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АННОТАЦИЯ

Холодоадаптированный реассортантный штамм вируса гриппа А/17/серебристая чайка/Сарма/2006/887 (H6N1) получен 
на основе донора аттенуации А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) методом генетической реассортации в куриных эмбрионах. 
Структура генома реассортанта была проанализирована методом ПЦР в реальном времени с последующим анализом 
кривых плавления высокого разрешения (high resolution melting, HRM-анализ) при использовании интеркалирующего 
флуоресцентного красителя EvaGreen. Анализ кривых плавления ДНК копий РНК фрагментов (PB2, PB1, PA, NP, М, NS) 
показал, что реассортантный вирус гриппа А/17/серебристая чайка/Сарма/2006/887 (H6N1) унаследовал гены внутренних 
и неструктурных белков от донора аттенуации. По антигенным свойствам реассортант соответствовал вирусу гриппа птиц 
А/серебристая чайка/Сарма/51с/2006 (H6N1). Изучение фенотипических свойств реассортанта показало, что вирус А/17/
серебристая чайка/Сарма/2006/887 (H6N1) характеризуется температурочувствительностью и холодоадаптированностью 
в куриных эмбрионах и аттенуирован для мышей при интраназальном введении. Данный реассортант может быть реко-
мендован кандидатом в вакцинные штаммы для живой гриппозной вакцины для людей.
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ABSTRACT

The cold-adapted reassortant influenza virus А/17/herring gull/Sarma/2006/887 (H6N1) was developed in chicken embryos by 
genetic reassortment based on the A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) master donor virus. The genome composition of the obtained 
reassortant was analyzed by means of real time PCR with the high resolution melting (HRM-analysis) using an intercalating 
fluorescent dye EvaGreen. Analysis of the DNA copies melting curves of RNA gene fragments (PB2, PB1, PA, NP, M, NS) showed that 
the reassortant influenza virus А/17/herring gull/2006/887(H6N1) contained the internal proteins coding genes from the master 
donor virus and the surface antigens coding genes from the A/herring gull/Sarma/51c/2006 (H6N1) avian influenza virus. The 
study of phenotypic properties showed that the А/17/herring gull/Sarma/2006/887 (H6N1) is temperature sensitive (ts) and cold-
adapted (ca) in chicken embryos and attenuated in mice when administered intranasally. This reassortant can be recommended as 
a live influenza vaccine candidate for humans.
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ВВЕДЕНИЕ

Вирус гриппа подтипа H6N1, который активно вы-
деляется в последнее время от диких и домашних 
птиц, относится к семейству Orthomyxoviridae и роду 
Influenzavirus А. До настоящего времени не было от-
мечено тяжелых случаев инфицирования человека 
вирусами данного подтипа. Однако серологические 
наблюдения, проводимые в Южном Китае, выявили 
наличие антител к вирусам гриппа подтипа H6 у 13% 
жителей различных провинций [1]. Филогенетиче-
ский анализ вирусов гриппа А свидетельствует, что 
близкородственные гены, кодирующие внутренние 
белки, встречаются у вирусов гриппа А различных 
подтипов и между вирусами гриппа птиц и челове-
ка возможна реассортация [2]. Также установлено, 
что некоторые из сегментов генов NP и NA высоко-
патогенных вирусов H5N1 происходят от вируса H6 
диких уток [3, 4]. Таким образом, вирус гриппа птиц 
подтипа H6N1 является потенциально опасным для 
людей, что вызывает необходимость разработки со-
ответствующего вакцинного штамма для защиты 
людей от возможной инфекции. Один из вакцинных 
кандидатов для живой гриппозной вакцины (ЖГВ) – 
вирус A/чирок/Гонконг/97/AA (H6N1) – был полу-
чен на основе донора аттенуации А/Энн Арбор/6/60 
(H2N2) (Flumist®, США) с использованием вируса 
гриппа птиц подтипа H6N1, выделенного в 1997 году 
[5]. Однако данный вакцинный вирус очень слабо ре-
продуцировался в респираторном тракте вакциниру-
емых и проявил низкую иммуногенную активность. 
Современные живые гриппозные вакцины представ-
ляют собой аттенуированные реассортантные штам-
мы с формулой генома 6:2. Гены, кодирующие гемаг-
глютинин (HA) и нейраминидазу (NA), наследуются 
от антигенно актуального штамма, а шесть генов, ко-
дирующих негликозилированные белки, – от холодо-
адаптированного (ХА) донора аттенуации. 

