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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Грипп – тяжелое инфекционное заболевание, 

ежегодные эпидемии которого приводят к существенным социально-экономическим 

потерям во всех странах мира. Наиболее эффективным способом борьбы с гриппом 

является ежегодная вакцинация населения сезонными противогриппозными вакцинами. В 

настоящее время в практике здравоохранения применяются живые (ЖГВ) и 

инактивированные гриппозные вакцины (ИГВ), которые индуцируют различные звенья 

иммунного ответа: ИГВ способствуют развитию в основном мощного системного 

гуморального иммунного ответа, тогда как ЖГВ вызывают образование секреторных IgA 

антител на слизистых оболочках верхних дыхательных путей (ВДП), а также системного и 

локального Т-клеточного иммунитета. Как следствие, ИГВ обеспечивают защиту только от 

антигенно близких вариантов вирусов гриппа, тогда как ЖГВ способны обеспечить 

перекрестную защиту от антигенно-удаленных вирусов, а также формировать 

коллективный иммунитет [1, 2]. Помимо этого, в одних и тех же условиях производства 

можно наработать гораздо больше доз ЖГВ по сравнению с ИГВ. Указанные преимущества 

живой гриппозной вакцины явились основанием для того, чтобы Всемирная организация 

здравоохранения рекомендовала её в качестве основного средства специфической 

профилактики в условиях пандемии [3, 4].  

В настоящее время ЖГВ производится только с использованием развивающихся 

куриных эмбрионов. В последние десятилетия активно обсуждается вопрос о переводе 

производства гриппозных вакцин на перевиваемые клеточные линии, что позволит в 

короткие сроки нарабатывать большие объемы вирусной биомассы, а также сузит список 

противопоказаний, в частности, позволив применять вакцину лицам, страдающим 

аллергией на куриный белок. Кроме того, если пандемия гриппа будет вызвана 

высокопатогенным вирусом, высока вероятность того, что поголовье кур на птицефабриках 

будет полностью уничтожено, поэтому независимость вакцинного производства от 

поставки яиц с птицефабрик также крайне важна. В настоящее время 90% сезонных и 84% 

пандемических вакцин производится в развивающихся куриных эмбрионах и лишь 10% и 

16% в культуре клеток, соответственно [5]. 

Поскольку штаммы для отечественной ЖГВ создаются методом классической 

реассортацией на куриных эмбрионах, необходимо всесторонне изучить их свойства после 

культивирования в клетках млекопитающих, для обоснования сохранности их основных 

биологических свойств. Наиболее важными в данном случае являются адаптационные 

изменения в поверхностных гликопротеинах – гемагглютинине (НА) и нейраминидазе 
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(NA), поскольку они являются основными антигенами вируса гриппа, на которые 

вырабатывается гуморальный иммунный ответ. Кроме того, они взаимодействуют с 

рецепторами на поверхности клеток-мишеней и, соответственно, могут влиять на ростовые 

характеристики, рецепторную специфичность, иммуногенность и антигенность вакцинных 

штаммов. 

Известно, что пандемии гриппа могут возникать вследствие адаптации вирусов 

гриппа птиц к клеткам млекопитающих. Установлено, что в начале пандемической волны в 

циркуляции могут встречаться как вирусы, имеющие сродство к рецепторам птичьего типа 

α2,3, так и адаптированные к человеку вирусы с рецепторной специфичностью α2,6 [6]. 

Поэтому представляется важным провести сравнительные исследования свойств 

вакцинных штаммов ЖГВ, подготовленных на основе двух антигенно родственных 

вирусов, различающихся только рецепторной специфичностью, с целью обоснования 

выбора циркулирующего штамма для разработки пандемических гриппозных вакцин. 

В последние годы эффективность сезонных вакцин против вируса гриппа А подтипа 

H3N2 значительно снизилась по сравнению с предыдущими эпидемическими сезонами [7]. 

Одной из причин недостаточной эффективности вакцин является возникновение яично-

адаптационных мутаций в молекуле НА вирусов H3N2 при их пассировании в куриных 

эмбрионах. В ряде исследований показано, что в гемагглютинине эпидемического вируса 

H3N2 после 4-5 пассажей в РКЭ появляются мутации, отличные от клинического образца 

или вируса, выращенного на культуре клеток млекопитающих [8]. В этой связи необходимо 

изучить влияние таких адаптационных мутаций на основные свойства вакцинных штаммов 

ЖГВ, с целью отбора наиболее иммуногенных вариантов, обладающих широким спектром 

защиты в отношении циркулирующих вирусов гриппа H3N2.  

Степень разработанности темы исследования. Адаптационные мутации, 

появляющиеся при смене хозяина или субстрата для культивирования вируса гриппа, были 

и остаются важной темой научных исследований. После открытия различной рецепторной 

специфичности вирусов гриппа птиц и человека было обнаружено, что во время пандемии 

«азиатского» гриппа H2N2 в 1957 году вирусы адаптировались к новому хозяину, сменив 

тип сиалового рецептора с α2,3 на α2,6, при этом в начале пандемической волны 

одновременно циркулировали вирусы гриппа с обоими типами рецепторной 

специфичности [9]. Исследования показали, что ключевыми для переключения 

рецепторной специфичности вируса гриппа с птичьего на человеческий тип сиалового 

рецептора являются аминокислотные замены Q226L и G228S в НА1 молекулы 

гемагглютинина [10, 11]. В 1968 году в Гонгконге появился вирус А/H3N2, который также 
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смог успешно адаптироваться от птичьего рецептора к человеческому, и в начале пандемии 

обнаруживалась социркуляция вирусов с различной рецепторной специфичностью [6]. 

Следует отметить, что в мире регулярно происходят случаи заражения человека птичьими 

вирусами гриппа А различных подтипов при прямом контакте с инфицированными 

животными, и достаточно высока вероятность появления новых вариантов вирусов с 

измененной рецепторной специфичностью. Исследования вирусов гриппа зоонозного 

происхождения показали, что для подтипов H2N3, H7N9, H10N8 мутация в НА1 

субъединице молекулы гемагглютинина Q226L является необходимой для переключения 

рецепторной специфичности вируса гриппа [12-14], но недостаточной для эффективной 

передачи вируса среди людей. ой птицей, эти заболевания протекают тяжело и часто с 

летальным исходом. Несмотря на то, что к настоящему времени было подготовлено 

большое число вакцинных кандидатов против потенциально пандемических вирусов 

гриппа А, остается открытым вопрос, какой именно штамм вируса предпочтительнее 

использовать для подготовки пандемических вакцин в начале пандемии в случае 

социркуляции двух вариантов, кардинально различающихся своей рецепторной 

специфичностью. 

Разработка гриппозных вакцин на клеточных культурах ведется более двух 

десятилетий. Первая трехвалентная инактивированная вакцина на культуре клеток MDCK 

была лицензирована FDA в 2012 г., а в 2016 г. одобрена ее квадривалентная форма [15, 16]. 

Ключевыми коммерческими производителями клеточных вакцин для профилактики 

сезонного гриппа являются CSL Seqirus (Flucelvax Quadrivalent/Tetra) и SK Bioscience 

(SKYCellflu) [17]. Начиная с сезона гриппа 2019/2020 гг. все штаммы четырехвалентного 

препарата «Flucelvax» были выделены и наработаны исключительно в линии клеток MDCK 

33016-PF [18]. 

Работы по созданию живой гриппозной вакцины на клеточных культурах были 

начаты в тот же хронологический период. Важно подчеркнуть, что ввиду патентных 

ограничений, подготовка вакцинных штаммов для отечественной ЖГВ возможна 

исключительно методом классической генетической реассортации. Однако процесс 

конструирования реассортантов в системе культуры клеток MDCK сопряжен со 

значительными технологическими сложностями, ключевой из которых являлась низкая 

эффективность селекции штаммов с целевым геномным составом 6:2, где 6 сегментов РНК 

происходят от донора аттенуации, а 2 – от актуального эпидемического вируса [19]. В этой 

связи целесообразно использовать реассортантные вакцинные штаммы ЖГВ, 
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подготовленные классическим методом реассортации в РКЭ, для последующей наработки 

вакцины на клеточных культурах. 

Технология производства культуральной ЖГВ была ранее разработана в ФБУН ГНЦ 

ВБ «Вектор» (Новосибирск), при этом в качестве исходного сырья использовались 

реассортантные вакцинные штаммы ЖГВ, подготовленные классическим методом в 

куриных эмбрионах. Так, вакцина на основе потенциально пандемического штамма вируса 

гриппа А/утка/Потсдам/1402-6/86 (H5N2), произведенная на культурах клеток MDCK и 

Vero методом роллерного культивирования, индуцировала высокие титры кросс-

реактивных сывороточных и мукозальных антител у мышей [20]. Также на основе 

пандемического штамма ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09) была подготовлена 

серия вакцины «Вектор-Флю» на культуре клеток MDCK. При адаптации к культуре клеток 

вакцинный штамм сохранял свои антигенные свойства и высокую репродуктивную 

активность. В доклинических исследованиях вакцина «ВекторФлю» была безвредна и 

вызывала образование мощного иммунного ответа у хорьков после однократной 

иммунизации [21, 22]. Полученные данные свидетельствуют о принципиальной 

возможности использования яичных реассортантов для разработки клеточной ЖГВ. 

Однако, до настоящего времени отсутствуют систематические исследования по оценке 

спектра адаптационных мутаций, возникающих в геноме вакцинных штаммов в процессе 

пассажей на клеточных культурах, а также их потенциального влияния на ключевые 

свойства аттенуированного вируса: иммуногенность, антигенность и генетическую 

стабильность. Целью данной работы является восполнение этого пробела и получение 

экспериментального обоснования для использования яичных реассортантов в производстве 

как сезонных, так и пандемических вариантов клеточной ЖГВ. 

Цель работы. Обоснование целесообразности применения штаммов, 

подготовленных в развивающихся куриных эмбрионах, для производства живой 

гриппозной вакцины ЖГВ на культуре клеток MDCK. 

Задачи исследования: 

(1) Всесторонне охарактеризовать вирусы гриппа A(H2N2) начала пандемической 

волны, различающихся рецепторной специфичностью молекулы гемагглютинина;  

(2) Изучить особенности адаптации к культуре клеток MDCK штаммов ЖГВ, 

подготовленных на основе антигенно родственных вирусов гриппа A(H2N2), имеющих 

различную рецепторную специфичность;  

(3) Провести анализ мутационных изменений в молекулах НА и NA штаммов ЖГВ 

против сезонных (H1N1 и H3N2) и потенциально пандемических (H5N2 и H7N9) вирусов 
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гриппа А, возникающих после их серийного пассирования в культуре клеток MDCK; 

изучить влияние обнаруженных адаптационных мутаций на репродукцию in vitro и in vivo, 

иммуногенность и кросс-реактивность в экспериментах на животных;  

(4) Провести анализ экспериментальных серий моновалентных ЖГВ подтипов 

A(H1N1), A(H3N2) и B, произведенных на культуре клеток MDCK, для идентификации 

потенциальных адаптационных аминокислотных замен в молекулах НА и NA; в случае 

обнаружения значимых мутаций, оценить их влияние на ключевые фенотипические 

характеристики вакцинных вирусов. 

Научная новизна работы. 

Впервые проведена всесторонняя характеристика антигенно схожих вирусов гриппа 

A(H2N2) начала пандемической волны, различающихся рецепторной специфичностью, при 

их адаптации к культуре клеток млекопитающих. 

Впервые установлено, что аминокислотная замена P221S в НА1 субъединице 

гемагглютинина вируса гриппа А(H2N2) носит характер escape-мутации, т.е. позволяет 

вирусу с аминокислотой 221S уходить от антител, выработанных к вирусам с 

аминокислотой 221Р в НА1.  

Впервые установлено, что клеточно-адаптационные мутации различных вакцинных 

штаммов одного подтипа имеют стерически схожее расположение в молекуле 

гемагглютинина. 

Впервые показано, что подтип H3N2 вируса гриппа А наиболее сильно подвержен 

антигенному дрейфу при адаптации штаммов к культуре клеток MDCK. 

Впервые установлено, что адаптационные аминокислотные замены в моновалентных 

препаратах культуральной ЖГВ не оказывают значимого влияния на репродуктивную 

активность in vitro и кросс-реактивные свойства вакцинных штаммов. 

Показано, что все исследуемые вакцинные штаммы после адаптации к культуре 

клеток MDCK сохраняют полный спектр аттенуирующих мутаций, что свидетельствует о 

сохранении профиля безопасности, соответствующего требованиям к живым 

аттенуированным вакцинам. 

Разработана экспериментальная модель адаптации классических вакцинных штаммов 

ЖГВ, подготовленных в РКЭ, к культуре клеток MDCK, воспроизводящая технологический 

процесс производства клеточной вакцины. 

Получены комплексные экспериментальные данные, обосновывающие 

принципиальную возможность использования вакцинных штаммов, подготовленных на 

куриных эмбрионах, для производства ЖГВ на культуре клеток MDCK. 
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Теоретическая и практическая значимость работы 

Стратегия подготовки к пандемии гриппа должна базироваться на ретроспективном 

анализе предыдущих пандемий. Установлено, что в начальной фазе всех известных 

пандемий циркулировали множественные антигенные варианты вируса, имеющие общее 

происхождение, но различающиеся по рецепторной специфичности гемагглютинина. 

Учитывая, что рецепторная специфичность гемагглютинина вируса гриппа является одним 

из ключевых факторов успешной адаптации зоонозных вирусов гриппа к человеку, в 

настоящем исследовании проанализировано ее влияние на репродукцию таких вирусов в 

различных системах культивирования, оценена генетическая стабильность вирусов с 

различной рецепторной специфичностью при многократном пассировании в клетках 

MDCK и даны рекомендации по выбору пандемических штаммов для производства ЖГВ 

на клеточных культурах. 

В связи с сохраняющейся в последние эпидсезоны недостаточно высокой 

эффективностью сезонных гриппозных вакцин против вирусов подтипа A(H3N2) мировое 

научное сообщество активизировало исследования по выявлению причин данной проблемы 

и возможных путей ее решения. Одним из ключевых установленных факторов является 

индукция адаптационных мутаций в антигенных сайтах гемагглютинина в процессе 

пассажей в куриных эмбрионах, возникновению которых способствует исходная 

гетерогенность популяции дикого вируса в клиническом материале. В данной работе 

предложено одно из решений этой проблемы, заключающееся в выделении одного варианта 

с оптимальными антигенными характеристиками и подготовка на его основе вакцинного 

штамма. 

Кроме того, до настоящего времени отсутствовали систематические исследования, 

направленные на установление роли отдельных точечных мутаций, возникающих в 

молекулах HA и NA после адаптации к культуре клеток млекопитающих яичных 

реассортантных штаммов ЖГВ, на их фенотипические характеристики. Настоящее 

исследование призвано заполнить этот пробел знаний, что позволит в будущем получить 

новый вакцинный препарат с оптимальными свойствами, сочетающими в себе высокую 

урожайность, оптимальную кросс-реактивность и повышенную иммуногенность, при 

полном сохранении профиля безопасности для человека. 

Экспериментальные вакцинные штаммы ЖГВ, выращенные на культуре клеток 

MDCK, ранее не подвергались комплексному анализу относительно возникновения 

адаптационных мутаций при проведении последовательных пассажей в процессе 

технологического производства. Потенциальные адаптационные изменения требуют 
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всесторонней оценки их влияния на ключевые свойства вакцинных штаммов, таких как 

репродукция in vitro, антигенность и иммуногенность, стабильность аттенуирующих 

мутаций и безвредность для человека. 

Научные данные, полученные в ходе диссертационного исследования, предоставляют 

исчерпывающее экспериментальное обоснование возможности применения яичных 

реассортантов для производства ЖГВ на культуре клеток млекопитающих. Реализация 

данного подхода позволит расширить показания к применению клеточной ЖГВ, включив 

группы населения с аллергией на куриный белок, в частности детей младшего возраста, у 

которых данная аллергия проявляется наиболее часто.  

Результаты, полученные в данном исследовании, лягут в основу регуляторных 

документов для регистрации живых гриппозных вакцин, производимых на клеточных 

культурах. 

Методология и методы исследования. 

В настоящем исследовании использовали стандартные вирусологические, 

иммунологические, генно-инженерные и статистические методы. Все работы были 

проведены на базе ФГБНУ «Институт Экспериментальной Медицины» в соответствии с 

правилами работы с патогенными биологическими агентами (ПБА) II-IV групп 

патогенности с соблюдением всех санитарных норм. 

Основные положения, выносимые на защиту 

I. Адаптация вакцинных штаммов живой гриппозной вакцины и 

эпидемических/пандемических вирусов гриппа к культуре клеток не меняет их 

рецепторной специфичности. При этом вирусы H2N2 с рецепторной 

специфичностью α2,3 индуцируют антитела с более широким антигенным охватом 

по сравнению с вирусами с рецепторной специфичностью α2,6. 

II. Адаптационные мутации, возникающие у различных подтипов вируса гриппа в 

лабораторных условиях и условиях промышленного производства, имеют сходное 

расположение в молекуле гемагглютинина, что позволет использовать 

разработанную модель адаптации для предсказания свойств живой гриппозной 

вакцины, произведенной на клеточной культуре.  

III. Вакцинные реассортанты, подготовленные классическим скрещиванием на куриных 

эмбрионах, могут быть успешно использованы для производства ЖГВ на культуре 

клеток MDCK, поскольку возникающие адаптационные мутации не оказывают 

негативного влияния на основные биологические свойства вакцинных штаммов. 
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Личный вклад автора 

Автор самостоятельно провел анализ литературных данных по проблеме 

исследования, принял непосредственное участие в дизайне и выполнении 

экспериментальных работ, провел обработку полученных результатов и представил 

результаты в научных публикациях и докладах на отечественных и международных 

конференциях. Автором лично выполнены исследования по адаптации к культуре клеток 

MDCK вакцинных штаммов ЖГВ подтипов H1N1pdm09, H3N2, H7N9, H5N2 с 

последующим всесторонним анализом обнаруженных адаптационных мутаций в 

поверхностных белках. Подготовлены генно-инженерные вакцинные штаммы на основе 

диких штаммов вируса гриппа H2N2 с различной рецепторной специфичностью и изучено 

влияние рецепторной специфичности диких и вакцинных штаммов H2N2 на биологические 

свойства вирусов в системах in vitro и in vivo. Эксперименты по оценке системного и 

местного клеточного иммунного ответа проводились совместно с к.б.н. Кореньковым Д.А. 

Автором были исследовании изоляты, полученные к.б.н. Баженовой Е.А. в ходе проведения 

фазы I клинических испытаний потенциально пандемических вакцин H5N2 и H7N9. 

Автором лично был проведен всесторонний анализ экспериментальных образцов 

производственной серии сезонных клеточных ЖГВ, предоставленных ФБУН ГНЦ ВБ 

«Вектор». 

Степень достоверности и апробация материалов диссертации 

Работа выполнена с применением широкого ряда методов исследования, адекватно 

подобранного на основании поставленных задач. Достоверность результатов работы 

определена проведением всех исследований на самом высоком методическом уровне. Все 

экспериментальные данные подвергались тщательному статистическому анализу с 

использованием различных критериев. Основные результаты диссертационной работы 

доложены на 9 международных и отечественных конференциях и симпозиумах: «Options 

for the Control of Influenza XII» (Brisbane, Australia, 2024); V Всероссийская конференция 

молодых ученых «Вирусные инфекции – от диагностики к клинике» (Санкт-Петербург, 

2024), «2nd International Meetings on Respiratory Pathogens» (Singapore, 2018); «Options for 

the Control of Influenza IX» (Chicago, USA, 2016); «The Fourth European Influenza Conference. 

ESWI» (Riga, Latvia, 2014); «Options for the Control of Influenza VIII» (Cape Town, South 

Africa, 2013); Научно-практическая конференция «От эпидемиологии к диагностике 

актуальных инфекций», (Санкт-Петербург, 2014); «VII Ежегодном Всероссийском 

Конгрессе по инфекционным болезням с международным участием» (Москва, 2015); 
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Международной конференции «Молекулярная эпидемиология актуальных инфекций» 

(Санкт-Петербург, 2013). 

Публикации 

По материалам диссертационного исследования опубликовано 17 печатных работ, из 

которых 8 научных статей, входящих в международные системы цитирования и 

реферативные базы данных Web of Science и/или Scopus, и 8 тезисов докладов на 

отечественных и международных научных конференциях. 

Объем и структура диссертации 

Диссертация изложена на 147 страницах машинописного текста, включая 14 таблиц и 

28 рисунков. Работа состоит из введения, обзора литературы, описания использованных 

материалов и методов, 4 главы собственных исследований и обсуждения полученных 

результатов, выводов и списка цитируемой литературы. Список литературы содержит 238 

источник на русском и английском языках. 
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Строение вируса гриппа 

Вирус гриппа относится к роду Orthomixoviridae и представляет собой оболочечный 

РНК-содержащий вирус с сегментированным геномом отрицательной направленности. 

Различают вирусы гриппа типа А, В, С и D. Вирус гриппа типа А вызывает острые 

респираторные заболевания у людей, свиней, кошек, морских млекопитающих, домашних 

и диких птиц, является причиной всех пандемий гриппа в XX и XXI веках, а также сезонных 

эпидемий среди людей (H1N1pdm09 и H3N2) и вспышек птичьего гриппа в природе и 

домашних хозяйствах (H5N1, H2N2, H5N6, H10N8 и др.). Всего выявлено 18 вариантов 

гемагглютинина и 11 разновидностей нейраминидазы, причем природным резервуаром H1-

H16 и N1-N9 считаются птицы, тогда как подтипы H17N10 и H18N11 были обнаружены 

недавно только у летучих мышей [23]. Вирусы гриппа типа В вызывают острые 

респираторные заболевания среди людей, чаще всего детей, а также часто становятся 

причиной сезонных эпидемий гриппа. Разделяют две линии вируса гриппа В: В/Ямагата и 

В/Виктория, которые существенно отличаются друг от друга по своим антигенным 

свойствам [24]. Вирус гриппа типа С способен заражать только людей, в подавляющем 

большинстве – детей младшего возраста, при этом не вызывает значительных клинических 

проявлений, поэтому не представляет существенного интереса для практического 

здравоохранения. Вирус гриппа типа D был открыт в 2012 году и пока еще мало изучен, 

однако известно, что он способен инфицировать крупный рогатый скот, который является 

его основным резервуаром, а в 2019 году вирус гриппа типа D был обнаружен у одногорбых 

верблюдов в Эфиопии. География распространения этого типа вируса гриппа достаточна 

обширна – от Франции до Китая [25, 26]. 

1.1.1. Структура вириона и геном вируса гриппа А 

Частица вируса гриппа представляет собой вирион круглой или продолговатой формы 

размером от 80 до 120 нм, на поверхности которого выступают «шипы» и «грибы» – 

поверхностные белки вируса гриппа гемагглютинин (НА) и нейраминидаза (NA), 

соответственно (рисунок 1) [27]. Эти белки являются основными антигенами вируса 

гриппа, причем их количественное соотношение в вирионе оценивается как 4:1, кроме этого 

НА и NA имеют сайты гликозилирования, следовательно, являются гликопротеинами. 
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Рисунок 1. Структура вириона вируса гриппа А. Адаптировано из [27]. 

 

Геном вируса гриппа А сегментирован и состоит из 8 фрагментов различной длины, 

которые кодируют до 17 вирусных белков, по меньшей мере девять из которых являются 

структурными. В сердцевине вириона строго упорядочены РНК-фрагменты вирусного 

генома, упакованные в нуклеопроитеидный белок (NP), также там находится вирусная 

РНК-зависимая РНК-полимераза, состоящая из трех субъединиц (PB2, PB1 и PA), и белок, 

отвечающий за транспорт вирусного генома из ядра (NEP, nuclear export protein). 

Упакованный вирусный геном окружен толстым слоем матриксного белка (M1) и 

оболочкой из плазматической мембраны, в которой находятся три трансмембранных белка 

– HA, NA и белок, формирующий ионный канал (M2). Вирус гриппа проникает в клетку 

путем эндоцитоза, начиная свой инфекционный цикл с прикрепления к сиаловому 

рецептору клетки-хозяина [28], попадая внутрь, ведет ее по литическому пути, при этом 

транскрипция и обратная транскрипция вирусных негативных РНК и мРНК проходит в 

ядре, в отличие от остальных РНК-содержащих вирусов. Завершается жизненный цикл 

вируса гриппа массовым выходом нового поколения вирусных частиц, клетка-хозяин в 

большинстве случаев при этом погибает. 

1.1.2. Гемагглютинин 

Гемагглютинин – трансмембранный гликопротеин, являющийся основным антигеном 

вируса гриппа, который представлен гомотримером шиповидной формы и кодируется в 
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четвертом сегменте вирусного генома. После транскрипции мРНК транспортируется из 

ядра в шероховатый эндоплазматический ретикулум, где происходит трансляция и синтез 

белка гемагглютинина, который сначала синтезируется в виде предшественника НА0 – 

полипетидной цепи длиной 562-568 аминокислот, после чего сразу попадает в просвет 

транспортной везикулы, где подвергается процессингу – отщепляется сигнальный пептид, 

происходит гликозилирование, сульфатирование и ацилирование молекул [29]. После 

созревания нового поколения вирионов молекулы НА состоят из двух субъединиц (НА1 и 

НА2), соединенных дисульфидной связью, между ними встроен так называемый cleavage-

сайт, после протеолиза которого молекула гемагглютинина меняет свою конформацию, 

становится активной и способной связываться с сиаловыми рецепторами новой клетки-

хозяина [30]. Кливедж-сайт представляет собой последовательность из 6 аминокислот, 

последняя из которых основная, чаще всего аргинин, эта последовательность служит 

сайтом узнавания чаще всего для трипсин-подобных протеаз, что характерно для 

низкопатогенных вирусов гриппа [31, 32]. В отличие от этого, высокопатогенные вирусы 

гриппа птиц несут полиосновный кливедж-сайт, что приводит к протеолитической 

активации фуриноподобных протеаз, которые находятся практически во всех органах [31-

33]. Так полиосновный кливедж-сайт является главным молекулярным маркером 

высокопатогенных вирусов гриппа, он существенно повышает их эпидемический и 

пандемический потенциал.  

Гемагглютинин – трансмембранный вирусный белок и имеет эктодомен, 

трансмембранный и цитоплазматический домены. Цитоплазматический домен (ЦД) 

представляет собой белковый хвост из 13 аминокислот на конце молекулы с тремя сайтами 

пальмитилирования, которые являются высоко консервативными и отвечают за 

латеральную сортировку и антероградный перенос гликопротеина [34]. Функции ЦД на 

данный момент охарактеризованы недостаточно, однако известно, что удаление 

внутриклеточного домена гемагглютинина приводит к нарушению внутриклеточного 

транспорта белков [34]. В настоящее время известно, что трансмембранный домен (ТМД), 

длиной 27 аминокислот, выполняет не только роль якоря для эктодомена (ЭД) молекулы 

гемагглютинина, но и напрямую влияет на формирование поры слияния [35], а также вместе 

с ЦД вовлечен в нацеливание гемагглютинина на липидный рафт [36, 37]. Внеклеточный 

домен молекулы гемагглютинина является самым большим – 518 аминокислот – и включает 

в себя стеблевой и глобулярный домены. Stalk-домен молекулы состоит из большой α-

спирали и других вторичных структур, при этом она достаточно консервативна и в меньшей 

мере подвергается антигенному дрифту, чем глобулярная чать. Кроме этого, к стеблевому 
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домену НА формируются антитела, обладающие защитной эффективностью против 

широкого спектра подтипов вируса гриппа А, что делает их привлекательными для 

разработки универсальной гриппозной вакцины [38, 39]. Глобулярный домен молекулы 

гемагглютинина располагается между двумя цистеинами (позиции 52 и 277) и содержит 

наиболее важные участки НА, такие как рецептор-связывающий сайт, сайты 

гликозилирования и антигенные сайты молекулы гемагглютинина, формирующие 

основные свойства вируса гриппа. Так рецептор-связывающий сайт (РСС) молекулы НА 

отвечает за прикрепление вирусной частицы к сиаловому рецептору клетки и состоит из 

петли-130, α-спирали-190, петли-220 и отдельных аминокислот [40]. У вирусов гриппа 

существует два типа РСС: птичий и человеческий. Рецептор птичьего типа – это остаток 

сиаловой кислоты, прикрепленный к остатку галактозы через связь α2-3, а рецептор 

человеческого типа – через связь α2-6. В силу различных внешних воздействий, а также 

эволюционного давления РСС способен менять тип рецепторной специфичности с одного 

на другой, а также иметь двойную специфичность, что часто бывает в переходном периоде 

при переключении рецепторной специфичности [6]. Также у молекулы гемагглютинина 

был обнаружен вторичный сайт связывания сиаловых рецепторов (сиалил-лактозы), 

который находится на границе двух субъединиц НА, обладает аффинностью в 4 раза 

меньше, чем первичный сайт связывания, и, по всей видимости, не несет физиологической 

важности [41]. 

Гликозилирование молекулы НА – важный этап процессинга молекулы, а также 

фактор, влияющий на различные свойства вируса гриппа, такие как антигенность, 

вирулентность, активность слияния мембран, связывание с рецептором и уход от 

иммунного ответа [42]. Влияние гликозилирования на антигенность вируса гриппа 

происходит за счет прикрепленного олигосахарида, который «маскирует» поверхность 

белка от антител, делая антигенную детерминанту молекулы НА стерически недоступной. 

Появление новых сайтов гликозилирования, которое происходит под давлением антител, 

способствует уходу вируса гриппа от иммунного ответа. [43-45]. 

У молекулы гемагглютинина Н3 различают пять антигенных сайтов (A, B, C, D, E), а 

у молекулы гемагглютинина Н1 – четыре антигенных сайта (Sa, Sb, Ca, Cb), которые 

являются основной мишенью для образования антител [46, 47]. Все антигенные сайты 

располагаются в глобулярном домене молекулы гемагглютинина, причем некоторые 

совпадают с рецептор-связывающим сайтом, что является ожидаемым, т.к. нейтрализация 

инфекции наиболее эффективна при предотвращении связывания вируса с рецептором на 

поверхности клетки. 
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1.1.3. Нейраминидаза 

Нейраминидаза является еще одним поверхностным гликопротеином вируса гриппа и 

представляет собой гомотетрамер, заякоренный в мембрану, грибовидной формы. 

Основная функция этого белка заключается в отщеплении остатков сиаловой кислоты от 

клеточного рецептора для высвобождения новых вирусных частиц из зараженной клетки 

[48], что означает, что молекула нейраминидазы обладает ферментативной активностью. 

Также предполагается, что нейраминидаза помогает вирусным частицам проникнуть к 

эпителиальным клеткам через секреты слизистых оболочек, богатыми сиаловой кислотой 

[49]. Нейраминидаза является гликопротеином 2-го типа, у нее нет отщепляемого 

сигнального пептида, а N-концевой гидрофобный участок, закрепляющий синтезируемый 

белок в мембране цитоплазматического ретикулума, т.е. работающий как сигнальный 

пептид, играет роль якорного трансмембранного участка. 

Молекула нейраминидазы состоит из 4-х основных участков: цитоплазматический 

домен (6 аминокислот), гидрофобный трансмембранный домен (7-29 аминокислот), ножка 

(до 50 аминокислот, у некоторых штаммов наблюдаются делеции) и глобулярный домен 

нейраминидазы, содержащий активный центр фермента (19 аминокислот) [50]. Структура 

каждой субъединицы NA представляется собой 6 топологчески одинаковых 4-цепочечных 

антипараллельных β-листов, сложенных как лопасти винта. Активный центр фермента 

находится в середине каждой субъединицы и представляет собой глубокий карман, причем 

составляющие его аминокислоты высококонсервативны среди всех штаммов вируса 

гриппа. Антигенные сайты нейраминидазы находятся на поверхностных петлях, 

окружающих активный центр фермента [51, 52].  

Масштабное распространение устойчивости вирусов гриппа к препаратам 

адамантанового ряда (ремантадину) привело к увеличению интереса к ингибиторам 

нейраминидазы, которые в последствие стали новым классом эффективных 

противовирусных препаратов. Они блокируют активный центр белка, что предотвращает 

выход и распространение вирусных частиц [53]. В настоящее время в нашей стране 

зарегестрировано 2 препарата-ингибитора нейраминидазы: озельтамивир («Тамифлю») и 

занамивир («Реленза»), в США зарегистрирован также препарат перамивир («Рапиваб»), а 

в Японии с 2010 года применяется ланинамивир («Инавир»). Исследования показали, что 

аминокислотные остатки, влияющие на каталитическую функцию нейраминидазы, высоко 

консервативны среди всех вирусов гриппа А и В, что сделало их основными мишенями для 

противовирусных препаратов [54]. Однако, мутации в каталитической сайте и структурных 

остатках могут приводить к ингибиторо-устойчивости. В соответствие с мировыми 
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данными восприимчивость вируса гриппа к ингибиторам NA в сезоне 2013-2014 годов 

составляла 98%, причем циркулировавшие в тот момент вирусы проявляли 

чувствительность ко всем 4-м ингибиторам, остальные 2% показывали устойчивость хотя 

бы к одному препарату, чаще всего к озельтамивиру. В течение того же сезона в Японии, а 

также в Китае и США, был выделен большой кластер вирусов гриппа подтипа A/H1N1-

pdm09 с мутацией H275Y в гене NA, которая привела к устойчивости нейраминидазы к 

озельтамивиру и занамивиру. Такие штаммы выделялись в Японии в 2 раза чаще, чем во 

всем мире (4,1% циркулирующих вирусов гриппа с двойной устойчивостью), что нашло 

объяснение в активном использовании ингибиторов нейраминидазы для лечения гриппа в 

этой стране. Существует мнение, что количество устойчивых штаммов вируса гриппа к 

ингибиторам NA в будущем будет только увеличиваться из-за растущего использования 

этих препаратов [54]. Поэтому очевидна необходимость в разработке новых 

противовирусных препаратов, которые будут иметь более длительный и широкий спектр 

защиты против гриппа. Такие препараты разрабатываются в настоящее время и основаны 

на ингибировании вирусной РНК-полимеразы [55]. 

