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Вирус гриппа типа А принадлежит семейству 
Orthomyxoviridae. Субтипирование вируса гриппа 
происходит согласно антигенной специфичности 
поверхностных гликопротеинов – гемагглютинина 
(HA) и нейраминидазы (NA), в настоящее время из-
вестно 16 субтипов гемагглютинина и 9 субтипов 
нейраминидазы [6]. Только комбинация из трех суб-
типов гемагглютинина вируса гриппа (H1, Н2 и Н3) 
и двух субтипов нейраминидазы (N1 и N2) вызывали 
эпидемии и пандемии в прошлом [1]. Самой извест-
ной масштабной пандемией считается пандемия ис-
панского гриппа (H1N1) в 1918 г., жертвами которого 
стали по разным данным от 20 до 50 млн человек [4]. 
За ней следуют пандемии азиатского гриппа (H2N2) 
в 1957 г. и гонконгского (H3N2) в 1968 г., унесшие 
около 4 и 1 млн человеческих жизней соответственно 
[10]. В 2003 г. внимание человечества было приковано 
к новому высокопатогенному варианту гриппа птиц 
H5N1, летальность для людей при котором достига-
ет 60 % [5]. Опасения пандемии не подтвердились, 
однако периодические случаи заражения людей этим 
вариантом вируса гриппа регистрируются в Египте, 
Таиланде, Китае, Индонезии, Камбоджи, Вьетнаме, 
Турции [http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/
country/cases_table_2010_12_09/en/index.html]. 

Весной 2009 г. появился новый вариант виру-
са гриппа Н1N1sw [3], содержащий в своем соста-
ве фрагменты геномов вирусов гриппа человека, 
птиц и свиней. В июне этого же года ВОЗ объяви-
ла о пандемии гриппа, вызванного этим вариантом 

вируса [http://www.who.int/csr/don/2009_04_24/en/
index.html]. Для своевременного реагирования и 
введения мероприятий, препятствующих быстрому 
распространению высокопатогенных вариантов ви-
руса гриппа птиц и пандемического вируса гриппа  
A/H1N1(2009), в настоящее время остро встал во-
прос о дифференциальной диагностике вируса грип-
па и его субтипировании.

Основными методами субтипирования в настоя-
щее время являются серологические (реакция тор-
можения гемагглютинации – РТГА), а также мето-
ды на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Однако вследствие высокой скорости изменчивости 
поверхностных гликопротеинов HA и NA могут воз-
никать трудности в субтипировании. По этой причи-
не актуально использовать дополнительные методы 
диагностики, а также их комбинации для получения 
достоверного результата.

В настоящий момент детекция на основе ДНК-
биочипа является одним из альтернативных методов 
дифференциальной диагностики вируса гриппа, так 
как этот метод позволяет совместить производитель-
ность метода амплификации нуклеиновых кислот и 
широкие возможности скрининга с помощью микро-
чипа. Ранее в литературе описывались попытки соз-
дать на основе ДНК-биочипов систему для детекции 
и субтипирования вируса гриппа [2, 7, 6].

Целью работы явилась оригинальная разра-
ботка ДНК-биочипа, выявляющего 6 субтипов (H1, 
в том числе H1sw пандемического вируса гриппа  
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A/H1N1(2009), H2, H3, H5, H7, H9) гемагглютинина 
и 3 субтипа (N1, N2, N3) нейраминидазы для диффе-
ренциальной диагностики данных субтипов вируса 
гриппа типа А.

Материалы и методы

Штаммы вируса гриппа. В работе использо-
вались штаммы вируса гриппа типа А: А/Aichi/2/ 
68(Н3N2), A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1), A/No vo-
sibirsk/1/09(H1N1), A/Ekaterinburg/01/2009(H1N1)v.  
Штамм вируса гриппа А/Aichi/2/68(Н3N2) был 
полу чен из НИИ вирусологии им. Д.И.Ивановского 
РАМН, Москва, а A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1) 
– из НИИ грип па РАМН, Санкт-Петербург. Вирусы 
сезонного гриппа A/Novosibirsk/1/09(H1N1) и пан-
демического гриппа A/Ekaterinburg/01/2009(H1N1)
v выделены в ГНЦ ВБ «Вектор». Все штаммы были 
наработаны на культуре клеток MDCK (Madin Darby 
Canine Kidney), полученной из отдела клеточных 
технологий ГНЦ ВБ «Вектор». Клетки культивиро-
вались в атмосфере, содержащей 5 % CO2 при темпе-
ратуре 37 °C. Для поддержания культуры клеток ис-
пользовали питательную среду DMEM – Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (ООО «Биолот», Россия) с 
добавлением 2 ммоль/л глютамина («Sigma-Aldrich», 
США) и антибиотиков: 100 мкг/мл пенициллина и  
100 МЕ/мл стрептомицина.

