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Введение в практику получения гриппозных живых вакцин генно-инженерных подходов позво-
ляет значительно оптимизировать отдельные этапы этого процесса. В последний период большой 
интерес среди исследователей вызывает метод, предполагающий прямое включение заранее из-
вестных и хорошо охарактеризованных мутаций в геном эпидемического варианта вируса гриппа, 
который таким образом приобретает ts- и att-фенотип и может использоваться в качестве канди-
дата в живые гриппозные вакцины. Рассмотрены возможности данного методического подхода и 
проблемы, связанные с его использованием в медицинской и ветеринарной вакцинологии.
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ВВЕДЕНИЕ

Вирус гриппа занимает важное место в  ин-
фекционной патологии человека. Гриппозные 
эпидемии причиняют значительный ущерб здо-
ровью населения и  экономике большого количе-
ства стран. По данным Всемирной организации 
здравоохранения в  период сезонных эпидемий 
каждый год в  мире заболевает гриппом до 20% 
населения земного шара. При этом тяжелые фор-
мы заболевания наблюдаются в 4–5 млн случаев, 
а  летальность колеблется в  пределах 250 000–
400 000  смертельных исходов в  год (Bhat et al., 
2005; Molinari et al., 2007). Гриппозные эпидемии 
влекут за собой значительные экономические 
затраты, связанные с  временной потерей трудо-
способности работающего населения и прямыми 
и косвенными расходами на лечение. Важно так-
же отметить, что гриппозные эпидемии нередко 
сопровождаются тяжелыми клиническими ос-
ложнениями (Shah et al., 2015).

Вирус гриппа относится к семейству Orthomy- 
xoviridae, которое включает шесть родов 
(Influenza virus A, Influenza virus B, Influenza virus 
C, Isavirus, Thogotovirus, Quaranjavirus). Род 
Influenza virus A, представляющий наибольшую 
опасность для здоровья населения, имеет геном, 
состоящий из восьми сегментов одноцепочечной 

РНК негативной полярности, кодирующих в  об-
щей сложности 12 белков, из которых только три: 
NS1, NS2 и PB1-F2 – не входят в состав вириона. 
Установлено, что у  вирусов гриппа А  наиболее 
крупные РНК-сегменты 1, 2 и 3 кодируют белки 
полимеразного комплекса (РВ1, РВ2, РА); гены 4 
и 6 – поверхностные гликопротеины HA и NA; ген 
5 – нуклеопротеин NP. Ген 7 кодирует матриксный 
белок M1 и  мембранный белок M2 (Lamb et al., 
1989). Ген 8 кодирует два неструктурных белка 
NS1 и  NS2, обнаруживаемых в  клетке (Porter et 
al., 1980).

Наиболее эффективным средством борьбы 
с  гриппозными эпидемиями является вакцина-
ция. За последние полвека создано много живых 
и инактивированных гриппозных вакцин, тем не 
менее, гриппозные инфекции остаются и по сей 
день наименее контролируемыми инфекционны-
ми заболеваниями. Имеющийся к  настоящему 
времени опыт применения холодоадаптирован-
ной (ХА) живой гриппозной вакцины в  России 
и США показал, что этот препарат обладает наи-
большей эффективностью при массовой вакци-
нации против гриппа, особенно детей. Следует 
отметить, что в  отличие от инактивированных 
гриппозных вакцин живая вакцина способна за-
щитить от инфекции антигенными вариантами 
вируса гриппа. Будущее гриппозной вакциноло-
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гии в значительной степени будет связано с даль-
нейшим усовершенствованием живых гриппоз-
ных вакцин.

На данный момент практика получения про-
изводственных реассортантов для живой грип-
позной вакцины в  нашей стране ограничивается 
устаревшей методикой реассортации родитель-
ских вариантов в куриных эмбрионах с последу-
ющей селекцией полученных вариантов и их от-
бором после геномного анализа.

Введение в  практику получения гриппозных 
живых вакцин генно-инженерных подходов по-
зволяет значительно оптимизировать отдельные 
этапы этого процесса. В  частности, после раз-
работки техники “обратной генетики” (Luytjis 
et al.,1989; Enami et al., 1990; Neumann et al., 
1994, 1999; Palese et al., 1996; Fodor et al., 1999; 
Hoffmann et al., 2000a, b) стало возможно “соби-
рать” рекомбинантные вирионы заданного белко-
вого состава, трансфицируя клетку плазмидными 
векторами, включающими гены вируса гриппа 
нужных штаммов. При необходимости один или 
несколько вирусных генов можно мутировать 
в заданных позициях методом сайт-направленно-
го мутагенеза.

Одно из направлений, взятых на вооружение 
фирмами-производителями, предполагает полу-
чение рабочего комплекса из шести плазмид, со-
держащих “внутренние” гены ХА штамма  – до-
нора аттенуации, несущие охарактеризованные 
ts-мутации, ответственные за аттенуацию этого 
штамма, и  двух плазмид, содержащих гены, ко-
дирующие поверхностные белки вириона (гема-
гглютинин и  нейраминидаза), от антигенно-ак-
туального эпидемического варианта. Совместная 
трансфекция с использованием всех восьми плаз-
мид позволяет получить требуемые реассортан-
ты  – кандидаты в  живые гриппозные вакцины, 
минуя весьма трудоемкую стадию анализа гено-
ма реассортантов (Maassab, Bryant, 1999; Murphy, 
Coelingh, 2002).

Второе направление является пока предметом 
лабораторных исследований. Оно предполагает 
прямое включение заранее известных и  изучен-
ных ts-мутаций, взятых из геномов штаммов – до-
норов аттенуации, в геном эпидемического вари-
анта вируса гриппа (Subbarao et al., 1993, 1995; 
Parkin et al., 1997; Song et al., 2007; Hickman et 
al., 2008; Pena et al., 2011; Solorzano et al., 2010; 
Zhou et al., 2012). В  качестве наиболее доступ-
ного источника охарактеризованных ts-мутаций 
обычно используется штамм – донор аттенуации 
А/Энн Арбор/6/60(H2N2), используемый фирмой 
MedImmune для получения коммерческой живой 
гриппозной вакцины FluMist. Этот штамм-донор 

был получен серийными пассажами исходного 
дикого варианта А/Энн Арбор/6/60(H2N2) в пер-
вичной культуре почек цыплят при постепенно 
понижающейся температуре (Maassab, 1967). 
Штамм эффективно размножался при 25 °C 
(са-фенотип), но его рост был ограничен при 
38 °C и 39 °C (ts-фенотип). Он не реплицировался 
в легких инфицированных хорьков (att-фенотип) 
и был аттенуирован для детей и взрослых (Belshe 
et al., 1998).

