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При заражении мышей вирусами гриппа A наблюдали формирование клонов лимфоцитов, специфи-
чески распознающих вирусные домены в центральной зоне белка NSP (позиции аминокислот 83–119). 
Компьютерный анализ первичной структуры белка NSP показал наличие T-клеточных эпитопов в 
центральной части молекулы NSP. Полученные данные свидетельствуют о наличии экспрессии вирус-
ного гена NSP в организме инфицированных животных и верифицируют концепцию о биполярной 
стратегии (амбисенс-стратегия) генома вируса гриппа А.

Ключевые слова: вирус гриппа, амбисенс-полярность, сегмент NS, ген NSP.

DOI: https://doi.org/10.31857/S0869-56524863389-394

1Научно-исследовательский институт вирусологии
им. Д.И. Ивановского 
Федерального научно-исследовательского центра 
эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Москва
2Русско-немецкая академия медицинских и социальных наук, 
Москва
*E-mail: zhirnov@inbox.ru

БИОХИМИЯ, БИОФИЗИКА,  
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ 

Вирус гриппа A относится к оболочечным РНК-
содержащим вирусам, имеющим негативно-поляр-
ную стратегию экспрессии вирусного генома. Геном 
РНК-вируса, состоящий из 8 сегментов, служит мат-
рицей для транскрипции позитивно-полярных 
мРНК, которые транслируются в заражённых клетках 
с образованием 16 вирусных белков с использованием 
механизмов сплайсинга и трансляционного сдвига 
для некоторых белков [1]. Посредством классического 
пути негативно-полярной стратегии 8-й сегмент 
мРНК кодирует белки NS (от англ. non-structural, 
неструктурный белок): антиинтерфероновый белок 
NS1 (Mr 27 кДа) и белок ядерного экспорта NEP 
(14 кДа, NS2 по прежней терминологии) [1].

В РНК-сегменте NS закодирован альтернативный 
путь синтеза третьего вирусного белка посредством 
позитивно-полярной стратегии. У подавляющего 
большинства вирусов гриппа A человека в вирион-
ной РНК NS имеется открытая рамка считывания 

для дополнительного вирусного белка —  так назы-
ваемого белка негативной цепи (negative strand 
protein, NSP) [2–4]. Эта рамка распознается рибо-
сомами и способна в системе in vitro, сформирован-
ной на основе рибосом из клеток млекопитающих, 
инициировать и направлять синтез полипептида 
NSP с Mr 23 кДа [5]. Оценка эволюции гена NSP во 
времени методом мультиметрического анализа из-
менчивости у вирусных штаммов показала, что этот 
ген появился в популяции вирусов гриппа A только 
в начале ХХ в. [4].

В настоящее время экспрессия гена NSP при реп-
ликации вируса ещё не установлена [6–9]. Пока не 
известно, каким образом и в клетках каких тканей 
может синтезироваться белок NSP вирусов гриппа A. 
Однако в процессе его синтеза в целостном орга-
низме может формироваться гуморальный и/или 
клеточный иммунный ответ на данный вирусный 
белок. Наличие иммунного ответа будет служить 
подтверждением образования данного вирусного 
белка в инфицированном организме.

Для проверки этой гипотезы в настоящей работе 
исследовали образование иммунных лейкоцитов, 
специфичных к данному белку, у мышей после дву-
кратного инфицирования вирусом гриппа A. Чтобы 
избежать иммунного торможения репликации ин-
фицирующего вируса при повторном заражении, но 
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сохранить экспрессию гомологичных генов сегмента 
NS, использовали последовательное инфицирование 
мышей вначале вирусом A/WSN/33 (H1N1) и по-
вторно антигенно гетерологичным вирусом-реас-
сортантом A/Aichi/2/68-NSW (H3N2), несущим ген 
NS вируса A/WSN/33.

Мышей линии BALB/c (масса тела 8–10 г) зара-
жали указанными вирусами с интервалом в 21 день 
посредством вдыхания вирусного аэрозоля в дозе 
10–100 фокусобразующих единиц (ФОЕ) вируса на 
мышь. Через 5 сут после вторичной инфекции у мы-
шей извлекали селезёнку, получали суспензию спле-
ноцитов, которую вносили в лунки 96-луночного 
планшета по 1,1–1,6 млн клеток на лунку и культи-
вировали в течение 24 ч при 37 °C в среде RPMI 1640, 
содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки 
(Gibco®, “ThermoFisher Scientific”, США). Далее 
в лунки вносили исследуемые препараты: пептид NSP 
(в конечной концентрации 1 мкг/мл), очищенный 
рекомбинантный белок NSP (около 2 мкг/мл), либо 
вирус H3N2 (с множественностью инфицирования 
около 0,01 ФОЕ на клетку). Далее клетки дополни-
тельно инкубировали в течение 20 ч. Затем клетки 
собирали из каждой лунки, осаждали и использовали 
для выделения РНК с последующим анализом мето-
дом ПЦР в реальном времени уровней мРНК для 
интерферона-гамма и рибосомальной 28S РНК (в ка-
честве количественного референс-маркёра).

