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Обоснование. Штаммы живой гриппозной вакцины могут служить перспективной системой доставки целе-
вых антигенов в организм, поскольку такая вакцина вводится интраназально и стимулирует различные звенья 
иммунитета как к целевому патогену, так и к вирусу гриппа ― актуальной инфекции, ежегодно наносящей 
существенный социально-экономический ущерб всем странам мира. 

Цель — изучение биологических свойств рекомбинантного штамма живой гриппозной вакцины подти-
па  А/H1N1pdm09, экспрессирующего фрагмент поверхностного белка Streptococcus pneumoniae Spr1875.

Материалы и методы. Рекомбинантный штамм живой гриппозной вакцины подтипа А/H1N1pdm09, экспрес-
сирующий фрагмент поверхностного белка S. pneumoniae Spr1875, размером 69 аминокислот в составе химерной 
молекулы гемагглютинина был подготовлен методом обратной генетики с использованием 8-плазмидной системы. 
Репродуктивную активность рекомбинантного вируса изучали в куриных эмбрионах. Изучение иммуногенности 
и защитной эффективности выполняли на мышах линии Balb/C.

Результаты. Рекомбинантный штамм вируса гриппа с гемагглютинином H1-Spr-69 активно репродуцировался 
в куриных эмбрионах и сохранил температурочувствительный фенотип, характерный для вакцинных вирусов, 
при этом демонстрировал ограниченный рост в органах респираторного тракта мышей по сравнению с исход-
ным вакцинным вирусом A/H1N1pdm09. При интраназальном введении мышам рекомбинантный штамм H1-Spr 
стимулировал выработку вирус-специфических сывороточных IgG антител на том же уровне, что и классический 
штамм живой гриппозной вакцины A/H1N1pdm09, а также вызывал прирост IgG к пневмококковой вставке 
Spr1875. Несмотря на то что вариант A/H1N1pdm09 более эффективно защищал мышей от потери веса при 
инфицировании адаптированным к мышам вирусом гриппа А/Калифорния/07/09 (H1N1)pdm09, чем химерный 
вирус H1-Spr, титры челлендж-вируса в легких мышей обеих вакцинных групп были статистически значимо 
снижены по сравнению с неиммунизированными животными.

Заключение. Полученные результаты показывают способность химерного рекомбинантного штамма H1-Spr 
стимулировать выработку защитного иммунитета к вирусу гриппа.

Ключевые слова: живая гриппозная вакцина; рекомбинантный вирус гриппа; пандемический штамм 
А/H1N1pdm09; Streptococcus pneumoniae.
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BACKGROUND: Live influenza vaccine strains may serve as a promising system for the delivery of target antigens 
to the body because such a vaccine is administered intranasally and stimulates multiple chains of immunity against both the tar-
get pathogen and the influenza virus, a serious infection that causes significant socioeconomic damage worldwide each year. 

AIM: The study was aimed to evaluate the biological properties of a recombinant live influenza vaccine strain of sub-
type A/H1N1pdm09 expressing a fragment of the Streptococcus pneumoniae Spr1875 surface protein.

Список сокращений
ЖГВ ― живая гриппозная вакцина; ЭИД50 ― 50 % эмбриональная инфекционная доза; НА ― гемагглютинин.
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MATERIALS AND METHODS: The A/H1N1pdm09 recombinant live influenza vaccine strain expressing a 69-amino-
acid fragment of the S.  pneumoniae surface protein Spr1875 as part of a chimeric hemagglutinin molecule was prepared 
by reverse genetics using an 8-plasmid system. The reproductive activity of the recombinant virus was studied in chicken 
embryos, whereas immunogenicity and protective efficiency were studied in Balb/C mice.

RESULTS: The recombinant influenza virus strain with hemagglutinin H1-Spr-69 demonstrated active reproduc-
tion in chicken embryos and retained the temperature-sensitive phenotypic trait of vaccine viruses. However, its growth 
in the respiratory tract of mice was limited compared with the original A/H1N1pdm09 vaccine virus. Intranasal admi-
nistration of the recombinant H1-Spr strain to mice resulted in stimulation of virus-specific serum IgG antibody produc-
tion comparable to that induced by the classic live influenza A/H1N1pdm09 vaccine. Furthermore, this strain induced 
an increase in IgG antibodies against the pneumococcal insertion Spr1875. Although the A/H1N1pdm09 variant was 
more effective than the chimeric H1-Spr virus in preventing weight loss in mice infected with mouse-adapted influenza 
A/California/07/09 (H1N1)pdm09 (H1N1)pdm09 virus, the titers of the challenge virus in the lungs of mice from both 
vaccine groups were significantly reduced compared with unvaccinated animals.

