли равный объём вируса 
гриппа А/Aichi 2/68 (H3N2) либо A/WSN/34 (H1N1) 
в количестве 8 ГАЕ, смеси перемешивали и планшеты 
инкубировали при 4 °С в течение 1–2 ч для развития 
реакции агглютинации эритроцитов вирусом. Иссле-
довали эритроциты I и III групп крови человека, мы-
ши, курицы, кролика, морской свинки. Активность 
RDE оценивали по её разведению в последней лунке, 
в которой не наблюдалось гемагглютинации. Положи-
тельным считалось последнее разведение, в котором 
отсутствовала гемагглютинация. Величину рецеп-
тор-разрушающей активности препаратов нейрами-
нидазы определяли в рецептор-разрушающих едини-
цах (РРЕ), количество которых равнялось обратному 
титру последнего разведения, в котором не наблюда-
лось агглютинации эритроцитов в условиях реакции.
Расчёт  нейраминидазной  активности. Рецеп-

тор-разрушающую активность препаратов RDE учи-
тывали по разведению в последней лунке, в которой 
не наблюдалось гемагглютинации. Величину рецеп-
тор-разрушающей активности препарата нейрамини-
дазы определяли в единицах РРЕ. Для более точного 
анализа и учёта реакции использовали параллельные 
ряды двукратных разведений исследуемого RDE, ког-
да титрование начинали с различного начального раз-
ведения: 1:2, 1:3, 1:5.
Определение  нейраминидазной  активности  по  ги-

дролизу  нейраминидазного  субстрата. Для прямого 
сравнения нейраминидазной активности использу-
емых препаратов RDE оценивали способность рас-
щеплять флуорогенный субстрат нейраминовой кис-
лоты MuNANA (Sigma, США). В качестве стандарта 
использовали очищенную нейраминидазу холерного 
вибриона фирмы Behring (Германия), имеющую ак-
тивность 0,04Е на 1 мкг белка. За единицу актив-
ности (Е) принимали отщепление 1 ммоль нейра-
миновой кислоты от субстрата за 1 мин в условиях 
используемой реакции. Готовили двукратные раз-
ведения препаратов RDE в объёме 120 мкл ФБ, со-
держащего 0,1 мМ CaCl2, добавляли 50 мкл 0,04 мМ 
раствора MuNANA (2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-
acetylneuraminic acid (Sigma; Cat No. M8639) и инку-
бировали 60 мин при 37 °С. Реакцию останавливали 
добавлением 50 мкл раствора, содержащего 75% эта-
нола и 25 мМ NaOH. Количество отщеплённой нейра-
миновой кислоты определяли по интенсивности по-
тока флуоресценции 460 нм при возбуждении 360 нм 
на флуориметре для микропланшетов Synergy™ HT 
(Bio-Tek Instruments, США) [8]. 

Результаты
Во многих вирусологических исследованиях ис-

пользуют препараты RDE, обладающие нейрами-
нидазной активностью, разрушающей клеточные 
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гликопротеидные рецепторы. Наиболее часто при-
меняют нейраминидазу при определении титров 
противогриппозных антител в сыворотках человека 
и животных методом РТГА [1–3]. В этом методе RDE 
используется для удаления неспецифических глика-
нов сыворотки, содержащих остатки сиаловой кис-
лоты, которые мешают определению точных титров 
вирус-специфических антител, так как нарушают 
взаимодействие референс-вируса и эритроцитов, на 
котором основан тест РТГА.

В работе проводили сравнительное исследование 
двух нейраминидазных препаратов (RDE) произ-
водства РФ и Японии. Для оценки уровня рецеп-
тор-разрушающей активности готовили двукратные 
разведения исследуемых препаратов нейраминидазы 
в объёме 25 мкл и к полученным разведениям добав-
ляли 25 мкл 1% суспензии эритроцитов определённо-
го вида животных, а также человека. Приготовленные 
эритроцитарно-нейраминидазные смеси инкубирова-
ли при 37 °С в течение 120 мин для удаления сиало-
вых рецепторов на поверхности эритроцитов. После 
этого в исследуемые разведения добавляли равный 
объём вируса гриппа А/Aichi 2/68 (H3N2) либо A/
WSN/34 (H1N1) в количестве 8 ГАЕ, смеси переме-
шивали и планшеты инкубировали при 4 °С в тече-
ние 1 ч для развития реакции агглютинации эритро-
цитов вирусом. 

