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АННОТАЦИЯ

В черте города Москвы из фекалий диких водоплавающих птиц изолировали 42 штамма вируса гриппа птиц и проана-
лизировали их на микрочипах «Биогрипп», которые содержат 176 зондов к различным участкам генома вирусов грип-
па. Микрочип позволяет определять: 1) субтип поверхностных белков гемагглютинина и нейраминидазы; 2) структуру 
С-концевой последовательности вирусного белка NS1, влияющую на степень ингибирования транскрипции клеточных 
хозяйских генов, в том числе ответственных за синтез интерферона; 3) наличие стоп-кодонов и мутацию N66S в рамке 
считывания вирусного белка PB1-F2, 4) наличие полиосновного сайта протеолитического расщепления гемагглютинина. 

Среди изолятов от диких птиц идентифицированы вирусы гриппа субтипов H3N1, H3N6, H3N8, H4N6, H1N1, H5N3 
и H11N9. Все они содержали последовательность ESEV на С-конце белка NS1, полноразмерную рамку считывания для бел-
ка PB1-F2. Замена N66S в PB1-F2 обнаружена у шести штаммов. Однако такие маркеры патогенности, как последователь-
ность ESEV (лиганд PDZ-домена) в вирусном белке NS1 и замена N66S PB1-F2 в контексте генома вирусов гриппа диких 
уток, не делали вирус патогенным для мышей. Все изоляты были высокоурожайны в куриных эмбрионах, инфекционны 
и иммуногенны для мышей, но не вызывали у этих животных клинических симптомов заболевания. 
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ABSTRACT

Forty-two strains of avian influenza viruses were isolated from the wild waterfowl’s feces in the city of Moscow. These viruses 
as well as reference strains and some experimental reassortants were analyzed by microarrays. The used microarrays contained 
176 probes to the different segments of influenza virus genome. The microarray allows to determine 1) the hemagglutinin and 
neuraminidase proteins subtype; 2) the primary structure of the C-terminal sequence of the viral NS1 protein, which serves as a 
ligand for the PDZ domain; 3) the presence of stop codons and substitution N66S in the reading frame of the viral protein PB1-F2; 
4) the presence of the polybasic site for hemagglutinin cleavage. The viruses of H3N1, H3N6, H3N8, H4N6, H1N1, H5N3 and H11N9 
subtypes were identified from the group of wild bird’s isolates. All isolates contained the ESEV sequence at the C-terminus of the 
NS1 protein and the full-length reading frame for the PB1-F2 protein. The replacement of N66S in PB1-F2 was found in six strains. 
However, the presence of ESEV sequence (ligand of PDZ domain) in the NS1 virus protein and the N66S substitution in PB1-F2 
did not lead to the pathogenicity of these viruses for mice. All isolates demonstrated high yield growth in chicken embryos, were 
infectious and immunogenic for mice, but did not induce any clinical symptoms.
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ВВЕДЕНИЕ

Основным природным резервуаром вирусов грип-
па А служат дикие водоплавающие птицы, в первую 
очередь – утки. Вирус бессимптомно размножается 
в кишечнике уток и передаётся преимуществен-
но фекально-оральным путём через воду [1]. Дол-
гая адаптация вируса к своему хозяину приводит 
к  тому, что вирус хорошо размножается в опреде-
лённых тканях, интенсивно выделяется во внеш-
нюю среду, но хозяин при этом практически не 
страдает. Такое поведение «выгодно» вирусу, так как 
активные птицы лучше распространяют инфекцию. 
Признак высокой патогенности обычно встречается 
не в природных экосистемах, а там, где постоянный 
приток объектов заражения обеспечивается искус-
ственным образом. Примером таких систем могут 
служить птицефермы, где формируются высокопа-
тогенные вирусы птичьего гриппа (high pathogenic 
avian influenza viruses, HPAIV). Если анализировать 
эволюционные деревья вирусов, то HPAIV обычно 
расположены на концах молодых ветвей, поскольку 
вирус, убивающий хозяина, как следствие, исчезает 
и сам [2].

Низкопатогенные вирусы гриппа диких птиц (low 
pathogenic avian influenza viruses, LPAIV) расположе-
ны в основаниях эволюционных ветвей всех субти-
пов вирусов гриппа А. Они эволюционируют медлен-
но и сохраняют ряд характерных признаков. К таким 
признакам относятся: консервативное строение ре-
цепторсвязывающего участка в верхушечной части 
гемагглютинина (НА); строение сайта нарезания, 
который расщепляется только трипсиноподобными 
протеазами, секретируемыми в клетках респиратор-
ного и желудочно-кишечного тракта, что ограничи-
вает распространение вируса в организме; низкий рН 
конформационного перехода молекулы НА, обеспе-
чивающий ее высокую устойчивость к кислой среде 
пищеварительного тракта птиц. 

