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Дерябин П.Г.

ПРИРОДНЫЕ РЕЗЕРВУаРЫ ВИРУСОВ РОДа HEPACIVIRUS  
СЕМЕЙСТВа FLAVIVIRIDAE
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им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

вирус гепатита c (hcV) является причиной острого и хронического заболевания печени, включая хрони-
ческий гепатит, цирроз и гепатоцеллюлярную карциному. в естественных условиях hcV способен инфи-
цировать только людей, и лишь шимпанзе чувствительны к экспериментальному заражению. в послед-
ние годы были обнаружены вирусы, генетически родственные hcV, у диких млекопитающих (грызуны, 
летучие мыши, зайцы, приматы), домашних животных, находящихся в тесном контакте с людьми (собаки, 
лошади, коровы). Род Hepacivirus в семействе Flaviviridae, ранее представленный hcV и предположитель-
но gBV-B, пополнился новыми родственными hcV вирусами животных. Данные изучения молекулярно-
генетических и биологических свойств дают возможность понять историю, эволюцию hcV, его происхо-
ждение, а также открывают перспективу использования гепацивирусов неприматов в качестве лаборатор-
ной модели для доклинических испытаний лечебных и профилактических препаратов против гепатита С.  
Установлено, что гепацивирус лошадей является наиболее близким гомологом hcV среди известных в 
настоящее время гомологов hcV животных.
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hcV is a cause of acute and chronic liver diseases, including chronic hepatitis, cirrhosis, and hepatocellular 
carcinoma. Under natural conditions, hcV is able to infect only humans, and only chimpanzees are sensitive 
to experimental infection. in recent years, viruses genetically related to hcV were discovered in wild mammals 
(rodents, bats, rabbits), as well as in domestic animals living in close contact with humans (dogs, horses, cows). 
The hepacivirus genus of the family Flaviviridae, previously represented only by hcV and, presumably, by 
gBV-B, now includes new related viruses of animals. The results of the study of molecular-genetic and biological 
properties of the hepaciviruses provide an opportunity to understand the history, evolution, and the origin of hcV. 
it also opens up the prospect of using hcV homologues of non-primates as a laboratory model for preclinical 
medical and prophylactic drugs against hepatitis c. it was found that the hepacivirus of horses is the most 
closely related to hcV among currently known hcV homologues.
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трах до 8,0 lg ТЦД50/мл. Кроме того, варианты HCV, 
выделенные из хронически инфицированных культур 
клеток, оказались способными индуцировать перси-
стентную инфекцию белых мышей и кроликов [20, 
24]. Гистологические срезы ткани печени хронически 
инфицированных HCV мышей позволили обнаружить 
изменения, сходные с патологией при гепатите C у че-
ловека. Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствовали о способности HCV в эксперименталь-
ных условиях достаточно легко преодолевать видовой 
барьер, что предполагает более широкое распростра-
нение вирусов рода Hepacivirus в природе, а не только 
в популяции человека. Однако десятилетия результаты 
наших исследований не принимали во внимание, так 
как многие специалисты в этой области считали, что 
передача инфекции, вызванной HCV, ограничена лишь 
популяцией человека, и только высшие приматы (шим-
панзе) являются чувствительными к эксперименталь-
ному заражению HCV [25].

Полученные в последние годы новые данные об иден-
тификации гомологов HCV (гепацивирусов) у разных 
видов животных (грызунов, собак, летучих мышей, ло-
шадей, крупного рогатого скота, низших приматов [26]) 
позволяют ответить на вопросы о происхождении воз-
будителя гепатита C, истории вируса, его эволюции, 
механизмах, вовлеченных в патогенез вызываемой им 
инфекции, а также открывают практическую перспекти-
ву использования гепацивирусов неприматов в качестве 
лабораторной модели для доклинических испытаний 
лечебных и профилактических препаратов [27]. В при-
веденной таблице представлены дополненные данные о 
регистрации в Genbank нуклеотидной последовательно-
сти геномов новых гепацивирусов животных [26].

В частности, в поисках удобной недорогой экспе-
риментальной модели инфекции, вызванной HCV в 
организме мелких животных, J.F. Drexler и соавт. [28] 
была собрана большая коллекция мелких млекопи-
тающих животных. Они провели скрининг материала 
из органов и сывороток крови от 4 770 грызунов (41 
вид). В результате у 27 (1,8%) из 1465 имеющихся в 
Европейском банке рыжих полевок (Myodes glareo-
lus) и у 10 (1,9%) из 518 южноафриканских четырех-
полосных травяных мышей (Rhabdomys pumilio) были 
обнаружены высокодивергентные родственные HCV 
вирусы. Выполнено секвенирование 5 полноразмер-
ных геномов, представляющих все вирусные варианты, 
что позволило классифицировать вирусы грызунов как 
представителей рода Hepacivirus. Применение коли-
чественной полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР), РНК-гибридизации in situ, а 
также данные гистопатологических исследований по-
зволили установить тропизм вирусов к тканям печени, 
а также регистрировать воспалительные процессы в 
печени, напоминающие патологию при гепатите C у 
людей. Авторы считают необходимым направлять уси-
лия по разработке суррогатной модели HCV-инфекции, 
вызванной у грызунов.

A. Kapoor и соавт. [29] также обнаружили HCV-
подобные вирусы у диких грызунов, и большинство 
из них были выявлены в организме оленьих хомячков 
(Peromyscus maniculatus), которых часто используют в 
вирусологических лабораториях для изучения ханта-
вирусов. Различия в аминокислотной последователь-
ности гепацивирусов грызунов варьировали от 67 до 
77% в генах в области структурных белков и от 65 до 

Возбудители вирусных зоонозов являются причиной 
около 70% новых и вновь возникающих инфекционных 
заболеваний человека, хотя биологические и эпиде-
миологические барьеры, препятствующие межвидовой 
передаче вирусных инфекций, достаточно высоки [1–4], 
и большинство вирусов, способных заражать диких и 
домашних животных, не инфицируют людей [5, 6]. По-
стоянный контакт между людьми и другими видами жи-
вотных увеличивает вероятность появления вирусов, ко-
торые в результате адаптации способны инфицировать 
и размножаться в организме человека непосредственно 
или через промежуточных хозяев [4]. Идентификация 
и характеристика биологических свойств родственных 
вирусов животных (гомологов) могут дать новое пред-
ставление о патогенезе вирусов, поражающих человека, 
а в некоторых случаях вирусы-гомологи могут служить 
моделью для доклинических испытаний профилакти-
ческих или лечебных свойств разрабатываемых пре-
паратов [7–9]. Сравнительный анализ генома вирусов-
гомологов позволяет идентифицировать последователь-
ности, ответственные за рецепторную чувствительность 
вирусов, их проникновение и репликацию в клетке, за 
реализацию других биологических особенностей виру-
са [3, 10–13]. Достаточно хорошо охарактеризован ряд 
гомологов, изолированных от животных, включая виру-
сы иммунодефицита обезьян, оспы животных, герпес-
вирусы, норовирус мышей, вирус гепатита B сурков и 
другие.

Гепатит C остается одной из наиболее значительных 
угроз для здоровья человека. В мире около 200 млн 
человек хронически инфицированы вирусом гепати-
та C (hepatitis C virus – HCV) [14, 15] и подвержены 
риску развития фиброза печени, цирроза и гепатоцел-
люлярной карциномы. HCV является одним из пред-
ставителей семейства Flaviviridae, которое включает 4 
рода: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus и один предпо-
лагаемый род Pegivirus [16]. До сих пор HCV считался 
единственным представителем рода Hepacivirus. Вирус 
GB (GBV-B) является предположительным представи-
телем этого рода. Происхождение HCV оставалось не-
ясным главным образом потому, что до недавнего вре-
мени у животных не были обнаружены вирусы, имею-
щие высокое родство с HCV. До настоящего времени 
нет четкого представления о патогенезе гепатита C у 
людей из-за ограниченной репликации вируса в орга-
низме человека или шимпанзе и, по мнению многих ав-
торов, из-за неспособности вируса в течение длитель-
ного времени активно реплицироваться в культурах 
клеток [17–19]. Однако нам впервые удалось получить 
экспериментальную модель продуктивной инфекции, 
вызванной HCV in vitro и in vivo [20–24]. В частности 
показано, что в первичных культурах клеток голов-
ного мозга новорожденных мышей, инфицированных 
РНК HCV-содержащей сывороткой крови людей, про-
исходит селекция и накопление высокопродуктивных 
вариантов вируса, характеризующихся способностью 
активно размножаться в культурах клеток различного 
происхождения. Изолированные варианты вируса бы-
ли идентифицированы как HCV с помощью комплекса 
серологических и молекулярно-генетических методов 
[22]. Таким образом, впервые еще в 1997 г. нами по-
казана способность выделенных вариантов HCV раз-
множаться в культурах клеток не только человека, но 
и в клетках грызунов, обезьян, свиней, телят, куриных 
эмбрионов и накапливаться в среде этих культур в ти-
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рующихся в крупных городах [30]. Те-
сты ОТ-ПЦР на РНК вирусов NrHV-1 и 
NrHV-2 были положительны при изуче-
нии оральных смывов грызунов, РНК 
вируса NrHV-1 обнаруживали в моче и 
фекалиях крыс, а РНК вируса NrHV-2 – 
только в моче грызунов. Предполагают, 
что передача инфекции у крыс скорее 
всего происходит ингаляционным или 
алиментарным способом или через укусы 
животных, а не парентеральным или по-
ловым путем. РНК вируса крыс наиболее 
стабильно определялась в тканях печени 
и пробах сыворотки крови животных. Ре-
пликативные формы РНК гепацивирусов 
крыс («минус»-цепь РНК) обнаруживали 
только в тканях печени всех 6 животных. 
Таким образом, как и HCV человека, ге-
пацивирусы крыс характеризуются гепа-
тотропными свойствами.

Фрагменты генома, гомологичные 
структурным и неструктурным белкам 
HCV, в составе генома европейских кро-
ликов (Oryctolagus cuniculus) и зайцев 
(Lepus europaeus) обнаружили исследо-
ватели из Португалии [31]. Показана их 
способность размножаться в культурах 
клеток крупного рогатого скота. Геномные 
гомологи HCV были определены метода-
ми ОТ-ПЦР, ПЦР, масс-спектрометрии, а 
экспрессия белков гепацивирусов в куль-
турах клеток – методами иммунофлюо-
ресценции и иммунной электронной ми-
кроскопии с помощью моноклональных 
антител к неструктурным белкам NS3, 
NS4A, и NS5 HCV.

Недавно A. Kapoor и соавт. [32] по-
лучены данные об открытии новых ви-
русов, являющихся гомологами HCV, у 
домашних собак. От собак, обитающих 
в штатах Техас, Юта и Пенсильвании, с 
респираторной инфекцией были получе-
ны назальные смывы, выделена РНК и 
проведено секвенирование нуклеиновых 
кислот, содержащихся в смывах. Это 
позволило обнаружить вирус, высоко-
родственный HCV, который был назван 
гепацивирусом собак (canine hepacivus 
– CHV). В результате сравнительного 
филогенетического анализа консерва-
тивных областей генома, кодирующих 
белок NS3 и РНК-зависимую полимеразу 
(NS5), было показано, что из всех извест-

ных на сегодня гепацивирусов CHV является ближай-
шим родственником HCV и равноудален от 7 генотипов 
HCV. Различия в нуклеотидной последовательности с 
HCV составили 50%, причем максимальная идентич-
ность аминокислотной последовательности выявлена у 
белков NS3 и NS5B (более 55–65%), в то время как для 
других областей генома идентичность составила менее 
35–45%. В течение двух независимых вспышек респи-
раторного заболевания вирус был выявлен в смывах от 
6 из 9 собак и от 3 из 5 исследованных животных. У 5 
собак, умерших от желудочно-кишечного заболевания 
неясной этиологии, CHV детектировали в тканях пече-

70% в неструктурной области, что сравнимо с разли-
чиями, наблюдаемыми между HCV и GBV-B. Наибо-
лее консервативными областями у HCV, GBV-B явля-
ются гены, кодирующие неструктурные белки NS3 и 
NS5b, а наиболее дивергентными областями – гены, 
кодирующие гликопротеины E1, E2 и NS4b. Авторы 
полагают, что новые вирусы могут содействовать раз-
работке моделей HCV-инфекции у мелких грызунов 
[29].

Два новых гепацивируса NrHV-1 и NrHV-2 были обна-
ружены в организме 36 серых крыс (Rattus norvegicus), 
имеющих глобальное распространение и концентри-

Данные Genbank о регистрации новых представителей рода Hepacivirus  
(семейство Flaviviridae)

Хозяин Наименование Номер регистра-
ции в Genbank

Наименование 
изолята

Источник 
литературы

Грызуны* RHV NC_021153 RHV-339 [29]

KC815312 RHV-098
RHV-1 KC411777 RMU10/3382 [28]

KC411796 NLR08/365
RHV-2 KC411784 NLR/oct70
RHV-3 KC411806 SAR-3

KC411807 SAR-46
Летучие мыши* BHV клайд A KC796077 PDB-112 [43]

BHV клайд C KC796090 PDB-452
KC796091 PDB-445

BHV клайд D KC796078 PDB-491.1
KC796074 PDB-829

Дикие приматы 
Старого Света

GHV KC551800 GHV-1 BWC08 [44]

KC551801 GHV-1 BWC05
KC551802 GHV-2 BWC04

Собаки CHV JF744991 AAK-2011 [32]
Лошади NPHV JQ434001 NPHV-NZP-1 [34]

JQ434002 NPHV-G1-073
JQ434003 NPHV-A6-006
JQ434004 NPHV-B10-022
JQ434005 NPHV-F8-068
JQ434006 NPHV-G5-077
JQ434007 NPHV-H10-094
JQ434008 NPHV-H3-011
JX948116 EF369/11 [35]
JX948119 EF317/98
JX948121 EF330/97
KC411810 GER/Eq179 [28]
KC411811 GER/Eq285
KC411814 GER/Eq105
KC411813 GER/Eq120
KC411812 GER/Eq143

Коровы BovHepV KP641123 B1/GER/2013 [39]
П р и м е ч а н и е. * Перечислены только вирусы с опубликованными данными о 

полноразмерном геноме.
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чения заболевания, а также тканевый тропизм к вирусу, 
чтобы оценить пригодность родственных с HCV вирусов 
лошадей для моделирования HCV-инфекции. Примерно 
у 31,4% из 433 лошадей обнаружены антитела к HCV, 
и приблизительно 2,5% лошадей были положительными 
на наличие РНК этого вируса. Подобно инфекции, вы-
званной HCV у людей, гепацивирус лошадей оказался 
способным вызывать острую и хроническую инфекцию 
лошадей, при этом РНК вируса обнаруживали преиму-
щественно в печени.

Недавнее открытие родственных возбудителю гепа-
тита C вирусов, циркулирующих среди животных раз-
личных видов, порождает новые предположения отно-
сительно происхождения HCV и о возможности участия 
животных в передаче HCV в период эндемии. Исследо-
вание проб сывороток крови людей, контактирующих с 
лошадьми, на наличие РНК и антител к гепацивирусу 
лошадей пока не позволило подтвердить предположение 
о перекрестной передаче гепацивирусов между людьми 
и животными [38].

В Германии методом секвенирования и филогенетиче-
ского анализа генетического материала, содержащегося 
в пробах сывороток крови коров, был открыт новый 
представитель рода Hepacivirus [39]. РНК гепацивиру-
са обнаружена у 1,6% домашних коров и 3,2% коров из 
стада фермерских хозяйств. Методом ОТ-ПЦР у коров 
обнаруживали виремию на протяжении 6 мес наблюде-
ния без каких-либо симптомов заболевания, кроме раз-
вивающейся патологии печени, что свидетельствовало 
о тропизме вируса к ткани печени крупного рогатого 
скота, как и при гепатите C человека. Эволюционный 
анализ дал основание предположить, что вирус гепатита 
коров циркулирует среди животных более 100 лет. По-
казано, что гепацивирусы коров и лошадей филогенети-
чески достаточно различимы.

Летучие мыши (отряд Chiroptera, подотряд 
Yinpterochiroptera и Yangochiroptera) являются при-
родным резервуаром многих актуальных для здраво-
охранения зоонозных вирусов, вызывающих тяжелые 
заболевания людей [40, 41]. К этой группе можно от-
нести лиссавирусы (вирус бешенства), коронавирусы, 
вызывающие ближневосточный респираторный син-
дром и тяжелый острый респираторный синдром, фи-
ловирусы, представители рода Henipavirus и другие 
парамиксовирусы. Многие вирусы способны устанав-
ливать персистентную инфекцию в организме лету-
чих мышей, характеризующуюся отсутствием явных 
клинических признаков. Благодаря широкому видо-
вому разнообразию, уникальной иммунной системе, 
стадному поведению, высокой пространственной мо-
бильности и плотности заселения летучие мыши об-
ладают уникальной способностью функционировать 
как большой резервуар для многих вирусов с долгим 
сроком службы [42]. По данным Drexler J.F. и соавт. 
[28], при исследовании проб сывороток крови от 9239 
летучих мышей (51 вид) на наличие вирусов, переда-
ющихся через кровь от летучих мышей, гепацивиру-
сы или их РНК не были обнаружены, однако методом 
иммуноблота в крови животных выявлены антитела к 
HCV.

С этой же целью Phenix-Lan Quan и соавт. [43] было 
исследовано 415 сывороток крови летучих мышей из 
Африки и Центральной Америки. В результате секве-
нирования образцов генетического материала от этих 
животных была выявлена весьма разнообразная группа 

ни, но не в легких. Вирус не был обнаружен в образцах 
от 60 здоровых домашних собак. Количество РНК CHV 
в пробах из респираторного тракта было существенно 
выше, чем в печени. РНК вируса выявляли в цитоплаз-
ме гепатоцитов собак, однако не совсем ясно, является 
ли CHV гепатотропным вирусом. У людей количество 
РНК HCV в респираторном тракте существенно ниже. 
Биоинформатический анализ CHV также показал, что 
генетически он имеет наибольшее родство с HCV, чем 
другие известные вирусы [32]. По мнению авторов, 
CHV и HCV, возможно, имели общего предка, который 
циркулировал 500–1000 лет назад. В статье рассматри-
вается возможность использования собак, инфициро-
ванных CHV, в качестве удобной модели для изучения 
механизмов, лежащих в основе патогенеза гепатита C, а 
также для разработки новых средств лечения и профи-
лактики этой болезни. Высокое генетическое родство 
CHV с HCV позволяет предположить, что HCV возник 
после передачи вируса от собаки к человеку. Авторы не 
исключают и альтернативный сценарий, а именно: ге-
пацивирусы человека могли инфицировать некоторые 
виды животных.

El-Attar L.M и др. впервые обнаружили циркуляцию 
гепацивирусов неприматов среди собак за пределами 
США [33]. Гомологи HCV были обнаружены в популя-
ции собак, обитающих в Великобритании. Исследова-
ние методом ОТ-ПЦР тканей, полученных от собак из 
питомников, эндемичных по респираторной инфекции, 
позволило обнаружить РНК гепацивируса в образцах 
трахеи 48 из 210 собак, а также в тканях печени, легких 
и трахеи 12 из 20 собак. Наличие вирусной РНК и ее 
тропизм были подтверждены гибридизацией in situ.

Несколько штаммов гепацивируса лошадей (EHcV) 
были изолированы от домашних лошадей в США, Ан-
глии и Германии [34–37]. Оказалось, что полипепти-
ды гепацивируса собак в 95% случаях имели полную 
аминокислотную гомологию с полипептидами штам-
мов EHcV и скорее всего гепацивирус собак относит-
ся к той же группе, что и гепацивирус лошадей. По 
мнению авторов, высокая степень гомологии между 
гепацивирусами лошадей и собак при отсутствии дру-
гих гепацивирусов в организме собак, вероятно, свя-
зана с возможностью передачи вирусов лошадей соба-
кам. Проведенный сравнительный филогенетический 
анализ также достоверно свидетельствовал о том, что 
среди гепацивирусов неприматов EHcV является наи-
более близким гомологом HCV человека, однако эпи-
демиологическая и вирусологическая информации о 
гепацивирусе лошадей весьма ограничена. Проведен 
серологический и генетический скрининг 31 образца 
сыворотки крови, полученного от домашних лошадей, 
родившихся в японии, на наличие вирусной EhcV-
инфекции и в результате методом ОТ-ПЦР было обна-
ружено 11 образцов, положительных на РНК EHcV, а в 
7 пробах сывороток крови лошадей обнаружены анти-
тела к EHcV. Определена полная последовательность 
генома EHcV, включая ранее неизвестную последова-
тельность 3’-нетранслируемого региона, гомология 
которого с геномом HCV составила 95%. Таким об-
разом, полученные результаты свидетельствовали об 
идентичности генетических и биологических свойств 
EHcV и HCV.

S. Pfaender S и соавт. [37] анализировали преимуще-
ственную циркуляцию вируса лошадей на севере Герма-
нии, изучали особенности клинических проявлений те-
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вирусов, отнесенных к родам Hepacivirus и Pegivirus в 
семействе Flaviviridae. Проведенный методом ОТ-ПЦР 
последовательный скрининг 1258 образцов от летучих 
мышей, собранных повсеместно, показал циркуляцию 
этих вирусов в Северной Америке и Азии. Было иден-
тифицировано всего 83 вируса от летучих мышей, ин-
фицированность животных составила около 5%. В ходе 
эволюционного анализа установлено, что все известные 
гепацивирусы и пегивирусы, включающие и их ранее 
документированных представителей от людей и других 
приматов, подпадают в рамки филогенетического раз-
нообразия вирусов этих двух родов. Превалирование 
беспрецедентного биоразнообразия вирусов позволяет 
предположить, что летучие мыши являются большим 
и древним природным резервуаром как гепацивирусов, 
так и пегивирусов, что представляется важным для по-
нимания эволюционной истории HCV и GBV-B челове-
ка [43].

Круг хозяев гепацивирусов был расширен группой 
M. Lauck и соавт. [44], когда ими был открыт и оха-
рактеризован первый гепацивирус от диких приматов 
Старого Света, не относящихся к человекообразным, 
черно-белых колобусов (Colobus guereza) из Уганды. 
Все инфицированные животные выглядели здоровыми 
без явных клинических симптомов. Секвенирование 
РНК из проб плазмы крови 9 обезьян показало наличие 
вирусной РНК у трех животных с архитектурой генома, 
сходной с другими вирусами рода Hepacivirus. Пока-
зано, что вирус, названный guereza hepacivirus (GHV), 
имеет общее происхождение с GBV-B [44]. Проведен 
полноразмерный сиквенс генома GHV, а также его фраг-
ментов, соответствующих 3’- и 5’-нетранслируемой 
области генома от трех обезьян. Обнаружена гомоло-
гия нуклеотидной последовательности генома новых 
вирусов с геномом других известных гепацивирусов 
(с геномами HCV – 43%, NPHV – 43%, NrHV – 47%, 
GBV-B – 48% и с геномом гепацивирусов летучих мы-
шей (BHV) – 50%). Обнаружение GHV представляет 
собой первое документальное подтверждение возмож-
ности естественного инфицирования нечеловекообраз-
ных приматов гепацивирусами.

Таким образом, род Hepacivirus в семействе Flavi-
viridae пополнился новыми гомологами HCV – гепа-
цивирусами собак, лошадей, коров, обезьян, грызунов, 
летучих мышей, что предполагает способность пред-
ставителей этого рода преодолевать видовой барьер 
(как это было продемонстрировано в наших исследо-
ваниях). Впервые гомолог HCV был обнаружен у собак 
в 2011 г. и в течение 4 лет получены многочисленные 
свидетельства широкого распространения представи-
телей рода Hepacivirus в природе. Возможно, наиболее 
древним природным резервуаром гепацивирусов яв-
ляется летучая мышь, от которой вирусы со временем 
проникли в популяции грызунов, зайцеобразных и дру-
гих млекопитающих, включая приматов, а в процессе 
одомашнивания – в популяции собак, лошадей, круп-
ного рогатого скота. Со временем от домашних живот-
ных произошло инфицирование людей с дальнейшей 
эволюцией вируса, обладающего высокой степенью 
изменчивости генома. Молекулярно-генетический ана-
лиз и биологические свойства идентифицированных 
гепацивирусов животных и человека позволили уста-
новить, что среди известных в настоящее время гепа-
цивирусов вирус гепатита лошадей является наиболее 
близким гомологом HCV человека. Нельзя исключить 

вовлечение в циркуляцию гепацивирусов и других жи-
вотных. Исследования в этом направлении позволят, 
наконец, подобрать наиболее адекватную модель ин-
фекции для решения фундаментальных и прикладных 
задач, связанных с гепатитом С.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ЭМБРИОНаЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ кЛЕТкИ МЫШИ – ПЕРСПЕкТИВНЫЙ 
МаТЕРИаЛ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ВИРУСа ИНФЕкЦИОННОЙ аНЕМИИ ЛОШаДЕЙ  

IN VITRO И IN VIVO
ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт экспериментальной ветеринарии им. я.Р. Коваленко», 109428, г. Москва

Сложность патогенеза и недостаточная изученность медленных ретровирусных инфекций, к которым от-
носится инфекционная анемия лошадей (инАн), обусловливает необходимость поиска адекватной лабо-
раторной модели для изучения инфекционного процесса, иммуногенеза с целью создания средств про-
филактики и терапии заболеваний. Приводятся данные о штаммах и клеточном тропизме вируса инАн. 
Показано, что эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) мыши обладают уникальными свойствами и при-
знаками. в отличие от фибробластов и других клеточных типов они могут являться новой клеточной си-
стемой для изучения вируса инАн как in vitro, так и in vivo. При условиях, которые индуцируют диффе-
ренцировку, они способны in vitro воспроизвести эмбриогенез с образованием клеток трех зародышевых 
листков. Дифференцировка ЭСК мыши в направлении гематопоэза могла бы способствовать более глу-
бокому изучению и пониманию тропизма вируса инАн in vitro. ЭСК можно возвратить обратно в ранний 
предымплантационный эмбрион. Попав в окружение клеток зародыша, они участвуют в формировании 
всех тканей и органов развивающегося плода. Таким образом, адаптация мышиных ЭСК к вирусу инАн 
лошадей посредством генетической трансформации позволит приблизиться к созданию лабораторной 
модели in vivo для изучения иммунного ответа при лентивирусной инфекции.

