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Резюме
Введение. Ранее было показано, что полимеразные белки PB1 и PB2 определяют холодоадаптированный 
фенотип вируса гриппа А/Краснодар/101/35/59 (H2N2).
Цель работы. Создать репортерные конструкции и определить активность вирусной полимеразы при 33 и 
37 °С методом минигенома.
Материалы и методы. Совместная трансфекция клеток Cos-1 плазмидами pHW2000, экспрессирующими 
белки вирусной полимеразы PB1, PB2, PA, NP (минигеном) и репортерную конструкцию. 
Результаты. На основе сегмента 8 созданы две репортерные конструкции, которые содержат прямую или 
инвертированную последовательность NS1-GFP-NS2 для экспрессии белков NS2 и NS1, трансляционно 
слитных с зелёным флуоресцентным белком (GFP), которые позволили оценить транскрипционную и/или 
репликативную функции вирусной полимеразы. 
Заключение. Полимераза вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) обладает более высокой репликативной 
и транскрипционной активностью при 33 ºС, чем при 37 °С. Её транскрипционная активность в большей 
степени зависит от температуры, чем репликативная. Репликативная и транскрипционная активности по-
лимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, вариант Mount Sinai) не имеют существенных различий и не 
зависят от температуры.
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Abstract
Introduction. Polymerase proteins PB1 and PB2 determine the cold-adapted phenotype of the influenza virus A/
Krasnodar/101/35/59 (H2N2), as was shown earlier.
Objective. The development of the reporter construct to determine the activity of viral polymerase at 33 and 37 °C 
using the minigenome method.
Materials and methods. Co-transfection of Cos-1 cells with pHW2000 plasmids expressing viral polymerase 
proteins PB1, PB2, PA, NP (minigenome) and reporter construct.
Results. Based on segment 8, two reporter constructs were created that contain a direct or inverted NS1-GFP-
NS2 sequence for the expression of NS2 and NS1 proteins translationally fused with green fluorescent protein 
(GFP), which allowed the evaluation the transcriptional and/or replicative activity of viral polymerase. 
Conclusion. Polymerase of virus A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) has higher replicative and transcriptional activity 
at 33 °C than at 37 °C. Its transcriptional activity is more temperature-dependent than its replicative activity. The 
replicative and transcriptional activity of polymerase A/Puerto Rico/8/34 virus (H1N1, Mount Sinai variant) have no 
significant differences and do not depend on temperature.
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Введение

Вирус гриппа А, представитель семейства Ortho-
myxoviridae, имеет сегментированный геном из одно-
нитчатой «минус»-цепи РНК. Каждый из 8 сегментов 
кодирует 1–2 и более вирусных белков и упакован в ви-
де рибонуклеопротеида (РНП). В состав последнего 
входят вирионная «минус»-цепь РНК (вирусная геном-
ная РНК, vRNA), покрытая, как бусами, молекулами 
вирусного белка NP, и одна копия вирусной полимера-
зы в виде гетеротримера из белков PB1, PB2, PA. С этой 
структуры в ядре инфицированной клетки вирусная 
полимераза осуществляет сначала транскрипцию, 
а позднее репликацию вирусной РНК. Сегмент 8 коди-
рует два белка – NS1 и NEP/NS2, из которых послед-
ний транслируется со сплайсированной матричной 
РНК (mRNA) и принимает участие в транспорте вновь 

образованных РНП из ядра к клеточной мембране для 
сборки новых вирионов. Сегменты 4 и 6 кодируют по-
верхностные гликопротеиды HA и NA, которые служат 
основными антигенными детерминантами, провоци-
рующими развитие иммунного ответа в инфицирован-
ном организме [1]. НА обеспечивает взаимодействие 
вириона с рецепторами и проникновение вирусного 
генома в клетку, а NA способствует выходу вирусного 
потомства из клетки.