На первом этапе работы оценивали инфициро-
вание мышей вирусом A/WSN/33 посредством на-
блюдения динамики потери массы тела животными, 
которая, как известно, отражает тяжесть течения 
гриппозной инфекции. Аэрозольное заражение мы-
шей вирусом гриппа вызывало характерное замед-
ление прибавки в весе по сравнению с неинфици-

рованными мышами в период с 3-го по 8-й день 
после заражения. Набор веса животных восстанав-
ливался через 15 дней от начала инфекции. Через 
21 сут после инфицирования титр антител против 
вируса в сыворотке крови, оцениваемый в тесте тор-
можения гемагглютинации, колебался у разных жи-
вотных в диапазоне 1/40–1/160. После повторного 
заражения сублетальной дозой реассортанта A/Aichi-
NSW/2/68 (H3N2), который имел сегмент NS/WSN, 
мы зарегистрировали замедление в динамике при-
бавки веса животных, что указывало на развитие 
инфекционного процесса. Титры вируса в бронхолё-
гочных смывах у мышей при повторном заражении 
варьировались в диапазоне 102–104 ФОЕ вируса на 
1 мл смыва у разных особей через 3 сут после инфи-
цирования. Эти данные подтвердили заражение 
мышей и развитие гриппозной инфекции у живот-
ных при повторном инфицировании.

Через 5 сут после вторичного заражения у 5 ин-
фицированных и неинфицированных мышей оце-
нивали по уровню индукции интерферона-гамма 
сенсибилизацию лейкоцитов селезёнки к цельному 
вирусу, синтетическому полипептиду NSP83–119 
и рекомбинантному белку NSP. У контрольных 
и дважды инфицированных мышей выделяли лей-
коциты из селезёнки. Далее лейкоциты инкубиро-
вали в среде, содержащей различные антигены: без 
специфического антигена (проба 2), с олигопеп-
тидом NSP83–119 (проба 3), с рекомбинантным бел-
ком NSP (проба 4) и инактивированным вирусом 
гриппа A/WSN/33 (проба 5). Рекомбинантный бе-
лок NSP вируса A/WSN/33 (H1N1), фланкирован-
ный на N- и C-концах 6-членным His-трактом, 
синтезировали в клетках E. coli BL21-D3/LysS 
с очисткой на агарозе N-NTA. Результаты этой 

Рис. 1. Уровни стимуляции мРНК интерфероном-гамма в лейкоцитах инфицированных мышей после контакта 
с антигенами-мишенями. M ± SD, n = 4. По оси ординат —  содержание мРНК для интерферона-гамма в условных 
(арбитражных) единицах, нормализованных по количеству рибосомальной 28S РНК в пробе. По оси абсцисс —  но-
мера проб.



 БЕЛОК NSP, КОДИРУЕМЫЙ НЕГАТИВНОЙ ЦЕПЬЮ NS РНК ВИРУСА... 391

ДОКЛАДЫ  АКАДЕМИИ  НАУК том 486 № 3 2019

серии опытов представлены на рис. 1. Как видно 
из рисунка, лейкоциты инфицированных мышей 
максимально реагировали на живой вирус, что 
вполне логично проявилось суммарным ответом 
на все антигены вируса, в том числе и на вирусные 
белки, синтезируемые de novo в культуре тестиру-
емых лейкоцитов при внесении вируса. Менее вы-
раженный, но достоверно превышающий уровень 
неинфицированных мышей ответ формировался 
на рекомбинантный белок NSP и полипептид 
NSP83–119 (рис. 1). Такой результат представлялся 
вполне закономерным, поскольку регистрируемая 
реакция индукции интерферона-гамма, нарастаю-
щая в последовательности пептид → рекомбинан-
тный белок → цельный вирус, отражала суммарный 
эффект эпитопов в антигенах-мишенях. Количе-
ство антигенных эпитопов было наибольшим в ви-
русе, наименьшим в пептиде и на промежуточном 
уровне —  в рекомбинантном белке NSP. Контроль-
ное тестирование показало, что пептид и рекомби-
нантный белок NSP практически не вызывали 
достоверной индукции интерферона-гамма в куль-
туре лейкоцитов неинфицированных животных 
(данные не представлены). Полученные результаты 
показывают, что развитие гриппозной инфекции 
в организме мышей индуцирует формирование 
клонов сенсибилизированных лейкоцитов, которые 
специфически распознают эпитопы вирусного 
белка NSP.

