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Изучение физико-химических свойств вируса гриппа лошадей

В данной статье приведены результаты изучения влияния физических и химических фак-
торов на биологическую активность и структуру вирионов вируса гриппа лошадей А/лошадь/
Отар/764/07(H3N8), выделенного на территорий Казахстана. Было изучено влияние следующих фак-
торов: физических (Воздействие на вирус различных температур, рН-среды) и химических (Обра-
ботка протеазами, липидными растворителями идетергентами). 
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Study physical and chemical properties of equine influenza virus 

The given paper presents the results of studying an influence of physical-chemical factors upon 
biological activity and structure of equine influenza virus virions A/equine/Otar/764/07 (H3N8) allocated 
on the territory of Kazakhstan. Thus, influence of physical (impact on a virus of various temperatures, рН 
– media) and chemical (protease, lipidic solvents and detergents) factors had been studied in the process.
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Жылқы тұмауы вирусының физика-химиялық қасиеттерін зерртеу

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде Қазақстан аумағында бөлініп алынған А/лошадь/
Отар/764/07(H3N8) жылқы тұмауы вирусы вириондарының құрылымына және биологиялық 
белсенділігіне физика-химиялық факторлардың әсері анықталды. Вирус құрылымына келесі 
факторлардың әсері анықталды: физикалық (әртүрлі температураның әсері, ортаның рН) және 
химиялық (протеазалар, липидті еріткіштер, детергенттер). 

Түйін сөздер: вирус, жылқы тұмауы, физика-химиялық қасиеттер, нейраминидаза, гемагглюти-
нин, антигенді қасиеттер.

Грипп лошадей – высококонтагиозное, респи-
раторное заболевание, встречается во многих 
странах мира, в том числе и в Республике Казах-
стан. Грипп наносит коневодческим хозяй-
ствам ощутимый ущерб, который складывается 
в ос новном из затрат на проведение профи-
лак тических и противоэпизоотических меро-
приятий.

Возбудитель инфекции – РНК-содержащий 

вирус средних размеров (80-120нм), относящий-20нм), относящий-
ся к семейству Orthomixoviridae. Вирион покрыт 
наружной и внутренней оболочками. Наружная 
содержит два гликопротеида – гемагглютинин и 
нейраминидазу, определяющих специфичность 
вирусов гриппа А. Гемагглютинин и нейрами-
нидаза обусловливают важные свойства вирусов 
гриппа - токсигенность, иммуногенность, из-
мен  чивость. В настоящее время известно 16 
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подти пов гемагглютинина и 9 подтипов нейра-
мини дазы, которые образуют различные анти-
генные сочетания. Среди лошадей циркули-
руют два подтипа вируса гриппа: Influensa 
A equine 1(H7N7) – первыйподтипи Influensa 
A equine 2(H3N8) – второйподтип [1]. Вирус 
гриппа подвержен постоянным мутациям, 
в связи с этим происходит изменения не 
только антигенных свойств циркулирующих 
штаммов, но и их физико-химических свойств,  
таких как устойчивость в окружающей среде к 
воздействию факторов физической и химической 
природы.

Изучение физико-химических свойств вируса 
гриппа лошадей имеет существенное значение 
в решении фундаментальных проблем ветери-
нарной вирусологии и сельского хозяйства и 
обеспечит теоретическую базу для разработки 
средств специфической профилактики и диагнос-
тики, а также существенно скажется наулучшении 
противоэпизоотических и профилак тических 
мероприятий по предупреждению и ликвидации 
данной инфекции. 

В настоящей работе приведены результаты 
изучения влияния физических и химических 
факторов на биологическую активность и 
структуру вирионов вируса гриппа лошадей А/
лошадь/Отар/764/07(H3N8), выделенного на 
территории Казахстана. 

Материалы и методы

Вирусы. В работе использовали штамм ви руса 
гриппа лошадей А/лошадь/Отар/764/07 (H3N8). 
Вирус выращивали в аллантоисной по лости 
куриных эмбрионов и очищали хроматогра-
фи ческим методомс использованием ДЕАЕ-
целлюлозы [2].

Изучение структуры вирионов вируса гриппа 
проводили методом негативного контрас тиро-
вания фосфорно-вольфрамовой кислотой. Пре-. Пре-
параты исследовали на электронном микроскопе 
JEM-100 CX JEOL (Япония) при ускоряющем 
напряжении80 кВ и увеличении 100000.

Воздействие на вирус различных температур. 
Очищенные суспензии вируса инкубировали в 
термоплатах с различной температурой.