Вирус гриппа сопровождает человечество на протя-
жении столетий и наиболее громко напоминает о себе 
во время сезонных эпидемий гриппа, которые в ряде 
случаев характеризуются высокой смертностью. Од-
ной из действенных превентивных мер против грип-
па остается вакцинация. На сегодняшний день суще-
ствует огромное разнообразие противогриппозных 
вакцин, созданных на основе различных технологий 
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1ts – термочувствительность (снижение репродукции при высо-
кой температуре); ca – адаптация к росту при пониженной тем-
пературе; att – аттенуация.

[1]. Среди цельновирионных вакцин, к которым отно-
сятся инактивированные и живые аттенуированные 
вакцины, наиболее эффективными считаются вторые. 
Принцип их действия основан на том, что вакцин-
ный штамм способен размножаться при пониженной 
температуре (25–33 °С), которая соответствует тем-
пературе в носовых ходах человека. В нижних ды-
хательных путях, где температура превышает 37 °С, 
вирус утрачивает способность размножаться и эли-
минируется из организма, не вызывая заболевания. 
Контакт с вакцинным вирусом активирует гумораль-
ный и клеточный иммунитет, который защищает ор-
ганизм от тяжелого заболевания при встрече с диким 
вирусом. В свое время в качестве живой вакцины 
против вирусов гриппа А H2N2 применяли аттенуи-
рованные холодоадаптированные штаммы A/Lenin-
grad/134/17/57 в России и A/Ann Arbor/6/60 в США 
[2–4]. Позднее эти штаммы использовали в качестве 
доноров аттенуации при получении реассортантных 
вакцинных штаммов, в которых гены поверхностных 
белков НА и NA были заменены на гены циркулиру-
ющих актуальных штаммов [5–7]. 

Существенный прогресс в создании противогрип-
позных вакцин был достигнут благодаря методу об-
ратной генетики. Суть его заключается в том, что 
каждый из восьми сегментов генома вируса грип-
па А клонирован в плазмиде. Из этих плазмид, как 
из конструктора, можно собирать вирус с заданными 
свойствами [8–10]. 

Одним из вирусов, реконструированных плазмидной 
технологией, был вирус A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), об-
ладающий высокой репродуктивной способностью 
в куриных эмбрионах (КЭ). Его предполагалось ис-
пользовать в качестве донора генов внутренних белков 
при создании инактивированных рекомбинантных вак-
цин, в частности, против вируса H5N1 [11]. 

В США в настоящее время лицензионно одобрено 
применение метода обратной генетики в производ-
стве противогриппозных вакцин, включая живую вак-
цину FluMist против сезонного гриппа (http://www.
flu.org.cn/en/news-11930.html) [5].

Обратная генетика широко используется в иссле-
довании функции вирусных белков и механизмов их 
взаимодействия с клеточными факторами хозяина, 
а также для выяснения роли определенных участков 
генома и точечных мутаций в изменении фенотипа. 

Применение плазмидной технологии позволяет 
проводить исследование без сборки полноценного 
вируса. Например, для выяснения активности вирус-
ной полимеразы достаточно собрать конструкцию 
из плазмид, экспрессирующих белки PB1, PB2, PA 
и NP, – так называемый минигеном. Чтобы по флуо-
ресцентному или люминесцентному свечению оцени-
вать экспрессию минигенома в трансфецированных 
клетках, в конструкцию дополнительно вводят репор-
терный ген, экспрессирующий зеленый флуоресцент-
ный белок (green fluorescent protein, GFP), или люци-
феразу [12, 13].

Совершенствование технологии обратной генетики 
применительно к вирусу гриппа заключается в кон-

струировании плазмид под конкретные цели, упроще-
нии синтеза копий вирусных генов в виде кДНК ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) и способа 
их встраивания в плазмиды для клонирования. Пер-
вые системы для полноценной сборки вируса вклю-
чали 12 плазмид, в последующем их число удалось 
сократить до 8 и менее. Конструкция двухцепочечной 
плазмиды pHW2000 с двумя промоторами позволила 
с одного встроенного фрагмента ДНК на одной цепи 
синтезировать mRNA для трансляции вирусного бел-
ка, а в противоположном направлении, на комплемен-
тарной цепи, получить vRNA, которая впоследствии 
входит в состав РНП зрелых вирионов. При этом для 
синтеза mRNA используется сильный цитомегалови-
русный промотор (CMV), который узнается клеточной 
РНК-полимеразой II; для синтеза vRNA используется 
клеточный промотор для РНК-полимеразы I [9, 10].