Рентгеноструктурный анализ нейраминидазы позволил установить четыре антител-

связывающих участка. Все эпитопы NA оказались структурными, однако исследования 

проводились лишь на трех подтипах нейраминидаз – N9, N1 и N2. Возможно, что при более 

масштабном рентгеноструктурном анализе нейраминидаз будут выявлены дополнительные 

антигенные сайты [54]. Хотя NA-специфические антитела могут быть неэффективны в 

предотвращении инфекции, они способны ингибировать распространение вируса, 

уменьшая тем самым тяжесть болезни. Эпидемиологические наблюдения свидетельствуют, 

что урон при пандемии Гонконгского гриппа H3N2 1968 года был меньше, чем при 

пандемии Азиатского гриппа H2N2 1957 года из-за предсуществующих антител к N2, 

которые смягчили воздействие нового пандемического вируса [56]. 

Прошлые исследования не показали различия в иммуногенности между 

гемагглютинином и нейраминидазой. Поэтому, если сбалансировать вакцинный состав или 

добавить к существующим инактивированным тривакцинам очищенные белки N1 и N2, это 

позволит индуцировать более сбалансированный иммунный ответ, который в классических 

использующихся вакцинах имеет перекос к гемагглютинину [57]. По той же причине было 

установлено, что антигенная конкуренция между HA и NA приводит к большему 

праймированию Т- и В-клеток в сторону НА, вызванного, скорее всего, из-за большего 

количества белка НА на поверхности вириона, и его усиленной презентации антиген-

распознающими клетками иммунной системы [58]. Роль антинейраминидазных антител 



20 

 

 

 

была продемонстрирована рядом исследований, посвященных вакцинам на основе 

нейраминидазы, таким как NA-вакцине, очищенной аффинной хроматографией; ДНК-

вакцине, кодирующей нейраминидазу; вакцине, полученную с помощью экспрессии в 

клетках млекопитающих; рекомбинантной нейраминидазе, произведенной в 

бакуловирусной системе, а также вакцине на основе вирусоподобных частиц с 

коэкспрессией NA и НА и/или М-белка. Для оценки антинейраминидазных антител 

наиболее точным считается метод фермент-связанного лектина (РИНА) [59]. 

1.1.4. Антигенный шифт и антигенный дрейф 

Вирус гриппа считается самым изменчивым возбудителем инфекционных 

заболеваний, чему способствует структура и тип генома: одноцепочечная РНК легко 

мутирует, создавая новые антигенные варианты вируса, а сегментированный геном 

позволяет проходить такому явлению, как реассортация генов. Поэтому различаются два 

типа эволюционной изменчивости вируса гриппа – антигенный шифт и антигенный дрейф. 

Антигенный шифт основан на «пересортировке» генов в случае смешанной инфекции 

чувствительной клетки двумя и более штаммами вируса гриппа, в результате чего 

появляются варианты, унаследовавшие часть генов от одного вируса, часть – от другого. 

Так появляется совершенно новый вирус гриппа, который наследует свойства от 

родительских штаммов. При изучении эволюции генов различных штаммов вируса гриппа 

было показано, что пандемии 1957 и 1968 годов были вызваны реассортантными штаммами 

человеческого и птичьего вирусов гриппа [6, 9], а причиной пандемии 2009 года являлся 

тройной реассортант, унаследовавший различные гены от свиного, птичьего и 

человеческого вирусов гриппа [60]. 

Антигенному дрейфу – мутационной изменчивости – наиболее сильно подвержены 

основные антигены вируса гриппа: поверхностные гликопротеины НА и NA, хотя другие 

вирусные белки также приобретают точечные аминокислотные замены, но в значительно 

меньшей степени, самыми консервативными считаются матриксный белок и 

нуклеопротеид. Для гемагглютинина и нейраминидазы антигенный дрейф является важным 

способом ухода от иммунного ответа [61]. В последние годы особенное внимание 

приковано к эффекту импринтига или так называемого «первичного антигенного греха». 

Импринтинг – эффект запоминания антигенных сайтов штамма вируса гриппа, с которым 

организм столкнулся впервые, при этом развивается обычная иммунная реакция, В-клетки 

вырабатывают антитела, происходит нейтрализация вируса и постепенное выздоровление 

организма. При этом В-клетки, которые выработали противовирусные антитела, становятся 
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клетками памяти. Через некоторое время вирус гриппа, подвергаясь антигенному дрейфу, 

мутирует и в первую очередь для того, чтобы уйти от иммунного ответа организма, именно 

для этой цели был выработан механизм, который позволяет вирусу гриппа минимально 

изменять края антигенного сайта гемагглютинина, при этом основная часть его остается 

идентичной предыдущему вирусу, что позволяет незначительно изменить форму 

антигенного сайта. Однако, этого становится достаточно для того, чтобы уже имеющиеся в 

организме антитела не могли эффективно связываться с вирусом и нейтрализовать его, то 

есть В-клетки памяти распознают новый вирус как предыдущий и продуцируют «старые» 

антитела, а наивные В-клетки не синтезируют антитела de novo. Иммунная система не 

распознает новую инфекцию и использует уже имеющиеся средства защиты. Все 

вышесказанное приводит к тому, что инфекция быстро распространяется в организме, не 

встречая адекватного сопротивления со стороны иммунной системы, что часто приводит к 

тяжелым осложнениям гриппа, а нередко и к летальным исходам.  

Таким образом, эволюция вируса гриппа, а именно, его изменчивость, имеют 

колоссальное значение в эпидемиологии этой инфекции, поэтому антигенный шифт и 

антигенный дрейф всегда находятся под пристальным вниманием мирового научного 

сообщества, а глубокое понимание эволюционных процессов, возможно, позволит в 

будущем предсказывать эти события. 

1.2. Гриппозные вакцины 

Ежегодно вирус гриппа поражает 3-5 миллионов человек во всем мире, число 

смертельных случаев заболевания при этом варьируется от 290 до 650 тысяч [62]. 

Поскольку изменчивость вируса гриппа очень высока, что способствует преодолению 

иммунного барьера организма за счет отдельных мутаций и или реассортации генов, 

ликвидация этой инфекции среди людей не представляется возможной в ближайшем 

будущем. Самым эффективным способом защиты от гриппа считается специфическая 

вакцинация, способствующая предотвращению инфекции за счет заблаговременной 

выработки иммунитета к антигенно актуальным штаммам вируса гриппа А и В, и 

позволяющая защитить наиболее уязвимые группы населения от осложнений гриппозной 

инфекции, а также уменьшить заболеваемость трудоспособного населения, следовательно, 

и экономические потери [63-65]. 

Для эффективной подготовки к ежегодному эпидемическому сезону гриппа, ввиду его 

постоянной изменчивости, существует Глобальная система по эпиднадзору за гриппом и 

ответным мерам (Global Influenza Surveillance and Response System (GISRS)). GISRS – 
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партнерская сеть, объединяющая национальные центры гриппа (общим числом 141) в 111 

странах, 6 сотрудничающих центров ВОЗ и 4 ведущие референс-лаборатории ВОЗ. GISRS 

на постоянной основе собирает и анализирует образцы вирусов гриппа по всему миру, а 

также дважды в год дает рекомендации по составу вакцинных штаммов для Южного и 

Северного полушарий [66]. 

1.2.1. Типы гриппозных вакцин и их производства в мире 

Существует несколько типов гриппозных вакцин – живые, инактивированные, 

белковые рекомбинантные, ДНК-вакцины и РНК-вакцины, однако, в практике 

здравоохранения сейчас присутствуют только два типа – живые и инактивированные 

вакцины. В развитых странах живыми вакцинами рекомендуется прививать в первую 

очередь детей от 2 до 17 лет, взрослому населению рекомендованы как живые, так и 

инактивированные вакцины, а людям старшего возраста – в основном инактивированные 

вакцины с повышенным содержанием антигена [67]. 

С быстрым развитием молекулярных биотехнологий в последние десятилетия 

появились новые концепции гриппозных вакцин, заслуживающих внимания, например, 

РНК-вакцины, способные вызывать широкий гуморальный и клеточный иммунный ответ, 

а также эффект самоусиления врожденного иммунитета, а доклинические и клинические 

испытания РНК-вакцины против птичьих вирусов гриппа H7N9 и H10N8 показали высокие 

уровни защитных антител [68, 69]. Также нельзя не упомянуть и ДНК-вакцины против 

гриппа, которые основаны на подкожном введении без использования игл 

самореплецирующихся ДНК-копий 6 генов вируса гриппа, что позволяет обеспечить 

эффективную защиту животных от инфекции, поэтому такой тип вакцин активно 

используются в ветеринарии, а также преимущество генно-инженерных вакцин 

заключается в быстрой масштабируемости при экстренной необходимости увеличения 

производства, например, при наступлении пандемии [70, 71]. Однако, на сегодняшний день 

все экспериментальные вакцины еще далеки от лицензирования и их использование среди 

людей не представляется возможным в последующие 10-20 лет. 

Таким образом, в клинической практике используются два основных типа гриппозных 

вакцин – живые и инактивированные. Изначально вакцины против гриппа были 

трехвалентными для защиты от двух циркулирующих подтипов вируса гриппа А (H3N2 и 

H1N1) и от вируса гриппа B, который в 1988 году разделился на две антигенно 

отличающиеся генетические линии [72], коциркуляция, привела к разработке и 
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лицензированию четырехвалентных вакцин, содержащих штаммы обеих линий вируса 

гриппа B [73-75]. 

1.2.2. Инактивированные гриппозные вакцины 

Инактивированные гриппозные вакцины применяются с 1940-х годов и за всю 

историю их применения было лицензировано 26 вакцин, 13 из которых присутствуют на 

современном рынке. Первым поколением ИГВ были цельновирионные вакцины, которые 

представляли собой суспензию очищенных «убитых» неразрушенных вирионов вируса 

гриппа. Сравнительно большое количество побочных эффектов от таких вакцин, особенно 

у детей младшего возраста, привело к созданию второго и третьего поколения ИГВ – сплит-

вакцин и субъединичных вакцин, соответственно. Сплит-вакцины состоят из разрушенных 

вирионов и содержат все структурные вирусные белки. Субъединичные вакцины, напротив, 

содержат только основные антигены вируса гриппа – гемагглютинин и нейраминидазу. Из 

всех инактивированных вакцин субъединичная ИГВ является наименее реактогенной, при 

этом иммуногенность цельновирионной и сплит-вакцины практически одинакова [76]. Все 

инактивированные вакцины вводятся в организм парентерально и стандартизированы по 

количеству основного белка – гемагглютинина – на каждый штамм. Чаще всего 

применяются ИГВ с количеством белка 15 мкг НА, хотя существуют и вакцины с 

повышенным содержанием антигена в 60 мкг НА. Для повышения иммуногенности в 

инактивированных гриппозных вакцинах зачастую используются адьюванты – вещества, 

способные в присутствии антигена усилить выработку на него иммунного ответа 

организма. В основном используются адьюванты типа MF59 и ASO3 для повышения 

иммуногенности, а также для уменьшения количества белка в пандемических вакцинах, 

хотя существует и множество других – алюм, AF03, виросомы, полиоксидоний и другие 

[77]. Инактивированные гриппозные вакцины разрешены для применения у детей старше 6 

месяцев, причем в последние годы появилась тенденция применения среди маленьких 

детей ИГВ без адьювантов, так как с некоторыми из них связывались такие побочные 

эффекты как нарколепсия [78]. В России в настоящее время наиболее широко применяются 

полимер-субъединичные вакцины, содержащие пониженное количество белка (5 мкг НА 

для каждого вакцинного штамма), при этом обладают высокой степенью иммуногенности 

за счет иммуностимулятора полиоксидоний [79], а также субъединичные вакцины с новым 

адьювантом совидон, применение которых разрешено для детей с 6-месяного возраста [80]. 

А также с 2018 года широко применяется расщепленная субъединичная вакцина 

«Ультрикс» и «Ультрикс Квадри», уникальность которой заключается в создании виросом, 
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содержащих как поверхностные, так и внутренние белки вириона, а также липиды вирусной 

оболочки, при этом в данной вакцине отсутствуют адьюванты, что несомненно является ее 

преимуществом [75]. 

Основным недостатком инактивированных вакцин является необходимость вводить 

их парентерально, в результате чего отсутствует формирование секреторного иммунного 

ответа в верхних дыхательных путях – входных воротах инфекции. При введении ИГВ 

индуцируется преимущественно IgG-опосредованный штамм-специфичный гуморальный 

иммунный ответ, не способный защитить привитых от инфекции, вызванной дрейфовым 

вариантом вируса гриппа [81]. Кроме того, ИГВ не способны индуцировать длительный Т-

клеточный иммунный ответ на вакцинацию [82, 83]. Согласно опубликованному в 2016 

году мета-анализу данных по эффективности вакцин с 2004 по 2015 гг, эффективность ИГВ 

составила 33% для вирусов H3N2 (и лишь 23% для дрейфовых вариантов вируса H3N2), 61-

67% для вирусов гриппа H1N1 и 54% для вирусов гриппа типа B [84]. Слабая способность 

ИГВ защищать от дрейфовых вариантов вируса гриппа H3N2 существенным образом 

сказывается на ее эффективности в эпидемические сезоны, вызванные циркуляцией 

антигенно отличающихся вариантов вируса H3N2 [8, 85-87]. Однако, было показано, что 

ИГВ может индуцировать кросс-реактивные НА-специфические антитела, участвующие в 

явлении антитело-зависимой клеточной цитотоксичности (ADCC, antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity) и обеспечивающие перекрестную защиту от антигенно отличающихся 

вирусов H3N2 [88]. 

Подавляющее большинство вакцинных штаммов для ИГВ готовится на основе 

высокорепродуктивного донора – штамма A/PR/8/34 (H1N1) (PR8) [89]. Данный вирус был 

выделен в 1934 году и с тех пор имеет большую пассажную историю, за которую прошел 

более 100 пассажей в тканях мышей, хорьков, а также в системе развивающихся куриных 

эмбрионов, в результате чего утратил способность реплицироваться в клетках человека, т.е. 

стал безвредным для людей [90]. Стоит отметить, что в ранних исследованиях количество 

генов донора PR8, включенных в вакцинный реассортантный штамм, значительно 

варьировала ввиду использования метода классической реассортации для подготовки 

высокорепродуктивных штаммов. При этом было показано, что степень аттенуации 

вакцинных штаммов для людей напрямую зависела от количества включенных в геном 

вакцинного вируса генов PR8 [91, 92]. В настоящее время практически все реассортантные 

штаммы для ИГВ готовятся методами обратной генетики, поэтому всегда содержат шесть 

генов внутренних и неструктурных белков от донора PR8, исключая возможность усиления 

вирулентных свойств вируса [89]. Тем не менее, остается вопрос о сохранении остаточной 
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вирулентности для человека у реассортантных штаммов ИГВ, подготовленных из 

высокопатогенных потенциально-пандемических вирусов гриппа птиц, поскольку показано 

влияние поверхностных антигенов вакцинных штаммов как на вирулентные, так и на 

высокорепродуктивные свойства вакцинных штаммов [93]. Поэтому в последние годы 

обсуждается вопрос о возможности дополнительно модифицировать 

высокорепродуктивный донор PR8 с целью усиления аттенуирующих свойств вакцинных 

штаммов ИГВ, подготовленных на его основе, что является чрезвычайно важным в 

контексте безопасности вакцинного производства. 

1.2.3. Живые аттенуированные гриппозные вакцины 

История живых гриппозных вакцин началась в 30-х годах прошлого столетия, когда 

выдающимся советским вирусологом А.А.Смородинцевым впервые был предложен метод 

аттенуации вируса гриппа методом переадаптации возбудителя путем многократного 

пассирования в органах различных животных, а 1948 года – в куриных эмбрионах 

(изменение круга хозяев, host-range). Такие ЖГВ, приготовленные из host-range мутантных 

штаммов, были изучены в многочисленных эпидемиологических наблюдениях на взрослых 

и показали, в среднем, двукратное снижение заболеваемости гриппоподобными 

инфекциями среди привитых лиц, а при серологической коррекции снижение 

заболеваемости гриппом достигало 5-кратного значения [94]. 

В 1960-х годах был предложен новый метод аттенуации вируса гриппа – пассирование 

при пониженных температурах инкубации, которое должно было сделать ЖГВ более 

безопасными, в особенности, для детей. Предполагалось, что вирусы, адаптированные к 

пониженной температуре, будут размножаться преимущественно в верхних дыхательных 

путях, а не в легких, уменьшая таким образом клинические симптомы [95, 96]. Этот подход 

широко использовался в СССР с 1958 по 1972 год для подготовки ЖГВ для детей. 

Крупномасштабные плацебо-контролируемые исследования эффективности на более чем 

200 000 детей продемонстрировали в среднем двукратное снижение заболеваемости в 

вакцинированных группах по сравнению с контролем [94, 97]. Одним из первых вакцинных 

штаммов, полученным методом холодовой адаптации, явился вирус A/Ленинград/134/17/57 

(H2N2) (Лен17), прошедший 17 дополнительных пасажей в РКЭ при 25- 26°C вакцинного 

штамма ЖГВ типа «host-range», который, в свою очередь, был получен из вируса дикого 

типа A/Ленинград/134/57 (H2N2) после 20 пассажей в РКЭ при оптимальной температуре 

32°C [94]. 
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После обнаружения сегментированности генома вируса гриппа и возможности 

реассортации двух штаммов вируса гриппа внутри одного типа, Г.И.Александровой в 1977 

году был предложен новый способ получения ЖГВ путем реассортации дикого вируса с 

хорошо охарактеризованным лабораторным штаммов – донором аттенуации [98-100]. Суть 

предложенного метода заключалась в том, чтобы вакцинный штамм наследовал от 

эпидемического вируса гены, кодирующие поверхностные белки НА и NA, чтобы 

сохранить антигенную актуальность, а остальные шесть генов – от донора аттенуации, 

отвечающего за безвредность для человека. Доноры аттенуации для современных 

лицензированных вакцин являются холодоадаптированными вирусами, которые отвечают 

в вакцинных штаммах ЖГВ за температурочувствительность (ts фенотип), 

холодоадаптированность (са фенотип) и аттенуацию (att фенотип). 

Для первой в мире реассортантной ЖГВ в качестве донора аттенуации был выбран 

штамм Лен17, так как результаты многочисленных исследований подтвердили его 

безопасность, высокую иммуногенность, а также высокий уровень репродукции в куриных 

эмбрионах. Кроме этого, для дополнительного обеспечения безопасности новых 

реассортантных штаммов ЖГВ для детей был разработан более аттенуированный донор, 

А/Ленинград/134/47/57 (H2N2) (Лен47), полученный в результате 30 пассажей в РКЭ при 

пониженной температуре донора Лен/17 [101, 102]. Для подготовки реассортантных 

штаммов ЖГВ против вирусов гриппа типа В был разработан холодоадаптированный донор 

аттенуации В/СССР/60/69 (В/60) путем 60-кратного пассирования эпидемического вируса 

в РКЭ при 25ºC [94, 103]. После проведения масштабных эпидемиологических наблюдений 

в различных возрастных группах в 1987 году были лицензированы трехвалентные вакцины 

для взрослых на основе доноров Лен/17 и В/60 и для детей 3-14 лет на основе доноров 

Лен/47 и В/60 [104-106]. Важное преимущество живой гриппозной вакцины над 

инактивированной было выявлено в ходе сравнительных эпидемиологических 

исследований сезонных вакцин на детях школьного возраста: ЖГВ способна вызывать 

образование коллективного иммунитета, в то время как у ИГВ таких возможностей нет [2]. 

Для живых гриппозных вакцин, подготовленных на основе доноров Лен/17 и Лен/47, 

последующие сравнительные эпидемиологические наблюдения, на детях в возрасте 3-14 

лет продемонстрировали схожий уровень переносимости обеих типов ЖГВ, хотя 

иммуногенность вакцин существенно различалась: для достижения уровня сероконверсий 

и титров антител, индуцируемых одной дозой ЖГВ на основе донора Лен/17, требовалась 

двукратная вакцинация ЖГВ на основе донора Лен/47 [103]. На основании этих данных, 

использование ЖГВ на основе донора Лен/47 было прекращено в 2001 году. В настоящее 
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временя трехвалентная ЖГВ на основе доноров Лен/17 и В/60 применяется в России для 

иммунизации взрослого населения и детей в возрасте от 3 лет. 

Российская технология производства живой гриппозной вакцины в 2009 году была 

передана ВОЗ для подготовки к пандемии гриппа в развивающихся странах по 

лицензионному договору, согласно которому штамм H1N1pdm09 пандемической вакцины 

на основе донора Лен/17 был передан в Индию, Таиланд и Китай для производства 

моновалентной пандемической вакцины. На сегодняшний день предприятия Индии и Китая 

лицензировали в своих странах трехвалентную сезонную ЖГВ на основе российских 

доноров аттенуации и осуществляют ее производство [107, 108]. 

Противопоказания к применению ЖГВ является возраст до 3 лет в России и до 2 лет 

в остальных странах, беременность и аллергия на куриный белок. Сравнительные 

исследования эффективности ИГВ и ЖГВ на детском контингенте от 2 до 17 лет в Германии 

показали, что эффективность ЖГВ (84%) значительно превышает эффективность ИГВ 

(37%), при этом наибольшая защита наблюдается у детей младшего возраста от 2 до 6 лет 

и достигает 90% [109]. Важно отметить, что недавние исследования эффективности и 

безопасности живой гриппозной вакцины показали, что ЖГВ можно без опаски применять 

детям младшего возраста, страдающим астмой [110, 111], а клинические испытания фазы II 

или III в Бангладеш показали отсутствие достоверных отличий в побочных эффектах ЖГВ 

у детей от 2 до 5 лет с астмой и их здоровых сверстников [112]. Более того, 

рестроспективное исследование на выборке почти 400 тысяч детей от 2 до 18 лет показало, 

что после применения ЖГВ внижается риск обострения астмы по сравнению с ИГВ [113].  

В отделе вирусологии были подготовлены и всесторонне изучены вакцинные штаммы 

ЖГВ против потенциально пандемических вирусов гриппа А/H2N2, А/H5N1, А/H7N9, 

которые затем были исследованы в фазе I клинических испытаний, которые представляли 

собой двойные слепые рандомизированные плацебоконтролируемые исследования [114-

116].  

Клинические испытания штамма А/17/Калифорния/66/395 (H2N2) проводились на 

базе ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава РФ в 2013-2014 гг. на 38 взрослых здоровых 

добровольцах обоего пола в возрасте от 18 до 40 лет (28 в группе ЖГВ H2N2 и 10 в группе 

плацебо). Испытуемые вакцинировались последовательно двумя дозами с разницей в 28 

дней, при этом в течение 6-7 дней после каждой вакцинации добровольцы находились в 

стационаре и выписывались только при условии отсутствия вирусной РНК в носовых 

смывах. Иммуногенность ЖГВ оценивалась по гуморальному, так и по клеточному ответу. 

Гуморальный иммунный ответ оценивался в реакции торможения гемагглютинации, 
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реакции микронейтрализации и иммуно-ферментном анализе (IgG и IgA в сыворотке, IgA 

в носовых секретах, IgA в слюне), клеточный иммунный ответ оценивался по индукции 

интерферона-γ Т-клетками памяти. ЖГВ H2N2 была безвредна и хорошо переносилась 

здоровыми добровольцами как при однократном, так и при двукратном введении. 

Иммуногенность данного штамма по числу сероконверсий составила 85%, а увеличение 

уровня вирус-специфических Т-клеток памяти достигало 56%. Суммарная иммуногенность 

штамма А/17/Калифорния/66/395 (H2N2) в фазе I клинических испытаний составила 93% 

[115]. 

Клинические испытания штамма ЖГВ А/17/индюк/Турция/05/133 (H5N2) 

проводились на базе ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава РФ в 2014 году на 40 взрослых 

здоровых добровольцах обоего пола в возрасте от 18 до 49 лет. Также, как и предыдущих 

исследованиях добровольцы иммунизировались последовательно двумя дозами с разницей 

в 28 дней, при этом в течение 6-7 дней после каждой вакцинации добровольцы находились 

в стационаре и выписывались только при условии отсутствия вирусной РНК в носовых 

смывах. Иммунный ответ оценивался по уже указанной схеме. В исследовании была 

показана безвредность и хорошая переносимость ЖГВ H5N2. Уровень сероконверсий среди 

вакцинированных добравольцев составил 79%, а увеличение уровня вирус-специфических 

Т-клеток памяти достигало 69%. При этом суммарный иммунный ответ составил 97% [116]. 

Клинические испытания штамма ЖГВ А/17/Ануи/2013/61 (H7N9), проводились на 

базе ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава РФ в 2014 году на 40 взрослых здоровых 

добровольцах обоего пола в возрасте от 19 до 49 лет. Также, как и предыдущих 

исследованиях добровольцы иммунизировались последовательно двумя дозами с разницей 

в 28 дней, при этом в течение 6-7 дней после каждой вакцинации добровольцы находились 

в стационаре и выписывались только при условии отсутствия вирусной РНК в носовых 

смывах. Иммунный ответ оценивался по уже указанной схеме. Исследования 

реактогенности ЖГВ H7N9 показали ее безопасность и хорошую переносимость здоровыми 

взрослыми испытуемыми. Иммуногенность штамма А/17/Ануи/2013/61 (H7N9) по числу 

сероконверсий составила 93%, а увеличение уровня вирус-специфических Т-клеток памяти 

достигало 53%. При этом суммарная иммуногенность ЖГВ H7N9 совпала с количеством 

сероконверсий – 93% [114]. 

Таким образом, потенциально пандемические реассортантные аттенуированные 

живые гриппозные вакцины показали себя безвредными, хорошо переносимыми и высоко-

иммуногенными (от 93% до 97%). Оценку защитной эффективности ЖГВ против 

потенциально пандемических штаммов вируса гриппа возможно проверить только в случае 
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пандемии, поэтому создание банка безопасных высокоиммуногенных вакцинных штаммов 

является основным пунктом глобального плана противодействия пандемии гриппа [3]. 

1.2.5. Культуральные вакцины против гриппа 

Все живые гриппозные вакцины в мире сегодня производятся в развивающихся 

куриных эмбрионах. Но при наступлении пандемии птичьего гриппа, в особенности в 

случае высокопатогенного штамма, велика вероятность нарушения работы птицефабрик и 

нехватки куриных эмбрионов для срочного производства пандемической вакцины. Данная 

проблема имеет решение при переводе вакцинного производства с РКЭ на перевиваемую 

культуру клеток млекопитающих, что позволит сделать производство независимым от 

поставок развивающихся куриных эмбрионов. Кроме этого, производство ЖГВ на культуре 

клеток позволит в максимально короткие сроки нарабатывать большие объемы вакцины, 

что необходимо в случае наступления пандемии, а также позволит применять вакцину 

людям, страдающим аллергией на куриный белок. 

Разработки клеточной вакцины начались около двух десятилетий назад. Способность 

реассортантных вакцинных штаммов ЖГВ активно реплицироваться в культуре клеток 

MDCK была показана в многочисленных исследованиях, как на уровне лабораторий, так и 

в производственном масштабе [19, 22, 117, 118]. В 2012 году Управление по контролю за 

продуктами питания и лекарственными средствами в США одобрило использование первой 

трехвалентной инактивированной вакцины против гриппа на основе адьюванта MF-59, 

произведенной на культуре клеток млекопитающих для лиц старше 18 лет [15], а в 2016 

году была лицензирована и квадривалентная клеточная инактивированная гриппозная 

вакцина [16]. Так в эпидемическом сезоне 2013-2014 на рынок США вышла первая 

клеточная инактивированная гриппозная вакцина FluCellVax (кИГВ), а проведенные 

исследования применения этой вакцины не выявили каких-либо патологий, связанных с 

побочными эффектами применения вакцины в 2013-2015 годах [119]. В первые 

эпидемические сезоны кИГВ производилась на основе диких вирусов, изолированных в 

РКЭ, соответственно, мутации, яично-адаптационные мутации также присутствовали и в 

вакцинном антигене, а эффективность кИГВ была сравнима с ее яичным аналогом [120]. 

Однако, в августе 2016 года, компания Seqirus (США) получила разрешение от управления 

по контролю за продуктами питания и лекарственными средствами в США выделять 

вирусы гриппа на линии клеток 33016PF MDCK для производства клеточной 

инактивированной гриппозной вакцины. Это позволило получить полностью клеточную 

вакцину компонента H3N2, начиная с выделения вируса и заканчивая конечным вакцинным 
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продуктом [7]. Так, осенью 2017 года вакцина, содержащая антигены культурального 

вируса гриппа H3N2, была введена миллионам людей. Предварительные оценки 

относительной эффективности показывают, что у людей старше 65 лет четырехвалентная 

кИГВ с клеточным компонентом H3N2 обеспечила улучшение эффективности на 10,7% по 

сравнению с четырехвалентными вакцинами, произведенными в РКЭ, однако яичная 

вакцина с повышенным содержанием антигена дала повышение эффективности на 8,4% по 

сравнению с четырехвалентными вакцинами, произведенными в РКЭ [7, 121]. 

Серологические исследования на животных и людях показывают, что клеточный антиген 

может улучшать защитную эффективность в определенные сезоны, особенно, в отношение 

H3N2 и В компонентов гриппозных вакцин [122-124]. По данным крупного исследования 

при применении четырезвалентной культуральной ИГВ в сезоне 2017-2018 в США 

FluCellVax Tetra подтвердила свою профилактическую эффективность с возможными 

преимуществами перед гриппозными вакцинами на основе РКЭ [125]. Интересно, что в 

исследовании среди детского населения от 4 до 20 лет, более высокие показатели приростов 

поствакцинальных титров наблюдались у ранее невакцинированных подростков против 

вирусов гриппа H1N1 и H3N2, выращенных в клетках, по сравнению с яичной вакциной, 

при этом у детей с предшествующим титром антител перед вакцинацией различий между 

вакцинами выявлено не было [126]. Аналогичные результаты были получены и в 

отношении средних приростов титров антител против B/Victoria среди реципиентов ИГВ4 

в 2018-2019 гг [126]. Клеточная инактивированная гриппозная вакцина вызывала более 

сильную активацию генов интерферон-стимулированного и врожденного иммунитета по 

сравнению с гриппозной вакциной на основе яиц. Участники исследования, у которых 

произошла сероконверсия, имели более высокую активацию интерферон-сигнализации по 

сравнению с теми, кто не сероконвертировался [127]. Постмаркетинговое исследование 

побочных эффектов, вызванных введением кИГВ в трех сезонах с 2019 по 2022 года 

показало, что частота побочных эффектов варьировалась от 0,4% до 1,75% и была 

одинаково низка во всех группах [128, 129]. 

При производстве клеточных гриппозных вакцин используются клеточные линии, 

адаптированные и растущие на среде, не содержащей добавки животного происхождения 

(сыворотки, ростовые факторы и т.п.). При этом важны различные свойства субстрата, в 

том числе и профиль гликозилирования белков при производстве вакцины. Так 

установлено, что клетки млекопитающих в качестве вакцинного субстрата наиболее точно 

отражаются профиль гликозилирования белков человеческих вирусов гриппа, тогда как 

куриные эмбрионы могут значительно его менять вплоть до потери или приобретения 
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новых. Для рекомбинантных вакцин, которые производятся в культуре клеток насекомых, 

где профиль гликозилирования вирусных белков кардинально отличается от человеческих 

клеток, это является самым большим недостатком. Но несмотря на это, преимущества 

рекомбинантной вакцины в правильной укладке гемагглютинина делают ее 

конкурентноспособной [7]. Исследования показывают, что наиболее заметным изменениям 

при гликозилировании вирусных белков подвержены суспензионные культуры клеток при 

их адаптации к бессывороточной среде. При этом изменения происходят только в типе 

присоединенных олигосахаридов или в их наполнении, но что наиболее актуально для 

кЖГВ, сайты гликозилирования на вирусных молекулах сохраняются [130]. Компания 

MedImmune (США) вела разработки в области клеточной ЖГВ (кЖГВ) с использованием 

собственной сублинии клеток MDCK, в которой вакцинные штаммы ЖГВ на основе 

доноров А/Энн Арбор/6/60 и В/Энн Арбор/1/66 были способны реплицироваться до титров, 

сопоставимых с РКЭ, при этом антигенные свойства вирусов не нарушались [117, 118]. 

Однако клинических испытания данной кЖГВ не проводилось, поэтому сведения об 

иммуногенности данной вакцины для людей отсутствуют.  

