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АННОТАЦИЯ
Начиная	с	1997	года,	в	популяции	диких	и	домашних	птиц	наблюдается	постоянная	циркуляция	высокопатогенных	вирусов	
гриппа	подтипа	H5N1.	Периодически	эти	вирусы	инфицируют	людей,	что	создает	угрозу	возникновения	новой	пандемии.	
При	производстве	инактивированных	вакцин	из	вирусов	H5N1	замечено,	что	содержание	главного	компонента	–	антигена	
гемагглютинина	(HA)	–	гораздо	ниже,	чем	в	аналогичных	препаратах	сезонных	вирусов	гриппа.	Мы	предположили,	что	уро-
жайность	НА	определяется	его	стабильностью.	Белки	HA,	входящие	в	состав	вирионов	высокопатогеннных	вирусов	гриппа	
птиц,	отличаются	от	HA	человеческих	изолятов	вируса	гриппа	высоким	порогом	рН-слияния,	или	рН-активации	(5.6–6.0	vs	
5.0–5.4),	–	значение	pH,	при	котором	НА	изменяет	конформацию,	переходя	в	форму,	необходимую	для	проникновения	ви-
руса	в	клетку.	Нами	получен	мутантный	вариант	НА	вируса	A/chicken/Kurgan/5/05	(H5N1)	с	единственной	заменой	58Lys"Ile,	
находящейся	в	HA2	субъединице	белка.	По	сравнению	с	НА	дикого	типа	у	мутантного	варианта	порог	рН-активации	снижен,	
а	стабильность	увеличена	как	в	кислой	среде,	так	и	при	повышенной	температуре.	Кроме	того,	вирионы,	содержащие	му-
тантный	НА,	оказались	более	устойчивы	к	расщеплению	трипсином	и	при	их	замораживании/размораживании	нативная	
структура	шипов	HA	сохранялась	лучше,	чем	в	родительском	вирусе.	Повышенная	стабильность	мутантного	НА	коррелиро-
вала	с	увеличением	его	продукции	как	антигена	в	вакцинном	препарате.	Таким	образом,	высокое	значение	рН-активации	
НА	высокопатогенных	штаммов	вируса	гриппа	H5N1	определяет	низкую	конформационную	стабильность	НА	и,	как	след-
ствие,	низкую	стабильность	вирионов,	что	влияет	на	качество	получаемых	из	них	вакцинных	препаратов.
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ABSTRACT

Since	1997,	highly	pathogenic	H5N1	avian	influenza	viruses	have	circulated	in	wild	and	domestic	birds	and	sporadically	have	infected	
humans.	Conventional	inactivated	vaccines	made	from	these	viruses	were	shown	to	have	decreased	HA	content	and	immunogenicity	
compared	to	seasonal	preparations.	We	assumed	that	the	high	pH	threshold	(5.6-6.0)	known	for	the	HA	conformational	change	(pH	
of	fusion	or	activation)	of	avian	highly	pathogenic	influenza	viruses	resulted	in	the	low	stability	of	native	HA	conformation	and	
affected	the	vaccine	quality.	The	58Lys"Ile	mutation	introduced	into	the	HA2	subunit	of	the	HA	of	A/chicken/Kurgan/5/05	(H5N1)	
virus	decreased	the	pH	threshold	of	the	HA	activation.	The	mutant	virus	demonstrated	increased	HA	stability	toward	acidic	pH	
and	elevated	temperature,	decreased	binding	efficiency	to	the	monoclonal	antibody	IIF4	that	recognizes	the	HA	low	pH	form,	and	
increased	HA	resistance	to	trypsin	digestion.	Virus	with	modified	HA	was	less	susceptible	to	freezing	stress	and	showed	an	increased	
content	of	immunocompetent	HA	in	inactivated	vaccine	preparation	compared	to	the	analogous	virus	with	original	HA.	Therefore,	
we	have	shown	a	way	to	increase	the	quality	of	inactivated	vaccines	made	from	highly	pathogenic	avian	influenza	viruses.
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ВВЕДЕНИЕ

Постоянная	 циркуляция	 высокопатогенных	 штам-
мов	вируса	гриппа	А	подтипа	H5N1	среди	птиц	с пе-
риодическим	инфицированием	людей	создает	угрозу	
возникновения	 новой	 пандемии.	 Вакцинация	 счи-
тается	 лучшим	 способом	 предотвращения	 распро-
странения	инфекции.	C	целью	защиты	населения	на	
случай	пандемии	 был	подготовлен	 резерв	противо-
гриппозных	 вакцин	 из	 вирусов	 гриппа	 H5N1	 под-
типа.	 При	 этом	 компании-производители	 отмечали	
сниженное	 содержание	 антигена	 гемагглютинина	
(НА)	по	сравнению	с	вакцинами,	получаемыми	из	се-
зонных	штаммов	вируса	 гриппа.	Кроме	того,	в	ходе	
клинических	испытаний	различных	типов	получен-
ных	 вакцин	 была	 выявлена	 их	 низкая	 иммуноген-
ность.	 Только	 двукратное	 введение	 инактивирован-
ной	сплит-вакцины,	содержащей	от	7.5	до	30	мкг	HA,	
удовлетворяло	 критериям	 иммуногенности	 Евро-
пейского	 Комитета	 Патентованных	 Лекарственных	
средств	для	межпандемических	вакцин,	но	при	этом	
процент	 сероконверсий	 у	 вакцинируемых	 оставался	
низким	даже	при	наличии	в	вакцине	адъюванта –	ги-
дроксида	 алюминия	 [1].	 Субвирионная	инактивиро-
ванная	 вакцина	H5N1	 вызывала	 сероконверсию	 ан-
тител	не	менее,	чем	у	50%	вакцинированных	только	
после	введения	двух	доз	по	45–90	мкг	–	по	данным	
реакции	торможения	гемагглютинации	(РТГА)	и	ми-
кронейтрализации	[2].	Несколько	лучшие	результаты	
были	получены	для	цельновирионной	вакцины,	хотя	
уровень	антител	оставался	низким,	причем	антитела	
чаще	 выявляли	 в	 реакции	микронейтрализации,	 но	
не	РТГА	[3].	Причины	столь	низкой	иммуногенности	
H5N1	вакцин	не	известны	до	сих	пор.