Исследования на молекулярном уровне холодоа-
даптированных штаммов показали, что большинство 
мутаций, ответственных за ts-, ca-, att1-фенотип, лока-
лизованы в генах полимеразного комплекса. Так, для 
штамма A/Ann Arbor/6/60 выявлены точечные мута-
ции в PB2 (N265S), PB1 (K391E, D581G и A661T) и NP 
(D34G) [14, 15], для штамма A/Leningrad/134/57 мута-
ции обнаружены в генах PB2 (V478L), PB1 (K265N, 
V591I) и NEP (M100I) [16]. Введение этих мутаций 
в соответствующие сегменты различных штаммов 
вируса гриппа методом обратной генетики приводило 
к проявлению признаков ts-, ca- и att-фенотипа в раз-
ной степени в зависимости от штамма вируса, в кото-
рый были внесены мутации. Один из возможных ме-
ханизмов аттенуации и холодоадаптации может быть 
связан с нарушением транскрипционной и/или ре-
пликативной активности полимеразы при повышен-
ной температуре. В работе L. Rodriguez и соавт. [15], 
где применяли метод минигенома, было показано, 
что введение соответствующих мутаций в сегменты 
полимеразы штамма A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) при-
водило к существенному уменьшению ее активности 
при повышении температуры до 37 и 39 °С.

При поисках новых доноров аттенуации в России 
был получен холодоадаптированный штамм А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2), который отличался от свое-
го дикого прародителя мутациями в семи сегментах 
за исключением сегмента 8 [17, 18]. Две одиночные 
мутации присутствовали в полимеразных белках 
РВ1 (I147T) и РВ2 (V290L). Для выяснения их ро-
ли в формировании ts-фенотипа методом обратной 
генетики аналогичные замены были внесены в ви-
рус A/WSN/33 (H1N1), вследствие чего получили 
варианты вируса, которые отличались от исходного 
штамма единственной заменой в РВ1 (I147T) либо 
в РВ2 (V290L). Мутантные варианты хорошо раз-
множались в КЭ при 34 °С и хуже при повышенных 
температурах [19–21].
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Рис. 1. Репортерная конструкция NS1GFPNS2 (контроль). 
а – встроенный в плазмиду модифицированный сегмент 8 вируса грип-
па А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) включает ген NS1 (с удаленным сай-
том сплайсинга для NS2), ген зеленого флуоресцирующего белка (GFP), 
сплайсированный ген NS2. Клеточная РНК-полимераза II с промотора 
CMV синтезирует мPHK (mRNA) конструкции NS1GFPNS2, с кото-
рой транслируются белки NS2 и NS1, трансляционно слитный с GFP; 
б – экспрессия слитного белка NS1-GFP в трансфецированных клетках 
Cos-1, культивируемых при 33 °C (слева) и 37 °C (справа). Масштабная 

линейка – 10 мкм. 
Fig. 1.  NS1GFPNS2 reporter construct (control).

a – modified segment 8 of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) influenza virus is 
inserted in the plasmid which includes the NS1 gene (with a removed splicing 
site for NS2), the green fluorescent protein gene (GFP), and spliced NS2 gene. 
Cellular RNA polymerase II uses the CMV promoter of the NS1GFPNS2 
reporter to synthesize mRNA (mRNA) followed by translation of NS2 and 
fused NS1-GFP proteins; b – expression of the fused NS1-GFP protein in 
transfected Cos-1 cells cultured at 33 °C (left) and 37 °C (right). The scale 

ruler is 10 microns.

a/a

б/b
33 °С 37 °С

Целью настоящей работы было освоение мето-
дик получения минигенома вирусов гриппа и ре-
портерной конструкции с флуоресцентным белком, 
с целью их использования в разработке репортерных 
конструкций для исследования функции вирусных 
полимераз в процессах транскрипции и репликации 
при разном температурном режиме. Для сравнения 
были взяты гены полимеразных белков (PB1, PB2, 
PA) и NP от холодоадаптированного штамма А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2) и штамма A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1, вариант Mount Sinai). 

