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Аннотация
За последние годы вирус высокопатогенного гриппа птиц был обнаружен на территориях всех континентов. По со-

стоянию на июль 2025 г. зафиксировано более 100 случаев заражения людей [1, 2], тысячи инфицированных животных, ги-
бель скота и птицы [3]. Ввиду возрастающих эпидемиологических рисков в рамках данного исследования разработан подход, 
позволяющий быстро получить и изучить функциональные гликопротеины циркулирующих вариантов вируса гриппа птиц.

Abstract
In recent years, the highly pathogenic avian influenza virus has been detected across all continents. As of July 2025, over 100 

human cases [1, 2], thousands of infected animals, and deaths of livestock and poultry have been recorded [3]. Due to increasing epi-
demiological risks, this study presents an approach for rapid isolation and analysis of functional glycoproteins from circulating avian 
influenza virus variants.

Вирус высокопатогенного гриппа птиц (ВПГП), ранее циркулирующий преимущественно в популяциях 
птиц, все чаще выявляется у диких и домашних животных [3] и становится причиной спорадических случаев 
инфицирования людей, зачастую характеризующихся тяжелыми клиническими проявлениями. На июль 2025 г. 
особенно напряженная эпизоотическая обстановка наблюдается на территориях Северной Америки и Юго-Вос-
точной Азии. Ввиду того, что вирус гриппа A/H5Nx переносится в основном водоплавающими перелетными пти-
цами, миграционные пути которых пролегают через весь евразийский материк, не исключена вероятность заноса 
и распространения вируса ВПГП среди птиц и млекопитающих в Российской Федерации. В связи с этим суще-
ствует необходимость изучения антигенных и молекулярно-биологических свойств циркулирующих и вновь воз-
никающих вариантов вируса гриппа A/H5Nx. Проведению исследований препятствуют значительные различия 
нуклеотидных последовательностей 4-го и 6‑го сегментов генома актуальных вариантов вируса гриппа А/H5Nx, 
изолированных с территорий Российской Федерации, Северной Америки и Юго-Восточной Азии. Для преодо-
ления этого ограничения разработан комплексный подход, направленный на получение генов HA и NA циркули-
рующих вариантов вируса гриппа А/H5Nx методами генной инженерии, с последующим изучением их свойств 
посредством экспонирования функциональных гликопротеинов на поверхности ВПЧ.

Разработанный подход включает в  себя четыре этапа: 1) биоинформатический анализ и дизайн генети-
ческих конструкций; 2) мутагенез и  клонирование синтетических генов, кодирующих гликопротеины цирку-
лирующих вариантов вируса гриппа A/H5Nx; 3) псевдотипирование репликационно-дефектных вирусов функ-
циональными гликопротеинами — гемагглютинином (HA) и  нейраминидазой (NA); 4) изучение антигенных 
и молекулярно-биологических свойств экспонированных вирусных гликопротеинов с использованием серологи-
ческих, вирусологических и биофизических методов.

Задачей первого этапа являлся анализ последовательностей HA и NA разных вариантов вируса гриппа  
A/H5Nx с использованием комплекса биоинформатических методов, позволяющих выявить замены, отсутствую-
щие в прототипных экспрессирующих конструкциях. После дизайна генетических конструкций и подбора оли-
гонуклеотидных праймеров проводили сайт-направленный мутагенез с  целью получения модифицированных 
фрагментов генов 4‑го и 6-го сегментов циркулирующих вариантов вируса ВПГП. Бесшовная сборка фрагментов 
генов после мутагенеза осуществляли методом ПЦР с перекрывающимися концами. Полученные синтетические 
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гены клонированы с использованием классических генно-инженерных методов в акцепторном экспрессирующем 
плазмидном векторе. Корректность нуклеотидных последовательностей подтверждали методами рестрикцион-
ного анализа и секвенирования по Сэнгеру. Наработанные плазмидные конструкции использовали для псевдо-
типирования лентивирусных ВПЧ и рекомбинантного вируса везикулярного стоматита rVSV_dG_mNeonGreen. 
Функциональную активность экспонированных гликопротеинов подтверждали с  использованием пермис-
сивной культуры клеток (MDCK и  HEK293T) — инфекционные титры псевдотипированных ВПЧ составили 
от 4,16(±0,21) × 106 ФОЕ/мл до 9,23 (±0,36) × 106 ФОЕ/мл. Псевдотипированные вирусные частицы использовали 
для постановки РГА, РТГА и реакции вируснейтрализации с сыворотками крови животных, в том числе полу-
ченными на антигены вируса гриппа штамм A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 (H5N8). Гемагглютинирующие ти-
тры псевдотипированных ВПЧ варьировались от 640 до 2560 ГАЕ/мл. Охарактеризованные псевдотипированные 
ВПЧ использованы для изучения рецепторной специфичности (α2,6 и/или α2,3) полученных гемагглютининов 
вариантов вируса гриппа A/H5Nx методом бислойной интерферометрии.

Таким образом, предложенный комплексный подход нацелен на безопасное и ускоренное исследование 
молекулярно-биологических и  антигенных свойств воспроизведенных гликопротеинов вирусов гриппа А и B. 
Результаты исследований вирусных гликопротеинов (или отдельных мутаций в них) позволяют прогнозировать 
потенциальные риски для обеспечения биологической безопасности населения при (1) заносе и распространении 
новых вариантов вируса ВПГП, (2) возникновении ключевых мутаций в циркулирующих субтипах, (3) преодо-
лении межвидовых барьеров, а также (4) исследовать вируснейтрализующие свойства сывороток, полученных 
в ходе исследования кандидатных вакцинных препаратов против гриппа A/H5Nx.
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