Ранее	нами	показано,	что	мутации	в	HA	сезонных	
штаммов	вируса	гриппа	человека,	возникающие	при	
адаптации	вирусов,	приводят	к	повышению	значения	
порога	рН-активации	HA,	а	это	снижает	стабильность	
вируса	и	тем	самым	обусловливает	низкое	содержа-
ние	HA-антигена	в	инактивированных	вирусных	пре-
паратах	[4].	На	основании	этих	данных	мы	предполо-
жили,	что	высокий	порог	рН-активации	HA	(5.6–6.0),	
характерный	для	высокопатогенных	вирусов	гриппа	
птиц	H5N1	[5,6],	и	есть	причина	низкой	стабильности	
нативного	НА	и	качества	получаемых	вакцин.	Целью	
данного	исследования	стало	изучение	влияния	кон-
формационной	стабильности	HA	высокопатогенных	
вирусов	 H5N1	 на	 свойства	 вирионов	 и  содержание	
антигена	HA	в	полученных	из	них	цельновирионных	
инактивированных	вакцинах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры и вирусы

Клеточная	культура	Vero	была	получена	из	Европей-
ской	 коллекции	 клеточных	 культур	 и	 адаптирована	
к росту	в	бессывороточной	среде	OptiPRO	(“Invitrogen”)	
с	 добавлением	 4	 мM	 L-глутамина	 (“Invitrogen”)	 при	
37°C	и	5%	CO2.	Клеточную	культуру	Madin-Darby	canine	
kidney	(MDCK)	получили	из	Американской	коллекции	

клеточных	культур	(ATCC	CCL-34).	Клетки	культивиро-
вали	в	среде	DMEM	(“Invitrogen”)	с	добавлением	4 мM	
L-глутамина	и	2%	эмбриональной	телячьей	сыворотки	
(“Invitrogen”)	при	37°C	и	5%	CO2.

Дифференцированную	 культуру	 трахеобронхи-
альных	эпителиальных	клеток	 готовили,	 как	описа-
но	ранее	[7,8].	Для	этого	первичные	клетки	человека	
(“Lonza”,	Швейцария)	культивировали	на	12-мм	мем-
бранной	 подложке	 Transwell-Clear	 (“Corning	 Inc.”).	
Далее	 клетки	 культивировали	 в	 бессывороточной	
среде	с	добавлением	гормонов	и	ростовых	факторов	
[7].	 Через	 5–7	 недель	 культивирования	 клетки	 ис-
пользовали	в	эксперименте.	

Все	рекомбинантные	вирусы	гриппа	подтипа	H5N1,	
исследованные	в	работе,	получены	методом	обратной	
генетики	путем	котрансфекции	клеток	Vero	соответ-
ствующими	плазмидами,	как	описано	ранее	[9].	

Нуклеотидные	 последовательности	 НА	 и	 нейра-
минидазы	 (NA)	 высокопатогенных	 вирусов	 гриппа	
птиц	получены	прямым	секвенированием	(A/chicken/
Kurgan/5/05,	GenBank	DQ449632,	DQ449639)	или	взяты	
из	базы	данных	GenBank:	A/Vietnam/1203/04	(VN1203),	
A/Hong	 Kong/156/97	 (HK156),	 A/Indonesia/5/05	
(IND05),	 A/Anhui/1/05	 (ANH01),	 A/turkey/Turkey/1/05	
(tkTK01) –	и	клонированы	в	плазмиду	pHW2006	–	ана-
лог	плазмиды	pHW2000	[10].	Полиосновный	сайт	рас-
щепления	НА	заменяли	последовательностью	TETR/
GLF,	описанной	ранее	для	низкопатогенных	вирусов	
[11].	 Мутацию	 58Lys»Ile	 в	 субъединицу	 HA2	 вируса	 
A/chicken/Kurgan/5/05	 (H5N1)	 вводили	 с	 помо-
щью	 набора	 для	 сайт-направленного	 мутагенеза	
(“Stratagene”,	 Германия).	 Реассортанты,	 содержа-
щие	модифицированный	HA	и	NA	вируса	A/chicken/
Kurgan/5/05	и остальные	гены	вируса	гриппа	A/Puerto	
Rico/8/34	 (H1N1)	 (PR8),	 отличались	 только	 целевой	
мутацией,	58Lys"Ile,	и были	названы,	соответствен-
но,	 KG05	 и	 KG05-58.	 Реассортанты	 вирусов	 VN1203,	
HK156,	IND05,	ANH01	и tkTK01	содержали	гены,	коди-
рующие	 соответствующие	 им	 поверхностные	 белки	
HA	и	NA	и гены,	кодирующие	внутренние	белки	виру-
са	IVR-116	–	вакцинного	штамма	для	инактивирован-
ной	вакцины.	 (Для	 справки:	 IVR-116	 содержит	 гены	
HA	 и	 NA	 вируса	 A/New	 Caledonia/20/99	 (H1N1),	 ген	
PB1	вируса	A/Texas/1/77	 (H3N2).	Все	остальные	гены	
принадлежат	 вирусу	 PR8).	 Вирусы	 A/Brisbane/59/07	
(BR59)	(H1N1)	и	A/Brisbane/10/07	(BR10)	(H3N2)	–	по-
лучены	из	Национального	института	биологических	
стандартов	и	контролей	(NIBSC:	National	 Institute	of	
Biological	Standards	and	Controls,	Великобритания).

