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Сравнительный генетический анализ  
NS гена рекомбинантных гриппозных векторов  

Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1),  
экспрессирующих бруцеллезный антиген

В данной статье представлены результаты сравнительного генетического анализа NS гена ре­
комбинантных гриппозных векторов Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) 1 и 
6 пассажных уровней, экпрессирующие бруцеллезный рибосомальный белок L7/L12. Рекомбина­
нтные вирусы Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) конструированы путем ко-
трансфекции в культуре клеток Vero, затем адаптированы на 10-суточные развивающиеся куриные 
эмбрионы.

Результаты секвенирования и последующего сравнительного анализа последовательности NS 
генов рекомбинантных штаммов подтвердили наличие бруцеллезной вставки L7/L12. Дальнейшие 
исследования показали, что нуклеотидные последовательности гена NS рекомбинантных вирусов 
Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) 1 и 6 пассажных уровней генетически схо­
жи между собой и степень идентичности составляет 100%, что доказывает генетическую стабиль­
ность рекомбинантных вирусных векторов в течение 6 последовательных пассажей.

Ключевые слова: рекомбинантный гриппозный вектор, бруцеллезный антиген, обратная ге­
нетика, ПЦР (полимеразная цепная реакция), секвенирование, генетическая стабильность.
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Comparative genetic analysis of NS gene recombinant influenza vectors  

Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) and Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1),  
expressing brucellosis antigen

This article presents the results of a comparative genetic analysis of NS gene of recombinant 
influenza vectors Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) and Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) 1 and 6 of the passage 
levels, expressing the brucellosis ribosomal protein L7 / L12. Recombinant viruses Flu-NS1-80-L7/L12 
(H5N1) and Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) were designed by co-transfection in Vero cells culture, then 
were adapted by 10 per diem developing chick embryos .

The results of sequencing and subsequent Comparative analysis of NS gene sequence of recombinant 
strains confirmed the presence of brucellosis insertion L7/L12. Further research showed that the 
nucleotide sequence of the NS gene of recombinant viruses Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) and Flu-NS1-
124-L7/L12 (H5N1) 1 and 6 passage levels are genetically similar to each other and the degree of identity 
is 100 % , which proves the genetic stability of recombinant viral vectors for 6 consecutive passages.

Key words: recombinant viral vector, brucellosis antigen, reverse genetics, PCR (polymerase chain 
reaction), sequencing, genetic stability. 
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Бруцеллез антигенін экспрессиялайтын  

Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) және Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1)  
рекомбинантты тұмау векторларының NS гендерінің  

салыстырмалы генетикалық талдауы

Мақалада L7/L12 бруцеллездың ребосомалды ақуызын экспрессиялайтын Flu-NS1-80-L7/L12 
(H5N1) және Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) рекомбинантты тұмау векторының 1 және 6 пассаж дең­
гейіндегі NS гендерінің салыстырмалы генетикалық талдау нәтижелері көрсетілген. Vero торша 
плазмидасының трансфекция әдісімен Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) және Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) 
рекомбинантты тұмау вирустары алынған.

Рекомбинантты штамдардың NS гендерінің нуклеотидті тізбектерін секвенирлеу және келесі салыс­
тырмалы талдау нәтижелері L7/L12 бруцеллезді қойынды бар екендігі нақты көрсетілді. Келесі зерттеу 
нәтижелері Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) және Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) рекомбинантты вирустардың 1 
және 6 пассаж деңгейіндегі NS гендерінің нуклеотидті тізбектері генетикалық тұрғыдан бір-бірімен ұқсас 
және гомологиялық жағынан 100% екенін көрсетті. 1 және 6 пассаж деңгейіндегі ұқсастығы рекомби­
нантты тұмау векторының 6 пассажаралығында генетикалық тұрақты екендігін көрсетеді.

Түйін сөздер: рекомбинантты тұмау векторы, бруцеллезді антиген, кері генетика, ПТР (полиме­
разды тізбекті реакция), секвенирлеу, генетикалық тұрақтылық.

Введение 

Анализ первичной структуры геномов воз
будителей опасных инфекций стал основой для 
многих исследований в различных направле
ниях от фундаментальных до чисто прикладных. 
Секвенирование нуклеиновых кислот является 
основным инструментом в изучении функций 
отдельных участков генов и в целом генома на 
молекулярном уровне. Полученные данные поз
воляют решать задачи по модификации участков 
нуклеотидных последовательностей и создания 
геномов с совершенно новыми функциями.