Материалы и методы

Клонирование генов PB1, PB2, PA и NP
Вирус гриппа человека A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), 

вариант Mount Sinai, был получен из коллекции НИИ 
вирусологии им. Д.И. Ивановского. 

Вирусную РНК выделяли из аллантоисной жид-
кости инфицированных КЭ с помощью набора 
QIAamp Viral RNA mini kit (#52904; Qiagen, Герма-
ния) в соответствии с инструкцией производите-
ля. Обратную транскрипцию проводили при тем-
пературе 42 °С в течение 1 ч в 25 мкл реакционной 
смеси, содержащей 8 мкл РНК, 1 мкл праймера 
uni12 с концентрацией 50 нг/мкл (13,5 нМ), 10 мкл 
воды, 1 мкл 10 мМ dNTP, 5 мкл 5× буфера и 100 ед. 
MMLV (ООО «Альфа Фермент», Москва). Получен-
ную кДНК 3 мкл использовали в ПЦР объемом 30 мкл 
(94 °С – 15 с, 52 °С – 15 с, 72 °С – 1 мин, 30 циклов) 
со специфическими концевыми праймерами для син-
теза полноразмерных сегментов генома [22] в присут-
ствии 0,5 мкл фермента Pfu (ООО «Альфа Фермент», 
Москва). Амплифицированные фрагменты разделяли 
электрофорезом в 1,2% агарозном геле, содержащем 
бромистый этидий, и элюировали из геля набором 
Diatom DNA Elution (#D1031; ООО «Лаборатория 
Изоген», Россия). Очищенные сегменты были встро-
ены в вектор pHW2000 безлигазным методом с по-
мощью ДНК-полимеразы Т4 [23]. Вектор для кло-
нирования был любезно предоставлен доктором Р. 
Вебстером (Dr. R. Webster, St. Jude Children’s Research 
Hospital, Мемфис, США). 

Конструкции из 8 плазмид phW2000, включаю-
щие сегменты генома для сборки вируса А/Красно-
дар/101/35/59 (H2N2), были созданы в лаборатории 
генетики РНК-содержащих вирусов ФГБНУ НИ-
ИВС им. И.И. Мечникова (Москва) [24], как описа-
но ранее [19, 20].

Репортерная конструкция с геном GFP
Сегмент 8 вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2), 

кодирующий белки NS1 и NEP/NS2 (в результате 
сплайсинга), был заменен репортерной конструкци-
ей, созданной, как описано в работе [25]. Методами 
ПЦР и безлигазного клонирования [23] из этого сег-
мента был удален сайт сплайсинга для NS2. Далее 
последовательность сегмента между стоп-кодоном 
NS1 и 3`UTR была заменена на последовательность, 
содержащую ген GFP и сплайсированный ген NS2, 

разделенные последовательностью для пептида 2А, 
где происходит «проскок» рибосомы. Конечная кон-
струкция включала последовательно расположенные 
в одной рамке считывания гены NS1, GFP, последо-
вательность для пептида 2А и ген NS2. В результате 
трансляции mRNA данной конструкции образуются 
два отдельных белка: NS1, трансляционно слитный 
с GFP, и NS2. Конструкция была названа NS1GFPNS2 
(рис. 1 а). Затем из векторной части данной конструк-
ции с помощью методов ПЦР и безлигазного клони-
рования [23] был удален промотор CMV, конструкция 
названа dCMV (рис. 2). Аналогичным образом была 
получена плазмидная конструкция, в которой после-
довательность сегмента NS1GFPNS2 была инверти-
рована. Конструкция была названа dCMVrev (рис. 3). 

Структура праймеров, использованных в работе, до-
ступна по запросу. Структура всех конструкций, встро-
енных в плазмиды, подтверждена секвенированием. 
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2Программа в свободном доступе, разработчик Wayne Rasband, 
NIH, США.