Первичный	 изолят	 H3N2	 вируса	 грип-
па	 A/Vienna/25/07	 (VI25)	 (подобный	 вирусу	 
A/Wisconsin/67/05)	получен	из	Института	вирусологии	
(Вена,	Австрия).	Изолят	пандемичного	вируса	гриппа	
подтипа	H1N1	(H1N1pdm)	A/St.Petersburg/14/10	(SP14)	
и	низкопатогенный	H5N3	вирус	гриппа	птиц	A/duck/
Singapore/3/97	(dkSG03)	получены	из	коллекции	ФГБУ	
«НИИ	гриппа»	Минздрава	России	(Россия).

Культивирование и титрование вирусов

Вирусы	 накапливали	 в	 аллантоисной	 полости	
10–12-суточных	куриных	эмбрионов.	Аллантоисную	
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жидкость	собирали	через	48	ч	после	инфицирования.	
При	культивировании	вирусов	в	культуре	Vero	к	бес-
сывороточной	 среде	 OptiPRO	 с	 4-мM	 L-глутамином	
добавляли	250	нг/мл	Амфотерицина	Б	(“Bristol	Myers	
Squib”,	Австрия)	и	5	мкг/мл	трипсина	(“Sigma-Aldrich”,	
Австрия).	Культивирование	вирусов	в	клетках	MDCK	
проводили	 в  бессывороточной	 среде	 OptiPRO	 с	 до-
бавлением	5	мкг/мл	трипсина.	Зараженные	вирусами	
клетки	 культивировали	 при	 37°C	 и	 5%	 CO2.	 Инфек-
ционный	титр	вируса	определяли	титрованием	в	ку-
риных	эмбрионах	и	выражали	как	величину	50%-ой	
эмбриональной	инфекционной	дозы	(ЭИД50/мл),	зна-
чение	которой	рассчитывали	методом	Рида	и	Мюнха	
(Reed	&	Muench	[12]).	

Гемолиз тест 

В	микропробирки	с	50	мкл	вируса	с	титром	128	гемаг-
глютинирующих	единиц	(ГАЕ)	вносили	по	150	мкл	1%-
ой	суспензии	эритроцитов	человека	и	инкубировали	
1	ч	на	льду.	Пробирки	центрифугировали	при	400	g,	
супернатант	удаляли,	а	к	полученным	осадкам	добав-
ляли	250	мкл	0.15-M	цитратного	буфера	с	рН	от	5.1	до	
7.0	и	инкубировали	при	37°C	1	ч,	после	чего	центри-
фугировали	при	400	g.	Из	каждой	пробирки	отбирали	
200	мкл	супернатанта,	вносили	в	лунку	96-луночного	
планшета	 и	 определяли	 содержание	 гемоглобина,	
высвободившегося	в	результате	гемолиза	эритроци-
тов,	измеряя	оптическую	плотность	при	длине	волны	
415	нм	(OD415).	Результаты	представлены	как	среднее	
значение	трех	независимых	экспериментов.

Температурная стабильность вирусов

Вирусы	инкубировали	при	58°C	в	течение	различных	
интервалов	времени	–	от	 0	до	 60	мин.	Контрольные	
пробы	параллельно	инкубировали	на	льду	60	мин,	по-
сле	чего	для	всех	образцов	определяли	титр	гемагглю-
тинации	с	0.5%-ой	суспензией	куриных	эритроцитов.	

Связывание вирусов с моноклональными  
анти-НА-антителами IIF4

Подробный	 протокол	метода	 приведен	 в	 статье	 Ва-
речковой	 (Vareckova)	 и	 соавт.	 [13].	 Кратко,	 96-лу-
ночные	 панели	 (“Nunc”,	 Дания)	 покрывали	 вирусом	
с  титром	 40	 ГАЕ,	 разведенным	 в	 фосфатно-солевом	
буфере	 (PBS),	 выдерживали	в	течение	ночи	при	4°C,	
затем	вносили	300	мкл	MES-буфера	с	рН	от	4.6	до	7.5	
и	 инкубировали	 при	 37°C	 15	мин,	 после	 чего	 лунки	
промывали	 PBS	 и	 блокировали	 раствором	 0.5%-ого	
I-BLOCK	(“Invitrogen”)	c	0.5%	Tween	20	в	PBS.	В	каж-
дую	лунку	 вносили	 100	нг	моноклональных	 антител	
IIF4	 (любезно	 предоставлены	 Е.	 Варечковой,	 Акаде-
мия	наук	Словакии:	Dr.	 E.	Vareckova,	 Slovak	Academy	
of	Sciences)	и	инкубировали	1	ч	при	комнатной	тем-
пературе.	В отмытые	лунки	вносили	анти-мышиные	
антитела	IgG(γ),	меченые	пероксидазой	хрена	(“KPL”,	
США),	 инкубировали	 и	 добавляли	 субстрат	 TMB	
(“KPL”).	Реакцию	останавливали	раствором	1	N	H2SO4 
и	измеряли	значения	OD450.	Результаты	представлены	
как	среднее	четырех	измерений	при	указанном	зна-
чении	рН.