Результаты компьютерного анализа первичной 
структуры белка NSP вируса гриппа A, прогнозиру-
ющего структуру эпитопов иммунных T- и B-клеток, 

представлены на рис. 2. Эпитопы T-клеток иденти-
фицировали с помощью программ, выполненных 
на основе предсказания связывания пептидных до-
менов nHLAPred и NetMHCIIpan рецепторами 
MHC–I и MHC–II соответственно [10, 11]. Эпитопы 
В-клеток оценивали на основании индекса анти-
генности Jameson и Wolf [12]. В белке NSP мы обна-
ружили три эпитопные зоны Т-клеток в позициях 
аминокислот 10–25, 40–50 и 85–110 (рис. 2г, д). 
Эпитопные зоны В-клеток мы выявили также в трёх 
аминокислотных участках: 70–80, 85–95 и 110–120 
(рис. 2в), которые, как видно на рисунке, имели 
низкую гидрофобность (рис. 2б). Эти результаты 
показывают, что пептид 83–119, использованный 
в настоящей работе, включал два близлежащих эпи-
топа, распознаваемых рецепторами MHC–I (рис. 2г) 
и MHC–II (рис. 2д). Наличие данных эпитопов в мо-
лекуле NSP могло обусловливать клеточный иммун-
ный ответ, наблюдаемый в инфицированном орга-
низме и регистрируемый нами в тесте гамма-интер-
фероновый индукции лейкоцитов.

Негативная полярность гена NSP предполагает 
специфический механизм его экспрессии, который 
должен отличаться от такового других вирусных 
белков. Пока можно лишь предположить непосред-
ственную трансляцию в инфицированных клетках 
свободной негативно-полярной геномной NS РНК 
до момента её инкапсидации нуклеокапсидным 
белком NP. Последний формирует вирусные рибо-
нуклеопротеидные комплексы (сегменты РНП) 
и, вероятно, играет роль негативного регулятора, 
закрывая доступ рибосом к РНК. Нельзя исключить 

(в)

(г)

(д)

(б)

(а)

Рис. 2. Доменная структура белка NSP вируса гриппа A/WSN/33 (H1N1). Первичная структура NSP (Mr 19 кДа) 
вируса A/WSN/33 (H1N1) (GenBank ac.n. M12597.1). (а) —  первичная структура NSP в однобуквенном коде. (б) —  
профиль гидрофобности по Kyte–Doolittle. (в) —  эпитопы В-клеток (г) и (д) —  T-клеточные эпитопы, предсказан-
ные по алгоритму взаимодействия с рецепторами MHC–I и MHC–II соответственно. По оси ординат —  количе-
ство различных аллелей MHC–I, способных распознавать каждый из указанных эпитопов (г), и индекс аффиннос-
ти взаимодействия 12-членных эпитопов с MHC–II при сканировании по длине молекулы NSP (д). Прямоугольники 
сверху показывают зоны расположения аминокислот 44–51 и 81–119.
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наличие позитивной регуляции, при которой ви-
русный белок NS1 может выступать в качестве уси-
лителя трансляции геномной РНК в инфициро-
ванных клетках. О подобной усиливающей транс-
ляцию функции белка NS1 сообщалось в работе 
[13]. Возможно, что клеточные факторы могут иг-
рать решающую роль в регуляции трансляции NSP 
и определять тканевую специфичность синтеза 
данного белка в инфицированном организме. Пред-
положение о прямой трансляции геномной РНК 
согласуется с данными об эффективной трансляции 
этой РНК in vitro рибосомами из клеток млекопи-
тающих с образованием мажорного полипептида 
NSP c Mr 23 кДа [5].