К л ю ч е в ы е с л о в а: инфекционная анемия лошадей; лентивирус; штаммы; тропизм; рецептор; эмбриональные 
стволовые клетки; цитодифференцировка in vitro; мышиная модель in vivo.
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The complexity of the pathogenesis and insufficient knowledge about the slow retroviral infections, which include 
equine infectious anemia, necessitates finding an adequate laboratory model for the study of the infection process 
and immunogenesis to create means of prevention and treatment of diseases. Data about strains and cellular 
tropism of the virus are discussed. it was shown that mouse embryonic stem cells (escs) exhibited unique 
properties and characteristics. in contrast to fibroblasts and other cell types, these cells can be considered as 
a new cell system for studying eiaV in vitro and in vivo. Under differentiation-inducing conditions they are able 
to reproduce in vitro embryogenesis cells and form cells of three germ layers. Differentiation of mouse escs 
in the direction of hematopoiesis could contribute new knowledge and understanding of viral tropism eiaV in 
vitro. esc can be returned back to the early pre-implantation embryo. Once in the germ cell environment, they 
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лучены от вирулентных штаммов V26 [10] и Wyoming [11]. 
Эти два штамма реплицируются только в культурах пер-
вичных макрофагов лошади и не могут реплицироваться в 
других тканевых культурах клеток без предварительной об-
ширной адаптации, которая, как правило, приводит к сни-
жению их вирулентности [11, 12]. В результате адаптации 
штамма Wyoming посредством культивирования в культу-
ре клеток, представленной дермальными фибробластами 
лошади, был получен и охарактеризован новый штамм, 
получивший название Malmquist или WSU5 вируса ИНАН 
[13]. Он оказался способным инфицировать клетки, выде-
ленные из тимуса плодов собаки, линия Cf2Th [14]. В Рос-
сии для изготовления антигена используют новый штамм 
вируса ИНАН 3-К-ВНИИТИБП-ВИЭВ. Штамм выращи-
вают в культуре клеток кожи и/или мышц, и/или легкого, и/
или почек эмбриона лошади до накопления вируса в титре 
105 ИД50/мл [15].

Исследования, посвященные генетическому картиро-
ванию с использованием химерных провирусов, у кото-
рых родительские вирусы характеризовались высокой 
вирулентностью или были невирулентными, позволили 
определить важные области, которые влияют на острую 
вирулентность вируса. Химерные провирусы обеспе-
чивают понимание генов или областей генома, которые 
определяют патогенез вирусных инфекций. С помощью 
этого подхода были установлены области U3 в вирус-
ном длинном концевом повторе (LTR), поверхностный 
белок оболочки (SU) и дополнительный ген S2, которые 
в значительной мере определяют острое течение этой 
болезни. Новый штамм vMA-1c, быстро и специфично 
убивающий клетки, выделенные из дермы кожи лошади, 
был создан посредством внесения изменений в нуклео-
тидные последовательности 3’-области вируса ИНАН 
[16]. Недавно была определена область V6 вирусного 
белка оболочки (env), которая может взаимодействовать 
с рецептором ELR-1 вируса ИНАН [17]. Дальнейший 
анализ этих областей позволит сосредоточиться на опре-
деленных механизмах взаимоотношения вирус – клетка, 
вирус – животное, которые обусловливают особенности 
течения болезни.

Клеточный тропизм вируса ИНАН. При эксперимен-
тальном инфицировании лошадей вирусом ИНАН была 
обнаружена его активная репликация и вирусная антиген-
ная продукция во многих тканях, обогащенных макрофа-
гами: печени, легких, селезенки, почек, надпочечников, 
костного мозга [18, 19]. D. Sellon и соавт. [20] продемон-
стрировали локализацию вируса в мононуклеарных фа-
гоцитах. Поэтому долгое время считалось, что тканевые 
макрофаги могут быть единственным клеточным типом 
у лошади, который поддерживает активную реплика-
цию данного вируса [12, 19, 20]. Действительно, боль-
шинство вирулентных штаммов вируса ИНАН лошади 
реплицируются только в культурах первичных макрофа-
гов лошади и не могут размножаться в других тканевых 
культурах клеток без предварительной адаптации [10, 
12]. В культуре первичных макрофагов вирус сохраняет 
инфекционность, сопоставимую с его вирулентностью 
в естественных условиях in vivo. Однако в дальнейшем 
оказалось, что в мононуклеарных клетках перифериче-
ской крови обнаруживалась только его провирусная ДНК. 
Транскрипции вирусной мРНК или белкового синтеза в 
течение острой инфекции ИНАН не было выявлено. Эти 
исследования показали, что моноциты периферической 
крови компетентны к вхождению вируса в клетку, где 
происходит обратная транскрипция вирусной РНК, но не 

Инфекционная анемия лошадей (ИНАН) – вирусная 
болезнь непарнокопытных (лошади, мулы, ослы), кото-
рая характеризуется рецидивирующей лихорадкой, ане-
мией, тромбоцитопенией и разнообразным течением: от 
острого до бессимптомного латентного [1, 2]. Возбуди-
телем ИНАН лошадей является РНК-содержащий вирус 
(в англоязычной литературе – EIAV), который принад-
лежит к семейству ретровирусов (Retroviridae), подсе-
мейству лентивирусов (Lentiviridae) с длинным инку-
бационным периодом [3]. Он тесно связан с другими 
лентивирусами, опасными как для животных, так и для 
человека. К ним относятся 2 близкородственных вируса 
овец висна/мэди; вирусы иммунодефицита кошек, круп-
ного рогатого скота, обезьян, человека; лентивирус пум, 
вирус артрита и энцефалита коз [4, 5].

Геном лентивирусов хорошо изучен и клонирован. 
Структура вириона ИНАН и провирусный геном описа-
ны подробно в работе [6]. Характерной особенностью 
лентивирусов является появление большого числа му-
таций вируса в процессе репликации, которые вызваны 
ошибками лентивирусной обратной транскриптазы. Та-
кие мутации, не оказывающие отрицательного воздей-
ствия на вирус, сохраняются, и лентивирусная инфек-
ция представляет собой гетерогенную популяцию род-
ственных вариантов вируса. В связи с этим при ИНАН 
лошадей образуется нестерильный иммунитет. Иммун-
ная реакция организма возникает в ответ на иммунодо-
минантные белки вируса, ответственные за продукцию 
антител (АТ). При этом в крови появляются АТ к раз-
личным антигенным детерминантам возбудителя ин-
фекции. Несмотря на выраженную иммунную реакцию, 
инфекционный вирус сохраняется в организме лошади 
пожизненно. Степень репликации вируса при скрытом 
носительстве достаточна для его передачи и может быть 
смертельной для вновь зараженных лошадей [7]. Вирус 
ИНАН является широко распространенным и опасным 
патогеном (регистрируется в 28 странах мира), который 
передается насекомыми-гематофагами.

Лентивирусы способны доставлять значительное ко-
личество генетического материала в клетку хозяина и об-
ладают уникальной среди ретровирусов способностью 
реплицироваться в неделящихся клетках, что делает их 
удобным вектором для доставки генетического материа-
ла в молекулярной биологии [8]. Вирус ИНАН является 
перспективной моделью для изучения антигенного дрей-
фа лентивирусов, так как различные антигенные штам-
мы этого вируса преобладают во время каждого нового 
приступа болезни. К преимуществам использования его 
для этих целей можно отнести следующие хорошо доку-
ментированные факты: вирус ИНАН не реплицируется 
в клетках человека, инфицирует моноциты и макрофаги 
лошади, но не заражает лимфоциты in vivo; у инфициро-
ванных животных не вызывает иммунодефицит [6, 9]. В 
связи с этим создание лабораторной (мышиной) модели 
для изучения патогенеза вируса ИНАН и иммунного от-
вета организма на инфекцию является актуальным.

Цель нашей статьи – показать преимущества эмбри-
ональных стволовых клеток мыши (ЭСК) перед суще-
ствующими культурами клеток для разработки новых 
подходов в изучении вируса ИНАН in vitro и in vivo.

Штаммы вируса ИНАН. В настоящее время существует 
несколько штаммов вируса ИНАН, которые хорошо изу-
чены. Они различаются по вирулентности и способности 
размножения в культуре клеток. Большинство штаммов 
вируса ИНАН, которые используются в лабораториях, по-
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способны поддерживать его активную репликацию. Что-
бы понять патогенез вируса ИНАН, необходимы более де-
тальные экспериментальные данные о регуляции вируса 
в клетке-хозяине. В работе W. Maury [21] была предпри-
нята попытка изучить влияние степени клеточной диффе-
ренцировки моноциты/макрофаги на репликацию вируса 
ИНАН в культуре. Результаты экспериментов показали, 
что ограничение экспрессии вирусных генов наблюда-
лось в моноцитах, но не в макрофагах лошади. Эта ре-
стрикция происходила на уровне транскрипции генов. В 
результате были охарактеризованы ДНК-мотивы в преде-
лах LTR, которые контролировали экспрессию вирусных 
генов в моноцитах и макрофагах. В дальнейших иссле-
дованиях был обнаружен специфичный для макрофагов 
транскрипционный фактор, который взаимодействует с 
этими мотивами [22].

Известно, что первичные культуры макрофагов лоша-
ди трудно поддерживать в течение длительного време-
ни. В связи с этим интенсивно велись исследования по 
оценке чувствительности к вирусу ИНАН первичных 
культур клеток, выделенных из других тканей и орга-
нов. Было показано, что различные штаммы вируса 
ИНАН могут реплицироваться в первичных культурах 
клеток лошади: дермальных фибробластах [16, 23–25], 
клетках почки [24, 26–28] и эндотелиальных клетках 
[29]. Эти клетки были использованы для наращивания 
вируса in vitro наряду с макрофагами. Результаты этих 
работ продемонстрировали способность вируса ИНАН 
реплицироваться в клетках, имеющих немакрофаговое 
происхождение. Следует отметить, что клеточный тро-
пизм менее вирулентных штаммов этого вируса in vitro 
не был до сих пор исследован. Известно, что первичные 
культуры имеют ряд недостатков, в том числе краткос-
рочность культивирования (до 50 цитогенераций). Поэ-
тому были предприняты попытки адаптировать иммор-
тализованные (бессмертные) клеточные линии к вирусу. 
В результате показано, что перевиваемые клеточные 
линии эмбриональных фибробластов мыши (FEA) [30], 
клеток тимуса собаки (Cf2Th) [31], остеосаркомы собак 
(D17) [32], макрофагов собаки (DH82) [33] и макрофа-
гов лошади (EML3C) [34] способны поддерживать ре-
пликацию вируса ИНАН in vitro. Однако бессмертные 
клеточные линии наряду с преимуществами имеют 
много недостатков. Они, как правило, при длительном 
культивировании теряют тканевую и даже видовую при-
надлежность. Возможно, в результате этого происходит 
ослабление вирулентности вируса ИНАН. Детерминан-
ты вирулентности могут быть потеряны или изменены, 
когда вирусы размножаются длительное время в других 
клетках, отличающихся от их клеток-мишеней в есте-
ственных условиях.

В последние 10 лет появились 2 работы, в которых 
предпринимались попытки адаптировать мышиные 
эмбриональные фибробласты линии NIH 3Т3 к вирусу 
ИНАН in vitro [35, 36]. Вначале для этого был найден 
и клонирован ген функционального рецептора для ви-
руса ИНАН, названный «лошадиный лентивирусный 
рецептор 1» (ELR1), который, как оказалось, родстве-
нен семейству белков фактора некроза опухоли (ФНО) 
[35]. Было показано, что этот рецептор присутствует на 
поверхности моноцитов и макрофагов лошадей in vitro. 
Интересным является тот факт, что в не чувствительных 
к вирусу ИНАН клетках человека, обезьяны и мыши in 
vitro рецептор ELR1 не был выявлен. Однако при вве-
дении в эти клетки гена рецептора ELR1 с помощью 

рекомбинантного вектора, созданного на основе мыши-
ного ретровируса, они приобретали чувствительность к 
вирусу ИНАН. Результаты этой работы демонстрируют, 
что инфицирование клеток человека, обезьяны и мыши 
вирусом ИНАН может быть опосредовано присутстви-
ем одного рецептора ELR1 на клетках.

является ли этот рецептор единственным или вирус 
для входа в клетку использует другие рецепторы, пока 
неясно. Известно, что существуют культуры клеток дру-
гих видов животных (собак), адаптированные к вирусу 
ИНАН. W. Maury и соавт. [16, 37] сообщили, что вирус 
ИНАН, по-видимому, использует различные рецепторы 
для заражения фибробластов собак и лошадей in vitro. Со-
храняется вероятность того, что другие штаммы ИНАН 
в высокоадаптированных клетках используют альтерна-
тивные рецепторы. Результаты многочисленных исследо-
ваний показали, что ИНАН заражает только моноциты и 
макрофаги в естественных условиях и имеется одно со-
общение, которое свидетельствует о том, что вирус мо-
жет также инфицировать клетки эндотелия [29] in vivo. 
В литературе отсутствуют данные об инфекции вирусом 
ИНАН лимфоцитов или других типов клеток у инфици-
рованных лошадей, что указывает на высокую степень 
тропизма ИНАН в естественных условиях. Однако в 
культуре репликация вируса ИНАН наблюдается и в дру-
гих типах клеток лошади: дермальных фибробластах и 
клетках почки. В связи с этим можно предположить, что 
чувствительность клеток к вирусу ИНАН определяют 
другие биологические факторы, которые, возможно, от-
личаются от рецепторной специфичности. Отсутствуют 
данные о роли клеточной пролиферации и степени диф-
ференцировки клеток в тропизме этого вируса.

Дальнейшие исследования в данном направлении по-
зволили коллективу авторов [36] создать новую мыши-
ную клеточную систему, которая была репликационно 
компетентна к вирусу ИНАН – NIH 3T3 (ELR1/cyc) (ге-
нетически трансформированные фибробласты мыши, 
в которых экспрессировались гены рецептора ELR1 и 
циклина eCT). Таким образом, показано, что мышиные 
клетки можно адаптировать к лентивирусной инфекции 
посредством генетической трансформации. Однако ис-
пользование адаптированных для вируса ИНАН мыши-
ных фибробластов не решает основную проблему – соз-
дание адекватной модели in vivo вследствие недостаточ-
ных для этого свойств, которыми обладают эти клетки.

Преимущества ЭСК мыши. Особую перспективность 
в данном направлении представляют ЭСК мыши, о ко-
торых мы подробно сообщали ранее [38–40]. Впервые 
эти клетки были выделены из ранних предымплантаци-
онных эмбрионов мышей одновременно в двух незави-
симых лабораториях в 1981 г. [41, 42]. ЭСК получили из 
клеток внутренней клеточной массы (ВКМ) бластоцист 
мышей. Эти клетки происходят из эмбриобласта ранних 
предымплантационных зародышей и в культуре сохраня-
ют сходство с ранними эмбрионами, в том числе содер-
жат огромную библиотеку предсинтезированных мРНК 
генов раннего эмбриогенеза и органогенеза. Считается, 
что ЭСК наиболее близко напоминают примитивную эк-
тодерму ранних постымплантационых эмбрионов. Они 
обладают высокой пролиферативной активностью, спо-
собны самообновляться и поддерживаться в недиффе-
ренцированной форме в течение длительного времени 
in vitro.

В настоящий момент имеются убедительные данные, 
которые свидетельствуют об огромном потенциале ЭСК 



110

Problems of Virology. 2016; 61 (3)
DOI 10.18821/0507-4088-2016-61-3-107-111

RevIews

мыши относительно направленной дифференцировки в 
клетки всех трех зародышевых листков in vitro [43], в 
том числе половые клетки [44]. При условиях, которые 
индуцируют дифференцировку, они способны воспро-
извести эмбриогенез в культуре, что позволяет исполь-
зовать их вместо ранних эмбрионов. Адаптация ЭСК 
мыши, которые в отличие от других клеток можно на-
правлять в культуре по определенному пути развития, 
в том числе в направлении гематопоэза, могла бы спо-
собствовать более глубокому изучению и пониманию 
тропизма лентивирусов и патогенеза в инфицированных 
клетках как in vitro, так и in vivo. Для индукции диффе-
ренцировки ЭСК мыши в направлении гематопоэза от-
работаны условия культивирования, индукторы и даже 
имеются готовые индукционные коммерческие среды 
(ES-CutTM, ES-Cult М3120 и другие фирмы «STEMCELL 
Technologies Inc»). Кроме того, дифференцировка ЭСК 
мыши в гематопоэтические клетки вышла на уровень 
крупномасштабного культивирования с использованием 
различных биореакторов [45–48], что свидетельствует 
об изученности данного направления и достоверности, 
высокой воспроизводимости результатов. Способность 
ЭСК при определенных условиях дифференцировать-
ся в заданном направлении делает их самым перспек-
тивным материалом для разработки новых технологий. 
Работы в данном направлении ведутся с привлечением 
ЭСК человека, которые многие коллективы пытаются 
адаптировать к другому представителю лентивирусов – 
вирусу иммунодефицита человека 1 [49, 50].

ЭСК имеют уникальные свойства, которые позволяют 
рассматривать их как перспективный материал для соз-
дания лабораторной мышиной модели in vivo с целью 
изучения лентивирусной инфекции. ЭСК могут быть 
возвращены обратно в ранний предымплантационный 
эмбрион. Для этого 10–15 клеток микроинъецируют 
в бластополость бластоцисты или агрегируют с одним 
(простой сэндвич) или двумя (сложный сэндвич) ран-
ними эмбрионами (морулы), у которых предварительно 
удалена прозрачная оболочка. Далее такие комплексы 
краткосрочно культивируют и подсаживают в матку сур-
рогатным самкам. Попав в окружение клеток зародыша, 
ЭСК формируют все ткани развивающегося плода, давая 
начало химерным животным. Ранее нами посредством 
агрегации ЭСК с морулами методом простого и сложно-
го сэндвича были получены химерные мыши с эффек-
тивностью 50% [51]. У химерных мышей, получаемых 
после инъекции ЭСК в полость бластоцисты, доля ЭСК 
достигает 80% и, как правило, химеризм распростра-
няется на все ткани и органы [52, 53]. Перед возвратом 
этих клеток в эмбрион ЭСК могут быть подвергнуты ге-
нетическим манипуляциям различными методами [54]. 
Ранее мы показали компетентность ЭСК мыши линий 
D3 и RK23 к введению чужеродной ДНК [38, 55].

Генетическая трансформация мышиных ЭСК посред-
ством введения рекомбинантной экзогенной ДНК, содержа-
щей ген ELR1 рецептора вируса ИНАН, поставленный под 
контроль промотора гена, который экспрессируется только 
в полипотентных клетках, например Oct 3/4, позволяет лег-
ко отбирать клоны ЭСК с необходимым фенотипом и ис-
пользовать их для создания трансгенных эмбрионов, пло-
дов и в конечном счете мышей. Эти данные демонстрируют 
огромное преимущество ЭСК перед другими культурами 
клеток, используемыми в вирусологии. Поскольку экспе-
рименты с ЭСК человека требуют особого разрешения, а 
ЭСК лошади до сих пор не созданы, ЭСК мыши представ-

ляют собой единственный перспективный материал для 
создания адекватной репликационно-компетентной кле-
точной системы для вируса ИНАН. Адаптация мышиных 
ЭСК к вирусу ИНАН лошадей посредством генетической 
трансформации позволит приблизиться к созданию лабо-
раторной модели in vivo для изучения иммунного ответа 
при лентивирусной инфекции.
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Проведен сравнительный анализ генетических вариантов виЧ-1, циркулировавших на территории иркут-
ской области Российской Федерации в 1999 и 2012 гг., по областям pol и env генома вируса. в результате 
исследования показано доминирование в регионе генетического варианта iDU-a подтипа А1 виЧ-1 (100%). 
У пациентов, не получавших антиретровирусную терапию, не было зарегистрировано первичных мутаций 
лекарственной устойчивости в составе гена pol. в ходе исследования установлено значительное увели-
чение гетерогенности по областям генов env и pol популяции вирусов варианта iDU-a, циркулировавших 
в среде потребителей инъекционных наркотиков в регионе в 2012 г. (12,88 и 2,16% соответственно), по 
сравнению с вариантами, вызвавшими вспышку виЧ-инфекции в 1999 г. (1,64 и 0,47% соответственно). 
Кроме того, при сравнении генетических дистанций нуклеотидных последовательностей вариантов виру-
са, полученных в 2012 г. от виЧ-инфицированных лиц — потребителей инъекционных наркотиков и лиц, 
заразившихся в результате гетеросексуальных контактов, был установлен факт влияния пути передачи на 
изменчивость популяции вируса. Среди вирусов варианта iDU-А, циркулировавших на данной территории 
в 2012 г., распространенность X4-тропных вариантов составила 24,7%.
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The pol and env genome regions of the hiV-1 genetic variants circulating in the irkutsk region of russia in 1999 
and 2012 were compared. The results of this work showed the dominance of the hiV-1 subtype a iDU-a genetic 
variant (100%) in this region. no primary resistance mutations in the pol gene in the treatment-naive patients 
were found. The heterogeneity of the viral population was found to be significantly increased based on the pol 
and env analysis among hiV-variants isolated in 2012 (12.88% and 2.16%) from the intravenous drug users as 
compared to hiV-variants that caused the outbreak of the hiV infection in 1999 (1.64% and 0.47%). in addition, 
the comparison of genetic distances of the pol and env gene sequences in the viruses isolated in 2012 from the 
hiV-positive persons infected through heterosexual intercourse and intravenous drug use demonstrated that 
the transmission route influenced the variability of the virus population. among the viruses of iDU-a variant 
circulating in the area in 2012 the prevalence of X4-tropic variants was 24.7%.
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возникшие мутации лекарственной устойчивости (ЛУ) 
у циркулирующих в вирусной популяции вариантов в 
условиях приема АРВ-препаратов дают им эволюцион-
ное преимущество относительно «диких» штаммов, что 
может привести к закреплению и накоплению возник-
ших мутаций ЛУ в составе генома вируса. Доминиро-
вание резистентных вариантов в вирусной популяции в 
конечном счете может привести к неэффективности ле-
чения. Кроме того, в условиях широкомасштабной АРВ-
терапии представляют опасность случаи первичного за-
ражения устойчивыми штаммами ВИЧ-1 [13, 14].

Выделяют 2 вида мутаций ЛУ ВИЧ-1 – первичные 
и вторичные. Первичные мутации непосредственно 
вызывают снижение чувствительности вируса к АРВ-
препаратам, но при этом, как правило, ухудшают и его 
репликативную способность. Вторичные мутации не 
влияют на уровень ЛУ, но в большей или меньшей сте-
пени восстанавливают репликативную способность ви-
руса, несущего первичные мутации [15]. Подавляющее 
большинство мутаций ЛУ ВИЧ-1 локализуется в обла-
сти гена pol, кодирующей протеазу и первые 240 амино-
кислотных остатков обратной транскриптазы.

Наибольшей изменчивости подвержен ген env ВИЧ-1 
[11, 16], одним из продуктов которого является белок 
оболочки вируса gp120 [17], ответственный за связы-
вание вируса с первичным рецептором CD4, а также с 
хемокиновыми корецепторами CCR5 и/или CXCR4 [18]. 
Взаимодействие gp120 с рецепторами активирует про-
цесс слияния мембран, ведущий к проникновению ви-
русного генома в клетки-мишени. Домен белка gp120 – 
петля V3, являющаяся основной антигенной детерминан-
той вируса и наиболее иммуногенным эпитопом ВИЧ-1 
[19], отвечает за связывание с корецептором и участвует 
в структурных изменениях, происходящих при контакте 
ВИЧ-1 с молекулой CD4. Соответственно большая часть 
мутаций возникает именно в области gp120, приводя к 
ускользанию вируса от иммунного ответа.