Повышенная патогенность вируса – многофактор-
ная характеристика, которая определяется множе-
ственными изменениями в различных генах вируса. 
Так, в молекуле HA высокопатогенных штаммов при-
сутствует полиосновная последовательность в сайте 
нарезания [3]. В белке нейраминидазе (NA) появля-
ется делеция в стеблевом участке [4]. Мутация E627K 
в белке PB2 способствует повышению активности ви-
русной полимеразы и улучшению репродукции ви-
руса [5–7]. Замена N66S в рамке считывания PB1-F2 
ускоряет ядерный транспорт [8–10]. В неструктурном 
белке NS1 появляются замены, приводящие к эффек-
тивному подавлению синтеза интерферона в хозяй-
ской клетке [7, 11–13].

Для мониторинга и экспресс-диагностики виру-
сов гриппа был разработан микрочип «Биогрипп», 
который содержит 176  зондов к различным участ-
кам генома вирусов гриппа разных субтипов [14]. 
Набор реагентов «Биогрипп» позволяет идентифи-
цировать РНК вируса гриппа в биологическом ма-
териале и проанализировать типовую и субтиповую 

принадлежность вирусов. Этот микрочип также по-
зволяет определить: 
1) устойчивость к основным противогриппозным 

лекарственным средствам: препаратам группы 
адамантанов (амантадин, ремантадин) и ингиби-
торам NA (озельтамивир и его аналоги);

2) наличие и структуру участка связывания PDZ-
домена в белке NS1: характерные для HPAIV по-
следовательности ESEV, EPEV, ESKV и KSEV либо 
характерные для LPAIV – RSKV и RSEV;

3) наличие стоп-кодонов в позициях 12 и 58 и мута-
цию N66S в рамке считывания белка PB1-F2;

4) наличие в НА подтипов H5 и H7 полиосновного 
сайта протеолитического расщепления, характер-
ного для HPAIV. 
В представленной работе на микрочипах «Био-

грипп» проанализировано 42 штамма вируса грип-
па А, выделенных от диких водоплавающих птиц 
в  черте города Москвы, 5  референсных штаммов, 
изолированных от птиц и людей и различающихся 
по патогенности, а также 5 экспериментальных реас-
сортантов, для которых определяли происхождение 
генных сегментов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы

Вирусы из фекалий чаек и уток выделены в 2006–
2014 гг. на берегу пруда в Тропаревском парке города 
Москвы и хранятся в коллекции Федерального науч-
ного центра исследований и разработки иммунобио-
логических препаратов им. М. П. Чумакова (Москва, 
Россия). 

Реассортантный вирус VNH5N1-PR8/CDC-RG 
(VN-PR) (H5N1) сконструирован в Центрах по кон-
тролю и профилактике заболеваний США (Centers 
for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA) и со-
держит гены, кодирующие белки НА и NA от вируса 
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), а остальные – от штам-
ма A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (PR8). Вирус любезно 
предоставлен д-ром R.  Donis. В гене НА методом 
обратной генетики модифицирован участок, коди-
рующий полиосновный сайт нарезания. Холодоа-
даптированный вирус A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) 
(Len) любезно предоставлен проф. Л.  Г.  Руденко 
(Институт экспериментальной медицины, Санкт-
Петербург, Россия). Вирус A/Hamburg/5/2009 любезно 
предоставлен д-ром М. Н. Матросовичем (Institute of 
Virology, Philipps University, Marburg, Germany), Ви-
рус A/mallard/Sweden/91/2002 (H7N9) любезно предо-
ставлен д-ром R. A. Fouchier (Department of Virology, 
Erasmus Medical Centre, Rotterdam, The Netherlands). 
Вирус А/duck/Buryatia/664/1988 (H3N1) получен из 
коллекции Национального исследовательского цен-
тра эпидемиологии и микробиологии имени по-
четного академика Н.  Ф.  Гамалеи (Москва, Россия). 
Полные названия и обозначения вирусов приведены 
в Табл. 1.
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Таблица 1. Исследованные вирусы