В настоящее время в мире проводится множество исследований различных 

культуральных гриппозных вакцин. Так исследователи из Тайваня показали, что кИГВ 

подтипа H7N9, полученная в суспензионной культуре клеток MDCK более иммуногенна в 

доклинических исследованиях на мышах по сравнению с адгезивной культурой MDCK и с 

классической яичной вакциной [131]. 

В исследованиях, проведенных компанией MERK совместно c ФГБНУ «ИЭМ», было 

показано, что российские вакцинные штаммы для сезонной ЖГВ хорошо репродуцируются 

на культуре клеток MDCK, а уровни защитной эффективности и иммуногенности 

культуральной ЖГВ и классической ЖГВ, подготовленной в РКЭ, были сопоставимы на 

животных моделях [132]. Крупные разработки с российской ЖГВ велись компанией 

Nobilon (Нидерланды), где на культуре клеток MDCK была произведена трехвалентная 

сезонная ЖГВ, а также проведены слепые, плацебо-контролируемые клинические 

испытания на 117 взрослых здоровых добровольцах 18-50 лет с однократной вакцинацией 

различными дозами вакцины: 1 × 105, 1 × 106 или 1 × 107 тканевой цитопатической 50% 

инфекционной дозы для каждого из трех штамма в соответствие с рекомендацией ВОЗ в 

2008-2009 годах. Увеличение титров антител в реакции торможения гемагглютинации 

произошло только для вируса A/H3N2 во всех дозах вакцины, но для вирусов A/H1N1 и B 

увеличение титров не наблюдалось. Сходная картина прослеживалась и с увеличением 

вирус-нейтрализующих антител. Ни для одного штамма не был выявлен дозозависимый 
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эффект, вакцина хорошо переносилась, не вызывая серьезных побочных явлений, и по 

частоте ожидаемых реакций была сопоставима с группой плацебо [133]. Однако, в связи с 

закрытием компании, разработки были прекращены. 

Технология производства культуральной ЖГВ была ранее разработана в ФБУН ГНЦ 

ВБ «Вектор» (Новосибирск), при этом в качестве исходного сырья используются 

реассортантные вакцинные штаммы ЖГВ, подготовленные в отделе вирусологии 

им.А.А.Смородинцева ИЭМ классическим методом реассортации в РКЭ. Так, вакцина на 

основе потенциально пандемического штамма вируса гриппа А/утка/Потсдам/1402-6/86 

(H5N2), произведенная на культурах клеток MDCK и Vero методом роллерного 

культивирования, индуцировала высокие титры кросс-реактивных сывороточных и 

мукозальных антител у мышей [20]. Также на основе пандемического штамма ЖГВ 

А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09) была подготовлена серия вакцины «Вектор-Флю» 

на культуре клеток MDCK. При адаптации к культуре клеток вакцинный штамм сохранял 

свои антигенные свойства, и при этом высокие показатели роста. В доклинических 

исследованиях вакцина «ВекторФлю» была безвредна и вызывала образование мощного 

иммунного ответа у хорьков уже после однократной иммунизации [21, 22]. Компания 

«Вектор» зарегистрировала систему для производства живой гриппозной вакцины на 

культуре клеток млекопитающих и успешно произвела экспериментальную серию 

клеточных моновакцин против сезонных вирусов гриппа в 2015 году, а затем провела 

клинические испытания фазы I. Дальнейшее усовершенствование отечественной 

культуральной ЖГВ заключается в разработке микрокапсулированной формы препарата, 

обеспечивающей более высокую иммуногенность при интраназальном применении за счет 

повышения адгезии микрокапсул к слизистой оболочке носа [134]. 

В то же время в Индии проводятся исследования культуральной ЖГВ: в частности, 

результаты свидетельствуют о том, что при интраназальном способе введения ЖГВ, 

полученного на основе клеточных культур, риск возникновения опухолей, связанных с 

клетками хозяина, минимален или отсутствует, а культура клеток MDCK является 

неонкогенной [135]. 

1.3. Адаптационные мутации вируса гриппа 

1.3.1. Адаптация вируса гриппа к новому хозяину, причины возникновения пандемий 

гриппа 

После открытия различной рецепторной специфичности вирусов гриппа птиц и 

человека было обнаружено, что во время пандемии «азиатского» гриппа H2N2 в 1957 году 
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вирусы адаптировались к новому хозяину, сменив тип рецептора с α2,3 на α2,6, при этом в 

начале пандемической волны одновременно циркулировали вирусы гриппа с обоими 

типами рецепторной специфичности [9]. Исследования показали, что ключевыми для 

переключения рецепторной специфичности вируса гриппа с птичьего на человеческий тип 

сиалового рецептора являются аминокислотные замены Q226L и G228S в НА1 молекулы 

гемагглютинина [10, 11]. В 1968 году в Гонгконге появился вирус А/H3N2, который также 

смог успешно адаптироваться от птичьего рецептора к человеческому и также наблюдалась 

пара циркулирующих вирусов с различной рецепторной специфичностью в начале 

пандемии, однако в значительно меньшей степени, чем в 1957 году [6]. При этом было 

обнаружено, что переключение рецепторной специфичности произошло при 

аминокислотных заменах в тех же позициях, что и в 1957 году, Q226L и G228S в НА1 

молекулы гемагглютинина. Таким образом, рецепторная специфичность вируса гриппа 

является важной характеристикой для оценки его пандемического потенциала, так как 

преодоление вирусом гриппа межвидового барьера неизбежно вызывает антигенный шифт 

у нового хозяина, который в свою очередь часто является причиной возникновения как 

минимум эпидемии, а возможно и пандемии гриппа. 

В 2006 году в США от молодых поросят с тяжелой бронхолегочной пневмонией было 

выделено два штамма вируса гриппа подтипа H2N3, которые приобрели уже упомянутую 

аминокислотную замену в молекуле гемагглютинина Q226L [12]. При этом исследования 

трансмиссивности на свиньях не показали передачи вируса от зараженного животного к 

здоровому, однако, на модели хорьков оба исследуемых вируса H2N3 были способны к 

эффективной передаче, но при этом значительных клинических проявлений не 

наблюдалось [12]. Свиньи считаются переходным звеном в адаптации птичьих вирусов 

гриппа к человеческим клеткам, так как имеют в своих дыхательных путях оба типа 

сиаловых рецепторов. Как показали исследования пандемии свиного гриппа в 2009 году, 

двойной набор рецепторов способствует образованию двойных и тройных реассортантов 

между вирусами птичьего, свиного и человеческого гриппа, один из которых в последствие 

может вызвать эпидемию и пандемию гриппа [136]. 

В марте 2013 года в Китае были зарегистрированы десятки случаев заражения людей 

птичьим гриппом подтипа H7N9, при этом смертность составляла более 30% [137]. Вирусы 

этого подтипа, полученные от первых пациентов, были тщательно исследованы ведущими 

мировыми лабораториями, которые выяснили, что вирус одного из клинических образцов 

приобрел ключевую мутацию Q226L в НА1 молекулы гемагглютинина, получив при этом 

двойную рецепторную специфичность, т.е. получив сродство к человеческому типу 
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рецепторов [13]. Нужно отметить, что до сегодняшнего дня вирусы H7N9 пока не 

приобрели аминокислотную замену G228S, что вероятно, не позволяет им стать 

трансмиссивным и эффективно передаваться от человека к человеку. Однако, вероятность 

появления второй ключевой мутации в рецептор-связывающем сайте Н7 остается высокой, 

как показывает история пандемий гриппа, поэтому ВОЗ объявила подтип H7N9 вируса 

гриппа потенциально пандемическим. 

По недавно опубликованным данным четыре изолята вируса гриппа А подтипа 

H10N7, выделенные от чаек в Исландии, оказались способны к эффективной передаче 

среди хорьков. При генетическом анализе выяснилось, что выделенные вирусы 

близкородственны к вирусам гриппа этого же подтипа морских млекопитающих (тюленей, 

морских котиков) и вызывали среди них вспышки гриппа в 2014 году в Европе, но что более 

важно секвенирование гена гемагглютинина показало наличие лейцина в позиции 226, 

однако также, как и в случае H7N9, в позиции 228 остался глицин (по Н3 нумерации) [14]. 

Вирусы данного подтипа в последние годы вызывали единичные случаи инфицирования 

человека, однако эффективной передачи среди людей зафиксировано не было, возможно, 

это связано с тем, что плотность населения в Исландии небольшая, а погодные условия 

существенно отличаются от Юго-Восточной Азии, где были зафиксированы случаи 

передачи вируса H10N8 человеку от дикой птицы со смертельным исходом [138, 139]. 

В 2014 году было зарегистрировано 6 случаев передачи людям высокопатогенного 

вируса гриппа птиц H5N6, три из которых оказались смертельными [140, 141]. Подробное 

изучение 4х изолятов от диких водоплавающих птиц показало, что несколько из них 

приобрели сродство к человеческому типу рецепторов α2,6 и стали способны инфицировать 

эпителиальные и альвеолярные клетки трахеи человека. Сравнение нуклеотидных 

последовательностей показало практически полную идентичность человеческим изолятам 

H5N6, а по сравнению с последовательностью гемагглютинина подтипа H5N1 клайда 2.3.4 

было обнаружено 6 аминокислотных замен в рецептор-связывающем сайте молекулы – 

S133L, S137A, D187N, K193N, Q196K и S227R [142]. Также была отмечена потеря сайта 

глизозилирования в позиции 158, способствующему более эффективной передаче вируса у 

морских свинок [143]. Изоляты H5N6 были полностью инфекционными и эффективно 

передавались при прямом контакте среди хорьков, однако имели менее выраженную 

патогенность по сравнению с родительским вирусом H5N1 [142]. 
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1.3.2. Адаптация потенциально пандемического вируса птичьего гриппа H5N1 и H7N9 к 

клеткам млекопитающих 

1.3.2.1. Адаптационные мутации в вирусах гриппа подтипа H5N1 

Мутация K193T улучшает связывание вируса гриппа H5N1 с эпителиальными 

клетками трахеи человека, а также с α2,6 сиаловыми рецепторами, поэтому эта мутация 

может использоваться в качестве маркера потенциального пандемического риска птичьих 

вирусов гриппа H5N1 [144]. У мышей, зараженных штаммом A/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), 

из легких был выделен вирус, несущий мутацию E190G (нумерация H3) в молекуле НА1, 

которая увеличивала авидность связывания вируса с α2,6 сиаловыми рецепторами и 

уменьшала сродство к α2,3 рецепторам, а также ассоциировалась с аттенуирующим 

фенотипом вируса у мышей. Так как указанная мутация находилась в рецептор-

связывающем сайте НА, при ее появлении, вероятно, нарушился баланс работы HA-NA, что 

и привело в аттенуации вируса [145]. После адаптации того же штамма вируса к культуре 

клеток MDCK, был выделен клон с морфологией крупных бляшек, нуклеотидный анализ 

которого показал наличие мутаций K193E и G225E и молекуле НА1, местоположение 

которых определялась в РСС гемагглютинина. Интересно, что мутации не усиливали 

сродство к α2,6 рецепторам, а исследования штаммов с одной К193Е и двумя K193E+G225E 

мутациями в субъединице НА1 на мышах показали, что вариант с двумя мутациями был 

существенно более атенуирован, чем вариант с одной мутацией, однако, пока механизмы 

этой аттенуации не ясны [146]. На том же штамме вируса гриппа 

A/Вьетнам/1194/2004 (H5N1) было обнаружено, что наборы мутации Q192R+S223N и 

G139R+N182K в молекуле НА1 приводят к двойной рецепторной специфичности, повышая 

сродство к α2,6 рецепторам [147]. 

Адаптация к хорькам высокопатогенного птичьего вируса гриппа 

А/Индонезия/5/2005 (H5N1) путем 10-кратного пассирования вируса в легких животных 

привела к появлению мутации в Т156А в НА1, которая повлияла на гликозилирование 

гемагглютинина, в 99,6% случаев [148]. Также для определения возможной 

трансмиссивности, в молекулу НА в различных вариациях были введены мутации N182K, 

Q222L и G224S в молекулу НА1 и Е627К в PB2, при этом мутации Q222L и G224S были 

выбраны как причины пандемий H2N2 и  H3N2, мутация N182K была определена у людей, 

заразившихся H5N1, а мутация Е627К в PB2 как уже установленный маркер 

трансмиссивности H5N1 в хорьках [6, 9, 147, 149]. После адаптации к хорькам у мутантных 

штаммов, также как у дикого вируса, появилась аминокислотная замена Т156А в НА1 в 89% 
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случаях, а в других 11% появилась замена N154K, которая вела к потере того же сайта 

гликозилирования. После исследования клонов, способных к трансмиссивности, у всех из 

них были обнаружены дополнительные мутации Т156А и H103Y в молекуле НА1, которые 

кроме всего прочего повышали аффинность к α2,3 рецепторам [148]. У мутантных штаммов 

с заменами Q222L и G224S наблюдалось переключение рецепторов с α2,3 на α2,6, но 

передача воздушно-капельным путем не детектировалась. Данное исследование показало, 

что для передачи вируса среди млекопитающих требуется не только переключение 

рецептора, но и набор мутаций во внутренних генах, который позволит птичьему вирусу 

эффективно реплицироваться в новых клетках-хозяевах [149]. Оказалось, важно, что 

мутации N154K, Q222L и G224S не влияют на антигенность вакцинных штаммов H5N1 

[150]. Также интересно отметить, что наличие сайта гликозилирования в 154 положении 

оказалось критически важным при проявлении двойственной специфичности вирусов не 

только вирусов H5N1, но и H5N2, H5N5, H5N8 [151]. 

При исследовании индуцированных моноклональных антител к гемагглютинину 

птичьего вируса A/mallard/Pennsylvania/10218/84 (H5N2), была обнаружена мутация в 

S145P в молекуле НА1 и установлено, что она является escape-мутацией, при этом 

значительно повышает репродукцию на ранней стадии инфекции, а также 

термостабильность вируса. Еще интереснее тот факт, что введение двух дополнительных 

мутаций L124F + N79D в молекулу НА2 полностью нивелирует этот отрицательный эффект 

[152]. 

В исследовании мутаций в гемагглютинине, обнаруженных в клинических образцах 

пациентов с лабораторно подтвержденным вирусом гриппа H5N1, было показано, что 

мутации H125Y, H125Y+N94D, N182K+T195I+N94K, S223N, S223N+Δ128+I151T вели к 

повышению репродукции в первичных человеческих клетках дыхательных путей (SAE 

cells) [153]. В таблице 1 собраны все описанные мутации и их роль в проявлении 

биологических свойств штаммов вируса гриппа подтипа H5N1. 

Таблица 1. Роль мутаций, обнаруженных в вирусах гриппа подтипа H5N1, в 

проявлении биологических свойств штаммов. 

Белок Мутация Влияние мутации Источник 

НА1 

H125Y ↑ репродукции в SAE cells [153] 

S145P Escape-мутация [152] 

N154K Потеря сайта гликозилирования [148] 

Т156А Потеря сайта гликозилирования [148] 

E190G 

связывание α2,6; 

↓ свяывание α2,3; 

att у мышей 

[145] 

K193T ↑ связывание α2,6 [144] 
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S223N ↑ репродукции в SAE cells [153] 

K193E+G225E att у мышей [146] 

Q192R+S223N 

↑ связывание α2,6; 

Двойная рецепторная 

специфичность 

[147] 

G139R+N182K 

↑ связывание α2,6; 

Двойная рецепторная 

специфичность 

[147] 

Т156А+H103Y 
Потеря сайта гликозилирования; 

↑ связывания α2,3 
[148] 

H125Y+N94D ↑ репродукции в SAE cells [153] 

Q222L+G224S 
Переключение рецепторной 

специфичности с α2,3 на α2,6 
[148] 

N182K+T195I+N94K ↑ репродукции в SAE cells [153] 

S223N+Δ128+I151T ↑ репродукции в SAE cells [153] 

НА2 L124F + N79D 
Нивелирование эффекта мутации 

S145P 
[152] 

 

1.3.2.2. Адаптационные мутации в вирусах гриппа подтипа H7N9 к клеткам 

млекопитающих 

Первые выделенные от человека штаммы H7N9 появились весной 2013 года и как и 

при пандемии появились два варианта, отличающиеся ключевой мутацией в НА, штамм 

А/Шанхай/2/2013 (H7N9) в позиции 226 нес глутаминовую кислоту (Q), а штамм 

А/Ануи/1/2013 (H7N9) – лейцин (L), чем способствовало повышению связывания 

человеческого рецептора, однако отсутствие глицина в позиции 228 не позволило вируса 

эффективно передаваться среди людей [154, 155].  

Сравнение свойств потенциально пандемического штамма А/Ануи/1/2013 (H7N9) и 

пандемического штамма А/Аичи/2/68 (H3N2) обозначило как много сходства, так и много 

важных расхождений. В первую очередь, много аминокислотных остатков в петле 130, 140 

и 220 молекулы НА очень похожи между этими двумя штаммами, а это структурные 

единицы РСС (Таблица 2). Основываясь на высоком уровне подобия, было установлено, 

что контакты между аминокислотными остатками также схожи. Однако, были определены 

и ключевые различия, включающие в себя в первую очередь спираль-190 и петлю-150, 

необходимых для контакта с человеческим рецептором. В молекуле Н3-Аичи с 

человеческим рецептором связывались аминокислоты Q189, S193, K156 и S159, тогда как в 

молекуле Н7-Ануи – K193, T158, D159 и N160. Более того, в случае Н7-Ануи остаток R131 

позиционировался как возможный добавочный связывающий человеческий рецептор 

остаток. Помимо указанных различий, также следует отметить и различие между штаммами 

во взаимодействии с позицией 228, в которой у Н3-Аичи находится серин, а у Н7-Ануи – 
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глицин. Для молекулы Н3-Аичи позиция S228 очень важна при взаимодействии с 

аминокислотными остатками S186, T187 и E190, последняя из которых является критичной 

для связывания как человеческого, так и птичьего рецепторов. С другой стороны, G228 в 

Н7-Ануи не вовлечена в подобные межаминокислотные взаимодействия в том числе и с 

E190. Наконец, с эволюционной точки зрения H7N9 аминокислоты 174S и 226L в молекуле 

НА1 являются уникальными для этого подтипа, что свидетельствует о том, что вирус H7N9 

мутировал, что значительно отличаться от предшественников [156]. 

Внесение в штамм вируса гриппа А/Шанхай/2/2013 (H7N9) V186K, K193T и G228S в 

НА1 переключило рецепторную специфичность молекулы с птичьего рецептора на 

человеческий, одна исследований по трансмиссивности из соображений безопасности не 

проводились [157, 158]. Выделенные от человека высокопатогенные штаммы вируса гриппа 

H7N9 как и низкопатогенные вирусы несли в НА аминокислоту 226L, а также мутация S31N 

в M2, ответственная за устойчивость к препаратам адамантанового ряда, также 

наблюдалась у всех высокопатогенных изолятов, кроме этого в 3 из 4 изолятов в NA была 

обнаружена мутация R292K, ответственная за устойчивость к нейраминидазным 

ингибиторам [159, 160]. При изучении эволюции человеческих вирусов H7N9 было 

обнаружено, что они разошлись на линии А, В и С, при этом были идентифицированы 

различные связки мутаций: связка A135V, L177I, M236I, и S489N в гемагглютинине 

закрепились в линиях В и С в первой волне, а три из них A135V, M236I и S489N были 

обнаружены в четвертой и пятой эпидемической волне [161]. В линии С также были 

обнаружена связка аминокислотных замен A122T/P и M236I, а также связка L177I, G386A, 

S489R и S128N, причем последняя мутация принадлежит петле 130 РСС. За 2016-2017 годы 

циркуляции были также идентифицированы мутации I48T, A122P, K173E, L226Q, M236I, 

I326V и E393K, при этом три из них K173E, L226Q и I326V лежат в функционально важных 

сайтах (антигенном сайте Е, рецептор-связывающем и кливедж-сайте, соответственно) 

[161]. 

Адаптация штаммов вируса гриппа, подобных А/Ануи/1/2013 (H7N9), к куриным 

после 30-ти пассажей в РКЭ показала три реверсии N133D, N158D и L226Q в молекуле НА1 

[162], две из которых ведут к потере сайтов гликозилирования, а последняя находится в 

рецептор-связывающем сайте.  

Внесение мутации G218E в гемагглютинин вируса-кандидата в вакцинные штаммы 

H7N9 способствовало значительному повышению его репродукции и в культуре клеток 

MDCK, и в системе РКЭ, при этом такой вирус эффективно защищал хорьков при 

челлендже диким вирусом H7N9 [163]. Вероятно, замена G218E в НА1 относительно 
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сбалансировала работу HA-NA, за счет ослабления связывания вируса с клеточной 

мембраной, что способствовало высвобождению вирусного потомства, опосредованного 

NA. 

Обнаружена яично-адаптационная мутация R220G/I улучшила репродукцию 

вакцинного штамма на основе высоко-патогенного вируса A/Гуандун/17SF003/2016 (H7N9) 

и, кроме того, изменила антигенность вакцинного кандидата [164]. Мутация S128N в купе 

с сайтом гликозилирования 133NGS меняет антигенные сайты А и В гемагглютинина Н7, 

что не позволяет индуцированным антителам нейтрализовать референс-штамм [165]. Это 

говорит о том, что человеческие штаммы H7N9 уже подверглись антигенному давлению и 

эффективно адаптируются к нему. 

При исследовании культуральной ИГВ против H7N9 при 5-кратном пассировании 

штамма NIBRG-268 в культуре клеток MDCK была обнаружена мутация в молекуле НА1 

A169S, которая приводила к появлению дополнительного сайта гликозилирования и 

повышению репродукции вакцинного кандидата в культуре клеток [166]. 

Таблица 2. Роль мутаций, обнаруженных в вирусах гриппа подтипа H7N9, в 

проявлении биологических свойств штаммов. 

Белок Мутация Влияние мутации Источник 

НА1 

S128N 
Изменение антигенного 

сайта А 
[165] 

N133D 

Потеря сайта 

гликозилирования, яично-

адаптационная мутация; 

Изменение антигенного 

сайта В 

[162, 165] 

N158D 

Потеря сайта 

гликозилирования, яично-

адаптационная мутация 

[162] 

A169S 

Приобретение сайта 

гликозилированя, MDCK-

адаптационная мутация. 

↑ репродукции в культуре 

млекопитающих 

[166] 

K173E 
Изменение антигенности 

(сайт Е) 
[161] 

G218E 

↑ репродукции в культуре 

клеток млекопитающих 

без изменения 

антигенности 

[163] 

R220G/I 
↑ репродукции; изменение 

антигенности 
[164] 

Q226L ↑ связывание α2,6 [154, 155, 161] 

L226Q 
↓связывание α2,6, яично-

адаптационная мутация 
[162] 
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G228S   

Q226L+G228S 

Переключение 

рецепторной 

специфичности 

[154, 155] 

V186K+K193T+G228S 

Переключение 

рецепторной 

специфичности 

[157, 158] 

I326V Изменение кливедж-сайта [161] 

NA R292K 

Устойчивость к 

ингибиторам 

нейраминидазы 

[159, 160] 

 

1.3.3. Адаптационные изменения сезонных вирусов гриппа H1N1 и H3N2 к клеткам 

млекопитающих 

Смена клетки хозяина при размножении вируса гриппа неизбежно ведет к появлению 

адаптационных мутаций. Такие мутации могут влиять на разные свойства вируса гриппа: 

репродукцию, термостабильность, зависимость от кислотности среды, иммуногенность, 

антигенность, рецепторную специфичность, трансмиссивность и т.д. Для производства 

гриппозных вакцин свойства репродукции, иммуногенности и антигенности являются 

самыми важными, поэтому в этом разделе будут рассмотрены основные адаптационные 

мутации вируса гриппа к культуре клеток и развивающимся куриным эмбрионам. 

1.3.3.1. Адаптационные мутации в вирусах гриппа подтипа H1N1 к клеткам 

млекопитающих 

Пандемия гриппа H1N1 2009 года стала очередным свидетельством того, что вирус 

гриппа является самым непредсказуемым. Так, тройной реассортант человеческого, 

птичьего и свиного гриппа стал причиной смертей сотен тысяч людей, с чего началось 

подробное изучение нового подтипа вируса гриппа, в том числе и различных мутаций в 

поверхностных белках. 

Еще на примере сезонных вирусов гриппа H1N1, циркулировавших до пандемии 2009 

года, было продемонстрировано, что влияние гликозилирования молекулы гемагглютинина 

зависит как от клетки-хозяина, так и от рецепторной специфичности вируса [167]. В 

исследованиях российской группы ученых по влиянию различных мутаций на 

вирулентность пандемических вирусов H1N1, выделенных в различных системах 

культивирования, было продемонстрировано влияние адаптационных мутаций на свойства 

вируса гриппа. Так, штамм вируса гриппа А/Гамбург/5/09 (H1N1pdm) изначально был 

выделен в культуре клеток MDCK, несущих кДНК человеческой 2,6-сиалтрансферазы 
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(MDCK-SIAT-1), а после всего двух пассажей в РКЭ приобрел мутацию D225E в молекуле 

гемагглютинина, которая дала возможность ему связываться с птичьим рецептором [168] 

(Таблица 3). После проведения адаптации вируса А/Гамбург/5/09 (H1N1pdm) к мышам в 

течение 17 пассажей, он приобрел еще рад мутаций во всем геноме, в частности, на 5м 

пассаже – мутацию K123N в НА1 и, соответственно, сайт гликозилирования, что повысило 

мышиную инфекционную дозу с 5 до 3,5 lg, а на 8-м пассаже добавилась мутацию G158E 

также в молекуле НА1 [168]. Штамм вируса гриппа А/Калифорния/7/2009 (H1N1pdm) 

генетически очень похож на штамм А/Гамбург/5/09 (H1N1pdm), но был выделен в системе 

РКЭ и при пассировании получил адаптационную мутацию Q226R, а после адаптации 

мышам добавилось еще две мутации N159D и K212M. Причем, вирус с мутацией Q226R в 

НА1 потерял сродство к человеческим рецепторам и приобрел к птичьим [168]. В обоих 

вирусах мутации, находящиеся непосредственно в рецептор-связывающем сайте ожидаемо 

повлияли на рецепторную специфичность вируса, нарушив при этом баланс HA-NA, что 

повлекло за собой снижение репродукции в культуре клеток MDCK-SIAT-1. Появившиеся 

еще через несколько пассажей мутации в молекуле НА стали компенсаторными по 

поверхностному заряду молекулы и при этом внесли существенный вклад в усиление 

патогенности исследуемых вирусов. Интересно, что данные по вкладу мутаций D225E и 

Q226R в НА в вирулентность пандемического вируса гриппа H1N1 на мышах были также 

получены и корейскими учеными [169].  

При подготовке вакцинного штамма X-181 H1N1pdm в куриных эмбрионах были 

обнаружены мутации N133D, K212T и Q226R в молекуле НА1 и привели к сильному 

изменению кросс-реактивности вакцинного штамма, в результате которого антитела, 

индуцированные вакцинным штаммом, связывались с диким типом вируса, но не 

нейтрализовали его [85]. 

Было определено, что для более стабильного размножения в куриных эмбрионах 

вакцинного штамма ЖГВ на основе вируса гриппа А/Калифорния/7/2009 (H1N1pdm) 

необходимы аминокислотные замены K119E, A186D и D222G в НА, вакцинные штаммы 

ЖГВ на основе вируса гриппа H1N1 2010 года показали новые мутации вблизи РСС – 

N125D +D127E или D127E+K209E, а к вакцинным штаммам 2011 года добавилась мутация 

в N369K в NA. Указанная мутация в нейраминидазе имела критически важное значение для 

репликации вируса как в РКЭ, так и в культуре клеток млекопитающих, так как именно она 

существенно улучшила выход вирусных частиц из зараженной клетки, восстановив тем 

самым баланс работы HA-NA. Антигенность всех высокорепродуктивных мутантных 

вакцинных штаммов ЖГВ на основе вируса гриппа H1N1pdm 2009, 2010 и 2011 годов была 
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протестирована на хорьках, иммунные сыворотки которых показали высокие уровни 

нейтрализующих антител [170]. 

Для пандемического вируса гриппа H1N1 были получены данные о том, что мутация 

D222N в гемагглютинине связана с тяжелым течением заболевания [171, 172], после чего в 

исследованиях роли мутации D222N in vitro было выявлено снижение репродукции 

мутантного штамма в культуре клеток А549, но не в MDCK, а также увеличение сродства 

как к человеческим, так и к птичьим рецепторам; на мышах же было показано 

незначительное снижение веса, меньшие титры вируса в легких и провоспалительных 

цитокинов по сравнению с диким типом вируса [173]. В исследованиях на мышах 

наблюдения из клинической практики с тяжелыми исходами заболения не нашли 

подтверждения, возможно, подобные исследования на другой животной модели, например, 

хорьков, были бы более показательны и применимы к людям [174]. 

Для вируса A/Калифорния/04/09 (H1N1pdm) было показано, что мутация Y161F 

улучшает ростовые характеристики штамма для ИГВ в культуре клеток MDCK, а также 

повышает его термостабильность, не меняя при этом антигенных свойств гемагглютинина. 

Кроме этого, внесение мутации Y161F в НА сезонного вируса H3N2 и птичьего гриппа 

H3N8 также показало повышение репродукции и термостабильности как в культуре клеток 

MDCK, так и в РКЭ. Таким образом, было показано, что мутация Y161F в НА играет 

важную роль в репликации и термостабильности вируса гриппа, что может использоваться 

для улучшения культуральной ЖГВ [175]. 

Сравнение штаммов H1N1pdm А/Калифорния/7/2009 и А/Брисбен/10/2010 показало 

наличие мутации Е47К в молекуле НА2, которая влияла на стабильность тримера 

гемагглютинина, снижала пороговое значение pH слияния мембран с 5,4 до 5, также было 

установлено, что это происходит из-за наличия межмономерного солевого мостика между 

аминокислотами К47 в НА2 и Е21 в НА1 [176]. Кроме этого, замена Е47К повысила 

термостабильность вируса и его вирулентность у хорьков, что указывает на преимущество 

вируса с К47 в НА2 при адаптации к эволюционным изменениям у людей [177]. 

Доклинические исследования на хорьках вакцинных штаммов ЖГВ на основе 

сезонного вируса гриппа А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), полученных в культуре клеток 

MDCK и в куриных эмбрионах, продемонстрировали, что вакцинные кандидаты, 

полученные в культуре клеток MDCK, могут использоваться в качестве интраназальных 

вакцин с высокими защитными показателями [132]. Дикий вирус А/Новая Каледония/20/99 

(H1N1) при выделении на культуре клеток MDCK и в системе РКЭ, показал 

аминокислотное отличие в молекуле гемагглютинина: в позиции 203: Asp у «яичного» 
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вируса, Asn – у MDCK-варианта. В культуре клеток было подготовлено два вакцинных 

кандидата на основе обоих диких вирусов: 39Е/2 – на основе «яичного» штамма, 25М/2 – 

на основе штамма, выделенного в MDCK. После получения и пятикратного пассирования 

вакцинные кандидаты были изучены в отношении появления мутаций в поверхностных 

антигенах. Так было установлено, что нейраминидаза аминокислотно не изменилась, тогда 

как молекулы НА обоих вакцинных кандидатов адаптировались к культуре клеток MDCK 

за счет аминокислотных замен T144I в HA1 и T450I в HA0 у штамма 39E/2, а также G278E 

в HA1 и D455N в НА0. Примечательно, что эти штаммы сохранили аминокислоты в 

позиции 203 в соответствие с родительскими штаммами [132]. 

Таблица 3. Роль мутаций, обнаруженных в вирусах гриппа подтипа H1N1, в 

проявлении биологических свойств штаммов. 

Белок Мутация Влияние мутации Источник 

НА1 

K119E Повышение стабильности [170] 

K123N Приобретение сайта 

гликозилирования; уменьшение ЛД50; 

мышино-адаптационная мутация 

[168] 

N133D Изменение антигенности [85] 

T144I Адаптационная мутация к культуре 

клеток млекопитающих 

[132] 

G158E уменьшение ЛД50; мышино-

адаптационная мутация 

[168] 

N159D Мышино-адаптационная [168] 

Y161F ↑ репродукции в культуре клеток 

млекопитающих, ↑ термостабильности 

[175] 

A186D Повышение стабильности [170] 

D203N Адаптационная мутация к культуре 

клеток 

[132] 

K212M Изменение антигенности; мышино-

адаптационная 

[85, 168] 

D222G Повышение стабильности [170] 

D222N Тяжелое течение заболевания, ↓ титра 

вируса в легких мышах, 

↓ провоспалительных цитокинов у 

мышей, ↑ титра вируса в легких 

мышах, 

[171-174] 

D225E ↑ связывание α2,3, яично-

адаптационная мутация 

[168] 

Q226R ↑ связывание α2,3, ↓ связывание α2,6, 

изменение антигенности, яично-

адаптационная мутация 

[85, 168] 

G278E Адаптационная мутация к культуре 

клеток млекопитающих 

[132] 

НА2 
Е47К ↑ стабильности, ↓ порогового значение 

рН слияния мембран 

[176, 177] 
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N50K ↑ репродукции в культуре клеток 

млекопитающих, ↓ стабильности 

[178] 

T450I Адаптационная мутация к культуре 

клеток млекопитающих 

[132] 

D455N Адаптационная мутация к культуре 

клеток млекопитающих 

[132] 

NA 
N369K Улучшение репликации в КЭ и 

культуре клеток млекопитающих 

[170] 

 

1.3.3.2. Адаптационные мутации в вирусах гриппа подтипа H3N2 к клеткам 

млекопитающих  

Подтип гриппа H3N2 приковывает внимание ученых в первую очередь из-за своей 

быстрой мутационной изменчивости, которая позволяет ему уходить от 

предсуществующего иммунного ответа, что стало причиной крайне низкой эффективности 

компонента вакцин против H3N2 последние несколько сезонов. Несколько работ показали, 

что одна из причин низкой эффективности вакцины заключается в яично-адаптационных 

мутациях, которые появляются при выделении новых вирусов в РКЭ и которые, 

естественно, переходят и в вакцинный штамм как для ИГВ, так и для ЖГВ. Поэтому 

изучение адаптационных мутаций к различным условиям культивирования вирусов гриппа 

H3N2 является фундаментальным исследованием, призванным решить вопросы о влиянии 

адаптационных мутаций на свойства вируса гриппа H3N2. 