Инфекционность вирусов при различных 
значениях рН

Клетки	 Vero	 инфицировали	 вирусом	 (множествен-
ность	инфекции,	MOI,	2),	разведенным	в	MES-буфере	
с	 рН	 5.2,	 5.4,	 5.6,	 5.8,	 6.0	 или	 7.5	 с	добавлением	 ам-
фотерицина	Б	 (250	нг/мл).	Через	 30	мин	инкубации	
при	 37°C	 инокулят	 удаляли,	 а	 клетки	 продолжали	
инкубировать	 в	 среде	OptiPRO	 с	добавлением	4	мМ	
L-глутамина	при	37°C	и	5%	CO2	в	течение	5	ч,	после	
чего	их	фиксировали	4%-ным	параформальдегидом	
(“Sigma-Aldrich”,	 Австрия),	 обрабатывали	 1%-ным	
Triton	X-100	(“Merck”,	Германия)	и	блокировали	в те-
чение	ночи	 1%-ным	раствором	бычьего	 сывороточ-
ного	альбумина	(“Sigma-Aldrich”)	в	PBS.	Далее	клетки	
окрашивали	моноклональными	антителами	к	вирус-
ному	белку	NP	(“Millipore”,	США)	с	последующим	вы-
явлением	флуоресцентно-мечеными	анти-мышины-
ми	антителами	Alexa	Fluor	488	(“Invitrogen”)	методом	
флуоресцентной	микроскопии.

Трахеобронхиальные	 эпителиальные	 клетки	 че-
ловека	заражали	вирусом	(MOI	1)	в	MES-буфере	с	pH	
5.6,	 5.8	или	7.5	и	инкубировали	1	ч	при	35°C.	После	
удаления	инокулята	клетки	трижды	промывали	PBS	
и	продолжали	инкубирование	еще	8	ч,	затем	клетки	
фиксировали	и	красили	с	помощью	меченых	перок-
сидазой	 хрена	 моноклональных	 анти-NP-антител,	
как	описано	выше,	с	последующим	добавлением	суб-
страта	DAB.	

Клетки	 MDCK	 инфицировали	 вирусами	 (MOI	 2)	
в  MES-буфере	 при	 указанных	 значениях	 рН.	 Через	
5 ч	после	инфицирования	клетки	снимали	с	пластика	
с помощью	0.2%	раствора	трипсин-EDTA	 (“Cellgro”),	
фиксировали	буфером	Fix/Perm	(BD	Cytofix/Cytoperm	
Plus	Kit),	блокировали	1%-ным	раствором	фетальной	
телячьей	сыворотки	в	PBS	в	течение	ночи,	пермеби-
лизовали	 и	 окрашивали	 FITC-мечеными	 анти-NP-
антителами	 (“Imagen”,	 Великобритания).	 Процент-
ное	 содержание	 инфицированных	 клеток	 измеряли	
методом	 проточной	 цитометрии	 с	 использованием	
программы	EXPO	32	(“Coulter	Immunotech”).

Получение инактивированных вирусных 
препаратов

Вирусы	накапливали	в	куриных	эмбрионах,	клетках	
Vero	или	MDCK,	как	описано	выше,	инактивировали	
формалином	c	конечной	концентрацией	0.015%	в	те-
чение	 24.5	 ч	при	32°C,	 осветляли	и	 концентрирова-
ли	ультрацентрифугированием	при	60 000	g	в	роторе	
45Ti	 (“Beckman	 Coulter”).	 Полученный	 осадок	 ресу-
спендировали	 в	 PBS	 и	 очищали	 ультрацентрифуги-
рованием	в	20–60%	градиенте	концентраций	сахаро-
зы	при	110 000	g	в	роторе	SW40	(“Beckman	Coulter”).	
Очищенный	вирус	ресуспендировали	в	PBS.

Определение содержания НА в вирусных 
препаратах

Содержание	НА	в	вакцинных	препаратах	определяли	
методом	 одиночной	 радиальной	 иммунодиффузии	
(ОРИД)	по	методу	Вуда	(Wood)	и	др.	[14].



 

mir-journal.org 4  Volume 1     Number 1     2014

Рис. 2. Инфекционность	 вирусов	 в	 клетках	MDCK	
при	различных	значениях	pH.	
(A)	Клетки	MDCK	заражали	вирусом,	разведенным	
MES-буфером	 с	 указанным	 значением	 рН.	 Зара-
женные	клетки	выявляли	по	окрашиванию	с	анти-
NP-антителами	 и	 подсчитывали	методом	проточ-
ной	цитометрии.	Указан	процент	инфицированных	
клеток.	 (Б)	 Сравнение	 стабильности	 вирусов	 при	
кислых	значениях	рН.	За	порог	стабильности	при-
нимали	значение	рН,	при	котором	инфицировано	
≥	50%	клеток.

Рис. 1. Инфекционность	 вирусов	 в	 трахео-
бронхиальных	клетках	человека	при	различ-
ных	значениях	рН.
Дифференциальную	 культуру	 трахеоброн-
хиальных	 эпителиальных	 клеток	 человека	
инфицировали	эпидемическими	штаммами	
вирусов	гриппа:	VI25	(H3N2),	SP14	(H1N1pdm)	
и	VN1203	(H5N1)	–	при	различных	значениях	
рН.	 Инфицированные	 клетки	 выявляли	 по	
окрашиванию	вирусного	белка	NP.
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Обработка трипсином

Очищенные	концентрированные	препараты	вирусов	
KG05	и	KG05-58	разводили	в	PBS	(pH	7.4)	до	концен-
трации	15	мкг/мл	(по	суммарному	белку)	и	инкуби-
ровали	 с	 TPCK-обработанным	 трипсином	 (100	 мкг/
мл;	“Sigma“)	в	течение	2	ч	при	37°C.	Затем	пробы	про-
гревали	5	мин	при	95°C	в	буфере	для	проб	и	анализи-
ровали	методом	электрофореза	в	полиакриламидном	
геле	(ПААГ).	Содержание	белка	в	пробах	определяли	
методом	Quant-iT	Protein	Assay	(“Invitrogen”).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При кислых значениях рН вирусы гриппа птиц 
H5N1 менее стабильны, чем сезонные штаммы