CONCLUSIONS: The results demonstrate the ability of the chimeric recombinant H1-Spr strain to stimulate protec-
tive immunity against influenza virus.

Keywords: live influenza vaccine; recombinant influenza virus; A/H1N1pdm09 pandemic strain; Streptococcus pneu-
moniae.

Обоснование

Инфекция Streptococcus pneumoniae ― наибо-
лее частая причина постгриппозных осложне-
ний [1]. Профилактику пневмококковых инфек-
ций с 2007 г. успешно осуществляют с помощью 
многокомпонентных конъюгированных полиса-
харидных вакцин. Тем не менее серотипы пнев-
мококков, не контролируемые вакцинами, на-
чинают доминировать и вызывать заболевания, 
что требует постоянного повышения валентно-
сти пневмококковых вакцин [2]. Помимо бак-
териальных полисахаридов в качестве мишеней 
для разработки бактериальных вакцин использу-
ют такие факторы как защитные поверхностные 
белки бактерий, ферменты и адгезины [3, 4]. 

Для профилактики инфекций дыхательных 
путей желательно использовать мукозальные 
вакцины, введение которых обеспечивает фор-
мирование системного и местного иммунитета 
и позволяет быстро добиться резистентности 
к инфекции [5, 6]. В частности, штаммы жи-
вой гриппозной вакцины (ЖГВ) могут служить 
перспективной системой доставки целевых анти-
генов в организм, поскольку такая вакцина вво-
дится интраназально и стимулирует различные 
звенья иммунитета как к целевому патогену, так 
и к вирусу гриппа ― актуальной инфекции, еже-
годно наносящей существенный социально-эко-
номический ущерб всем странам мира [7].

В целях разработки мукозальной вакцины 
на основе ЖГВ и поверхностных факторов пато-
генности S. pneumoniae был подготовлен реком-
бинантный штамм ЖГВ подтипа А/H1N1pdm09, 
экспрессирующий фрагмент белка Spr1875, при-
соединенный гибким линкером к поверхностному 
белку вируса — гемагглютинину. Поверхностный 
белок S. pneumoniae Spr1875 (также известный 
как содержащий домен LysM)  [8] является 
факто ром вирулентности пневмококка. Было 
показано, что белок Spr1875 принимает участие 
во взаимодействии пневмококка с клетками 

микроглии, таким образом, возможно, играя 
определенную роль в развитии пневмококково-
го менингита [4]. Spr1875 проявляет иммуноген-
ные свойства и экспрессируется на поверхности 
множества штаммов, принадлежащих к разным 
серотипам [8]. Фрагмент Spr1875 (Spr-69), со-
ответствующий 69 аминокислотам (от 94 до 162 
в исходном белке), лишен участка, расположен-
ного в С-концевой части молекулы, содержащего 
предполагаемые иммунодоминантные эпитопы, 
которые не связаны с иммунопротекцией [8].

Цель работы — изучение биологических 
свойств рекомбинантного штамма ЖГВ подти-
па А/H1N1pdm09, экспрессирующего фрагмент 
поверхностного белка S. pneumoniae. 

Материалы и методы

Вирусы. Рекомбинантный штамм вируса 
гриппа на основе донора аттенуации А/Ленин-
град/134/17/57 (H2N2) с поверхностными анти-
генами гемагглютинин (НА) и нейраминидаза 
от вируса гриппа А/Южная Африка/3626/13 
(H1N1)pdm09, где молекула HA была модифи-
цирована для экспрессии антигенного участ-
ка белка Spr1875 S. pneumoniae, был получен 
методом обратной генетики с использованием 
8-плазмидной системы [9]. Вакцинный штамм 
ЖГВ А/17/Южная Африка/2013/01(H1N1)pdm09 
с идентичным составом генома, но с немоди-
фицированным НА, был использован в качестве 
контроля. Композиция генома анализируемых 
штаммов вирусов гриппа представлена в табл. 1.