Ранее нами уже были получены и изучены вакцин-
ные штаммы, содержащие поверхностные антигены 
апатогенных вирусов гриппа птиц подтипов А(H5N2), 
А(H7N3) и А(H9N2), на основе холодоадаптированно-
го донора аттенуации А/Ленинград/134/17/57(H2N2) 
(Лен/17), который лицензирован в Российской Феде-
рации для подготовки вакцинных штаммов ЖГВ для 
иммунизации взрослых и детей от 3-х лет [6-9]. Вак-
цинные штаммы сероподтипов H5N2 и H7N3 были 
проверены в клинических исследованиях и показали 
высокую иммуногенную активность, вызывая серо-
конверсии у 54.8% и 72% привитых после двукрат-
ной иммунизации, соответственно. Цель настояще-
го исследования состояла в получении вакцинного 
кандидата подтипа H6N1 на основе донора Лен/17, 
содержащего поверхностные антигены вируса А/се-
ребристая чайка/Сарма/51с/2006 (H6N1), и в изуче-
нии его свойств in vitro и на лабораторных животных. 

Традиционно анализ состава генома кандидатов 
в вакцинные штаммы, полученных методами класси-
ческой генетической реассортации, осуществляется 
методом полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) и последующим рестрикци-
онным анализом продуктов амплификации [10] или 

мультиплексной ПЦР [11] и последующим полным сек-
венированием всех генов реассортанта. Для быстрого 
анализа состава генома потенциальных вакцинных 
кандидатов применяют также ПЦР в реальном време-
ни с использованием гидролизируемых олигонукле-
отидных зондов [12] и пиросеквенирования [13]. Для 
упрощения процедуры скрининга вакцинных кан-
дидатов мы предлагаем использовать ПЦР в режиме 
реального времени с анализом кривых плавления вы-
сокого разрешения (HRM-анализ). Данный метод по-
зволяет экономить время по сравнению с визуализа-
цией результатов в агарозном геле при ПЦР-анализе 
и снижает риск контаминации ампликонами. Кроме 
того, данный метод является сравнительно недоро-
гим, так как не требует использования дорогостоящих 
флуоресцентных олигонуклеотидных зондов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы

В работе были использованы следующие вирусы 
гриппа: донор аттенуации Лен/17 и пандемический 
вирус дикого типа (дт) А/Ленинград/134/57(H2N2) 
(Лен/дт), полученные из коллекции отдела вирусоло-
гии ФГБНУ «Институт экспериментальной медици-
ны», а также вирус гриппа птиц А/cеребристая чайка/
Сарма/51с/2006 (H6N1) (H6N1/дт), предоставленный 
ФГБУ «НИИ гриппа». 

Вирусы культивировали в развивающихся 10-днев-
ных куриных эмбрионах (птицефабрика «Скворицы», 
Ленинградская область). Инфекционную активность 
вирусов определяли в развивающихся куриных эм-
брионах при оптимальной (33°С), повышенной (до 
39ºС) и пониженной (до 26ºС) температуре, 50%-ную 
эмбриональную инфекционную дозу (ЭИД50) рассчи-
тывали по методу Reed – Muench [14].