В исследованиях по репродукции и стабильности высокоурожайных штаммов вируса 

гриппа для ИГВ было продемонстрировано, что культивирование вирусов гриппа H1N1 и 

H3N2 в культуре клеток Vero или MDCK в подкисленных условиях сохраняют 

стабильность вируса, что успешно использовалось при производстве ИГВ против птичьего 

гриппа H5N1, пассирование вирусов без дополнительных условий способствовало 

появлению в молекуле НА2 адаптационных мутаций N50K (H1N1) и D160E (H3N2), 

которые улучшали рост вируса в культуре клеток, но при этом отрицательно сказывались 

на стабильности антигена [178] (Таблица 4). Той же группой было показано, что вирусы 

H3N2 яичного происхождения запускают конформационные изменения в молекуле НА в 

менее кислых условиях, чем их антигенно похожие первичные изоляты, этот фенотип 

связывали с наличием аминокислотных замен A138S, L194P в НА1 и D160N в НА2, 

пониженной устойчивостью к кислым условиям и повышенной температуре [178]. 

После одного пассажа в культуре клеток MDCK клинических образцов от людей, 

больных гриппом A/H3N2, были обнаружены единичные мутации в поверхностных 

антигенах: НА в 10% случаях (мутации A138S, N165K, G218R, P221L и V223I, нумерация 
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по Н3), а NA в 27% случаях была обнаружена мутация D151N/G [179], в других 

исследованиях мутация D151N/G обнаруживалась в более, чем 50% MDCK-изолятов [180]. 

Эта мутация является частью каталитического центра нейраминидазы и в купе с мутацией 

H275Y создает устойчивость нейраминидазы к ее ингибиторам [181]. Проблему появления 

мутации D151N/G возможно решить с использованием культуры клеток MDCK-SIAT-1, как 

показала группа японских ученых, клинические изоляты, выделенные на этой культуре 

клеток показывают хорошую генетическую стабильность обоих поверхностных антигенов 

[182]. Линия MDCK-SIAT-1 была разработана в начале 2000-х годов путем усиления 

экспрессии α2,6 типа рецепторов на поверхности клеток MDCK [183]. 

Интересно, что пять мутаций в гемагглютинине обнаружились только в молекуле 

НА1, в частности, четыре из них (A138S, G218R, P221L и V223I) – вблизи РСС [40]. 

Мутация N165K локализовалась в антигенном сайте НА [40]. Замена A138S может 

возникать in vivo у пациентов с ослабленным иммунитетом, в также in vitro в культуре 

клеток MDCK, и было обнаружено, что она вызывает полную потерю связывания α2,3 типа 

рецептора [184, 185]. Анализ с использованием клеточной линии PAM 3D4/21 показал, что 

замена A138S в НА1 у вируса гриппа с НА и NA от штамма A/Victoria/361/2011 (H3N2), а 

внутренними генами от вируса, адаптированного к свиньям, улучшает репликацию и 

усиливает индукцию апоптоза в этом типе клеток, также было показано, что адаптация 

человеческих вирусов к свиному хозяину включает в себя повышенное сродство к нижним 

дыхательным путям и альвеолярным макрофагам [186]. Мутация в позиции 218 в молекуле 

НА1, которая находится в близи РСС, была также ассоциирована со снижением 

аффинности к человеческому рецептору, а также с повышенной патогенностью, связанной 

с виремией, приводящей к тяжелому поражению легких, инфекции в селезенке, кишечнике, 

мозге и сердце на модели мышей [187, 188]. Также было обнаружено, что мутация V223I в 

НА1 является яично-адаптационной [189]. Аминокислота N165, которая локализуется на 

мембранно-дистальной поверхности молекулы гемагглютинина, была идентифицирована, 

как сайт гликозилирования, позволяющий вирусу уходить от иммунного ответа [179]. 

Аминокислотная замена L194P в НА1, превалирующая в яично-адаптированных 

(пассированных в куриных эмбрионах 4-5 раз) вариантах вирусов H3N2, на три порядка 

снижает связывание и нейтрализацию антителами широкого спектра действия, 

распознающие рецептор-связывающий сайт, а также значительно меняет антигенность 

гемагглютинина. Антигенность вируса гриппа оценивается в связывании НА с антителами 

из человеческих сывороток. Указанный факт частично объясняет низкую эффективность 

сезонных гриппозных вакцин против вирусов H3N2. [8]. 
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Интересные результаты были обнаружены в исследовании по влиянию наличия 

сайтов пальмитиливарония в цитоплазматическом хвосте молекулы НА штамма 

А/Аичи/2/68 (H3N2), где находятся три цистеина, по которым и происходит 

пальмитилирование. После выращивания вирусов в культуре клеток MDCK, было 

обнаружено, что у всех мутантных вирусов увечился pH слияния мембран, однако в 

процессе секвенирования MDCK-адаптированных штаммов было показано, что в 

эктодомене молекулы НА появилось хотя бы по одной дополнительной аминокислотной 

замене [190]. Данные секвенирования показали, что присутствовали следующие мутации: 

N137D в HA1 и K82T в HA2, N116D в HA2, T41A и E85D в HA2, G135E в HA1 и G4S в 

HA2, D112G в HA2, F9L в HA2, K117R в HA2, при этом для их появления было достаточно 

всего двух пассажей в культуре клеток MDCK. Как было отмечено авторами, 

местоположения указанных аминокислотных замен находились либо в районе пептида 

слияния, либо на границах субъединиц [190]. В MDCK-адаптированных вариантах дикого 

типа вируса (без изменений сайтов пальмитилирования) также были обнаружены мутации 

в эктодомене гемагглютинина, а именно, V244I в HA1, K82T в HA2, G218E в HA1, I300F в 

HA1, однако на это потребовалось от 4 до 7 пассажей [190]. Также авторы указали, что 

схожие данные были получены для вирусов человека H2N2 и лошади H3N8, но 

представлены они не были. Таким образом, адаптационные мутации появлялись 

преимущественно в ножке гемагглютинина и повышали рН пептида слияния мембран. Этот 

факт может иметь значение при производстве гриппозной вакцины на культуре клеток. 

Сравнительный анализ мутационных изменений в геноме вирусов гриппа подтипа 

H3N2 при их выращивании в культуре клеток MDCK и линии кишечного эпителия человека 

САСО-2 показал, что лишь один штамм показал различие в молекуле гемагглютинина – 

консервативная замена V226I, которая не принесла ощутимых различий. В то же время в 

молекуле нейраминидазы аминокислотные отличия были существеннее. Так MDCK-

адаптированный вирус отличался от САСО-адаптированного вируса двумя мутациями 

T148I и D151E, благодаря которым теряется сайт N-гликозилирования NA в позиции 146, а 

один из клинических изолятов показал аминокислотную замену N245S, в которой также 

происходит потеря сайта гликозилирования. Кроме этого, был обнаружен вид штамма с 

делецией в 22 аминокислоты в ножке нейраминидазы [191]. 

Сравнительный анализ мутация, приобретенными вирусами H3N2 2011-2013 годов, 

которые были пассированы в РКЭ, показал, что яично-адаптационные мутации R156Q, 

S219Y и I226N в молекуле НА1 повышали авидность связывания с α2,3 рецептором и 

понижали авидность связывания с α2,6 рецептором. Замены в позициях 156 и 190 оказались 
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в первую очередь ответственны за низкую реактивность в двойном тесте реакции 

торможения ремагглютинации (РГТА). Яично-адаптационная мутация в позиции 186 

показывала изменение в авидности связывания молекулы НА с рецептором, а также имела 

незначительное влияние на антигенность [192]. 

Таблица 4. Роль мутаций, обнаруженных в вирусах гриппа подтипа H3N2, в 

проявлении биологических свойств штаммов. 

Белок Мутация Влияние мутации Источник 

НА1 

A138S ↓ термостабильности, ↓ устойчивости 

к низкому рН, ↓ связывания α2,3, 

яично-адаптационная мутация, 

обнаружена в первичных изолятах в 

10% случаев, ↑ репликацию и 

индукцию апоптоза в PAM 3D4/21 

[40, 178, 179, 184-

186] 

N165K Потеря сайта гликозилирования, 

обнаружена в первичных изолятах 

[179] 

L194P ↓ термостабильности, ↓ устойчивости 

к низкому рН, изменение 

антигенности, яично-адаптационная 

мутация, 

[8, 178] 

G218R ↑ связывание α2,3, ↑ вирулентности в 

мышах, обнаружена в первичных 

изолятах 

[40, 179, 187,188] 

G218E MDCK-адаптационная мутация [190] 

P221L обнаружена в первичных изолятах [40, 179] 

V223I Яично-адаптационная мутация, 

обнаружена в первичных изолятах 

[40, 179, 189] 

V244I MDCK-адаптационная мутация [190] 

I300F MDCK-адаптационная мутация [190] 

НА2 

F9L ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

K82T MDCK-адаптационная мутация [190] 

D112G ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

N116D ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

K117R ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

D160E ↑ репродукции в культуре клеток, 

↓ стабильности 

[178] 

D160N ↓ термостабильности, ↓ устойчивости 

к низкому рН, яично-адаптационная 

мутация 

[178] 

T41A+E85D ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

НА1+НА2 

N137D1+K82T2 ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 

G135E1+G4S2 ↑ рН слияния мембран, MDCK-

адаптационная мутация 

[190] 
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NA 

T148I Потеря сайта гликозилирования, 

MDCK-адаптационная мутация 

[191] 

D151N/G Устойчивость к ингибиторам 

нейраминидазы, MDCK-

адаптационная мутация 

[180, 182, 191] 

N245S Потеря сайта гликозилирования, 

MDCK-адаптационная мутация 

[191] 

H275Y Устойчивость к ингибиторам 

нейраминидазы 

[181] 

 

1.4. Заключение к обзору литературы 

Грипп тяжелое заболевание, которое наносит серьезный ущерб здоровью населения, 

а также экономический ущерб. Оптимальным средством борьбы с гриппом является его 

профилактика. В настоящий момент на рынке представлены множество вакцинных 

препаратов для всех категорий населения, включая младенцев от 6 месяцев, беременных 

женщин и пожилых людей старше 65 лет. Многочисленные исследования показывают, что 

живая гриппозная вакцина имеет существенные преимущества перед инактивированной, 

такие как формирование местного гуморального иммунного ответа, а также стимуляция 

клеточного звена иммунитета, при этом наиболее эффективной ЖГВ считается у детей 

младшего возраста. 

Как известно, живая гриппозная вакцина производится на куриных эмбрионах, и 

люди, страдающие аллергией на куриный белок не могут ее применять. При этом частота 

аллергических заболеваний растет с каждым годом по всему миру, особенно, среди 

детского населения. Культура клеток млекопитающих – это оптимальный субстрат для 

производства гриппозных вакцин, в том числе и живых, а производство на культуре клеток 

позволит снять ограничение применения ЖГВ для миллионов людей. 

Представленный обзор литературы обобщил имеющиеся данные по различным 

адаптационным мутациям как диких вирусов гриппа, так и вакцинных штаммов. Выявлено 

отсутствие современных данных об адаптации штаммов ЖГВ к культуре клеток MDCK, 

полученных классическим путем реассортации в куриных эмбрионах. ввиду патентных 

ограничений, подготовка вакцинных штаммов для отечественной ЖГВ возможна 

исключительно методом классической генетической реассортации, особенно актуальной 

является цель данного исследования - обосновать возможность применения яичных 

реассортантных вакцинных штаммов для производства ЖГВ на культуре клеток MDCK. 
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ГЛАВА II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы исследования 

2.1.1. Вирусы 

В работе были использованы эпидемические, пандемические, потенциально 

пандемические и лабораторные штаммы вирусов гриппа типа А и В, включая: 

А/Сингапур/1/57 (H2N2), А/Гонконг/4801/2014 (H3N2), А/Техас/50/2012 (H3N2), 

А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm09), А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09), 

А/17/Техас/2012/30 (H3N2), А/17/Ануи/2013/61 (H7N9), А/17/индюк/Турция/2005/133 

(H5N2), А44/Вьетнам/1203/2004 (H5N1)-rg, А/Швейцария/9715293/2013 (H3N2), 

А/17/Швейцария/2013/1 (H3N2), A/17/Боливия/2013/6585 (H1N1pdm), В/60/Пхукет/13/26. 

Вирусы были получены из коллекции штаммов ФГБНУ «ИЭМ» и НПО «Вектор» 

(Новосибирск) [193, 194]. 

2.1.2. Клеточные культуры 

Исследование инфекционной активности и адаптация вакцинных штаммов к клеткам 

млекопитающих проводилось на культуре клеток MDCK, полученной из коллекции 

клеточных культур Института Цитологии РАН. Для сборки вирусов методами обратной 

генетики использовалась клеточная культура Vero, сертифицированная ВОЗ.  

2.1.3. Куриные эмбрионы 

Для накопления вирусных стоков и определения их инфекционной активности были 

использованы 10-дневные развивающиеся куриные эмбрионы из ООО «Синявинская 

птицефабрика» (Россия, Синявино) с соответствующим ветеринарным свидетельством. 

2.1.4. Плазмидные ДНК 

Векторы для обратной генетики вирусов гриппа, pCIPolISapIT и pHW2000, были 

любезно предоставлены Dr. E. Fodor (Sir William Dunn School of Pathology, University of 

Oxford, Великобритания) и Dr. R. Webster (St. Jude Children’s Hospital, Memphis, TN, США), 

соответственно. Набор из восьми плазмидных ДНК с двунаправленным считыванием, 

кодирующих все сегменты донора аттенуации А/Ленинград/134/17/57 (H2N2), ранее был 

подготовлен в отделе вирусологии д.б.н. Исаковой-Сивак И.Н. [195]. 
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2.1.5. Лабораторные животные 

В работе использовались самки мышей линии CBA возрастом 6-8 недель и весом 17-

20 грамм и самки крыс линии «Вистер» возрастом 2 месяца и весом 150-200 грамм, 

полученные из питомника лабораторных животных в Филиале НИЦ «Курчатовский 

институт» - ПИЯФ - ПЛЖ «Рапполово». Самки сирийских хомячков возрастом 2 месяца и 

весом 100-130 грамм были получены из Филиала "Столбовая" Федерального 

государственного бюджетного учреждения науки "Научный центр биомедицинских 

технологий Федерального медико-биологического агентства" России (Московская обл., 

Россия). Все исследования были выполнены в соответствии с приказом № 199н «Об 

утверждении правил надлежащей лабораторной практики» министерства здравоохранения 

РФ от 01.04.2016 г. и одобрены локальным этическим комитетом ФГБНУ «Институт 

Экспериментальной Медицины» (протокол №1/20 от 27.02.2020 г). 

2.2. Методы исследования 

2.2.1. Вирусологические методы 

Реакция гемагглютинации и титрование вирусов по гемагглютинации. Реакция 

гемагглютинации (ГА) проводилась по стандартной методике с использованием 1% 

куриных эритроцитов. Так, к 50 мкл вируссодержащей жидкости добавлялось 50 мкл 

куриных эритроцитов, результат оценивался после инкубации 30 мин при комнатной 

температуре. Реакция ГА считалась положительной, если эритроциты образовывали 

зонтик, и отрицательной, если эритроциты осаждались в точку. Титрование вирусов гриппа 

по гемагглютинации проводилось последовательными двукратными разведениями на 

фосфатно-солевом буфере (ФСБ), после чего в каждую лунку добавляли равный объем 

эритроцитов. После 30 минут инкубации титр вируса в ГА оценивался по последнему 

разведению положительной ГА. 

Культивирование вирусов гриппа. Для накопления вирусов гриппа в куриных 

эмбрионах 10-11дневные РКЭ заражались в аллантоисную полость через воздушный 

мешочек в объеме 0,2 мл вирусного материала, после чего место прокола герметизировали 

клеем. Затем зараженные РКЭ инкубировали в течение 48-72 часов при температуре 33°С-

37°С в термостате. Накопление вирусов в культуре клеток MDCK проводилось на 

однодневном монослое с конфлюентностью 90-95%, выращенном в среде ДМЕМ с 

добавлением 100×антибиотика-антимикотика (Gibco, США) и 10% фетальной бычьей 

сыворотки (ФБС) (Биолот, Россия) при 37°С в термостате с содержанием 5% СО2. Для 
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заражения культуры клеток MDCK готовый монослой дважды отмывался теплым 

раствором ФСБ, после чего добавлялась вирусная суспензия в объеме 1 мл, 2 мл, 3 мл во 

флаконы Т-25, Т-75 и Т-175, соответственно. Для прикрепления вируса к клеточной 

мембране флаконы с культурой клеток инкубировали 1 час при температуре 33°С для 

вакцинных штаммов и 37°С – для «диких» вирусов гриппа в термостате с содержанием 5% 

СО2, затем вирусную жидкость отбирали и добавляли среду ДМЕМ с 100×антибиотиком-

антимикотиком и 1 мкг/мл трипсина TPCK (Sigma-Aldrich Co., США). Через 72 часа 

инкубации при температуре 33°С или 37°С с содержанием 5% СО2 визуально оценивали 

цитопатическое действие вируса и определяли его титр по ГА.  

Определение инфекционных титров вируса гриппа. Инфекционные титры вирусов 

рассчитывали по методу Рида и Мэнча [196], выражали в lg ИД50/мл, которые расчитывали 

по формуле: 

log10 ИД50 =  log10 В + 
𝑏 − 50

𝑏 − 𝑎
 

где ИД50 = 50%-ная инфекционная доза; 

В - доза, дающая эффект больше 50%; 

А - доза, дающая эффект меньше 50%; 

b - эффект дозы В в процентах; 

а - эффект дозы А в процентах; 

В куриных эмбрионах определяли 50% эмбриональную инфекционную дозу (ЭИД50), 

для чего РКЭ заражали 10-кратными разведениями вируса гриппа в количестве 200 мкл/КЭ, 

культивировали в необходимых условиях, затем определяли наличие вируса в каждом РКЭ 

в реакции ГА и рассчитывали титр вируса в ЭИД50/мл. В культуре клеток MDCK 

определяли 50% тканевую цитопатическую инфекционную дозу (ТЦИД50), для чего 96-

луночный планшет с однодневным монослоем MDCK заражали 10-кратными разведениями 

вируса гриппа в количестве 25 мкл/лунку по описанной методике, культивировали в 

требуемых условиях, определяли наличие вируса в каждой зараженной лунке визуально по 

цитопатическому действию (ЦПД) вируса и в реакции ГА, затем рассчитывали ТЦИД50/мл 

по приведенной формуле. 

Кроме этого, определяли инфекционный титр вируса по бляшкообразующим 

единицам (БОЕ), для чего отмытые от ФБС 6-луночные планшеты с однодневной культурой 

клеток MDCK заражали в количестве 500 мкл/лунку, затем проводили инкубацию 1 час для 

прикрепления вируса к клеточной мембране с периодическим покачиванием планшета во 

избежание пересыхания монослоя. Среда для реакции бляшкообразования состояла из 

равных объемов 1,6% легкоплавкой агарозы (Lonza, США) и двукратной среды ДМЕМ с 2× 
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антибиотиком-антимикотиком и 2 мкг/мл трипсина TPCK. После окончания инкубации 

отбирали инокулят и добавляли заранее подготовленную среду в количестве 3 мл/лунку и 

инкубировали 3-5 дней, пока визуально не определялись бляшки. Для подсчета титра в 

БОЕ/мл среду с агарозой аккуратно вынимали из лунок и фиксировали оставшиеся живые 

клетки раствором бриллиянтового фиолетового на 10% формалине в течение 30 минут при 

комнатной температуре, затем отмывали планшеты водой, подсушивали и проводили 

подсчет бляшек. 

Определение температурочувствительного/температуроустойчивого (ts/non-ts) и 

холодоадаптированного/нехолодоадаптированного (ca/non-ca) фенотипов вируса гриппа. 

Оценку чувствительности вирусов к репродукции при различных температурах инкубации 

(ts/ca фенотип) оценивали путем их титрования в РКЭ при 33°С, 26°С, 38°С и/или 39°С. 

Длительность инкубации вирусов составляла 2-3 суток для температур 33-39°С и 6 суток – 

для 26°С. Вирус считали температурочувствительным (т.е обладающим ts фенотипом), если 

разница в титрах была не менее 5,0 lg ЭИД50/мл при оптимальной и повышенной 

температурах. Вирус считали холодоадаптированным (т.е. обладающим ca фенотипом), 

если разница инфекционных титров вируса при пониженной и оптимальной температуре 

составляла не более 3,0 lg ЭИД50/мл. 

Модель адаптации вакцинных штаммов к культуре клеток MDCK. Адаптацию 

вирусов гриппа к культуре клеток MDCK проводили при последовательном 5-кратном 

пассировании штаммов, за которым следовало клонирование вируса на культуре клеток 

методом бляшек. Для этого в 6-луночные планшеты вносили 10-кратные разведения 

адаптированных вирусов в двух повторах, затем инкубировали 72-96 часов под агарозовым 

покрытием, как описано выше. На 3-5 день инкубации визуально оценивали вирусные 

бляшки, выделяли 20-30 хорошо отделяемых друг от друга бляшек на предельных 

разведениях, из каждой выделенной бляшки изолировали отдельный клон вируса, который 

затем накапливали на культуре клеток MDCK и полностью секвенировали гены 

поверхностных белков. 

Исследование рецепторной специфичности вирусов гриппа проводилось с 

использованием эритроцитов, несущих рецепторы типа α2,3 и/или α2,6. В качестве 

эритроцитов, экспрессирующих только рецепторы типа α2,3, использовали лошадиные 

эритроциты. Куриные необработаные эритроциты несут на своей поверхности оба типа 

рецепторов, и для получения эритроцитов, несущих только рецепторы типа α2,6, куриные 

эритроциты обрабатывали ферментом экзосиалидазой exo-α-Sialidase (Salmonella 

typhimurium) (Megazyme, США), в течение 1 часа при 37°С, отмывали фосфатно-солевым 
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буфером, затем использовали в реакции гемагглютинации с исследуемыми вирусами. 

Считалось, что вирус обладал рецепторной специфичностью α2,3, если его титр в РГА с 

лошадиными и куриными эритроцитами совпадал и при этом титр в РГА с обработанными 

куриными эритроцитами был равен 0. В обратном случае считалось, что вирус обладал 

рецепторной специфичностью α2,6. Если же во всех РГА титр был положительный, 

считалось, что вирус обладает двойственной рецепторной специфичностью с 

преимуществом того типа, где был больший титр в РГА. 

Очистка вируса гриппа на ультрацентрифуге. Очищенный вирус гриппа необходим 

для некоторых иммунологических тестов. Для получения очищенного вируса гриппа 

вирусную жидкость (аллантоисную или клеточный супернатант) осветляли в течение 20 

мин при 3500g и 4°С, затем супернатант ультрацентрифугировали при 19 000 rpm в течение 

3 часов на ультрацентрифуге (Beckman Coulter, США). После первого этапа 

ультрацентрифугирования в емкостях для ротора Type19 в течение 3 часов при 19 000 rpm 

вирус выпадал в осадок, который ресуспендировали в ФСБ и далее проводили очистку на 

градиенте плотности сахарозы, для чего в пробирку для ротора SW-40 Ti сначала 

наслаивали 4 мл 60%-сахарозы, затем 4 мл 30%-сахарозы и в конце добавляли осажденный 

вирус в количестве 2 мл; после уравновешивания пробирок проводилось 

ультрацентрифугирование при 23 000g в течение 2 часов. После очистки на градиенте 

нормальные вирусные частицы находились в интермедиальной фазе, которую аккуратно 

собирали и затем отмывали от сахарозы в ФСБ на ультрацентрифуге при 23 000 rpm в 

течение 1 часа. Очищенный вирус ресуспендировали в 1-1,5 мл ФСБ, аликвотили по 200 

мкл и хранили при -70°С. 

2.2.2. Молекулярно-генетические методы 

Выделение вирусной РНК. вирусную РНК выделяли наборами «Viral RNA» (Qiagen, 

США) или «Набор для выделения РНК на колонках (модифицированный)» (Биолабмикс, 

Россия) согласно инструкции производителя, для чего 100 мкл вирусной жидкости 

добавляли к 300 мкл лизирующего буфера, перемешивали на вортексе и инкубировали не 

менее 10 мин при комнатной температуре. Затем добавляли сорбционный буфер, 

содержащий 96% этиловый спирт, в объеме 400 мкл, после чего инкубировали полученную 

смесь 1-5 мин, переносили на колонку и центрифугировали 1 мин при 10 000 rpm. После 

смены коллекторов последовательно промывали колонку двумя промывочными буферами 

с последующим центрифугированием в течение 30 сек при 10 000 rpm, финальное 

центрифугирование для удаления остатков спирта и буферов проводили в течение 3 мин 
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при 14 000 rpm. Для снятия вирусной РНК с мембраны добавляли на колонку эллюирующий 

буфер в объеме 60 мкл, инкубировали 1 мин и центрифугировали в чистый эппендорф в 

течение 1 мин при 10 000 rpm. Готовую РНК хранили при -70°С. 

Обратная транскрипция и полимеразная цепная реакция. Получение 

комплементарных вирусных ДНК, необходимых для реакции секвенирования, проводили в 

полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с использованием 

коммерческого набора «SuperScript III one-step RT-PCR» (Invitrogen, США), для этого в 

пробирку добавляли 12,5 мкл 2×Mix, 0,8 мкл фермента SuperScript III, 0,7 мкл прямого 

праймера, 0,7 мкл обратного праймера, 2,6 мкл вирусной РНК и 7,7 мкл воды, а затем 

проводили реакцию в термоциклере BIO-RAD по следующей программе: 

Шаг Температура Время Повторы 

1 55°С 30 мин 1 цикл 

2 94°С 2 мин 

3 94°С 15 сек 40 циклов 

4 55°С 30 сек 

5 68°С 2 мин 

6 68°С 15 мин 1 цикл 

7 4°С ∞  

Также ОТ-ПЦР проводили с использование набора «БиоМастер ОТ-ПЦР–Премиум-

Color (2×)» (Биомастер, Россия), для чего в реакционную пробирку добавляли 12,5 мкл 2× 

буфера для ОТ-ПЦР–Премиум-Color, 0,8 мкл смеси ферментов БиоМастер-Премиум-микс, 

по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 2 мкл РНК и 7,7 мкл воды. Реакцию проводили в 

термоциклере по следующей программе: 

Шаг Температура Время Повторы 

1 45°С 30 мин 1 цикл 

2 92°С 5 мин 

3 93°С 15 сек 40 циклов 

4 55°С 20 сек 

5 68°С 1 мин 

6 68°С 15 мин 1 цикл 

7 4°С ∞  

 

Электрофорез в агарозном геле. После окончания реакции ОТ-ПЦР проводили 

электрофоретическое разделение ПЦР-продукта в 1% агарозном геле (Lonza, США), 
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приготовленном на 1×ТАЕ буфере с добавлением 0,005% бромистого этидия как 

интеркалирующего красителя, в течение 30-50 минут в 1×ТАЕ буфере под напряжением 

200 В. После чего результаты электрофореза оценивали в ультрафиолетовом свете 280 нм 

на трансиллюминаторе,  

Выделение кДНК из геля. ПЦР-продукт нужной длины вырезали и выделяли из 

агарозного геля с использованием коммерческого набора «Cleanup St Gel для очистки ДНК 

из агарозного геля» (Евроген, Россия), для чего взвешивали гель, добавляли сорбирующий 

буфер в соотношении 1:10 и инкубировали при 60°С до полного растворения геля. Затем 

смесь наносили на колонку и центрифугировали в течение 1 мин при 10 000 rpm, а после 

замены коллекторов дважды промывали буфером в количестве 500 мкл и 

центрифугированием в течение 1 мин при 10 000 rpm. Финальное центрифугирование для 

удаления остатков промывочного буфера проводили в течение 3 мин при 14 000 rpm. 

Элюирующий буфер в колонку добавляли в количестве 20 мкл и после инкубации в течение 

1 мин, центрифугировали в чистый эппендорф и очищенную из геля кДНК хранили при -

20°С. 

Реакция секвенирования. Для определения нуклеотидных последовательностей генов 

вируса гриппа очищенную вирусную кДНК использовали в реакции секвенирования с 

использованием и набора реагентов BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1, в которую 

добавляли 2 мкл 5×буфера для секвенирования, 1 мкл смеси ферментов для 

секвенирования, 0,8 мкл праймера, 1,2 мкл вирусной кДНК и 5 мкл воды. Реакцию 

секвенирования проводили в термоциклере Applied Biosystem по следующей программе: 

Шаг Температура время Повторы 

1 96°С 2 мин 1 цикл 

2 96°С 10 сек 

32 цикла 3 50°С 20 сек 

4 60°С 4 мин 

5 60°С 40 мин 1 цикл 

6 4°С ∞  

 

Очистка и подготовка кДНК после реакции секвенирования проходила в 96-луночных 

планшетах для гель-фильтрации, заполненных заранее подготовленным 5% Sephadex G-100 

(GE HealthCare, США) в количестве 450 мкл на пробу, которые центрифугировали в течение 

2 минут при 2000g, затем промывали 250 мкл дистиллированной воды и центрифугировали 

снова. После чего вносили пробу после реакции секвенирования в фильтрационную 
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колонку в объеме 10 мкл и центрифугировали в тех же условиях, к очищенной пробе 

добавляли 10 мкл Hi-Di формамида (Applied Biosystems, США) и в планшете для 

секвенирования проводили реакцию денатурации ДНК в течение 5 минут при 94°С с 

последующим охлаждением до 4°С не менее 1 минуты. Полные нуклеотидные 

последовательности генов гемагглютинина и нейраминидазы определяли с помощью 

автоматического капиллярного секвенатора ABIPrism 3130xl (Applied Biosystems, США) и 

программного обеспечения LaserGene 7.1. 

Клонирование генов вируса гриппа в вектор. Клонирование генов гемагглютинина и 

нейраминидазы в векторы для обратной генетики проводили с использованием 

универсальных пар праймеров, специфичных для каждого гена, в реакции ОТ-ПЦР [197]. 

Очищенную кДНК в количестве 15 мкл обрабатывали 0,5 мкл рестриктазы SapI (Thermo, 

США) с добавлением 2 мкл 10×буфера для рестрикции и 2,5 мкл воды в течение 1 часа при 

37°С, останавливали реакцию в течение 15 минут при 65°С. Вектор также обрабатывали 

рестриктазой SapI. Рестрикционную смесь после окончания реакции очищали набором 

«Cleanup St Gel для очистки ДНК из агарозного геля» (Евроген, Россия) и добавляли в 

реакцию лигирования в соответствие с протоколом: 2 мкл 10×буфера для лигирования, 1 

мкл Т4-лигазы, 15 мкл ДНК вставки, 1,5 мкл ДНК вектора и 0,5 мкл воды, после чего 

проводили инкубацию в течение 1 часа при 22°С, а затем не менее 16 часов при 4°С.  

Трансформация бактерий E.coli XL-Gold. Лигирующую смесь использовали для 

трансформации бактерий E.coli XL-gold с использованием подготовленных компетентных 

клеток. Для этого смешивали на льду 100 мкл клеток и 10 мкл лигирующей смеси и 

инкубировали в течение 30 мин на льду, затем 1 мин при 42°С для создания теплового шока. 

Затем добавляли в пробирку 1 мл LB-среды без антибиотиков и инкубировали в 

орбитальном термошейкере в течение 1 часа при 37°С и 250 rpm, после чего 

центрифугировали пробирку в течение 30 сек при 6000 rpm, отбирали 900 мкл надосадка, а 

в остатке жидкости ресуспендировали осадок. Трансформированные бактерии выращивали 

на LB-агаре (AppliChem, Германия) в присутствие ампициллина как селективного 

антибиотика в течение 18-20 часов при 37°С.  