В зависимости от типа используемых ВИЧ-1 хемоки-
новых рецепторов CCR5 или CXCR4 вирусы подразде-
ляют на R5-тропные и X4-тропные либо вирусы с двой-
ной тропностью [20]. В связи с разработкой и внедрени-
ем препаратов – антагонистов корецептора CCR5, таких 
как маравирок и викривирок, определение вирусного 
тропизма имеет принципиальное значение, так как в от-
ношении Х4-тропных вариантов вирусов антагонисты 
корецептора CCR5 заведомо неэффективны [21].

Цель настоящего исследования – сравнительный ана-
лиз генетических вариантов ВИЧ-1, циркулировавших в 
Иркутской области в 1999 и 2012 гг., и оценка распро-
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С момента проникновения в 1996 г. варианта ВИЧ-1 
подтипа А1, названного впоследствии IDU-A, в среду 
потребителей инъекционных наркотиков (ПИН) на-
чалось стремительное распространение этого вариан-
та вируса по всей России [1, 2]. В начале 2000-х годов 
вариант IDU-А вышел за пределы данной группы ри-
ска и стал распространяться уже гетеросексуальным 
путем [3]. За 2012 г. более 38% впервые выявленных 
ВИЧ-позитивных лиц, по данным Федерального центра 
СПИД, заразились в результате гетеросексуальных кон-
тактов [4].

Одна из наиболее крупных вспышек ВИЧ-инфекции 
на территории России была зарегистрирована в Ир-
кутской области в 1999 г. среди ПИН. Молекулярно-
эпидемиологические исследования вспышки показа-
ли, что она была вызвана вариантом IDU-A подтипа A 
ВИЧ-1 и характеризовалась высокой гомогенностью ви-
русной популяции [5].

С момента вспышки ВИЧ-инфекции в Иркутской об-
ласти прошло более 10 лет. На сегодняшний день этот 
регион считается одним из наиболее неблагополучных 
по ВИЧ-инфекции в Российской Федерации. На тер-
ритории Иркутской области, по данным Федерально-
го центра СПИД на 22.11.12, было зарегистрировано  
37 170 ВИЧ-инфицированных лиц, показатель поражен-
ности составил 1349,3 на 100 тыс. населения, при этом 
аналогичный показатель для РФ в целом составил 440,0 
на 100 тыс. населения [4].

На территории РФ непрерывно проводится молеку-
лярный мониторинг эпидемии ВИЧ-инфекции начиная 
с первого зафиксированного в стране случая в 1987 г. 
[6, 7]. Изучение распространения и генетический анализ 
вариантов ВИЧ-1, для которого характерна высокая сте-
пень изменчивости генома [8], имеют большое значение 
для понимания особенностей развития эпидемии ВИЧ-
инфекции в стране.

Молекулярной основой генетической изменчивости 
ВИЧ-1 являются возникновение мутаций в вирусном ге-
номе, происходящих главным образом за счет ошибок 
обратной транскриптазы при синтезе ДНК [9], и реком-
бинационные процессы [10]. Однако степень генетиче-
ской вариабельности генов ВИЧ-1 неодинакова.

Наименьшая степень генетической изменчивости 
среди структурных генов ВИЧ-1 характерна для гена 
pol [11], кодирующего ферменты вируса, необходимые 
на этапах его репродукции, такие как протеаза, обрат-
ная транскриптаза и интеграза [12]. На сегодняшний 
день основными мишенями антиретровирусных (АРВ) 
препаратов остаются ферменты ВИЧ-1 [11]. Случайно 
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зы данных Стэнфордского университета (http://hivdb.
stanford.edu/).

Подтипы ВИЧ-1 определяли с использованием про-
граммы REGA HIV-1 Subtyping Tool (версия 2), пред-
ставленной на сайте Стэнфордского университета (http://
hivdb.stanford.edu

Определение степени внутригрупповой изменчиво-
сти осуществляли путем расчета матрицы генетических 
дистанций, полученной при попарном сравнении после-
довательностей друг с другом с использованием модели 
Тамура-Нея (TrN) в пакете программы MEGA v.5.05.

Тропизм ВИЧ-1 определяли методом SMV с при-
менением онлайн ресурса geno2pheno, доступного по 
адресу http://www.geno2pheno.org/cgi-bin/geno2pheno.pl.  
Для предсказания фенотипа была выбрана вероятность 
ложноположительных результатов, т.е. вероятность 
классификации R5-вирусов как X4, равная 10%, в со-
ответствии с рекомендациями Европейской экспертной 
группы по тестированию тропизма ВИЧ-1 в клинике 
(Recommendations from the European Consensus Group on 
Сlinical Management of HIV-1 Tropism Testing) [24].

Статистический анализ проводили в пакете приклад-
ных программ Statistica v.10.0 («StatSoft», США). Ста-
тистическую значимость различий оценивали с исполь-
зованием U-теста Манна–Уитни и критерия c2 в моди-
фикации Пирсона. Достоверными считали различия при  
p < 0,05.

Нуклеотидные последовательности от пациентов 
из Иркутской области, выделенные в 1999 г., получе-
ны из базы данных нуклеотидных последовательно-
стей GeneBank (регистрационные номера: KM247291-
KM247294; KM247296-KM247300, AF284043-AF284054, 
AF284056).

Результаты и обсуждение
В ходе исследования были получены нуклеотидные 

последовательности области гена pol и env ВИЧ-1 от 97 
и 69 ВИЧ-инфицированных лиц, проживающих на тер-
ритории Иркутской области, соответственно. Пациенты 
были разделены на группы исходя из основного фактора 
риска заражения ВИЧ-1 на ПИН и лиц, заразившихся в 
результате гетеросексуальных контактов. Распределение 
обследованных пациентов по полу, возрасту и основным 
факторам риска заражения представлено в табл. 1.

Как видно из табл. 1, распределение образцов по 
основным факторам риска передачи вируса составило 
49,5 и 50,5% для ПИН и группы лиц, заразившихся в ре-
зультате гетеросексуальных контактов, соответственно. 
Таким образом, на сегодняшний день наблюдается уве-
личение доли гетеросексуального пути передачи вируса 

страненности R5- и X4-тропных вариантов вируса на 
данной территории.

Материал и методы
В исследовании была использована коллекция ДНК из 

мононуклеарных клеток периферической крови и/или 
плазма крови, собранная от 97 лиц, проживающих на 
территории Иркутской области, с зарегистрированным 
диагнозом «ВИЧ-инфекция» в период с 1999 по 2012 г.  
Забор образцов крови и получение препаратов крови 
у ВИЧ-инфицированных осуществляли в 2012 г. Из 97 
пациентов на момент забора крови 15 находились на ле-
чении АРВ-препаратами, 82 пациентам АРВ-терапия не 
назначалась.

Выявление факторов риска, возможных мест зара-
жения, эпидемиологических связей с другими ВИЧ-
инфицированными лицами проводили путем опроса 
пациентов при сборе эпидемиологического анамнеза. 
Кроме того, регистрировали возраст, пол пациента, дату 
забора клинического материала, дату и регион поста-
новки диагноза «ВИЧ-инфекция». Сведения о приме-
нении/неприменении пациентом АРВ-препаратов полу-
чали, руководствуясь записями в амбулаторных картах. 
Весь полученный клинический материал использовали 
с информированного согласия пациентов на основании 
одобрения Локального комитета по этике на базе ГБОУ 
ВПО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» на проведе-
ние научно-исследовательской работы (протокол 06-13 
заседания Локального комитета по этике от 05.06.13).

Геномную ДНК, включая провирусную ДНК, из клеток 
крови выделяли с применением наборов QIAmp DNA 
Blood Mini Kit и прибора QIAcube («Qiagen», США) в 
соответствии с инструкциями производителя.

Генотипирование вариантов вируса проводили путем 
анализа нуклеотидных последовательностей области ге-
на pol, кодирующей протеазу и 2/3 обратной транскрип-
тазы ВИЧ-1, с использованием набора ViroSeq (версия 2) 
(ViroSeq HIV-1 Genotyping System, «Celera Diagnostics», 
США).

Для получения нуклеотидных последовательностей, 
соответствующих области C2-V5 гена env с координа-
тами 7001–7647 (координаты даны для варианта ВИЧ-1 
HXB2, регистрационный номер GenеBank К03455), 
фрагменты ДНК амплифицировали методом «гнездо-
вой» ПЦР с использованием двух пар праймеров: En-
vF1/EnvR1 [22] и ES7/ES8 [23] для 1-го и 2-го раундов 
соответственно.

Секвенирование амплифицированных фрагментов ДНК 
проводили с использованием набора реагентов BigDye 
TerminatorTM v. 3.1 на автоматическом секвенаторе ABI 
3130 («Applied Biosystems», США) с последующей об-
работкой полученных последовательностей в пакете про-
грамм DNASTAR Lasergene v. 8.0 («DNASTAR», США).

Выравнивание нуклеотидных последовательностей 
методом ClustalW и филогенетический анализ методом 
максимального правдоподобия (ML, maximum-likeli-
hood) проводили с помощью программы MEGA v.5.05 
(http://megasoftware.net). Выбор модели нуклеотидных 
замен осуществляли с использованием приложения 
jModeltest 2.0 (http://jmodeltest.org). В качестве опти-
мальной была выбрана обобщенная реверсивная модель 
со скоростью нуклеотидных замен описываемой гамма-
распределением (GTR + G).

Анализ мутаций ЛУ проводили с использованием 
ViroSeq HIV-1 Genotyping System Software v. 2.8 и ба-

Т а б л и ц а  1
Распределение исследованных пациентов по основным факто-

рам риска заражения ВИЧ-1

Группа 
риска

Количество 
образцов, n 

(%)

Пол Возраст  
(медиана), 

годы*мужчины, 
n (%)

женщины, 
n (%)

ПИН 48 (49,5) 35/48 (72,9) 13/48 (27,1) 32,7 ± 0,5 (33)
ГС 49 (50,5) 8/49 (16,4) 41/49 (83,6) 32,7 ± 0,9 (31)
В с е г о ... 97 (100) 43/97 (44,3) 54/97 (55,7) 32,7 ± 0,5 (33)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: * – среднее ± стандартная 
ошибка; ГС – лица, заразившиеся гетеросексуальным путем.
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в Иркутской области по сравнению с ситуацией на пе-
риод 1999–2000 гг., когда доминирующим (98%) был па-
рентеральный путь передачи при внутривенном потре-
блении психоактивных препаратов [5]. Распределение 
пациентов по полу в исследуемых группах риска было 
неодинаковым. В группе ПИН большинство составля-
ют лица мужского пола (72,9%), тогда как в группе лиц, 
заразившихся в результате гетеросексуальных контак-
тов, – женщины (83,6; p < 0,01). Средний возраст ВИЧ-
инфицированных пациентов в обеих группах оказался 
одинаковым и составил 32,7 года. Необходимо отметить, 
что средний возраст ВИЧ-инфицированных пациентов, 
исследованных в ходе вспышки ВИЧ-инфекции среди 
ПИН в 1999 г., составлял 23,3 года [5], тогда как в на-
стоящем исследовании он был 32,7 года. По результа-
там опроса пациентов при сборе эпидемиологического 
анамнеза установлено, что большинство пациентов из 
группы ПИН-2012 (82%) заразились ВИЧ-1 в период 
1999–2001 гг. Таким образом, можно утверждать, что 
значительная часть ВИЧ-инфицированных ПИН из ко-
горты 2012 г. заражена вариантом вируса, который цир-
кулировал среди лиц, употребляющих психоактивные 
препараты внутривенно, в 1999 г.

Изучение распространенности генетических вариан-
тов ВИЧ-1. В ходе анализа полученных последователь-

ностей была установлена принадлеж-
ность всех исследованных образцов (n 
= 97) ВИЧ-1 к подтипу А1.

Филогенетический анализ 97 ну-
клеотидных последовательностей об-
ласти гена pol ВИЧ-1 с генотипом 
А1, кодирующих протеазу и часть об-
ратной транскриптазы, выделенных в 
Иркутской области в 2012 г., показал, 
что все они (97/97, 100%) образуют 
единый кластер с 9 ранее полученны-
ми нуклеотидными последовательно-
стями той же области генома варианта 
IDU-A подтипа А1 ВИЧ-1, выделенны-
ми в Иркутской области в 1999 г. (см. 
рисунок). Кроме того, все исследуемые 
образцы принадлежат к одной монофи-
литической группе с вариантом ВИЧ-1 
EU861977 (A-or), который, по данным 
литературы, является родоначальником 
варианта IDU-A [25]. Исследование ва-
риантов ВИЧ-1, относящихся к моно-
филетической группе IDU-A ВИЧ-1, 
не выявило групповой специфичности 
при анализе нуклеотидных последова-
тельностей, выделенных от пациентов 
из группы риска ПИН и лиц, инфици-
рованных при гетеросексуальных кон-
тактах. Таким образом, установлено, 
что на территории Иркутской области 
в 2012 г. по-прежнему доминирует ге-
нетический вариант IDU-A.

Анализ резистентности ВИЧ-1. 
Для выявления случаев передающей-
ся резистентности среди пациентов 
из Иркутской области провели анализ 
мутаций ЛУ по области гена pol, коди-
рующей протеазу и 2/3 части обратной 
транскриптазы. В ходе анализа 82 об-
разцов от пациентов, не получающих 

АРВ-терапию, не было выявлено ни одной первичной 
мутации ЛУ. В 52 (52/82, 63,4%) образцах, полученных 
от «наивных» пациентов, выявлена мутация A62V. У 20 
(20/82, 24,4%) пациентов замена A62V была ассоцииро-
вана с мутациями L10I/V, L33F, A71T и V118I. Наиболее 
часто мутация A62V регистрировалась в сочетании с 
вторичной мутацией L10I/V (p < 0,01), ассоциированной 
с чувствительностью к ингибиторам протеазы (19/20, 
95%). Как было обнаружено ранее, замена A62V в об-
ласти обратной транскриптазы для варианта А1 (IDU-A) 
является мутацией полиморфизма [26] и не обусловли-
вает ЛУ в отсутствие первичных мутаций (например, 
Q151M) [7, 27]. Полное отсутствие мутаций, ассоции-
рованных с ЛУ, выявлено только у 8 (8/82, 9,8%) паци-
ентов.

В ходе анализа 9 нуклеотидных последовательностей, 
полученных от «наивных» пациентов из Иркутской об-
ласти в 1999 г., также не было зарегистрировано первич-
ных мутаций ЛУ, а замена A62V обнаружена во всех об-
разцах (9/9, 100%).

Для 15 пациентов, находящихся на АРВ-терапии, ис-
пользовали следующие схемы лечения: ламивудин/зидо-
вудин (3TC /AZT) либо ламивудин /абакавир (3TC/ABC) 
или ламивудин/ставудин (3TC/d4T), третьим препара-
том схемы был либо лопинавир/ритонавир (LPV/r), либо 

Филогенетическое ML-дерево образцов ВИЧ-1 подтипа А1 из Иркутской области. 
Последовательности гена участка pol образцов ВИЧ-1 из Иркутской области (n = 97) 
отмечены кругом, референс-последовательности варианта IDU-A подтипа А1 ВИЧ-1 

– треугольником. Кластер варианта IDU-A ВИЧ-1 выделен жирным шрифтом. В 
качестве группы сравнения были использованы нуклеотидные последовательности 
аналогичного региона генома ВИЧ-1 подтипа А1, CRF01_AE, CRF02_AG и CRF03_

AB. Статистическая поддержка узлов ветвления представлена в виде бутстрэп-
значений (указаны значения 60% и более), полученных при 500 итерациях.
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дарунавир, либо дарунавир/ритонавир (DRV/RTV), либо 
эфавиренц (EFV).

У 10 (10/15, 66,7%) из этих пациентов не было выяв-
лено первичных мутаций ЛУ, при этом 5 из них через 
некоторое время после начала приема АРВ-препаратов 
самовольно отказались от продолжения курса терапии. 
У 5 пациентов, продолживших АРВ-терапию, отме-
чена высокая вирусная нагрузка (1185–504 589 копий  
РНК/мл), что наряду с отсутствием первичных мутаций 
ЛУ, вероятно, может свидетельствовать о низкой при-
верженности лечению данных лиц.

Первичные мутации ЛУ были выявлены у 5 пациен-
тов, получающих АРТ (5/15, 33,3%). Значение показа-
теля вирусной нагрузки, полученное на фоне терапии, 
у данных лиц лежало в интервале 4087–337987 РНК/мл, 
что указывало на неэффективность терапии. С учетом 
полученных данных можно говорить о необходимости 
замены терапии только у этих 5 пациентов, находящих-
ся на лечении. Зарегистрированные первичные мута-
ции ЛУ, выявленные у лиц, получающих АРВ-терапию, 
представлены в табл. 2. Как видно из представленных 
данных, наиболее часто встречающимися мутациями 
ЛУ к ненуклеозидным ингибиторам обратной транс-
криптазы (ННИОТ) были замены К101Е и G190S (факт 
высокой частоты встречаемости этой мутации у лиц, 
инфицированных вариантом IDU-A, был нами сообщен 
ранее [28]), к нуклеозидным ингибиторам обратной 
транскриптазы (НИОТ) – замена М184V. Мутаций ЛУ к 
ингибиторам протеазы выявлено не было.

Оценка степени генетической изменчивости. Иссле-
дования, проведенные в 1999 г., показали очень низкие 
генетические различия между вирусами, циркулирую-
щими в среде ПИН. Среднее значение генетической дис-
танции между вариантами ВИЧ-1 в группе ПИН по обла-
сти гена env, кодирующей участок С2-V3, выделенными 
в Иркутске и Иркутской области в 1999–2000 гг., не пре-
вышало 1,8% [5]. Такую гомогенность популяции, не-
смотря на высокую способность вируса к изменчивости, 
можно объяснить особенностями заражения в группе 
ПИН. В результате инфицирования лиц в группе ПИН (в 
большинстве случаев из одного источника) происходит 
практически одновременное заражение вирусом сразу 
нескольких человек через нестерильный медицинский 

инструментарий либо с наркотическим препаратом. Та-
ким образом, лица в этой группе риска инфицируются 
фактически одним и тем же вариантом вируса, и гене-
тическое разнообразие ВИЧ-1 в популяции остается на 
невысоком уровне. Однако, по данным литературы [29, 
30], со временем гетерогенность вирусной популяции в 
пределах одной группы риска увеличивается.

Для получения данных о генетических изменениях в 
популяции ВИЧ-1 среди ПИН на территории Иркутской 
области в 1999 и 2012 гг. были определены генетические 
дистанции по C2-V3 области гена env и области гена pol, 
кодирующей протеазу и часть обратной транскриптазы. 
Для анализа областей генов env и pol использовали 34 
и 36 нуклеотидных последовательностей соответствен-
но, полученных в настоящем исследовании, а также 13 
и 9 нуклеотидных последовательностей указанных об-
ластей генов, полученных ранее.

Значения средней внутригрупповой изменчивости 
(±стандартная ошибка) области гена env, кодирующей 
участок С2-V3 (размер фрагмента – 234 нуклеотидные 
пары (н. п.)), составили 12,88 ± 1,23 (диапазон 3,22–
22,68) для образцов ВИЧ-1 2012 г. и 1,64 ± 0,52 (диапа-
зон 0,43–4,05) для образцов 1999 г. По области гена pol 
(1302 н. п.) значения внутригрупповой изменчивости 
составили 2,16 ± 0,19 для образцов ВИЧ-1 2012 г. и 0,47 
± 0,10 для образцов 1999 г.

Статистически значимые различия генетической измен-
чивости в пределах групп 1999 и 2012 гг. в 7,9 раза по гену 
env (p < 0,001) и в 4,5 раза по гену pol (p < 0,001) свидетель-
ствуют о том, что гетерогенность популяции ВИЧ-1 вари-
анта IDU-A в данной группе риска значительно выросла 
по сравнению с таковой в начале эпидемии ВИЧ-инфекции 
среди ПИН в Иркутской области в 1999–2000 гг., что, по 
всей вероятности, является следствием естественной ди-
вергенции между вирусами в популяции.

В связи с увеличением числа лиц, заразившихся ва-
риантом IDU-A ВИЧ-1 в результате гетеросексуальных 
контактов, представляло интерес оценить генетическую 
изменчивость вируса в зависимости от пути передачи 
среди лиц, не получавших АРВ-терапию. С этой целью 
проведен сравнительный анализ генетических дистан-
ций между вирусами, циркулирующими в группах ПИН 
и лиц, заразившихся в результате гетеросексуальных 
контактов. Кроме того, в отдельную группу были выде-

Т а б л и ц а  2
Основные мутации ЛУ, выявленные в области гена pol, коди-
рующей протеазу и часть обратной транскриптазы, у ВИЧ-
инфицированных лиц, находящихся на аРВ-терапии (n = 5)

Класс препаратов Мутации Количество

абс. %

ННИОТ L100I 1 12,5
K101E 2 25
K103N 1 12,5
V106A 1 12,5
G190S 2 25
P225H 1 12,5

НИОТ M41L 1 11,1
L74V 2 22,2

M184V 4 44,5
K219E 2 22,2

Т а б л и ц а  3
Генетическая изменчивость областей генов env и pol в исследо-

ванных группах риска заражения ВИЧ-инфекцией

Группа риска Ген Нуклеотидные 
последователь-

ности, n

Среднее ± 
стандартная 
ошибка, %

Максимум–
минимум, 

%

ПИН
pol 36 2,16 ± 0,19 0,69–3,98

env 34 10,70 ± 0,82 3,11–17,15

ГС

pol 33 2,94 ± 0,20 1,63–4,53

env 28 13,33 ± 0,95 6,74–34,55

ГС/ПИН

pol 13 2,65 ± 0,23 1,16–3,82

П р и м е ч а н и е . ГС/ПИН – лица, заразившиеся в результате 
гетеросексуальных контактов с ПИН.
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лены случаи заражения в результате гетеросексуальных 
контактов с ПИН, на что указали 15,8% (13/82) пациен-
тов из исследуемой когорты. Для анализа использовали 
участок гена env, кодирующий область C2-V5 (523 н. п.), 
и участок гена pol, кодирующий протеазу и 2/3 обратной 
транскриптазы (1302 н. п.) Значения генетических дис-
танций представлены в табл. 3.

Из представленных в табл. 3 результатов видно, что 
значение генетической дистанции по анализируемому 
участку гена pol в группе лиц, заразившихся в резуль-
тате гетеросексуальных контактов, в 1,3 раза выше, 
чем у ПИН (p < 0,001), и в 1,1 раза выше такового у 
лиц, заразившихся в результате гетеросексуальных 
контактов с ПИН (p = 0,001). В свою очередь генети-
ческая изменчивость в группе лиц, заразившихся в ре-
зультате гетеросексуальных контактов с ПИН, досто-
верно (p = 0,023) выше, чем у ПИН. Таким образом, 
наблюдается увеличение генетической дистанции по 
области гена pol при «переходе» ВИЧ-1 из группы ри-
ска ПИН в группу риска лиц, основным фактором за-
ражения которых был гетеросексуальный контакт. При 
этом лица, составляющие группу половых партнеров 
ПИН, являются промежуточным связующим звеном в 
цепи передачи вируса из группы риска ПИН в группу 
лиц с гетеросексуальным путем передачи, не имеющих 
половых контактов с ПИН (так называемая проводни-
ковая группа).

Схожие различия в степени генетической изменчиво-
сти были выявлены между группами риска ПИН и лиц с 
гетеросексуальным путем передачи вируса при анализе 
гена env ВИЧ-1. Степень изменчивости указанного гена 
была 1,2 раза (p < 0,01) выше среди лиц, инфицирован-
ных в результате гетеросексуальных контактов. Ввиду 
малой величины выборки лиц, заразившихся в резуль-
тате гетеросексуальных контактов с ПИН, значение ге-
нетической дистанции в данной группе не учитывалось 
при сравнительном анализе по области гена env.

Таким образом, можно заключить, что степень гете-
рогенности популяции ВИЧ-1 связана с изменением 
пути передачи вируса и определяется, вероятно, как 
естественной дивергенцией между вирусами в попу-
ляции, так и эволюционным процессом в ходе смены 
группы риска. Однако не стоит исключать и другие 
причины, которые могут влиять на уровень изменчи-
вости популяции ВИЧ-1, что требует дальнейших ис-
следований.

Анализ тропизма. При анализе тропизма вариантов 
IDU-A ВИЧ-1 (n = 69) с целью оценки распространен-
ности R5- и R5Х4/X4-тропных вариантов вируса, цир-
кулировавших на территории Иркутской области, было 
установлено, что 52 (52/69, 75,3%) образца являются 
R5-тропными и 17 (17/69, 24,7%) – R5Х4/X4-тропными 
вариантами. Данное распределение по типу используе-
мых вирусом корецепторов согласуется с результатами 
аналогичного исследования вирусов варианта IDU-A, 
проведенного на территории России в 2014 г., согласно 
которому доля R5-тропных вариантов составила 73,9%, 
а R5Х4/Х4-тропных – 26,1% [31].