№ Вирус Обозна-
чение

Субтип Номер в GenBank (ген) PB1-F2
66a

Линия
NS1б

1 А/duck/Buryatia/664/1988 d/664 H3N1 MF969261, MF969262 (HA, NA) N A
2 A/duck/Primorie/3628/2002 d/3628 H9N2 DQ787797, DQ787799, DQ787800 

(HA, M, NS)
N A

3 A/mallard/Sweden/91/2002 m/Sw H7N9 N A
4 А/gull/ Moscow/3100/2006 g/3100 H6N2 EU152234–EU152241 N A
5 А/duck/Moscow/3554/2008 d/3554 H3N1 GU991376, MF969260 (HA, NA) N A
6 А/duck/Moscow/3556/2008 d/3556 H3N1 N A
7 А/duck/Moscow/3661/2008 d/3661 H4N6 MF680290–MF680297 N A
8 А/duck/Moscow/3641/2008 d/3641 H11N9 GU991377 (HA) N A
9 А/duck/Moscow/3806/2009 d/3806 H3N8 CY120775 (HA) N B
10 A/duck/Moscow/3735/2009 d/3735 H4N6 CY120772, MF422091–MF422097 N B
11 А/duck/Moscow/3740/2009 d/3740 H4N6 CY120773, MF422098–MF422104 N B
12 А/duck/Moscow/3799/2009 d/3799 H4N6 CY120774, MF422105–MF422111 N B
13 A/duck/Moscow/3720/2009 d/3720 H6N2 CY120771 (HA) N B
14 А/duck/Moscow/4242/2010 d/4242 H3N8 S А
15 А/duck/Moscow/4298/2010 d/4298 H3N8 N A
16 А/duck/Moscow/4203/2010 d/4203 H3Nх N A
17 А/duck/Moscow/4238/2010 d/4238 H3N6 N A
18 А/duck/Moscow/4182/2010 d/4182 H5N3 KF885672–KF885679 N A
19 А/duck/Moscow/4206/2010 d/4206 H5N3 N A
20 А/duck/Moscow/4031/2010 d/4031 H6N2 S A
21 А/duck/Moscow/4494/2011 d/4494 H3N8 S A
22 А/duck/Moscow/4521/2011 d/4521 H3N8 S A
23 А/duck/Moscow/4522/2011 d/4522 H3N8 S A
24 А/duck/Moscow/4681/2011 d/4681 H3N8 S A
25 А/duck/Moscow/4661/2011 d/4661 H3N8 N A
26 А/duck/Moscow/4518/2011 d/4518 H4N6 MF673524–MF673531 N A
27 А/duck/Moscow/4528/2011 d/4528 H4N6 MF673532–MF673539 N A
28 А/duck/Moscow/4641/2011 d/4641 H4N6 MF422112–MF422119 N A
29 А/duck/Moscow/4652/2011 d/4652 H4N6 KX518711–KX518718 S A
30 А/duck/Moscow/4643/2011 d/4643 H4N6 KX509943–KX509950 N A
31 А/duck/Moscow/4524/2011 d/4524 H3N2 N A
32 А/duck/Moscow/4771/2012 d/4771 H4N6 MF673540–MF673547 N A
33 А/duck/Moscow/4772/2012 d/4772 H4N6 N A
34 А/duck/Moscow/4781/2012 d/4781 H4N6 KX530510–KX530517 N A
35 А/duck/Moscow/4843/2012 d/4843 H4N6 MF673548–MF673555 N A
36 А/duck/Moscow/4844/2012 d/4844 H4N6 N A
37 А/duck/Moscow/4788/2012 d/4788 H3N8 N A
38 А/duck/Moscow/4780/2012 d/4780 H3N8 N B
39 А/duck/Moscow/4952/2013 d/4952 H5N3 N A
40 А/duck/Moscow/4971/2013 d/4971 H5N3 N A
41 А/duck/Moscow/4970/2013 d/4970 H1N1 N B
42 А/duck/Moscow/5037/2014 d/5037 H3N8 N A
43 A/Leningrad/134/17/57 Len H2N2 N A
44 A/Puerto Rico/8/34 PR8 H1N1 N A
45 A/Hamburg/5/2009 Hamb H1N1 N A
46 A/Vietnam/1203/2004 ×A/Puerto Rico/8/34 VN-PR H5N1 N A
47 А/chicken/Kurgan/3654at/2005 ch/Ku H5N1 HQ724520–HQ724527 N A