Оценка активности минигенома вируса гриппа по 
экспрессии белка NS1-GFP

Перевиваемую линию клеток Сos-1 культивиро-
вали при температуре 37 °С в атмосфере 5% CO2 
в среде DMEM, содержащей 10% телячьей эмбри-
ональной сыворотки и антибиотики. Клетки пере-
севали 1 раз в 2 дня с использованием 0,25% трип-
сина в растворе Версена, поддерживая конфлюэнт-
ность 70–90%. Для трансфекции клетки высевали 
с конфлюэнтностью 70% в 6-луночные планшеты, 
на дне которых находились покровные стекла. 
Трансфекцию проводили с помощью липофектами-
на-3000 (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
инструкции производителя. В лунку 6-луночного 
планшета вносили 2 мкг ДНК. После трансфекции 
клетки инкубировали в течение ночи при темпе-
ратуре 37 или 33 °С и фиксировали 3% раствором 
параформальдегида на фосфатном буфере (ФСБ). 
Далее покровные стекла с прикрепленными зафик-
сированными клетками промывали ФСБ и монти-
ровали микроскопический препарат, применяя рас-
твор, содержащий 9,1% Мовиола 4-88 и 2,3% гли-
церина в 100 mM Tris-HCl, pH 8,5.

Для наблюдения флуоресценции в клетках ис-
пользовали микроскоп Imager M2 (Carl Zeiss, Гер-
мания) с фильтром для FITC и объективом 40×. Изо-
бражения клеток получали с помощью цифровой 
камеры AxioCam 503 mono и сохраняли в формате 
tiff c 16-битной разрядностью. Изображения об-
рабатывали и анализировали с помощью програм-
мы ImageJ2. Перед анализом изображения из него 
вычитали фоновую флуоресценцию. Для этого на 
изображении измеряли среднее значение флуорес-
ценции в области, где отсутствовали клетки. Полу-
ченную величину вычитали из значений флуорес-
ценции для каждой из точек данного изображения. 
Чтобы исключить из анализа участки изображения 
вне клеток, величину порога яркости подбирали 
вручную. Индивидуальные клетки на изображении 
выявляли с помощью команды «analyze particles». 
Далее для каждой клетки измеряли средний уровень 
флуоресценции. Было проведено три независимых 
эксперимента по трансфекции каждой репортерной 
конструкции. В каждом эксперименте было сдела-
но от 10 до 40 измерений. Для вычисления среднего 
значения флуоресценции использовали суммарное 
количество измерений во всех независимых экспе-
риментах для каждой конструкции.

Статистический анализ данных проводили с помо-
щью программы Statistica (StatSoft, США). Для ста-
тистического анализа отличий в уровне флуорес-
ценции при различных температурах инкубации 
трансфецированных клеток использовали критерий 
Манна–Уитни. Отличия считали статистически зна-
чимыми при р < 0,05. 

Результаты и обсуждение

Минигеном и репортерная конструкция  
с флуоресцентным белком 

Минимальный набор плазмид, способный воспро-
извести функцию полимеразы вируса гриппа в ин-
фицированной клетке, состоит из четырех плазмид 
с сегментами PB1, PB2, PA и NP. В одной цепи каж-
дого плазмидного вектора находится CMV, который 
распознает клеточная РНК-полимераза II и синтези-
рует с встроенного сегмента mRNA для последую-
щей трансляции вирусного белка. В противоположной 
цепи расположен промотор для клеточной РНК-поли-
меразы I, способной синтезировать vRNA с того же 
сегмента (рис. 1 а).

Чтобы функционирование такого неполного генома 
(минигеном) в живой клетке можно было наблюдать 
под микроскопом при флуоресценции, была создана 
репортерная конструкция. Контролем служила плаз-
мида, в которую был встроен модифицированный 
сегмент 8, с которого экспрессировался белок NEP/
NS2 и отдельно белок NS1 с присоединенным к нему 
GFP. При трансфекции клеток такой одиночной плаз-
мидой в них наблюдали зеленое свечение (рис. 1 б). 