Воздействие на вирус рН – среды. Осадки 
вируса после очистки ресуспендировали в бу-
фер ных растворах с различными значениями рН. 

Обработка протеазами. Очищенный вирус 
обрабатывали трипсином в концентрации 2,0 и 
1,0 мг/мл и проназой в концентрации 0,1 и 0,05 
мг/мл. Отношение субстрат – фермент составля-
ло 1:3. Ферменты растворяли в растворе Хенкса, 
рН доводили до 7-8. Ферментативную реакцию 
проводили в ультратермостатах или термоплатах 
при 370С в течение 1 часа. Действие фермента 
прекращали добавлением соевого ингибитора 
до конечной концентрации 1 мг/мл. Аналогично 
обрабатывали пробы контрольного материала, 
не содержащего фермент.

Обработка липидными растворителями. Ли-
пидные растворители (фреон 113, смесь хло ро-
форм-метанол (2:1), эфир) добавляли к вирус-
ной суспензии в соотношении 1:1, смеси встря-
хивали при 30°С 1 час. Фазы разделяли низко-
ско ростным центрифугированием и отби рали 
водные фазы для анализа.

Обработка вируса детергентами. Для обра бот-
ки вируса использовали додецил сульфат натрия, 
дезоксихолат натрия, твин-20 и тритон Х-100.К 
очищенному препарату вируса добавляли 
детергент в концентрации 0,1% (об/об). Смесь 
инкубировали 30 мин при 370С и постоянном 
встряхивании. От детергента освобождались 
центрифугированием смеси при 100000 g в 
роторе SW-50.1 в течение 45 мин. Осадок ресу-SW-50.1 в течение 45 мин. Осадок ресу--50.1 в течение 45 мин. Осадок ресу-
спендировали в 0,05 М фосфатном буфере. 

Гемагглютинирующую активность опреде-
ляли по общепринятой методике [3].

Определение нейраминидазной активности. 
Активность нейраминидазы определяли по ме-
тодике [4] используя фетуин в качестве субстрата.

Электрофоретический анализ белковых фрак-
ций проводили по методу [5].

Результаты и их обсуждение 

В настоящее время имеется много работ о 
влиянии физических и химических факто ров 
на свойства вируса гриппа [6-9]. Несмотря на 
интенсивность исследований иммунобио логи-
ческих свойств вируса, проводимых во многих 
странах мира многие аспекты, касающиеся, 
физико-химических свойств вируса гриппа 
лошадей изучены недостаточно. Циркулируя в 
окружающей среде, вирус гриппа подвергается 
воздействию различных физических факторов, 
таких, как кислотность среды, высокая темпе-



113Э.Т. Тайлакова и др.

ISSN 1563-0218 KazNU Bulletin. Biology series №3 (55). 2012

Таблица 1 – Уровень нейраминидазной и гемагглютинирующей активности вируса гриппа при различных значе-
ниях рН 

рН Нейраминидазная 
активность (n=3)

Активность
гемагглютининов*

6,0-6,2 0,499±0,013 128
7,0-7,2 0,582±0,009 256
8,0-8,2 0,810±0,008 512
Примечание: «*» - обратное значение активности гемагглютининов

Таблица 2 – Значения гемагглютинирующей и нейраминидазной активности вируса гриппа штамма А/лошадь/
Отар/764/2007 (H3N8) при воздействии высоких температур

Температура, °С

Активность
гемагглютининов* Нейраминидазная активность(n=3)

5
мин

30
мин

60
мин 5 мин 30 мин 60 мин

30 1024 512 512 0,696±0,098 0,485±0,012 0,529±0,010
37 1024 512 128 0,730±0,086 0,625±0,099 0,526±0,011
56 512 256 128 0,549±0,010 0,479±0,016 0,593±0,009

Контроль
(4 °С) 256 0,735±0,008

Примечание: «*» - обратное значение активности гемагглютининов

ратура, воздействие УФ-лучей и др. Влияние не-
которых из этих факторов стало предметом на-
шего изучения. Данные по устойчивости вируса 
гриппа к воздействию физических факторов мо-
жет быть использовано при разработке средств 
и методов дезинфекции, а также инактивации 
вируса.

Результаты по изучению влияния рН сре-
ды на нейраминидазную и гемагглютини-
рующую активности вируса гриппа представ-

лены в таблице 1. Установлено, что нейрами-
нидазная и гемагглютинирующая активности  
исследуемого вируса гриппа значительно выше 
при рН ~ 8.