С	 целью	 сравнения	 стабильности	 вирусов	 гриппа	
H5N1	с	сезонными	изолятами	вирусов	гриппа	А	при	
кислых	 значениях	 рН	 мы	 оценили	 их	 инфекцион-
ность	 в  культуре	дифференцированных	трахеоброн-
хиальных	клеток	при	пониженных	 (5.6	и	5.8)	и	ней-
тральном	 (7.5)	 значениях	 pH.	 Первичные	 изоляты	
VI25,	SP14	и	реассортант	VN1203	(H5N1)	с	одинаковым	
значением	MOI	 разводили	 буфером	 c	 соответствую-
щим	рН	и	наносили	на	клетки;	через	1	ч	буфер	заме-
няли	на	нейтральную	среду	и	продолжали	инкубацию	
еще	8	ч.	Эффективность	инфекции	оценивали	по	 со-
держанию	белка	NP	(Рис.	1).	Мы	обнаружили,	что	оба	
вируса	гриппа	человека	инфицировали	клетки	при	pH	
5.6	и 5.8,	тогда	как	вирус	VN1203	эффективно	заражал	
клетки	при	pH	7.5	и	5.8,	но	терял	инфекционность	при	
pH	 5.6.	 С  целью	 выяснить,	 присуще	 ли	 это	 свойство	
другим	 высокопатогенным	 птичьим	 вирусам	 гриппа	

H5N1,	 мы	 получили	 аналогичные	 реассортанты,	 со-
держащие	поверхностные	антигены	НА	и	NA	вирусов	
этого	подтипа	из	различных	клайдов,	а	именно:	HK156,	
(клайд 1),	IND05	(клайд	2.1),	ANH01	(клайд	2.2),	tkTK01	
(клайд 2.2),	KG05	 (клайд	2.2)	–	и	 сравнили	их	инфек-
ционность	 в	диапазоне	 рН	 5.2–6.0	 на	 клетках	MDCK,	
измеряя	число	инфицированных	клеток	методом	про-
точной	 цитометрии	 (Рис.	 2A).	 Оказалось,	 что	 только	
вирусы	гриппа	человека	BR59	и	BR10	заражали	клетки	
при	pH	5.4	(62%	и 68%	соответственно).	Низкопатоген-
ный	вирус	гриппа	птиц	dkSG03	(H5N3)	и	высокопато-
генный	 вирус	 HK156	 (H5N1)	 инфицировали	 клетки	
при	pH	5.6	 (74%	и 76%	соответственно),	тогда	как	все	
остальные	 вирусы	 гриппа	 птиц	 были	 инфекционны	
только	при	pH ≥ 5.8.	На	основе	полученных	результатов	
построена	диаграмма	стабильности	вирусов	(Рис.	2Б).

Стабильность вирусов KG05 и KG05-58 при кислых 
значениях рН и повышенной температуре

Ранее	нами	показано,	что	введение	мутации	58Lys"Ile 
в	HA2	субъединицу	H5	HA	приводит	к	снижению	по-
рога	рН-активации	и	повышению	стабильности	виру-
са	при	кислом	значении	рН	и	повышенной	темпера-
туре.	Эти	результаты	согласуются	с	многочисленными	
данными	других	 авторов	 [15-18].	С	целью	выяснить,	
влияет	ли	стабильность	вирусов	на	качество	инакти-
вированных	вакцинных	препаратов,	мы	ввели	замену	
Lys58Ile	в	НА	низкостабильного	вируса	KG05	 (Рис.	3)	
и получили	два	реассортанта,	различающихся	только	
по	этой	позиции.	Оба	вируса,	KG05	и	KG05-58,	содер-
жали	 трипсинозависимый	 модифицированный	 сайт	
расщепления	 НА,	 хорошо	 размножались	 в	 куриных	
эмбрионах,	достигая	гемагглютинирующего	титра	512	
и	инфекционного	титра	9.0	lgЭИД50/мл	(Рис. 4).	Пороги	

Рис. 3. Трехмерная	структура	молекулы	НА	(вид	сбоку).	
Указаны	аминокислотные	остатки,	которые	могут	влиять	на	стабильность	НА.	Структура	получена	с	помощью	программы	Chimera	
v1.5.3	[19],	модель	2IBX	(Protein	Data	Bank).
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рН-активации	 вирусов	 сравнивали	 в	 тесте	 гемолиза	
эритроцитов.	Как	показано	на	рисунке	5А,	вирус	KG05	
вызывал	слияние	мембран	при	pH	5.6–5.7,	тогда	как	для	
мутантного	вируса	эффект	наблюдали	при	pH	5.3–5.4.

Аналогичный	сдвиг	в	значениях	рН	регистрирова-
ли	при	взаимодействии	исходного	вируса	и	мутант-
ного	варианта	с	моноклональными	антителами	IIF4,	
специфичными	 к	 конформации	НА,	 которая	 реали-
зуется	 при	 кислом	 значении	 рН	 (Рис.	 5Б).	 Так,	 IIF4	
эффективно	связывались	с	вирусом	KG05	при	рН	5.6,	
тогда	 как	для	 вируса	 KG05-58	такой	же	 уровень	до-
стигался	только	при	pH	5.3.	Из	этого	следует,	что	кон-
формационный	переход	в	«закисленную»	форму	НА	
происходит	в	мутантном	штамме	при	гораздо	более	
низком	значении	рН,	чем	в	родительском	вирусе.	

При	 исследовании	 инфекционности	 вирусов	 на	
культуре	Vero	обнаружено,	что	мутант	KG05-58	при-
обретал	устойчивость	при	низких	значениях	рН	и ин-
фицировал	клетки	при	pH	5.4,	тогда	как	для	исходного	
вируса	KG05	порог	инфицирования	соответствововал	
pH	5.8	(Рис.	5Г).

При	 анализе	 стабильности	 вирусов	 при	 повышен-
ной	температуре	выявлено,	что	вирус	KG05	полностью	
терял	гемагглютинирующую	активность	через	20	мин	
инкубирования	при	58°C,	тогда	как	для	мутантного	ва-
рианта	KG05-58	этот	период	составлял	40 мин	(Рис.	5В).	