Экспериментальные реассортанты
48 VN-PR × Len (клон 3697) 3697 H5N2 N A
49 VN-PR × Len (клон 4760) 4760 H5N2 N A
50 Hamb × Len (клон 4885) 4885 H1N1 N A
51 Hamb × Len (клон 4886) 4886 H1N1 N A
52 Hamb × Len (клон 4888) 4888 H1N1 N A

а Аминокислота в позиции 66 белка PB1-F2.
б Линия гена NS1 согласно [15].
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Выделение вирусов 

Выделение вирусов проводили из свежих фекалий, 
которые суспендировали в двойном объеме фосфат-
но-солевого буфера (PBS) с добавлением антибиоти-
ков: 0.4  мг/мл гентамицина, 0.1  мг/мл канамицина, 
0.01 мг/мл нистатина и 2% раствора MycoKill AB (PAA 
Laboratories GmbH). Суспензию центрифугировали 
10 мин при 4 000 об/мин и полученным супернатан-
том (200 мкл) заражали 10-дневные куриные эмбрио-
ны (КЭ). Аллантоисную жидкость собирали через 48 ч 
и для дальнейшего пассирования отбирали пробы, 
положительные в реакции гемагглютинации (РГА).

Секвенирование 

РНК выделяли сорбционным методом (набор Diatom 
RNA prep; ООО «Лаборатория Изоген», Россия) или 
с тризолом (TRI Reagent LS, Sigma) из аллантоисной 
жидкости инфицированных КЭ и осветленного 30%-
го гомогената, приготовленного из органов на PBS. 
В реакциях обратной транскрипции с ферментом 
MMLV (Promega, США) и полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) с Taq-полимеразой использовали уни-
версальные или специфические для вируса гриппа 
праймеры. Амплифицированные в ПЦР фрагменты 
разделяли в 0.8–1.5%-ном агарозном геле в присут-
ствии бромистого этидия, извлекали из агарозного 
геля и очищали с помощью коммерческих наборов 
(ООО «Лаборатория Изоген» или Wizard PCR Preps 
DNA Purification Systems, A7170, Promega). Секвени-
рование ДНК проводили с использованием набора 
реактивов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1 с по-
следующим анализом продуктов реакции на авто-
матическом секвенаторе ДНК ABI PRISM 3100-Avant. 
При конструировании праймеров и анализе нуклео-
тидных последовательностей использовали програм-
му Lasergene (DNASTAR, Inc.) и данные NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). Номера нуклеотидных после-
довательностей генов вирусов, зарегистрированных 
в GenBank, указаны в Табл. 1.

Анализ на микрочипе 

Для анализа использовали кДНК, синтезированную 
в реакции обратной транскрипции в присутствии 
вирусной РНК, фермента MMLV и праймера uni12 
5’-AGCAAAAGCAGG-3’. кДНК вируса амплифициро-
вали методом мультиплексной ПЦР (набор реагентов 
«Биогрипп») с одновременным введением флуорес-
центно меченных оснований, получая в результате 
одноцепочечные флуоресцентно меченные фрагмен-
ты вирусных генов M2, HA, NA, NS и PB1. Полученную 
смесь фрагментов генов вируса гриппа гибридизова-
ли на биочипе. 

Биочип представляет собой подложку с упоря-
доченно расположенными микроячейками, содер-
жащими ковалентно иммобилизованные олиго-
нуклеотидные зонды. На подложках закреплены 
пластиковые гибридизационные камеры вместимо-
стью 30 мкл, куда вносят исследуемые флуоресцент-
но меченные фрагменты генома вирусов гриппа. 

При гибридизации флуоресцентно меченный ПЦР-
продукт образует комплекс с комплементарным им-
мобилизованным зондом. Анализ результатов ги-
бридизации проводили с помощью универсального 
аппаратно-программного комплекса ТУ 9443-004-
02699501-2006 (Институт молекулярной биологии 
им. В. А. Энгельгардта, Россия). Сигнал флуоресцен-
ции в каждой ячейке регистрировали камерой с ПЗС-
матрицей и подвергали оцифровке.

Анализ патогенности вирусов для мышей 

Мышам линии BALB/c весом 8–12 г вводили интрана-
зально под легким эфирным наркозом по 50 мкл цель-
ной или разведенной вируссодержащей аллантоисной 
жидкости (ВАЖ). Проводили ежедневное наблюдение 
за состоянием подопытных особей и изменением их 
веса в сравнении с животными контрольной группы. 
На 14-е сутки после заражения отбирали кровь для 
определения уровня антител методом ИФА. Инфек-
ционность вирусов определяли титрованием на КЭ 
и выражали в lg эмбриональных инфекционных доз 
(lg ЭИД50). 