Таким образом, полученный в настоящем исследо-
вании показатель распространенности Х4-тропных 
вирусов среди варианта IDU-A в популяции ВИЧ-
инфицированных в Иркутской области совпадает с та-
ковым по России в целом.

Полученные в ходе настоящего исследования нуклео-
тидные последовательности депонированы в GeneBank 

под номерами KC254616-KC254643, KC509769-
KC509886, KP057516-KP057579 (http://www.hiv.lanl.gov/
components/sequence/HIV/search/search.html).

Выводы
1. На территории Иркутской области в 2012 г. продол-

жал доминировать генетический вариант ВИЧ-1 IDU-A 
подтипа А1 (97/97, 100%).

2. В ходе исследования у пациентов, не получающих 
лечения АРВ-препаратами, не было выявлено первич-
ных мутаций ЛУ.

3. Гетерогенность популяции вирусов варианта IDU-A 
ВИЧ-1, циркулировавших среди ПИН, по генам env и 
pol в 2012 г. выросла в 7,9 и 4,5 раза соответственно по 
сравнению с 1999 г. (p < 0,0001).

4. Выявлены достоверные различия (p < 0,05) между 
генетической изменчивостью вируса по генам env и pol 
в группах риска ПИН (10,70 и 2,16% соответственно) и 
лиц, заразившихся в результате гетеросексуальных кон-
тактов (13,33 и 2,94% соответственно).

5. Среди вирусов варианта IDU-А, выделенных на 
территории Иркутской области в 2012 г., распростра-
ненность вариантов с фенотипом R5Х4/X4 составляет 
24,7%.
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00050).
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ВЗаИМОДЕЙСТВИЕ ГЕРПЕСВИРУСОВ СО ЗРЕЛЫМИ СПЕРМаТОЗОИДаМИ 
ЧЕЛОВЕка В МОДЕЛЬНОЙ СИСТЕМЕ IN VITRO

1 ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. почетного академика Н.Ф.Гамалеи»  
Минздрава России, 123098, г. Москва; 2ФГБУН «Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова» РАН, 119334, г. Москва; 3ФГБНУ 
«Медико-генетический научный центр», 115478, г. Москва; 4ГБУЗ «Московский научно-практический центр дерматовенерологии  

и косметологии» Департамента здравоохранения г. Москвы, 127473, г. Москва

ДнК герпесвирусов человека (гвЧ), в том числе вируса простого герпеса (вПг) и цитомегаловируса (ЦМв), 
часто присутствует в эякулятах пациентов с различными заболеваниями урогенитального тракта и беспло-
дием. Установлено, что по крайней мере часть вирусной ДнК ассоциирована с клеточной фракцией эякуля-
та, однако оставалось неясным, как вирус попадает в эякулят, может ли он находиться внутри гамет, спосо-
бен ли инфицировать зрелые половые клетки, в том числе подвижные сперматозоиды. Для решения этих 
вопросов была использована разработанная нами ранее и оптимизированная в настоящей работе модель 
герпесвирусной инфекции мужских гамет in vitro и проведено исследование взаимодействия ЦМв и вПг со 
сперматозоидами человека. Анализ иммунофлюоресцентной окраски гамет на вирусные антигены устано-
вил, что ЦМв инфицирует 2% гамет in vitro, в то время как вПг – 17,26 ± 2,58% сперматозоидов. во фракции 
прогрессивно подвижных сперматозоидов доля инфицированных гамет составляла 13,99 ± 4,64%. Локали-
зацию антигенов вПг изучали с помощью конфокальной микроскопии. в части клеток вирусный белок gB 
обнаружен на мембране сперматозоидов. наряду с этим оптическое сканирование других клеток показало 
внутриклеточную локализацию вирусных белков. Чаще всего вирусные белки наблюдали в головке и шейке 
сперматозоидов, реже – в средней части и хвосте, редко – в экваториальной области. в целом антигены гвЧ 
при заражении in vitro располагались в тех же участках сперматозоидов, что и в эякулятах инфицированных 
пациентов. Доля гамет, содержащих ДнК вПг по данным ДнК-ДнК-гибридизации in situ составляла 16,94 ± 
5,28%, что соответствует данным о степени заражения гамет, полученным с помощью иммунофлюоресцен-
ции. Можно заключить, что зрелые мужские гаметы способны инфицироваться гвЧ при прохождении по по-
ловому тракту, прочно связываться с клеточной мембраной и проникать внутрь сперматозоида. взаимодей-
ствие гвЧ с прогрессивно подвижными сперматозоидами указывает на возможность вертикальной переда-
чи вирусов при оплодотворении и целесообразность диагностики герпесвирусной инфекции эякулята.
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The Dna of human herpesviruses (hhV), including the herpes simplex virus (hsV) and cytomegalovirus (cMV), 
is often identified in ejaculates of patients with urogenital diseases and infertility. at least a part of viral Dna is 
associated with cell fraction of ejaculate. however, it remains unclear how the semen is infected by the virus. it can 
be located in gametes or be capable of infecting mature germ cells, including motile sperm cells. in order to resolve 
this issue, interactions of the cMV and hsV with human sperm cells were studied using an original optimized model 
of the herpesviral infection of male gametes in vitro. The analysis of the immunofluorescent staining of gametes for 
viral antigens has shown that cMV infected 2% gametes, while hsV infected 17.26 ± 2.58% gametes. The fraction 
of progressively motile sperm cells contained 13.99 ± 4.64% infected cells. localization of hsV was studied by the 
confocal microscopy. sometimes, viral gB protein was found on sperm cell membrane. in addition, optical scanning 
of other cells has shown the intracellular localization of the viral proteins. in the majority of spermatozoa, the viral 
proteins were observed in the head and neck. in some cells, they were located in the middle piece or, rarely, in the 
equatorial segment. in general, after in vitro infection hsV antigens were located in the same areas of the sperm 
cells as in ejaculates from infected patients. according to Dna–Dna hybridization in situ, gametes containing hsV 
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Dna accounted for 16.94 ± 5.28%, which is consistent with the results obtained in the immunofluorescence assay. 
it can be concluded that mature male gametes are infected by hhV in the genital tract, where the virus binds to the 
sperm cell membrane and enters the cell. interaction of hhV with progressively motile sperm cells implies a vertical 
viral transmission upon fertilization and points to the necessity of testing ejaculate for herpesviruses infections. 
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Введение
Инфекционные заболевания и воспалительные про-

цессы в урогенитальном тракте занимают одно из первых 
мест среди причин мужского бесплодия. В настоящее 
время представлено немало свидетельств, доказываю-
щих, что вирусные инфекции могут приводить к сниже-
нию фертильности либо за счет прямого токсического 
воздействия на клетки, либо вызывая иммунный ответ 
и развитие воспаления [1]. Если роль вирусов паротита 
или иммунодефицита человека в развитии бесплодия не 
вызывает сомнений, то степень воздействия на мужскую 
фертильность герпесвирусов человека (ГВЧ) до конца не 
выяснена. Во многих исследованиях установлено при-
сутствие ГВЧ в эякулятах [2], однако частота их встре-
чаемости сильно варьирует, что связано, по-видимому, 
с разной чувствительностью применяемых методов 
детекции вируса, неодинаковой распространенностью 
вирусов в различных странах, объемом выборок и осо-
бенностями контингента обследованных пациентов. 
Так, некоторые авторы находят вирус простого герпеса 
(ВПГ) 1-го и 2-го типов менее чем у 4% мужчин, как 
фертильных, так и страдающих бесплодием [2]. В то же 
время, например, в работах, выполненных на материале 
греческих клиник [3, 4], ВПГ в эякуляте выявляют у 29% 
и даже у 50% пациентов с проблемами фертильности, 
при этом используют гнездовую (nested) полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) и гибридизацию in situ. В вы-
борке пациентов с бесплодием, проходящих курс лече-
ния в китайских клиниках, ВПГ обнаружен в 25% эя-
кулятов [5], в японских клиниках – в 24% [6]. В работе 
Е.Н. Бочаровой и соавт. [7], проведенной на российской 
популяции пациентов, страдающих бесплодием, ВПГ 
выявлен в половине эякулятов, для обнаружения вируса 
использован комплекс методов: иммунофлюоресценция, 
гибридизация in situ и другие. В работе Р.Р. Климовой и 
соавт. [8] по данным изучения цельных эякулятов ВПГ 
присутствовал в 31% случаев у пациентов с проблемами 
фертильности и в 17% случаев у фертильных мужчин. 
Во фракции активно подвижных сперматозоидов ВПГ 
найден в 30 и 8% эякулятов соответственно. Некоторые 
исследователи не находят связи между присутствием 

ВПГ в эякуляте и ухудшением показателей спермограм-
мы [2]. Другие отмечают снижение концентрации и под-
вижности сперматозоидов в эякулятах, положительных 
на ВПГ, а также увеличение в них содержания морфо-
логически аномальных форм гамет [2, 8, 9]. Также есть 
данные о том, что в группе пациентов, у жен которых 
в анамнезе имелись спонтанное прерывание беремен-
ности и неудачи экстракорпорального оплодотворения, 
высок уровень инфицирования сперматозоидов ВПГ 
[10]. Частота обнаружения ДНК другого представителя 
ГВЧ – цитомегаловируса (ЦМВ) в эякуляте здоровых 
доноров обычно колеблется в пределах 3–5%, в эякуляте 
пациентов с бесплодием – от 1,4 до 56,5% [2]. В прове-
денном нами [11] скрининге эякулятов пациентов с раз-
личными заболеваниями мочеполового тракта методом 
ПЦР установлено, что ЦМВ часто встречается у стра-
дающих бесплодием мужчин с хроническими воспали-
тельными заболеваниями мочеполовой системы, причем 
ДНК ЦМВ ассоциирована с клеточной фракцией эяку-
лята. Установлено, что по крайней мере часть вирусной 
ДНК ассоциирована с клеточной фракцией эякулята, и 
это ставит ряд вопросов: как вирус попадает в эякулят, 
может ли он находиться внутри гамет, способен ли ин-
фицировать зрелые мужские половые клетки и какова 
форма герпесвирусной инфекции сперматозоидов (ли-
тическая, абортивная, латентная). Пути проникновения 
вирусов в мужские гаметы до сих пор не ясны. Заразить 
зрелые сперматозоиды ЦМВ и ВПГ до недавнего вре-
мени не удавалось [12, 13]. Высказывалось предположе-
ние, что проникновение ГВЧ возможно лишь в ранних 
стадиях сперматогенеза в клетки с активно транскриби-
руемым хроматином. Нам удалось разработать модель 
заражения сперматозоидов in vitro и впервые доказать 
принципиальную возможность инфицирования зрелых 
гамет ЦМВ [11]. Поскольку выяснение вопроса о вну-
тригаметной герпесвирусной инфекции имеет значение 
для оценки влияния ГВЧ на фертильность, а также для 
решения проблемы вертикальной передачи ГВЧ, цель 
настоящей работы состояла в оптимизации модельной 
системы in vitro и детальном изучении с ее помощью 
взаимодействия ГВЧ со сперматозоидами человека.
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Оригинальные исследОвания

Материал и методы
Клинический материал. Образцы спермы получены 

от мужчин, поступивших для профилактического обсле-
дования в Медико-генетический научный центр. До ис-
следования информированное согласие на участие в нем 
было получено от каждого пациента. Процедуры иссле-
дования были проведены в соответствии с Хельсинкской 
декларацией и одобрены местным комитетом по биоме-
дицинской этике в ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи.

Образцы эякулята пациенты получали путем мастур-
бации после 3-дневного полового воздержания.

ПЦР в реальном времени. Для обнаружения ДНК ГВЧ 
методом ПЦР использовали наборы реагентов фирмы 
«ИнтерЛабСервис» (Москва): комплект реагентов для 
экстракции ДНК из клинического материала Ампли-
Сенс ДНК-сорб-В; набор реагентов для ПЦР в режи-
ме реального времени для обнаружения ЦМВ, вируса 
Эпштейна–Барр и ГВЧ 6-го типа АмплиСенс EBV/CMV/
HHV6-cкрин-FL; набор реагентов для ПЦР в режиме ре-
ального времени для определения ВПГ 1-го и 2-го типов 
АмплиСенс HSVI, II-FL. b-глобиновый ген применяли в 
качестве эндогенного внутреннего контроля.

В экспериментах использовали образцы, не содержа-
щие ДНК ГВЧ.

Инфицирование сперматозоидов. В работе использовали 
штаммы F ВПГ 1-го типа и ЦМВ AD 169, полученные из 
Государственной коллекции вирусов ФНИЦЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи. ВПГ-1 накапливали путем пассирования на куль-
туре клеток почечного эпителия зеленой мартышки линии 
Vero в среде Игла МЕМ, ЦМВ – на культуре клеток фибро-
бластов легких эмбриона человека (ФЛЭЧ) в среде ДМЕМ 
с добавлением 10% сыворотки эмбриона коровы. Инфек-
ционную множественность вирусов определяли в культуре 
клеток модифицированным методом бляшек и выражали в 
бляшкообразующих единицах (БОЕ), содержащихся в 1 мл 
(БОЕ/мл), используя формулу:

A = a·b/v,
где A – число БОЕ/мл; a – среднее число бляшек на 1 

лунку; b – разведение вируса; v – объем вносимого ви-
руссодержащего материала.

Для заражения из образцов спермы выделяли подвиж-
ные сперматозоиды методом градиентного разделения с 
использованием среды Спермселект («ПанЭко», Россия) 
в соответствии с рекомендациями производителя. Ин-
фицирование гамет ГВЧ проводили при 37°C на шейке-
ре в течение 0,5, 1 или 2 ч. Клетки заражали вирусами с 
множественностью инфицирования от 0,1 до 10 БОЕ на 
клетку. После инкубации с вирусом сперматозоиды не-
сколько раз отмывали от неприкрепившихся вирусных 
частиц центрифугированием. Далее часть образцов про-
должали инкубировать еще 18 ч при 37°C и 5% уровне 
CO2 в воздухе. Оценивали подвижность сперматозоидов 
и готовили препараты фиксированных клеток – мазки.

Иммуноцитохимический анализ. Для выявления ви-
русных антигенов мазки сперматозоидов окрашивали 
первичными моноклональными антителами (МКА) к 
белку ЦМВ pp65, а также МКА к белкам ВПГ gB, ICP0 
(«Abcam», Великобритания), ICP4 («Abcam») и поли-
клональными антителами к структурным белкам ВПГ 
(«Abcam»). Затем образцы инкубировали с соответству-
ющими вторичными антителами и докрашивали ядра с 
помощью DAPI или пропидия йодида. Препараты ана-
лизировали и фотографировали на эпифлюоресцентном 
(Keyence BZ-9000, япония) и конфокальном (Leica TCS 

SP5 STED, Германия) микроскопах. Для локализации 
вирусных белков в инфицированных клетках изучали 
серийные оптические срезы с шагом 0,5–1 мкм.

Гибридизация in situ. Для выявления вирусной ДНК в 
клетках на цитологическом препарате применяли метод 
ДНК-ДНК-гибридизации in situ. Клетки фиксировали в 
4% параформальдегиде («AppliChem», Германия). Ис-
пользовали биотинилированные зонды ДНК ВПГ («Enzo 
Life Sciences», США) и набор Ultra Sensitive Enhanced 
Hrp-DAB in situ detection system («Enzo») в соответствии 
с рекомендациями производителя.

Статистический анализ. Для статистической обра-
ботки результатов применяли пакет прикладных ком-
пьютерных программ Statistica 6.0 и Biostat. Статисти-
ческие различия анализировали с помощью критериев 
Стьюдента и Манна–Уитни. Различия показателей счи-
тали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты
Для оптимизации инфицирования сперматозоидов in 

vitro были проведены эксперименты, при выполнении 
которых варьировали продолжительность инкубации 
клеток с вирусами, температуру инкубационной смеси, 
концентрацию клеток, количество и инфекционную ак-
тивность вирусов. Установлено, что эффективность за-
ражения сперматозоидов ЦМВ и ВПГ различалась. Так, 
после 2-часовой инкубации сперматозоидов человека 
с ЦМВ инфицировалось лишь небольшое количество 
клеток: положительный сигнал при окрашивании об-
разцов МКА к мажорному белку тегумента ЦМВ pp65 
наблюдали в 2% гамет. Представляло интерес сравнить 
количество клеток, зараженных in vitro, с количеством 
ЦМВ-инфицированных клеток в эякулятах обследован-
ных пациентов. Анализ 7 положительных образцов, со-
держащих ДНК ЦМВ, показал, что доля инфицирован-
ных клеток значительно различалась и колебалась от 0,1 
до 45%. При этом количество инфицированных клеток 
прямо зависело от количества ДНК ЦМВ в эякуляте, ко-
торое по данным ПЦР варьировало от 15 до 68 070 (ме-
диана 6489) копий ДНК на 100 тыс. клеток.

При заражении in vitro сперматозоидов высокоак-
тивным ВПГ-1 было обнаружено значительно больше 
инфицированных клеток по сравнению с ЦМВ уже по-
сле часовой инкубации. Подсчеты числа клеток, поло-
жительно окрашенных поликлональными антителами к 
гликопротеинам оболочки вируса и белку капсида ВПГ, 
показали, что эффективность заражения составила 17,26 
± 2,58%. При этом доля инфицированных гамет стати-
стически значимо не изменялась при их дальнейшем 
культивировании и через 18 ч после заражения состав-
ляла 19,06 ± 4,18%. Жизнеспособность клеток после 
18-часового инкубирования оставалась высокой и рав-
нялась в среднем 90,7 ± 7,5% в контрольных образцах и 
89,3 ± 8,1% в инфицированных (p > 0,05).

Для выяснения вопроса о влиянии заражения in vitro 
на подвижность сперматозоидов сравнивали долю про-
грессивно подвижных гамет (a + b) в 10 образцах, зара-
женных вирусом, и в 10 контрольных неинфицирован-
ных образцах. Оказалось, что количество подвижных 
клеток через 18 ч после заражения статистически значи-
мо не различалось и составляло 52,4 ± 20,7% в контроле 
и 59,2 ± 19,2% в опыте.

Важные данные получены при анализе подвижных 
сперматозоидов. Подсчеты показали, что через 18 ч по-
сле заражения во фракции подвижных сперматозоидов 
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находилось 13,99 ± 4,64% ВПГ-положительных клеток, 
что несколько меньше, чем в смешанной фракции под-
вижных и неподвижных гамет (19,06 ± 4,18%), однако 
это различие статистически незначимо (p > 0,05). Это 
указывает на потенциальную возможность вертикаль-
ной передачи ВПГ-инфекции со сперматозоидами.

Локализацию антигенов ВПГ в инфицированных 
сперматозоидах изучали методом сканирующей кон-
фокальной микроскопии. Чаще всего вирусные белки, 
окрашенные поликлональными антителами, наблюдали 
в головке, в том числе в экваториальной области (рис. 
1, а–ж, см. 3-ю полосу обложки), и шейке сперматозои-
дов (рис. 1, з, и). Реже прокрашивались средняя часть 
(рис. 1, и) и хвост. Встречали также различные сочета-
ния окрашенных участков клетки. Изучение серийных 
оптических срезов показало, что идентифицированные 
вирусные белки локализованы внутри клетки.

Чтобы выяснить характер инфицирования спермато-
зоидов и форму инфекции, клетки изучали иммуноцито-
химически с помощью МКА к сверхранним/ранним не-
структурным белкам ВПГ-1 ICP0 и ICP4. При иммуноф-
люоресцентной окраске зараженных сперматозоидов не 
выявлено присутствия в гаметах этих антигенов.

В то же время окраска МКА к позднему вирусному 
белку гликопротеину gB ВПГ дала положительный ре-

зультат (рис. 2, см. 3-ю полосу обложки): gB был об-
наружен на мембране сперматозоидов и локализован в 
шейке (см. рис. 2, а) и пришеечной части головки (см. 
рис. 2, в, г). Обращает на себя внимание нестандартная 
форма головки инфицированного сперматозоида на рис. 
2, нарушение морфологии можно характеризовать как 
«клетка с округлой головкой».

Обнаружение вирусного белка на мембране может сви-
детельствовать о прочной связи вирусного белка с кле-
точной мембраной, а также о недостаточно эффективной 
отмывке зараженных клеток. Так как эффективность от-
мывки сперматозоидов от патогенов является весьма важ-
ным фактором при применении вспомогательных репро-
дуктивных технологий (ВРТ), мы провели сравнительный 
анализ вирусной нагрузки в эякулятах, содержащих ВПГ, 
полученных от 56 пациентов. После выделения фракции 
подвижных сперматозоидов клетки отмывали центрифу-
гированием (10 мин при 1500 об/мин). Отмывку считали 
эффективной при уменьшении количества вирусных ча-
стиц во фракции подвижных сперматозоидов по сравне-
нию с цельным эякулятом. В результате элиминация ВПГ 
была отмечена в 28 образцах из 56, т. е. эффективность 
отмывки (отношение количества эффективных отмывок 
к общему количеству отмывок) составила 50%.

Данные о присутствии в сперматозоидах ДНК ВПГ бы-

Рис. 3. Локализация ДНК ВПГ в сперматозоидах по результатам ДНК-ДНК-гибридизации in situ.
Гибридизационный сигнал (коричневая окраска, стрелки) детектируется в головках сперматозоидов (а): в экваториальной зоне (в, г) и пришеечной 

части головки (д); б – отрицательный контроль. ядра клеток докрашены гематоксилином Карацци. Масштаб: 20 мкм (а, б), 10 мкм (в–д).
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ли получены с помощью ДНК-ДНК-гибридизации гамет 
in situ с олигонуклеотидными зондами, комплементарны-
ми к участку вирусного генома (рис. 3). Доля гамет, со-
держащих ДНК ВПГ, составляла 16,94 ± 5,28% в образ-
цах, отобранных сразу после заражения, и 18,90 ± 6,05% 
во фракции подвижных сперматозоидов через 18 ч после 
заражения (p > 0,05). Вирусная ДНК локализовалась в го-
ловке сперматозоидов, в том числе в экваториальной зоне 
(см. рис. 3, в, г), и области шейки (см. рис. 3, д).

Обсуждение
Ранее мы показали принципиальную способность ЦМВ 

инфицировать мужские гаметы in vitro [11], однако эффек-
тивность и характер взаимодействия вируса со спермато-
зоидами не были изучены. В настоящей работе установ-
лено, что при искусственном заражении ЦМВ инфици-
рует сперматозоиды человека с низкой эффективностью 
(2%). В то же время в некоторых проанализированных 
нами образцах спермы от пациентов, положительных на 
ДНК ЦМВ, доля инфицированных гамет достигала 45%. 
Мы предположили, что низкая эффективность заражения 
ЦМВ связана с невысокой активностью использованно-
го вируса (0,1–1 БОЕ на клетку). Данное предположение 
подтвердилось при анализе клеток, инфицированных 
естественным путем. Количество зараженных клеток в 
эякулятах пациентов было прямо пропорционально коли-
честву ЦМВ в эякуляте. В связи с этим в опытах с ВПГ 
использовали вирус с большей инфекционной множе-
ственностью (1–10 БОЕ на клетку). Действительно, в этом 
случае доля зараженных сперматозоидов по результатам 
иммунофлюоресцентного анализа составляла 17– 19%.

Данные о степени инфицирования гамет ВПГ, по-
лученные иммуноцитохимически, в дальнейшем были 
подтверждены с помощью ДНК-ДНК-гибридизации га-
мет in situ. Установлено, что доля сперматозоидов, со-
держащих ДНК ВПГ, полностью соответствует данным 
о степени заражения гамет, полученным с помощью им-
мунофлюоресценции. Более того, локализация вирусной 
ДНК также соответствует иммунофлюоресцентной кар-
тине, что дополнительно подтверждает специфичность 
обоих методов выявления вирусных маркеров.

Анализ локализации антигенов ВПГ показал, что в це-
лом белки ВПГ располагались в тех же участках сперма-
тозоидов, что и белки ЦМВ, как в случае искусственно-
го заражения клеток ЦМВ, так и в эякулятах инфициро-
ванных пациентов [11]. Сходная локализация вирусных 
маркеров в головках сперматозоидов ранее была про-
демонстрирована в работе Е.Н. Бочаровой и соавт. [7], 
проводивших скрининг положительных на ВПГ эякуля-
тов пациентов, страдающих бесплодием. Примечатель-
но, что в работе, проводившейся на ГВЧ 6-го типа [14], 
также было осуществлено инфицирование сперматозои-
дов человека вирусом in vitro, причем степень зараже-
ния была сходной с полученной нами для ВПГ. Однако 
вирусные частицы ГВЧ 6-го типа никогда не располага-
лись в шейке сперматозоидов, самом распространенном 
месте прикрепления ВПГ и ЦМВ, но локализовались в 
верхней части головки в районе акросомы. После прове-
дения искусственной акросомной реакции в отсутствие 
интактной акросомы ГВЧ 6-го типа к гаметам не при-
креплялся. В то же время для вируса папилломы челове-
ка (ВПЧ) [15] не отмечено его прикрепление к акросоме. 
В инфицированных ВПЧ эякулятах вирусные частицы 
располагаются в экваториальной области головки, как 
это часто наблюдается и в случае ВПГ и ЦМВ.