Результаты тестирования рецептор-разрушающей 
активности препаратов RDE c эритроцитами I и III 
группы крови человека показаны на рис. 1. Приво-
дятся ряды двукратных разведений RDE, с которыми 
последовательно инкубировали эритроциты и вирус 
гриппа А. Как видно, эритроциты после обработки 
RDE теряли способность агглютинироваться виру-
сом гриппа А. Уровень активности RDE оценивали 
по последнему разведению, при котором ещё не про-
исходило агглютинации эритроцитов. Как показано 
на рис. 1, последними без агглютинации были лун-

ки 6 и 3 для российского и японского препаратов 
RDE, что соответствовало разведениям 1:128 и 1:32 
соответственно. Величину рецептор-разрушающей 
активности препаратов нейраминидазы определяли 
в РРЕ по последнему разведению, в котором не на-
блюдалось агглютинации эритроцитов в условиях ре-
акции (см. таблицу). 

Для более точного сравнения активности препара-
тов RDE определяли специфическую нейраминидаз-
ную активность методом прямой колориметрической 
реакции в расчёте на количество белка в препарате. 
С этой целью использовали метод Бредфорда и флуо-
ресцентный метод прямого определения нейрамини-
дазной активности. Результаты типичного экспери-
мента по определению удельной нейраминидазной 
активности приведены в таблице и на рис. 2. Удель-
ная RDE активность составляла 3,5 и 1,1 РРЕ на 1 мкг 
белка у российского и японского препаратов соответ-
ственно, что хорошо коррелировало с величинами 
нейраминидазной активности, полученными прямым 
измерением по расщеплению нейраминидазного суб-
страта (см. рис. 2). Эти наблюдения подтверждают 
достоверность предложенного метода оценки RDE 
с помощью вируса гриппа и позволяют сделать вывод 
о высокой активности RDE российского препарата, 
что позволяет брать меньшее белковое количество 
RDEниэм по сравнению с препаратом RDEseik для об-
работки сывороток крови при постановке РТГА. 

Обсуждение
В настоящей работе предложен простой метод оцен-

ки нейраминидазной активности препаратов RDE c 
использованием эритроцитов человека и лаборатор-
ного вируса гриппа А. В основе метода лежит способ-
ность нейраминидазы гидролизовать остатки сиало-
вой кислоты на клеточной поверхности эритроцитов 
разных видов животных и человека. Такое удаление 
сиаловой кислоты лишает эритроциты способности 

Характеристики рецептор-разрушающей и нейраминидазной активности препаратов RDE
Characteristics of receptor-destroying and neuraminidase activity of RDE compounds

Препарат RDE
Compound

RDE

Титр рецептор-разру-
шающей активности1

Titer of receptor-de-
stroying activity1

Концентрация белка в препа-
рате, мг/мл2 

Protein concentration in the 
sample (mg/ml)2

Специфическая рецептор-раз-
рушающая активность, РРЕ/мг3

Specific receptor-destroying 
activity (RDU/mg)3

Нейраминидазная активность 
препарата, Е/мг4

Neuraminidase activity of the 
sample (U/mg of protein)4

RDEниэм
RDEniem

1:128 0,037 ± 0,015 3460 31.5

RDEseik
RDEseik

1:16 0,015 ± 0,003 1067 8,4

Примечание. 1Aктивность RDE титровали методом двукратных разведений с эритроцитами I группы крови человека, как описано в 
материалах и методах; 2 концентрацию белка в препаратах RDE определяли методом Бредфорда, используя в качестве стандарта БСА [7]. 
Стандартная ошибка величины средней рассчитана в программе Excel по алгоритму Fx=стандотклон.G; 3 специфическую рецептор-разру-
шающую активность рассчитывали в условных единицах (РРЕ) на 1 мг белка в исследуемом препарате RDE, как описано в материалах и 
методах; 4 нейраминидазную активность препаратов определяли прямым флуориметрическим методом с субстратом нейраминовой кислоты 
MuNANA, как описано в материалах и методах (см. рис. 2). В качестве препарата сравнения использовали очищенную нейраминидазу холер-
ного вибриона фирмы Behring (Германия), имеющую активность 40Е на 1 мг белка. 