ПЦР-скрининг бактериальных колоний. Выросшие через 18-20 часов после 

трансформации колонии отбирали в отдельные пробирки со стерильной дистиллированной 

водой в объеме 20 мкл и тщательно перемешивали. После чего их использовали в качестве 

матрицы в скрининговой ПЦР, которую проводили с использованием набора «БиоМастер 

ОТ-ПЦР–Премиум-Color (2×)» (Биомастер, Россия). Для этого в реакционную пробирку 

добавляли 12,5 мкл 2×буфера БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color (2×), по 1 мкл прямого и 
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обратного праймеров, 2,5 мкл ДНК и 8 мкл воды. Реакцию проводили в термоциклере по 

следующей программе: 

Шаг Температура Время Повторы 

1 95°С 5 мин 1 цикл 

2 95°С 15 сек 40 циклов 

3 55°С 20 сек 

4 72°С 2,5 мин 

5 72°С 15 мин 1 цикл 

6 4°С ∞  

 

Выделение плазмидной ДНК. колонии выращивали в 5 мл LB-среды (AppliChem, 

Германия) с ампициллином в течение 16-20 часов, после чего из полученной культуры 

выделяли плазмидную ДНК коммерческим набором «Plasmid Miniprep 2.0» (Евроген, 

Россия). Для этого ночную культуру центрифугировали 2 мин при 1500 rpm, супернатант 

сливали, а к осадку добавляли 250 мкл ресуспендирующего раствора с РНКазой А и 

тщательно перемешивали на вортексе. Затем добавляли 250 мкл лизирующего буфера, 

аккуратно переворачивали пробирки 4-6 раз до появления прозрачного раствора и 

инкубировали 1 мин при комнатной температуре, после чего останавливали лизис 

добавлением 350 мкл нейтрализующего раствора, также аккуратно переворачивали 

пробирки 4-6 раз до получения «творожного» раствора и инкубировали 1 мин с дальнейшим 

центрифугированием в течение 10 минут при 13 000 rpm. Поскольку плазмидная ДНК в 

дальнейшем использовалась для трансфекции клеток млекопитающих, на спин-колонку 

наносили 20 мкл раствора для удаления эндотоксинов, переносили супернатант, в котором 

содержалась плазмидная ДНК, в колонку и центрифугировали в течение 30 сек при 13 000 

rpm, далее в колонку вносили еще 200 мкл раствора для удаления эндотоксинов с 

последующим центрифугированием с теми же параметрами. После этого промывали 

колонку в объеме 700 мкл промывочным раствором и центрифугировали, финальное 

центрифугирование проводили в течение 1 мин при максимальных оборотах, затем 

подсушивали на воздухе в течение 5 мин. Смывали ДНК с мембраны элюирующим 

раствором в объеме 50 мкл и центрифугирование в течение 1 мин на максимальных 

оборотах. Выделенную плазмидную ДНК хранили при -20°С. 

Реакция рестрикции. Для определения наличия вставки вирусной ДНК в вектор 

проводили рестрикцию 5 мкл плазмидной ДНК 1 мкл рестриктазы XbaI в присутствии 2 

мкл 10×буфера для рестрикции и 12 мкл воды а течение 20 минут при 37°С, останавливали 
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реакцию в течение 10 минут при 65°С. Затем рестрикционную смесь загружали в 1% 

агарозный гель и проводили электрофоретическое разделение белков, как уже было 

описано выше. Наличие вставки в векторе определяли визуально под ультрафиолетовым 

светом Если видели полоску необходимого размера, плазмидные ДНК со вставкой 

полностью секвенировали по описанной выше схеме с помощью автоматического 

капиллярного секвенатора ABIPrism 3130xl (Applied Biosystems, США) и набора реагентов 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1. 

Методы обратной генетики. Подготовку обратно-генетических вакцинных штаммов 

ЖГВ осуществляли согласно методикам, описанным Е.Hoffmann с соавт. [197]. 

Жизнеспособные вирусы гриппа получали при помощи электропорации клеток Vero с 

использованием электропоратора Neon® (Invitrogen, США) и прилагающегося к нему 

набора Neon® Kit 100 мкл. Для этого культуру клеток Vero выращивали на 

бессывороточной среде OptiPRO (Gibco, США) с добавлением 1% антибиотика-

антимикотика и 1% Glutamax (Gibco, США) во флаконах Т-80 или Т-175  (Thermo Scientific, 

США), пересев данных клеток проводился с использованием фермента аккутазы (Gibco, 

США). За день до трансфекции культуру клеток Vero пересевали без антибиотика-

антимикотика, но с 5% ФБС и инкубировали в течение ночи при 37°С в термостате с 

содержанием 5% СО2. Плазмидные ДНК подготавливали также за день до трансфекции, 

собирая в пробирку по 2 мкг каждой плазмидной ДНК, куда затем добавляли 120 мкл NA-

Ac буфера на этиловом спирте, перемешивали на вортексе 10-15 секунд и инкубировали 

ночь при температуре -20°С. На следующий день плазмиды центрифугировали 15 минут 

при 14 000g при температуре 2-4°С, отбирали надосадок и отмывали осадок ДНК 

70% этанолом, затем еще раз центрифугировали 5 минут при тех же условиях, отбирали 

надосадок и подсушивали осадок на воздухе в течение 10-15 минут, после чего высохшую 

ДНК растворяли в 8 мкл ТЕ-буфера. В то же время клетки Vero дважды отмывали 

раствором Дульбекко-ФСБ (ДФСБ) и снимали 1-2,5 мл аккутазы в течение 1 минуты, затем 

добавляли среду OptiPRO, 1% Glutamax и 5% ФБС. Снятые клетки Vero центрифугировали 

в течение 10 минут при 1000g, после чего отбирали супернатант, а клетки ресуспендировали 

в R-буфере из расчета 110 мкл на каждые 5×106 клеток. После 110 мкл ресуспендированных 

клеток смешивали с 8 мкл плазмидной ДНК и проводили трансфекцию в 2 импульса по 

1150 В в течение 20 мсек в электролитическом буфере, затем равномерно вносили клетки в 

подготовленный 6-луночный планшет «Nunclone» в среду OptiPRO, 1% Glutamax и 5% 

ФБС, инкубировали 6 часов при температуре 37°С в термостате с содержанием 5% СО2, 

после чего  дважды отмывали теплым ДФСБ и вносили в каждую лунку по 3-3,5 мл среды 
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OptiPRO с добавлением 1% антибиотика-антимикотика, 1% Glutamax и 4 мкл/мл трипсина 

(Sigma, США). После инкубации в течение 3 дней при температуре 33°С в термостате с 

содержанием 5% СО2, собирали клеточную суспензию и заражали ею РКЭ по 0,2 мл, еще 

через 2-3 дня проверяли наличие вируса в аллантоисной жидкости стандартной методикой 

РГА. 

3D-моделирование белковых структур. Для отображения трехмерных структур 

белков использовалось программное обеспечение Chimera 1.13.1 и программы RasMol 2.7.5. 

2.2.3. Методы работы с лабораторными животными 

Интраназальная иммунизация лабораторных животных. Для интраназального 

заражения животных усыпляли с использованием ингаляционного наркоза – диэтилового 

эфира, после чего вводили в носовые ходы вируссодержащую жидкость в необходимым 

титром вируса мышам – в объеме 50 мкл, хомячкам – в объеме 100 мкл. 

Забор крови у лабораторных животных. У введенных в наркоз мышей и сирийских 

хомячков забор крови в необходимом объеме осуществляли путем введения капилляра, 

обработанного гепарином, в ретроорбитальный синус. У крыс кровь собирали тотально 

путем надрезания подключичной вены. Цельную кровь собирали в пробирки, которые 

затем инкубировали не менее 30 мин при комнатной температуре для образования сгустка, 

затем центрифугировали 15 мин при 3000 rpm, полученную сыворотку отбирали в чистую 

пробирку и хранили при -20°С. 

Забор смывов верхних и нижних дыхательных путей. Для получения смывов ВДП и 

БАЛ животное эвтаназировали, после чего освобождали трахею от прилегающих тканей и 

перевязывали ее тонкой ниткой посередине. Для получения смывов верхних дыхательных 

путей тонкую инсулиновую иглу вводили в верхную часть трахеи и промывали 1 мл 

стерильного ФСБ, собирали смыв в отдельную пробирку и повторяли процедуру еще 2 раза. 

Для получения бронхоальвеолярного лаважа вводили такую же иглу в нижнюю часть 

трахеи и промывали легкие 1 мл стерильного ФСБ трижды. Собранные смывы 

центрифугировали в течение 15 мин при 3000 rpm, полученную сыворотку аликвотили по 

200 мкл в чистые пробирки и хранили при -20°С. 

Для оценки иммуногенности как диких вирусов гриппа, так и вакцинных штаммов 

были использованы мыши линии СВА, которых заражали интраназально в количестве 105 

или 106 lg ЭИД50/мышь. На третий день у мышей забирали носы и легкие для определения 

инфекционного титра вируса в тканях, а на седьмой день забирали селезенки и назо-

ассоциированную лимфоидную ткань (НАЛТ) для определения системного и локального Т-
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клеточного ответа. На 21й день после инфекции у мышей тотально собирали сыворотки 

крови и смывы верхних дыхательных путей для определения уровня гуморального 

иммунного ответа. 

Получение гипериммунных сывороток животных. Для получения гипериммунных 

сывороток против вирусов гриппа был использован одинаковый протокол иммунизации 

крыс породы Вистер и мышей линии СВА. Все иммунизации проводились с интервалом 5-

7 дней. Первая, третья и пятая иммунизации проводились внутрибрюшинно в объеме 200 

мкл/мышь или 5 мл/крысу. Вторая и четвертая иммунизации проводились с 

использованием полного адьюванта Френда подкожно в холку в объеме 100 мкл/мышь или 

1 мл/крысу, соотношение вируса и адьюванта 1:1. Через неделю после последней 

иммунизации проводили тотальный забор крови у всех иммунизированных животных, 

которую цетрифугировали в течение 15 минут при 3000g, супернатант (сыворотка) 

отбирался из пробирки и хранился при -20°С. 

2.2.4. Иммунологические методы 

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА). Крысиные сыворотки обрабатывали 

Рецептор-разрушающим ферментом Receptor Destroying Enzyme (RDE) Denka Seiken (Hardy 

Diagnostics, США) в пропорции 1:3 в течение 16-18 часов при 37°С, затем доводили 

сыворотку до десятикратного разведения ФСБ, прогревали на водяной бане в течение 1 часа 

при 56°С. Мышиные сыворотки подготавливали для РТГА с использованием 4% куриных 

эритроцитов. Сначала разведенные в 2 раза сыворотки прогревали при 56°С в течение 1 

часа, добавляли равный объем 4% куриных эритроцитов и инкубировали 10 минут при 

37°С, затем сыворотки центрифугировали в течение 1 минуты при 14 000g. Супернатант 

отбирали в отдельную пробирку, добавляли 2,5 объема ФСБ, получая таким образом 

десятикратное разведение сыворотки, которое и использовали непосредственно в РТГА. 

Затем подбирали разведение вируса, дающее 4 АЕ в 25 мкл с 0,5% куриными эритроцитами. 

При проведении самой реакции торможения гемагглютинации 50 мкл каждой исследуемой 

сыворотки вносили в 96-луночный круглодонный планшет для иммунологических реакций, 

которую затем титровали двукратными разведениями на ФСБ, после чего по все лунки 

добавляли 25 мкл вируса с 4 АЕ и инкубировали 1 час при комнатной температуре. По 

окончании контакта вируса с сывороткой добавляли 50 мкл 0,5% куриных эритроцитов, 

после осаждения которых считывали результаты РТГА. Титр сыворотки определяли по 

последнему разведению, в котором прошло полной торможение гемагглютинации 

эритроцитов. 
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Иммуноферментный анализ (ИФА). В качестве антигена для определения антител 

методом ИФА использовали очищенный вирус гриппа, который вносили в плоскодонные 

планшеты в количестве 16 АЕ в 50 мкл, для прикрепления антигена планшеты помещали 

под пленку и инкубировали не менее 16-18 часов при температуре 4°С. Подготовленные 

таким образом планшеты с антигенами могли храниться до 1 месяца при 4°С без потери 

качества антигена. Для проведения ИФА сыворотки и смывы верхних дыхательных путей 

не требовали дополнительной обработки, поэтому в отдельный круглодонный планшет 

вносили 50 мкл нужного разведения сыворотки, которую затем титровали двукратными 

разведениями на ФСБ. Планшет с антигеном промывали 3 раза отмывочным буфером (ФСБ 

+ 0,05% Twin-20 (Биолот, Россия)) в количестве 200 мкл/лунку, куда после подсушивания 

вносили 1% бычий сывороточный альбумин (БСА), необходимый для блокировки 

возможных пустых мест в лунках, в количестве 50 мкл/лунку и инкубировали 30 минут при 

37°С. Промывали планшет 3 раза по 200 мкл отмывочного буфера на лунку, подсушивали 

и вносили разведения сывороток в количестве 50 мкл/лунку, оставляя при этом 6-12 лунок 

с ФСБ для контроля фона. Инкубировали 1 час при 37°С, после чего планшет снова 

промывали 3 раза отмывочным буфером, подсушивали и вносили вторичные мышиные 

анти-IgG или анти IgA антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена, в разведении 

1:10000 и 1:2000 соответственно в количестве 50 мкл/лунку. Инкубировали 1 час при 37°С, 

после чего промывали планшет 5 раз отмывочным буфером, подсушивали и добавляли 50 

мкл/лунку субстрата ТМВ (BD, США), который инкубировали в темноте до 20 минут при 

комнатной температуре; реакцию останавливали путем добавления 50 мкл 1М H2SO4. 

Первичные результаты ИФА учитывали на спектрофотометре (Bio-Rad, США) при длине 

волны 450 нм. Титры антител считали по последнему разведению, где оптическая 

плотность превышала двукратный средний уровень фоновых лунок. 

Методы проточной цитометрии, внутриклеточное окрашивание цитокинов. 

Определение уровней вирус-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток проводили методом 

внутриклеточного окрашивания цитокинов на гамма-интерферон (ИФН-γ) (intracellular 

cytokine staining assay - ICS) после стимуляции Т-лимфоцитов соответствующим вирусом 

по ранее разработанной методике [198, 199]. Через 7 дней после инфекции мышей забивали, 

асептически забирали селезенки и НАЛТ, которое гомогенизировали с помощью плунжера 

и клеточного фильтра Cell Strainer на 70 мкм (BD Falcon, США). Гомогенаты 

центрифугировали в 10 мл раствора Хенкса в течение 7 минут 300g, после чего отбирали 

супернатант и ресуспендировали осадок в 3 мл гипотонического раствора хлорида 

аммония, необходимого для лизиса эритроцитов, затем не более чем через 5 минут 
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останавливали лизис добавлением 10 мл раствора Хенкса и центрифугировали в течение 7 

минут 300g, после чего отбирали надосадок, ресуспендировали спленоциты в 3 мл среды 

CR-0 (RPMI-1640, 1% антибиотик-антимикотик, 2,5 мМ Hepes) и подсчитывали их 

концентрацию в камере Горяева. После определения концентраций спленоцитов в образцах 

доводили их той же средой до концентрации 106 кл/50 мкл и вносили в круглодонный 

планшет по 50 мкл/лунку. Затем в лунки добавляли вирус в количестве 3 MOI, т.е. 

3×106 lgЭИД50/50 мкл. Планшет со спленоцитами и вирусом инкубировали 1 час в 

термостате при 37°С с содержанием 5% СО2, после чего добавляли 50 мкл среды CR-30 

(CR-0, 30% ФБС) в каждую лунку и инкубировали планшет 18 часов в тех же условиях. 

После окончания ночной инкубации добавляли 50 мкл брефельдина А, 

содержащегося в коммерческом наборе Golgi Plug (Becton Dickinson, США), в разведении 

1:250 на среде CR-10. Затем инкубировали 5 часов в термостате при 37°С с содержанием 

5% СО2. После окончания инкубации планшет центрифугировали в течение 7 минут при 

300g, после чего отбирали супернатант и окрашивали образцы на живые и мертвые клетки 

конъюгированными антителами Zombie Aqua (BioLegend, США) в разведении 1:300 в 

объеме 100 мкл/лунку, инкубировали в темноте 20 минут при 4°С. Затем центрифугировали 

в тех же условиях и отмывали SB-буфером (PBS, 0,5% БСА, азид натрия) в количестве 

200мкл/лунку. После центрифугирования проводили окрашивание клеток антителами к 

поверхностным маркерам анти-CD3, анти-CD4 и анти-CD8 конъюгированными антителами 

по 0,25 мкл каждого антитела на пробу в 50 мкл SB-буфера, инкубировали в темноте 20 

минут при 4°С, после чего добавляли 150 мкл/лунку SB-буфера и центрифугировали при 

тех же условиях. Отмывали пробы 1 раз SB-буфером в количестве 200 мкл/лунку и после 

центрифугирования добавляли 100 мкл/лунку фиксирующего раствора из коммерческого 

набора Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson, США), инкубировали в темноте 20 минут при 

4°С и отмывали 1 раз wash-буфером из того же набора в количестве 200 мкл/лунку, после 

чего центрифугировали в тех же условиях. Затем проводили внутриклеточное окрашивание 

анти-ИФН-γ конъюгированными антителами по 0,4 мкл/пробу в 50 мкл отмывочного 

буфера, инкубировали в темноте 20 минут при 4°С и отмывали 1 раз отмывочным буфером 

в количестве 200 мкл/лунку. Образцы фиксировали в 1% параформальдегиде и хранили при 

4°С перед анализом. Цитометрию проводили с использованием проточного цитометра 

Navios (Beckman Coulter, США), где измеряли не менее 300 000 событий для спленоцитов 

и не менее 50 000 событий для НАЛТ. Процент вирус-специфических Т-клеток определялся 

как доля ИНФ-γ+ клеток среди CD8+ Т-клеток. 
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Статистическую обработку результатов исследования проводили с 

использованием программного обеспечения GraphPad Prizm 8. Для попарного сравнения 

титров вирусов использовали непараметрический Mann-Whitney U-test; сравнение уровней 

антител между группами иммунизированных мышей проводили методом 

непараметрическим однофакторного ANOVA с поправкой Крускала-Уоллиса. Различия 

считали достоверными при уровне значимости р <0,05. 
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ГЛАВА III. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Адаптация пандемических штаммов вируса гриппа А/Сингапур/1/57 

(H2N2) с различной рецепторной специфичностью к культуре клеток MDCK 

3.1.1. Генетическая характеристика штаммов вируса гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2) 

Как отмечалось выше, пандемии гриппа могут возникать вследствие адаптации 

вирусов гриппа птиц к клеткам млекопитающих. Причиной возникновения пандемий 1957 

(азиатский грипп H2N2) и 1968 (Гонконгский грипп H3N2) годов явилась адаптация 

молекулы гемагглютинина вирусов гриппа птиц к рецептору человеческого типа α2,6 и 

приобретение гена полимеразы PB1, следствием чего явилось преодоление межвидового 

барьера, при этом было показано, что в начале пандемической волны в циркуляции могут 

встречаться как вирусы, имеющие сродство к рецепторам птичьего типа α2,3, так и 

адаптированные к человеку вирусы с рецепторной специфичностью α2,6 [6, 200]. Из 

коллекции отдела вирусологии им. А.А.Смородинцева ФГБНУ «ИЭМ» были 

проанализированы штаммы пандемического вируса гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2), 

которые сильно отличались по взаимодействию с неспецифическими ингибиторами 

нормальной сыворотки крови морской свинки. Полногеномное секвенирование показало, 

что у двух штаммов в поверхностных белках имеются аминокислотные различия: три в HA1 

субъединице молекулы гемагглютинина (E156K, Q226L, G228S по Н3-нумерации) и одна в 

нейраминидазе (К19Т); вирусы были обозначены как Sing-α2,3 (156E, 226Q, 228G) и Sing-

α2,6 (156K, 226L, 228S). Полученные данные говорили о том, что исследуемые вирусы 

имеют одно происхождение, но при этом могут иметь различную рецепторную 

специфичность к гликановым рецепторам клетки-хозяина. Для проверки этой гипотезы 

было проведено исследование рецепторной специфичности вирусов с использованием 

куриных эритроцитов, несущих на своей поверхности α2,3 и α2,6 сиаловые рецепторы, 

лошадиных эритроцитов, которые несут на поверхности только α2,3 сиаловые рецепторы, 

а также куриных эритроцитов, обработанных ферментом экзосиалидазой, который 

отщепляет с их поверхности α2,3 рецепторы, оставляя только α2,6 сиаловые рецепторы. 

Результаты исследования рецепторной специфичности обоих вирусов представлены на 

рис.2, где видно, что титр вируса Sing-α2,3 с необработанными куриными эритроцитами 

составил 512 АЕ, с лошадиными эритроцитами – 512 АЕ, а с обработанными куриными 

эритроцитами – 1 АЕ, что свидетельствует о том, что вирус Sing-α2,3 обладает α2,3 

рецепторной специфичностью. Титр вируса Sing-α2,6 с необработанными куриными 
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эритроцитами был сравним с титром вируса Sing-α2,3 и составил 256 АЕ, тогда как с 

лошадиными эритроцитами – 0 АЕ, а с обработанными куриными эритроцитами – 256 АЕ, 

что подтверждает тот факт, что вирус Sing-α2,6 обладает α2,6 рецепторной 

специфичностью.  
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Рисунок 2. Результаты исследования рецепторной специфичности вирусов 

А/Сингапур/1/57 (H2N2). НКЭ - необработанные куриные эритроциты, ЛЭ - лошадиные 

эритроциты, ОКЭ - куриные эритроциты, обработанные экзосиалидазой. 

Адаптация к культуре клеток MDCK пандемических вирусов Sing-α2,3 и Sing-α2,6 

проводилась путем пятикратного пассирования в данной культуре при оптимальных 

условиях для диких вирусов гриппа, после чего был проведено клонирование обоих 

вирусов методом бляшкообразования и выделены по 24 клона с каждого адаптируемого 

вируса. У всех клонов были секвенированы и проанализированы гены гемагглютинина и 

нейраминидазы, были выявлены два клеточных клона вируса Sing-α2,3 и один клеточный 

клон вируса Sing-2,6, у которых были обнаружены различные адаптационные мутации в 

молекуле гемагглютинина. Так, вирус Sing-α2,6 приобрел две дополнительные мутации 

G158E и L321P в молекуле НА1 (клеточный клон Sing-α2,6-EP), тогда как у варианта Sing-

α2,3 было выделено два различных MDCK-адаптированных клона, один из которых 

приобрел мутацию P221S в субъединице НА1 (клеточный клон Sing-α2,3-S), а второй – 

A96V в субъединице НА2 (клеточный клон Sing-α2,3-V). Мутаций в молекуле 

нейраминидазы обнаружено не было. Аминокислотные различия, обнаруженные у 

исследуемых вирусов, представлены в табл.5. 
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Таблица 5. Аминокислотные различия в поверхностных белках исследуемых 

вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2). 

Вирус 

HA 
NA 

HA1 HA2 

156 158 221 226 228 321 96 19 

Исходные штаммы, накопленные в РКЭ 

Sing-α2,6 Lys Gly Pro Leu Ser Leu Ala Thr 

Sing-α2,3 Glu Gly Pro Gln Gly Leu Ala Lys 

MDCK-адаптированные штаммы 

Sing-α2,6-EP Lys Glu Pro Leu Ser Pro Ala Thr 

Sing-α2,3-S Glu Gly Ser Gln Gly Leu Ala Lys 

Sing-α2,3-V Glu Gly Pro Gln Gly Leu Val Lys 

 

У клеточных клонов также была исследована рецепторная специфичность, результаты 

представлены на рисунке 3. Титры вирусов Sing-α2,3-V и Sing-α2,3-S по гемагглютинации 

с необработанными куриными эритроцитами составили 1024 и 512 АЕ, с лошадиными 

эритроцитами – 1024 и 512 АЕ, а с обработанными куриными эритроцитами – 2 и 2 АЕ, 

соответственно. У клеточного клона Sing-α2,6-EP наблюдали титр по гемагглютинации с 

необработанными куриными эритроцитами 256 АЕ, с лошадиными эритроцитами – 1 АЕ, с 

обработанными куриными эритроцитами – 256 АЕ. 
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Рисунок 3. Результаты исследования рецепторной специфичности исходных и 

MDCK-адаптированных вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2). НКЭ - необработанные 

куриные эритроциты, ЛЭ - лошадиные эритроциты, ОКЭ - куриные эритроциты, 

обработанные экзосиалидазой. 
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Таким образом, можно отметить, что MDCK-адаптированные варианты вирусов Sing-

α2,3 и Sing-α2,6 не поменяли свою рецепторную специфичность, при этом у вариантов Sing-

α2,3-V и Sing-α2,3-S наблюдался двукратный прирост в связывании с гликановыми 

рецепторами типа α2,6 (обработанные куриные эритроциты), что говорит о том, что 

адаптация к культуре клеток MDCK влияет на рецепторную специфичность вирусов, 

увеличивая сродство вируса Sing-α2,3 к рецепторам типа α2,6, но не меняет ее кардинально. 

3.1.2. Ростовые характеристики штаммов вируса гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2) in vitro и 

in vivo 

Репродукция in vitro исходных и MDCK-адаптированных вариантов вируса гриппа 

А/Сингапур/1/57 (H2N2) исследовалась в различных системах культивирования – 

развивающихся куриных эмбрионах и культуре клеток MDCK. Инфекционные титры 

вирусов в обеих системах культивирования представлены на рисунке 4. Титры вирусов 

Sing-α2,6 и Sing-α2,3 в РКЭ составили 6,8 lg ЭИД50/мл и 8,7 lg ЭИД50/мл, т.е. вирус Sing-

α2,3 размножался в системе куриных эмбрионах в 80 раз лучше вируса Sing-α2,6, и титры 

достоверно различались с уровнем значимости р<0,0001. Титры этих же вирусов в культуре 

клеток MDCK составили 7,1 lg ТЦИД50/мл и 7,4 lg ТЦИД50/мл, соответственно, и 

статистически не различались. Однако, инфекционный титр вируса Sing-α2,3 в культуре 

клеток MDCK составил 7,4 lg ТЦИД50/мл, а в РКЭ 8,7 lg ЭИД50/мл, что отличалось 

достоверно с уровнем значимости р<0,0001, указывая на более выраженное сродство вируса 

к куриным эмбрионам, чем к культуре клеток MDCK. 
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Рисунок 4. Репродукция вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2) in vitro. 

Инфекционные титры в РКЭ и культуре клеток MDCK представлены в lg ЭИД50/мл и 

lg ТЦИД50/мл, соответственно. *** p <0,001, **** p<0.0001. 

В свою очередь инфекционные титры MDCK-адаптированных клонов Sing-α2,3-S и 

Sing-α2,3-V в РКЭ составили по 8,8 lg ЭИД50/мл и не отличались от титра в РКЭ их 

предшественника Sing-α2,3. При этом инфекционные титры вирусов Sing-α2,3-S и Sing-

α2,3-V в культуре клеток MDCK составили 8,7 lg ТЦИД50/мл и 8,6 lg ТЦИД50/мл, 

соответственно, и при этом достоверно превосходили вирус Sing-α2,3 в 16-20 раз 

(p<0,0001). В то же время инфекционный титр MDCK-адаптированного варианта Sing-α2,6-

EP в РКЭ был сопоставим с соответствующим титром исходного варианта Sing-α2,6 

(7,0 lg ЭИД50/мл и 6,8 lg ЭИД50/мл, соответственно), тогда как инфекционная активность 

штамма Sing-α2,6-EP в культуре клеток MDCK составила 8,2 lg ТЦИД50/мл. Сравнение 

инфекционных титров вирусов Sing-α2,6 и Sing-α2,6-EP в культуре клеток MDCK 

(7,1 lg ТЦИД50/мл и 8,2 lg ТЦИД50/мл, соответственно) показало 13-кратное превосходство 

титра вируса Sing-α2,6-EP над вирусом Sing-α2,6 (р=0,0006, рисунок 4). 

Результаты исследования инфекционной активности вирусов в различных системах 

культивирования показали, что адаптация диких вирусов H2N2 к культуре клеток MDCK 

ведет к достоверному увеличению репродукции вирусов в 13-20 раз в этой системе 

культивирования, не снижая при этом их инфекционной активности в РКЭ, что согласуется 

с ранее обнаруженным увеличением сродства MDCK-адаптированных вирусов к 

рецепторам типа α2,6. 

Исследование репродукции вирусов in vivo проводилось на мышах линии СВА, 

зараженных вирусами Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V в 

количестве 105 lg ЭИД50/мышь. На третий день после заражения у животных забирали 

носовые ходы и легкие, которые после гомогенизации титровали на культуре клеток 

MDCK. Результаты эксперимента по репродукции исследуемых вирусов in vivo 

представлены на рис.5. Нужно отметить, что как исходные, так и MDCK-адаптированные 

вирусы достоверно лучше размножались в нижних дыхательных путях, чем в носовых 

ходах (р=0,0286, пунктирные линии на рисунке 4, критерий Манна-Уитни), однако только 

вирусы с рецепторной специфичностью α2,6 – Sing-α2,6 и Sing-α2,6-EP – 

репродуцировались в верхних дыхательных путях до уровней 3,1 lg ТЦИД50/мл и 

2,2 lg ТЦИД50/мл соответственно, тогда как вирусы с рецепторной специфичностью α2,3 – 

Sing-α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V – не размножались в верхних дыхательных путях и 

были ниже уровня детекции 2,1 lg ТЦИД50/мл. Изучение репродукции вирусов в нижних 
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дыхательных путях мышей показало, что исходный вирус Sing-α2,3 размножался в легких 

только до титра 4,4 lg ТЦИД50/мл, тогда как титры его MDCK-адаптированные вариантов 

Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V достигали значений 6,3-6,5 lg ТЦИД50/мл, что согласуется с более 

высокой активностью репликации этих вариантов в культуре клеток (рис.4). Оба вируса с 

рецепторной специфичность α2,6 размножались в тканях легких до сопоставимых титров 

5,9 и 6,3 lg ТЦИД50/мл, что указывает на отсутствие влияния адаптационных мутаций 

G158E и L321P на активность репликации в респираторном тракте мышей (рисунок 5). 
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Рисунок 5. Репродукция исследуемых вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2) в 

верхних и нижних дыхательных путях мышей линии СВА. * р <0,05. 

Как исходные вирусы, так и их MDCK-адаптированные варианты были способны 

размножаться в нижних дыхательных путях мышей, однако вариант Sing-α2,3 

реплицировался в 32-125 раз хуже, чем вирусы Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3-S и Sing-

α2,3-V. Кроме этого, только варианты Sing-α2,6 и Sing-α2,6-EP размножались в верхних 

дыхательных путях мышей, что может объясняться их рецепторной специфичностью α2-6, 

так как верхние дыхательные пути богаты сиаловыми рецепторами типа α2-6, тогда как в 

нижних преобладают рецепторы типа α2,3. Таким образом, адаптационные мутации P221S 

в субъединице НА1 и A96V в субъединице НА2 улучшили репродукцию вирусов с 

рецепторной специфичностью α2,3 в нижних дыхательных путях мышей. 
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3.1.3. Оценка гуморального иммунного ответа к штаммам вируса гриппа А/Сингапур/1/57 

(H2N2) на модели мышей 

Изучение гуморального иммунного ответа к вирусам Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-

α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V проводилось на мышах линии СВА, которые были заражены 

вирусами в количестве 105 lg ЭИД50/мышь. На 21-й день после инфекции у 7 мышей из 

каждой группы проводили забор крови для дальнейшего получения сыворотки и 

исследования системного гуморального ответа с помощью реакции торможения 

гемагглютинации и иммуноферментного анализа (антитела IgG). Также у мышей собирали 

смывы верхних дыхательных путей для изучения местного гуморального ответа методом 

ИФА (антитела IgA). 

Иммуногенность вирусов оценивалась по среднегеометрическим титрам сывороток 

или смывов в РТГА и ИФА, где для каждой иммунной группы в качестве антигена 

использовался вирус, которым животные были заражены 3 недели назад. Сыворотки 

контрольных животных (группа PBS) были проанализированы против каждого из 

антигенов. Так, по результатам РТГА вирусы Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP и Sing-α2,3 оказались 

иммуногенными, и среднегеометрические титры антител достигли показателей 39,9, 22,1 и 

7,4 соответственно, что достоверно отличалось от контрольной группы с титром антител 

ниже 5, с уровнем значимости р<0,0001, р=0,0012 и р=0,0152 соответственно. При этом в 

группе, иммунизированной вирусом Sing-α2,3-S, титр антител достигал значения 7,4 – как 

и у группы, иммунизированной вирусом Sing-α2,3 – однако, уровень значимости р=0,0787, 

что позволило считать отличие группы Sing-α2,3-S от группы PBS недостоверным. У 

группы, иммунизированной вирусом Sing-α2,3-V, титр антител составил 5,5, что 

статистически не отличалось от контрольной группы (р=0,337). Сравнение 

иммуногенности исходных вирусов Sing-α2,6 и Sing-α2,3 показало достоверное 

превосходство вируса Sing-α2,6 в индукции антигемагглютинирующих антител более чем 

в 5 раз с уровнем значимости р<0,0001 (сплошная линия на рис.6). Также сравнение 

иммуногенности MDCK-адаптированных вариантов Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-

V показало более выраженную индукцию антител при заражении мышей вирусом Sing-

α2,6-EP, где титр антител была выше в 3 и 4 раза по сравнению с вирусами Sing-α2,3-S и 

Sing-α2,3-V с уровнями значимости р=0,0205 и р=0,0026, соответственно (пунктирная 

линия на рисунке 6). 
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Рисунок 6. Гуморальный иммунный ответ на исследуемые варианты вируса 

А/Сингапур/1/57 (H2N2) в РТГА (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0,001, **** p<0.0001 для t-

критерия, N=7). 