Получение препаратов вируса гриппа типа А. 
Для исследования были использованы препараты 
вирусов, приготовленные следующим образом: на 
5-е сутки после заражения из культуральных со-
судов отбирали культуральную вируссодержащую 
жидкость (КВЖ). Клеточный дебрис удаляли цен-
трифугированием при 6000 g при температуре 4 °C 
в течение 10 мин, а к надосадочной жидкости до-
бавляли полиэтиленгликоль – ПЭГ 6000 до конечной 
концентрации 8 % (масса/объем). Суспензию пере-
мешивали в течение 1 ч при температуре 4 °C и затем 
центрифугировали 20 мин при 1000 g. Полученный 
осадок ресуспендировли в STE буфере (10 мМ Tris-
HCl, 100 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, pH 7,8) и наносили 
на градиент, состоящий из 10–60 % растворов саха-
розы. Центрифугирование проводили в течение 4 ч 
при 150000 g. Фракции, содержащие по результатам 
реакции гемаглютинации (РГА) максимальное коли-
чество вируса гриппа, использовали для анализа.

Экстракция РНК и синтез кДНК виру-
са гриппа типа А. Вирусную РНК выделяли из 
объема 50 мкл с использованием коммерческо-
го набора «РибоСорб» (ООО «ИнтерЛабСервис», 
Москва) согласно инструкции производителя. 
Комплиментарная ДНК синтезировалась на ма-
трице суммарной РНК с использованием синтети-
ческого праймера 5'-GACTAATACGACTCACTAT
AGGGAGCAAAAGCAGG-3', универсального для 
всех субтипов вируса гриппа. Синтез проводился в 
20 мкл раствора, состоящего из 1 мкл праймера 5'-
GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAGC 

AGG-3' (20 мкМ), 9 мкл РНК и 2 мкл dNTP (10 мМ) 
нагревали 10 мин при температуре 65 °C, охлаж-
дали во льду, добавляли 4 мкл 5x кДНК буфера, 
1 мкл 0,1 M DTT, 1 мкл РНКзина (40 а.е.), 1 мкл 
воды, 1 мкл обратной транскриптазы ThermoScript 
(«Invitrogen», США). Смесь центрифугировали и 
инкубировали при температуре 55 °C – 5 мин, при 
60 °C – 55 мин.

Изготовление микрочипов для субтипирования 
вируса гриппа типа А. Печатая микрочипы, зонды 
наносили на стеклянные, содержащие изотиоцианат-
ную группу, слайды методом контактной печати на 
споттере BioOdyssey Calligrapher Miniarrayer («Bio-
Rad», США).

Использованные для амплификации фрагмен-
ты генов нейраминидазы, гемагглютинина, М1 бел-
ка матрикса пары праймеров приведены в таблице. 
Длина нарабатываемых ампликонов составляла ~830 
и 600 нуклеотидов для гена нейраминидазы, ~600 и 
800 нуклеотидов для гена гемагглютинина и ~900 ну-
клеотидов для гена М1 соответственно.

Для получения флуоресцентно меченных ам-
пликонов проводили ПЦР в асимметричном ре-
жиме. Состав реакционной смеси (50 мкл): буфер 
для ПЦР (1,5 мМ MgCl2, KCl, (NH4)2SO4, трис-HCl, 
pH 8,7) («Qiagen», Германия), 1,5 мM MgCl2, 200 нМ 
dATP, dCTP dGTP, 70 нМ dTTP, 100 нМ dUTP-Cy3, 
80 нM прямого праймера, 1 мкM обратного прай-
мера, 1,25 ед. Hot Start Taq-полимеразы («Qiagen», 
Германия) и 2 мкл раствора кДНК. ПЦР проводили 
в термоциклере iCycler («BioRad», США), исполь-
зуя следующий протокол: 95 °C – 15 мин, затем 35 
циклов: 94 °C – 30 с; 52–55 °C – 30 с; 72 °C – 10 с, 
финальная элонгация – 72 °C – 1 мин. Контроль 
прохождения ПЦР осуществляли электрофоретиче-
ски, используя 1 % агарозный гель. Флуоресцентно 
меченные ампликоны очищали от избытка мече-
ных трифосфатов на гель-филь трующих колонках 
(«Qiagen», Германия), высушивали досуха на ваку-
умной центрифуге при температуре 60 °C.