В настоящем обзоре мы покажем, как введение 
ts- и  att-мутаций в  гены, кодирующие белки по-
лимеразного комплекса штаммов вируса гриппа 
человека, помогает создавать эффективные вак-
цины для профилактики заболевания гриппом, 
а в случае вирусов гриппа животных – для нужд 
ветеринарии. Кроме того, мы коротко остано-
вимся на использовании в  вакцинопрофилакти-
ке делеционных мутантов гена NS1 и  мутантов 
по белкам М1 и NP. Будут суммированы успехи, 
достигнутые исследователями  – разработчиками 
актуальных живых противогриппозных вакцин, 
освещены проблемы, с  которыми они сталкива-
ются, а также предложены пути дальнейшего раз-
вития генно-инженерных подходов для нужд со-
временной вакцинологии.

ВКЛЮЧЕНИЕ TS- И ATT-МУТАЦИЙ В ГЕНЫ, 
КОДИРУЮЩИЕ БЕЛКИ ПОЛИМЕРАЗНОГО  
КОМПЛЕКСА ВИРУЛЕНТНЫХ ШТАММОВ  

ВИРУСА ГРИППА ЧЕЛОВЕКА

Генетическую основу ts-фенотипа штамма А/
Энн Арбор/6/60 составляет набор ts- мутаций, 
локализованных в  PB1-белке (K391E; E581G; 
A661T), PB2-белке (N265S), NP-белке (D34G) 
(таблица). Интересно отметить, что все данные 
ts-мутации являются А-G или G-A заменами и все 
они, за исключением мутаций N265S и  А661Т, 
являются результатом модификации заряженных 
аминокислот. Неудивительно, что эти ts-мутации 
локализованы в белках полимеразного комплекса 
вируса гриппа, поскольку вполне вероятно, эти 
аминокислотные замены нарушают белок-белко-
вые взаимодействия вирусной полимеразы при 
непермиссивной температуре (Jin et al., 2003). 
Генетическая стабильность ts-фенотипа, наблю-
даемая у холодоадаптированных (ХА) штаммов – 
доноров аттенуации, могла объясняться коэволю-
цией изменений, наблюдаемых среди отдельных 
белков вириона, работающих в  кооперации друг 
с другом.

Однa из первых попыток получения аттенуиро-
ванного варианта вируса гриппа А путем последо-
вательного включения мутаций в состав РВ2-гена 
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была сделана нa модели вирулентного штамма ви-
руса гриппа А/Лос Анжелес/2/87(H1N1) (Jin et al., 
2003). Было неясно, могут ли две мутации (или 
более), которые независимо переносят ts-фено-
тип вирусу-трансфектанту, дополнять друг друга 
и способствовать появлению вируса, который бу-
дет более аттенуированным, чем вирус, несущий 
только одну мутацию. Из литературы было извест-
но, что в некоторых случаях удовлетворительный 
уровень аттенуации мог быть достигнут комби-
нированием двух генов, несущих аттенуирующие 
мутации в одном вирусе-доноре, однако аттенуа-
ционный фенотип не сохранялся в  процессе ре-
пликации в серонегативных пациентах (Kim et al., 
1976; Murphy, Coelingh, 2002; Tolpin et al., 1981). 
Использование новой генно-инженерной техно-
логии предполагало последовательное включение 
мутаций в  позиции 112, 556 и  658, отвечающих 
за проявление ts- и att-фенотипа, в кДНК копию 
РВ2-гена штамма А/Энн Арбор/6/60, уже имею-
щую мутацию в позиции 265 с целью получения 
трех двойных мутантных копий РВ2-гена, каждая 
из которых была затем включена в  вирус-транс-
фектант (Subbarao et al., 1995). Было показано 

что вирусы-трансфектанты, несущие РВ2-ген  
А/Энн Арбор/6/60 с  двумя ts-мутациями, обла-
дали более выраженным ts- и att-фенотипом, чем 
вирусы-трансфектанты с единичными мутациями 
в РВ2-гене, а  ts-фенотип двух из трех трансфек-
тантов с  РВ2-геном, несущим две мутации, был 
стабилен даже после продолжительной реплика-
ции в верхнем респираторном тракте мышей с на-
рушениями иммунной системы. Трансфектанты 
с  тремя мутациями в  РВ2-гене обладали более 
выраженным ts- и  att-фенотипом, чем трансфек-
танты с двумя мутациями в том же гене. Последо-
вательное введение дополнительных ts-мутаций 
в  РВ2-ген приводило к  появлению сайт-специ-
фических мутантов, которые характеризовались 
ступенчатым повышением ts- и  att-фенотипа по 
сравнению с  предшествующими мутантами. На 
модели хомяков авторами было продемонстри-
ровано, что ts-фенотип трансфектантов коррели-
ровал с  уровнем аттенуации этих вирусов. Ока-
залось, что трансфектанты с  тремя мутациями 
в РВ2-гене при заражении хомяков характеризо-
вались выраженным att-фенотипом. Тем не ме-
нее, интраназальная иммунизация хомяков этими 

Мутационные изменения в генах, кодирующих “внутренние” белки холодоадаптированного (ХА) штамма  
вируса гриппа А/Энн Арбор/6/60

Нуклеотидные замены Замены аминокислот

Ген
Длина Белок Позиция Дикий

штамм
ХА
штамм Позиция Дикий

штамм
ХА
штамм

1
2341 РВ2

141
426
821
1182

aga
gtt
aac
att

agg
gtc
agc
att

–
–

265
–

–
–

Asp
–

–
–

Ser
–

2
2341 PB1

1195
1395
1766
2005

aaa
gag
gag
gct

gaa
gat
ggg
act

391
457
581
661

Lys
Glu
Glu
Ala

Glu
Asp
Gly
Thr

3
2233 PA

20
1861
2168

U

tta

C

cca

Utr
613
715

–
Lys
Leu

–
Glu
Pro

5
1565 NP

113
146

1545

act
gat
a(5)

aat
ggt
a(6)