Получение реассортантов

Для получения холодоадаптированных реассортантов 
с донором аттенуации Len 10-дневные КЭ заражали 
одновременно вирусами Len и донором поверхност-
ных белков – по 7,0 lg ЭИД50 каждого вируса. КЭ ин-
кубировали 18 ч при 32°С, после чего проводили еще 
один пассаж длительностью 18 ч при 32°С. Аликвоту 
полученного вирусного урожая инкубировали в тече-
ние ночи с мышиной иммунной сывороткой против 
вируса Len; затем клонировали методом предельных 
разведений при 26°С и отбирали пробы, положитель-
ные в реакции торможения гемагглютинации с сы-
вороткой против донора поверхностных белков и от-
рицательные с сывороткой к вирусу Len. После этого 
трижды клонировали вирус методом предельных раз-
ведений, выращивая в течение 96 ч при 26°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В осенние месяцы 2006–2014  гг. на берегу москов-
ского пруда в Тропаревском парке собирали фекалии 
диких водоплавающих птиц и изолировали из них 
вирусы гриппа. За 9 лет было собрано около 2 000 об-
разцов, из которых выделили 42 штамма вируса грип-
па птиц (Табл. 1). Все полученные вирусы характери-
зовались высокой урожайностью в КЭ и не обладали 
патогенностью для мышей [16]. Три вируса испытали 
на цыплятах и также выявили их апатогенность [17]. 
Геном нескольких вирусов частично или полностью 
секвенировали [18]. Все выделенные вирусы проана-
лизированы на микрочипе «Биогрипп».

В качестве референсных штаммов использова-
ны вирусы: A/duck/Buryatia/664/1988 (H3N1), A/duck/
Primorie/3628/2002 (H9N2), A/mallard/Sweden/91/2002 
(H7N9), штамм А/chicken/Kurgan/3654at/2005 (H5N1) 
[19], аттенуированный в лабораторных условиях, 
а также циркулировавшие в человеческой популяции 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Мониторинг вирусов гриппа птиц в Москве

mir-journal.org 14  Volume 4     Number 1     2017

вирусы гриппа подтипов H1N1, H2N2 и H1N1pdm. Ос-
новные характеристики и краткие обозначения ис-
следованных вирусов приведены в Табл. 1. 

В результате анализа определены субтипы HA 
и NA всех изолятов. Для вирусов, у которых гены, ко-
дирующие белки HA и NA, были секвенированы ра-
нее, результаты субтипирования на биочипе соответ-
ствовали результатам секвенирования. 

Факторы патогенности в природных изолятах

Полиосновной сайт нарезания HA был идентифици-
рован в НА вируса ch/Ku (H5N1), что соответствует 
данным секвенирования (GenBank HQ724523.1).

Устойчивость к лекарственным препаратам ада-
мантанового ряда, обусловленная заменами в белке 
М2, обнаружена только у вирусов гриппа человека: 
PR8 (A27 и N31) и Hamb (N31). 

Во всех изолятах от диких птиц белок NS1 терми-
нирован последовательностью ESEV, а в штаммах ch/
Ku, PR8 и Len – последовательностями ESKV, RSEV 
и RSKV соответственно, что подтверждается данны-
ми секвенирования, опубликованными в GenBank. 

Стоп-кодон в рамке считывания белка PB1-F2 
обнаружен в вирусе Hamb, что также соответствует 
данным секвенирования. Все природные изоляты со-
держали полноразмерную рамку считывания белка 
PB1-F2. У восьми штаммов выявлена замена N66S 
в белке PB1-F2, которая считается фактором, повыша-
ющим патогенность вируса (Табл. 1). Для 15 штаммов, 
вошедших в исследование, была определена первич-
ная структура гена PB1, и результаты секвенирования 
подтвердили данные анализа на биочипе.

Для выяснения вопроса, как влияет замена N66S 
в белке PB1-F2 на патогенность природных изолятов, 
мы исследовали близкородственные вирусы, отличаю-
щиеся по этой позиции, на вирулентность для мышей. 