Гибридизация анализируемых ампликонов. 
Высушенный образец ампликона растворяли в 
10 мкл воды, добавляли 10 мкл 2-кратного гибри-
дизационного буфера (1-кратный гибридизацион-
ный буфер: 6x SSC, 5x раствор Денхардта, 0,1 % 
Tween 20) и прогревали перед нанесением на слайд 
2 мин при температуре 97 °C, а затем охлаждали во 
льду. Гибридизацию проводили в гибридизационной 
камере («ArrayIt», США) при температуре 55–60 °С в 
течение 2 ч. Затем слайд последовательно отмывали 
в растворах 6x SSC, 2x SSC + 0,1 % SDS, 2x SSC и 
1x SSC, центрифугировали и сканировали на скане-
ре Scan Array Express 2.0 («Perkin Elmer», США) при 
длине волны возбуждающего лазера λ = 543 нм.

Результаты и обсуждение

Первая публикация о разработке ДНК-биочипа 
была в журнале Science в 1995 г. [11], за 15 лет этот 



БИОТЕХНОЛОГИЯ

91

метод занял значительное место в области биосенсор-
ных технологий. В настоящее время ДНК-биочипы 
широко используются в исследовании нуклеиновых 
кислот и белков, современные ДНК-биочипы позво-
ляют проводить количественные исследования экс-
прессии генов и точечных мутаций.

В мире разработаны биочипы для идентифика-
ции и типирования энтеровирусов [12], субтипирова-
ния вируса гриппа [2, 7, 6], генотипирования вируса 
кори [9], дифференциальной диагностики микозов 
[8] и другие.

В данной работе представлен метод выявления 
вируса гриппа и субтипирования гемагглютинина 
(субтипов H1, в том числе H1sw пандемического ви-
руса гриппа A/H1N1(2009), H2, H3, H5, H7, H9) и 3 
субтипа (N1, N2, N3) на основе оригинального ДНК-
биочипа. На рис. 1 представлена схема разработан-
ного биочипа.

Нанесение зондов осуществляли на стеклян-
ные, содержащие изотиоцианатную группу, слайды. 
Каждый слайд содержал 6 эквивалентных микромас-
сивов зондов (микроэррей). Средний диаметр спотов 
(ячеек микрочипа с иммобилизованными зондами) 
был ~360 мкм, расстояние между спотами ~760 мкм. 
Формат микроэррея составлял 24×10 спотов. Печать 
проводилась из 384-луночного планшета (24×16).

На рис. 1 приведено расположение зондов на 
планшете и, соответственно, в микроэррее. В край-

ние ячейки каждой строки планшета, за исключени-
ем строчки В, добавлялся маркерный зонд, несущий 
на 3’-конце аминогексильную группу, необходимую 
для иммобилизации на поверхности слайда, а на  
5’-конце − флуорофор на основе тетраметилродами-
на (Tamra), позволяющий визуализировать границы 
субэррея и определять качество печати чипа.

Каждый микромассив ДНК-биочипа, предназна-
ченный для субтипирования одного штамма виру-
са, содержит зонды выявляющие H1, H1sw, H2, H3, 
H5, H7, H9-субтип гена гемагглютинина и N1, N2, 
N3-субтип гена нейраминидазы, а также зонды, вы-
являющие ген М1 вируса гриппа типа А. Последние 
зонды используются для подтверждения, что анали-
зируемый вирус относится именно к типу А. Левый 
и правый края микроэррея образуют споты, содержа-
щие флуоресцентную метку. Они предназначены для 
контроля печати слайда и позиционирования спотов 
при измерении их флуоресценции. Один микрочип 
может содержать до 6 микромассивов зондов. Таким 
образом, на одном микрочиповом слайде можно про-
анализировать 6 различных изолятов вируса гриппа.

Принципиальная схема субтипирования генов 
вируса гриппа А на микрочипе включает следующие 
стадии:

- из анализируемого образца выделяют суммар-
ную РНК;

- с использованием универсального праймера 
5'-GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAG 
CAGG-3', специфичного к РНК вируса гриппа типа 
А, получают кДНК;

- с помощью праймеров 5'-CTATAGGGAGCAA 
AAGCAGGAGT-3' и 5'-CACTATAGAAGTAGAAAC 
AAGGAGTTTTTT-3’, специфичных к гену нейрами-
нидазы, из кДНК путем проведения ПЦР получают 
полноразмерный ампликон гена нейраминидазы ви-
руса гриппа типа А;

- полученный ампликон реамплифицируют в 
асимметричном режим с праймерами NA_F1 и NA_
R1, NA_F2 и NA_R2 (таблица) и метят путем введе-
ния флуоресцентной метки в его состав;

- аналогичным образом, используя праймеры 
HA_F1 и HA_R1, HA_F2 и HA_R1 (таблица), полу-

Рис. 1. Структура биочипа для идентификации субтипов  
вируса гриппа А, потенциально опасных для человека