23
34
utr

Thr
Asp

–

Asn
Gly

–
7

1027
M1
M2

–
969

–
gct

–
act

–
86

–
Ala

– 
    Ser

8
890

NS1
NS2

483
813

gcg
cta

acg
ctg

153
–

Ala
–

Ser
–
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вирусами индуцировала значительный подъем 
сывороточных гемагглютинин-ингибирующих 
антител, и хомяки были резистентны к последу-
ющему заражению вирулентным вирусом. Эти 
эксперименты авторов дали основание предпо-
лагать возможность использования обратной ге-
нетики для получения нового донора аттенуации 
путем включения в  один ген нескольких атте-
нуирующих мутаций. Авторы уверены, что вак-
цинные реассортанты, полученные с  помощью 
такой технологии будут обладать необходимым 
уровнем аттенуации, генетической стабильности, 
иммуногенности и  защитной эффективности. 
Разработанный метод включения аттенуирующих 
мутаций в отдельные гены вируса гриппа позво-
ляет очень точно добиваться желаемого уровня 
аттенуации у  вакцинных вариантов. По мнению 
авторов, включение в геном вирулентного штам-
ма одного гена, несущего несколько ts-мутаций, 
значительно проще включения нескольких генов, 
несущих по одной ts-мутации, поскольку послед-
ний подход резко ограничивается констелляцией 
генов. Учитывая более длительное размножение 
вакцинного гриппозного варианта в  верхнем ре-
спираторном тракте человека, можно ожидать 
при вакцинации сайт-специфическими мутан-
тами более значительного мукозального ответа. 
Большой проблемой в данном вопросе представ-
ляется генетическая стабильность включенных 
мутаций. В  проведенной работе было показано, 
что два из трех трансфектантов с двумя мутаци-
ями в  РВ2-гене обнаруживали полную стабиль-
ность ts-фенотипа даже после продолжительной 
репликации в животных с поврежденной иммун-
ной системой. Третий трансфектант обнаружил 
высокую, но не полную стабильность. Получен-
ные данные свидетельствовали о  том, что ts-фе-
нотип вируса, имеющего единичный ген с двумя 
мутациями, более стабилен, чем ts-фенотип ви-
руса с единичными мутациями в двух различных 
РНК-сегментах. Технология получения живых 
гриппозных вакцин путем включения сайт-спец-
ифических мутаций в  геном эпидемических ва-
риантов вируса гриппа была успешно продемон-
стрирована в  другой работе (Zhou et al., 2012). 
В качестве источника ts-мутаций был использован 
все тот же ХА штамм А/Энн Арбор/6/60, а в каче-
стве штамма-реципиента был выбран пандеми-
ческий штамм rA/Нью Йорк/1682/2009(H1N1) 
(rNY1682-WT). В геном пандемического штамма 
в  первую очередь были включены хорошо оха-
рактеризованные мутации из РВ1-гена А/Энн 
Арбор/6/60 (К391Е, D581G, A661T) и одна мута-
ция из РВ2-гена того же штамма (N265S). Геном 
пандемического штамма уже содержал мутацию 

D34G в  NP-гене, которая играла определенную 
роль в формировании ts-фенотипа штамма А/Энн 
Арбор/6/60. Для усиления аттенуации и безопас-
ности вакцинного прототипа авторы ввели в  его 
геном еще три дополнительные мутации, локали-
зованные в  РВ2-гене А/Энн Арбор/6/60 (Р112S, 
N556D, Y658H). Включение дополнительных му-
таций привело к  получению варианта rNY1682-
TS2, который реплицировался активно при 
пониженной температуре, но резко снижал ре-
пликацию при повышенной температуре. In vivo 
rNY1582-TS2 и  коммерческая вакцина FluMist–
H1N1pdm имели сходные уровни аттенуации, тем 
не менее rNY1682-TS2 обеспечивал лучшую за-
щиту от вирусной инфекции, когда мыши были 
инфицированы либо вирулентным гомологичным 
вариантом NY1682(H1N1pdm) или гетерологич-
ным вирусом rNY1682(HA/NA). В  противопо-
ложность вакцине FluMist–H1N1pdm, в  которой 
все шесть внутренних генов были унаследованы 
от ХА штамма А/Энн Арбор/6/60(Н2N2), вариант 
rNY1682-TS2 содержал шесть внутренних генов 
от пандемического штамма Н1N1 и поэтому мог 
индуцировать более эффективный Т-клеточный 
ответ к  вирулентному вирусу. Предварительно 
было показано (Jin et al., 2004), что пяти ts-му-
таций из генома А/Энн Арбор/6/60 было доста-
точно, чтобы создать эффективный ts-фенотип 
у штамма А/РR/8/34. Однако данные, полученные 
этими исследователями, показали, что эта группа 
критических мутаций в геноме сезонного штамма 
Н1N1 полностью ограничивает его репликацию 
in vitro, однако только частично ограничивает 
репликацию пандемического вируса rNY1682-
TS1 in vitro и совсем не ограничивает in vivo. Эти 
результаты совпадают с  недавними исследова-
ниями, свидетельствующими, что введение кри-
тических мутаций из генома ХА штамма А/Энн 
Арбор/6/60 в геном Северо-Американского трой-
ного реассортанта свиного вируса (Н3N2) толь-
ко частично аттенуирует вирус (Solorzano et al., 
2010).

Результаты опытов с  rNY1682-TS1 говорят 
о  том, что мутация N265S не имеет такого вли-
яния на птичью линию РВ2-гена, какое имеет на 
человеческую линию РВ2-гена. Принимая во вни-
мание сильное ограничение репликации варианта 
Н1N1pdm-TS2 и сезонного вируса Н1N1-TS2 при 
повышенной температуре, авторы предполагают, 
что включение восьми ts-мутаций в  гены РВ1, 
РВ2 и NP в достаточной степени, возможно, атте-
нуируют большинство штаммов вируса гриппа А.