Вирусные векторы представляют собой ре
комбинантные вирусы, в геном которых встроен 
целевой ген с набором регуляторных элементов. 
Среди существующих систем доставки антиге
нов вирусные векторы занимают особое место, 
поскольку обладают следующими свойствами: 
имеют природный механизм взаимодействия с 
клеткой и проникновения в нее; переносят чу
жеродный генетический материал в ядро клетки; 
способны обеспечивать длительную экспрессию 
антигена; вирусная оболочка защищает генети
ческий материал, кодирующий антиген [1].

На сегодняшний день в обратной генетике 
используют в качестве вектора вирус гриппа [2, 
3]. При конструировании гриппозных векторов 
мишенью является неструктурный NS белок 
вируса гриппа, который в ходе естественной 
гриппозной инфекции в больших количествах 
синтезируется в зараженных клетках и вызы

вает выраженный антительный и T-клеточный 
иммунный ответы [4]. 

Таким образом, метод обратной генетики 
решает задачу конструирования рекомбинант
ных гриппозных вакцинных штаммов, экспрес
сирующих протективные бруцеллезные белки, 
для создания векторной противобруцеллезной 
вакцины. 

В рамках обратной генетики возможно соз
дание жизнеспособных вирусных геномов и 
внесение в них целенаправленных мутаций, что 
уже используется для создания новых штаммов 
вирусов и прежде всего вакцинных. 

Важнейшим направлением при разработ
ке эффективных и безопасных вакцин против 
инфекционных заболеваний является созда
ние аттенуированных рекомбинантных векто
ров. На основе технологии обратной генетики в 
Научно-исследовательском институте проблем 
биологической безопасности сконструированы 
модифицированные по NS гену рекомбинант
ные штаммы вируса гриппа, экспрессирующие 
бруцеллезный антиген L7/L12. Полученные ре
комбинантные штаммы являются эффективны
ми векторами для доставки бруцеллезного анти
гена в организм иммунизируемых животных. 

Целью данной работы является сравнитель
ный анализ химерного NS гена 1 и 6 пассаж
ных уровней рекомбинантных вирусов гриппа 
Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/
L12 (H5N1), экспрессирующих бруцеллезный 
антиген L7/L12 и оценка стабильности нуклео
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тидных последовательности при пассировании 
вирусного материала.

Материалы и методы

Конструирование рекомбинантного вектор
ного вируса FLU-NS1-80-L7/L12 (H5N1), FLU-
NS1-124-L7/L12 (H5N1). Синтез генетических 
конструкции, содержащих генетические сегмен
ты PB2, PB1, PA, NP, M и NS вируса гриппа A/
PR/8/34 (H1N1) (ID CY033578.1) и НА, NA вак
цинного штамма A/AstanaRG/6:2/2009 (H5N1) 
вируса гриппа проведен в двунаправленной 
экспрессионной плазмиде pHW. 

Для создания векторов вируса гриппа, ста
бильно выражающих белки бактерии бруцел
леза, были синтезированы ДНК плазмиды pHW 
12ААS25C_80l712g и 12ААS23C_124l712g, со
держащие рекомбинантный вирусный ген бел
ка NS1 с последовательностью L7/L12. Генети
ческие конструкции синтезированы в Gene Art 
lifetechnologies, Австрия.

Рекомбинантные векторные вирусы FLU-
NS1-80-L7/L12 (H5N1) и FLU-NS1-124-L7/L12 
(H5N1), экспрессирующие бруцеллезный белок, 
были получены методом трансфекции плазми
дами сертифицированных клеток Vero при по
мощи методики  Nucleofector™, Lonza. Дефи
цитные по интерферону клетки Vero совместно 
трансфекцированы с 0,5µg/µl плазмидами, коди
рующими PB2, PB1, PA, НА, NP, NA, M и NS 
гены. Трансфецированные клетки исследованы 
до появления цитопатического действия (ЦПД). 
После проявления ЦПД надосадочную жид
кость центрифугировали при 300 g в течение 
15 минут. Вирусный материал адаптирован на 
10-суточные развивающие куриные эмбрионы. 