На Рис.1 приведены данные изменения веса мышей 
для вирусов гриппа подтипов H3N8 и  H3N1. Дина-
мика изменения веса мышей, зараженных утиными 
вирусами 2008–2014  гг. с N66 и S66 в  белке PB1-F2, 
не отличалась достоверно от динамики контрольных 
мышей. Аналогичные результаты получены и для 
вирусов подтипов H4N6 и H6N2 (Табл. 2). Важно под-
черкнуть, что у всех зараженных мышей наблюдался 
мощный вирусспецифический иммунный ответ, про-
являющийся в высоких титрах антител (по данным 
ИФА). Это свидетельствовало о  том, что заражение 
прошло успешно. Единственный утиный штамм ви-
руса гриппа, который вызывал болезнь и гибель мы-
шей, – изолят 1988 года d/664. 
Таблица 2. Патогенность и иммуногенность для мышей 
вирусов гриппа диких птиц, отличающихся по аминокислотной 
позиции 66 в белке PB1-F2

Вирус Субтип А.к. 66а LD50
б СГТв

d/4242 H3N8 S > 6 2523
d/4494 H3N8 S > 6 3215
d/4521 H3N8 S > 6 3594
d/4522 H3N8 S > 6 2163
d/664 H3N1 N 1.8 10000
d/3554 H3N1 N > 6 1983
d/4298 H3N8 N > 6 1193
d/4661 H3N8 N > 6 3519
d/4182 H5N3 N > 6 1748
d/4206 H5N3 N > 6 4213
d/4641 H4N6 N > 6 420
d/4652 H4N6 S > 6 515
g/3100 H6N2 N > 6 312
d/3720 H6N2 N > 6 783
d/4031 H6N2 S > 6 406

а Аминокислота в позиции 66 белка PB1-F2.
б Доза вируса, вызывающая гибель 50% мышей, выражена в lg ЭИД50.
в Среднегеометрический титр (СГТ) антител в мышиных сыворотках 

(по данным ИФА). 

Определение состава генома лабораторных 
реассортантов

Благодаря тому, что микрочип «Биогрипп» содержит 
большое число зондов к каждому из генов разных ви-
русов гриппа, профили связывания каждого из генов 
для эволюционно отдаленных вирусов обычно силь-
но различаются. Например, профили связывания ви-
русов PR8, Len и Hamb с 14 зондами к гену NS резко 
отличались как друг от друга, так и от вирусов гриппа 
птиц (Рис. 2). Различались также профили связывания 
с 15 зондами к гену М и с 14 зондами к гену PB1-F2. 
(Рис.  3 и 4). Таким образом, показав, что микрочип 
«Биогрипп» позволяет дифференцировать генные 
вариации вирусов, мы применили его для определе-
ния происхождения генных сегментов лабораторных 
реассортантов. 

Классический способ получения аттенуирован-
ных вакцинных штаммов для живых гриппозных 
вакцин заключается в реассортации актуального 
эпидемического вируса с холодоадаптированным 
донором аттенуации. Реассортация достигается при 
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Рис.  5. Профили связывания родительских (Len и Hamb) и реассортантного (4886) вирусов с зондами к гену, кодирующему  
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одновременном заражении КЭ двумя родительскими 
штаммами и последующем выращивании в селек-
тивных условиях [20]. Вакцинный штамм представ-
ляет собой реассортант с двумя генами, кодирующи-
ми белки HA и NA от эпидемического родительского 
вируса, и  шестью остальными генами от донора ат-
тенуации. Контроль состава генома реассортантов – 
исключительно важная практическая задача. Для ее 
решения в Институте экспериментальной медицины 
(Санкт-Петербург, Россия) разработан экспресс-ме-
тод микс-ПЦР, позволяющий определять состав ге-
нома реассортантов [21]. По сравнению с микс-ПЦР 
биочип имеет ряд преимуществ при определении 
состава генома вируса: 1) отпадает необходимость 
иметь специфические праймеры ко всем генам всех 
используемых в работе вирусов, 2) высокая произво-
дительность и 3) низкая стоимость. 

В данном исследовании мы проанализировали 
5  экспериментальных реассортантов по генам HA, 
NA, PB1, NS и M. Донорами поверхностных белков 
были вирусы VN-PR (H5N1) и Hamb (H1N1). Донором 
аттенуации служил холодоадаптированный вирус Len 
(H2N2). Анализ связывания на микрочипе позволил 
не только однозначно определить происхождение ге-
нов HA, NA, PB1, NS и M в реассортантах, но и распоз-
нать образцы, в которых присутствовала смесь генов 
обоих родителей. На Рис. 5 приведены профили свя-
зывания родительских вирусов Len и Hamb и экспе-
риментального реассортанта 4886 с  зондами к гену, 
кодирующему белок NS1. Видно, что профиль штам-
ма 4866 является наложением профилей обоих роди-
телей, то есть, содержит смесь генов NS родительских 
вирусов. 