ОТ-ПЦР в реальном времени с HRM-анализом

Для генотипирования вирусную РНК выделяли из 
80  мкл вирусосодержащей аллантоисной жидкости 
с помощью набора QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, 
Нидерланды). Полученные образцы РНК хранились 
при температуре -20°С. ОТ проводили с  использова-
нием ревертазы мышиного вируса лейкемии Молони 
(M-MulV Reverse Transcriptase, СибЭнзим) и случай-
ных гексамеров. ПЦР в реальном времени проводили 
с использованием термоциклера CFX96 (Bio-Rad, США) 
с праймерами, разработанными для генов внутренних 
и неструктурных белков донора аттенуации Лен/17 [10]. 
Дополнительно для генов РВ1 и РА с помощью програм-
мы Primer3 [15] были разработаны следующие пары 
праймеров: PB1-F781 (5’ TACTTTGTCGAAACACTAGCGA 
3’), PB1-R952 (5’ TCCATTTGGTATTGTCTCCAG 3’); PA-
F47 (5’ GCTTCAATCCGATGATTGTCGAGC 3’), PA-R206 (5’ 
ATTGACTCGCCTTGCTCATT 3’). Реакцию проводили в 
объеме 20 мкл, содержащем 10 мкл реакционной смеси 
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, США), 0.5 мкM 
каждого праймера, 4 мкл кДНК и воды, свободной от 
РНКаз, согласно рекомендациям производителя. Плав-
ление продуктов ПЦР осуществляли при температуре 
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от 65°С до 95°С с инкрементом в 0.5°С. HRM-анализ 
кривых плавления проводили с использованием ком-
пьютерного программного обеспечения Precision Melt 
Analysis Software, Version 1.1 (Bio-Rad, США). 

Секвенирование по Сэнгеру 

Для частичного секвенирования были получены ДНК-
копии сегментов РНК PB2, PB1, PA, NP и NA с помощью 
набора OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Нидерланды). По-
сле электрофореза в 1.5% агарозном геле ДНК-копий 
и очистки посредством QIAquick PCR purification Kit 
(Qiagen, Нидерланды) секвенирование было выпол-
нено с помощью набора реактивов BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, США) на 
ДНК-анализаторе ABI 3730xl. Обработку электрофоре-
грамм нуклеотидных последовательностей проводи-
ли с помощью пакета программ 3730 Data Collection 
v3.0 software (Applied Biosystems, США). Частичные 
нуклеотидные последовательности генов РВ2, РВ1 и 
NP депонированы в базе данных GISAID EpiFlu под но-
мерами PB2 EPI774106, PB1 EPI774107 и NP EPI774105.

Определение принадлежности генов, кодирующих 
поверхностные антигены

Происхождение НА было подтверждено в реакции 
торможения гемагглютинации (РТГА) со специ
фической крысиной антисывороткой. Проис-
хождение гена NA реассортанта было опреде-
лено в одноступенчатой ОТ-ПЦР с праймерами 
NA-F101 (5’ GATTAGCTCAACCCAGAAAC 3’) и NA-R605 
(5’AGAAAAAGGAAAAGTAGTAAATCA 3’) с последу
ющим секвенированием полученного фрагмента. 

Изучение прививочных свойств реассортантного 
вируса на мышах

Мышей линии CBA в возрасте 10  недель (Рапполово, 
Ленинградская область) под легким эфирным нарко-
зом заражали интраназально 50  мкл вируссодержа-
щей аллантоисной жидкости с содержанием вируса 
106 ЭИД50. В качестве препарата плацебо использовали 
стерильный фосфатно-солевой буфер. Эвтаназию про-
водили согласно «Правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных». Кон-
центрацию вирусов определяли в легких и в носовых 
ходах мышей на третьи сутки по показателям титро-
вания суспензии органов в развивающихся куриных 
эмбрионах, начиная с разведения 1:10 для легких и 1:2 
для носовых ходов. Через 3  недели после иммуниза-
ции собирали образцы крови. Сыворотки обрабаты-
вали нейраминидазой Vibrio cholerae (Denka-Seiken, 
Япония) и тестировали на присутствие антигемагглю-
тинирующих антител к вакцинному вирусу Лен17/Н6, 
как описано в [16].

Статистический анализ

Обработка результатов исследования проводилась 
с  помощью статистического пакета «Statistica» (вер-
сия 6.0). Для представления полученных данных ис-
пользовали показатели описательной статистики: 
среднее арифметическое, среднегеометрические 

титры (СГТ), среднеквадратичное отклонение. Срав-
нение двух независимых групп проводили с помощью 
непараметрического критерия Манна-Уитни. Разли-
чия считались статистически значимыми при р <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Реассортантный кандидат в вакцинные штаммы 
был получен методом классической генетической 
реассортации вируса гриппа птиц H6N1/дт и ХА до-
нора аттенуации Лен/17, как описано в [17], и назван 
Лен17/Н6. В РТГА со специфической крысиной анти-
сывороткой было подтверждено происхождение гена 
НА реассортанта Лен17/Н6 от вируса гриппа птиц 
H6N1/дт. Путем секвенирования фрагмента гена NA 
было показано, что ген NA реассортанта также про-
исходит от вируса H6N1/дт. 