Главной проблемой данного генетического 
подхода является генетическая стабильность ат-
тенуационного фенотипа. Проведенное иссле-
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дование rNY1682-TS2 варианта, выделенного 
из мышиных легких и  назальных смывов через 
четыре дня после инфекции, свидетельствует 
о  том, что вариант сохраняет ts-фенотип. Одна-
ко требуется интенсивное исследование генети-
ческой стабильности варианта rNY1682-TS2 для 
того, чтобы показать, что мутации в геноме это-
го варианта такие же стабильные, как и мутации 
в  ХА штамме А/Энн Арбор/6/60. Принимая во 
внимание, что ХА штамм имеет много точковых 
мутаций, которые аттенуируют вирус и повыша-
ют безопасность, включение дополнительных 
мутаций в  геном сайт-специфических вариантов 
типа NY1682(H1N1pdm) может быть рекомендо-
вано для большего увеличения их стабильности. 
Однако практическая вакцинология рекомендует 
разумный баланс между аттенуацией и  иммуно-
генностью.

По мнению некоторых авторов (Parkin et al., 
1997), ts-мутации должны быть включены в  до-
мены вирус-специфических белков вирулентно-
го вируса, которые взаимодействуют с  функци-
онально важными факторами клетки-хозяина, 
поскольку такие мутации будут меньше подвер-
гаться влиянию супрессорных мутаций. Исходя 
из этого предположения, мутации были включе-
ны в РВ2-ген вирулентного штамма А/Лос Анже-
лес/2/87(Н3N2), кодирующий белок, обладающий 
кэп-связывающей функцией. Наибольшим эффек-
том характеризовалось включение комбинаций, 
состоящих из пяти ts-мутаций, из трех ts-мутаций 
и  трех не ts-мутаций. Последовательно включая 
мутации в РВ2-ген, авторы получили два аттену-
ированных ts-варианта, которые не размножались 
при 38  °C в  клетках MDCK (madin darby canine 
kidney) и  обладали низкой реактогенностью для 
хорьков. Иммунизация мышей и  хорьков этими 
вариантами обеспечивали защиту против интра-
назального заражения гомологичным вирусом 
дикого типа. Генетическая стабильность двух ва-
риантов была исследована различными метода-
ми, и было установлено, что вариант, снизивший 
способность связывать кэп-структуру клеточных 
мРНК, был более стабильным, чем второй вариант.

Возможность генетической модификации вы-
сокорепродуктивного штамма А/PR/8/34 с целью 
его использования в качестве донора аттенуации 
для живых гриппозных вакцин была исследована 
сотрудниками фирмы MedImmuneVaccines, Inc. 
(Jin et al., 2004). Четыре ts-локуса, идентифици-
рованных в РВ1- и РВ2-генах ХА штамма А/Энн 
Арбор/6/60(Н2N2) были введены в  геном штам-
ма A/PR/8/34. Включение сайт-специфических 
мутаций в геном вируса привело к появлению ts- 
и att-фенотипа у штамма А/PR/8/34. При инфици-

ровании хорьков модифицированным вариантом 
А/PR/8/34, размножение вируса в легких хорьков 
не обнаруживалось, однако наблюдалась индук-
ция антител, достаточная, чтобы обеспечить за-
щиту от инфицирования вирулентным вирусом.

На модели живой гриппозной вакцины на 
базе штамма А/PR/8/34, адаптированного к  мы-
шам и содержавшего в геноме четыре ts-мутации 
(PB2 – N265S; PB1 – K391E, D581G, A661T), была 
сделана попытка создания более аттенуированно-
го варианта путем включения в РВ1-ген дополни-
тельной мутации L319Q (Cox, Dewhurst, 2015). 
Включение этой мутации сопровождалось резким 
повышением аттенуации модифицированного ва-
рианта с одновременным умеренным снижением 
его иммуногенности. Интересно отметить, что 
действие данной мутации проявлялось только 
в  контексте остальных ts-мутаций, присутству-
ющих в  РВ1-гене, и  отсутствовало у  исходного 
дикого штамма А/PR/8/34. Фенотипическое про-
явление мутации L319Q проявлялось в  резком 
снижении полимеразной активности при темпе-
ратуре 37 °C и ниже. Включение данной мутации 
не влияло на генетическую стабильность аттену-
ированного варианта A/PR/8/34. Введение мак-
симальной нелетальной дозы (106.0 бляшкообра-
зующих единиц) модифицированного варианта 
повышало в четыре раза титры антигемагглюти-
нирующих антител в сравнении с введением мак-
симальной нелетальной дозы исходного штамма 
(104.0 бляшкообразующих единиц).

В качестве донора ts-мутаций были исполь-
зованы и  другие ХА штаммы вируса гриппа. 
Следует отметить, что в  России в  течение дли-
тельного времени успешно использовался в  ка-
честве донора аттенуации штамм А/Ленин-
град/134/17/57(Н2N2) (Александрова, Климов, 
1994). Также в  НИИ вакцин и  сывороток име-
ни И.И. Мечникова (Москва) был получен ХА 
штамм А/Краснодар/101/35/59(Н2N2), у которого 
были выявлены мутации в РНК-сегментах генома 
и  определены гены, несущие детерминанты, от-
ветственные за аттенуацию этого штамма: РВ1-
ген и NS-ген (Гендон и др., 2013; Терехов и др., 
2013). В связи с этим была исследована возмож-
ность прямого включения мутации Ile147Thr 
в  РВ1-гене этого штамма в  геном вирулентного 
штамма А/WSN/33(H1N1) с  целью его аттену-
ации. В  отличие от родительского штамма ва-
риант-реципиент W9 резко снизил способность 
реплицироваться при температуре 39  °C, а  так-
же снизил способность к  размножению в  лег-
ких мышей (Маркушин и др., 2014). Включения 
единственной мутации из генома ХА штамма  
А/Краснодар/101/35/59 было достаточно для рез-
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кого изменения фенотипических характеристик 
вирулентного штамма А/WSN/33(H1N1).