Таким образом, в РТГА в группах, иммунизированных вирусами с рецепторной 

специфичностью α2,6, была определена более высокая иммуногенность по сравнению с 

группами, иммунизированными вирусами с рецепторной специфичностью α2,3. Кроме 

этого адаптация к культуре клеток MDCK привела к уменьшению иммуногенности вирусов 

Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V по сравнению с контрольной группой. 

При определении титров сывороточных IgG антител методом ИФА, как и в РТГА 

было обнаружено, что вирусы Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP и Sing-α2,3 были иммуногенными, и 

их среднегеометрические титры IgG антител достоверно отличались от титров контрольной 

группы и составили 3444, 3126 и 780, соответственно, при уровне значимости p<0,0001. 

Средний геометрический титр (СГТ) IgG антител группы Sing-α2,3-S, который был равен 

24, также не отличался от титра IgG антител группы PBS, который был равен 5, с уровнем 

значимости р=0,0612, что согласуется с данными РТГА. Однако, среднегеометрический 

титр IgG антител группы Sing-α2,3-V составил 97 и достоверно отличался от СГТ 

контрольной группы с уровнем значимости р=0,0029, что отличается от данных этой 

группы по РТГА и объясняется более высокой чувствительностью метода ИФА. Сравнение 

иммуногенности групп Sing-α2,6 и Sing-α2,3 показало превосходство группы Sing-α2,6 в 4,5 

раза при индукции противовирусных IgG антител с уровнем значимости р=0,0039, что идет 

в согласии с данными по титрам в РТГА. Кроме того, сравнение иммуногенности в группах, 

инфицированных MDCK-адаптированными вариантами Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3-S и Sing-

α2,3-V, показало достоверно более высокие титры IgG антител, индуцированных вирусом 

Sing-α2,6-EP, по сравнению с вирусами Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, с уровнями значимости 
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р<0,0001 и р=0,0012, соответственно (сплошные линии на рисунке 7), что также согласуется 

с данными, полученными в РТГА. Кроме этого, при сравнении титров IgG антител среди 

групп, зараженных вирусами с α2,3 рецепторной специфичностью, были обнаружены 

дополнительные достоверные отличия. Так, оказалось, что исходный вирус Sing-α2,3 

вызывал в 33 и 8 раз более высокую иммуногенность по сравнению с MDCK-

адаптированными вирусами Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, с уровнями значимости р=0,0009 и 

р=0,0261, соответственно (пунктирные линии на рисунке 7). Титры IgG антител, 

индуцированные вирусами с рецепторной специфичностью α2,6, отличий между собой не 

имели. 

Таким образом, данные ИФА по титрам IgG антител имеют много сходства с 

данными, полученными в РТГА, а также выявили сниженную иммуногенность MDCK-

адаптированных вирусов Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V по сравнению с исходным вирусом Sing-

α2,3, несмотря на более эффективную репликацию в нижних дыхательных путях. Это 

может являться свидетельством, что адаптационные аминокислотные замены P221S в 

молекуле НА1 и A96V в молекуле НА2 носят характер escape-мутаций. 
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Рисунок 7. Системный гуморальный иммунный ответ (сывороточные IgG антитела) 

на исследуемые варианты вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2) в ИФА (* p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0,001, **** p<0.0001 для t-критерия, N=7). 

Для исследования местного гуморального иммунного ответа смывы верхних 

дыхательных путей были проанализированы в ИФА для определения уровня секреторных 

IgA антител. Как и при изучении системного гуморального ответа, в качестве антигенов 
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были использованы те же вирусы, которыми проводилось заражение группы животных. Так 

было обнаружено, что все пять исследуемых вирусов Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, 

Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V индуцируют секреторный антительный ответ: несмотря на почти 

полное отсутствие репродукции в верхних дыхательных путях, IgA антитела были 

обнаружены в титрах 14, 16, 29, 5 и 4 соответственно (рисунок 8). Фон секреторных IgA 

антител в носовых смывах контрольной группы был ниже уровня детекции, т.е. меньше 1. 

Таким образом, титры IgA антител, индуцируемых вирусами Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-

α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, достоверно отличался от титра в контрольной группе 

животных с уровнем значимости p=0,0001, p>0,0001, p>0,0001, р=0,0011 и р=0,0003, 

соответственно. Сравнение уровней IgA антител в группах исходных вирусов Sing-α2,6 и 

Sing-α2,3 различий не выявило (р=0,3355), что отличается от данных по системному 

гуморальному ответу. Хотя сравнительный анализ уровней секреторных IgA антител между 

группами, зараженными MDCK-адаптированными вариантами Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3-S и 

Sing-α2,3-V, как и в системном ответе, выявил превосходство вируса Sing-α2,6-EP в 3 и 4 

раза над вирусами Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V с уровнями значимости р=0,0479 и р=0,0134, 

соответственно (сплошные линии, рисунок 8). Кроме этого, в согласии с данными ИФА по 

уровням IgG антител, сравнение индукции секреторных IgA антител среди групп, 

инфицированными вирусами Sing-α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, также показало 

превосходство исходного вируса Sing-α2,3 в 6 и 7 раз над его клеточными аналогами Sing-

α2,3-S и Sing-α2,3-V с уровнями значимости р=0,0147 и р=0,0048, соответственно 

(пунктирные линии, рисунок 8). 
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Рисунок 8. Местный гуморальный иммунный ответ (секреторные IgА антитела) на 

исследуемые варианты вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2) в ИФА (* p<0.05, ** p<0.01, для t-

критерия, N=7). 

Суммируя данные об индукции системного и локального иммунного ответа вирусами 

Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, можно заключить, что все 

указанные вирусы индуцируют гуморальный ответ, однако наименее иммуногенны 

оказались MDCK-адаптированные варианты с рецепторной специфичностью α2,3 Sing-

α2,3-S и Sing-α2,3-V как на уровне системного, так и на уровне локального антительного 

иммунитета. Наоборот, вирусы Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP с рецепторной специфичностью 

α2,6 не отличались по иммуногенности ни в одном тесте. Таким образом, иммуногенность 

MDCK-адаптированных вариантов зависит от их рецепторной специфичности.  

 

3.1.4. Оценка системного и локального клеточного иммунного ответа к штаммам вируса 

гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2) на модели мышей 

Одним из важнейших показателей клеточного противовирусного иммунитета 

является оценка содержания Т-клеток, реагирующих на введение патогена продукцией 

интерферона-гамма (ИФНγ). Вирус-специфическими популяциями ИФНγ+ CD4+ и CD8+ Т-

клеток обеспечивается клеточная цитотоксичность инфицированных клеток организма 

хозяина. В качестве показателей системной иммунной реакции нами были оценены уровни 

вирус-специфических ИФНγ+ Т-клеток в селезенках и НАЛТ (назально-ассоциированной 

лимфоидной ткани) инфицированных исследуемыми вирусами мышей (рисунок 9).  
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Рисунок 9. Системный и локальный Т-клеточный иммунный ответ мышей линии СВА на 

7 день после введения вирусов. Средние уровни вирус-специфичных CD4+ (А) и CD8+ (Б) 

Т-клеток в селезенках мышей определены методом внутриклеточного окрашивания ИФН-

γ после стимуляции гомологичным вирусом in vitro (m+95%CI). Данные представлены после 

вычитания фоновых уровней ИФН-γ. Звездочками указаны достоверные различия уровней Т-

клеток между группами опытных и интактных животных, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 

**** p < 0,0001 для ANOVA. 

 

Как видно из рисунка 9, введение каждого вируса вызывало достоверное увеличение 

уровней вирус-специфических CD4+ (0,86; 0,39; 0,72; 0,68; 0,42 и 0,05 % ИФНγ+ CD4+ в 

группах Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, соответственно) 

и CD8+ Т-клеток в селезенках (6,39; 3,31; 3,55; 3,87; 3,11 и 0,30 % ИФНγ+ CD8+ в группах 

Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, соответственно). При 

сравнении родительских штаммов, наибольшей способностью индуцировать экспансию 

вирус-специфических CD8+ Т-клеток в селезенках обладал вирус Sing-α2,6 (p=0,0104, 
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p=0,0208, p=0,0500, p=0,0059 и p<0,0001 для групп Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, 

Sing-α2,3-V и PBS, соответственно). MDCK-адаптированные варианты Sing-α2,3-S и Sing-

α2,3-V не отличались по способности индуцировать экспансию CD8+ Т-клеток от их 

родительского варианта Sing-α2,3. Однако активация вирус-специфических CD4+ Т-клеток 

на воздействие вируса Sing-α2,3-V была снижена. MDCK-адаптированный вариант Sing-

α2,6-EP обладал сниженной способностью индуцировать экспансию CD4+ и CD8+ вирус-

специфических Т-клеток в селезенке в сравнении с его «яичным» вариантом Sing-α2,6 

(p=0,0013 и p=0,0104, соответственно).  

Верхние дыхательные пути являются «входными воротами» для гриппозной 

инфекции. Латеральные назальные железы содержат диффузные лимфоидные ткани, 

являющеюся частью локального представительства иммунной системы в верхних 

дыхательных путях.  

В латеральных назальных железах у интактных и инфицированных вирусами гриппа 

животных средние уровни CD4+ и CD8+ Т-клеток у интактных мышей составляли 13,9% и 

1,7% соответственно от общего числа железистых клеток. Уровни вирус-специфических 

CD4+ Т-клеток составили 0,61; 0,35; 0,33; 0,05; 0,03 и 0,08 % ИФНγ+ CD4+ в группах Sing-

α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, соответственно, а CD8+ Т-

клеток, соответственно 12,10; 14,27; 12,11; 5,46; 1,02 и 0,80 % ИФНγ+ CD8+. Введение 

эмбриональных вирусов Sing-α2,3 и Sing-α2,6 не приводило к статистически значимым 

изменениям содержания пулов CD4+ и CD8+ T-клеток. На 7 сутки после введения 

адаптированных к культуре клеток MDCK вирусов Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V происходило 

двукратное повышение уровней CD4 + и CD8+ Т-клеток. Увеличение уровней пулов CD4 

+ и CD8+ Т-клеток после введения варианта Sing-α2,6-EP было не достоверным. На этом 

фоне уровни вирус-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток, секретирующих ИФН-γ в 

латеральных назальных железах изменялись в различной степени. Уровни вирус-

специфических CD8+ Т-клеток достоверно увеличивались только в группах накопленных в 

РКЭ вирусов Sing-α2,6 и Sing-α2,3 по сравнению со своими клеточными аналогами 

(p=0,0404). Уровни вирус-специфических CD4+ Т-клеток не показали достоверного 

отличия зараженных животных от интактных. 

Таким образом, все вирусы индуцировали Т-клеточный иммунитет, а наиболее 

сильный клеточный ответ стимулировал вирус Sing-α2,6. 
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3.1.5. Кросс-реактивность антител к исходным и MDCK-адаптированным штаммам вируса 

гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2) 

Исследование кросс-реактивности антител, индуцируемых вирусами Sing-α2,6, Sing-

α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S и Sing-α2,3-V, проводилось с использованием тех же 

сывороток крови животных, которые были использованы в экспериментах по оценке 

иммуногенности данных вирусов на мышах линии СВА. Кросс-реактивность антител из 

всех экспериментальных групп исследовали в отношении каждого вируса (Sing-α2,6, Sing-

α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S или Sing-α2,3-V) в РТГА и ИФА. Таким образом, после 

определения титров антител и суммирования данных для каждого метода была 

использована матрица 5×6 (рисунок 10). Для наглядности данные представлены в виде 

«тепловой карты», принцип которой формируется из соответствия более бледного цвета 

меньшему значению, а более яркого цвета – большему значению титра антител, шкала 

соответствия цвет-число указана рядом с графиком. 
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Рисунок 10. Антигенность исследуемых вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2) IgG 

по методу ИФА (слева) и по методу РТГА (справа) в сыворотках мышей, собранных на 

21й день после зараженния вирусами Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-

α2,3-V и группа контроля PBS, представлена на тепловой карте с титрами сывороток, 

шкала приведена в log2. 

Из «тепловой карты» РТГА можно увидеть, что вирусы с рецепторной 

специфичностью α2-6 в качестве антигенов выявляли наиболее высокие значения титров 

антител (для антигена Sing-α2,6 титры антител 40; 26; 32; 15; 8 и 5 для сывороток групп 

Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, соответственно; для 
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антигена Sing-α2,6-EP титры антител в сыворотках тех же исследуемых групп составили 

38; 23; 18; 9; 6 и 5, соответственно). Обратная зависимость наблюдалась для вирусов с 

рецепторной специфичностью α2-3, использованных в качестве антигена. Антитела в 

сыворотках группы Sing-α2,6 не уловили ни один из трех вариантов вирусов с рецепторной 

специфичностью α2-3 (титры антител 5; 5; 5 для антигенов Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-

V, соответственно), несмотря на то, что в группах, иммунизированных MDCK-

адаптированным вариантом Sing-α2,6-EP, выявлялись титры антител выше уровня 

детекции (5; 6; 6 для антигенов Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V, соответственно), 

статистически значимых отличий обнаружено не было. 

Исследование кросс-реактивности антител в ИФА показало схожие с РТГА 

результаты. Также как отмечено выше, для вирусов с рецепторной специфичностью α2-6 в 

качестве антигенов были продемонстрированы наиболее высокие значения титров антител 

(для антигена Sing-α2,6 уровни антител IgG составили 3327; 2896; 2521; 1552; 1260 и 5 для 

сывороток групп Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, 

соответственно; для антигена Sing-α2,6-EP титры антител IgG в сыворотках тех же 

исследуемых групп составили 3822; 3104; 3104; 1911; 1552 и 5, соответственно). К вирусам 

с рецепторной специфичностью α2,3, используемых в качестве антигенов, было показано 

значительно меньшие уровни антител, детектируемых в сыворотках всех групп (для 

антигена Sing-α2,3 уровни антител IgG составили 50; 42; 776; 478; 630 и 5 log2IgG для 

сывороток групп Sing-α2,6, Sing-α2,6-EP, Sing-α2,3, Sing-α2,3-S, Sing-α2,3-V и PBS, 

соответственно; для антигена Sing-α2,3-S – 7; 6; 37; 24; 30 и 5 log2IgG для сывороток тех же 

групп, соответственно; для антигена Sing-α2,3-V – 32; 30; 194; 239; 97 и 5 log2IgG для 

сывороток тех же групп, соответственно). Статистически значимыми были отличия 

уровней IgG антител между антигенами с различной рецепторной специфичностью в 

каждой исследуемой группе, а также были выявлены значимые различия уровней IgG 

между группами Sing-α2,3 и Sing-α2,3-S в тестах со всеми исследуемыми антигенами 

(p<0.05). 

Важно отметить, что вирусы с рецепторной специфичностью α2,6 в качестве антигена 

одинаково хорошо связывали антитела из всех экспериментальных групп, кроме группы 

животных, иммунизированных вирусом Sing-α2,3-V, в которой титры антител к вирусам 

Sing-α2,6 и Sing-α2,6-EP достоверно отличались от титров антител в других группах к этим 

же вирусам. В группах животных, иммунизированных MDCK-адаптированными 

вариантами с рецепторной специфичностью α2,3, наблюдалась обратная ситуация, когда 

титры антител во всех группах к этим вирусам были минимальны, что говорит о вкладе 
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обнаруженных мутаций в «ускользание» от иммунного ответа, т.е. об их характере escape-

мутаций. Надо заметить, что по антигенным свойствам для производства клеточной 

пандемической вакцины наиболее подходят вирусы гриппа с рецепторной специфичностью 

α2,3, адаптированные к культуре клеток MDCK или выделенные на ней. Такой выбор 

штамма для производства пандемической клеточной ЖГВ позволит максимально 

увеличить репродукцию вакцинного штамма в культуре клеток MDCK, а также обеспечит 

высокую эффективность вакцины, благодаря полноценному антигенному охвату 

циркулирующих вирусов гриппа в начале пандемической волны, где могут 

социркулировать вирусы с обоими типами рецепторной специфичности. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе настоящего этапа исследования было изучено влияние адаптации к культуре 

клеток MDCK пандемических вирусов гриппа H2N2 с различной рецепторной 

специфичностью на их рецепторную специфичность, репродукцию in vivo и in vitro, а также 

различные параметры гуморального и клеточного иммунного ответа. Было определено, что 

адаптация к культуре клеток MDCK не изменяет рецепторную специфичность вируса. 

Также был обнаружен феномен антигенности вариантов с рецепторной специфичностью 

α2,6 Sing-α2,6 и Sing-α2,6-EP, которые оказались способны к более высокому связыванию 

перекрестно-реагирующих антител, выработанных на введение других исследуемых 

вариантов вирусов. Эти данные указывают на то, что вирусы H2N2 с рецепторной 

специфичностью α2,3 индуцируют антитела с более широким антигенным охватом по 

сравнению с вирусами с рецепторной специфичностью α2,6. Данный феномен необходимо 

учитывать при выборе штамма для получения вакцины в случае наступления новой 

пандемии гриппа H2N2. 

 

3.2. Создание, изучение и адаптация к культуре клеток MDCK вакцинных 

штаммов живой гриппозной вакцины против вирусов гриппа H2N2 с различной 

рецепторной специфичностью 

Начиная с 1977 года, вакцинные штаммы для живой гриппозной вакцины готовятся 

методом генетической реассортации эпидемического вируса c холодоадаптированным 

донором аттенуации А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) (Лен/17) последующей селекцией 

вакцинного реассортанта при пониженной до 26°С температуре инкубации в присутствии 

антисыворотки к донору аттенуации. Однако, при получении вакцинных штаммов того же 
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подтипа, что и донор аттенуации, могут возникнуть сложности при отборе реассортанта с 

вакцинной формулой генома. Поэтому для исследовательских целей вакцинные штаммы 

для ЖГВ против пандемического вируса гриппа А/Сингапур/1/57 (H2N2) были получены 

современными методами обратной генетики. Для этого в плазмиды с двунаправленным 

считыванием были клонированы гены гемагглютинина и нейраминидазы вирусов Sing-α2,3 

и Sing-α2,6, которые затем добавлялись к 6 плазмидам с генами донора аттенуации Лен/17, 

кодирующими внутренние и неструктурные белки вируса, и после электропорации клеток 

Vero были получены жизнеспособные вирусы с вакцинной формулой генома 6:2 – 

А/17/Сингапур/57/1 (H2N2) (17/Sing-α2,3) и А/17/Сингапур/57/2 (H2N2) (17/Sing-α2,6). На 

рисунке 11 представлены фенотипические характеристики пар пандемических и вакцинных 

штаммов.  

 

 

Рисунок 11. Фенотипическая характеристика пар диких и вакцинных штаммов при 

различных температурах инкубации. 

 

Изучение фенотипических характеристик исследуемых штаммов вируса гриппа 

показало классическое распределение фенотипов. Дикие штаммы одинаково хорошо 

размножались при оптимальной и повышенной температуре, т.е. обладали выраженным 

non-ts фенотипом, титр вируса Sing-α2,6 при температуре 33°С составил 6,9 lg ЭИД50/мл, 

при 38°С – 7,2 lg ЭИД50/мл, титр вируса Sing-α2,3 при температуре 33°С составил 

8,5 lg ЭИД50/мл, при 38°С – 8,0 lg ЭИД50/мл. При этом вирусы практически не размножались 

при пониженной температуре, т.е. обладали non-ca фенотипом: титр вируса Sing-α2,6 при 

температуре 26°С составил 2,2 lg ЭИД50/мл, титр вируса Sing-α2,3 – 1,8 lg ЭИД50/мл. 

Вакцинные штаммы, наоборот, практически не размножались при повышенной 

температуре 38°С: титр вируса 17/Sing-α2,6 составил 1,2 lg ЭИД50/мл, а вируса 17/Sing-α2,3 

– 2,2 lg ЭИД50/мл; при этом оба вакцинных вируса хорошо росли на оптимальной и 
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пониженной температурах, унаследовав ts/ca фенотип от донора аттенуации: титр вируса 

17/Sing-α2,6 при температуре 33°С составил 8,0 lg ЭИД50/мл, при 26°С – 7,3 lg ЭИД50/мл, 

титр вируса 17/Sing-α2,3 при температуре 33°С составил 8,7 lg ЭИД50/мл, при 26°С – 

8,0 lg ЭИД50/мл. Необходимо отметить, что наличие температурочувствительности у 

вакцинного штамма является важным лабораторным маркером его аттенуирующего (att) 

фенотипа. 

 

Рисунок 12. Результаты исследования рецепторной специфичности исходных и 

MDCK-адаптированных вариантов вируса А/Сингапур/1/57 (H2N2). НКЭ - 

необработанные куриные эритроциты, ЛЭ - лошадиные эритроциты, ОКЭ - куриные 

эритроциты, обработанные экзосиалидазой. 

Определение рецепторной специфичности вакцинных штаммов (рисунок 12) 

показало, что рецепторная специфичность каждого из них совпадает с соответствующим 

диким вирусом, что еще раз подтверждает ключевую роль молекулы гемагглютинина в 

связывании с гликановыми рецепторами клетки-хозяина. 

Адаптация вакцинных штаммов ЖГВ H2N2 проводилась в соответствии с 

разработанной методикой. После клонирования в культуре клеток MDCK из предельных 

разведений были получены клоны обоих вирусов, секвенирование которых показало 

отсутствие адаптационных мутаций в молекулах поверхностных антигенов. Это говорит о 

стабильности вакцинных вирусов, полученных генно-инженерным путем, а также что при 

пассировании вакцинных штаммов в развивающихся куриных эмбрионах накапливаются 

минорные популяции, которые могут получить преимущество в другой системе 

культивирования, в том числе и при адаптации к культуре клеток MDCK, а, следовательно, 

и возможность влиять на свойства вакцинных штаммов. 

Сравнение инфекционной активности сконструированных вирусов в двух системах 

культивирования показало, что вакцинные штаммы 17/Sing-α2,3 и 17/Sing-α2,6 одинаково 

хорошо размножались в культуре клеток MDCK, титры вирусов составили 8,2 lg ТЦИД50/мл 

и 8,1 lg ТЦИД50/мл, соответственно, тогда как в РКЭ вирус 17/Sing-α2,3 имел 
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инфекционный титр 8,8 lg ЭИД50/мл, что в 60 раз выше, чем у вируса 17/Sing-α2,6 – 

7,0 lg ЭИД50/мл (Рисунок 13). 
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Рисунок 13. Инфекционная активность исследуемых вакцинных штаммов ЖГВ 

H2N2 in vitro в системе РКЭ и культуре клеток MDCK. 

Для исследования иммуногенности и кросс-реактивности полученных вакцинных 

штаммов H2N2 были иммунизированы группы сирийских хомячков, для чего животным 

дважды вводились исследуемые вирусы в количестве 106 ТЦИД50/100мкл интраназально с 

интервалом в 21 день, после чего на 42 день эксперимента отбирали образцы сывороток 

крови, смывы верхних дыхательных путей  и бронхоальвеолярный лаваж для оценки титров 

антител к двум антигенам – Sing-α2,3 и Sing-α2,6 для оценки влияния рецепторной 

специфичности гемагглютинина на иммуногенность и антигенность вакцинного штамма. 

Уровни IgG антител в сыворотках крови и секреторных IgA антител в ВДП и БАЛ 

выявляли в ИФА в отношении обоих антигенов, при этом данные представляли как в виде 

кривых оптической плотности, так и в виде площадей под кривой ОП450 (AUC, area under 

the curve) (рисунок 14). Иммуногенность обоих вакцинных штаммов 17/Sing-α2,3 и 17/Sing-

α2,6 при оценке системного антительного ответа оказалось схожей: значения AUC 

составили 7009 и 7161, соответственно. Интересно, что формирование локального 

иммунного ответа к гомологичному антигену в верхних дыхательных путях при 

иммунизации вирусом 17/Sing-α2,6 происходило более интенсивно (AUC 213) по 

сравнению с вирусом 17/Sing-α2,3 (AUC 112). Такая же картина наблюдалась и в 

бронхоальвеолярном лаваже (AUC 245 и 131, соответственно). 

Статистическая обработка полученных данных по кросс-реактивности антител 

показала, что иммунизация вакцинными штаммами 17/Sing-α2,3 и 17/Sing-α2,6 приводила 
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к формированию у животных схожих уровней сывороточных IgG антител, связывающихся 

с антигеном Sing-α2,3 (AUC 6562 и 7009, соответственно). Однако, вакцинный вирус 

17/Sing-α2,3 индуцировал достоверно больше уровни антител к антигену Sing-α2,6 (AUC 

9241), чем к собственному антигену Sing-α2,3 (AUC 7009), при этом для вакцинного вируса 

17/Sing-α2,6 такого эффекта не наблюдалось, и уровни антител для антигенов Sing-α2,6 и 

Sing-α2,3 не отличались достоверно (AUC 7160 и 6562, соответственно) (Рисунок 14). 

Полученные результаты полностью согласуются с результатами изучения антигенности 

пандемических вариантов А/Singapore/1/57 в эксперименте на мышах (Рисунок 10). 

Также было проведено исследование кросс-реактивности локальных IgA антител в 

смывах верхних и нижних дыхательных путей в ИФА с теми же вирусными антигенами 

17/Sing-α2,6 и 17/Sing-α2,3. Было показано, что использование вируса Sing-α2,6 в качестве 

антигена позволяет выявлять существенно более высокие уровни секреторных 

вирусспецифических антител (AUC 213 и 234 для ВДП, 245 и 256 для БАЛ, соответственно) 

по сравнению с использованием в качестве антигена вируса Sing-α2,3 (AUC 91 и 112 для 

ВДП, 109 и 131 для БАЛ, соответственно) (Рисунок 14).  

 

Рисунок 14. Оценка гуморального иммунного ответа на двукратное введение 

исследуемых вакцинных штаммов ЖГВ сирийским хомячкам. Слева представлены 

значения ОП450 при различных разведениях сывороток или смывов ВДП и БАЛ к вирусу 
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Sing-α2,3 в ИФА.  Посередине представлены значения ОП450 при различных разведениях 

сывороток или смывов ВДП и БАЛ к вирусу Sing-α2,6 в ИФА. Справа приведены 

значения площади под кривой ОП450 в ИФА с соответствующим антигеном. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Вакцинные штаммы для живой гриппозной вакцины против вирусов Sing-α2,6 и Sing-

α2,3, полученные методами обратной генетики, имеют классический для ЖГВ 

температурочуствительный и холодоадаптированный фенотип. Рецепторная 

специфичность вакцинных штаммов совпадает с родительскими вирусами, что 

подтверждает известный факт о зависимости рецепторной специфичности от 

поверхностных антигенов вируса гриппа. Кроме того, полученные вакцинные штаммы 

продемонстрировали высокую степень генетической стабильности при их адаптации к 

культуре клеток MDCK. 

Таким образом, из представленных результатов следует, что вирусы гриппа подтипа 

H2N2 с рецепторной специфичностью α2,3 индуцируют антитела, обладающие более 

широкой кросс-реактивностью в отношении вирусов гриппа с различной рецепторной 

специфичностью, по сравнению с антителами, образованными при введении вирусов, 

имеющих сродство к рецепторам типа α2,6, что было показано не только на пандемических 

вирусах, но и на соответствующих вакцинных штаммах. Данный феномен необходимо 

учитывать при выборе штамма для подготовки вакцины в случае наступления пандемии 

гриппа H2N2. 

 

3.3. Стабильность вакцинных штаммов живой гриппозной вакцины при их 

адаптации к культуре клеток MDCK 

Ежегодно в мире выделяют сотни новых штаммов эпидемических вирусов гриппа от 

больных людей и затем накапливают как в развивающихся куриных эмбрионах, так и в 

различных культурах клеток. Развивающиеся куриные эмбрионы являются классическим 

субстратом для выделения, культивирования и накопления вирусов гриппа, однако 

многократное пассирование вирусов гриппа человека в РКЭ способствует накоплению 

адаптационных мутаций, которые в большинстве случаев появляются при смене системы 

культивирования и могут влиять на основные свойства вируса гриппа, такие как 

репродуктивная активность, иммуногенность и антигенность. Наиболее распространенной 

клеточной культурой для выращивания вирусов гриппа является линия клеток почек собаки 
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MDCK, она высокочувствительна к вирусам гриппа и обеспечивает высокие уровни 

репродукции большинства подтипов вируса гриппа А. На культуре клеток млекопитающих 

при выделении вирусов гриппа от больных людей адаптационные мутации появляются 

значительно реже. При этом большинство выделяемых вирусов гриппа имеют 

гетерогенную популяцию и несут в себе несколько минорных компонентов с различными 

аминокислотными заменами в вирусных белках. Наиболее часто встречаются мутации в 

вариабельных участках молекулы гемагглютинина, которые могут оказывать существенное 

влияние на антигенность вируса гриппа. 

 

3.3.1. Адаптация вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H5N1 к культуре клеток MDCK 

Для адаптации к культуре клеток MDCK было использовано два вакцинных штамма 

ЖГВ против подтипа H5N1: А44/Вьетнам/1204/2003 (H5N1), полученный методами 

обратной генетики, и штамм А/17/индюк/Турция/2005/133 (H5N2) (Тур17), полученный 

методами классической реассортации в куриных эмбрионах. 

Адаптация генно-инженерного штамма ЖГВ А44/Вьетнам/1204/2003 (H5N1) к 

клеткам с последующим клонированием методом бляшек не привела к появлению 

аминокислотных замен в поверхностных белках вакцинного штамма. При повторном 

клонировании также не было обнаружено дополнительных мутаций. Таким образом, было 

исследовано 30 клеточных клонов штамма ЖГВ А44/Вьетнам/1204/2003 (H5N1) и не 

обнаружено адаптационных мутаций, что говорит о высокой стабильности генома обратно-

генетического вакцинного штамма при адаптации к культуре клеток MDCK. 

Штамм ЖГВ А/17/индюк/Турция/2005/133 (H5N2), полученный методами 

классической реассортации и содержащий ген гемагглютинина от высокопатогенного 

потенциально-пандемического вируса гриппа А/индюк/Турция/1/2005 (H5N1), из кливедж-

сайта которого методами генной инженерии были удалены основные аминокислоты для 

уменьшения патогенности вируса [201], а остальные 7 генов – от донора аттенуации Лен17. 

Указанный штамм прошел полный комплекс доклинических исследований, а также I фазу 

клинических испытаний на 40 добровольцах [116, 202]. После адаптации по 

вышеописанной методике штамма Тур17 к культуре клеток MDCK было накоплено и 

проанализировано 12 клонов из разных бляшек, в каждом из них были обнаружены 

одинаковые мутации в молекуле гемагглютинина (таблица 6). Мутаций в молекуле 

нейраминидазы обнаружено не было. 
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Таблица 6. Мутации, обнаруженные в молекуле гемагглютинина MDCK-

адаптированных вариантов вакцинного штамма Тур17. 

Субъединица 

гемагглютинина 

Аминокислотная 

позиция 

Исходный вирус 

Тур17 

Клоны, адаптированные 

к клеткам MDCK 

Тур17-1 – Тур17-12 

HA1 145 Arg Lys 

HA2 68 Arg Lys 

 

Во всех исследованных клонах, адаптированных к клеткам MDCK, были обнаружена 

одинаковая сцепка мутаций R145K в НА1 и R68K в НА2.  

В исследовании репродукции MDCK-адаптированных вакцинных штаммов было 

показано, что инфекционные титры клеточного варианта вакцинного штамма Тур17-1 

составили 6,8 lg ЭИД50/мл в куриных эмбрионах и 6,6 lg ТЦИД50/мл в культуре клеток 

MDCK, тогда как неадаптированный «яичный» вариант Тур17 размножался на два порядка 

лучше своего MDCK-адаптированного аналога – титр вируса в куриных эмбрионах 

составил 9,2 lg ЭИД50/мл и 9,0 lg ТЦИД50/мл в культуре клеток MDCK, p=0.0159 и р=0,0286, 

соответственно (Рисунок 15). После трех последовательных пассажей с оптимальной 

множественностью зажажения (MOI) инфекционный титр вируса не изменился, что 

свидетельствует о том, что аминокислотные замены R145K в НА1 и R68K в НА2 повлияли 

на репродукцию вакцинного штамма Тур17-1. 
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Рисунок 15. Репродукция вакцинных штаммов Тур17 и Тур17-1 в различных системах 

культивирования. 

Антигенность MDCK-адаптированного клона H5N2 исследовали в РТГА с мышиной 

гипериммунной сывороткой. Результаты представлены в таблице 7, откуда видно, что 
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данные мутации не повлияли на кросс-реактивность вирусов, что позволило клону успешно 

пройти двунаправленный тест РТГА. В сыворотках крови, полученных после иммунизации 

мышей вирусом Тур17, определялся титр антител 1:640 как с антигеном Тур17, так и с 

антигеном Тур17-1, тогда как сыворотки, полученные после иммунизации мышей вирусом 

Тур17-1, имели титр 1:160 также с обоими антигенами. Меньший титр в РТГА сыворотки, 

полученной к MDCK-адаптированному штамму, вероятно, связан с его более низким 

инфекционным титром и, соответственно, меньшим содержанием белка при иммунизации. 

 

Таблица 7. Результаты двунаправленного теста РТГА гипериммунных мышиных 

сывороток с использованием в качестве антигенов вакцинных штаммов Тур17 и Тур17-1. 