Note.1 Titration of RDE activity was performed by double dilution procedure with human red blood cells of group 1, as described in the materi-
als and methods; 2 the protein concentration in RDE compounds was determined by the Bradford method, using the BSA standard [7]. The standard 
deviation error was calculated in the Excel program using the Fx=standdeviation algorithm.G; 3 specific receptor-destroying activity was calculated 
in arbitrary units (receptor destroying units; RDU) per mg of protein in the analyzed RDE compounds, as described in the materials and methods; 4 
the neuraminidase activity of the analyzed compounds was determined by direct fluorimetric method with a fluorogenic substrate of neuraminic acid 
MuNANA, as described in the materials and methods (see Fig.2). As a comparison drug, we used purified neuraminidase compound of a cholera Vibrio 
from Behring (Germany), which has the activity of 40 U per mg of protein.
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Рис. 1. Определение активности препаратов RDE методом нейраминидазного торможения реакции гемагглютинации вирусом гриппа.
Двукратные разведения препаратов RDE инкубировали с 1% суспензией эритроцитов человека I (ряды 1, 3) и III (2, 4) группы крови. Полученные 
смеси инкубировали 90 мин при 37 °С и в смеси вносили 8 ГАЕ вируса A/Aichi/2/68 (H3N2) либо A/WSN/34 (H1N1) и инкубировали 2 ч при 4 °С. 

Планшеты фотографировали при дневном свете.
Fig. 1. Determination of the activity of RDE compounds by neuraminidase activity inhibition in the reaction of hemagglutination by the 

influenza virus.
Two-fold dilutions of RDE compounds were prepared, which were incubated with a 1% suspension of human red blood cells of group 1 (rows 1, 3) and group 3 
(2, 4). Then, the resulting mixtures were incubated for 90 minutes at 37 °C and 8 HAE of A/Aichi/2/68 (H3N2) or A/WSN/34 (H1N1) viruses were added to the 

mixture and incubated for 2 hours at 4 °C. The plates were photographed under day light.

к агглютинации вирусом гриппа человека, так как 
именно к этим остаткам прикрепляется вирус, вызы-
вая их агглютинации в мультиклеточные комплексы 
(так называемая гемагглютинация). Метод позволя-
ет оценить рецептор-разрушающую (нейраминидаз-
ную) активность препаратов RDE и сравнить их меж-
ду собой, что бывает необходимо для оптимизации 
постановки РТГА при мониторинге сывороток крови 
животных и людей, больных или переболевших грип-
позной инфекцией. По сравнению с биохимическим 
колориметрическим тестированием со специфиче-
ским субстратом предлагаемый метод обладает рядом 
достоинств. К таковым относятся простота методики, 
отсутствие в протоколе исследования дорогостоящих 
реагентов и приборов, необходимость простого лабо-
раторного инструментария и возможность выполне-
ния в любой биохимической лаборатории.

Утверждён технический регламент постановки  
РТГА для определения титров антивирусных антител 
в сыворотках крови людей при различных заболева-
ниях гриппом и сходными инфекциями (Методиче-
ские указания МУ 3.1.3490-17). В сельском хозяйстве 
реакция РТГА широко применяется для изучения 
инфицированных сельскохозяйственных животных 
и птиц актуальными вирусами гриппа H5N1, H7N5, 
H9N2, H5N8 и др. В указанном регламенте прописан 
этап обработки исследуемых сывороток препаратом 
RDE для удаления неспецифических сиалосодержа-
щих ингибиторов (приложение № 2 к Методическим 
указаниям МУ 3.1.3490-17). Однако в нём отсутству-
ет методика тестирования и стандартизации этого 
фермента на этапе обработки сывороток RDE при 
постановке РТГА. Учитывая важность обработки ис-

следуемых сывороток данным ферментом, регламент 
может быть дополнен настоящим тестом на актив-
ность фермента RDE, что будет способствовать более 
точному определению титров антивирусных антител 
в исследуемых сыворотках крови человека и живот-
ных и повышению оптимизации стандарта примене-
ния РТГА в различных лабораториях. Для обработки 
сыворотки крови животных или человека при поста-
новке РТГА в качестве базового режима можно реко-
мендовать применение не менее 10 РРЕ на 1 мл об-
рабатываемого разведения сыворотки при инкубации 
в течение 60–120 мин при 37 °С.

Заслуживает внимания выбор эритроцитов для ис-
пользования в предлагаемом методе. При изучении 
препаратов RDE наиболее стабильные и воспроизво-
димые результаты получены с эритроцитами челове-
ка. Эритроциты кролика оказались непригодными, так 
как не агглютинировались использованными вируса-
ми гриппа А. Результаты, полученные с эритроцита-
ми морской свинки, курицы и мыши оказались менее 
воспроизводимыми. Эритроциты данных видов про-
являли повышенную резистентность к действию RDE 
и требовали более продолжительной инкубации для 
полного гидролиза сиаловых рецепторов, что услож-
няло методику и снижало точность определения. Об-
наруженный феномен вариабельности в чувствитель-
ности к RDE у эритроцитов различных животных, 
вероятно, обусловлен различиями как в соотношении 
N- или O-гликановых рецепторов, обладающих свя-
зью типа α2-3 и/или α2-6 галактозы (или ацетилга-
лактозамина) с остатками N-ацетил-нейраминовой 
кислоты, так и в стерической доступности самих ре-
цепторов для RDE на поверхности эритроцитов раз-
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личного происхождения [9, 10]. С учётом полученных 
результатов можно рекомендовать эритроциты чело-
века как наиболее подходящие для предлагаемого те-
ста нейраминидазного торможения гемагглютинации.