Оптическое скринирование сперматозоидов, окрашен-
ных поликлональными антителами и МКА, показало 
внутриклеточную локализацию белков ВПГ. Кроме то-
го, гликопротеин gB был обнаружен на мембране кле-
ток и, по-видимому, прочно связывался с мембранными 
рецепторами, так как был выявлен после градиентного 
центрифугирования и отмывок. Вирусная контаминация 
сперматозоидов представляет серьезную проблему для 
использования ВРТ в лечении бесплодия. Внутригамет-
ная локализация вирусов в подвижных сперматозоидах 
не позволяет произвести очистку от инфекционных аген-
тов путем стандартных процедур отмывки, но и в случа-
ях прикрепления вирусных частиц к мембране спермато-
зоида отмывка может оказаться неэффективной. Об этом 
свидетельствуют результаты настоящей работы, показав-
шие, что снижение вирусной нагрузки после отмывки на-
блюдали только в 50% ВПГ-положительных образцов.

Сходные данные были получены авторами, изучав-
шими эякуляты ВИЧ-инфицированных пациентов. Ис-
следования, проведенные с ВИЧ-инфицированными 
эякулятами, показали, что после очистки сперматозои-
дов градиентным центрифугированием инфекционная 
активность ВИЧ снижается [16], однако эффективность 
отмывки остается низкой [17].

В настоящей работе для выявления антигенов ВПГ, кро-
ме поликлональных антител, были использованы МКА к 
сверхранним/ранним неструктурным белкам ВПГ-1 ICP0 
и ICP4. Белки ICP0 и ICP4 в сперматозоидах выявлены не 
были. Так как экспрессия a-генов, которые кодируют эти 
белки, необходима для экспрессии b-генов, кодирующих 
структурные белки и ферменты, участвующие в репли-
кации ДНК ВПГ, можно предположить, что репродукции 
вируса и литического цикла в сперматозоидах не проис-
ходило. Это может быть связано с низкой активностью 
метаболических процессов в зрелых сперматозоидах, хотя, 
по некоторым данным, транскрипция и трансляция кле-
точных РНК могут иметь место в сперматозоидах, хотя и 
в очень ограниченных масштабах, главным образом на ми-
тохондриальных рибосомах [18, 19]. Данное предположе-
ние подтверждают и приведенные выше количественные 
данные: доля зараженных сперматозоидов со временем не 
увеличивалась, т. е. распространения вируса не происходи-
ло. По-видимому, поздний белок gB, который был выявлен 
на сперматозоидах и локализовался на мембране клеток, 
принадлежит к тем вирусным частицам, которые инфици-
ровали сперматозоиды (а не является синтезированным de 
novo). Таким образом, можно предположить, что инфекция 
сперматозоидов протекает в абортивной форме: после про-
никновения вирусной ДНК и белков тегумента и нуклео-
капсида экспрессии вирусного генома не происходит. Есть 
основания считать, что герпесвирусная инфекция зрелых 
сперматозоидов in vitro представляет новую модель для 
изучения молекулярных механизмов установления латен-
ции, которая отличается от классической модели инфи-
цированных нейронов. Действительно, в некоторых ней-
ронах обнаружена экспрессия ICP4 и некоторых других 
белков ВПГ [20]. Использование модели инфицирования 
сперматозоидов in vitro открывает перспективы изучения 
реактивации вируса после попадания его в ооцит в резуль-
тате оплодотворения.

Необходимо отметить, что инфицирование спермато-
зоидов ВПГ не снижало их подвижности. Интересно, 
что в литературе нет однозначного мнения о влиянии 
ГВЧ на сперматозоиды. Некоторые исследователи не 
находят связи между присутствием вирусов в эякуляте 
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и ухудшением показателей спермограммы, другие от-
мечают снижение концентрации и подвижности сперма-
тозоидов в эякулятах, положительных на ГВЧ, а также 
увеличение в них содержания морфологически аномаль-
ных форм гамет [2, 8, 9, 21]. Возможно, имеют место 2 
варианта инфицирования сперматозоидов вирусом. В 
первом варианте развития событий уже зрелые гаметы 
инфицируются ГВЧ при их прохождении по половым 
путям, причем, по данным работы, проведенной на ГВЧ 
6-го типа [14], прикрепление вируса к сперматозоидам 
может происходить очень быстро – за минуты. Этот ва-
риант аналогичен проводимому нами инфицированию 
гамет in vitro, и в этом случае морфология гамет и их 
подвижность не изменяются. При втором варианте ин-
фицирование может происходить раньше: ГВЧ могут 
заражать предшественники гамет непосредственно в 
яичках и влиять на морфологию сперматозоидов либо 
инфицировать гаметы, находящиеся в придатке яичка 
эпидидимисе, где наблюдается созревание гамет и при-
обретение ими подвижности. В последнем случае ГВЧ 
могут отрицательно воздействовать на подвижность и 
морфологию сперматозоидов. Косвенным подтвержде-
нием возможности заражения мужских гамет ГВЧ как 
в яичках, так и в половых путях могут служить данные 
обнаружения ВПГ и ЦМВ в яичках, эпидидимисе и се-
менных пузырьках человека [22, 23].

Суммируя результаты работы, можно сделать следую-
щие выводы. Использование оптимизированной модели 
заражения in vitro показало, что зрелые мужские гаметы 
могут инфицироваться ГВЧ во время их прохождения по 
половому тракту, причем с высокой степенью эффектив-
ности. Изучение локализации вирусных ДНК и белков 
позволило установить, что ГВЧ способны не только при-
крепляться к мембране сперматозоидов, но и проникать 
внутрь клеток. Отсутствие неструктурных a-белков ВПГ 
после заражения in vitro указывает на абортивный харак-
тер герпесвирусной инфекции зрелых мужских гамет. 
Установленный нами факт, что переносчиками ГВЧ могут 
быть прогрессивно подвижные сперматозоиды, указыва-
ет на возможность вертикальной передачи вирусов при 
оплодотворении от сперматозоидов к зиготе. Полученные 
данные свидетельствуют о необходимости диагностики 
герпесвирусной инфекции эякулятов как при проведении 
ВРТ, так и при нарушениях фертильности мужчин в парах 
с бесплодием. Обнаружение ГВЧ в урогенитальном тракте 
открывает возможность разработки тактики лечения бес-
плодия у больных, выделяющих ГВЧ с эякулятом.
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в работе изучена активность препаратов глицирризиновой кислоты (gl) и дипептида глутамил-триптофана 
(eW) по отдельности и в комбинации (gl + eW) на модели экспериментальной аденовирусной инфекции у 
сирийских хомяков. Показано, что использование препаратов gl и gl+ eW снижает репликативную актив-
ность аденовируса в печени на 0,6–1,2 lg TciD50 в зависимости от препарата и срока развития инфекции, 
а также приводит к нормализации структуры печени животных как на уровне световой микроскопии, так и 
на ультраструктурном уровне. Полученные данные позволяют рассматривать эти препараты как потенци-
альный компонент комплексной терапии аденовирусной инфекции.
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rations or in combination (gl+eW) against experimental adenoviral infection in the syrian hamsters was studied. 
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Введение
Аденовирусы представляют собой семейство безобо-

лочечных вирусов с двуцепочечным ДНК-геномом. 
Аденовирусы широко распространены среди людей и 
животных. Благодаря широкому спектру тканевой и 
клеточной тропности они вызывают разнообразные по 
клиническим проявлениям и часто тяжело протекающие 
заболевания. В то же время аденовирусная инфекция 
протекает относительно легко у иммунокомпетентных 
пациентов, но представляет серьезную угрозу для людей 
с различными формами иммуносупрессии, таких как 
ВИЧ-инфицированные, реципиенты донорских органов 
и костного мозга, пациентов, проходящих курс противо-
раковой радио- или химиотерапии. В этих случаях аде-
новирусы могут приводить к тяжелым последствиям 
вплоть до летального исхода [1]. Проблема поиска хи-
миопрепаратов, которые бы эффективно подавляли ре-
продукцию аденовирусов и имели при этом минималь-
ный уровень побочных эффектов, представляет собой 
важную задачу для медицинской науки.

Из существующих препаратов для терапии аденови-
русных инфекций следует отметить цидофовир («Gilead 
Sciences Inc.”) [2–8]. Активность в отношении аденовиру-
са была показана in vitro для некоторых других аналогов 
нуклеотидов [9, 10]. Рибавирин, используемый в тера-
пии гепатита С и инфекции, вызванной респираторно-
синцитиальным вирусом, оказался эффективным [11, 12], 
частично эффективным [13] или не имел эффективности 
[14, 15] против аденовирусной инфекции. Ганцикловир 
–ациклический аналог гуанозина, эффективный при ци-
томегаловирусной инфекции, проявляет эффективность 
как in vitro, так и in vivo [16, 17]. Рибавирин, ганцикловир 
и цидофовир использовались в терапии аденовирусных 
гепатитов, циститов и пневмоний при иммунодефицит-
ных состояниях у реципиентов органов [11, 12, 14, 16]. 
Однако выраженные побочные действия преимуществен-
но в форме нефропатий анемии и нейтропении ограничи-
вают применение этих препаратов [4, 7, 18].

Другие классы соединений также проявляют антиаде-
новирусную активность. К ним можно отнести липиды 
[19], акридоны [20], имидазохинолинамины [21], аналоги 
нуклеозидов [9, 10, 22–25]. Низкомолекулярный нуклео-
тидный аналог CMX001 дает в опытах in vitro и in vivo уро-
вень противовирусной активности, на несколько порядков 
превосходящий эффект цидофовира, однако еще далек от 
клинического применения [26]. Рост вируса в клеточной 
культуре может быть ингибирован катехинами зеленого 
чая [27, 28] путем как влияния на очищенный вирус, так и 
инактивации вирусной протеазы в ходе репродукции.

Аденовирусы обладают эффективными механизма-
ми подавления интерферониндуцированного противо-
вирусного каскада реакций [29], поэтому устойчивы к 
действию интерферона и его индукторов.

Ранее была показана ингибирующая активность 
комбинации глицирризиновой кислоты (GL) и альфа-
глутамил-триптофана (EW) против вируса гриппа в 
опытах на животных [30]. Целью настоящего исследо-
вания была оценка противовирусной активности GL и 
EW и их комбинации против аденовируса человека в 
экспериментах in vivo. 

Материал и методы
Препараты. В работе использовали препараты на-

триевой соли EW (ЗАО МБНПК «Цитомед», Россия) и 

тринатриевой соли GL («Mafco Worldwide Corporation», 
США) в виде монопрепаратов или в комбинации. В каче-
стве плацебо использовали стерильный физиологический 
раствор, в качестве препарата сравнения – 6–азацитидин 
(6-АЦ) производства НИИ органической химии (Киев, 
Украина). Дозы изучаемых препаратов составили: EW – 1 
мг/кг, GL – 10 мг/кг, 6-АЦ – 50 мг/кг. Дозы EW и GL бы-
ли определены на основании ранее проведенных опытов, 
которые показали оптимальную противовирусную актив-
ность этих доз против вируса гриппа [30], доза 6-АЦ – на 
основании результатов экспериментов по изучению ак-
тивности 6-АЦ на модели аденовирусной инфекции, ис-
пользованной в настоящем исследовании [25].

Вирусы. В работе был использован аденовирус чело-
века 5-го типа. Вирус пассировали в клетках Hep-2 при 
36oC в атмосфере 5% CO2.

Животные. Поскольку аденовирусная инфекция у жи-
вотных не моделируется в виде респираторной патоло-
гии, использовали модель диссеминированной аденови-
русной инфекции, протекающей с поражением печени, 
легких и сердца [25]. Наиболее выраженным проявле-
нием этой инфекции является аденовирусный гепатит, 
параметры которого и были изучены в настоящем иссле-
довании. Новорожденных сирийских хомяков получали 
от половозрелых родителей и использовали в опытах 
через 24–48 ч после рождения. Животных распределяли 
в группы опыта методом случайной выборки, предвари-
тельно отобрав животных массой от 2 до 3 г.

Экспериментальная аденовирусная инфекция. Ви-
рус вводили животным подкожно в объеме 0,1 мл  
(105 TCID50). В каждую группу наблюдения брали по 20 
хомяков. Препараты вводили через 24, 48, 72, 96 и 120 ч 
после инфицирования. Доза 6-АЦ составила 50 мг/кг. В 
качестве плацебо в контрольной группе животных вво-
дили физиологический фосфатный буфер. В качестве 
отрицательного контроля использовали интактных жи-
вотных, которые содержались в тех же условиях, что и 
опытные группы.

На 3-и и 7-е сутки после заражения по 10 животных из 
каждой группы умерщвляли, вскрывали и изолировали 
печень. Полученные органы взвешивали и использовали 
для выделения вируса (n = 5), гистологического и уль-
траструктурного (n = 5) анализа (см. ниже).

Титрование вируса. Для определения инфекционного 
титра вируса печень животных гомогенизировали в 10-
кратном объеме стерильного физиологического фосфат-
ного буфера и готовили из гомогенатов серию 10-кратных 
разведений (10-1–10-6) на том же буфере. При определе-
нии титра вируса использовали культуру клеток Vero, 
выращенных на 96-луночных планшетах на среде МЕМ. 
Клетки заражали серийными 10-кратными разведениями 
гомогенатов от 10-1 до 10-6 и инкубировали в термостате 
в течение 96 ч. По окончании срока инкубации клетки 
промывали 2 раза по 5 мин фосфатно-солевым буфе-
ром и оценивали количество живых клеток при помощи 
микротетразолиевого теста (МТТ), характеризующего 
интенсивность митохондриального дыхания живых кле-
ток [31]. С этой целью в лунки планшетов добавляли по  
100 мкл раствора (5 мг/мл) 3-(4,5-диметилтиазолил-2) 
2,5-дифенилтетразолия бромида («ICN Biochemicals 
Inc.», Aурора, Огайо, США) на физиологическом раство-
ре. Клетки инкубировали при 37oC в атмосфере 5% СО2 
в течение 2 ч и промывали в течение 5 мин фосфатно-
солевым буфером. Осадок растворяли в 100 мкл на лунку 
диметилсульфоксида, после чего оптическую плотность 
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в лунках планшетов измеряли на многофункциональ-
ном ридере Victor 1420 (“Perkin Elmer”, Финляндия) при 
длине волны 535 нм. Вирус считали присутствующим 
в лунке, если ее оптическая плотность была в 2 и более 
раз меньше, чем в лунках с интактными клетками. На 
основании полученных данных рассчитывали титр аде-
новируса, который выражали в десятичных логарифмах 
50% тканевой цитотоксической инфекционной дозы (lg 
TCID50). О противовирусной активности соединений су-
дили по снижению инфекционного титра аденовируса.

Гистологический анализ. Ткань фиксировали 10% фор-
малином на фосфатном буфере, отмывали в проточной во-
де в течение ночи, дегидратировали в этаноле нарастаю-
щей концентрации, проводили через хлороформ, заливали 
в парафин и готовили из полученных блоков срезы толщи-
ной 4 мкм. Срезы освобождали от парафина ксилолом, ре-
гидратировали в этаноле убывающей концентрации, окра-
шивали гематоксилином и эозином, дифференцировали в 
подкисленном спирте, окончательно обезвоживали в спир-
тах нарастающей концентрации, проводили через 2 смены 
ксилола и заключали в бальзам. Полученные препараты ис-
следовали под световым микроскопом Leica DM1000. Ка-
чественно оценивали интенсивность и клеточный состав 
воспалительного инфильтрата в очагах гепатита, а также 
степень дегенеративных процессов в ткани печени.

Поскольку в поздних стадиях аденовирусной инфекции 
(7-е сутки) выраженность патологических изменений пе-
чени снижается по сравнению с ранними стадиями (3-и 
сутки) [25], для морфометрического исследования исполь-
зовали печень животных только на 3-и сутки после инфи-
цирования. На каждом срезе печени на сроке 3 сут после 
инфицирования подсчитывали общее число очагов адено-
вирусного гепатита. Размеры (по длинной и короткой оси) 
очагов измеряли в миллиметрах на экране монитора при 
ув. 40. Условный объем очага рассчитывали по формуле 

V = ab2/2,
где V – искомый объем очага, a и 

b – размеры очага в миллиметрах 
по длинной и короткой оси соответ-
ственно, и выражали в полученных 
условных единицах. Кроме того, в 
каждом очаге подсчитывали количе-
ство инфицированных клеток с уве-
личенным гиперхромным ядром и 
включениями в ядре и цитоплазме.

Электронно-микроскопические 
исследования. Кусочки ткани фик-
сировали 2,5% раствором OsO4, обе-
звоживали ацетоном в возрастающей 
концентрации и заливали в смесь 
эпон/аралдит. Ультратонкие срезы, 
полученные на ультрамикротоме 
Ultracut («Reichert», Aвстрия), кон-
трастировали уранилацетатом и ци-
тратом свинца и просматривали на 
электронном микроскопе JEM-100S 
(«JEOL», япония) при инструмен-
тальном ув. 5000–8000. Фотосъемку 
производили на пленку ФТ-41МД.

Статистическая обработка 
данных. Статистическую обработку 
результатов (расчет средних зна-
чений и стандартных отклонений) 
проводили при помощи программы 
Microsoft Excel. Достоверность раз-

личий оценивали по критерию Стьюдента. Достовер-
ными считали различия между группами, если значе-
ние p не превышало 0,05.

Результаты 
Влияние препаратов на репродукцию аденовируса в 

организме животных. В ходе опыта по определению 
протективной активности препаратов на животных не 
было отмечено неспецифической смертности в кон-
трольной группе интактных животных.

Данные о репликации вируса в ткани печени лабора-
торных животных приведены в табл. 1.

Из представленных результатов видно, что аденовирус 
человека 5-го типа эффективно размножался в печени но-
ворожденных хомяков, достигая к 3-м суткам после инфи-
цирования титров 4,5 lg TCID50/20 мг ткани. К 7-м суткам 

Рис. 1. Очаговый аденовирусный гепатит у новорожденного сирийского хомяка на 3-й 
(а) и 7-й (б) день после заражения аденовирусом 5-го типа. Очаговая воспалительная 
инфильтрация печеночной стромы, специфическое аденовирусное поражение ядер 

печеночных клеток (указаны стрелками), выраженная вакуолизация гепатоцитов. Здесь 
и на рис. 2 и 3: окраска гематоксилином и эозином; ув. 400.

Т а б л и ц а  1
Репликация аденовируса 5-го типа в органах новорожденных 
сирийских хомяков при подкожном заражении в присутствии 

исследованных препаратов

Препарат, 
концентрация

Титр вируса в печени, lgTCID50/20 мг

3-и сутки 7-е сутки
EW 4,1±0,3 (p = 0,360)*  

(n = 5)
3,2±0,3 (p=0,806) 

(n = 5)
GL 3,9±0,2 (p = 0,041) (n = 5) 2,5±0,1 (p=0,034) 

(n = 5)
EW + GL 3,3±0,4 (p = 0,015) (n = 5) 1,6±0,6 (p=0,060)  

(n = 5)
6-АЦ 50 мг/кг 3,1±0,3 (p = 0,015) (n = 5) 1,7±0,1 (p=0,022)  

(n = 5)
Плацебо 4,2±0,4 (p = 0,521) (n = 5) 3,2±0,2 (p=0,789)  

(n = 5)
П р и м е ч а н и е. *– коэффициент Стьюдента при сравнении с 

группой плацебо
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инфекционная активность вируса снижалась и составляла 
в этот срок 3,3 lg TCID50/20 мг ткани.

Применение препарата сравнения 6-АЦ достоверно 
снижало уровень репликации аденовируса в оба срока 
исследования приблизительно на 1,5 порядка.

Изучаемые препараты влияли на репродукцию вируса 
в печени животных в разной степени. Так, инфекционная 
активность аденовируса в печени животных, получав-
ших препарат EW, не отличалась достоверно от таковой в 
группе плацебо. В то же время использование препаратов 

GL и EW + GL снижало репликатив-
ную активность вируса на 0,6–1,2 lg 
TCID50/20 мг ткани в зависимости от 
собственно препарата и срока разви-
тия инфекции. Наибольшую актив-
ность проявил препарат EW + GL, 
который снижал продукцию вируса 
примерно на полтора порядка, т. е. по 
активности был сопоставим с препа-
ратом сравнения. 

Влияние исследованных препара-
тов на морфогенез эксперименталь-
ной аденовирусной инфекции у жи-
вотных. В печени интактных живот-
ных, не инфицированных вирусом, 
печеночные дольки были представ-
лены центральными венами с ради-
ально расположенными печеночны-
ми балками. Гепатоциты выглядели 
интактными, имели гомогенную ци-
топлазму или были слабо вакуолизи-
рованы. Купферовские клетки рас-
положены равномерно. Признаков 
цитодеструкции или воспалительной 
инфильтрации не отмечалось.

Макроскопически при обследова-
нии внутренних органов у всех жи-
вотных на 3-й день после заражения 
обнаруживали светлые очажки вос-
паления в печени. Микроскопиче-
ски они представляли собой участки 
деструкции печеночной паренхимы, 
вызванной специфическим пора-
жением гепатоцитов и неспецифи-
ческим повреждением печеночных 
балок местной воспалительной ре-
акцией. Специфическое поражение 
печеночных клеток проявлялось 
увеличением размеров ядер, их де-
формацией и формированием в них 
эозинофильных или базофильных 
внутриядерных включений, анало-
гичных по своей структуре включе-
ниям, образуемым в культуре клеток, 
и характеризующих вирусную репро-
дукцию в этих клетках. Неспецифи-
ческое повреждение гепатоцитов бы-
ло связано с лейкоцитарной инфиль-
трацией печеночной паренхимы и 
ферментативной деструкцией клеток 
в очаге воспаления с образованием 
телец Каунсилмена (рис. 1, a). На 7-е 
сутки деструктивные процессы были 
менее выражены и нейтрофильная 
инфильтрация сменялась круглокле-

точными элементами – преимущественно лимфоцитами 
(рис. 1, б), нередко расположенными по периферии желч-
ных протоков или периваскулярно.

Изучаемые препараты оказывали влияние на морфоге-
нез аденовирусного гепатита в разной степени. Так, ис-
пользование EW заметно не влияло на размер и клеточ-
ный состав очагов воспаления. В то же время применение 
препаратов GL и EW + GL, а также препарата сравнения 
6-АЦ приводило к заметной нормализации структуры 
органов инфицированных животных. Очаги деструкции 

Рис. 2. Очаговый аденовирусный гепатит у новорожденного сирийского хомяка на 
3-й (а) и 7-й (б) день после заражения аденовирусом 5-го типа при использовании 

препарата EW + GL. Интактные гепатоциты, прилежащие к зоне воспаления, низкий 
уровень некроза и воспалительной инфильтрации.

Рис. 3. Очаговый аденовирусный гепатит у новорожденного сирийского хомяка на 3-й 
(а) и 7-й (б) день после заражения аденовирусом 5-го типа при использовании 6-АЦ. 
Интактные гепатоциты, прилежащие к зоне воспаления, низкий уровень некроза и 

воспалительной инфильтрации.
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Морфометрические показатели 
аденовирусного гепатита в кон-
трольных и опытных группах жи-
вотных суммированы в табл. 2.

Как видно из приведенных 
данных, ни один из изученных 
препаратов не снижал общего 
количества очагов воспаления в 
печени. По-видимому, первичное 
инфицирование вирусом приво-
дит к инициации развития таких 
очагов уже в течение 1-х суток, 
когда лечение еще не проводится. 
Однако в дальнейшем развитие 
первичных очагов претерпева-
ло существенные изменения по 

сравнению с контролем, причем влияние изучаемых пре-
паратов на этот процесс было различным. Так, препарат 
EW не приводил к достоверному снижению морфометри-
ческих показателей аденовирусного гепатита – размеров 
очагов и количества пораженных клеток. Препарат срав-
нения 6-АЦ, хотя не менял количества очагов гепатита, 
однако в значительной мере ограничивал как их размер, 
так и обсемененность инфицированными клетками. Пре-
параты GL и EW + GL также достоверно снижали эти два 
показателя, что в комбинации с ранее полученными дан-
ными о снижении под их влиянием титров вируса в ткани 
печени позволяет говорить об их ингибирующем влиянии 
на изучаемую вирусную патологию.

Электронно-микроскопические исследования. При 
электронно-микроскопическом исследовании печени жи-
вотных было установлено, что гепатоциты интактных 
животных имели гексагональную форму с четко выражен-
ными синусоидальным и билиарным полюсами, обращен-
ными к кровеносному сосуду и желчному канальцу соот-
ветственно. Мембрана гепатоцитов имела многочисленные 
микроворсинки, особенно выраженные на синусоидаль-
ном полюсе. В цитоплазме содержалось много органелл и 
включений. ядро было округлое и светлое, располагалось 
в центральной части гепатоцита и имело хорошо заметную 
ядерную оболочку, немногочисленные мелкие глыбки хро-
матина и от 1 до 4 округлых ядрышек (рис. 4).