ВКЛЮЧЕНИЕ TS-  И  ATT-МУТАЦИЙ  В ГЕНЫ, 
КОДИРУЮЩИЕ  БЕЛКИ  ПОЛИМЕРАЗНОГО 
КОМПЛЕКСА  ВИРУЛЕНТНЫХ  ШТАММОВ 

ВИРУСА  ГРИППА  ЖИВОТНЫХ

В последние годы метод сайт-специфиче-
ского мутагенеза находит широкое применение 
и в области ветеринарии. Ввиду повторяющихся 
вспышек низкопатогенного и  высокопатогенно-
го птичьего гриппа в птицеводческих хозяйствах 
возникла необходимость создания вакцин для 
массовой иммунизации домашней птицы против 
штаммов вируса птичьего гриппа. C помощью 
методов обратной генетики было создано новое 
поколение кандидатов в  такие вакцины (Song 
et al., 2007). Ts-мутации из РВ1-гена (K391E, 
E581G, A661T) и  РВ2-гена (N265S) ХА штамма 
А/Энн Арбор/6/60 были введены в  геном штам-
ма вируса птичьего гриппа А/GuineaFowl/Hong 
KongWF10/99(H9N2) (WF10). С  целью повыше-
ния аттенуации данного вируса была проведена 
дальнейшая генетическая модификация РВ1-ге-
на: включение в  СООН-конец информации, ко-
дирующей последовательность восьми амино-
кислот НА-белка вируса гриппа сероподтипа Н3 
(НА-tag), а  также включение в  геном вирулент-
ного штамма НА-гена штамма А/Дикая утка/Аль-
берта/24/01(H7N3), адаптированного к размноже-
нию в  клетках MDCK. Однократная вакцинация 
двухнедельных цыплят полученным аттенуиро-
ванным вариантом (attH7N2) создавала полную 
защиту от последующего заражения низкопато-
генным штаммом вируса птичьего гриппа.

Аналогичная стратегия в  дальнейшем была 
использована при получении кандидата в живую 
вакцину против высокопатогенного вируса грип-
па птиц H5N1. В  этом случае был использован 
аттенуированный вариант, чьи гены, кодирующие 
поверхностные белки вириона, были получены 
от азиатского вируса гриппа птиц Н5N1. Одно-
кратная вакцинация этим аттенуированным ва-
риантом 18-дневных куриных эмбрионов созда-
вала 60%-ную защиту четырехнедельных цыплят 
и 100%-ную защиту 9–12-недельных цыплят про-
тив высокопатогенного вируса Н5N1. Повторная 
вакцинация двухнедельных цыплят имела резуль-
татом 100%-ную защиту цыплят четырехнедель-
ного возраста против высокопатогенного вируса. 
Аттенуированные варианты были способны ре-
плицироваться в  верхнем респираторном тракте 
птиц, вирус не был найден в легких или в клоаке, 
у контактирующих птиц не наблюдалось серокон-

версии. Одна иммунизация цыплят в дозе 5 × 103.0 

ЭИД50 (50%-ная эмбриональная инфекционная 
доза) обеспечивала защиту против 5 × 105.0 ЭИД50 
вирулентного вируса. Полученные результаты 
доказали, что ts-фенотип и  att-фенотип возмож-
но успешно переносить в  геном штаммов виру-
са гриппа птиц с помощью ts-мутаций, взятых из 
генома аттенуированных штаммов вируса гриппа 
человека.

На следующей стадии работы была исследова-
на возможность использования полученных атте-
нуированных вариантов вируса птичьего гриппа 
для получения живых вакцин, способных защи-
тить млекопитающих от заражения штаммами 
вируса гриппа, относящихся к  различным серо-
подтипам (Hickman et al., 2008). Аттенуирован-
ный вариант штамма вируса птичьего гриппа А/
GuineaFowl/Hong KongWF10/99(H9N2) (WF10att) 
обладал широким кругом хозяев и  мог служить 
в  качестве основы для создания универсальной 
вакцины для защиты животных и человека от ви-
руса гриппа птиц. Чтобы лучше оценить аттенуа-
ционный потенциал варианта WF10att(H9N2), его 
защитная эффективность была изучена на модели 
лабораторных мышей. С этой целью были получе-
ны реассортанты, содержащие “внутренние” гены 
от аттенуированного варианта и  гены, кодирую-
щие поверхностные белки сероподтипов Н1, Н5, 
Н7. Анализ ростовых характеристик реассортан-
тов при различных температурах (32 °C, 37 °C, 
38.5 °C) в клетках MDCK показал, что ts-фенотип 
реассортантов четко проявлялся вне зависимо-
сти от набора генов, кодирующих поверхностные 
белки. Размножение аттенуированных реассо-
ртантов 6 WF10ts:2 H1N1 и 6 WF10att:2 H1N1, не-
сущих гены, кодирующие поверхностные белки 
сероподтипа Н1N1 в легких мышей было сильно 
ограничено. Изучение вирулентности аттенуиро-
ванных реассортантов (для мышей), содержащих 
шесть “внутренних” модифицированных генов 
WF10 в  контексте сероподтипов Н5N1 и  H7N2, 
показало наличие у них аттенуационного феноти-
па: 1 МЛД50 (50%-ная мышиная летальная доза) 
реассортанта 6  WF10att:2 H5N1 содержала 106.0 

ЭИД50 по сравнению с  реассортантом 6  WF10:2 
H5N1, содержащим <102.0 ЭИД50. Аттенуацион-
ный фенотип WF10att обеспечивал защиту имму-
низированных мышей против заражения леталь-
ными вирусами сероподтипов Н1N1 или Н5N1. 
Интересно отметить, что мыши, иммунизиро-
ванные одной дозой реассортанта 6  WF10att:2 
H7N2, выживали после заражения штаммом А/
WSN/33(H1N1) или высокопатогенным штаммом 
вируса птичьего гриппа Н5N1, что свидетель-
ствовало о  том, что “внутренние” гены штамма 
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WF10att могли создавать защиту и  против гете-
рологичных летальных вирусов. Дальнейшие ис-
следования показали, что защита связана с  кле-
точным иммунитетом, который не предотвращает 
начальную репликацию вирулентных вирусов.