Происхождение остальных генов реассортанта 
определяли методом ПЦР в реальном времени с по-
следующим HRM-анализом с применением интер-
калирующего флуоресцентного красителя EvaGreen. 
ПЦР в реальном времени с использованием неспе
цифических ДНК-связывающих красителей обычно 
включает анализ кривых плавления продуктов ПЦР. 
Для этого температура в пробах постепенно увеличи-
вается, что приводит к высвобождению флуорофора 
из денатурированной двухцепочечной ДНК. Ско-
рость изменения флуоресценции позволяет выявить 
пик, который соответствует температуре плавления 
комплексов двухцепочечной ДНК. Праймеры-диме-
ры обычно плавятся при более низкой температуре 
благодаря их меньшему размеру, что дает возмож-
ность дискриминации амплифицированного фраг-
мента ПЦР от праймеров-димеров и других неспе
цифических продуктов. 

Анализ кривых плавления высокого разрешения, 
предложенный в [18], позволяет генерировать профили 
кривых плавления, которые достаточно специфичны и 
чувствительны для разделения нуклеиновых кислот на 
основании незначительных различий в них, что делает 
возможным сканирование мутаций, анализ метили-
рования и генотипирование [19]. HRM-анализ может 
использоваться для характеристики образцов на осно-
вании их CG-состава и комплементарности последова-
тельностей ДНК. Возрастающий интерес к упрощению 
анализа однонуклеотидных полиморфизмов приводит 
к активному развитию HRM-технологии. Для проведе-
ния анализа кривых плавления высокого разрешения 
рекомендуют использовать интеркалирующие краси-
тели третьего поколения, такие как EvaGreen, LCGreen 
и SYTO9 [20]. Эти красители малотоксичны, не вызы-
вают ингибирования течения ПЦР и могут использо-
ваться в ПЦР в реальном времени в более высоких кон-
центрациях по сравнению с SybrGreen, что позволяет 
достичь более полного насыщения ими двухцепочеч-
ной ДНК и  уменьшить динамическое перераспреде-
ление красителя в неденатурированные области ДНК 
при ее плавлении. HRM-анализ начинает вводиться 
в  практику при изучении вирусов гриппа, например, 
для детекции и количественного анализа вируса [21], 
а также для скрининга появляющихся в популяции но-
вых штаммов [22]. 
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На Рис.  1 представлены результаты HRM-анализа 
генов внутренних и неструктурных белков реассор-
тантного штамма Лен17/H6. Показано, что програм-
ма Precision Melt Analysis автоматически проводит 
кластеризацию для всех позитивных лунок. Для об-
легчения визуальной идентификации кластеров про-
грамма генерирует так называемые «кривые разли-
чия» для каждой лунки, которые показывают отличия 
флуоресценции в лунке от референсной кривой. По-
следняя определяется как средняя по всем кривым 
флуоресценции для выбранного кластера сравнения. 
На графике хорошо видно, что вирус H6N1/дт отлича-
ется от донора аттенуации Лен/17 по форме кривых 
плавления и температурному профилю, на основа-
нии чего можно сделать вывод, что гены внутренних 
и неструктурных белков реассортанта Лен17/H6 унас-
ледованы от ХА донора аттенуации Лен/17. 

Верификацию полученных данных проводили при 
помощи классического метода ОТ-ПЦР с  последую-
щим рестрикционным анализом, как описано в  [10]. 
На Рис.  2 видно, что ДНК-фрагменты генов PB2, NP, 
M и NS донорского штамма и вакцинного кандидата 
разрезаются рестриктазами на фрагменты, что соот-
ветствует наличию в них нуклеотидных замещений, 
характерных для донора аттенуации (PB2 и NS), или 
вирусов подтипа H2N2 (NP и M), в то время как ам-
плификаты вируса гриппа птиц не режутся. Получен-
ные результаты подтверждают данные HRM-анализа 
и свидетельствуют, что процесс плавления продук-
тов ПЦР не нарушает структуры дуплекса, что делает 
возможным дополнительный анализ амплификатов 