Антигены 

Титр антител в РТГА с указанными 

гипериммунными сыворотками 

Тур17 Тур17-1 

Тур17 640 160 

Тур17-1 640 160 

 

Изучение иммуногенности вирусов Тур17 и Тур17-1 проводили на мышах линии 

СВА: 8 животных в каждой группе дважды иммунизировали интраназально дозой 

105 ТЦИД50/мышь с разницей в 21 день. Сыворотки собирали на 42й день после первой 

иммунизации и исследовали в РТГА. Результаты данного эксперимента представлены на 

рисунке 16, откуда видно отсутствие значимых отличий в титрах антител между двумя 

вакцинными группами Тур17 и Тур17-1 (48,5 и 36,8, соответственно, р=0,4193), тогда как в 

группе PBS специфических антител обнаружено не было (уровень антител <2) и, 

соответственно, иммунизированные вакцинными штаммами группы статистически 

достоверно отличались от группы контроля (p<0.0001).  
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Рисунок 16. Гуморальный иммунный ответ для вакцинных штаммов H5N2 Тур17 и 

Тур17-1, результаты РТГА. Мыши СВА, N=8, Т-критерий Стьюдента. 

Таким образом, было показано, что, несмотря на значительную разницу в 

инфекционной активности in vitro, иммуногенность и антигенность как исходного 

«яичного» вакцинного штамма Тур17, так и его MDCK-адаптированного аналога Тур17-1 

не отличаются в эксперименте на мышах.  

Исходя из результатов исследований адаптации вакцинного штамма Тур17 (H5N2), 

невозможно утверждать, что для других штаммов Н5 адаптации к культуре клеток MDCK 

также приведет к снижению инфекционной активности вируса. Данный вопрос требует 

более широкого и детального исследования, что будет являться продолжением настоящей 

работы.  

 

3.3.2. Адаптация вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H7N9 к культуре клеток MDCK 

В работе был использован штамм ЖГВ А/17/Ануи/2013/61 (H7N9) (Ануи17), с 

классической формулой генома 6:2, содержащий гены гемагглютинина и нейраминидазы 

от потенциально-пандемического штамма вируса гриппа А/Ануи/1/2013 (H7N9), который 

был выделен от человека в самом начале первой волны H7N9 в Китае в марте 2013 года. По 

данным литературы дикий штамм приобрел рецепторную специфичность α2,6, тогда как у 

штамма вируса гриппа того же подтипа, выделенного немногим ранее в другой провинции 

Китая А/Шанхай/1/2013 (H7N9), определялась рецепторная специфичность α2,3. 

Обнаруженная при исследование генома этих вирусов мутация, ведущая к ключевой замене 

Q226L в молекуле гемагглютинина, обусловила выбор штамма А/Ануи/1/2013 (H7N9) для 
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подготовки потенциально-пандемической вакцины, которая прошла полный комплекс 

доклинических  исследований, а также фазу I клинических испытаний [114]. После 

адаптации штамма Ануи17 к культуре клеток MDCK по описанной выше методике было 

проанализировано 20 клонов, накопленных из отдельных бляшек. У всех выделенных 

клонов были секвенированы гены поверхностных белков, после чего были выявлены два 

клона, имеющие аминокислотные отличия в гемагглютинине по сравнению с исходным 

«яичным» вирусом (таблица 8). Клон Ануи17-3 имел мутации в S278N субъединице НА1 и 

F69L в субъединице НА2, в свою очередь у клона Ануи17-5 была обнаружена только одна 

мутация N285K в субъединице НА1. В клинических испытаниях фазы I у двух волонтеров 

была выявлена одинаковая мутация в НА2 L98F [114]. 

Таблица 8. Мутации, обнаруженные в молекуле гемагглютинина MDCK-

адаптированных вариантов вакцинного штамма Ануи17. 

Субъединица 

гемагглютинина 

Амино-

кислотная 

позиция 

Исходный 

вирус 

Клоны, адаптированные к 

MDCK 

Ануи17 Ануи17-3 Ануи17-5 

HA1 
278 Ser Asn Ser 

285 Asn Asn Lys 

HA2 69 Phe Leu Phe 

 

Исследование репродукции MDCK-адаптированных штаммов не выявило значимой 

разницы между инфекционными титрами вирусов в обеих системах культивирования: 

инфекционные титры в системе куриных эмбрионов составили 9,5; 9,3 и 9,3 lg ЭИД50/мл 

для штаммов Ануи17, Ануи17-3 и Ануи17-5, соответственно, и в культуре клеток MDCK – 

9,0; 8,6; 9,0 lg ТЦИД50/мл, соответственно. Таким образом, адаптация вакцинного штамма 

Ануи17 к культуре клеток MDCK не повлияла на его ростовые характеристики (Рисунок 

17). 
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Рисунок 17. Репродукция вакцинных штаммов Ануи17, Ануи17-3 и Ануи17-5 в 

различных системах культивирования. 

Оценка рецепторной специфичности представлена на рисунке 18. Титры вирусов 

Ануи17, Ануи17-3 и Ануи17-5 по гемагглютинации с необработанными куриными 

эритроцитами составили 1024, 512 и 256 АЕ, соответственно, с лошадиными эритроцитами 

– 1, 1 и 1 АЕ, а с обработанными куриными эритроцитами – 512, 512 и 128 АЕ, 

соответственно. Видно, что MDCK-адаптированные варианты вируса Ануи17, как и 

исходный вариант не изменили своей рецепторной специфичности. Хотя для клона 

Ануи17-5 было показано незначительное снижение сродства к рецепторам α2,6, при этом 

он не увеличил сродства к рецепторам α2,3. Все вышесказанное позволяет сделать вывод о 

том, что адаптация к культуре клеток MDCK не меняет рецепторной специфичности 

вакцинных штаммов H7N9. 
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Рисунок 18. Результаты исследования рецепторной специфичности исходного и 

MDCK-адаптированных вариантов вируса Ануи17. НКЭ - необработанные куриные 
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эритроциты, ЛЭ - лошадиные эритроциты, ОКЭ - куриные эритроциты, обработанные 

экзосиалидазой. 

На рисунке 19 представлены структуры молекул гемагглютинина Н7 с выделением 

аминокислот, обнаруженных в MDCK-адаптированных вариантах. Интересно отметить, 

что все обнаруженные замены находятся в ножке молекулы НА и не принадлежат ни 

одному известному функциональному домену, что объясняет отсутствие их влияния на 

основные свойства вакцинных штаммов. 

 

Рисунок 19. Структуры молекул НА MDCK-адаптированным клонов Ануи17-3 

(справа) и Ануи17-5 (слева) 

Изучение иммуногенности вирусов Ануи17, Ануи17-3 и Ануи17-5 проводили на 

мышах линии СВА: 8 животных в каждой группе дважды иммунизировали интраназально 

дозой 105 ТЦИД50/мышь с интервалом в 21 день. Сыворотки собирали на 42й день после 

первой иммунизации и исследовали в РТГА. Результаты данного эксперимента показали 

отсутствие значимых отличий в титрах антител между группами, иммунизированными 

вакцинными штаммами Ануи17, Ануи17-3 и Ануи17-5 (139,6; 128 и 128, соответственно, 

р=0,9853), тогда как в группе контроля (PBS) специфических антител не обнаружено 

(уровень антител <2) и, соответственно, иммунизированные вакцинными штаммами 

группы статистически достоверно отличались от группы контроля (p<0.0001) (Рисунок 20). 



92 

 

 

 

А
н

у
и

1
7

А
н

у
и

1
7
-3

А
н

у
и

1
7
-5

P
B

S
 

0

2

4

6

8

1 0

lo
g

2
 Р

Т
Г

А

p = 0 .9 8 5 3

p = 0 .9 8 5 3

 

Рисунок 20. Гуморальный иммунный ответ для вакцинных штаммов H7N9 Ануи17, 

Ануи17-3 и Ануи17-5, результаты РТГА. Мыши СВА, N=8, Т-критерий Стьюдента. 

Таким образом, адаптация вакцинного штамма Ануи17 к культуре клеток MDCK 

привела к появлению мутаций S278N и N285K субъединице НА1, F69L в субъединице НА2, 

при этом указанные мутации не повлияли на инфекционную активность вакцинного 

штамма как в куриных эмбрионах, так и в культуре клеток MDCK, не изменили его 

рецепторной специфичности, а также не повлияли на иммуногенность вирусов на модели 

мышей, что свидетельствует о том, что «яичный» вакцинный штамм Ануи17 (H7N9) 

подходит для производства культуральной живой гриппозной вакцины против 

потенциально пандемических вирусов гриппа H7N9. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В разделах 3.3.1 и 3.3.2 были исследованы особенности адаптации к культуре клеток 

MDCK вакцинных штаммов против потенциально пандемических вирусов гриппа птиц 

H5N1 и H7N9. У обоих подтипов были обнаружены адаптационные мутации в стеблевом 

домене молекулы гемагглютинина, и для подтипа H5N1 была продемонстрирована 100% 

адаптация к культуре клеток MDCK, т.к. были обнаружены одинаковые мутации R145K в 

НА1 и R68K в НА2 у всех исследованных клонов. Данные мутации не повлияли на 

антигенность вакцинных штаммов, однако существенно ухудшили репродукцию как в 

развивающихся куриных эмбрионах, так и в культуре клеток MDCK. Адаптация вакцинных 

штаммов против вируса гриппа подтипа H7N9 привела к обнаружению мутаций S278N и 

N285K субъединице НА1, F69L в субъединице НА2 в 2 из 20 полученных клонов, что 

говорит о высокой стабильности штамма Ануи17 для живой гриппозной вакцины. Кроме 
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этого, обнаруженные мутации не повлияли на репродукцию вируса в обеих системах 

культивирования, их рецепторную специфичность и иммуногенность на модели мышей. 

3.3.3. Адаптация вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H3N2 к культуре клеток MDCK 

В работе был использован вакцинный штамм А/17/Техас/12/30 (H3N2) (Тех17), 

содержащий гемагглютинин и нейраминидазу от эпидемического вируса гриппа 

А/Техас/50/2012 (H3N2), рекомендованного ВОЗ для подготовки противогриппозных 

вакцин в сезоне 2013-2014 годов. После адаптации Тех17 к культуре клеток MDCK было 

выделено 20 клонов Тех17, в десяти из которых при секвенировании были обнаружены 

аминокислотные отличия в молекуле гемагглютинина (Таблица 9). 

В молекуле НА MDCK-адаптированных клонов вакцинного штамма Тех17 не было 

найдено общих мутаций, но были отмечены часто встречающиеся аминокислотные замены: 

V176I, P215T, P221S и D265E в НА1. А также были выявлены одиночные мутации: R301K 

в HA1, D79N, D79G, Y83H, E85D, W92G, K124E, N154K, D160H и N169K в HA2 (Таблица 

8). Следует отметить, что локализация часто встречающихся и одиночных мутаций 

различается: первые располагаются в глобулярной части НА вблизи рецептор-

связывающего сайта, вторые – в «ножке» молекулы гемагглютинина (Рисунок 22).  

Таблица 9. Мутации, обнаруженные в молекуле гемагглютинина MDCK-

адаптированных вариантов вакцинного штамма Тех17 
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HA1 

176 Val Val Val Ile Ile Val Val Ile Val Val Ile 

215 Pro Pro Pro Pro Pro Thr Thr Pro Thr Pro Pro 

221 Pro Pro Pro Ser Ser Pro Pro Ser Pro Pro Ser 

265 Asp Asp Asp 
Asp/ 

Glu 

Asp/ 

Glu 

Asp/ 

Glu 

Asp/ 

Glu 

Asp/ 

Glu 
Asp Asp Asp 

301 Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Lys Arg 

HA2 79 Asp Asp Asp Asp Gly Asp Asp Asp Asp Asp Asn 
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83 Tyr His Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr 

85 Glu Glu Glu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu 

92 Trp Trp Trp Trp Trp Trp Trp Trp 
Trp/

Gly 
Trp Trp 

124 Lys Lys Glu Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 

154 Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asn 

160 Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp His Asp Asp 

169 Asn Asn Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asn Asn 

 

Репродукция исходного вакцинного вируса Тех17 была в 50 раз лучше в системе 

куриных эмбрионов, чем в культуре клеток MDCK: 9,6 lg ЭИД50/мл против 

7,9 lg ТЦИД50/мл. Для производства вакцины на культуре клеток важно иметь высокую 

репродуктивную активность вакцинного штамма на соответствующем субстрате. 

Очевидно, что для достижения этой цели необходимо адаптировать вирус к культуре клеток 

и выделить наиболее перспективные клоны с повышенной репродукцией в данном 

субстрате. В результате исследования инфекционной активности MDCK-адаптированных 

вакцинных штаммов был выделен штамм Тех17-16, у которого был обнаружен наибольший 

статистически значимый рост титра в культуре клеток MDCK по сравнению с исходным 

вакцинным штаммом Тех17: 8,6 и 7,9 lg ТЦИД50/мл (Рисунок 21).  

 

 

Рисунок 21. Репродукция вакцинных вирусов гриппа А/17/Техас/12/30 (H3N2). 

* p < 0,05 по сравнению с ТЦИД50/мл Tex17; † p < 0,05 по сравнению с ЭИД50/мл Tex17-17. 
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Таким образом, набор мутаций V176I, P221S, D265E в HA1 и N154K в HA2 

ассоциируется с повышением репродукции вакцинного штамма в культуре клеток MDCK. 

Кроме этого, следует отметить, что был выявлен вариант Тех17-8, который статистически 

значимо снизил репродукцию в культуре клеток (7,1 lg ЭИД50/мл и 6,3 lg ТЦИД50/мл), на 

что повлияли аминокислотные замены P221S, D265E в HA1 и Y85E в HA2. Из 

вышесказанного следует, что мутации N154K и Y85E в HA2 являются критическими для 

размножения вируса в культуре клеток и требуют дальнейшего исследования. Также 

оказался интересен штамм Тех17-17, который в 200 раз лучше размножался в культуре 

клеток MDCK, чем в системе куриных эмбрионов – инфекционный титры Тех17-17 

5,9 lg ЭИД50/мл и 8,2 lg ТЦИД50/мл. Таким образом, адаптационные мутации P215T в HA1 

и W92G, D160H в HA2 дали вакцинному штамму существенное преимущество в культуре 

клеток MDCK, что может быть эффективно использовано в производстве культуральной 

ЖГВ. Однако надо отметить, что набор указанных мутаций значительно снизил 

инфекционную активность вируса в развивающихся куриных эмбрионах, и если обратить 

внимание на вирусы Тех17-11 и Тех17-15, можно заметить, что эти вирусы отличаются 

только мутациями в субъединице НА2 молекулы гемагглютинина, и именно 

аминокислотные различия в стеблевом домене НА являются ключевыми в адаптации 

вакцинных штаммов H3N2 к культуре клеток MDCK. 

Также на рисунке 22 представлены трехмерные структуры молекул НА вакцинных 

штаммов Тех17-8 и Тех17-16, на которых отмечены обнаруженные адаптационные 

мутации, где видно, что мутации, критическим образом повлиявшие на уровень репликации 

вакцинных штаммов в культуре клеток MDCK, находятся в ножке молекулы 

гемагглютинина. Также представляет интерес исследование иммуногенности и 

антигенности данных вирусов, однако, как упоминалось выше, современные вирусы гриппа 

подтипа H3N2 не способны инфицировать мышей, поэтому в рамках данной работы 

исследование иммуногенности не предполагается. 
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Рисунок 22. Трехмерная структура молекулы гемагглютинина A/Техас/50/2012 

(H3N2) с выделением исследуемых аминокислот. 

Поскольку современные человеческие штаммы H3N2 утратили способность заражать 

мышей, для исследования кросс-реактивности MDCK-адаптированных клонов Тех17-8, 

Тез17-16 и Тех17-17 была проведена РТГА с использованием гипериммунных крысиных 

сывороток, полученных по разработанной схеме иммунизации, и тех же вирусов в качестве 

антигена, а также соответствующего вакцинного и дикого вируса Тех17 и Тех-wt. 

Результаты данного эксперимента приведены в таблице 10, где можно видеть, что ни одна 

из исследуемых мутаций не повлияла на антигенность клеточных клонов штамма Тех17. 

 

Таблица 10. Кросс-реактивность антител в гипериммунных сыворотках крыс, 

полученных к различным вариантам вакцинного штамма ЖГВ H3N2 

Антигены 

Титр антигемагглютинирующих антител в 

гипериммунных сыворотках крыс, полученных к 

указанным вариантам вакцинного вируса 

Тех17 Тех17-8 Тех17-16 Тех17-17 

Тех-wt 1280 320 640 640 

Тех17 1280 320 320 1280 

Тех17-8 2560 320 320 1280 



97 

 

 

 

Тех17-16 640 640 640 640 

Тех17-17 1280 320 640 640 

 

Исходя из полученных данных, можно отметить, что адаптация вакцинного вируса 

гриппа А(H3N2) к культуре клеток MDCK привела к возникновению множественных 

аминокислотных замен в молекуле гемагглютинина. Было показано, что мутации N154K и 

Y85E, обнаруженные в субъединице HA2 молекулы НА вакцинного штамма, являются 

критическими для размножения вируса в культуре клеток MDCK. Кроме того, 

адаптационные мутации W92G, D160H в субъединице HA2 дают существенное 

преимущество репликации вакцинного вируса в культуре клеток MDCK над его 

репликацией в развивающихся куриных эмбрионах. 

 

3.3.4. Адаптация вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H1N1 к культуре клеток MDCK 

В работе был использован вакцинный штамм А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09) 

(Калиф17), содержащий гены гемагглютинина и нейраминидазы от эпидемического вируса 

гриппа А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm09), рекомендованного ВОЗ для подготовки 

противогриппозных вакцин в нескольких сезонах, начиная с 2009-2010 годов. После 

адаптации Калиф17 к культуре клеток MDCK был выделен и проанализирован 21 клон, три 

из которых по результатам секвенирования генов HA и NA имели аминокислотные отличия 

в молекуле гемагглютинина (Таблица 11). 

 

Таблица 11. Мутации, обнаруженные в гемагглютинине MDCK-адаптированных 

вариантов вакцинного штамма Калиф17. 

Субъединица 

гемагглютинина 

Аминокислотная 

позиция 

Исходный 

вирус 

Калиф17 

Клоны, адаптированные к MDCK 

Калиф17-1 Калиф17-4 Калиф17-8 

HA1 156 Asn Asp Asn Asp 

HA2 44 Ala Ala Val Val 

 

Интересно отметить, что вакцинные штаммы Калиф17-1 (N156D в НА1), Калиф17-4 

(A44V в НА2) и Калиф17-8 (N156D в НА1 и A44V в НА2) приобрели всего две различные 

мутации в молекуле гемагглютинина в различных вариациях, при этом через 2 

накопительных пассажа штаммы Калиф17-1 и Калиф17-4 стали идентичны штамму 
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Калиф17-8, т.е. приобрели каждый «недостающую» мутацию. Этот феномен говорит о том, 

что вакцинному штамму Калиф17 не хватило пяти пассажей для адаптации, и процесс 

продолжился при накоплении вирусов в культуре клеток MDCK. Этот же факт 

подтверждают данные по исследованию репродукции вакцинных штаммов Калиф17, 

представленные на рисунке 23. В системе куриных эмбрионов инфекционные титры 

вирусов Калиф17, Калиф17-1, Калиф17-4 и Калиф17-8 составляли 8,0; 6,6; 7,1 и 

8,2 lg ЭИД50/мл, соответственно. При этом клоны Калиф17-1 и Калиф17-4 размножались в 

8-40 раз хуже исходного «яичного» варианта Калиф17 и клона Калиф17-8 (р=0,0136 и 

р=0,0121). Тогда как в культуре клеток MDCK инфекционные титры тех же вирусов 

составляли 6,3; 6,2; 7,3 и 7,6 lg ТЦИД50/мл, соответственно, откуда видно, что в культуре 

клеток получили преимущество клоны Калиф17-4 и Калиф17-8 и стали размножаться 

лучше в 10-20 раз лучше исходного вируса Калиф17 (р=0,0469 и р=0,0257). 

 

 

Рисунок 23. Репродукция вакцинных вирусов гриппа А/17//Калифорния/2009/38 

(H1N1pdm) * p < 0,05 по сравнению с ТЦИД50/мл Калиф17; † p < 0,05 по сравнению с 

ЭИД50/мл Калиф17. 

Расположение аминокислотных замен в молекуле гемагглютинина показано на 

рисунке 24, где можно отметить сходную локализацию адаптационных мутаций в штаммах 

H1N1 и H3N2. 
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Рисунок 24. Трехмерная структура молекулы гемагглютинина A/Калифорния/07/09 

(H1N1pdm09) с выделением исследуемых аминокислот. 

Также была изучена иммуногенность вирусов Калиф17 и Калиф17-8, исследование 

которой проводилось на мышах линии СВА: 8 животных в каждой группе двукратно 

интраназально иммунизировали в объеме 50 мкл дозой 106 ТЦИД50 с интервалом в 21 день. 

Сыворотки крови собирали на 42й день после начала эксперимента и исследовали в ИФА, 

где определяли уровни сывороточных IgG антител. Результаты данного эксперимента 

представлены на рисунке 25. Было показано отсутствие значимых отличий в уровнях 

антител между группами, иммунизированными вакцинными штаммами Калиф17 и 

Калиф17-8, при этом в группе контроля специфических антител обнаружено не было и, 

соответственно, иммунизированные вакцинными штаммами группы статистически 

достоверно отличались от группы контроля (p=0.0024 и p=0.0157). 
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Рисунок 25. Иммуногенность вакцинного штамма Калиф17, полученного в РКЭ, и 

его аналога Калиф17-8, адаптированного к культуре клеток MDCK, в эксперименте на 

мышах линии СВА. (А) Зависимость оптической плотности от разведения сывороток в 

иммуноферментном анализе. (Б) Расчет площади под кривой по данным графика А. 

 

Защитная эффективность вакцинного штамма Калиф17 и его клеточного варианта 

Калиф17-8 была исследована на мышах линии СВА, которые были иммунизированы по той 

же схеме, что и для изучения иммуногенности, с последующим заражением диким вирусом 

А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm09), адаптированным к мышам, на день 45 после начала 

эксперимента. Челлендж-вирус вводили в дозе 105 lgЭИД50, после чего проводили 

ежедневный мониторинг выживаемости животных в течение 14 дней. Результаты 

выживаемости иммунизированных мышей после челленджа показаны на рисунке 26. Как 

можно видеть на графике, оба вакцинных штамма защитили животных от дикого вируса, и 

летальность в группах Калиф17 и Калиф17-8 составила 0%, тогда как в контрольной группе 

летальность составила 100% к 8 дню эксперимента.  
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Рисунок 26. Уровень выживаемости иммунизированных и контрольных мышей 

после экспериментального заражения летальным вирусом А/Калифорния/09/07 МА. 

Статистическая обработка произведена методом непараметрическим однофакторного 

ANOVA с поправкой Крускала-Уоллиса. 

Таким образом, мутации N156D в НА1 и A44V в НА2 не повлияли на иммуногенность 

вакцинного штамма Калиф17 после его адаптации к культуре клеток MDCK. 

Кросс-реактивность антител, индуцируемых MDCK-адаптированным вариантом 

Калиф17-8 и вакцинным штаммом Калиф17, оценивалась в реакции торможения 

гемагглютинации по классической методике, результаты которой представлены в таблице 

12. Так, титр сывороток группы Калиф17 против вирусов Калиф-wt, Калиф17 и Калиф17-8 

составил 640, 640 и 320 АЕ, соответственно, а титр сывороток группы Калиф17-8 против 

тех же вирусов составил 320, 320 и 320 АЕ. Таким образом, было показано, что 

адаптационные мутации не повлияли на способность продуцируемых антител связывать 

исходный вариант гемагглютинина штамма А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm09), что 

полностью согласуется с данными по иммуногенности, представленными выше. 

 

Таблица 12. Кросс-реактивность антител, вырабатываемых в ответ на иммунизацию 

мышей различными вариантами ЖГВ H1N1pdm09 

Антигены 

Титр антигемагглютинирующих антител в 

сыворотках крови мышей, привитых 

вариантом вакцинного штамма 

Калиф17 Калиф17-8 

Калиф-wt 640 320 

Калиф17 640 320 
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Калиф17-8 320 320 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе настоящего раздела исследования было показано, что вакцинные штаммы для 

ЖГВ подтипа H3N2 имеют высокую способность к мутированию в новых условиях 

культивирования. Так, после адаптации к культуре клеток MDCK вакцинного штамма 

H3N2 из предельных разведений было выделено 10 различных клонов с 11-ю различными 

мутациями, локализующимися как в субъединице НА1, так и в субъединице НА2. Изучение 

репродукции in vitro выделенных клонов показало, что мутации N154K и Y85E, 

обнаруженные в субъединице HA2 молекулы гемагглютинина вакцинного штамма, 

являются критическими для размножения вируса в культуре клеток MDCK. Кроме того, 

адаптационные мутации W92G, D160H в HA2 дают существенное преимущество 

репликации вакцинного вируса в культуре клеток MDCK над его репликацией в 

развивающихся куриных эмбрионах. Антигенность штаммов, имеющих повышенный 

уровень репродукции в культуре клеток MDCK, не менялась по сравнению с исходным 

«яичным» вариантом.  

Для штаммов ЖГВ подтипа H1N1 была обнаружена сцепка мутаций N156D в НА1 и 

A44V в НА2, которая дала вирусу 20-кратное преимущество при его накоплении в культуре 

клеток MDCK, и при этом эти мутации не влияют на иммуногенность и кросс-реактивность 

MDCK-адаптированных вариантов. Таким образом, показано, что штаммы для сезонной 

живой гриппозной вакцины способны адаптироваться к культуре клеток MDCK без утраты 

основных биологических свойств вакцинных штаммов. 

3.4. Исследование экспериментальных серий моновалентных ЖГВ, 

произведенных на культуре клеток MDCK 

Технология производства культуральной ЖГВ была ранее разработана в ФБУН ГНЦ 

ВБ «Вектор» (Новосибирск), при этом в качестве исходного сырья используются 

реассортантные вакцинные штаммы ЖГВ, подготовленные классическим методом 

реассортации в РКЭ. Компания зарегистрировала систему для производства живой 

гриппозной вакцины на культуре клеток млекопитающих и успешно произвела 

экспериментальную серию клеточных моновакцин против сезонных вирусов гриппа в 2015 

году, а затем было получено разрешение Министерства Здравоохранения РФ на 
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клинические испытания фазы I данного препарата [22, 134]. Однако, не было проведено 

исследования, отвечающего на вопрос, как повлиял процесс производства на свойства 

культуральной ЖГВ. Сотрудниками ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» нам были любезно 

предоставлены серии сезонных моновакцин для изучения возможных адаптационных 

мутаций в поверхностных антигенах вакцинных штаммов и их влияния на свойства 

вакцины. Результаты секвенирования полученных моновакцин представлены в таблице 13. 

 

Таблица 13. Аминокислотные замены в поверхностных антигенах 

экспериментальных клеточных моновалентных живых гриппозных вакцин. 

Вакцина Ген Белок Аминокислота 

Исходный 

вакцинный 

штамм 

Вакцинный 

штамм после 

производствен-

ных пассажей 

A/17/Боливия/2013/6585 

(H1N1pdm09) 

HA НА2 116 Lys Glu 

NA NA Мутаций не обнаружено 

A/17/Швейцария/2013/1 

(H3N2) 

HA HA1 
219 Ser Tyr 

246 Asn Lys 

NA NA Мутаций не обнаружено 

B/60/Пхукет/2013/26 
HA НА Мутаций не обнаружено 

NA NA Мутаций не обнаружено 

 

Из таблицы видно, что адаптационные мутации появились только в молекулах 

гемагглютинина вакцинных штаммов вирусов гриппа подтипа H1N1pdm09 и H3N2. В 

молекуле нейраминидазы мутаций обнаружено не было, что говорит о том, что этот белок 

менее подвержен антигенному дрейфу и, в частности, MDCK-адаптационным мутациям. 

На рисунке 27 показаны трехмерные структуры молекул гемагглютинина вирусов гриппа 

А/17/Боливия/2013/6585 (H1N1pdm) и A/17/Швейцария/2013/1 (H3N2), также на молекулах 

отмечены аминокислотные позиции адаптационных мутаций, описанных в главах 3.3.3. и 

3.3.4.  
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Рисунок 27. Трехмерная структура молекул гемагглютинина вируса гриппа подтипов 

H1N1 (слева) и H3N2 (справа), отмечены адаптационные мутации, обнаруженные при 

адаптации штаммов ЖГВ в лабораторном и производственном масштабах. 

Сравнение стерического расположения клеточно-адаптационных мутаций выявило их 

схожесть среди каждого подтипа. Так, в подтипе H1N1 аминокислотные замены А44V 

(Калиф17-4) и К116Е (Боливия17) находятся в непосредственной близости друг от друга в 

субъединице НА2 в ножке молекулы гемагглютинина, а большинство обнаруженных 

адаптационных замен штаммов H3N2 – в глобулярной части молекулы. Таким образом 

можно отметить, что при адаптации вакцинных штаммов ЖГВ к культуре клеток MDCK 

существует закономерность внутри подтипа вируса гриппа, выражающаяся в схожем 

стерическом расположении адаптационных мутаций при их адаптации в лабораторных 

условиях и при наработке в производственных масштабах. 

Моновалентные вакцины ЖГВ против вируса гриппа типа А в дополнение ко всему 

были клонированы на монослое MDCK методом бляшкообразования, а у полученных 

клонов был секвенирован ген гемагглютинина для поиска адаптационных мутаций в 

минорных популяциях культуральной ЖГВ. В результате в подтипе H1N1 дополнительных 

аминокислотных замен обнаружено не было, в то время как в подтипе H3N2 удалось 

выделить клон Switz17-4, несущий дополнительную адаптационную мутацию L135I в 

субъединице НА2. При исследовании репродукции вакцинных штаммов клеточной ЖГВ 

различий в инфекционной активности в культуре клеток MDCK выявлено не было 
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(Рисунок 28). Также для обоих вирусов были проведены исследования кросс-реактивности, 

которые также не показали антигенных различий между штаммами (Таблица 14). 

 

 

Рисунок 28. Репродукция штаммов моновалентной экспериментальной клеточной 

ЖГВ 

Таблица 14. Значения титров антител в РТГА к исследуемым вакцинным штаммам и 

дикому штамму вируса гриппа А/Швейцария/1/2013 (H3N2). 

 Антитела в гипериммунной сыворотке 

Швейцария17 Швейцария17-4 Швейцария-wt 

А
н

ти
ге

н
 Швейцария17 1280 640 1280 

Швейцария17-4 1280 640 1280 

Швейцария-wt 1280 640 1280 

 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, из всех вышесказанного можно заключить, что локализация мутаций, 

обнаруженных в производственных сериях культуральной ЖГВ, схожа с локализацией 

мутаций, описанных в пункте 3.3, что свидетельствует об адекватности нашей модели 

адаптации вакцинных штаммов к культуре клеток MDCK. Также мутации, полученные в 

ходе производственного процесса, не влияют на репродукцию вакцинных штаммов в 

тканевой культуре, а вакцинные штаммы, полученные классическим путем на 

развивающихся куриных эмбрионах, могут выращиваться на культуре клеток MDCK в 

производственных масштабах с сохранением их основных биологических характеристик. 
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ГЛАВА IV. ОБСУЖДЕНИЕ 

В последние десятилетия активно обсуждается вопрос о переводе производства 

гриппозных вакцин с развивающихся куриных эмбрионов на перевиваемые клеточные 

линии, что позволит в короткие сроки нарабатывать большие объемы вирусной биомассы, 

а также сузит список противопоказаний, в частности, позволив применять вакцину лицам, 

страдающим аллергией на куриный белок. Кроме того, если пандемия гриппа будет вызвана 

высокопатогенным вирусом гриппа птиц, высока вероятность того, что поголовье кур на 

птицефабриках будет полностью уничтожено, поэтому независимость вакцинного 

производства от поставки яиц с птицефабрик также крайне важна. Соответственно, было 

необходимо провести всестороннюю характеристику вакцинных штаммов ЖГВ, 

подготовленных либо методом классической реассортации в РКЭ, либо методами обратной 

генетики, после их накопления в культуре клеток млекопитающих, для обоснования 

сохранности их основных биологических свойств. Наиболее интересными в данном случае 

являются адаптационные изменения в поверхностных гликопротеингликоах – 

гемагглютинине (НА) и нейраминидазе (NA), поскольку они являются основными 

антигенами вируса гриппа, на которые вырабатывается гуморальный иммунный ответ. 

Кроме того, они взаимодействуют с рецепторами на поверхности клеток-мишеней и, 

соответственно, могут влиять на ростовые характеристики, рецепторную специфичность, 

иммуногенность и антигенность вакцинных штаммов.  