При инфицировании животных аденовирусом морфо-

ткани в печени занимали меньшую площадь и содержали 
намного меньше вирусинфицированных клеток по срав-
нению с контролем без препаратов. За пределами очагов 
аденовирусного гепатита в отличие от сильно вакуоли-
зированных гепатоцитов контрольных животных клетки 
печени выглядели интактными (рис. 2, 3).

Т а б л и ц а  2
Морфометрические показатели ткани печени новорожденных сирийских хомяков при 
экспериментальном аденовирусном гепатите в условиях применения исследованных 

препаратов на 3-и сутки после заражения

Препарат Число очагов в 
печени

р (КВ)* Размер очага при 
инструментальном 

ув. 40, усл. ед.

р (КВ)* Число 
инфицированных 

клеток в очаге

р (КВ)*

EW 9,8 ±1,5 (n = 5) 0,488 108 076,8±8766,7 0,328 2,6±0,7 0,393
GL 8,8±0,9 (n = 5) 0,795 56 018,1±5843,5 0,000 1,7±1,4 0,001
EW + GL 10,8±1,7 (n = 5) 0,278 46 017,4±6262,2 0,000 1,6±1,5 0,000
6-АЦ 7,8±0,6 (n = 5) 0,738 54 336,5±7178,7 0,000 1,2±0,2 0,000
Плацебо 8,4±1,2 (n = 5) 1,000 96 190,2±8306,8 1,000 3,1±0,2 1,000

П р и м е ч а н и е. * КВ – коэффициент вариации.

Рис. 4. Гепатоцит печени интактного животного. Органеллы 
выражены четко, вакуолизация клеток отсутствует. Здесь и на 

рис. 5 и 6: ув. 4000.

Рис. 5. Деструкция печени новорожденных сирийских хомяков на 3-и сутки после инфицирования аденовирусом человека 5-го типа. 
a – вирусспецифические включения (отмечены звездочками) и вирионы потомства в ядре, вакуолизация цитоплазмы гепатоцита и деструкция органелл; б – 
расширение синусоидного капилляра, разрушающийся гепатоцит (белая стрелка) и клетка воспалительного инфильтрата (черная стрелка). Э – эритроциты.
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логия печени существенно изменялась. В печеночной па-
ренхиме присутствовали гепатоциты, содержащие в ядре 
типичные структурированные вирусные включения, бел-
ковые паракристаллы и многочисленные вирионы адено-
вируса в ядре и цитоплазме (рис. 5, а). Признаки неспец-
ифического поражения печени проявлялись появлением 
обширных участков вакуолизации гепатоцитов, обуслов-
ленным расширением эндоплазматического ретикулума 
в сочетании с его очаговым лизисом. Некоторые клетки 
имели морфологические признаки апоптоза в виде пикно-
за и конденсации хроматина или, наоборот, полного лизиса 
хроматина с формированием пузырьковидных форм. Ми-
тохондриальный матрикс во многих случаях был вакуоли-
зирован, кристы дезорганизованы или полностью разру-
шены, многие митохондрии поглощены аутофагосомами. 
Расширенные щели между гепатоцитами были заполнены 
детритом, значительная часть десмосом, скрепляющих 
межклеточные контакты, находилась в состоянии лизиса.

Синусоидные капилляры были расширены и запол-
нены клеточным детритом. В пространстве Диссе в по-
вышенном количестве выявлялись клетки лимфоидно-
моноцитарного ряда (рис. 5, б). В просвете желчных 
капилляров обнаружен детрит и миелиноподобные части-
цы, свидетельствующие о распаде мембранных структур. 
Значительная часть эндотелиоцитов синусоидных капил-
ляров находилась в состоянии апоптоза, на что указывали 
конденсация хроматина, остаточные тельца на месте ядер 
и многочисленные вакуоли в цитоплазме.

Как и в ранее проведенных тестах, применение изучае-
мых препаратов в разной степени влияло на ультраструк-
турные особенности морфогенеза аденовирусного гепа-
тита. Так, структура печени животных, получавших EW, 
практически не отличалась от таковой в группе плацебо. 
Как и в контрольной группе, гепатоциты в пределах очагов 
воспаления находились в разных стадиях дегенерации, пе-
ченочные синусы были расширены и содержали большое 
количество клеток воспалительного инфильтрата. В то же 
время использование препаратов GL, EW + GL и 6-АЦ 

нормализовало структуру печеночной паренхимы (рис. 6). 
Вакуолизация гепатоцитов была выражена в меньшей сте-
пени, просветы синусоидных капилляров сужены, количе-
ство клеток воспалительного инфильтрата снижено.

Обсуждение
В результате проведенных исследований показано, что 

применение GL снижало проявления экспериментального 
аденовирусного гепатита. В более ранних экспериментах 
установлено, что GL, будучи мембранотропным агентом, 
оказывает ингибирующее действие на оболочечные виру-
сы. Оболочечные вирусы в процессе слияния вирусной и 
клеточной мембран нуждаются в определенной текучести 
липидного бислоя и, следовательно, зависят от реологиче-
ских свойств клеточной мембраны. Так, снижение текуче-
сти мембраны на 5% ингибировало размножение ВИЧ-1 
на 56%, а 5% повышение текучести, напротив, повышало 
инфекционность вируса в 2,4 раза [32]. Те же закономер-
ности наблюдались и в случае гриппозной инфекции [33], 
а также в отношении других вирусов – респираторно-
синцитиального, SARS-ассоциированного коронавируса, 
вируса гепатита В, арбовирусов, вируса осповакцины, 
вирусов группы герпеса и других [34]. Известно также, 
что GL снижает мембранный транспорт и сиалирование 
поверхностного антигена вируса гепатита В, а также ин-
гибирует ферменты фосфорилирования при инфекции, 
вызванной вирусом везикулярного стоматита [34]. Таким 
образом, по многочисленным данным, GL обладает ком-
плексным механизмом противовирусной активности.

В нашем исследовании использован аденовирус, не 
имеющий липидной оболочки. В отношении безоболо-
чечных вирусов активность GL также была продемон-
стрирована [35–37], хотя и в меньшем объеме, как in 
vitro, так и in vivo. В частности, показан эффект GL при 
гепатите С, что может быть обусловлено как прямыми 
противовирусными, так и цитопротекторными и/или 
противовоспалительными свойствами соединения.

Таким образом, исследования показали, что использо-

Рис. 6. Структура паренхимы печени новорожденных сирийских хомяков на 3-и сутки после инфицирования аденовирусом 
человека 5-го типа при применении препарата GL (a), EW + GL (б) и 6-АЦ (в). Белыми стрелками указаны гепатоциты,  

Э – эритроциты, черные стрелки – клетки воспалительного инфильтрата.
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вание препаратов GL и GL + EW снижает репликативную 
активность аденовируса в печени, а также приводит к 
нормализации структуры печени животных как на уровне 
световой микроскопии, так и на ультраструктурном уров-
не. Несмотря на очевидное протективное действие изу-
ченных препаратов на морфологическом и ультраструк-
турном уровне, их прямое противовирусное действие 
было незначительным и снижение инфекционного титра 
вируса не превышало значений, полученных при исполь-
зовании этиотропного препарата сравнения 6-АЦ. Воз-
можно в случае аденовирусной инфекции оптимальные 
действующие дозы изучаемых соединений отличаются 
от использованных при гриппозной инфекции [30]. Для 
оптимизации дозировок, а также выработки окончатель-
ных выводов относительно перспективности использова-
ния этих препаратов против аденовируса человека необ-
ходимы дальнейшие исследования в этом направлении.

Финансирование. Работа по исследованию противо-
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в статье представлены результаты комплексного лабораторного обследования 37 детей с ретинобласто-
мой (Рб). в сыворотке крови с помощью иммуноферментного анализа определяли наличие igM-, iga-, 
igg-антител к вирусу простого герпеса 1-го и 2-го типов, цитомегаловирусу (ЦМв), вирусу Эпштейна–барр 
(вЭб), вирусу герпеса человека (вгЧ) 6-го типа, токсоплазме гондии, микоплазме гоминис и уреаплазме 
уреалитикум. в полимеразной цепной реакции определяли наличие ДнК этих патогенов в плазме крови 18 
пациентов и биоптатах опухоли 10 глаз. Полученные результаты показали, что дети с Рб инфицированы 
преимущественно вирусами группы герпеса, среди которых преобладал ЦМв. в 4 из 5 энуклеированных 
глаз в ткани опухоли также присутствовала ДнК герпесвирусов (ЦМв (2 глаза), вЭб (1 глаз), вгЧ-6 (1 глаз)) 
и уреаплазмы уреалитикум (1 глаз). нуклеиновая кислота инфекционных микроорганизмов существенно 
чаще определялась в ткани опухоли, чем в плазме крови (5 из 10, 1 из 18 наблюдений соответственно; p = 
0,023), что позволяет предположить наличие вируса в глазу и его неблагоприятную роль в патогенезе Рб.
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Введение
Ретинобластома (РБ) – злокачественная опухоль сетчат-

ки у детей [1–5]. В настоящее время существует гипотеза 
о возникновении наследственной двусторонней формы РБ 
вследствие мутации гена RBI [6]. Монокулярная форма РБ 
рассматривается многими авторами как спорадическое за-
болевание, причины возникновения которого до сих пор не 

изучены. Многие вирусы способны вызывать злокачествен-
ную трансформацию клеток хозяина [7–13]. Например, 
описаны лимфома орбиты, вызванная герпесвирусом чело-
века 4 (HHV-4, или вирус Эпштейна–Барр) (Herpesvirales, 
Herpesviridae, Lymphocryptovirus) [9], и экстранодальная 
маргинальноклеточная лимфома, вызванная Chlamydophila 
psittaci [10].
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Целенаправленное изучение влияния инфекционных аген-
тов на развитие РБ до настоящего времени не проводили.

Цель исследования – определить наличие ДНК возбудите-
лей распространенных хронических офтальмотропных ин-
фекций в плазме крови и биоптатах опухоли у детей с РБ для 
оценки возможного их влияния на бластогенез.

Материал и методы
Обследовали оба глаза у 37 детей (14 девочек и 23 маль-

чика) в возрасте от 5 до 69 (в среднем 39 ± 1,1) мес с бино-
кулярной (3) и монокулярной (34) формами РБ. Опухолевое 
поражение диагностировали в 40 из 74 исследуемых глаз.

Всем пациентам под наркозом осуществляли комплексное 
общеофтальмологическое обследование с использованием 
ретинальной педиатрической камеры Ret Cam, ультразвуко-
вого исследования, оптической когерентной томографии.

В настоящее время принята международная классификация 
РБ (ICRB, 2001 Амстердам), предусматривающая разделение 
опухоли на группу а (маленькие интраретинальные опухоли, 
не распространяющиеся на центральную ямку сетчатки и диск 
зрительного нерва (ДЗН), размером 3 мм и менее, ограничен-
ные сетчаткой и расположенные минимум в 3 мм от фовеа и в 
1,5 мм от ДЗН), группу В (все остальные, отдельно лежащие 
опухоли, ограниченные сетчаткой, не вошедшие в группу А, с 
наличием связанной с опухолью жидкости в субретинальном 
пространстве, менее чем в 3 мм от опухоли при отсутствии 
субретинальных опухолевых отсевов), группу С (отдельные 
локализованные опухоли с минимальным обсеменением су-
бретинального пространства или стекловидного тела менее 
чем в 3 мм от очага опухоли, с наличием жидкости в субрети-
нальном пространстве, занимающей до 1/4 площади сетчат-
ки), группу D (диффузно-распространенная опухоль со зна-
чительным обсеменением субретинального пространства или 
стекловидного тела в виде «сальных» отсевов или аваскуляр-
ных опухолевых масс с полной отслойкой сетчатки), группу E 
(наличие опухоли, прилежащей к хрусталику, расположенной 
кпереди от передней поверхности стекловидного тела, захва-
тывающей цилиарное тело или передний сегмент глаза, сопро-
вождающейся неоваскулярной глаукомой, непрозрачностью 
стекловидного тела из-за кровоизлияния, некрозом опухоли 
с асептическим целлюлитом орбиты, фтизисом глаза, отсут-
ствием шансов на сохранение зрения).

Опухоль группы A диагностировали в 2 глазах, группы B 
– в 5, группы C – в 2, группы D – в 7, группы E – в 24 (по 
международной ABC-классификации, 2001).

По показаниям проводили энуклеацию 10 глаз с далекоза-
шедшей стадией РБ. Одновременно брали биоптат опухоли 
для исследования в полимеразной цепной реакции (ПЦР) в ре-
альном времени. Диагноз РБ подтвердили гистологически.

Комплексное лабораторное обследование выполняли для 
выявления системных и локальных (внутриглазных) ин-
фекций, их активности. Сыворотки крови всех 37 детей ис-
следовали в иммуноферментном анализе (ИФА) на наличие 
IgM-, IgA-, IgG- антител к вирусу простого герпеса 1-го и 
2-го типов (ВПГ-1, ВПГ-2), цитомегаловирусу (ЦМВ), виру-
су Эпштейна–Барр (ВЭБ), вирусу герпеса человека 6-го типа 
(ВГЧ-6), токсоплазме гондии, токсокаре канис, микоплаз-
ме гоминис и уреаплазме уреалитикум. В ПЦР в реальном 
времени определяли наличие ДНК этих патогенов в плазме 
крови (18 пациентов) и биоптатах опухоли (10 глаз). В ИФА 
и ПЦР использовали коммерческие сертифицированные на-
боры производства ЗАО «Вектор-Бест», пос. Кольцово.

Результаты
Результаты исследований показали наличие IgG-антител 

к ВПГ-1 и ВПГ-2 в сыворотке крови у 13 (35,1%) из 37 па-
циентов, причем у детей моложе 8 мес при однократном об-
следовании было трудно отличить перенесенную инфекцию 
от трансплацентарно переданных материнских антител, что 

потребовало наблюдения в динамике. IgM-ВПГ-антитела 
(маркеры первичной инфекции) не выявлены; IgG-антитела 
к ранним антигенам ВПГ (маркеры активации инфекции) де-
тектировали у 10 детей старше 1 года.

В сыворотке 22 (59,5%) из 37 детей обнаружили IgG-
антитела к ЦМВ (в 1,5 раза чаще, чем к ВПГ).

Серопозитивными к ВЭБ оказались 11 (29,7%) из 37 детей, 
маркеры атипичной реактивации установлены у 3 (8,1%) из 
них.

IgG-антитела к токсоплазме обнаружили только у 1 (2,7%) 
из 37 пациентов в очень низком недиагностическом титре (16 
МЕ/мл).

Инфицированность токсокарой выявили у 4 (10,8%) из 37 
детей. Диагностический уровень антител к ней (1:800) отме-
чен только у 1 мальчика в возрасте 26 мес, у которого позднее 
РБ подтвердили гистологически.

Хламидийную инфекцию обнаружили у 3 (8,1%) детей 
в возрасте от 12 до 19 мес, причем у 2 из них титры IgG-
антител были высокие (1:80), а у 1 – низкие (1:10). Редко вы-
являли антитела к уреаплазме (1 (2,7%) из 37 детей) и ми-
коплазме (2 (5,4%) из 37 детей). Заражение возбудителями 
урогенитальных инфекций происходило, вероятнее всего, во 
время родов или в постнатальном периоде при тесном кон-
такте с матерью.

При проведении ПЦР в 5 из 10 биоптатов опухоли выявля-
ли инфекционную ДНК: ЦМВ (2 глаза), ВЭБ (1 глаз), ВГЧ-6 
(1 глаз), уреаплазмы уреалитикум (1 глаз); одновременно 
ДНК двух или более патогенов в одной опухоли не обнару-
живали. В целом геномы микроорганизмов в ткани опухоли 
определяли достоверно чаще, чем в плазме крови (5 из 10, 1 
из 18 наблюдений соответственно; p = 0,023).

Результаты ПЦР-исследования плазмы и ткани опухоли со-
впали у 1 ребенка (16 мес): в обоих образцах присутствова-
ла ДНК ЦМВ. Серологический анализ выявил хроническую 
ЦМВ-инфекцию (высокие уровни IgG-ЦМВ-антител) с нали-
чием антител-маркеров реактивации вируса, в стекловидном 
теле больного глаза также обнаружили IgG-антитела к ЦМВ. 
Следует подчеркнуть, что этот ребенок был по данным се-
рологии инфицирован только ЦМВ. Полученные результаты 
позволяют предположить у него не только системную хрони-
ческую ЦМВ-инфекцию, но и, возможно, внутриглазную ре-
пликацию вируса (наличие ДНК ЦМВ в опухолевой ткани и 
IgG-противовирусных антител в стекловидном теле), что мог-
ло неблагоприятно сказаться на динамике опухолевого роста.

ДНК ВЭБ обнаружили в ткани опухоли у ребенка (32 мес) с 
серологическими маркерами реактивации хронических ЦМВ- 
и ВЭБ-инфекций. Еще у 1 мальчика (14 мес) в опухоли при-
сутствовала ДНК ВГЧ 6-го типа, антитела к другим герпесви-
русам в сыворотке не выявляли.

Трудно объяснить результаты обследования девочки 7 мес, 
серонегативной ко всем исследованным возбудителям, у ко-
торой в биоптате опухоли была обнаружены ДНК уреаплазмы 
уреалитикум. Хотя в литературе имеются сообщения о про-
тиворечивых результатах серологии и ПЦР при диагностике 
ВГЧ-6-инфекции [14], в подобных случаях нельзя полностью 
исключить ложноположительный ответ в ПЦР-анализе.

Обсуждение
В настоящее время активно обсуждается роль вирусов в 

бластогенезе. Имеются сообщения о детекции генома вируса 
папилломы человека (ВПЧ) в тканях опухоли при раке гор-
тани [17], ВЭБ и ВПЧ при раке органов полости рта [18, 19], 
уреаплазмы уреалитикум при раке шейки матки [20]. Другие 
исследователи полагают, что малигнизация опухолей проста-
ты повышается у людей с генетическими особенностями от-
вета на инфекцию и воспаление [21].

РБ – злокачественная опухоль сетчатки, наблюдаемая у де-
тей раннего возраста. Ее возникновению способствует мутация 
в одном из аллелей гена-супрессора опухолевого роста (Rb1). 
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Двусторонние формы РБ обусловлены наследственными факто-
рами, односторонние относят к спорадическим заболеваниям, 
причины возникновения которых не вполне ясны [1–5, 16].

Белок РБ, кодируемый геном Rb1, существенно влияет на 
регуляцию роста и дифференцировки клеток, являясь супрес-
сором опухолевого роста. Установлено, что некоторые вирусы, 
в частности ЦМВ, оказывают супрессивное действие на белок 
РБ, значительно увеличивая риск возникновения опухоли [12]. 
Ранее мы обнаружили, что в группе детей с РБ число пациентов, 
инфицированных ЦМВ, в 2 раза больше по сравнению с детьми 
с воспалительными заболеваниями глаз аналогичного возраста 
[15]. Результаты проведенных исследований показали, что дети 
с РБ инфицированы преимущественно ВГЧ, среди которых пре-
обладает ЦМВ. Помимо этого, серологические маркеры реакти-
вации ВЭБ выявляли только у детей с РБ [8].

Инфицированность токсокарой определяли у 4 (10,8%) из 
37 детей. Клинически некоторые формы глазного токсока-
роза напоминают РБ, серологический анализ на токсокароз 
входит в комплекс их дифференциальной диагностики [15]. 
Очевидно, этот тест выявляет токсокарозную инфекцию, 
но не является абсолютным доказательством токсокарозной 
этиологии заболевания. Глистная инвазия, влияя на иммун-
ную систему ребенка, может, по-видимому, способствовать 
более агрессивному течению опухолевого процесса.

В 4 из 5 энуклеированных глаз в ткани опухоли также при-
сутствовала ДНК герпесвирусов и только в одном случае – 
ДНК уреаплазмы уреалитикум. Нуклеиновая кислота инфек-
ционных микроорганизмов существенно чаще определялась 
в ткани опухоли, чем в плазме крови (5 из 10, 1 из 18 на-
блюдений соответственно; p = 0,023), что позволяет предпо-
ложить наличие вируса в глазу и его неблагоприятную роль 
в патогенезе РБ.

Таким образом, первый опыт комплексного лабораторного 
обследования сыворотки крови в ИФА на наличие офталь-
мотропных инфекций у 37 детей с РБ и ПЦР в реальном 
времени с выявлением ДНК этих патогенов в плазме крови 
(18) и биоптатах опухоли (10) показал преимущественную 
инфицированность вирусами группы герпеса, среди которых 
преобладал ЦМВ. Кроме того, в половине случаев в биоптате 
опухоли также выявляли ДНК герпесвирусов, что позволило 
нам предположить их возможное влияние на бластогенез.
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ВакЦИНЫ На ОСНОВЕ ДаЛЬНЕВОСТОЧНОГО И ЕВРОПЕЙСкОГО ШТаММОВ 
ИНДУЦИРУЮТ НЕЙТРаЛИЗУЮЩИЕ аНТИТЕЛа кО ВСЕМ ИЗВЕСТНЫМ 

ПОДТИПаМ ВИРУСа кЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФаЛИТа
ФГБНУ «Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова», 142782, г. Москва

Для изучения поствакцинального иммунного ответа использовали сыворотки детей в возрасте от 1 года 
до 16 лет, полученные в ходе клинических испытаний, проведенных в Свердловской области в 2011 г. Дети 
были дважды иммунизированы вакцинами против клещевого энцефалита (КЭ) «Клещ-Э-вак» на основе 
штамма Софьин дальневосточного подтипа и ФСМЕ-иММУн Джуниор на основе штамма найдорфл ев-
ропейского подтипа. По данным реакции нейтрализации бляшек (Рнб) обе вакцины обладают высокой 
иммуногенностью: в сыворотках 100% детей, иммунизированных вакциной «Клещ-Э-вак», и 95% детей, 
иммунизированных вакциной ФСМЕ-иММУн Джуниор, через 30 дней после двукратной вакцинации были 
выявлены антитела (АТ) к штамму Софьин в защитных титрах, при этом 24,5 и 21,4% детей соответствен-
но, имели титры АТ > 1:10 000. Отобранные сыворотки реципиентов с титрами от 1:25 до 1:1000 были ис-
следованы в Рнб в одном эксперименте с использованием штаммов Софьин (дальневосточный подтип), 
Абсеттаров (европейский подтип) и васильченко (сибирский подтип). Обе вакцины индуцировали АТ к 
представителям всех трех подтипов вируса в защитных титрах.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  клещевой энцефалит; поствакцинальный иммунитет; вакцина против клещевого энцефалита.
Для цитирования: Майкова Г.Б., Чернохаева Л.Л., Ворович М.Ф., Рогова Ю.В., Карганова Г.Г. Вакцины на основе 
дальневосточного и европейского штаммов индуцируют нейтрализующие антитела ко всем известным подтипам ви-
руса клещевого энцефалита. Вопросы вирусологии. 2016; 61(3): 135-139.
DOI: 10.18821/0507-4088-2016-61-3-135-139

Maikova G.B., Chernokhaeva L.L., Vorovitch M.F., Rogova Yu.V., Karganova G.G.
Vaccines BaseD On The Far-easTern anD eUrOPean sTrains inDUce The 

neUTraliZing anTiBODies againsT all KnOWn TicK-BOrne encePhaliTis VirUs 
sUBTYPes

Chumakov Institute of Poliomyelitis and Viral Encephalitides, Moscow, 142782, Russian Federation
serum of children aged 1 to 16 obtained in the course of clinical trials conducted in the sverdlovsk region in 
2011 was used to study the post-vaccination immunity. children were immunized twice with vaccines against 
the tick-borne encephalitis (TBe) Tick-e-Vak on the basis of the strain sofjin of the Far-eastern subtype and 
FsMe-iMMUn Junior based on the neudorfl strain of the european subtype. according to the plaque reduction 
neutralization test (PrnT), both vaccines have a high immunogenicity: after 30 days since two-time vaccination 
in the sera of 100% of children immunized with the vaccine Tick-e-Vak and in the 95% of children immunized with 
the vaccine FsMe-iMMUn Junior antibodies (aT) against strain sofjin were identified in protective titers, whereas 
24.5% and 21.4% of children, respectively, had antibody titers higher than 1:10000. selected sera of recipients 
with titers from 1:25 to 1:1000 were examined in the PrnT in a single experiment using the sofjin (Far-eastern 
subtype), absettarov (european subtype) and Vasilchenko (siberian subtype) strains. The two vaccines induced 
aT against the representatives of all three subtypes.