Заключение
Предложен простой метод оценки нейраминидаз-

ной активности препаратов RDE c использованием 
эритроцитов человека и лабораторного вируса гриппа 
А. В основе метода лежит способность нейраминида-
зы отщеплять остатки сиаловой кислоты на клеточ-
ной поверхности эритроцитов разных видов живот-
ных и человека, что лишает эритроциты способности 

к агглютинации вирусом гриппа человека. Метод 
позволяет оценить рецептор-разрушающую (нейра-
минидазную) активность препаратов RDE и сравнить 
их между собой, что бывает необходимо для оптими-
зации постановки РТГА при мониторинге сывороток 
крови животных и людей, больных или переболевших 
гриппозной инфекцией. Метод прост в исполнении, 
не требует дорогих реагентов и оборудования и до-
ступен для любой вирусологической лаборатории.
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Рис. 2. Определение нейраминидазной активности препаратов 
RDE прямым колориметрическим методом с флуоресцентным 

субстратом.
Готовили четырёхкратные разведения препаратов RDE с начальной 
концентрацией белка 500 нг/мл для каждого исследуемого препара-
та: seik (▲), ниэм (■) и Behring (●). В каждое разведение вносили 
флуорогенный субстрат MuNANA, инкубировали 60 мин и опреде-
ляли интенсивность флуоресценции при 460 нм (ось ординат), как 
описано в методах. По оси абсцисс откладывали двоичный логарифм 
величины обратного разведения препаратов RDE. Специфическую 
активность препаратов рассчитывали посредством сравнения коли-
чества белка в пробе на уровне 50% интенсивности OD460 (горизон-
тальная линия), принимая в качестве стандарта сравнения RDEbeh-
ring, имеющей известную нейраминидазную активность 40Е на 1 мг  
белка (проба А). Препараты RDEниэм (Б) и RDEseik (В) имели нейрами-

нидазную активность 31,5 и 8,5 Е/мг соответственно. 
Fig. 2. Determination of neuraminidase activity of RDE compounds 

by direct calorimetric method with a fluorescent substrate.
Four-fold dilutions of RDE compounds were prepared, with an initial protein 
concentration of 500 ng/ml for each tested drug: seiken (▲), niem (■), and 
behring (●). A fluorogenic MuNANA substrate was added to each dilution, 
incubated for 60 minutes, and the fluorescence intensity was determined at 
460 nm (ordinate axis), as described in the methods. The binary logarithm 
of the reverse dilution of RDE compounds was outlined at the abscissa axis. 
The specific activity of the drugs was calculated by comparing the amount of 
protein in the sample at the level of 50% of the OD460 intensity (horizontal 
line), using the RDE/behring as a comparison standard, which has a known 
neuraminidase activity of 40U per mg of protein (sample A). The RDE 

compounds giem (B) and seiken (C) had 31.5 and 8.5 U/mg, respectively.
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Ф.И. Ершов. История вирусологии от Д.И. Ивановского до наших дней. –   
М.: ГЭОТАР-Медиа; 2020. 

Книга академика РАН Ф.И. Ершова посвящена исто- 
рии открытия вирусов великим отечественным учё-
ным Д.И. Ивановским, а также становлению и раз-
витию вирусологии от первых шагов до настоящего 
времени. Это первая книга по истории вирусологии, 
которая, по странному стечению обстоятельств, поя-
вилась на свет как раз в период очередной пандемии. 

За 128 лет вирусы изучены достаточно глубоко, 
а вирусология превратилась в междисциплинарную 
область знаний, широко применяющую методы хи-
мии, микробиологии, цитологии, биофизики, генети-
ки, молекулярной биологии и других дисциплин. Од-
нако, несмотря на выдающиеся достижения этой нау-
ки, вирусные инфекции остаются причиной тяжёлых 
заболеваний во всём мире. С этой точки зрения очень 
интересны изложенная Ф.И. Ершовым историческая 
последовательность открытия вирусов растений, жи-
вотных, человека, описание эволюции вирусологиче-
ских методов исследования, данные о строении и за-
кономерностях репродукции вирусов и др. 