Все экспериментальные реассортанты содержали 
ген, кодирующий белок HA от донора поверхностных 
белков. Реассортанты с H5 НА содержали ген NA N2 
от донора Len (H2N2), а реассортанты вируса Hamb 
(H1N1) – ген NA N1 от родительского штамма Hamb. 

Однако только в двух штаммах (3697 и 4888) гены 
PB1, NS и M были от донора аттенуации Len. Штамм 
4760 содержал ген PB1 вируса PR8 и смесь генов M – от 
Len и PR8. Штамм 4885 содержал гены PB1 и M вируса 
Hamb и смесь генов NS – от обоих родителей. Штамм 
4886 содержал ген PB1 от Len, а NS и M – от обоих ро-
дителей (Табл. 3).

Анализ происхождения генов природных 
изолятов

В отдельных случаях микрочип «Биогрипп» позволя-
ет определить эволюционное происхождение генов 
в природных изолятах вирусов гриппа. 

Так, по профилям связывания с зондами 7–14 
к гену NS1 вирусы диких птиц четко разделились на 
две группы. В первую группу вошли изоляты – и их 
большинство, – которые практически не взаимодей-
ствовали с зондами 11 и 12 и хорошо связывались 
с зондами 8, 9, 10 и 14. Вирусы второй группы, напро-
тив, хорошо связывались с зондом 12 и совершенно 
не взаимодействовали с зондами 9 и 10. Изоляты 
d/4518 и d/3740 являются характерными представи-
телями вирусов первой и второй групп соответствен-
но (Рис.  2). Секвенирование выборочных штаммов 
каждой из групп позволило установить, что эти раз-
личия обусловлены тем, что вирусы содержат ген NS1 
двух разных эволюционных линий – A или B [15]. Эти 
линии, разошедшиеся около 200 лет назад, отличают-
ся 8 нуклеотидами на участке 655–700, перекрывае-
мом зондами 8–12. Таким образом, можно уверенно 
отнести гены NS1 всех изученных утиных вирусов 
к определенной эволюционной линии. 

Вирусы гриппа подтипов Н5N1 и Н5N3 по про-
филям связывания с зондами к HA разделились на 
две группы по двум параметрам. Во-первых, высо-
копатогенный штамм ch/Ku (H5N1) связывал зонды 
к полиосновному участку расщепления HA, а непа-
тогенные вирусы диких уток (Н5N3) - не связывали. 
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Во-вторых, вирусы H5N1 преимущественно связы-
вались с зондом 1 из набора, распознающего Н5 HA, 
а вирусы Н5N3 лучше всего связывались с зондами 3 
и 4 (Рис. 5). Таким образом, профили связывания по-
зволяют распознать эволюционную ветвь HPAIV Н5N1 
и могут быть маркерами высокопатогенных вирусов. 

Особый интерес представлял штамм d/664 (H3N1), 
так как это единственный в нашей практике вирус 
гриппа, выделенный от диких уток и оказавшийся 
патогенным для мышей. По профилю связывания 
с зондами к гену НА этот вирус отличается от всех 
остальных Н3-вирусов, к гену NA N1– близок к про-
филям высокопатогенных H5N1 вирусов, а к гену 
PB1-F2 – напоминает таковой для вирусов гриппа 
подтипа H2N2, выделенных от человека (Рис. 6, 7 и 8). 
Конечно, по этой информации невозможно судить 
о причинах патогенности вируса d/664, но ее доста-
точно, чтобы обратить на него пристальное внима-
ние. В дальнейшей работе предполагается провести 
полногеномное секвенирование этого вируса.

ОБСУЖДЕНИЕ

В работе проанализировано 42 природных изолята 
вируса гриппа А субтипов H1N1, H3N1, H3N2, H3N6, 
H3N8, H4N6, H5N3, H6N2, H7N9, H9N2 и H11N9 на на-
личие известных на сегодняшний день и описанных 
в литературе факторов патогенности [9, 10, 12]. В ре-
зультате выявлено, что такие маркеры, как последо-
вательность ESEV лиганда PDZ-домена в вирусном 
белке NS1 и замена N66S в рамке считывания вирус-
ного белка PB1-F2, в контексте генома вирусов грип-
па диких уток не связана с патогенностью вируса для 
мышей. Все исследованные нами вирусы эффектив-
но инфицировали мышей, вызывали сильный при-
рост специфических антител, но не приводили к за-
болеванию – никаких клинических симптомов не 
зарегистрировано. Это лишний раз подтверждает, 