Транскрипционная активность
Репортерная плазмида dCMV (рис. 2) с удаленным 

промотором CMV для клеточной РНК-полимеразы II 
может функционировать в живой клетке только в при-
сутствии вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразы 
(RdRp), образующейся в результате котрансфекции 
репортерной плазмиды dCMV вместе с плазмидами, 
несущими вирусные гены PB2, PB1, PA и NP. Благо-
даря клеточной PolI, с одной цепи ДНК(+) встроенной 
двухцепочечной репортерной конструкции dCMV син-
тезируется vRNA(−), на которой вирусная RdRp обра-
зует mRNA для трансляции флуоресцирующего белка. 
Наличие флуоресценции свидетельствует о транскрип-
ционной активности вирусной полимеразы. 

Репликативная и транскрипционная активность
В случае репортерной плазмиды dCMVrev (рис. 3), 

в которой встроенный фрагмент NS1GFPNS2 инверти-
рован, в клетке за счет активности клеточной РНК-по-
лимеразы I с комплементарной цепи ДНК(−) вставки 
синтезируется комплементарная cRNA(+). Затем про-
исходит репликация, т.е. в результате активности уже 
вирусной РНК-полимеразы образуется vRNA(−), ко-
торая на стадии транскрипции служит матрицей для 
синтеза mRNA, с которой транслируется флуоресци-
рующий белок. Таким образом, по экспрессии белка 
NS1-GFP можно судить о репликативной и транскрип-
ционной активности вирусной полимеразы RdRp.

Активность вирусной полимеразы при разных  
температурах

Метод минигенома использовали для исследова-
ния активности полимераз вирусов A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1) и А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) при разных 
температурах.
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Рис. 2. Репортерная конструкция dCMV для оценки транскрип-
ционной активности вирусной РНК-зависимой РНК-полимера-

зы (RdRp). 
В плазмиде с встроенной последовательностью NS1GFPNS2 удален 
промотор CMV. На одной цепи встроенного двухцепочечного фрагмента 
ДНК клеточная РНК-полимераза I (PolI) с промотора PolI синтезирует 
вирионную РНК (vRNA), с которой вирусная РНК-полимераза RdRp, 
экспрессируемая минигеномом, в результате транскрипции синтезирует 

mRNA для трансляции белков NS1-GFP и NS2.
Fig. 2. The dCMV reporter construct for evaluating  

the transcriptional activity of viral RNA-dependent RNA 
polymerase (RdRp).

The CMV promoter has been removed from a plasmid carrying inserted 
NS1GFPNS2 sequence. On one chain of the inserted double-stranded DNA 
fragment, cellular RNA polymerase I (PolI) synthesizes virionic RNA (vRNA) 
from the PolI promoter. Then, the viral RNA polymerase RdRp, expressed by 
the minigenome, uses this vRNA for synthesis of mRNA that translates NS1-

GFP and NS2 proteins.

Рис. 3. Репортерная конструкция dCMVrev для оценки реплика-
тивной и транскрипционной активности вирусной РНК-зависи-

мой РНК-полимеразы (RdRp). 
В плазмиду встроен инвертированный двухцепочечный ДНК-фрагмент 
NS1GFPNS2 и удален промотор CMV. Клеточная РНК-полимераза I 
(PolI) синтезирует комплементарную цепь NS1GFPNS2 встроенной кон-
струкции (cRNA). Вирусная РНК-зависимая РНК-полимераза (RdRp) 
реплицирует с нее вирусную РНК (vRNA), на которой затем синтезирует 

mRNA для трансляции белков NS1-GFP и NS2.
Fig. 3. The dCMVrev reporter construct for evaluating the 

replicative and transcriptional activity of viral RNA-dependent 
RNA polymerase (RdRp). 

An inverted double-stranded DNA fragment NS1GFPNS2 is inserted in the 
plasmid in which the CMV promoter is deleted. Cellular RNA polymerase 
I (PolI) synthesizes a complementary NS1GFPNS2 chain (cRNA) of an 
inserted construct. Viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) replicates 
viral RNA (vRNA) from cRNA. Then RdRp uses vRNA as a template for 
synthesis of mRNA for following translation of NS1-GFP and NS2 proteins.