другими методами. В то же время на Рис. 2 видно от-
сутствие амплификации фрагментов РВ1 и РА вируса 
H6N1/дт с праймерами, специфичными для генов до-
нора аттенуации Лен/17, вследствие выраженных раз-
личий между вирусами подтипов H2N2 и H6N1. В свя-
зи с этим для генов РВ1 и РА были разработаны новые 
праймеры с целью амплификации более коротких 
участков (781-952 и 47-206, соответственно). Ампли-
фикация фрагментов генов РВ1 и РА вируса H6N1/дт 
с новыми праймерами прошла успешно, что было под-
тверждено секвенированием полученных фрагмен-
тов. Рис. 3 показывает, что при HRM-анализе, выпол-
ненном с помощью программы Precision Melt Analysis, 
имеется отчетливое различие кривых плавления для 
фрагментов генов донора аттенуации Лен/17 и Лен/дт, 
отличающихся всего на одну нуклеотидную замену. 

Таким образом подтверждено, что реассортант 
Лен17/Н6 приобрел 6  генов, кодирующих внутрен-
ние и неструктурные белки от донора Лен/17. Поиск 
гомологичных последовательностей в GenBank, про-
веденный с помощью компьютерной программы 
BLAST [23], показал, что ген РВ1 вируса H6N1/дт наи-
более близок гену вируса гриппа птиц A/утка/Цзян-
си/5945/2008 (H6N1) (GenBank, KP287703.1), а ген 
PА – гену вируса A/утка/Гуйчжоу /2492/2007 (H6N1) 
(GenBank, CY109657.1) (99% гомологии). Сравне-
ние последовательностей гена PB1 донора аттенуа-
ции Лен/17, реассортанта Лен17/H6 и вируса дикого 
типа H6N1/дт показало, что как донор аттенуации, 
так и реассортант отличаются от вируса дикого типа 
по положению 819 (Т вместо А), которое находится 

Рис. 1. HRM-анализ генов внутренних и неструктурных белков вакцинного кандидата Лен17/Н6 и родительских вирусов. Пред-
ставлены суммарные данные двух экспериментов.
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Рис. 2. Анализ генома вакцинного кандидата Лен17/Н6 методом ОТ-ПЦР с последующим рестрикционным анализом. Ампли-
фицированные участки генов PB2 (1374-1614), NP (886-1200), M (39-249), NS (673-830), PB1 (740-1044) и PA (900-1077) вакцинного 
кандидата Лен17/Н6 и родительских вирусов обрабатывали эндонуклеазами рестрикции Tru 9I, Eco RI, Bst FNI и Cac8I соответ-
ственно и анализировали в агарозном геле. Участки генов PB1 (740-1044) и PA (900-1077) вакцинного кандидата Лен17/Н6 и роди-
тельских вирусов амплифицировали с помощью специфических праймеров и сравнивали в агарозном геле. M – ДНК маркер, N – 
отрицательный контроль; «-» – фрагменты, не обработанные рестриктазами, «+» – фрагменты, обработанные соответствующими 
рестриктазами.

Рис. 3. HRM-анализ генов PB1 и РА вакцинного кандидата Лен17/H6, родительских вирусов и пандемического вируса Лен/дт 
с  подтверждением секвенированием амплифицированных фрагментов. Амплифицировали участки генов PB1 (781-952) и РА 
(886-1200) вакцинного кандидата Лен17/H6, родительских вирусов и пандемического вируса Лен/дт и сравнивали кривые плав-
ления высокого разрешения. Амплифицированные участки также секвенировали, и сиквенс нуклеотидных последовательностей 
анализировали множественным выравниванием.
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в специфическом сайте расщепления и позволяет 
различить данные гены с помощью традиционно-
го рестрикционного анализа (Рис. 3). В то же время 
в гене РА в положении 107 присутствует нуклеотид 
С не только у реассортанта и донора аттенуации, но 
и у вируса H6N1/дт, а также у вируса гриппа птиц  
A/утка/Гуйчжоу/2492/2007 (H6N1). Поскольку указан-
ный нуклеотид также входит в специфический сайт 
расщепления, то в данном случае определить проис-
хождение генов с помощью традиционного рестрик-
ционного анализа становится невозможным. Данные 
результаты подтверждают ограниченные возможно-
сти используемого рестрикционного анализа при ге-
нотипировании вакцинных штаммов вирусов гриппа 
птиц и свидетельствуют о необходимости применения 
новых методов скрининга вакцинных кандидатов.