Инкубация вируса при повышенных темпе-
ратурных режимах приводила к незначи тельному 
снижению нейраминидазной активности (таб-
лица 2). Однако, даже прогревание при 56°С в 
течение 1 часа не приводило к полной инакти-
вации нейраминидазы вируса.

Далее представлены результаты изуче ния 
влияний химических факторовна нейра мини-
даз ную и гемагглютинирующую актив ности и 
структуру вируса гриппа лошадей.

Вирус гриппа содержит в своем составе 
липиды, белки, углеводы. Представляется важ-
ным выяснить роль этих компонентов в нейра-
мини дазной, гемагглютинирующей активности 
и сохранении структуры вируса.

Как правило, для выяснения роли этих ком-
понентов применяют обработку вируса веще-
ствами, вызывающими их растворение или 
гидро лиз. Для удаления липидов используют 

органи ческие растворители и липолитичес кие 
ферменты, для разрушения углеводов – воздей-
ствие глюкооксидазами, для разрушения белков 
– обработку протеазами. Однако такой прием не 
всегда позволяет сделать правильное заключе-
ние, так как обработка каким-то реагентом мо-
жет не только удалить определенный компонент 
вируса, но и повлечь за собой конформационные 
изменения комплекса других структур вириона.

Результаты исследования влияния липидных 
растворителей на нейраминидазную и гемаг глю-
тинирующую активность и структуру вируса 
гриппа представлены в таблице 3.
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Таблица 3 – Значения нейраминидазной и гемагглютинирующей активности вируса гриппа лошадей под  
действием липидных растворителей 

Реагент

Активность
гемагглютининов* % инакти-

вации

Нейраминидазная активность 
(n=3) % инакти-

вациидо
обработки

после
обработки

до
обработки

после
обработки

Хлороформ-мета-
нол (2:1) 256 0 100 0,702±0,091 0,004±0,018 99,44

Фреон 113 256 128 50 0,702±0,087 0,682±0,096 3,04

Эфир 256 128 50 0,702±0,094 0,038±0,008 94,57

Примечание: «*»-обратноезначение активности гемагглютининов

Представленные в таблице 3 данные свиде-
тельствуют о практически полной инакти вации 
поверхностных белков вируса после экстракции 
липидов смесью хлороформ-метанол (2:1). В 
меньшей степени снижают активность гемаг-
глю тинина фреон-113 и эфир. Однако нейрами-
нидазная активность сохраняется на прежнем 
уровне только при обработке фреоном-113. 

Электронно микроскопический анализ 
препаратов вируса гриппа лошадей показал, 
что под действием липидных растворителей 
происходит удаление с наружной мембраны 
шипов гемагглютинина и нейраминидазы, 
разрыхление оболочки, вплоть до полного 
разрушения вириона (рисунок 1 Б). 

   А       Б

А – необработанный образец вируса гриппа, Б – вирус, обработанный фреоном -113

Рисунок 1 – Вирус гриппа лошадей, штамм А/лошадь/Отар/764/2007(H3N8) после обработки  
липидными растворителями. Ув. 100000х

В результате исследований было установлено, 
что обработка вируса протеолитическими фер-
мен тами трипсином и проназой приводит к 

суще ственной инактивации гемагглютинина, в то 
время как нейраминидазная активность ос тает  ся 
практически на том же уровне (таблица 4).
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Таблица 4 – Активность поверхностных белков вируса гриппа лошадей, штамм А/лошадь/Отар/764/2007(H3N8) 
под действием протеолитических ферментов 

Фермент
Концентрация 
фермента, мг/

см3

Активность
гемагглютининов*

% инактива-
ции

Нейраминидазная 
активность (n=3)

% инактива-
ции

до
обработки

после
обработки

до
обработки

после
обработки

Трипсин 2 256 64 75 0,834±0,063 0,699±0,095 16
1 256 32 87 0,834±0,075 0,809±0,081 3

Проназа 0,1 256 64 75 0,834±0,068 0,545±0,101 35
0,05 256 64 75 0,834±0,071 0,746±0,087 11

Примечание: «*» - обратное значение активности гемагглютининов

Исследование образцов вируса, обработанных 
протеазами, методомэлектронной микроскопии, 
показало, что под действием ферментов основная 
часть популяции вирионов имела явные 
признаки разрыхления оболочки с частичным 
удалением поверхностных шипов. Часть 

вирионов находилась на стадии частичного или 
полного распада (рисунок 2).

При обработке вируса 80% раствором этано-
ла отмечена полная инактивация как нейрамини-
дазной, так и гемагглютинирующей активности 
вируса гриппа лошадей.