Для каждого вируса был получен минигеном в куль-
туре клеток Cos-1 при одновременной трансфекции 
плазмидами, экспрессирующими белки PB2, PB1, PA 
и NP, совместно с репортерной конструкцией dCMV 
или dCMVrev. Трансфецированные клетки культиви-
ровали при 33 или 37 °С. Эффективность трансфекции 
составляла 5–10%.

При трансфекции клеток только репортерными 
конструкциями (без вирусного минигенома) специ-
фическая флуоресценция GFP отсутствовала (данные 
не показаны). При котрансфекции репортерных кон-
струкций вместе с плазмидами, несущими гены PB2, 
PB1, PA и NP обоих вирусов, наблюдали флуоресцент-
ное свечение в трансфецированных клетках. В случае 
минигенома вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) не бы-
ло выявлено существенной разницы в флуоресцен-
ции клеток, культивируемых при разных температу-
рах (рис. 4, 5 верхний ряд). Однако при коэкспрессии 
с репортерными конструкциями полимеразы холо-
доадаптированного штамма А/Краснодар/101/35/59 
(H2N2) флуоресценция клеток была значительно вы-
ше при пониженной температуре (33 °С) (рис. 4, 5, 
нижний ряд).

Количественная оценка показала, что при повыше-
нии температуры до 37 °С флуоресценция GFP досто-

верно снижается для минигенома холодоадаптиро-
ванного штамма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) в со-
четании с обеими репортерными конструкциями как 
dCMVrev, так и dCMV (рис. 6, серый столбец). 

Критерием оценки зависимости активности поли-
меразы от температуры служит соотношение флуо-
ресценции репортерной конструкции в составе соот-
ветствующего минигенома при 33 и 37 °С (Ф33/Ф37, 
таблица).

Для минигенома холодоадаптированного штам-
ма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) флуоресценция 
GFP с повышением температуры уменьшается при-
мерно в 5 раз для репортерной конструкции dCMV 
и примерно в 3 раза для репортерной конструкции 
dCMVrev (рис. 6), что указывает на повышенную 
полимеразную активность при 33 °С полимеразы 
холодоадаптированного штамма. При этом ее транс-
крипционная активность в большей степени зависит 
от температуры, чем репликативная (коэффициент 4,9 
против 2,7, таблица).

Для полимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 
не было обнаружено существенной зависимости 
от температуры и достоверных различий в транс-
крипционной и репликативной + транскрипционной 
активности (рис. 6, таблица). 
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Рис. 4. Экспрессия NS1-GFP в клетках Cos-1 после трансфек-
ции репортерной конструкции без промотора CMV (dCMV) со-
вместно с минигеномом вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) 

(нижний ряд) либо A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (верхний ряд) при 
33 °С (левая колонка) и 37 °С (правая колонка). 

Масштабная линейка – 10 мкм. 
Fig. 4. Expression of NS1-GFP in Cos-1 cells after transfection with 

a reporter construct without a CMV promoter (dCMV) together 
with the minigenome of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) virus 

(bottom row), or A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (top row) at 33 °C 
(left column) and 37 °C (right column). 

The scale ruler is 10 microns.

Рис. 5. Экспрессия NS1-GFP в клетках Cos-1 после трансфек-
ции репортерной конструкции с инвертированной последова-
тельностью NS1GFPNS2 и без промотора CMV (dCMVrev) со-
вместно с минигеномом вируса А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) 

(нижний ряд) либо A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (верхний ряд) при 
33 °С (левая колонка) и 37 °С (правая колонка). 

Масштабная линейка – 10 мкм. 
Fig. 5. Expression of NS1-GFP in Cos-1 cells after cotransfec-
tion with a reporter construct carrying an inverted NS1GFPNS2 

sequence and deleted a CMV promoter (dCMVrev) together with 
the minigenome of A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) (bottom row) or 
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (top row) viruses at 33 °C (left column) 

and 37 °C (right column). 
The scale ruler is 10 microns.

Рис. 6. Флуоресценция NS1-GFP в условных единицах (Arbi-
trary Units – A.U., вертикальная шкала) при температуре 33 °С 

(черный столбец) и 37 °С (серый столбец) в клетках Cos-1, 
трансфецированных репортерными конструкциями совместно  

с минигеномом вирусов A/Puerto Rico/8/34 (PR8)  
или А/Краснодар/101/35/59 (Krasnodar). 