При изучении репродукции вакцинного кандидата 
Лен17/H6 в куриных эмбрионах при различной тем-
пературе было показано, что данный вирус, так же как 
и донорский штамм Лен/17, проявляет свойства тем-
пературочувствительности и ХА, в отличие от штамма 
H6N1/дт. Разница титров вакцинного кандидата при 
оптимальной (33˚С) и повышенной (39˚С) температу-
ре составила 7.0 log10ЭИД50/мл, отличие в показателях 
репродукции при пониженной и оптимальной тем-
пературе не превышало 3.0 log10 ЭИД50/мл (Табл. 1). 

При интраназальном введении мышам в дозе 
106 ЭИД50 титр вируса Лен17/H6 в легких животных был 
на 1.3 log10ЭИД50/мл меньше по сравнению с родитель-
ским вирусом H6N1/дт, что соответствовало уровню 
репродукции в легких мышей ХА донорского штамма 
(Табл. 1). В то же время вакцинный штамм Лен17/H6 
хорошо репродуцировался в носовых ходах мышей, 
где температура существенно ниже, и вызывал си-
стемный иммунный ответ, определяемый по уровню 
антигемагглютинирующих антител в сыворотках кро-
ви с СГТ 17.4 через 3 недели после однократного вве-
дения. Следует отметить, что среди других вакцинных 
кандидатов на основе апатогенных вирусов гриппа 
птиц штамм Лен17/Н6 характеризуется наиболее вы-
сокой иммуногенностью у мышей после однократного 
введения. Так, при изучении на мышах вирусов других 
потенциально пандемических подтипов иммуноген-
ность была существенно ниже после однократной им-
мунизации вакцинными кандидатами Н5N2 (СГТ=6.6; 
p=0.047), Н7N3 (СГТ=8.7; p=0.047) и  H9N2 (СГТ=5.0; 
p=0.0009) по сравнению с Лен 17/Н6. 

Таким образом, в настоящем исследовании пока-
зано, что методом HRM-анализа можно определять 

олигонуклеотидные и однонуклеотидные различия 
в генах вируса гриппа, что позволяет применять этот 
метод для скрининга вакцинных кандидатов. Состав 
генома вакцинного штамма Лен17/H6, выявленный 
с помощью HRM-анализа, подтвержден методом 
рестрикционного анализа и частичным секвениро-
ванием. По фенотипическим свойствам in vitro (тем-
пературочувствительность и ХА) и in vivo (аттенуа-
ция для мышей и иммунный ответ при однократном 
интраназальном введении) вакцинный кандидат 
соответствует донору аттенуации Лен/17 и, следова-
тельно, удовлетворяет требованиям, предъявляемым 
к вакцинным кандидатам ЖГВ.
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Таблица 1. Биологические свойства реассортантного вакцинного кандидата Лен17/Н6 в сравнении с родительскими вирусами.

Вирус Характеристика 
препарата

Репродукция в куриных 
эмбрионах, log10 ЭИД50/мл

Репродукция в дыхательных 
путях мышей на третьи сутки, 

log10 ЭИД50/мл, n=4

СГТ антител, 
n=7

26˚С 33˚С 39˚С легкие носовые ходы
Лен17/Н6 Вакцинный кандидат 6.5±0.8 9.3±0.3 2.3±0.3 2.8±0.8 3.3±0.5 17.4

Лен/17 Донор аттенуации 7.9±0.7 9.3±0.5 2.2±0.6 2.3±0.7 2.5±0.9 ≤10

Н6N1/дт Вирус дикого типа 1.5±0.0 6.7±0.1 7.2±0.4 4.1±0.3 2.8±0.9 16.8

СГТ – среднегеометрический титр антител, n- число животных в группе
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