Полученные	 данные	 подтверждают,	 что	 мутация	
58LysI"Ile	 придает	 повышенную	 стабильность	 бел-
ку	НА	вируса	гриппа	KG05	при	низком	значении	рН	
и повышенной	температуре.

Рис. 4. Кинетика	роста	вирусов	KG05	и	KG05-58	в	куриных	эмбрионах.
(A)	Инфекционный	титр	вирусов	в	куриных	эмбрионах.	(Б)	Гемагглютинирующая	активность	вирусов.	Результаты	представлены	
как	среднее	трех	независимых	экспериментов.

Рис. 5. Сравнение	стабильности	вирусов	KG05	и	KG05-58	при	различных	значениях	рН	и	повышенной	температуре.	
(A)	рН-зависимость	НА-индуцированного	слияния	вирусов	KG05	и	KG05-58	с	эритроцитами	в	гемолиз-тесте.	(Б)	рН-зависимость	
связывания	анти-НА-моноклональных	антител	IIF4	с	вирусами	KG05	и	KG05-58.	(В)	Стабильность	вирусов	KG05	и	KG05-58	при	
58˚C.	(Г)	Инфекционность	вирусов	KG05	и	KG05-58	в	клетках	Vero	в	зависимости	от	рН.
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Рис. 6. Электронная	микроскопия	вирусов	KG05	и	KG05-58.
Очищенные	инактивированные	вирусы	в	нативном	состоянии	или	после	однократного	замораживания/размораживания.	Стрел-
ками	указаны	поврежденные	шипы	НА.

Анализ вирусов KG05 and KG05-58 методом 
электронной микроскопии

Структуру	 и	 морфологию	 очищенных	 инактивиро-
ванных	вирусных	частиц	исходного,	KG05,	и	мутант-
ного,	 KG05-58,	 вариантов	 анализировали	 методом	
электронной	микроскопии.	 Как	 показано	 на	 рисун-
ке 6,	оба	вируса	содержали	шипы	правильной	формы	
и	 одинаковой	 длины.	 Интересно,	 что	 после	 одного	
цикла	замораживания/размораживания	шипы	виру-
са	KG05	частично	деформировались,	тогда	как	у ви-
руса	 KG05-58	 их	морфология	 не	 изменилась.	 Таким	
образом,	вирионы	KG05-58	оказались	более	устойчи-
вы	к процедуре	замораживания/размораживания	по	
сравнению	с	вирусом	KG05.

Чувствительность НА вирусов KG05 и KG05-58 
к обработке трипсином

Белок	 НА,	 как	 известно,	 в	 нативной	 форме	 рези-
стентен	 к	 действию	 трипсина	 и	 других	 протеаз.	
Происходящее	 при	 кислом	 значении	 рН	 изменение	
конформации	 НА	 влечет	 за	 собой	 повышение	 чув-
ствительности	молекулы	к	расщеплению	протеазами	
[20].	 Для	 сравнения	 чувствительности	 вирусов	KG05	
и	KG05-58	к	расщеплению	трипсином	концентриро-
ванные	 очищенные	 препараты	 (с	 одинаковой	 кон-
центрацией	общего	белка)	обрабатывали	трипсином	
и	оценивали	целостность	НА	методом	электрофореза	
в	ПААГ.	 Как	 показано	 на	 рисунке	 7,	 в	 исходных	 об-
разцах	вирусов	KG05	и	KG05-58	содержание	НА	было	
сравнимым,	а	после	обработки	трипсином	в	препар-
те	KG05	исследуемый	белок	полностью	исчезал,	тогда	
как	 на	 мутированный	 вариант	 НА	 в	 составе	 вируса	
KG05-58	трипсин	практически	не	действовал.	Это	на-
блюдение	подтверждает,	что	значительная	часть	НА	

Рис. 7. Чувствительность	вирусов	KG05	и	KG05-58	к	действию	
трипсина.
Очищенные	вирусы	KG05	и	KG05-58	обрабатывали	100	мкг/мл	
трипсина	в	течение	2	ч	при	37°C.	Вирусные	белки	разделяли	
методом	электрофореза	в	ПААГ	в	невосстанавливающих	усло-
виях.

в препарате	вируса	KG05	находится	в	чувствительной	
к	расщеплению	конформации,	характерной	для	кис-
лого	рН,	в	отличие	от	KG05-58. 

Урожайность вирусов KG05 и KG05-58 по НА 
(метод ОРИД) 

Основным	методом	для	оценки	количества	антигена	
в	 препаратах	 инактивированных	 противогриппоз-
ных	вакцин	служит	метод	ОРИД,	позволяющий	изме-
рить	содержание	НА	в	препарате	по	взаимодействию	
с	анти-НА-антителами	стандартной	антисыворотки.	
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Мы	провели	 сравнительный	 анализ	 содержания	НА	
в  инактивированных	 очищенных	 препаратах	 виру-
сов	KG05	и	KG05-58	и,	кроме	того,	проверили,	влия-
ет	ли	субстрат	(куриные	эмбрионы,	клетки	Vero	или	
клетки	MDCK),	в	котором	культивируют	вирус,	на	вы-
ход	этого	антигена.	