K e y w o r d s :  tick-borne encephalitis; postvaccination immunity; vaccine against tick-borne encephalitis.
For citation: Maikova G.B., Chernokhaeva L.L., Vorovitch M.F., Rogova Yu.V., Karganova G.G. Vaccines based on the 
Far-Eastern and European strains induce the neutralizing antibodies against all known tick-borne encephalitis virus subtypes. 
Voprosy Virusologii (Problems of Virology, Russian journal). 2016; 61(3): 135-139. (In Russ.).
DOI: 10.18821/0507-4088-2016-61-3-135-139
For correspondence: Galina G. Karganova, Sc.D., full professor, Head of Laboratory of biology of arboviruses,  «Chuma-
kov Institute of Poliomyelitis and viral encephalitides», Moscow, 142782, Russian Federation, E-mail: karganova@bk.ru
Information about authors:
Karganova G.G.,  http://orcid.org/0000-0002-8901-6206 
Funding. This work was supported by the Russian Science Foundation (Project No. 15-14-00048).
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 09 November 2015
Accepted 19 November 2015

Для корреспонденции: Карганова Галина Григорьевна, д-р биол. наук, профессор, заведующая лабораторией биологии арбовирусов 
ФГБНУ «Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова», 142782, г. Москва, E-mail:karganova@bk.ru

Введение
Клещевой энцефалит (КЭ) представляет серьезную проблему 

для российского здравоохранения. В настоящее время в России 
регистрируется около 3 тыс. случаев заболевания в год. Леталь-
ность составляет от 0,5 до 17,5%. Для КЭ характерен длитель-

ный период реконвалесценции, и около 10% случаев переходят 
в хроническую форму.

Возбудителем КЭ является вирус КЭ (род Flavivirus, семей-
ство Flaviviridae), который имеет 3 подтипа – дальневосточный, 
европейский и сибирский [1]. Кроме того, описаны 2 новые 
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использованы в виде 10% суспензии мозга инфицированных 
мышей, которая хранилась при –70°С.

Сыворотки крови реципиентов вакцин. Для анализа 
были использованы сыворотки крови реципиентов вакцин, 
полученные в клинических испытаниях в 2010–2011 гг. в 
Свердловской области [12] и любезно предоставленные 
д-ром А.В. Киктенко (ФГУП «ПИПВЭ им. М.П. Чумакова»). 
Дети 1–16 лет, серонегативные по антителам (АТ) к вирусу 
КЭ в ИФА, были дважды иммунизированы внутримышечно 
с интервалом 30 дней между иммунизациями. Забор крови 
у реципиентов проводили до иммунизации и через 30 дней 
после второй иммунизации.

Вакцины. Для клинических испытаний использовали 
серию № 6.2009ж вакцины «Клещ-Э-Вак» и серию VN-
R1J08D вакцины ФСМЕ-ИММУН Джуниор.

РНБ (50%). РНБ в перевиваемой культуре клеток почки 
эмбриона свиньи (СПЭВ) проводили в 6-луночных панелях 
(«Corning»), как описано ранее [19]. К разведениям сыворот-
ки, приготовленным на среде 199 на растворе Эрла (ФГУП 
«ПИПВЭ им. М.П. Чумакова») с 2 % фетальной сыворотки ко-
ров (ФСК) («Gibco»), добавляли равное количество вирусной 
суспензии, содержащей 40–70 бляшек, и инкубировали 1 ч  
при 37°С. Далее смесь разведений сыворотки и вируса в объе-
ме 200 мкл добавляли к слившимся монослоям клеток. После 
адсорбции в течение 1 ч при 37°С в лунки добавляли по 5 мл 
1% агарового покрытия («Difco») на растворе Эрла, содержа-
щего 7,5% ФСК и 0,015% нейтрального красного. На 5–6-й 
день инкубации при 37°С клетки фиксировали с помощью 
5% трихлоруксусной кислоты и окрашивали 4% генциановым 
фиолетовым. Каждый эксперимент включал соответствующие 
контроли: отрицательную и положительную сыворотку крови 
человека с известным титром противовирусных антител. Под-
счет титров АТ, нейтрализующих 50% бляшек, осуществляли 
по модифицированному методу Рида и Менча [20].

Результаты
Для изучения спектра АТ, индуцируемых вакцинами на 

основе дальневосточного и европейского штаммов вируса 
КЭ, использовали сыворотки иммунизированных детей в 
возрасте от 1 года до 16 лет, полученные в ходе клинических 
испытаний, проводимых в 2010–2011 гг. в Свердловской об-
ласти. Дети были дважды внутримышечно иммунизированы 
по стандартной схеме с интервалом 30 дней.

Полученные до иммунизации сыворотки детей исследова-
ли на наличие противовирусных АТ в РНБ с использованием 
штамма Софьин. Для дальнейшего анализа были отобраны 
сыворотки изначально серонегативных реципиентов вакци-
ны, полученные через 30 дней после второй иммунизации.

Сыворотки детей – реципиентов обеих вакцин исследовали 
в РНБ с использованием штамма Софьин. Среди 49 реципиен-
тов вакцины «Клещ-Э-Вак» 12 (24,5%) детей имели титры АТ, 
нейтрализующие штамм Софьин, более 4 lg. Средний геоме-
трический титр (СГТ) нейтрализующих АТ к этому штамму в 
сыворотках остальных 37 детей составил 2,25 ± 0,12 lg. Среди 
42 детей – реципиентов вакцины ФСМЕ-ИММУН Джуниор 
2 (4,8%) ребенка не имели АТ к штамму Софьин, 9 (21,4%) 
детей имели титры выше 4 lg, а в сыворотках остальных детей  
(n = 31) СГТ противовирусных АТ составил 2,32 ± 0,12 lg.

Для дальнейшего исследования были отобраны 17 и 18 сы-
вороток реципиентов вакцины ФСМЕ-ИММУН Джуниор и 
«Клещ-Э-Вак» с титрами от 1,4 до 3,0 lg (от 1:25 до 1:1000). 
Сыворотки исследовали в РНБ в одном эксперименте с ис-
пользованием штаммов Софьин (дальневосточный подтип), 
Абсеттаров (европейский подтип) и Васильченко (сибирский 
подтип). СГТ противовирусных АТ в сыворотках реципиен-
тов обеих вакцин приведены в таблице.

На рисунке приведены данные о титрах АТ к разным 
штаммам в индивидуальных сыворотках каждого из реципи-
ентов. В сыворотках реципиентов вакцины «Клещ-Э-Вак» в 

группы вирусов, которые филогенетически значительно от-
стоят друг от друга и от известных генотипов вируса КЭ [2]. 
По-видимому, многообразие вариантов вируса КЭ этим не ис-
черпывается, поскольку недавно был описан еще один новый 
вариант, изолированный на юге Кемеровской области, который 
отличается на 11% по нуклеотидной последовательности фраг-
мента генома, кодирующего белок Е, от других представителей 
сибирского подтипа [3]. В России циркулируют все описанные 
варианты вируса, однако на большей части территории страны 
вирус КЭ представлен сибирским подтипом [4].

Все варианты вируса КЭ антигенно близки и трудноразли-
чимы в серологических реакциях [2, 5–7]. На ограниченном 
количестве штаммов было показано, что результаты деления 
на генотипы на основе филогенетического анализа совпа-
дают с серологическими данными, полученными в реакции 
диффузной преципитации в агаре с адсорбированными сы-
воротками [2, 8].

Вакцинация остается основным и наиболее эффективным 
средством защиты от заболевания. В настоящее время в РФ 
применяются очищенные концентрированные цельновирион-
ные вакцины 3 производителей [9, 10]. Австрийская вакцина 
ФСМЕ-ИММУН («Baxter»), приготовленная на основе евро-
пейского штамма Найдорфл, используется с середины 80-х 
годов прошлого столетия. Вакцина «Энцевир» (НПО «Микро-
ген», Томск) на основе штамма 205 дальневосточного подтипа 
выпускается с 2003 г. ФГУП «Предприятие по производству 
бактерийных и вирусных препаратов им. М.П. Чумакова» выпу-
скает 2 препарата на основе штамма Софьин дальневосточного 
генотипа: универсальный вариант очищенной концентрирован-
ной лиофилизованной вакцины, разработанной в 80-е годы про-
шлого столетия [11], и жидкую сорбированную вакцину «Клещ-
Э-Вак» с 2012 г. [12].

Эпидемиологические данные демонстрируют высокую эф-
фективность современных вакцин для защиты от КЭ [13–16]. 
Наиболее убедительные результаты получены в регионах, где 
привито более 80% населения. Это показано как в Австрии, 
где подтип вакцинного штамма совпадает с подтипом цир-
кулирующего в природе вируса [16], так и в Свердловской 
области, где для вакцинации используют все существующие 
вакцинные препараты [14, 15], а циркулирует в природе пре-
имущественно сибирский подтип вируса [17].

Недавно проведен анализ опубликованных данных о характе-
ристике иммунного ответа у реципиентов вакцин КЭ на основе 
европейских и дальневосточных штаммов [18]. На основании 
результатов анализа сывороток реципиентов вакцинных препа-
ратов с использованием реакции торможения гемагглютинации 
(РТГА) и иммуноферментного анализа (ИФА) сделано заклю-
чение, что все вакцины индуцируют иммунный ответ против 
штаммов вируса КЭ, представляющих все 3 подтипа. Данные 
об анализе сывороток реципиентов с помощью более информа-
тивной реакции нейтрализации бляшек (РНБ) приведены в этой 
статье в основном только для вакцины ФСМЕ-ИММУН.

В данной работе проведено сравнительное исследование 
сывороток реципиентов в возрасте от 1 года до 16 лет после 
иммунизации вакциной «Клещ-Э-Вак» на основе штамма Со-
фьин и вакциной ФСМЕ-ИММУН Джуниор на основе штам-
ма Найдорфл в РНБ с использованием представителей всех 
трех подтипов вируса КЭ. Показано, что вакцины сравнимы 
по своей иммуногенности и индуцируют нейтрализующие 
антитела в защитном титре против всех подтипов вируса.

Материал и методы
Вирусы. В работе использовали штаммы вируса КЭ из кол-

лекции ИПВЭ им. М.П. Чумакова: штамм Софьин (ГенБанк 
(Софьин–Чумаков) KC806252) выделен в 1937 г. в Приморском 
крае из мозга умершего человека; штамм Абсеттаров (ГенБанк 
AF091005), выделенный в 1951 г. в Ленинградской области из 
крови больного; штамм Васильчено (ГенБанк L40361) выделен в 
1961 г. в Новосибирской области из крови больного. Все вирусы 
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основном определяются более высокие титры АТ к штамму 
Софьин, и чаще всего титры АТ к штамму Абсеттаров ниже, 
чем к остальным штаммам. Иммунный ответ к штамму Ва-
сильченко занимает промежуточное положение. В 2 сыворот-
ках реципиентов этой вакцины титры к штамму Абсеттаров 
и в 1 сыворотке титры к штамму Васильченко были 1:8, т. е. 
несколько ниже (в пределах ошибки метода), чем 1:10 – титр, 
условно принятый как защитный.

Распределение АТ, нейтрализующих разные штаммы виру-
са КЭ, в сыворотках реципиентов вакцины ФСМЕ-ИММУН 
Джуниор более гетерогенное. Только одна сыворотка содер-
жала АТ к штаммам Абсеттаров и Васильченко в титре 1:8.

Обсуждение
Изменение эпидемиологической ситуации в 90-е годы про-

шлого столетия сделало КЭ одной из самых актуальных транс-
миссивных вирусных нейроинфекций на территории Евразии. 
Характеристика поствакцинального иммунного ответа при-
влекает пристальное внимание исследователей, так как до сих 
пор вакцинация остается единственным эффективным сред-
ством контроля данного заболевания. Большая часть работ в 
этой области посвящена изучению иммунного ответа и про-
тективной активности вакцин в экспериментах на лаборатор-
ных животных, в первую очередь на мышах [21–25].

Описаны клинические испытания с использованием совре-
менных вариантов вакцин против КЭ на основе европейских 
штаммов, в результате которых были получены сыворотки 
реципиентов из регионов, где циркулирует гомологичный ва-
риант вируса. Эти сыворотки были проверены на наличие АТ 
к штаммам вируса КЭ, представляющим разные подтипы ви-
руса КЭ [18, 26, 27]. В работах Г.Н. Леоновой и соавт. [28, 29] 
описаны исследования сывороток проживающих на Даль-
нем Востоке реципиентов 4 вакцин на основе европейских 
и дальневосточных штаммов в реакции нейтрализации с ис-
пользованием дальневосточных штаммов вируса КЭ. В этих 
работах было показано, что все вакцины индуцируют АТ ко 
всем использованным в данных работах штаммам вируса КЭ. 
Описанные исследования проведены на взрослом континген-
те. Хотя все участники испытания были серонегативными 
до иммунизации, нельзя исключить контакта реципиентов с 
вирусом до иммунизации, что могло определенным образом 
сказаться на уровне АТ к разным подтипам вируса КЭ.

В нашей работе для изучения поствакцинального иммунно-
го ответа мы использовали сыворотки изначально серонега-
тивных детей, что значительно снизило вероятность контакта 

реципиентов с вирусом до иммунизации. Детей иммунизиро-
вали двумя препаратами, один из которых достаточно давно 
применяется, а второй является первой российской вакциной 
для профилактики КЭ у детей в возрасте от 1 года. Представ-
ленные нами данные позволяют сделать заключение, что обе 
вакцины на основе штаммов дальневосточного и европей-
ского подтипов вируса КЭ обладают высокой иммуногенно-
стью, поскольку 100% детей, иммунизированных вакциной 
«Клещ-Э-Вак», и 95% детей, иммунизированных вакциной 
ФСМЕ-ИММУН Джуниор, через 30 дней после двукратной 
вакцинации имели нейтрализующие АТ к штамму Софьин в 
защитных титрах. Следует отметить, что 24,5 и 21,4% детей 
имели титры противовирусных АТ > 1:10 000.

Для оценки спектра поствакцинального иммунного ответа 
мы отобрали сыворотки реципиентов с низкими и средними 
титрами АТ к штамму Софьин, поскольку очевидно, что 
сыворотки с высокими содержанием АТ к этому штамму 
(более 1:1000) будут содержать нейтрализующие АТ к другим 
штаммам вируса КЭ в защитных титрах.

Сравнение СГТ АТ в сыворотках реципиентов обеих 
вакцин к 3 штаммам, представляющим 3 подтипа вируса, 
показывает, что наиболее выраженный иммунный ответ 
формируется к штамму Софьин. Для вакцины «Клещ-Э-
Вак» это очевидно, поскольку к гомологичному штамму 
титры АТ могут быть выше, чем к гетерологичному. Для 
вакцины на основе штамма Найдорфл данный результат 
был неожиданным. Ранее было проведено аналогичное 
исследование с использованием тех же штаммов вируса 
КЭ и сывороток лабораторных мышей, иммунизированных 
описанными вакцинами [10]. При анализе в РНБ сывороток 

СГТ нейтрализующих аТ в сыворотках реципиентов вакцины 
«клещ-Э-Вак» и ФСМЕ-ИММУН Джуниор на 30-й день после 

второй иммунизации

Вакцина СГТ антител в РНБ к штаммам вируса КЭ

штамм Со-
фьин – даль-
невосточный 

подтип

штамм 
Абсеттаров – 
европейский 

подтип

штамм 
Васильченко 
– сибирский 

подтип

«Клещ-Э-Вак»  
(n = 18)

2,3 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,7 ± 0,1

ФСМЕ-ИММУН 
Джуниор (n = 17)

2,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,1

Титры нейтрализующих АТ в сыворотках реципиентов вакцины «Клещ-Э-Вак» (а) и ФСМЕ-ИММУН Джуниор (б) к штаммам Со-
фьин (дальневосточный подтип), Абсеттаров (европейский подтип) и Васильченко (сибирский подтип) вируса КЭ.
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мышей после иммунизации обеими вакцинами практически 
не было выявлено различий в иммунном ответе к штаммам 
Софьин и Абсеттаров. Остается открытым вопрос, почему 
при иммунизации детей европейским штаммом вируса КЭ 
титры АТ к штамму Софьин выше, чем к гомологичному 
штамму Абсеттаров.

Представленные данные показывают, что двукратная 
вакцинация детей в возрасте от 1 года до 16 лет по стандартной 
схеме (30 дней между иммунизациями) с использованием 
вакцин на основе дальневосточного штамма Софьин и 
европейского штамма Найдорфл индуцирует синтез АТ к 
представителям всех трех подтипов вируса.
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ПРОТИВОВИРУСНаЯ акТИВНОСТЬ ПРЕПаРаТОВ С РаЗЛИЧНЫМ МЕХаНИЗМОМ 
ДЕЙСТВИЯ ПРИ ЭкСПЕРИМЕНТаЛЬНОМ кЛЕЩЕВОМ ЭНЦЕФаЛИТЕ

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова», 690087, г. Владивосток

Одним из возможных подходов к эффективному, патогенетически обоснованному лечению пациентов с кле-
щевым энцефалитом (КЭ) является включение в комплексную терапию иммунотропных препаратов, выделен-
ных из природных объектов. Проведено сравнительное изучение противовирусной активности тинростима 
(иммуноактивного пептида из оптических ганглиев кальмара Berryteuthis magister) и некоторых официналь-
ных препаратов, применяемых для профилактики и лечения КЭ (рибавирин, реаферон-ЕС, циклоферон, йо-
дантипирин, иммуноглобулин против КЭ) при экспериментальном КЭ. все тестируемые препараты достовер-
но подавляли размножение высоковирулентного штамма вируса КЭ в чувствительной культуре клеток почки 
эмбриона свиньи: рибавирин и иммуноглобулин против КЭ ингибировали репродукцию вируса полностью 
– на 100%, циклоферон – на 75%, тинростим, реаферон-ЕС и йодантипирин – на 50–60%. на модели острого 
летального КЭ у мышей оценивали терапевтическую эффективность препаратов. Применение циклоферона 
и иммуноглобулина против КЭ предотвращало смертность 35–45% инфицированных животных, тинростима 
– 25%, рибавирина, реаферона-ЕС и йодантипирина – 5–10% животных. Комбинация иммуноактивного пепти-
да тинростима с официнальными препаратами (рибавирином, циклофероном) была более эффективна, чем 
применение отдельных препаратов, что свидетельствует о перспективности использования такой терапии 
при КЭ.
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a possible approach to effective, pathogenetically valid treatment of patients with the tick-borne encephalitis 
(TBe) is a complex therapy with the immunotropic preparations isolated from natural objects. This work is 
devoted to the comparative study of the antiviral activity of the tinrostim (immunoactive peptide from the optical 
ganglia of the squid Berritiuthis magister) and some officinal drugs used for prevention and treatment of the TBe 
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ходимым исследовать его активность в отношении вируса КЭ 
и обосновать целесообразность его применения в комплексной 
терапии КЭ.

Цель настоящей работы – сравнительное изучение противови-
русной эффективности иммуноактивного пептида тинростима и 
некоторых официнальных препаратов с различным механизмом 
действия при экспериментальном КЭ.

Материал и методы
Вирус. В работе использован вирус КЭ дальневосточного 

субтипа, штамм Dal’negorsk (Dal), выделенный в 1973 г. из моз-
га человека, умершего от очаговой формы КЭ. Нами описана 
молекулярно-генетическая характеристика этого штамма (номер 
полногеномной последовательности в GenBank: FJ402886), изу-
чены его биологические свойства [10]. В настоящем исследова-
нии была использована 10% суспензия мозга инфицированных 
мышей-сосунков (9-й пассаж), титр которой на культуре клеток 
почки эмбриона свиньи (СПЭВ) составлял 107 ТЦИД50/мл.

Культура клеток. Для анализа противовирусной активности 
препаратов in vitro использовали перевиваемую культуру клеток 
СПЭВ, высокочувствительную к вирусу КЭ. Клетки культиви-
ровали в 24-луночных пластиковых панелях с использованием 
среды 199 и добавлением 10% сыворотки эмбрионов коров и 100 
ЕД/мл гентамицина. Поддерживающая среда содержала ту же 
смесь, но с добавлением 1% эмбриональной сыворотки.

Животные. Изучение противовирусной активности препаратов 
in vivo проводили на 920 неинбредных мышах-самцах массой 12–
14 г, полученных из питомника «Столбовая». Протокол экспери-
ментальной части исследования на этапах содержания животных, 
моделирования патологических процессов и выведения их из 
опыта соответствовал принципам биологической этики, изложен-
ным в международных и российских нормативных документах по 
защите позвоночных животных, используемых в эксперименталь-
ных работах. Работа одобрена Этическим комитетом НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова» (протокол № 5 от 
05.11.13).

Препараты. Тинростим – комплекс пептидов, выделенных из 
оптических ганглиев кальмара Berrytеuthis magister, содержит 
84% низкомолекулярных пептидов с молекулярной массой от 
1 до 12,5 кДа и 16% свободных аминокислот, представленных 
в основном аспарагиновой, глутаминовой кислотой и лизином 
[7]. На основе тинростима получена биологически активная 
добавка к пище «Тинростим-СТ», производство, реализация и 
применение которой разрешено Минздравом РФ на террито-
рии Российской Федерации (регистрационное удостоверение  
№ 77.99.04.928.Б.000663.08.03 от 29.08.03).

(ribavirin, reaferon-ec, cycloferon, 4-jodantipyrin, immunoglobulin human against encephalitis ixodicum) in the 
experimental models of the TBe. all tested drugs significantly inhibited the proliferation of the highly virulent 
strain of the TBeV in the sensitive PK cell cultures: ribavirin and immunoglobulin against TBe completely 
inhibited viral replication (by 100%); cycloferon – by 75%; tinrostim, reaferon-ec, and jodantipyrin – by 50-60%. 
Therapeutic efficacy of the compounds was evaluated on a model of acute lethal TBe in mice: treatment with 
cycloferon and immunoglobulin against TBe prevented the mortality in 35-45% of infected animals; tinrostim – in 
25%; ribavirin, reaferon-ec, and jodantipyrin – in 5-10%. The combination of the immunoactive peptide, tinrostim, 
with officinal drugs (ribavirin, cycloferon) was more effective than the treatment with a single drug, thereby 
indicating the prospects of the use of this therapy for treating TBe.
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Введение
До настоящего времени лечение клещевого энцефалита (КЭ), 

как и других вирусных инфекций, представляет собой сложную 
и нерешенную проблему. Тактика терапии КЭ предполагает 
обязательное проведение комплексной терапии – этиотропной, 
патогенетической и симптоматической [1, 2]. Современный ар-
сенал этиотропных средств противовирусной терапии включает 
широкий спектр препаратов из нескольких фармакологических 
групп: противовирусные химиопрепараты; интерфероны и их 
индукторы; специфические иммуноглобулины; иммуномодуля-
торы [3]. Однако целесообразность применения в терапии КЭ 
препаратов специфических иммуноглобулинов неоднозначна 
[4], а существующие противовирусные средства недостаточ-
но эффективны. В этой связи поиск препаратов, которые бы 
не только ингибировали репликацию вируса и элиминировали 
его из организма, но и корригировали индуцированное виру-
сом иммунодефицитное состояние, остается актуальным. Од-
ним из возможных подходов к эффективному, патогенетически 
обоснованному лечению пациентов с КЭ является включение 
в комплексную терапию иммуноактивных соединений (белков, 
полисахаридов, пептидов, полифенолов и других), выделенных 
из природных объектов.

Изучение пептидов, полученных из природных источников 
и обладающих высокой биологической, в том числе иммуномо-
дулирующей активностью, является одним из перспективных 
направлений иммунофармакологии. Источником уникальных 
биологически активных веществ широкого спектра действия 
являются морские гидробионты, которые в составе соединений 
часто превосходят аналоги наземного происхождения по биоло-
гической или фармакологической активности [5]. Дальневосточ-
ные ученые интенсивно занимаются выделением и изучением 
иммуноактивных пептидов из различных тканей гидробионтов: 
костного мозга и гормонов тимуса морских млекопитающих, из 
молок, печени и сердца лососевых рыб [6]. Из оптических ган-
глиев кальмара Berryteuthis magister выделен комплекс пептидов 
тинростим [7]. Было установлено, что это пептидное соедине-
ние стимулирует гуморальный иммунный ответ, фагоцитоз, 
оказывает активирующее воздействие на ферменты антиокси-
дантной системы, проявляет апоптозрегулирующую активность, 
влияет на перекисное окисление липидов, реакции сосудисто-
тромбоцитарного гемостаза, обладает противовоспалительны-
ми свойствами [8]. В настоящее время тинростим выпускается 
в виде биологически активной добавки к пище и используется 
практическими врачами в качестве средства сопровождения ба-
зисной терапии при некоторых заболеваниях [9]. Учитывая им-
муномодулирующие свойства тинростима, представляется необ-
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грамм Statistica 6.0 и Excel. Для оценки значимости различий 
количественных признаков использовали критерий Вилкоксона 
для связанных выборок и логранговый критерий z (с поправкой 
Йетса) для сравнения выживаемости животных двух групп.

Результаты и обсуждение
Изучение активности препаратов in vitro в отношении виру-

са КЭ. При исследовании цитотоксического действия изучаемых 
препаратов (в концентрациях от 1 до 8000 мкг/мл) на неинфи-
цированную культуру клеток СПЭВ установлено, что их МПК 
составляли 1000 мкг/мл или более, т. е. эти препараты были не-
токсичны для используемой культуры клеток.