В 2009 г. штамм H1N1pdm09 вируса свино-
го гриппа стал преобладающим среди штаммов 
вируса гриппа, циркулирующих в  человеческой 
популяции. Этот штамм преодолел межвидовые 
барьеры и  инфицировал индеек и  свиней в  от-
дельных странах. В  связи с  угрозой пандемии 
возникла крайняя необходимость в срочном соз-
дании вакцины, которая обладала защитным по-
тенциалом против штамма H1N1pdm09. Исполь-
зуя положительный опыт введения ts-мутаций 
в РВ1- и РВ2-гены вируса птичьего гриппа Н9N2 
в комбинации с включением НА-tag в СООН-ко-
нец РВ1-белка, возникла идея ввести аттенуиру-
ющие модификации в изолят штамма A/Индейка/
OH/313053/04(H3N2) (ty/04), который также как 
и штамм Н1N1pdm09, был тройным реассортан-
том, с  целью получения живой вакцины против 
штамма H1N1pdm09 (Pena et al., 2011). Получен-
ный с помощью обратной генетики модифициро-
ванный прототип ty/04att имел ts-фенотип, сни-
женную полимеразную активность и был высоко 
аттенуирован для мышей. Однократная иммуни-
зация мышей вариантом ty/04att создавала у мы-
шей полную защиту против штамма H1N1pdm09. 
Вакцинация свиней вариантом ty/04attH1N1 
индуцировала стерильный иммунитет в  случае 
заражения H1N1pdm09. Эти факты свидетель-
ствуют о  безопасности полученного с  помощью 
сайт-специфического мутагенеза вакцинного ва-
рианта ty/04att и характеризуют его как перспек-
тивного донора аттенуации для получения живых 
аттенуированных вакцин.

О возможности включения ts-мутации, лока-
лизованной в NP-гене штамма А/Росток/34 виру-
са чумы птиц (Н7N1) в геном штамма А/PR/8/34 
вируса гриппа человека (Н1N1) сообщила Нотон 
с соавт. (Noton et al., 2009).

Мутация М239L при непермиссивных услови-
ях вызывала формирование вирионов, характе-
ризующихся резко сниженной инфекционностью 
и своеобразным полиморфизмом. Дефект наблю-
дался на поздней стадии вирусного цикла репро-
дукции. Было обнаружено, что включение данной 
мутации в  геном штамма А/Удорн/72(H3N2) ви-
руса гриппа человека было сильно затруднено. 
Аналогичным образом включение химерическо-
го сегмента 7, кодирующего белок М2 от штам-
ма А/WSN/33 и  белок М1 от штамма А/Удор-
н/72(H3N2), в  геном штамма А/WSN/33  только 
в  одном случае из шести привело к  появлению 

трансфектанта. Эти факты дали основание пред-
полагать, что мутация М239L влияет на взаимо-
действие NP-белка с белком М1 на конечных ста-
диях формирования вириона.

Попытка переноса ts-мутаций из РА-гена 
штамма А/WSN/33(Н1N1) в геном пандемическо-
го вируса гриппа Н1N1pdm09, циркулирующе-
го в  настоящий момент в  человеческой популя-
ции была предпринята группой Да Коста c сотр. 
(Da Costa et al., 2015). Мутации D216P и L219P, 
локализованные в  области линкера (aa  197–256) 
между NH- и COOH-доменами РА-белка штамма 
А/WSN/33, были включены в РА-ген пандемиче-
ского штамма Н1N1pdm09. Мутация D216P ин-
дуцировала образование ts-фенотипа у  штамма 
Н1N1pdm09, сходного с  ts-фенотипом мутант-
ного А/WSN/33(H1N1). Трансфектант удалось 
получить только в  случае с  мутацией D216P, но 
не с мутацией L219P. Этот факт свидетельствует 
о том, что перенос мутаций от одного штамма ви-
руса гриппа А другому штамму того же серопод-
типа не всегда бывает удачным.

ВКЛЮЧЕНИЕ ДЕЛЕЦИОННЫХ МУТАЦИЙ 
В NS-ГЕН ВИРУЛЕНТНЫХ ШТАММОВ  

ВИРУСА ГРИППА ЧЕЛОВЕКА И ЖИВОТНЫХ

NS1-белок вируса гриппа является многофунк-
циональным белком, обладающим различными 
регуляторными функциями во время цикла вирус-
ной репродукции. N-домен белка NS1 ответстве-
нен за связывание двуспиральной вирус-специ-
фической РНК, что позволяет вирусу маскировать 
свое размножение и ускользать от действия альфа/
бета-интерферона. СООН-домен белка NS1 инги-
бирует процессинг клеточных мРНК, в том числе 
и кодирующих интерферон, а также связывается 
с  поли-А-концами мРНК, предотвращая их экс-
порт из клеточного ядра и сплайсинг. Было пока-
зано (Talon et al., 2000), что вариант вируса грип-
па A/delNS1 с полной делецией белка NS1 плохо 
размножался в куриных эмбрионах старше семи 
дней и  обладал сниженной вирулентностью для 
мышей. Второй вариант A/NS1–99 с  частичной 
делецией белка NS1 демонстрировал умеренные 
ростовые характеристики в  куриных эмбрионах 
и низкую вирулентность для мышей. Дальнейшие 
исследования показали, интраназальная иммуни-
зация этими вариантами приводила к появлению 
полноценного противовирусного иммунитета 
(Talon et al., 2000). Таким образом, введение му-
таций в NS1-белок могло быть использовано как 
общая стратегия для конструирования живых ви-
русных вакцин, которые оптимально аттенуиро-
ваны и иммуногенны.
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Разработанный с  помощью этой стратегии 
новый тип живой гриппозной вакцины на ос-
нове штамма А/Новая Каледония/20/99(Н1N1) 
c делетированным NS1-белком, не формировал 
интактных вирусных частиц, а  также сохранял 
в  инфицированных клетках высокий уровень 
интерферона, и,  следовательно, индуцировал 
существенный В- и  Т- клеточный иммунитет. 
После доклинических исследований были про-
ведены клинические испытания вакцины на серо-
негативных добровольцах (Wacheck et al., 2010). 
У  участников эксперимента наблюдалось трех–
четырехкратное повышение титра гуморальных 
антител. Важно отметить, что вакцина вызывала 
образование нейтрализующих антител против 
гетерологичных дрейфовых вариантов. Образцы 
сывороток из групп, иммунизированных самыми 
высокими дозами вакцины, были проанализиро-
ваны на кросс-нейтрализующую активность на 
модели реассортантных штаммов, содержащих 
поверхностные гликопротеины от штаммов А/
НК/20/99, А/Соломоновы острова/3/06 или А/
Брисбейн/59/07. В  то время как 8 из 12 (67%) 
участников обнаруживали четырехкратное уве-
личение титров нейтрализующих антител про-
тив гомологичного штамма А/НК/20/99, 7 из 12 
(58%) обнаруживали четырехкратное увеличение 
титров нейтрализующих антител против штам-
ма А/Соломоновы острова/3/06 и  6 из 12 (50%) 
показывали увеличение титров нейтрализующих 
антител против штамма А/Брисбейн/59/07.