Содержащие	 вирус	 аллантоисные	 и	 культураль-
ные	 жидкости	 инактивировали,	 вирусы	 очищали	
центрифугированием	 в	 градиенте	 концентраций	
сахарозы	 и	 полученные	 концентраты	 выравнивали	
по	содержанию	общего	белка	 (100	мкг/мл).	В	табли-
це	 представлены	 основные	 характеристики	 полу-
ченных	препаратов.	Оказалось,	что	препарат	вируса	
KG05,	выращенного	в	культуре	клеток	MDCK,	содер-
жал	 в  1.8  раз	меньше	НА,	 чем	 аналогичный	 препа-
рат	вируса	KG05-58	(Рис.	8).	В	образцах,	полученных	
в культуре	Vero,	содержание	НА	было	близким:	в	ви-
русе	KG05	в	1.14	раз	меньше,	чем	в	KG05-58.	Не	вы-
явлено	достоверных	различий	для	препаратов	виру-
сов,	 накопленных	в	 куриных	 эмбрионах.	Интересно	
отметить,	что	препараты	мутантного	варианта	–	ви-
руса	KG05-58,	выращенного	в	культуре	клеток	MDCK	
и Vero,	содержали	соответственно	в	1.9	и	1.5	раз	боль-
ше	общего	белка,	чем	аналогичные	препараты	вируса	
KG05	(Tабл.).

ОБСУЖДЕНИЕ 

В	 проведеном	 исследовании	 изучено	 влияние	 кон-
формационной	стабильности	НА	высокопатогенных	
вирусов	гриппа	птиц	подтипа	H5N1	на	свойства	по-
лученных	 из	 них	 препаратов	 инактивированных	
вакцин.	 	 Cравнивая	 вирусы	 этого	 подтипа,	 которые	
в  соответствии	 с	 их	 антигенными	 характеристика-
ми	 относятся	 к	 разным	 клайдам,	 а	 именно:	 HK156,	
VN1203	 (клайд	 1),	 IND05	 (клайд	 2.1.3),	 KG05,	 tkTk01	
(клайд	2.2.1),	ANH01	 (клайд	2.3.4),	 а	также	низкопа-
тогенный	H5N3	 вирус	 гриппа	 птиц	 dkSG03	 с	 сезон-
ными	вирусами	гриппа	человека	BR59	(H1N1)	и	BN10	
(H3N2),	мы	обнаружили,	что	все	исследованные	виру-
сы	гриппа	птиц	более	чувствительны	к	кислым	зна-
чениям	рН,	чем	сезонные	штаммы	вирусов	человека.	
На	модели	вируса	KG05	было	показано,	что	стабиль-
ность	НА	при	кислом	рН	и	повышенной	температуре	
можно	повысить	путем	введения	единичной	замены	
58Lys"Ile	 в  субъединицу	HA2.	Позиция	 58	 располо-
жена	в	стебле	НА	и	может	стабилизировать	структуру	

белка	 в	 составе	 тримера	 (шипы	НА	 на	 поверхности	
вируса	 сформированы	 гомотримерами	 НА)	 за	 счет	
дополнительных	 гидрофобных	 взаимодействий	
между	НА2	разных	субъединиц	НА	(Рис.	3Б)	[21].	

Вирус	KG05-58,	 содержащий	модифицированный	
НА,	вызывал	слияние	с	мембраной	эритроцитов	при	
значениях	 рН	 5.3–5.4,	 близких	 	 к	 показателям	 пер-
вичных	изолятов	вируса	гриппа	человека	(рН	5.0–5.4)	
[22].

Сравнивая	 аффинность	 связывания	 исходного	
и  мутантного	 вирусов	 с	 моноклональными	 антите-
лами	 IIF4,	 распознающими	 «закисленную»	 конфор-
мацию	НА,	мы	показали,	что	у	мутантного	варианта	
порог	связывания	с	IIF4	сдвинут	в	кислую	область	рН	
по	сравнению	с	исходным	вирусом.	Мутантный	вирус	
оказался	более	устойчив	к	процедуре	замораживания/
размораживания,	когда	в	результате	кристаллизации	
изменяются	локальные	концентрации	солей	буфера,	
что	 может	 вызвать	 резкое	 изменение	 значений	 рН	
и тем	самым	индуцировать	конформационные	изме-
нения	НА	[23].	Кроме	того,	белок	НА	в составе	виру-
са	KG05-58	был	резистентен	к	обработке	трипсином	
в	тех	же	условиях,	когда	НА	вируса	KG05	полностью	
гидролизован.	

Таким	образом,	нами	показано,	что	в	составе	ви-
риона	 вируса	 гриппа	 птиц	 подтипа	 Н5N1	 белок	 НА	
достаточно	легко	переходит	в	конформацию,	харак-
терную	для	кислой	 среды.	Эти	изменения	приводят	
к  значительному	 снижению	 уровня	 иммунокомпе-
тентного	НА	–	как	это	показано	методом	ОРИД.	Для	
препаратов	 вирусов	 KG05	 и	 KG05-58	 наибольшие	
потери	выявлены	для	KG05,	накопленного	в	клетках	
MDCK;	в	случае	использования	культуры	Vero	разни-
ца	менее	выражена,	а	для	вирусов,	полученных	в ку-
риных	эмбрионах	статистически	достоверных	разли-
чий	не	выявлено	вообще.	Поскольку	в	сравниваемых	
препаратах	KG05	и	KG05-58	содержание	общего	белка	
было	одинаковым,	 сниженный	уровень	НА	в	вирусе	
KG05	в	культурах	клеток	млекопитающих	может	быть	
результатом	 «повреждения»	 этого	 белка	 в	 процессе	
концентрации	и	очистки.	Наименьшие	потери	выяв-
лены	при	продуцировании	вирусов	в	куриных	эмбри-
онах,	что	можно	объяснить	более	высоким	значением	
рН	 (8.0	-	8.3)	аллантоисной	жидкости	по	сравнению	
с рН	клеточной	среды	(7.4)	и	стабилизирующим	дей-
ствием	аллантоисных	белков	[24].	