Известно, что пандемии гриппа могут возникать вследствие адаптации вирусов 

гриппа птиц к клеткам млекопитающих. Например, причиной возникновения пандемии 

«азиатского» гриппа А(H2N2) в 1957 году явилась адаптация молекулы гемагглютинина 

вируса гриппа птиц к рецептору человеческого типа α2,6, что послужило возможностью для 

преодоления межвидового барьера. Вирусы гриппа A(H2N2) циркулировали в 

человеческой популяции с 1957 по 1968 гг., после чего они были вытеснены вирусами 

A(H3N2), вызвавшими пандемию «гонконгского» гриппа [203]. Поскольку вирусы H2N2 не 

инфицируют людей уже более 50 лет, можно говорить о чрезвычайно низком уровне 

популяционного иммунитета к данным вирусам, и люди, рожденные после 1968 года, 

являются наиболее уязвимой группой в случае возвращения вирусов H2N2 в циркуляцию 

[204]. Учитывая сохранность вирусов гриппа с гемагглютинином Н2 в природном 

резервуаре [12, 205, 206], вероятность наступления новой пандемии гриппа H2N2 

оценивается как высокая [207]. В этой связи исследования, направленные на разработку и 

детальное изучение потенциально пандемических вакцин против вирусов данного подтипа, 

являются чрезвычайно важными и актуальными.  
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Ранее в Отделе вирусологии им. А.А.Смородинцева ФГБНУ «ИЭМ» была 

разработана и изучена в доклинических и клинических исследованиях живая гриппозная 

вакцина против вируса H2N2, циркулировавшего в конце пандемической волны – 

А/Калифорния/1/66 (H2N2) [115, 208], и данная вакцина может быть использована для 

иммунизации наиболее уязвимых групп населения в случае возвращения в циркуляцию 

антигенно схожих вирусов H2N2. Однако результаты мониторинга за вирусами гриппа 

птиц показывают, что большинство изолятов подтипа H2N2 остаются антигенно сходными 

с пандемическим вирусом A/Singapore/1/57 и сохраняют предпочтение к сиаловым 

рецепторам птичьего типа α2,3 [207]. И при этом детальные исследования влияния 

рецепторной специфичности вирусов на их трасмиссивность в экспериментах на хорьках 

показали, что при переключении рецепторной специфичности с α2,3 на α2,6 тип 

существенно повышается способность вируса передаваться воздушно-капельным путем, 

что может сыграть решающую роль в пандемическом распространении вирусов H2N2 [10]. 

Тем не менее, в литературе отсутствуют четкие данные о том, какие именно вирусы лучше 

использовать для подготовки вакцин в начале пандемии, вызванной вирусами гриппа птиц 

и обладающих сродством к обоим типам клеточных рецепторов.  

В настоящей работе был проведен модельный эксперимент с пандемическими 

вариантами вируса A/Singapore/1/57, социркулировавшими в 1957 г. и отличающимися 

рецепторной специфичностью молекулы НА, которая определялась тремя 

аминокислотными отличиями в субъединице НА1: E156, Q226, G228 у варианта Sing-α2,3 

и K156, L226, S228 у варианта Sing-α2,6. Поскольку пандемические вакцины целесообразно 

производить на перевиваемых клеточных линиях для повышения качества продукта и 

возможности ускоренного масштабирования производства [209, 210], было проведено 

серийное пассирование как исходных пандемических вирусов Sing-α2,3 и Sing-α2,6, так и 

реассортантных вакцинных штаммов ЖГВ, подготовленных на их основе, в культуре 

клеток MDCK с последующей идентификацией новых замен в молекуле НА. Интересно, 

что адаптационные мутации возникали только при пассировании в клетках пандемических 

вирусов, но не вакцинных штаммов ЖГВ, подготовленных методами обратной генетики. 

Это может быть связано с тем, что пандемические варианты представляли собой 

гетерогенную популяцию вирусов с неизвестной пассажной историей, тогда как вакцинные 

вирусы прошли только два пассажа в РКЭ после сборки из плазмид и представляли собой 

более гомогенную популяцию. Важно отметить, что обнаруженные нами мутации не 

повлияли на рецепторную специфичность вирусов, но оказывали влияние на их 

антигенность. В частности, мутация P221S в субъединице НА1 носила характер escape-
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мутации, поскольку позволяла избегать распознавание антителами в сыворотках животных, 

иммунизированных всеми исследованными вариантами A/Singapore/1/57. Интересно, что 

аналогичная мутация была описана для вирусов гриппа птиц подтипа H9N2, при этом она 

снижала сродство вируса к аналогу птичьего рецептора α2,3, но в комбинации с мутацией 

L226Q сродство к данному типу рецептора восстанавливалось, что полностью совпадает с 

нашими результатами [211]. Кроме того, мутация P221S обнаруживалась у вируса 

А/Wyoming/3/2003 (H3N2) при его серийном пассировании в клетках MDCK, что также 

подтверждает адаптационный характер данной замены [212]. 

Наиболее важным результатом исследования является демонстрация более широкой 

кросс-реактивности антител, вырабатываемых при интраназальной иммунизации 

животных вирусами H2N2 с рецепторной специфичностью α2,3. Причем это было показано 

как для пандемических вирусов A/Singapore/1/57, так и для вакцинных реассортантных 

штаммов ЖГВ, полученных методами обратной генетики. Тут важно отметить, что 

вакцинный штамм ЖГВ 17/Sing-α2,3 подходит для производства на культуре клеток, 

поскольку достигает высокого инфекционного титра в культуре клеток MDCK, а 

гомогенная природа штамма за счет его подготовки генно-инженерными методами 

обеспечит генетическую стабильность вакцины при серийных пассажах на клетках MDCK, 

что говорит в пользу массовой наработки вакцины на данном субстрате в первую волну 

пандемии. Такой выбор штамма для производства пандемической клеточной ЖГВ позволит 

нарабатывать большие объемы вакцины в культуре клеток MDCK, а также обеспечит 

высокую эффективность препарата благодаря полноценному антигенному охвату 

циркулирующих вирусов гриппа в начале пандемической волны – т.е. при одновременной 

циркуляции вирусов с рецепторной специфичностью α2,3 и α2,6. 

Несмотря на то, что выдвинутая нами гипотеза нашла экспериментальное 

подтверждение на различных животных моделях, для потенциального широкого 

применения штамма ЖГВ 17/Sing-α2,3 среди людей требуется изучение его 

иммуногенности и кросс-реактивности в клинических испытаниях. Одним из препятствий 

к использованию штамма ЖГВ 17/Sing-α2,3 в клинической практике может служить 

потенциально сниженная репликативная активность вируса в верхних дыхательных путях 

людей, поскольку у людей рецепторы типа α2,3 слабо представлены в ВДП и 

преимущественно экспрессируются в нижних отделах респираторного тракта [213], где 

вакцинный вирус не размножается в силу своего температурочувствительного фенотипа, 

что может привести к низкой иммуногенности ЖГВ. Однако опыт иммунизации людей 

ЖГВ против птичьего гриппа Н5N1, возбудитель которого также имеет рецепторную 
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специфичность α2,3, показал, что даже в отсутствии репликации в ВДП и при низких 

уровнях сывороточных антител к вирусу после интраназальной иммунизации, ЖГВ 

формирует долгоживущий иммунный ответ, который может быть демаскирован путем 

введения инактивированной гриппозной вакцины несколько месяцев и даже лет спустя 

[214-216]. Соответственно, стратегия гетерологичной прайм-буст иммунизации в начале 

пандемии гриппа H2N2 также может рассматриваться как наиболее перспективная для 

формирования мощного долгоживущего гуморального иммунитета с широким спектром 

защиты.  

Как упоминалось ранее, адаптация вируса к новому кругу хозяев неизбежно ведет за 

собой появление адаптационных мутаций, которые могут приводить к изменению свойств 

исходного вируса. При этом адаптационные мутации могут носить драматический 

характер, как, например, произошло при адаптации вирусов гриппа от клеток птичьего 

происхождения к клеткам млекопитающих, что привело к пандемиям гриппа H2N2 (1957) 

и H3N2 (1968) [10, 217-219]. Субстрат для наработки биомассы для получения гриппозной 

вакцины, как живой, так и инактивированной, также может оказывать влияние на ее 

свойства. Данные секвенирования, полученные после адаптации вакцинных штаммов ЖГВ 

17/Sing-α2,3 и 17/Sing-α2,6 к культуре клеток MDCK, говорят о том, что оба вируса не 

приобрели адаптационных мутаций в течение 5 пассажей на культуре клеток MDCK и 

оказались генетически идентичными соответствующему исходному штамму ЖГВ. Можно 

предположить, что стабильность генома штаммов H2N2 связана с их обратно-генетическим 

происхождением, т.е. исходные штаммы хорошо размножаются в культуре клеток MDCK, 

и отсутствие изначальных минорных популяций снижает скорость антигенного дрейфа. 

Интересно, что результаты адаптации обратно-генетического штамма ЖГВ к культуре 

клеток MDCK повторились с подтипом H5N1. Так, вакцинный штамм 

А44/Вьетнам/1203/2004 (H5N1)-rg, полученный на основе высокопатогенного вируса 

гриппа А/Вьетнам/1203/2004 (H5N1) с помощью методов обратной генетики, также, как и 

штаммы ЖГВ подтипа H2N2, был генетически стабилен, и аминокислотных замен в 

поверхностных белках после его адаптации к клеткам MDCK обнаружено не было. Таким 

образом, обратно-генетические штаммы демонстрируют генетическую стабильность и 

отсутствие адаптационных изменений в течение пяти пассажей на культуре клеток MDCK, 

необходимых для получения клеточной гриппозной вакцины в производственном 

масштабе. 

Следует отметить, что из-за патентных ограничений подготовка штаммов для 

отечественной ЖГВ в настоящее время возможна только с использованием метода 
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классической реассортации в развивающихся куриных эмбрионах, при этом известны 

случаи появления яично-адаптационных мутаций, которые влияли на антигенность 

вакцинного штамма, что приводило к снижению эффективности вакцины при ее массовом 

применении [218, 220-222]. Одно из общепризнанных преимуществ культуральной 

гриппозной вакцины является возможность ее производства в условия пандемии 

высокопатогенного птичьего гриппа, когда поставки сертифицированных развивающихся 

куриных эмбрионов могут быть нестабильны или под угрозой срыва – в коммерческих 

хозяйствах приходится уничтожать миллионы домашней птицы, как, например, во время 

вспышки высокопатогенного птичьего гриппа в 2014-2015 годах пришлось уничтожить 48 

миллионов голов кур и индеек [223, 224]. В настоящее время ряд подтипов вируса гриппа 

А признаны потенциально пандемическими, однако, на протяжении последних двух 

десятилетий наиболее опасными считаются подтипы H5N1 и H7N9 [13, 225]. По данным 

ВОЗ в период с января 2003 по 12 декабря 2024 года в мире зарегистрировано 954 случая 

заражения людей гриппом H5N1, из которых было зафиксировано 454 смертельных исхода 

[226]. Ряд исследований по адаптации к хорькам вирусов гриппа H5N1 показали 

возможность постепенной смены рецепторной специфичности таких вирусов с птичьего 

рецептора на человеческий, либо увеличения сродства к человеческому типу рецепторов 

α2,6, однако в природе до сих пор таких изменений не произошло [144, 146-148].  

Предложенная стратегия ВОЗ для борьбы с вероятной пандемией птичьих вирусов 

гриппа заключается в подготовке вакцинных штаммов против наиболее вероятных 

возбудителей будущей пандемии. Так, в Китае была разработана культуральная 

цельновирионная инактивированная вакцина против гриппа H5N1 и успешно прошла 

доклинические испытания [227]. В отделе вирусологии ФГБНУ «ИЭМ» был получен 

вакцинный штамм для живой гриппозной вакцины на основе штамма NIBRG-23 для 

инактивированной гриппозной вакцины, гемагглютинин и нейраминидаза которого 

соответствовали дикому вирусу гриппа А/индюк/Турция/1/2005 (H5N1): методом 

классической реассортации был получен штамм ЖГВ А/17/индюк/Турция/2005/133 (H5N2) 

с вакцинной формулой генома 7:1, поскольку ген нейраминидазы N1 не наследовался с 

гемагглютинином Н5, при этом геном вакцинного штамма был стабилен и не приобрел 

яично-адаптационных мутаций [202, 228]. При адаптации штамма Тур17 к культуре клеток 

MDCK во всех выделенных клонах данного вируса был обнаружен одинаковый набор 

мутаций R145K в НА1 и R68K в НА2. Те же мутации были идентифицированы в двух 

изолятах (В1) от волонтеров из фазы I клинических испытаний вакцинного штамма ЖГВ, а 

также был обнаружен изолят (А5) с дополнительной мутацией E147K в НА2 [116, 229]. 
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Поскольку известно, что аргинин и лизин являются структурно похожими аминокислотами, 

то предполагалось, что данные замены не должны иметь значительного влияния на 

свойства вакцинного штамма. Это было подтверждено в исследованиях антигенности и 

иммуногенности MDCK-адаптированного варианта Тур17-1: иммуногенность и 

антигенность сохранялись на уровне исходного штамма Тур17. Также в клинических 

испытаниях не было выявлено отличий в иммунных ответах волонтеров, у которых были 

выделены данные мутации [116]. Хотя замена глутаминовой кислоты на лизин (E147K в 

НА2) считается значительным явлением, эта мутация находится в стеблевом домене HA и 

не должна влиять на антигенные и иммуногенные свойства вакцины [228].  

Вакцинный штамм Тур17 был использован для производства культуральной ЖГВ на 

культуре клеток MDCK в Сывороточном Институте Индии (Индия, Пуна), где также были 

проведены доклинические исследования иммуногенности и защитной эффективности 

данной вакцины на хорьках, причем как яичного варианта, так и культурального [230]. 

Результаты экспериментов на хорьках показали высокий уровень иммуногенности и 

защиты для штамма культуральной ЖГВ Тур17 в одно- и двукратной иммунизации, а также 

высокий уровень защиты в отношении гетерологичного штамма A/Вьетнам/1203/2004 

(H5N1) [230]. Интересно отметить, что в эксперименте по протективной активности при 

челлендже гомологичным вирусом А/индюк/Турция/1/2005 (H5N1) в группах животных, 

иммунизированных культуральной ЖГВ, не было обнаружено живого вируса, тогда как в 

группе, иммунизированной яичным вариантом ЖГВ, его детектировали на 3й день после 

заражения [230], что также свидетельствует в пользу ЖГВ, произведенной на культуре 

клеток MDCK. 

Заражение человека вирусами гриппа подтипа H7N9 впервые было зафиксировано в 

марте 2013 года, и за это время было лабораторно подтверждено 1 568 случаев заражения 

людей, включая 616 смертельных, таким образом официальная статистика смертности от 

гриппа H7N9 составляет 39%, а последний известный случай инфицирования произошел в 

2019 году [231]. Несмотря на это, пандемический потенциал вируса гриппа H7N9 считается 

высоким, поскольку рецепторная специфичность штаммов начала меняться в естественных 

условиях циркуляции вируса – штаммы, выделенные в начале волны 2013 года, имели 

различия в рецепторной специфичности: штамм А/Шанхай/1/2013 (H7N9) имел остаток 

глутамина в позиции 226 НА1 и характеризовался сродством к рецепторам птичьего типа 

α2,3, а штамм А/Ануи/1/2013 (H7N9) имел лейцин в позиции 226 НА1 и обладал сродством 

к человеческим рецепторам α2,6 [13]. Ситуация, когда происходит социркуляция штаммов 

с различной рецепторной специфичностью в начале пандемической волны, крайне схожа с 
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началом пандемии 1957 года, когда некоторое время социркулировали штаммы Sing-α2,3 и 

Sing-α2,6. Однако, благодаря противоэпидемическим мерам китайского правительства и 

тому факту, что вирус не приобрел полное сродство к человеческому рецептору α2,6, в том 

числе, за счет отсутствия замены G228S в НА1, пандемии гриппа H7N9 удалось избежать. 

Однако, такая вероятность существовала, и эксперименты по изучению трансмиссивности 

данных вирусов продолжались, где было показано, что на модели хорьков штамма 

А/Ануи/1/2013 способен передаваться воздушно-капельным путем, в отличие от штамма 

А/Шанхай/1/2013, что значительно увеличило предпосылки к началу пандемии [153]. Для 

подготовки к пандемии гриппа H7N9 ВОЗ рекомендовала готовить вакцинные штаммы для 

ИГВ и ЖГВ на основе штамма А/Ануи/1/2013. Соответственно, в отделе вирусологии 

ФГБНУ «ИЭМ» в июне 2013 года методом классической реассортации был получен штамм 

для живой гриппозной вакцины Ануи17, после чего была проведена серия доклинических 

исследований, а в 2014 году и фаза I клинических испытаний [114]. В ходе этих испытаний 

было показано, что ЖГВ безопасна и высокоиммуногенна, при этом вакцинный штамм 

активно выделялся у волонтеров в первые дни после иммунизации, и при этом у двух 

волонтеров была обнаружена мутация L68F в НА2 на 2й и 3й дни после иммунизации [114]. 

Следует отметить, что мутации, идентифицированные при адаптации штамма Ануи17 к 

культуре клеток MDCK, также были немногочисленны: обнаружены всего в двух вариантах 

из 24, вариант Ануи17-3 имел мутации в S278N субъединице НА1 и F69L в субъединице 

НА2, у варианта же Ануи17-5 была обнаружена только одна мутация N285K в субъединице 

НА1. Как видно, MDCK-адаптационная мутация F69L и мутация, обнаруженная в 

клинических испытаниях, L68F в НА2 находятся на соседних позициях, что может 

свидетельствовать о схожем характере адаптации вируса H7N9 к эпителиальным клеткам 

человека и перевиваемой линии клеток MDCK. 

Вакцинный штамм Ануи17, как и штамм Тур17, был использован для производства 

культуральной ЖГВ на клетках MDCK в Сывороточном Институте Индии (Индия, Пуна), 

где также были проведены сравнительные доклинические исследования иммуногенности и 

защитной эффективности яичного и культурального вариантов данной вакцины на хорьках 

[230]. В результате экспериментов было определено, что в группе культуральной ЖГВ с 

однократной иммунизацией у одного из шести животных на первый и второй дни после 

челленджда обнаруживался живой вирус, при этом методом ПЦР-РВ было определено 

наличие вирусной РНК у четырех из шести животных, тогда как в группе с двукратной 

иммунизацией культуральной ЖГВ живого вируса не обнаруживалось ни в один из дней 

после заражения, а вирусная РНК методом ПЦР-РВ была обнаружена всего у двух 
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животных из шести. В группе, однократно иммунизированной яичным вариантом вакцины, 

живого вируса обнаружено не было, при этом вирусную РНК методом ПЦР-РВ удалось 

детектировать у 100% животных из группы. Следует отметить, что авторы не исследовали 

культуральные и яичные ЖГВ на предмет появления адаптационных мутаций в молекулах 

гемагглютинина [230]. 

Поскольку штаммы H3N2 являются наиболее изменчивыми и больше остальных 

подвержены антигенному дрейфу, это обстоятельство необходимо учитывать при 

наработке вакцинных вирусов в различных субстратах культивирования [218]. Так, с 2013 

по 2018 годы был обнаружен ряд мутаций, критически повлиявших на антигенность 

циркулирующих вирусов: замены F159Y и K160T в антигенном сайте B, вместе с остатком 

N в сайте 158, способствуют приобретению дополнительного сайта гликозилирования, что 

активно помогало вирусу ускользать от иммунного ответа [179, 232, 233]. Затем в процессе 

эволюции произошла характерная аминокислотная замена N171K, расположенная на 

антигенном сайте D молекулы гемагглютинина, а также замены D122N и T135K в 

антигенном сайте A, каждая из которых вызывает потерю N-связанных сайтов 

гликозилирования [234]. Следующий сезон выявил наличие замены S144K в молекуле НА1, 

которая находится в антигенном сайте, фланкирующем рецептор-связывающий сайт. Два 

кластера вируса гриппа H3N2 показали, что антигенно важны и замены I58V и S219Y, а 

также – замены 122D и S262N, которые также приводят к потере сайта гликозилирования 

[218]. Интересно отметить, что в настоящем исследовании при адаптации к культуре клеток 

MDCK были обнаружены мутации, тоже, вероятно, находящиеся в антигенных сайтах – 

V176I, P215T, P221S и S219Y, однако, было показано, что они не влияют на антигенность 

вакцинного штамма (табл. 6), но влияют его способность к росту в клетках млекопитающих.  

В исследованиях инфекционной активности и стабильности высокоурожайных 

штаммов вируса гриппа для ИГВ было продемонстрировано, что культивирование вирусов 

гриппа H1N1 и H3N2 в культуре клеток Vero или MDCK в подкисленных условиях 

сохраняет стабильность вируса, что успешно использовалось при производстве ИГВ против 

птичьего гриппа H5N1. Пассирование вирусов в культуре клеток Vero без дополнительных 

условий способствовало появлению в молекуле НА2 адаптационных мутаций N50K (H1N1) 

и D160E (H3N2), которые улучшали рост вируса в культуре клеток, но при этом 

отрицательно сказывались на стабильности антигена [178]. Вирусы H3N2, накопленные в 

РКЭ, запускают конформационные изменения в молекуле НА в менее кислых условиях, чем 

их антигенно схожие первичные изоляты, и этот фенотип связывали с наличием 

аминокислотных замен A138S, L194P в НА1 и D160N в НА2, пониженной устойчивостью 
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к кислым условиям и повышенной температуре [178]. Вероятно, отличие уровней рН при 

размножении в куриных эмбрионах и культуре клеток обусловило появление мутаций в 

районе пептида слияния в НА2 у MDCK-адаптированных вариантов вакцинных штаммов 

H3N2 Тех17-8, Тех17-16, Тех17-17 и H1N1 Калиф17-8.  

Интересно, что пять мутаций в молекуле гемагглютинина обнаружились только в 

молекуле НА1, в частности, четыре из них (A138S, G218R, P221L и V223I) находятся вблизи 

рецептор-связывающего сайта [40]. Мутация N165K локализовалась в антигенном сайте НА 

[40]. Замена A138S может возникать in vivo у пациентов с ослабленным иммунитетом, в 

также in vitro в культуре клеток MDCK, и было обнаружено, что она вызывает полную 

потерю связывания α2,3 типа рецептора [185]. Мутация в позиции 218 в молекуле НА1, 

которая находится в близи рецептор-связывающего сайта, была также ассоциирована со 

снижением аффинности к человеческому рецептору и с повышенной патогенностью на 

модели мышей [187, 188]. Аминокислотная замена L194P в НА1, превалирующая в яично-

адаптированных (пассированных в куриных эмбрионах 4-5 раз) вариантах вирусов H3N2, 

на три порядка снижает связывание и нейтрализацию антителами широкого спектра 

действия, распознающими рецептор-связывающий сайт, а также значительно меняет 

антигенность молекулы гемагглютинина [8]. Несмотря на то, что часть обнаруженных в 

нашем исследовании адаптационных мутаций находится в значимых местах молекулы 

гемагглютинина, таких как рецептор-связывающий сайт или антигенные сайты, описанные 

мутации не влияют на ключевые для вакцинного штамма ЖГВ показатели – не меняется 

антигенность MDCK-адаптированного штамма, его иммуногенность, но при этом 

увеличивается репликативная активность вакцинного вируса в культуре клеток, т.е. 

приобретается полезное свойство в контексте производства культуральной ЖГВ.  

Штамм вируса гриппа А/Калифорния/7/2009 (H1N1pdm09) генетически очень похож 

на штамм А/Калифорния/4/2009 (H1N1pdm09), но был выделен в системе РКЭ и при 

пассировании получил адаптационную мутацию Q226R, а после адаптации к мышам 

добавилось еще две мутации N159D и K212M. При этом вирус с мутацией Q226R в НА1 

потерял сродство к рецепторам человеческого типа и приобрел сродство к птичьим 

рецепторам [168]. В обоих вирусах мутации, находящиеся непосредственно в рецептор-

связывающем сайте, ожидаемо повлияли на рецепторную специфичность вируса, нарушив 

при этом баланс HA-NA, что повлекло за собой снижение репродуктивной активности 

вируса в культуре клеток MDCK-SIAT-1. Появившиеся еще через несколько пассажей в 

мышах мутации в молекуле НА стали компенсаторными по поверхностному заряду 

молекулы и при этом внесли существенный вклад в усиление патогенности исследуемых 
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вирусов. Интересно, что данные по вкладу мутаций D225E и Q226R в НА в вирулентность 

пандемического вируса гриппа H1N1 на мышах были также получены и корейскими 

учеными [169]. Также в других исследованиях мутацию N159D ассоциируют с escape-

мутациями, которые позволяют вирусу ускользать от иммунного ответа [235].  

При подготовке вакцинного штамма X-181 H1N1pdm09 в куриных эмбрионах были 

обнаружены мутации N133D, K212T и Q226R в молекуле НА1, которые привели к сильному 

изменению кросс-реактивности вакцинного штамма, в результате которого антитела, 

индуцированные вакцинным штаммом, связывались с диким типом вируса, но не 

нейтрализовали его [85]. Эволюционные исследования молекулы гемагглютинина H1 

показали важное значение аминокислот в позициях 156, 190 и 225 для адаптации к 

человеческим рецепторам и антигенному дрейфу циркулирующих вирусов H1N1 [236]. 

Сравнение культуральных и яичных штаммов для инактивированной вакцины X-181 

(Калифорния H1N1), X-187 (Виктория H3N2) и B/Brisbane/60/2008, мутация была 

обнаружена только в гемагглютинине штамма В – N212S [237]. 

Сравнение штаммов H1N1pdm09 А/Калифорния/9/2007 и А/Брисбен/10/2010 

показало наличие мутации Е47К в молекуле НА2, которая влияла на стабильность тримера 

гемагглютинина, снижала пороговое значение pH слияния мембран с 5,4 до 5,0, а также 

было установлено, что это происходит из-за наличия межмономерного солевого мостика 

между аминокислотами К47 в НА2 и Е21 в НА1 [176]. Кроме того, замена Е47К повысила 

термостабильность вируса и его вирулентность у хорьков, что указывает на преимущество 

вируса с К47 в НА2 при адаптации к эволюционным изменениям у людей [177]. Мутация 

V66H в НА2 в месте контакта двух субъединиц молекулы гемагглютинина вируса гриппа 

A/WSN/33 (H1N1) влияет на максимум рН слияния в сторону более низких значений (с 5,6 

до 5,1) и при этом снижалась способность к репликации вируса в клетках MDCK, но 

сопровождалось более долгим клиренсом вируса в мышах [238]. Можно заметить, что 

адаптационные мутации, обнаруженные к данном исследовании (A44V в Калиф17-8 и 

К116Е в Боливия17-М) имеют сходную локацию с уже описанными мутациями К47 в НА2 

и Е21 в НА1. Вероятно, они могут оказывать влияние на пороговое значение рН при 

слиянии мембран, что является ожидаемым результатом адаптации вирусов к новому 

субстрату. 

Исходя из полученных данных, адаптация вакцинного вируса гриппа А(H3N2) к 

культуре клеток MDCK привела к возникновению множественных аминокислотных замен 

в гемагглютинине. Было показано, мутации N154K и Y85E, обнаруженные в субъединице 

HA2 молекулы гемагглютинина вакцинного штамма, являются критическими для 
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размножения вируса в культуре клеток. Кроме того, адаптационные мутации W92G, D160H 

в HA2 увеличивают репликацию вакцинного вируса в культуре клеток MDCK по 

сравнению с репликацией в развивающихся куриных эмбрионах. 

Сравнение стерического расположения адаптационных мутаций между штаммами, 

адаптированными к клеткам MDCK в лабораторных и производственных условиях, 

выявило схожесть этих позиций. Так, в штамме H1N1 аминокислотные замены А44V 

(Калиф17-4) и К116Е (Боливия17) находятся в непосредственной близости друг от друга в 

субъединице НА2 в ножке гемагглютинина, а большинство обнаруженных адаптационных 

замен у штаммов H3N2 – в глобулярном домене молекулы НА1 (Рисунок 27). Таким 

образом можно отметить, что адаптация вакцинных штаммов ЖГВ к культуре клеток 

MDCK в условиях лаборатории и в производственном масштабе приводит к появлению 

схожих адаптационных замен у штаммов одного подтипа, при этом вирусы гриппа типа В 

являются максимально стабильными, а вирусы A/H1N1 приобретают адаптационные 

замены, необходимые для усиленной репликации вируса в данном субстрате. Штаммы 

А/H3N2 являются наименее стабильными, а адаптационные мутации могут захватывать и 

рецептор-связывающие области, что указывает на необходимость тщательного 

отслеживания антигенных свойств штаммов данного подтипа при их производстве на 

клеточном субстрате. 

Исходя из полученных данных, можно утверждать, что в условиях патентных 

ограничений вакцинные штаммы ЖГВ, полученные путем классической реассортации в 

развивающихся куриных эмбрионах могут успешно использоваться для производства 

живой гриппозной вакцины на культуре клеток MDCK с сохранением репликативной 

активности, антигенности, иммуногенности и защитной эффективности. Также следует 

отметить, что при получении штаммов ЖГВ генно-инженерными методами, появится 

возможность использовать эпидемические вирусы, рекомендованные для получения 

культуральной вакцины, а генетическая стабильность вакцинных штаммов, полученных 

методами обратной генетики, даст дополнительное преимущество культуральной ЖГВ. 

 

ВЫВОДЫ 

(1) Адаптация к клеткам MDCK пандемических вирусов гриппа A(H2N2), 

различающихся рецепторной специфичностью молекулы гемагглютинина, а также 

вакцинных штаммов ЖГВ, подготовленных на их основе, не приводит к изменению 

рецепторной специфичности вирусов.  
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(2) Вирусы гриппа А(H2N2) с рецепторной специфичностью α2,3 индуцируют 

антитела с более широким антигенным охватом по сравнению с вирусами с рецепторной 

специфичностью α2,6, что необходимо учитывать при выборе штамма для получения 

вакцины в случае наступления новой пандемии гриппа H2N2. 

(3) Адаптация вакцинных реассортантных штаммов сезонной и пандемической живой 

гриппозной вакцины, подготовленных классическим скрещиванием на куриных эмбрионах, 

приводит к появлению адаптационных мутаций, которые не оказывают негативного 

влияния на основные биологические свойства вакцинных штаммов. 

(4) Вакцинные штаммы живой гриппозной вакцины, подготовленные методами 

обратной генетики, характеризуются высоким уровнем генетической стабильности при их 

серийном пассировании в культуре клеток MDCK. 

(5) Адаптационные мутации в молекуле гемагглютинина, обнаруживаемые при 

пассировании штаммов ЖГВ в культуре клеток MDCK в лабораторных условиях, имеют 

сходное расположение с аминокислотными заменами, возникающими в процессе 

промышленной наработки культуральной вакцины. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

Боливия17  Вакцинный штамм ЖГВ A/17/Боливия/2013/6585 (H1N1pdm) 

БСА   Бычий сывороточный альбумин 

ВДП   Верхние дыхательные пути 

ГА   Гемагглютинация 

ДМЕМ Модифицированная среда Дульбекко для роста клеточных культур 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

ДНК   Дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДФСБ   Фосфатно-солевой буфер, модифицированный Дульбекко 

ЖГВ   живая гриппозная вакцины 

ИГВ   инактивнированная гриппозная вакцина 

ИД50   50%-ная инфекционная доза 

ИФА   Иммуноферментный анализ 

ИФН-γ  Интерферон-гамма 

ИЭМ   Институт Экспериментальной Медицины 

Калиф-17  Вакцинный штамм ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09) 

Калиф-wt Эпидемический штамм вируса гриппа А/Калифорния/07/09 

(H1N1pdm09) 

кДНК   комплементальная ДНК 

кЖГВ   культуральная живая гриппозная вакцина 

кИГВ   культуральная инактивированная гриппозная вакцина 

КЭ   куриные эритроциты 

Лен17 Холодоадаптированный донор аттенуации А/Ленинград/134/17/57 

(H2N2) 

ЛЭ   Лошадиные эритроциты 

мРНК   матричная РНК 

НАЛТ   Назо-ассоциированную лимфоидную ткань 

НИЦ   Научно-исследовательский Центр 

НКЭ   Необработанные куриные эритроциты 

НПО   Научно-производственное объединение 

ОКЭ   Обработанные куриные эритроциты 

ОТ-ПЦР  полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

ПЦР   Полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ  Полимеразная цепная реакция с детекцией в реальном времени 
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РАН   Российская Академия Наук 

РГА   Реакция гемагглютинации 

РИНА   Реакция ингибирования нейраминидазной активности 

РКЭ   Развивающиеся куриные эмбрионы 

РНК   Рибонуклеиновая кислота 

РСС   Рецептор-связывающий сайт 

РТГА   Реакция торможения гемагглютинации 

СГТ   Средне-геометрический титр 

Тех17   Вакцинный штамм ЖГВ А/17/Техас/2012/30 (H3N2) 

Тех-wt   Эпидемический штамм вируса гриппа А/Техас/50/2012 (H3N2) 

ТМД   Трансмембранный домен 

Тур17   Вакцинный штамм ЖГВ А/17/индюк/Турция/2005/133 (H5N2) 

ТЦИД50  50% тканевая цитопатическая инфекционная доза 

ФБС   Фетальная бычья сыворотка 

ФСБ   Фосфатно-солевой буфер 

ЦД   Цитоплазматический домен 

ЦПД   Цитопатическое действие 

Швейцария17 Вакцинный штамм ЖГВ А/17/Швейцария/2013/1 (H3N2) 

Швейцария-wt Эпидемический штамм вируса гриппа А/Швейцария/9715293/2013 

(H3N2) 

ЭД   Эктодомен 

ЭИД50   50% эмбриональная инфекционная доза 

MDCK  культура клеток почки собаки Мадин-Дарби 

MDCK-SIAT-1 культуре клеток MDCK, несущая кДНК человеческой 2,6-

сиалтрансферазы  
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