В качестве объектов исследований в работе 
использованы 1 и 6 пассажные уровни вирусов 
FLU-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и FLU-NS1-124-L7/
L12 (H5N1) на 10-суточных куриных эмбрионах 
и вирус гриппа A/Puerto Rico/8/34 (H1N1).

Культивирование вирусов в куриных эмб
рионах. Куриные эмбрионы заражали суспен
зией вируса в аллантоисную полость и помеща
ли в термостат для инкубации при температуре 
34°С в течение 48 ч. По окончании срока ин
кубации куриные эмбрионы помещали в холо
дильник при +4°С для охлаждения. После 12 ча
сов охлаждения куриные эмбрионы вскрывали 
по общепринятой методике [5]. 

Выделение РНК. Выделение вирусной РНК 
проводили с использованием набора QIAmp 
Viral RNA Mini Kit, фирмы Qiagen.

Постановка ОТ-ПЦР. Продукты для секвени
рования нарабатывали методом ПЦР, набором 
Super Script III One-Step RT-PCR with Platinum 
Taq Mix, фирмы Invitrogen, согласно протоко
лу производителя с использованием пар прай
меров NS RTlen 10pmol/µl [5’–AGCAAAAGC 
AGGGTGACAAAG]; NS834 10pmol/µl [5’–
CTCTTGCTCCACTTCAAGC].

Амплификацию проводили на термоциклере 
GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystem.

Температурно-временной режим амплифи
кации: 45ºС – 60 мин, 94ºС – 2 мин; затем 5 цик
лов 94ºС – 30 секунд, 45ºС – 30 секунд, 68ºС  – 3 
мин; далее 31 циклов 94ºС – 30 секунд, 5 ºС – 30 
секунд, 68ºС – 3 минут; и 1 цикл 68ºС – 10 мин.

Секвенирование. Нуклеотидную последова
тельность определяли при помощи прямого сек
венирования ПЦР-продукта с использованием 
набора BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 
3.1 фирмы Applied Biosystem на автоматическом 
секвенаторе Genetic Analyser 3130 xl, Applied 
Biosystem.

Сравнительный генетический анализ прово
дили с использование компьютерной програм
мы «BLAST». 

Результаты и их обсуждение 

Для сравнительного генетического анализа 
NS гена использовали 1 и 6 пассажные уровни 
рекомбинантных вирусов в куриных эмбрио
нах. Рекомбинантные вирусы характерезуются 
наличием NS гена, содержащего вставку нук
леотидной последовательности L7/L12. Резуль
таты ПЦР анализа на наличие бруцеллезной  
вставки L7/L12 в составе рекомбинантного ви
руса представлены на рисунке 1.

Рекомбинантные вирусы NS1-124-L7/L12, 
NS1-80-L7/L12 характеризуются наличием NS 
гена, содержащего вставку нуклеотидной пос
ледовательности L7/L12 в 80 и 124 позициях. 
Вследствие наличия вставки, рекомбинантные 
вирусы отличаются от вируса гриппа дикого 
типа А/PuertoRico/8/34 (H1N1) наличием увели
ченного размера геномного фрагмента NS, что 
было подтверждено результатами электрофоре
за в агарозном геле (рисунок 1).

Далее проводилось секвенирование для оп
ределения нуклеотидной последовательности 
NS гена рекомбинантных вирусов Flu-NS1-
124-L7/L12 (H5N1), Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) 
1 и 6 пассажных уровней.

На рисунках 2 и 3 представлены нуклеотид
ные последовательности NS генов 1 и 6 пас
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сажных уровней рекомбинантных вирусов с 
конструкциями Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) и 
Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1).

Анализ рисунков 2 и 3 показывают, что нук
леотидные последовательности NS генов ре
комбинантных вирусов с конструкциями Flu-
NS1-80-L7/L12 и Flu-NS1-124-L7/L12 содержат 
вставку бруцеллезного белка L7/L12 в позициях 
80 и 124 аминокислот, соответственно. Размер 
вставки L7/L12 ~ 370 п.о.

Для проверки генетической стабильности 
рекомбинантных вирусов проводили сравни
тельный анализ нуклеотидной последователь
ности NS генов рекомбинантных штаммов 1 и 6 
пассажный уровней. Результат приведен на ри
сунках 4 и 5.

Нуклеотидный состав NS гена 6 пассажно
го уровня рекомбинантных штаммов соотве
тствует исходному варианту рекомбинантных 
штаммов, т.е. 1 пассажному уровню.