С целью получения живых вакцин против вы-
сокопатогенных штаммов птичьего гриппа подти-
па Н5 была создана и охарактеризована панель из 
восьми вариантов на базе вирулентного штамма 
А/Вьетнам/1203/04 (VN/1203), которые включали 
модификации генов, кодирующих белки NS1, HA, 
PB2 (Steel et al., 2008).

Большинство полученных вариантов харак-
теризовались протяженными делециями в  СО-
ОН-концевой области NS1-белка. Каждый NS-
ген был скомбинирован с  полимеразным геном 
РВ2, который содержал в позиции 627 лизин или 
глютаминовую кислоту. У НА-гена каждого вари-
анта был удален сайт разрезания, кодирующий 
несколько положительно заряженных аминокис-
лот. Все восемь вариантов характеризовались 
att-фенотипом при интраназальном заражении 
мышей, при этом варианты, содержащие делеции 
NS1-белка, индуцировали более высокий уровень 
интерферона в  инфицированных клетках и  уте-
ряли вирулентность для мышей. Все варианты 
защищали иммунизированных мышей против 
заражения летальным вирусом птичьего гриппа 
Н5. Важно отметить, что один из вариантов с де-

летированным NS1-белком полностью защищал 
цыплят против 100 ПЛД50 (50%-ных птичьих ле-
тальных доз) высокопатогенного штамма птичье-
го гриппа.

Сайт-специфические мутанты вируса гриппа 
лошадей (Н3N8) с  делециями NS1-белка были 
исследованы с  целью использования их в  каче-
стве кандидатов в  живые вакцины против виру-
са гриппа лошадей (Quinlivan et al., 2005). Инте-
ресно отметить, что в  отличие от аналогичных 
сайт-специфических мутантов вируса гриппа 
человека у  этих сайт-специфических мутантов 
вирулентные свойства не коррелировали с разме-
ром делеции в NS-гене. Известно, что сайт-спец-
ифический мутант NS1–73 характеризуется наи-
более высокой вирулентностью по сравнению 
с сайт-специфическими мутантами NS1–126 или 
NS1–99. Есть предположение, что более выра-
женная аттенуация сайт-специфических мутан-
тов NS1–99 и  NS1–126 объясняется тем, что их 
неструктурные делетированные белки отличают-
ся наименьшей стабильностью.

Cайт-специфические мутанты вируса грип-
па свиней с  делецией в  NS-гене также успешно 
применяются для получения живых вакцин про-
тив вирулентных штаммов вируса гриппа свиней. 
С помощью обратной генетики был создан реком-
бинантный вариант вируса свиного гриппа Н3N2 
на основе штамма А/SW/TX/4199–2/98 (TX98), 
геном которого содержал NS-ген, экспрессирую-
щий делетированный NS1-белок протяженностью 
126 аминокислот (Solorzano et al., 2005; Richt et 
al., 2006). Этот рекомбинантный вариант харак-
теризовался высокой аттенуацией для свиней 
и мог быть использован в качестве живой вакци-
ны для свиней при интратрахеальном введении. 
Однако интраназальный путь введения вакцины 
на основе штамма TX98-NS1del126 оказался бо-
лее эффективным в праймировании мукозального 
иммунного ответа. Иммунизированные свиньи 
были затем заражены гомологичным вирулент-
ным штаммом TX(H3N2), дрейфовым вариантом 
вируса свиного гриппа А/SW/CO/23619/99(H3N2) 
и  гетеросубтипическим штаммом Н1N1  А/SW/
IA/00239/2004(IA04). При этом интраназально 
вакцинированные свиньи были полностью за-
щищены против заражения гомологичным виру-
сом. Также вакцинация свиней вариантом TX98-
NS1del126 обеспечивала почти полную защиту 
от вирулентного дрейфого варианта СО99(Н3N2) 
и  частичную защиту от гетеросубтипического 
штамма IA04 (Vincent et al., 2007). Следует осо-
бо отметить, что введение делеционных мутаций 
в NS-ген широко используется как необходимый 
этап в  процессе получения высокоиммуноген-
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ных рекомбинантных штаммов вируса гриппа, 
экспрессирующих посторонние антигенные по-
следовательности с рамки считывания белка NS1 
(Ferko et al., 1998, 2001; Kittel et al., 2004, 2005; 
Stukova et al., 2006; Sereinig et al., 2006; Tabunov 
et al., 2014).

ВКЛЮЧЕНИЕ TS- И ATT-МУТАЦИЙ В 
NP- И M-ГЕНЫ ВИРУЛЕНТНЫХ ШТАММОВ 

ВИРУСА ГРИППА ЧЕЛОВЕКА И ПТИЦ

М1-белок является главным структурным ком-
понентом вириона вируса гриппа. Показано, что 
ассоциация М1-белка с вирусной РНК и нуклео-
протеином NP требуется для формирования ри-
бонуклеопротеина (РНП) и его ядерного экспор-
та (Compans, Klenk, 1979; Baudin et al., 2001). 
РНК-связывающие домены М1-белка находятся 
в  двух независимых локусах: мотиве “цинковых 
пальцев” в позиции 148–162 и серии положитель-
но заряженных аминокислот RKLKR в  позиции 
101–105, которая играет роль сигнала ядерной ло-
кализации. Было показано на модели штамма А/
WSN/33(H1N1), что двойная замена R-S в  пози-
циях 101 и 105 М1-белка приводит к появлению 
ts-фенотипа вируса (Li, Ye, 2004). Мутантный 
вирус также характеризовался сниженным соот-
ношением М1 и NP, а также более слабым взаи-
модействием M1-белка и РНП в вирионах. Таким 
образом, включение сайт-специфических мута-
ций	  в  аминокислотную последовательность 
сигнала ядерной локализации М1-белка позволя-
ет менять фенотипические характеристики виру-
лентного штамма А/WSN/33(H1N1).