Наблюдения, указывающие на иммунный ответ 
клеточного типа к вирусному белку NSP в организме 
мышей, инфицированных вирусом гриппа A, пред-
полагают образование этого белка в процессе ви-
русной репликации в организме. Это предположение 
согласуется с данными [14] об обнаружении лейко-
цитарных клонов, которые у мышей при заражении 
вирусом гриппа A/PR/8/34 (H1N1) взаимодейство-
вали с восьмичленным пептидом GGLPFSLL, на-
званным авторами цитируемой работы “гипотети-
ческий пептид”. Этот пептид, гомологичный ами-
нокислотному участку 44–51 NSP вируса A/WSN/33, 
и наш пептид NSP (83–119 ак) соответствовали 
T-клеточным эпитопам, предсказанным в структуре 
белка NSP (рис. 2е, ж). Таким образом, эти резуль-
таты подтверждают, во-первых, предположение 
о синтезе белка NSP в инфицированном организме 
и, во-вторых, указывают на присутствие в цент-

ральной зоне этого белка домена, обладающего 
свойствами T-клеточного эпитопа.

Важным представляется вопрос, как мог возник-
нуть амбиполярный ген NSP в геноме вируса гриппа. 
Появление такого гена свидетельствует о существо-
вании пока неизвестного закона соответствия (или 
правила обратного детерминирования) амбиполяр-
ных генов на одном участке молекулы РНК (наличие 
такой зоны в центре гена NSP показано на рис. 3). 
Этот пока гипотетический закон можно сформули-
ровать следующим образом. Определённый ген 
пред определяет свойства и механизм возникновения 
функционального амбиполярного гена в процессе 
трансляции, или имеется определённая амбиполяр-
ная функция нового белка (или его мРНК). Также 
можно допустить случайную изменчивость, ведущую 
к появлению функционально смыслового гена с пос-
ледующим отбором. Однако вероятность такого 
события очень мала, поскольку в этом случае из-
менчивость и отбор мутаций должны быть смысло-
выми сразу для трёх разнонаправленных генов —  
NS1, NEP, NSP.

Становится актуальным вопрос о классификации 
семейства Orthomyxoviridae, для которого характерна 
негативно-полярная стратегия генома. Представля-
ется актуальным выделение нового рода ортомиксо-
вирусов с амбиполярной (ambisense) стратегией реа-
лизации вирусного генома. Этот новый род вирусов 
гриппа подобен представителям известных вирусных 
двуполярных родов флебо-, тоспо-, арена- и тениу-
вирусов [15]. Пока продукт гена NSP вируса гриппа A 
в биологических системах, таких как клеточные куль-
туры или организм животных, не идентифицирован. 

98
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Рис. 3. Схема организации РНК геномного сегмента NS вируса гриппа A/WSN/33 (H1N1). Цифрами обозначены 
позиции нуклеотидов от 5ʹ-конца вирионной РНК. Экзоны генов для белков NS1 (анти-интерфероновый белок), 
NEP (белок ядерного экспорта) и NSP (белок негативной цепи РНК) показаны стрелками. Ломаная линия —  зона 
сплайсинга мРНК гена NEP, vРНК —  геномная вирионная РНК негативной полярности, cРНК —  комплементар-
ная РНК (репликативная форма) позитивной полярности. Заштрихованным полем выделена область наложения 
трёх вирусных генов NSP, NS1, NEP.
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Вместе с тем сохранение полноценного гена NSP 
в популяции вирусов гриппа человека в течение более 
100 лет указывает на функциональную необходимость 
этого гена для биологии амбиполярных вирусов 
гриппа [4]. Результаты филогенетического анализа 
показывают выраженную эволюционную вариабель-
ность гена NSP у вирусов гриппа A человека. Так, за 
последние 50 лет в белке NSP у вирусов субтипа 
H3N2, циркулирующих у людей, изменилось около 
20% аминокислот, но при этом не возникло мутаций, 
образующих терминирующие стоп-кодоны, что также 
согласуется с идеей о биологической детерминиро-
ванности данного гена.
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NSP PROTEIN ENCODED IN NEGATIVE NS RNA STRAND OF INFLUENZA 
A VIRUS INDUCES CELLULAR IMMUNE RESPONSE IN INFECTED ANIMALS
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Infection of mice with influenza A viruses led to the formation of clones of lymphocytes that specifically recognizes 
viral domains in the central zone of the NSP protein (amino acid positions 83–119). Computer analysis of the 
primary structure of the NSP protein showed the presence of T-cell epitopes in the central part of the NSP 
molecule. The findings indicate that the viral NSP gene is expressed in the infected animals and support the 
concept of the bipolar strategy (ambisense strategy) of the influenza A virus genome.

Keywords:  influenza virus, ambisense polarity, segment NS, gene NSP.