какой сложной и многофакторной характеристи-
кой является патогенность. Среди исследованных 
штаммов высокопатогенными, то есть вызываю-
щими гибель мышей при низких дозах заражения, 
были вирусы гриппа подтипа H5N1: ch/Ku и реассор-
тант VN-PR, – а также вирус d/664 (H3N1). Первый из 
перечисленных  – классический высокопатогенный 
вирус, несмотря на наличие N66 в белке PB1-F2. Его 
патогенность, в частности, определяется полиоснов-
ной последовательностью в сайте нарезания белка 
НА. Реассортант VN-PR лишен полиосновного сайта 
и прочих формальных маркеров патогенности (со-
держит NS1, терминированный RSEV; N66 в PB1-F2 
и сайт нарезания, расщепляемый только секретор-
ными сериновыми протеазами), но его патогенность 
для мышей мало отличается от патогенности ch/Ku: 
он вызывает гибель мышей при заражении дозой 
2.0 lg ЭИД50. И, наконец, высокопатогенный вирус из 
нашей коллекции – d/664 – по маркерам не отличает-
ся от других вирусов подтипа H3N1, не вызывающих 
у мышей никаких клинических симптомов. Вирус 
человека Hamb также вызывал заболевание мышей 
с падением веса (неопубликованные данные), не-
смотря на характерные признаки, которые принято 
считать аттенуирующими: отсутствие белка PB1-F2 
и отсутствие лиганда PDZ-домена за счёт укорочения 
белка NS1 (Табл. 3).

Таким образом, патогенность в большей степени 
определяется не отдельными аминокислотными за-
менами, а является характерным свойством вирусов 
конкретных эволюционных линий. Микрочип «Био-
грипп» позволяет не только субтипировать HA и NA, 
но и, в отдельных случаях, определять эволюционные 
линии генов, кодирующих поверхностные и внутрен-
ние белки вирусов гриппа. В сочетании с возможно-
стью одновременно анализировать большое число 
образцов по многим параметрам микрочип может 
быть полезен для мониторинга эволюционных линий 

Таблица  3. Характерные признаки родительских и реассортантных вирусов, по которым можно судить о генном составе 
реассортантов

Вирус HA NA PB1-F2 NS1 M2
Стоп-

кодона
Вирусб PDZв Стоп-

кодона
Вирусб А.к. 27,

А.к. 31г
Вирусб

Len H2 N2 - Len RSKV +7 Len V, S Len
PR8 H1 N1 - PR8 RSEV 0 PR8 A, N PR8
Hamb H1 N1 11, 57 Hamb – -11 Hamb V, N Hamb
VN-PR H5 N1 - PR8 RSEV 0 PR8 A, N PR8
Реассортанты
3697 H5 N2 - Len RSKV +7 Len V, S Len
4760 H5 N2 - PR8 RSKV +7 Len A/V, N/S PR+Len
4885 H1 N1 11, 57 Hamb RSKV -11, +7 Len+Hamb V, N Hamb
4886 H1 N1 - Len RSKV -11, +7 Len+Hamb V, N/S Len+Hamb
4888 H1 N1 - Len RSKV +7 Len V, S Len

а Цифрами обозначены позиции стоп-кодонов в соответствующих генах: «-» –отсутствие стоп-кодона в рамке считывания PB1-F2,  
0 – стандартная позиция стоп-кодона в рамке считывания NS1.

б Принадлежность гена реассортанта на основе характерного профиля связывания с зондами.
в Последовательность лиганда PDZ-домена.
г Аминокислоты в позициях 27 и 31 белка М2.
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Рис. 6. Профили связывания вирусов с зондами к гену HA подтипа H5. 
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Рис. 7. Профили связывания вирусов с зондами к гену HA подтипа H3.

Рис. 8. Профили связывания вирусов с зондами к гену NA подтипа N1. 
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патогенных вирусов гриппа в природе. Использован-
ный нами набор зондов был создан в первую очередь 
для анализа вирусов гриппа человека. Возможно, для 
анализа вирусов гриппа из дикой природы имеет 
смысл сконструировать и использовать дополнитель-
ные зонды – для не вошедших в данный набор генов 
вирусов гриппа, – что позволит распознавать потен-
циально опасные эволюционные ветви разных генов.
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