Сравнительную оценку вирусингибирующей активности раз-
личных препаратов проводили на данной культуре клеток, инфици-
рованной высоковирулентным штаммом Dal вируса КЭ (табл. 1).  
Установлено, что эффективность подавления репродукции виру-
са КЭ препаратами, различающимися по своему химическому 
составу и механизму действия, имела дозозависимый характер. 
Внесение в культуру клеток противовирусного химиопрепарата 
рибавирина в концентрации 500 мкг/мл полностью подавляло 
репродукцию вируса КЭ (на 6,0 lg ТЦИД50/мл), а минимальная 
вирусингибирующая концентрация этого препарата составила 
31 мкг/мл (см. табл. 1). Известно, что рибавирин (синтетиче-
ский аналог нуклеозидов 1-b-D-рибофуранозил-1,2,4-триазол-
3-карбоксамид) характеризуется широким спектром противо-
вирусного действия в отношении ДНК- и РНК-содержащих 
вирусов. Отмечено ингибирующее действие этого препарата на 
репликацию ряда флавивирусов в различных клеточных культу-
рах [12, 13]. Предполагают, что противовирусная активность ри-
бавирина может быть обусловлена тремя различными механиз-
мами действия [14, 15]. Во-первых, препарат ингибирует актив-
ность фермента хозяина инозинмонофосфат дегидрогеназы, что 
снижает внутриклеточные запасы гуанозинтрифосфата и тем 
самым опосредованно угнетается синтез нуклеиновых кислот 
вируса. Во-вторых, он может изменять синтез РНК с последую-
щим нарушением транскрипции вируса. В-третьих, установлено 
прямое угнетающее влияние рибавирина на активность полиме-
разы вирусов [14, 15].

Применение реаферона-ЕС (рекомбинантного интерферона – 
ИФН-a2b) в максимальной концентрации (104 МЕ/мл) вызывало 
снижение титров вируса КЭ на 3,5 lg ТЦИД50/мл (Ки = 58,3%) (см. 
табл. 1). Механизм противовирусного действия реаферона-ЕС, 
как и других ИФН-a, заключается в том, что данные препараты, 
взаимодействуя со специфическими рецепторами на поверхно-
сти клеток, инициируют ряд внутриклеточных изменений, вклю-
чающих синтез цитокинов и ферментов (2–5-аденилатсинтетазы 
и протеинкиназы), действие которых блокирует образование ви-
русных белков и вирусной РНК в клетке [16, 17].

Внесение в культуру клеток индукторов ИФН циклоферона 
(метилглюкамина акридонацетата) и йодантипирина (1-фенил-
2,3-диметил-4-йодпиразолона) в различной степени снижало 
репродукцию вируса КЭ (см. табл. 1). Ингибирование репли-
кации вируса на 75% (71,7–78,3%) зарегистрировано при при-
менении 125 мкг/мл циклоферона, противовирусное действие 
которого обусловлено индукцией эндогенных ИФН-a/b и пря-
мым воздействием на репликацию вируса путем блокирования 
инкорпорации вирусных РНК в капсиды и увеличения количе-
ства дефектных вирусных частиц [18]. Максимальный эффект 
йодантипирина – снижение репродукции вируса КЭ на 50% 
(46,7–55,0%) – наблюдали при концентрации препарата 1000 
мкг/мл. Полагают [19], что йодантипирин не прямо, а опосре-
дованно усиливает продукцию эндогенных ИФН-a/b, вероятно, 
за счет способности подавлять синтез простагландинов, оказы-
вающих ингибирующее действие на продукцию ИФН. Данный 
препарат способен подавлять репродукцию ряда РНК- и ДНК-
содержащих вирусов и оказывает стабилизирующее действие на 
биологические мембраны, что может также обусловливать тор-
можение проникновения вируса в клетку [19].

Применение иммуноглобулина против КЭ (антитела про-
тив КЭ класса IgG, титры не менее 1:80) полностью подавляло 
репродукцию вируса КЭ (см. табл. 1). Даже при максимальном 

Для сравнительного изучения противовирусной эффективно-
сти тинростима были использованы официнальные препараты, 
применяемые для профилактики и лечения КЭ, из вышеперечис-
ленных фармакологических групп. Из группы химиопрепаратов 
выбран рибавирин® (ЗАО «Вертекс», Санкт-Петербург), из 
группы интерферонов – реаферон-ЕС® (ЗАО «Вектор-Медика», 
Новосибирск), из эндогенных индукторов интерферона – цикло-
ферон® (ООО НТФФ «Полисан», Санкт-Петербург) и йоданти-
пирин® (ООО «НТМ», Томск). Группа специфических иммуно-
глобулинов представлена иммуноглобулином против КЭ® (НПО 
«Микроген», Хабаровск). Тинростим рассматривали как препа-
рат из группы иммуномодуляторов.

Определение цитотоксичности препаратов. На неинфициро-
ванный односуточный монослой культуры клеток СПЭВ нано-
сили различные концентрации исследуемых препаратов и поме-
щали при 37°C в CO2-инкубатор на 5 сут. Результаты учитывали 
по появлению цитодеструктивных изменений монослоя клеток. 
Контролем являлся монослой клеток, на который была нанесе-
на поддерживающая среда без препарата. В качестве показате-
ля токсичности каждого препарата для данной культуры клеток 
служила максимально переносимая концентрация (МПК), кото-
рая составляет 1/2 максимальной концентрации препарата, не 
оказывающей на клетки токсичного действия (по данным при-
жизненного морфологического исследования и нарушению по-
глощения клетками витального красителя) [11].

Определение противовирусной активности препаратов in 
vitro. Монослой культуры клеток инфицировали 10-кратными 
разведениями штамма Dal вируса КЭ с инфекционным титром 
7 lg ТЦИД50/мл. После 1 ч контакта вируса с клетками при 37°C 
монослой клеток трижды отмывали фосфатно-солевым буфером 
с pH 7,2. Исследуемые препараты в различных концентрациях 
(опыт) или поддерживающую среду (контроль) наносили на ин-
фицированные клетки, пластиковые панели помещали на 5 сут 
в CO2-инкубатор. Противовирусное действие препаратов рас-
считывали по соотношению инфекционной активности вируса в 
опытных и контрольных образцах. Все опыты проводили в трех-
кратной повторности.

Основными критериями оценки эффективности препаратов 
in vitro являлись следующие показатели [11]: снижение инфек-
ционного титра вируса под воздействием препарата (D, lg), ко-
эффициент ингибирования (Ки, %) и химиотерапевтический ин-
декс (ХТИ). Снижение уровня накопления вируса под влиянием 
препарата (D, lg) определяли по формуле:

D = Ак – Ао,
где Ак – уровень накопления вируса при культивировании 

без внесения в питательную среду изучаемого препарата (в lg 
ТЦИД50/мл); Ао – уровень накопления вируса при культивирова-
нии с внесением в питательную среду изучаемого препарата (в 
lg ТЦИД50/мл). Ки рассчитывали по формуле:

Ки = (Ак – Ао)/Ак • 100%.
За величину ХТИ препарата принимали соотношение МПК/

МЭК, где МЭК – минимально эффективная вирусингибирую-
щая концентрация препарата, снижающая титр вируса не менее 
чем на 2 lg ТЦИД50 [11].

Определение противовирусной активности препаратов in 
vivo. Для моделирования экспериментального КЭ неинбредных 
мышей подкожно инфицировали штаммом Dal вируса КЭ в до-
зе 100 LD50/0,2 мл. Животные получали исследуемые препараты 
через 1 ч после заражения вирусом. Препараты вводили в дозах, 
рекомендуемых для применения в клинике и пересчитанных на 
массу тела животного. Способы введения препаратов указаны 
в табл.1. Контролем служила группа мышей, инфицированных 
вирусом КЭ и не получавших препараты. За животными наблю-
дали 21 день. В каждой группе было по 10 животных, опыты 
повторялись трехкратно.

Основными критериями оценки эффективности препаратов in 
vivo являлись показатели летальности (отношение павших жи-
вотных к общему количеству мышей в группе, %) и средней про-
должительности жизни (СПЖ) животных в группе (в сут) [11].

Статистическая обработка данных. Статистическую обра-
ботку полученных данных проводили с помощью пакета про-
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разведении препарата (1:1000) Ки репликации вируса составил 
61,7% (58,5–63,6%). Фармакологическое действие специфиче-
ских иммуноглобулинов, в том числе иммуноглобулина против 
КЭ, основано на связывании и нейтрализации внеклеточных ви-
русных частиц и блокировании присоединения вируса к клетке-
мишени [20, 21].

При использовании пептидного комплекса тинростима в кон-
центрации 10 мкг/мл было зарегистрировано снижение титров 
вируса КЭ на 3,5 lg ТЦИД50/мл (Ки = 58,3%) (см. табл. 1). Не-
обходимо отметить, что минимальная вирусингибирующая кон-
центрация для тинростима составила 0,1 мкг/мл, что обусловило 
высокий химиотерапевтический индекс этого препарата (табл. 
2).

Механизмы противовирусного действия тинростима, как и 
ряда других пептидных препаратов, находятся в процессе изу-
чения. Можно предположить, что снижение титров вируса КЭ 
под действием тинростима происходит за счет блокирования 
проникновения вируса в клетку, поскольку этот пептид может 
конкурировать за «вирусспецифические» рецепторы на клетках-
мишенях, участвующие в прикреплении и проникновении ви-
руса в клетку. Кроме того, возможно прямое взаимодействие 
препарата с вирусом, приводящее к нарушению целостности 
оболочки вируса и блокированию его адсорбции на клетки. Есть 

основания полагать, что противомикробные пеп-
тиды непосредственно участвуют в изменении 
структуры вируса [22].

Известно, что комбинированное использо-
вание противовирусных препаратов, имеющих 
разную химическую структуру и принципиаль-
но разный механизм действия, может приводить 
к усилению антивирусного эффекта аддитивно-
го или синергидного характера [23]. Нами был 
изучен противовирусный эффект сочетанного 
применения химиопрепарата рибавирина и им-
муномодулятора тинростима (см. табл. 1). Моно-
препараты применяли в МЭК, снижающих нако-
пление вируса КЭ на 2 lg ТЦИД50/мл. Комбиниро-
ванное использование рибавирина и тинростима 
(в соотношении 1:1) в указанных минимальных 
концентрациях снижало титр вируса КЭ на 4,0 
(3,6–4,4) lg ТЦИД50/мл, подавляя репродукцию 
вируса на 66,7% (60,0–73,3%), т. е. эффект ком-
бинации препаратов имеет аддитивный характер 
и может быть оценен положительно.

Результаты данного этапа исследований на 
модели in vitro продемонстрировали высокую 
ингибирующую активность препаратов в отно-
шении вируса КЭ, что свидетельствовало о це-
лесообразности дальнейшего изучения in vivo 
как самих препаратов, так и их совместного при-
менения.

Изучение активности препаратов при экспе-
риментальном КЭ. В настоящем исследовании 
моделировали летальную вирусную инфекцию 
у мышей, инфицированных штаммом Dal виру-
са КЭ в дозе 100 LD50, с использованием лечеб-
ной схемы введения препаратов. В контрольной 
группе все животные погибали начиная с 9-х су-
ток (СПЖ составила 9,8 ± 1,9 дня) (табл. 3).

Пероральное введение животным рибавирина 
в дозах 50–100 мг/кг защищало от гибели лишь 
5,0–13,3% животных (см. табл. 3). Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что хотя ри-
бавирин на модели in vitro проявляет высокую 
ингибирующую активность в отношении вируса 
КЭ, в то же время он недостаточно эффективно 
защищает инфицированных животных. Подоб-
ные результаты получены другими авторами при 
флавивирусных инфекциях [24, 25].

Внутримышечное введение реаферона-ЕС в 
дозе 104 МЕ/кг удлиняло СПЖ животных на 1 

день по сравнению с таковой в контрольной группе, защищая 
от гибели 5,0 ± 1,0% мышей, инфицированных вирусом КЭ (см. 
табл. 3). Слабое протективное действие реаферона-ЕС, выявлен-
ное в наших экспериментах, может объясняться не только видо-
специфичностью данного препарата, но и невысокой эффектив-
ностью монотерапии препаратами ИФН-a, продемонстрирован-
ной другими авторами на моделях животных, инфицированных 
разными флавивирусами [17, 24].

Т а б л и ц а  1
Оценка влияния препаратов на репродукцию вируса кЭ в культуре клеток 

СПЭВ

Препараты Концен-
трация препа-

ратов

Титр вируса, lg 
ТЦИД50/мл 

Подавление 
репродукции 
вируса, Δ, lg

Ки, %

Контроль (без 
препаратов)

– 6,0 (5,5–7,0) – –

Рибавирин 500 мкг/мл 0 6,0 (5,5–6,5) 100
250 мкг/мл 1,0 (0,8–1,2)* 5,0 (4,7–5,3) 83,3 (81,5–85,5)
125 мкг/мл 2,0 (1,8–2,3)* 4,0 (3,7–4,2) 66,7 (62,1–70,0)
62 мкг/мл 3,1 (2,8–3,3)* 2,9 (2,7–3,2) 50,0 (47,0–53,1)
31 мкг/мл 4,0 (3,8–4,3)* 2,0 (1,7–2,2) 33,3 (28,2–36,7)

Реаферон-ЕС 104 МЕ/мл 2,5 (2,0–3,0)* 3,5 (3,0–4,0) 58,3 (50,0–66,7)
103 МЕ/мл 3,0 (2,7–3,2)* 3,0 (2,8–3,3) 50,0 (46,7–55,0)
102 МЕ/мл 4,1 (3,8–4,5)* 1,9 (1,7–2,0) 31,6 (28,3–33,3)
10 МЕ/мл 5,0 (4,6–5,2) 1,0 (0,9–1,3) 16,7 (15,0–21,7)

Циклоферон 125 мкг/мл 1,5 (1,2–1,8)* 4,5 (4,3–4,7) 75,0 (71,7–78,3)
60 мкг/мл 3,0 (2,6–3,4)* 3,0 (2,9–3,1) 50,0 (48,3–52,7)

12,5 мкг/мл 3,9 (3,5–4,2)* 2,1 (1,8–2,4) 35,0 (30,0–40,0)
1,25 мкг/мл 6,0 0 0

Йодантипирин 1000 мкг/мл 3,0 (2,7–3,2)* 3,0 (2,8–3,3) 50,0 (46,7–55,0)
100 мкг/мл 4,2 (3,8–4,4)* 1,8 (1,6–2,2) 30,0 (26,7–36,7)
10 мкг/мл 5,0 (4,6–5,2) 1,0 (0,9–1,3) 16,7 (15,0–21,7)
1 мкг/мл 6,0 0 0

Иммуноглобу-
лин против КЭ, 
титры

Цельный 0 6,0 (5,5–6,5) 100
1:10 1,0 (0,9–1,2)* 5,0 (4,8–5,3) 83,3 (81,5–87,3)

1:100 2,0 (1,8–2,1)* 4,0 (3,7–4,3) 66,7 (65,1–68,5)
1:1000 2,3 (2,0–2,5)* 3,7 (3,5–4,0) 61,7 (58,5–63,6)

Тинростим 100 мкг/мл 4,0 (3,5–4,5)* 2,0 (1,5–2,5) 33,3 (25,0–41,6)
10 мкг/мл 2,5 (2,0–3,0)* 3,5 (3,0–4,0) 58,3 (50,0–66,7)
1 мкг/мл 3,3 (3,0–3,5)* 2,7 (2,5–3,0) 45,0 (41,7–50,0)

0,1 мкг/мл 3,9 (3,5–4,2)* 2,1 (1,8–2,4) 35,0 (30,0–40,0)
Рибавирин +
Тинростим

30 мкг/мл 2,0 (1,6–2,4)* 4,0 (3,6–4,4) 66,7 (60,0–73,3)
0,1 мкг/мл

П р и м е ч а н и е. Препараты вносили через 1 ч после инфицирования культуры 
клеток штаммом Dal вируса КЭ. * – различия значимы по отношению к контролю (p ≤ 
0,05). Использован критерий Вилкоксона для связанных выборок.

Т а б л и ц а  2
Определение ХТИ исследуемых препаратов в культуре клеток 

СПЭВ

Препарат Диапазон концен-
траций препаратов

МПК, 
мкг/мл

МЭК, 
мкг/мл

ХТИ

Рибавирин 10 – 8000 мкг/мл 2000 30 67

Реаферон-ЕС 101 – 106 МЕ/мл 5000 100 50
Циклоферон 1,25 – 2000 мкг/мл 1000 12,5 80
Йодантипирин 1 – 2000 мкг/мл 1000 100 10
Тинростим 0,001 – 6400 мкг/мл 3200 0,1 32000
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5,8% животных и увеличивало 
СПЖ инфицированных вирусом 
КЭ мышей на 2,7 дня по срав-
нению с таковой в контрольной 
группе. Вероятно, механизм про-
тективного действия этого пре-
парата реализуется за счет его 
иммуномодулирующей активно-
сти: усиления цитотоксической 
активности NK-клеток, стиму-
ляции фагоцитарной активно-
сти нейтрофилов и макрофагов 
[8, 9]. Было изучено сочетанное 
применение рибавирина и ци-
клоферона с тинростимом при 
остром летальном КЭ у мышей 
(см. табл. 3). Комбинация офи-
цинальных препаратов с иммуно-
активным пептидом значимо по-
вышает выживаемость животных 
и срок их жизни по сравнению с 
контрольной группой (z > 1,960,  
a ≤ 0,05). Следует отметить, что 
совместное применение рибави-
рина с тинростимом (z2 = 2,060, 
a = 0,043) более эффективно, чем 
монотерапия рибавирином (z = 
1,516, a = 0,130). В то же время 
эффективность комбинации тин-
ростима с рибавирином значи-
мо не отличалась от результатов 
монотерапии тинростимом (z1 = 
0,316, a = 0,752). Наиболее эф-
фективной оказалась комбинация 
тинростима с циклофероном, ко-
торая превышала значения для 
отдельных препаратов (z > 1,960, 
a ≤ 0,05). Комбинированное вве-
дение циклоферона и тинрости-
ма защищало от гибели 50,0 ± 

5,0% инфицированных животных, удлиняя срок их жизни на 6,1 
дня по сравнению с контрольной группой мышей (z = 3,121, a = 
0,000). Таким образом, сочетание препаратов с различным меха-
низмом действия (тинростима с рибавирином и циклофероном) 
дает выраженный защитный эффект аддитивного характера, 
что может свидетельствовать о перспективности использования 
тинростима в комбинированной терапии КЭ.

Выводы
1. На моделях экспериментального КЭ установлена виру-

сингибирующая и протективная активность пептида из опти-
ческих ганглиев кальмара Berryteuthis magister – тинростима, 
оказывающего широкий спектр биологического действия, при 
сравнительном исследовании с некоторыми официнальными 
препаратами (рибавирином, реафероном-ЕС, циклофероном, 
4-йодантипирином, иммуноглобулином против КЭ).

2. Все тестируемые препараты достоверно подавляли раз-
множение высоковирулентного штамма вируса КЭ в чувстви-
тельной культуре клеток СПЭВ: рибавирин и иммуноглобулин 
против КЭ ингибировали репродукцию вируса полностью – на 
100%, циклоферон – на 75%, тинростим, реаферон-ЕС и йодан-
типирин – на 50–60%.

3. На модели острого летального КЭ у мышей применение 
циклоферона и иммуноглобулина против КЭ предотвращало 
смертность 35–45% инфицированных животных, применение 
тинростима – 25%, рибавирина, реаферона-ЕС и йодантипирина 
– 5–10% животных.

4. Сочетанное применение иммуноактивного пептида тинро-
стима с официнальными препаратами (рибавирином, циклофе-
роном) было более эффективным, чем терапия отдельными пре-
паратами. Наиболее эффективным оказалось комбинированное 

Выживаемость мышей, получавших циклоферон, значи-
мо отличалась от таковой у нелеченых животных (z > 1,960; 
a ≤ 0,05). Этот препарат в дозе 60 мг/кг защищал от гибели 
35,0 ± 5,0% инфицированных животных, увеличивая СПЖ 
на 4,7 дня (см. табл. 3). Выраженный защитный и лечебно-
профилактический эффект циклоферона был показан как при 
экспериментальном КЭ, так и у пациентов с лихорадочной и 
менингеальной формами КЭ [26, 27]. Использование цикло-
ферона в комплексной терапии у этих пациентов приводило к 
более быстрому купированию клинических симптомов заболе-
вания, сокращению сроков лечения в стационаре, коррекции 
иммунологических показателей и предупреждению развития 
двухволнового течения КЭ.

При летальной вирусной инфекции монотерапия йодантипи-
рином (12,5 мг/кг) защищала от гибели 15,5 ± 3,1% животных, 
зараженных вирусом КЭ, увеличивая СПЖ на 1,7 дня (см. табл. 
3). Рядом авторов установлено, что в комплексной терапии КЭ 
применение йодантипирина сокращало продолжительность ли-
хорадочного периода, субфебрилитета и общеинфекционных 
проявлений, а также сроки пребывания в стационаре, реже на-
блюдался постинфекционный астенический синдром [28].

Наибольший защитный эффект в отношении вируса КЭ за-
регистрирован при применении 0,25 мл/кг иммуноглобулина 
против КЭ (см. табл. 3). Однократное введение этого препарата 
после заражения животных защищало от гибели 45,0 ± 8,0% мы-
шей, СПЖ увеличивалась на 6,4 дня по сравнению с контроль-
ной группой (z = 3,646, a = 0,000). Другими авторами было про-
демонстрировано выраженное протективное действие данного 
иммуноглобулина как при экспериментальном КЭ, так и при 
экстренной профилактике КЭ у людей [21, 29].

Подкожное введение тинростима защищало от гибели 25,3 ± 

Т а б л и ц а  3
Влияние препаратов на выживаемость животных, инфицированных вирусом кЭ

Препараты Способ и крат-
ность введения 

препаратов

Дозы  
препаратов

% выживших  
животных

СПЖ, дни Логранговый крите-
рий z

Контроль (без 
препаратов)

0 9,8 ± 1,9

Рибавирин Перорально 10 
дней

50 мг/кг 5,0 ± 1,0 10,8 ± 2,0 z = 0,891, a = 0,346
100 мг/кг 13,3 ± 3,2 11,8 ± 2,4 z = 1,516, a = 0,130
200 мг/кг 0 9,1 ± 1,8 z = 0,379, a = 0,744

Реаферон-ЕС Внутримышечно 
5 дней

103 МЕ/кг 0 10,0 ± 2,0 z = 0,936, a = 0,875
104 МЕ/кг 5,0 ± 1,0 10,6 ± 2,1 z = 0,771, a = 0,441

Циклоферон Внутримышечно 
5 дней

0,6 мг/кг 0 10,2 ± 2,0 z = 0,399, a = 0,711
6 мг/кг 21,7 ± 4,3 12,3 ± 2,5 z = 2,065, a = 0,039
60 мг/кг 35,0 ± 5,0 14,5 ± 2,8 z = 2,490, a = 0,013

Йодантипирин Перорально 5 
дней

1,25 мг/кг 0 10,0 ± 2,0 z = 0,936, a = 0,875
12,5 мг/кг 15,5± 3,1 11,5 ± 2,3 z = 1,020, a = 0,308

Иммуноглобу-
лин против КЭ

Внутримышечно 
однократно

0,15 мл/кг 30,0 ± 5,0 13,9 ± 2,8 z = 2,240, a = 0,029
0,25 мл/кг 45,0 ± 8,0 16,2 ± 3,2 z = 3,646, a = 0,000

Тинростим Подкожно 5 дней 5 мг/кг 25,3 ± 5,8 12,5 ± 2,5 z = 2,080, a = 0,041
50 мг/кг 10,0 ± 2,0 11,0 ± 2,8 z = 1,056, a = 0,411

Тинростим + 
Рибавирин

Подкожно 5 мг/кг z = 2,153, a = 0,028
33,3 ± 6,7 13,8 ± 2,5 z1 = 0,316, a = 0,752

Перорально 100 мг/кг z2 = 2,060, a = 0,043
Тинростим + 
Циклоферон

Подкожно 5 мг/кг z = 3,121, a = 0,000
50,0 ± 5,0 15,9 ± 3,0 z1 = 2,368, a = 0,021

Внутримышечно 60 мг/кг z2 = 2,077, a = 0,039

П р и м е ч а н и е . z – логранговый критерий выживаемости с поправкой Йетса характеризует раз-
личия в выживаемости между животными опытной и контрольной групп (1,960 – критическое значе-
ние для уровня значимости 0,05), z1 – между животными, получавшими комбинированную терапию, 
и животными, получавшими монотерапию тинростимом, z2 – между животными, получавшими ком-
бинированную терапию, и животными, получавшими монотерапию официнальными препаратами;  
a – уровень значимости различий в выживаемости между животными двух групп.
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введение циклоферона и тинростима, которое защищало от ги-
бели 50,0 ± 5,0% инфицированных животных.
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