М-маркер, 1kb; 1-положительный контроль, дикий штамм вируса гриппа ( 890 п.о.); 
2-Flu-NS1-80-L7/L12 1 пассаж (~1000 п.о.); 3-Flu-NS1-80-L7/L12 6 пассаж (~1000 п.о.); 
4-Flu-NS1-124-L7/L12 1 пассаж (~1100 п.о.); 5-Flu-NS1-124-L7/L12 6 пассаж(~1100 п.о.)

Рисунок 1 – Электрофореграмма NS гена, рекомбинантных штаммов, экспрессирующих 
бруцеллезные антигены 1 и 6 пассажных уровней

 

Рисунок 2 – Нуклеотидные последовательности NS гена рекомбинантных вирусов 
с конструкциями Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1).
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Рисунок 3 – Нуклеотидные последовательности NS гена рекомбинантных вирусов с конструкциями 
Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1).

Рисунок 4 – Сравнительный анализ NS гена рекомбинантных вирусов с конструкциями 
Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1), 1 и 6 пассаж.

 

 

Секвенирование и последующий сравнитель
ный анализ последовательности NS генов ре
комбинантных штаммов подтвердили наличие 
бруцеллезных вставок L7/L12 в составе выше
названных штаммов. Полученные конструкции 
генетически стабильны в течение 6 пассажей.

При проведении сравнительного анализа нук
леотидных последовательностей гена NS реком

бинантных вирусов Flu-NS1-124- L7/L12 (H5N1) 
1 и 6 пассажных уровней с помощью компью
терной программы BLAST выяснилось, что они 
генетически идентичны и гомологичны между 
собой (рисунок 4, 5). Степень идентичности NS 
генов вирусных конструкций составляет 100%.

В результате исследований получен реком
бинантный гриппозный вакцинный штамм, эксп
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рессирующий бруцеллезные белки для создания 
векторной противобруцеллезной вакцины. Ис
пользование разработанной гриппозной вектор
ной системы может служить перспективным 
подходом в решении задач разработки нового по
коления противобруцеллезных вакцин. Эта техно
логия вводит в геном вируса гриппа (посредством 
сайт-специфического мутагенеза) мутации и де
леции, которые придают вирусу полезные свой
ства высокорепродуктивного и аттенуированного 
штамма, а также вставки чужеродных нуклеотид
ных последовательностей, кодирующие протек
тивные белки других патогенов. 

При создании вакцины против бруцеллеза 
немаловажную роль играет генетическая ста
бильность сконструированного рекомбинантно
го вируса [6]. С этой целью проводили секвени
рование и последующий сравнительный анализ 
последовательности NS генов рекомбинантных 
штаммов, экспрессирующие бруцеллезные ан
тигены. Результаты проведенных исследований 
подтвердили наличие бруцеллезных вставок L7/
L12 в составе рекомбинантных штаммов Flu-
NS1-80-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-124-L7/L12 
(H5N1). Сравнительный анализ нуклеотидных 
последовательностей гена NS1 1 и 6 пассаж

ных уровней рекомбинантных вирусов Flu-NS1-
124-L7/L12 (H5N1) и Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) 
с помощью компьютерной программы BLAST 
показал 100%-ую гомологичность, что доказы
вает генетическую стабильность рекомбинант
ных конструкции. 

Выводы

Сравнительный анализ нуклеотидных пос
ледовательностей NS гена рекомбинантных 
вирусов гриппа Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1) и 
Flu-NS1-124-L7/L12 (H5N1) 1 и 6 пассажных 
уровней показал, что они генетически идентич
ны между собой и гомологичны на 100%.

Результаты секвенирования и последующе
го сравнительного анализа последовательности 
NS генов рекомбинантных штаммов подтверди
ли наличие бруцеллезной вставки L7/L12. Полу
ченные конструкции генетически стабильны в 
течение 6 пассажей.

На основании вышеизложенного, получен
ные рекомбинантные штаммы могут быть ис
пользованы как кандидаты векторной вакцины 
для формирования протективного противобру
целлезного иммунитета.

Рисунок 5 – Сравнительный анализ NS гена рекомбинантных вирусов с конструкциями 
Flu-NS1-80-L7/L12 (H5N1), 1 и 6 пассаж.
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