Вирусы и их значение для человечества представ-
лены в книге с разных сторон. Все данные можно раз-
делить на две части: первая («вирусы – враги») по-
священа роли вирусов в патологии всего живого (че-
ловека, животных, растений и бактерий) и разработке 

способов борьбы с вирусными инфекциями; вторая 
часть («вирусы – друзья») рассказывает, как исполь-
зуют вирусы для познания сущности жизни, в ней 
также представлены исследования выдающейся роли 
вирусов в эволюции органического мира. Именно ви-
русы послужили пробным камнем для расшифровки 
таких понятий, как живое и неживое, часть и целое, 
форма и функция. В этом заключена великая позитив-
ная роль вирусов. 

Особо следует отметить, что, будучи первой книгой 
по истории вирусологии, книга Ф.И. Ершова отвечает 
всем основным канонам научно-популярной литера-
туры – по форме и стилю изложения научных фактов.

Книга рассчитана на широкий круг читателей, 
интере сующихся вирусами, а также может быть ис-
пользована как учебное пособие студентами меди-
цинских и педагогических вузов, учителями биологии 
и врачами различных медицинских специальностей. 
Из книги читатели получат ценную информацию 
не только об истории вирусологии, но и о современ-
ном состоянии этой науки.

Заведующая отделом ФГБУ  
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи»
доктор биол. наук, профессор,

член-корреспондент РАН Т.В. Гребенникова
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НЕКРОЛОГ

НЕКРОЛОГ

Памяти Петра Григорьевича Дерябина  
(09.06.1947–25.04.2020)

25 апреля 2020 г. на 73-м году после тяжёлой про-
должительной болезни ушёл из жизни заслуженный 
деятель науки РФ, профессор, доктор медицинских 
наук Пётр Григорьевич Дерябин.

П.Г. Дерябин – широко известный вирусолог, внёс-
ший весомый вклад в развитие отечественной виру-
сологии, родился в Ставропольском крае, с. Птичье, 
в 1971 г. окончил санитарно-гигиенический факуль-
тет Минского медицинского института и был направ-
лен в целевую аспирантуру в Институт вирусологии 
им Д.И. Ивановского АМН СССР. С тех пор вся его 
научная деятельность была связана с Институтом 
вирусологии им. Д.И. Ивановского, начиная с долж-
ности  младшего научного сотрудника и заканчивая 
заместителем директора. За этот период  он защитил 
кандидатскую и докторскую диссертации, получил 
звание профессора и заслуженного деятеля науки РФ. 
Приоритетные  результаты вирусологических иссле-
дований П.Г. Дерябина отражены в многочисленных 
научных  отечественных и зарубежных публикациях 
и патентах, посвящённых решению  актуальных про-

блем, связанных с изучением арбовирусных инфек-
ций, вирусных гепатитов, гриппа, разработкой проти-
вовирусных препаратов и вакцин. 

П.Г. Дерябин  был автором более 200 научных обзо-
ров и публикаций, известным специалистом в области 
репродукции и генетики флави- и ортомиксовирусов, 
а также механизмов вирусной персистенции, создате-
лем новых диагностических и противовирусных пре-
паратов, защищённых 15 патентами на изобретения.

За научные достижения Пётр Григорьевич удостоен 
Государственной премии в области науки и техники, 
был дважды лауреатом премии им. Д.И. Ивановского 
Президиума РАМН, награждён дипломом Роспатента 
«100 лучших изобретений России за 2011 г.» за луч-
ший патент РФ в области вирусологии, а также почёт-
ной грамотой Президиума РАМН.

Будучи заместителем директора Института вирусо-
логии им. Д.И. Ивановского, П.Г. Дерябин возглавлял 
лабораторию Государственной коллекции вирусов, ко-
торая благодаря его усилиям стала образцовой и функ-
ционирует на уровне международных стандартов.

П.Г. Дерябин сочетал в себе научные и организа-
торские способности координировать ряд научных 
направлений. Уникальным свойством Петра Григо-
рьевича была способность сочетать научные разра-
ботки и научное руководство с личным проведением 
исследований.

В течение многих лет П.Г. Дерябин был заместителем 
главного редактора журнала «Вопросы вирусологии».

Уход из жизни этого великого учёного – большая, 
невосполнимая утрата для всех, кто с ним работал 
и сотрудничал. Имя П.Г. Дерябина навсегда останет-
ся в истории НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
и отечественной вирусологической науки. А светлая 
память о нём сохранится в сердцах его друзей, коллег 
и учеников.

Редколлегия журнала «Вопросы вирусологии»