В каждом столбце приведено среднее арифметическое значение по резуль-
татам трех независимых экспериментов со среднеквадратичным отклоне-
нием. Конструкция dCMV характеризует активность полимеразы преи-
мущественно при транскрипции, а dCMVrev – активность полимеразы 
при репликации и транскрипции. * – достоверное различие при p < 0,008. 
Обозначения: CMV/NS1GFPNS2 – репортерная конструкция NS1GFPNS2 
с CMV промотором (контроль); dCMV – репортерная конструкция NS-
1GFPNS2 без промотора CMV; dCMVrev – репортерная конструкция без 
промотора CMV c инвертированной последовательностью NS1GFPNS2. 

Fig. 6. NS1-GFP fluorescence in conventional units (Arbitrary 
Units – A.U., Y-axis) at a temperature of 33 °C (black column) 
and 37 °C (gray column) in Cos-1 cells transfected by reporter 

constructs together with the virus minigenome of A/Puerto 
Rico/8/34 (PR8) or A/Krasnodar/101/35/59 (Krasnodar). 

In each column, the arithmetic mean is given according to the results of three 
independent experiments with a standard deviation. The dCMV construct 
characterizes polymerase activity mainly during transcription, and dCMVrev 
characterizes polymerase activity during replication and transcription.  
* – significant difference at p < 0.008. Designations: CMV/NS1GFPNS2 – 
NS1GFPNS2 reporter construct with CMV promoter (control); dCMV is a reporter 
construct of NS1GFPNS2 without a CMV promoter; dCMVrev is a reporter 

construct without a CMV promoter with an inverted NS1GFPNS2 sequence.

33 °С 33 °С37 °С 37 °С
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Таблица. Соотношение репликативной и транскрипционной активностей РНК-зависимой РНК-полимеразы вирусов А/Красно-
дар/101/35/59 (H2N2) и A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) при температуре 33 и 37 °С на основании интенсивности флуоресценции (Ф33/Ф37) 
зеленого белка, экспрессируемого репортерной конструкцией 
Table. The ratio of replicative and transcriptional activities of RNA-dependent RNA polymerase of viruses A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) 
and A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) at temperatures 33 and 37 °C based on the fluorescence intensity (F33/F37) of the green protein expressed by 
the reporter construct

Минигеном вируса
Minigenome of virus

Функция вирусной полимеразы (репортерная конструкция), значение Ф33/Ф37
The function of viral polymerase (reporter construct), F33/F37 value

транскрипция
transcription

(dCMV)

репликация + транскрипция
replication + transcription

(dCMVrev) 

Контроль, NS1GFPNS2
Control, NS1GFPNS2

1,3 –

A/Puerto Rico/8/34 1,1 1,2

А/Краснодар/101/35/59
А/Krasnodar/101/35/59

4,9 2,7

Примечание. Обозначения, как на рис. 6.
Note. Designation according to Fig. 6.

Заключение
Созданы две репортерные конструкции с флуорес-

центным белком на основе 8-го сегмента штамма А/
Краснодар/101/35/59 (H2N2), позволяющие контро-
лировать репликативную и транскрипционную актив-
ность белков полимеразного комплекса вируса грип-
па методом минигенома. 

С помощью метода минигенома показано, что по-
лимераза холодоадаптированного вируса А/Крас-
нодар/101/35/59 (H2N2) обладает более высокой ре-
пликативной и транскрипционной активностью при 
температуре 33 °С, чем при 37 °С, в отличие от по-
лимеразы вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, вариант 
Mount Sinai), активность которой существенно не раз-
личается при 33  и 37 °С.

Результаты настоящей работы, полученные мето-
дом минигенома, не только подтвердили выводы ран-
них исследований, проведенных другими методами 
[20, 21], о том, что ts-фенотип холодоадаптированно-
го штамма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) обуслов-
лен вирусной полимеразой, но и показали, что транс-
крипционная активность полимеразы этого штамма 
в большей степени зависит от температуры, чем ре-
пликативная.
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