Таблица. Характеристика	препаратов	вирусов	KG05	и	KG05-58	

Субстрат Вирус Урожайность Очищенные инактивированные препараты

Объем, мл Титр, ГАЕ Объем, мл Титр, ГАЕ Общий белок, мг/мл

КЭ KG05 100 128 0.50 12800 1.78

KG05-58 100 128 0.50 12800 1.92

Vero KG05 100 16 0.40 400 0.40

KG05-58 100 16 0.40 800 0.61

MDCK KG05 100 16-32 0.25 320 0.30

KG05-58 100 16 0.25 640 0.59
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Харви	(Harvey)	с	соавт.	показали,	что	содержание	
HA	в	вакцинных	препаратах,	произведенных	из	ви-
русов	 сероподтипа	H5N1,	 составляло	примерно	 78%	
от	количества,	получаемого	из	вируса	гриппа	челове-
ка	A/PR/8/34	(H1N1)	[25].	Авторы	предположили,	что	
это	 связано	 с	 более	 низким	 относительным	 содер-
жанием	НА	в	частицах	вирусов	Н5N1.	На	основании	
полученных	нами	результатов	можно	предположить,	
что	данный	эффект	скорее	связан	с	низкой	конфор-
мационной	стабильностью	HA	вирусов	H5N1,	приво-
дящей	к	его	быстрой	деградации.	

Нативная	структура	НА	представляет	собой	мета-
стабильное	состояние,	которое	при	кислом	значении	
рН	 преодолевает	 кинетический	 барьер	 и	 переходит	
в	термодинамически	более	стабильную	форму.	В	ре-
зультате	 этой	 перестройки	 нейтрализующие	 анти-
генные	детерминанты	НА	–	в	нативном	вирионе	они	
расположены	на	поверхности	глобулярной	части	НА1	
и	именно	на	них	вырабатываются	нейтрализующие	

вирус	 антитела	 –	 маскируются,	 а	 обычно	 скрытые	
эпитопы	 субъединицы	 НА2	 экспонируются.	 Такое	
изменение	 конформации	 может	 быть	 вызвано	 не	
только	изменением	рН,	но	и	повышением	темпера-
туры	 или	денатурирующими	 агентами	 [26].	 Это	 по-
зволяет	предположить,	что	в	процессе	производства	
вакцины	 из	 вирусов	 гриппа	 H5N1,	 под	 действием	
различных	 дестабилизирующих	 факторов,	 НА	 мо-
жет	 легко	 терять	 нативную	 конформацию	 переходя	
в	 более	 стабильную	 «закисленную»	 форму.	 При	 ис-
пытании	 H5N1-вакцин,	 действительно,	 отмечается	
повышенная	 выработка	 антител	 на	 антигенные	 де-
терминанты	HA2,	 что	 приводит	 к	 измененному	 (по	
сравнению	с обычно	наблюдаемым)	спектру	антител	
и,	 как	 следствие,	низкой	иммуногенности	 этих	 вак-
цин.	Данная	гипотеза	согласуется	с	данными	Курана	
(Khurana)	и соавт.	[27],	которые	показали,	что	антите-
ла	в	сыворотках	вакцинируемых	субъединичной	вак-
циной	H5N1	имели	низкую	аффинность	к	пептидам	

Рис. 8. Содержание	НА	в	препаратах	вирусов	KG05	и	KG05-58.	
Относительное	содержание	НА	в	очищенных	препаратах	вирусов,	выращенных	в	куриных	эмбрионах	(A),	клетках	Vero	(Б)	и	MDCK	
(В),	измеряли	методом	ОРИД.	Представлены	результаты	одного	из	трех	независимых	экспериментов.
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субъединицы	НА1	(участок	28–319),	и	обладали	высо-
кой	аффинностью	к	эпитопам	субъединицы	HA2.	Со-
держание	нейтрализующих	антител	в	вакцине	повы-
шалось	в присутствие	адъюванта	MF59,	возможно,	за	
счет	его	стабилизирующего	действия.

Таким	 образом,	 низкая	 конформационная	 ста-
бильность	 HA	 имеет	 негативные	 последствия	 для	
качества	 вакцин,	 снижая	 количество	 образующихся	
нейтрализующих	 антител	 и	 протективную	 эффек-
тивность	 препаратов	 [28,29].	 Следует	 заметить,	 что	
низкая	 конформационная	 стабильность	 HA	 вирусов	
H5N1	 также	 способствует	 их	 высокой	 склонности	
к агрегации	[30].	В	образовании	агрегатов	задейство-
ваны	гидрофобные	участки	НА2.	Наличие	в	вакцине	
агрегатов	 крайне	 нежелательно	 еще	 и	 потому,	 что	
они	 вызывают	 дополнительные	 побочные	 эффекты	
у вакцинируемых	[31].	

Ранее	 нами	 показано,	 что	 интраназальная	 вак-
цинация	живым	 вирусом	также	 зависит	 от	 конфор-
мационной	 стабильности	 НА,	 которая	 определяет	
эффективное	 проникновение	 вируса	 в	 эпителиаль-
ные	 клетки	 верхнего	 респираторного	 тракта	 и	 обе-
спечивает	 более	 высокий	 уровень	 иммуногенности	
[15,32].	В	полном	соответствии	с	этими	результатами 

и	данные,	полученные	Имай	(Imai)	и	др.	[33].	Авторы	
выявили,	 что	 низкая	 стабильность	 высокопатоген-
ных	 штаммов	 вируса	 гриппа	 –	 одна	 из	 причин	 их	
низкой	трансмиссивности	у	млекопитающих.

Таким	 образом,	 нами	 показано,	 что	 низкая	 кон-
формационная	 стабильность	 НА	 высокопатогенных	
штаммов	 вируса	 гриппа	 птиц	 определяет	 низкий	
выход	иммунокомпетентного	НА	 в	 вакцинных	пре-
паратах	этих	вирусов	и,	возможно,	их	низкую	имму-
ногенность.	 Однако	 для	 подтверждения	 последнего	
требуются	дальнейшие	исследования.
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