Включение ts-мутации М239L из NP-белка 
штамма А/Цыпленок/Росток/34(Н7N1) вируса 
чумы птиц в геном штамма А/PR/8/34 вируса грип-
па человека приводило к появлению ts-фенотипа 
у штамма-реципиента US3. Этот штамм обладал 
нормальным уровнем транскрипции, репликации 
и белкового синтеза, однако его вирионы характе-
ризовались резко сниженной инфекционностью 
и  своеобразным полиморфизмом (Noton et al., 
2009). Недавно был разработан еще один метод 
получения аттенуированных вариантов вируса 
гриппа, связанный с включением мотивов каспаз-
ного воздействия в  вирус-специфические белки 
(Jang et al., 2013). Включение в  NP- и  NS1-бел-
ки штамма А/WSN/33 с помощью сайт-специфи-
ческого мутагенеза последовательности DEVD 
(Asp-Glu-Val-Asp), являющейся сайтом разреза-
ния для каспаз II группы (каспаза‑3, каспаза‑7), 
приводило к получению мутантов, снизивших ви-
рулентность для мышей по сравнению с вирусом 
дикого типа. В процессе инфекции клеток MDCK 

полученными мутантами наблюдалось эффек-
тивное разрезание NP- и NS1-белков спустя 9 ч. 
после начала инфекции. Мутанты показывали ча-
стичную летальность для мышей только при наи-
высшей дозе заражения 106.0 бляшкообразующих 
единиц. Однократная вакцинация мышей мутан-
тами, имеющими сайты каспазного воздействия 
в NP- и NS1-белках, индуцировала высокие титры 
сывороточных гемагглютинин-ингибирующих 
и вируснейтрализующих антител. Была отмечена 
высокая защитная эффективность этих мутантов 
при заражении иммунизированных мышей виру-
лентным вирусом через 4 нед. после вакцинации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данные литературы за последний период сви-
детельствуют о том, что использование техноло-
гии сайт-специфических мутаций значительно 
продвинуло разработку живых гриппозных вак-
цин как в  медицине, так и  в  ветеринарии. Вме-
сте с тем прогресс в этой области обозначил на-
личие серьезных нерешенных проблем. Согласно 
данным, основным источником сайт-специфи-
ческих ts-мутаций является ХА штамм А/Энн 
Арбор/6/60, полученный д-ром Маассабом бо-
лее полувека назад. Три мутации из РВ1-гена 
данного штамма (K391E, E581G, A661T), одна 
мутация из РВ2-гена (N265S) и одна из NP-гена 
(D34G) составляет “джентльменский набор” для 
модификации генома подавляющего количества 
вирулентных штаммов вируса гриппа человека 
и животных. Однако использование этого набора 
мутаций не позволяет полностью аттенуировать 
не только пандемический штамм, но также и не-
которые особо вирулентные сезонные варианты 
вируса гриппа человека. Для полной аттенуации 
пандемического штамма требуется 7–8 мутаций, 
если использовать мутации из генома штамма  
А/Энн Арбор/6/60 (Zhou et al., 2012). Данная про-
блема впервые ставит вопрос о “качестве” мута-
ций. Как видно из данных литературы, включе-
ние сайт-специфических мутаций даже в  геном 
серологически близкородственного вируса быва-
ет не всегда удачным. В этой связи вполне целе-
сообразно провести сравнительное исследование 
ts-мутаций, взятых из генома других ХА штам-
мов вируса гриппа человека. В России в течение 
многих лет в качестве донора аттенуации для жи-
вых гриппозных вакцин используется ХА штамм 
А/Ленинград/134/17/57(Н2N2) (Александрова, 
Климов, 1994). Генетические детерминанты, от-
ветственные за аттенуацию этого штамма сосре-
доточены в  РВ1-гене (K265N, V591I) и  РВ2-ге-
не (V478L). В  другом недавно полученном ХА 
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штамме А/Краснодар/101/35/59(Н2N2) ts-мута-
ция, ответственная за ts-фенотип этого штамма, 
локализована в  РВ1-гене (I147T) (Гендон и  др., 
2013). Потенциал этих ts-мутаций, а также ts-му-
таций в  РА- и  NP-генах этих штаммов в  плане 
модификации фенотипических характеристик 
вирулентных штаммов вируса гриппа почти не 
изучен. Решение этой проблемы дало бы возмож-
ность сравнить эффективность этих мутаций, 
а  также расширить арсенал сайт-специфических 
мутаций, что весьма полезно для дальнейшего 
конструирования живых гриппозных вакцин.

Анализ литературы показывает, что вопрос 
об оптимальной стратегии включения мутаций 
в  геном вирулентного штамма остается откры-
тым. Возможно включение нескольких мутаций 
в  единичный ген штамма-реципиента, однако 
в этом случае есть риск, что несбалансированное 
количество включенных мутаций может приве-
сти к гиператтенуации или полной потере жизне-
способности вируса. При включении единичных 
мутаций в группу генов серьезным препятствием 
будет являться констелляция генов. Можно пред-
положить, что общее решение для этой проблемы 
отсутствует, и использование той или иной стра-
тегии будет оптимальным в зависимости от био-
логических особенностей эпидемического штам-
ма. Биологические особенности эпидемических 
и  пандемических штаммов вируса гриппа, кото-
рые в  обозримом будущем будут циркулировать 
в человеческой популяции, можно рассматривать 
как непредсказуемые. В этой связи существенное 
значение приобретает изучение зависимости эф-
фекта включенной в геном вирулентного штамма 
мутации от нового фенотипического окружения. 
Это направление исследований из-за его сложно-
сти потребует дополнительных знаний о  струк-
туре и функциях белков вируса гриппа человека 
и животных.

Работа поддержана грантом Российского фон-
да фундаментальных исследований 15–04–05044.
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The introduction of genetic and engineering approaches to the practice of developing live influenza 
vaccines can significantly optimize individual stages of this process. In the last period, a method including 
a direct incorporation of the well-known and carefully characterized mutations into the genome of 
epidemic variants of influenza virus is of great interest among researchers. This genome, which acquires 
a ts- and att-phenotype, may be used as a candidate for live influenza vaccines. The review considers 
the possibilities of this methodological approach and problems associated with its use in medical and 
veterinary practice.