Структура олигонуклеотидных праймеров, использованных при разработке ДНК-биочипа для субтипирования вируса гриппа

Праймер Длина* Структура праймера (5΄ – 3΄) Ген

NA_F1 23 CTATAGGGAGCAAAAGCAGGAGT (1 (2)) NA

NA_R1 22 TAACAGGARCYTCCTCRTARTG

NA_F2 23 CAYTAYGAGGARTGYTCCTGTTA 1

NA_R2 30 CACTATAGAAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT 12

HA_F1 28 GACTCACTATAGGGAGCAAAAGCAGGGG HA

HA_R1 23 TCWATRAANCCNGCDATDGCHCC

HA_F2 23 GGDGCHATHGCNGGNTTYATWGA

HA_R2 34 GGTGACACTATAGAAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

M_T7_F 38 GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAGCAGGTAG M1

M_SP6_R 43 GACATTTAGGTGACACTATAGAAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT

*Длина праймера в нуклеотидах.
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чают флуоресцентно меченные ампликоны гена ге-
магглютинина;

- используя праймеры M_T7_F и M_SP6_R (та-
блица), получают флуоресцентно меченные ампли-

коны гена М1 белка матрикса вируса гриппа типа А;
- на следующей стадии проводят гибридизацию 

смеси полученных ампликонов с дискриминирую-
щими зондами, входящими в состав разработанного 

Рис. 2. Результаты анализа субтипируемых штаммов гриппа: 
А – гибридизационный паттерн анализируемого штамма. В – результаты субтипирования после обсчета среднего значения  

флуоресцирующих спотов. H1, H2,H3 H1v (субтип пандемического вируса гриппа 2009), H5, H7, H9 – субтипы гена гемагглютинина,  
N1, N2, N7 – субтипы гена нейраминидазы, Mat – маркер гена матриксного белка
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микрочипа;
- анализ результатов гибридизации прово-

дят с помощью сканера микрочипов и программы 
ScanАrray Express («Perkin-Elmer», США).

Для объективного представления результатов 
гибридизации на микрочипе проводили анализ ре-
зультатов сканирования чипа не визуально, а ин-
струментально. С этой целью нами после проведе-
ния сканирования проводился анализ флуоресцен-
ции спотов с использованием программы ScanArray 
Express («Perkin-Elmer», США). Результаты анализа 
представляются в виде гистограммы. При опреде-
лении субтипа вируса гриппа определяли среднее 
значение флуоресценции спота каждого субтипа. 
Экспериментально установлено, что такой подход 
дает лучшие результаты при оценке соотношения 
сигнал/шум.

При помощи созданного ДНК-биочипа были про-
анализированы кодированные пробы вируса гриппа 
типа А субтипа Н3N2 (штамм А/Aichi/2/68(Н3N2)), суб-
типа H5N1 (штамм A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1), 
субтипа H1N1 (штамм A/Novosibirsk/1/09 (H1N1)) и 
пандемического вируса гриппа А субтипа H1N1 (A/
Ekaterinburg/01/2009(H1N1)v). Анализируемые об-
разцы были успешно субтипированы с помощью раз-
работанного микрочипа (рис. 2).

При исследовании анализируемых проб значе-
ние специфической флуоресценции достоверно пре-
вышало значение фоновой (P<0,05). Кроме того, во 
всех образцах достоверно детектирован М ген. 

Таким образом, был разработан ДНК-биочип, 
выявляющий сезонные штаммы вируса гриппа Н1N1 
и Н3N2 субтипов, высокопатогенный вирус гриппа 
птиц субтипа Н5N1 и пандемический вариант виру-
са гриппа субтипа H1N1(2009). Преимуществом ис-
пользуемого микрочипа является одновременное суб-
типирование анализируемого изолята вируса гриппа 
со всеми возможными зондами, специфическими для 
каждого субтипа гемагглютинина и нейраминидазы. 
Показана принципиальная возможность использова-
ния для диагностики и субтипирования высокопато-
генного вируса гриппа птиц A/H5N1, пандемическо-
го вируса гриппа A/H1N1(2009), сезонных вирусов 
гриппа A/H1N1 и A/H3N2 ДНК-биочипа. Наличие 
специфических зондов для H7 и H9-субтипов виру-
са гриппа потенциально позволяет разработанному 
микрочипу выявлять и эти субтипы. Очевидна не-
обходимость оценки чувствительности полученного 
метода в последующей работе. При дальнейшем усо-

вершенствовании данная разработка является пер-
спективной как дополнительный, альтернативный 
метод субтипирования вируса гриппа типа А. Также 
этот метод имеет перспективы для использования его 
в практике.
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