Рисунок 2 – Электронная микроскопия вируса гриппа лошадей, штамм А/лошадь/Отар/764/2007 (H3N8)  
после обработки трипсином. Ув.100000х

Результаты исследований показали, что по-
сле экстракции одного из компонентов вирио-
на возбудителя гриппа – липидов – происходит 
разрушение вирусных частиц, сопровождае-
мое практически полной инактивацией вируса. 
Наименьший процент инактивации дает Фреон 
113. 80% этанол по силе инактивирующего дей-
ствия одинаков с фреоном 113. Смесь хлоро-
форм-метанол (2:1) полностью инактивируют 

гемагглютинирующую активность вируса. По 
данным EckertE.A [10] гемагглютинин, выде-
ленный, смесью хлороформ-метанол теряет  
ге магглютинирующую активность, но остает-
ся иммуногенным, т.е. при введении в организм 
животных вызывает выработку антигемаг глюти-
нирующих антител.

При воздействии на вирус протеолитических 
ферментов отмечено понижение нейрамини-



116 Изучение физико-химических свойств вируса гриппа лошадей

Вестник КазНУ. Серия биологическая. №3 (55). 2012

Таблица 5 – Нейраминидазная и гемагглютинирующая активности вируса гриппа лошадей, штамм А/лошадь/
Отар/764/2007(H3N8) под действием детергентов

Детергент

Активность
гемагглютининов*

% инакти-
вации

Нейраминидазная активность 
(n=3)

% инакти-
вациидо

обработки
после
обработки

до
обработки

после
обработки

ДСН 256 256 0 0,744±0,045 0,538±0,066 28
Тритон
Х-100 256 256 0 0,744±0,033 0,617±0,053 17

Твин-20 256 128 50 0,744±0,041 0,570±0,075 23
Примечание: «*» - обратное значение активности гемагглютининов

дазной и гемагглютинирующей активности при 
использовании низких концентраций, что связа-
но с расщеплением молекулы гемагглютинина 
НА0 на НА1 и НА2. 

Для выделения отдельных структурных ком-
понентов вируса гриппа используют различные 
детергенты. Важно было выяснить степень воз-

действия некоторых из них на нейраминидазную 
и гемагглютинирующую активности и структуру 
вируса гриппа.

Результаты исследований по определению 
степени воздействия детергентов на активность 
вируса гриппа лошадей приведены в таблице 5 и 
на рисунках 3 и 4.

Несмотря на то, что вирусные частицы под 
действием детергентов теряют целостность 

(рисунок 3), поверхностные антигенные белки 
сохраняют свою активность (таблица 5).

А – контрольный образец вируса; Б – образец вируса, обработанный ДСН;В – образец вируса,  
обработанный твином-20

Рисунок 3 – Электронная микроскопия вируса гриппа лошадей штамма А/лошадь/Отар/764/2007 (H3N8)  
после обработки детергентами. Ув. 100000х

При обработке вируса гриппа лошадей де-
тергентами степень дезинтеграции вирус ных 
частиц зависит от активности самого реагента. 
При электронной микроскопии образ цов, обра-
ботанных ионным детергентом додецил суль-

фатом натрия (ДСН), выявлена глубокая дезин-
теграция структуры вириона с выходом рибо-
нуклеопротеида (РНП) (рисунок 3 Б). При об-3 Б). При об-
работке вируса твином 20 выявлено активное 
удаление шипов с поверхностной мембраны, 
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М – маркер, ВioLabs, 1 – вирус гриппа лошадей, штаммА/ лошадь/Отар/09 (Н3N8), 2 – вирус после обработки 
ДСН, 3 – вирус после обработки твином-20, 4 – вирус после обработки тритоном Х-100

Рисунок 4 – Полипептиды вируса гриппа после обработки детергентами

Заключение

Были изучены физико-химические свойства 
штамма вируса гриппа лошадей, выделенного на 
территории РК, результаты которых имеют как 

фундаментальное, так и практическое значение 
и могут быть использованы при разработке 
профилактических и противоэпизоотических 
мероприятий. 
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частичный или полный распад вирионов (ри-
сунок 3 В). В отдельных не обработанных пре-
паратах были обнаружены вирионы без при-
знаков дезинтеграции (рисунок 3 А). Далее 
обработанные различными детергентами вирус 

гриппа анализировали в ДСН-ПААГ. Как видно 
из рисунка 4, при воздействии на вирус гриппа 
лошадей различных детергентов существенных 
различий в электрофоретическом профиле не 
обнаружено.