Все вирусы были получены из коллекции 
отдела вирусологии им. А.А. Смородинцева 
ФГБНУ «Институт экспериментальной меди-
цины». Для экспериментального заражения ла-
бораторных животных использовали пандемиче-
ский вирус гриппа А/Калифорния/09/07 (H1N1)
pdm09-MA (МА ― mouse-adapted, адаптирован-
ный к мышам), любезно предоставленный за-
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ведующей лабораторией химиотерапии вирусных 
инфекций ФГБУ «НИИ гриппа им.  А.А. Смо-
родинцева» Минздрава России, канд. биол. наук 
А.А. Штро. Все вирусы культивировали в разви-
вающихся куриных эмбрионах.

Молекулярно-генетический анализ. Секвениро-
вание модифицированного участка НА вирусов 
гриппа осуществляли с использованием автома-
тического капиллярного секвенатора ABIPrism 
3130xl (Applied Biosystems, США) и коммерче-
ских наборов BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Kit v3.1, согласно инструкциям производи-
теля. Выделение вирусной РНК проводили 
при помощи набора MagJETтм Viral DNA and 
RNA Purification Kit (Thermo Scientific, США). 
Амплификацию генов перед секвенированием 
осуществляли одношаговым набором для по-
лимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией SuperScript III One-Step RT-PCR with 
Platinum Taq (Invitrogen, США) с помощью 
праймеров, перечисленных в табл. 2. 

Выделение амплифицированных фрагментов 
из агарозного геля после электрофоретического 
разделения проводили при помощи отечествен-
ных наборов для очистки ДНК (Диаэм, Россия). 
Множественное выравнивание нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей про-
водили с помощью программного обеспечения 
UGENE (Unipro, Россия) [10].

Изучение ростовых характеристик химерных 
вирусов при различных температурах инкубации 
в куриных эмбрионах. Для определения инфек-
ционной активности предварительно выполняли 

1 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и совета европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях // Rus-LASA «НП объединение специалистов по работе с лабораторными животными», 
рабочая группа по переводам и изданию тематической литературы. Санкт-Петербург, 2012. 48 с.

ряд десятикратных разведений исследуемого 
вирусного материала, которыми заражали раз-
вивающиеся куриные эмбрионы. Эмбрионы 
инкубировали при оптимальной (33 °С), пони-
женной (до 25 °С) или повышенной (38‒40 °С) 
температуре в течение 48 (для 33‒40 °С) или 120 
(для 25 °С) ч. 50 % эмбриональную инфекцион-
ную дозу (ЭИД50) рассчитывали по методу Рида 
и Менча [11]. Инфекционную активность выра-
жали в lgЭИД50/мл. К температурочувствитель-
ным (имеющим ts-фенотип) относили вирусы, 
титр которых при повышенной температуре был 
на ≥5,0 lgЭИД50 ниже, чем при оптимальной тем-
пературе. Степень холодовой адаптации вирусов 
определяли по разнице показателей репродук-
ции при оптимальной (32 °С) и суб оптимальной 
(25 °С) температуре. Если разница титров 
при опти мальной и пониженной до 25 °С темпера-
туре не превышала 3,0 lgЭИД50, вирусы относили 
к холодоадаптированной группе (ca-фенотип). 

Иммунизация животных. Группы из 20 мы-
шей линии BALB/c, самки, средняя масса ко-
торых составляла 18 г, были интраназально 
иммунизированы химерным штаммом Н1-Spr 
или классическим штаммом ЖГВ А/H1N1pdm09 
в дозе 100 50 % мышиных инфекционных доз, 
что соответствовало 6,0  lgЭИД50 каждого виру-
са на одно животное. Контрольные мыши по-
лучали 50 мкл фосфатно-буферного раствора. 
Иммунизацию проводили двукратно с интер-
валом 14 дней. Эвтаназию проводили согласно 
«Правилам проведения работ с использованием 
экспериментальных животных»1. 

Таблица 1 / Table 1 
Состав генома штаммов вирусов гриппа

Genome composition of influenza virus strains 

Обозначение 
штамма вируса 

гриппа

Состав вирусных генов

гемагглютинин нейраминидаза PB2, PB1, PA, NP, M, NS

А/H1N1 А/Южная Африка/3626/13 
(H1N1)pdm09

А/Южная Африка/3626/13 
(H1N1)pdm09

А/Ленинград/134/17/57 
(H2N2)

Н1-SpR H1-SpR-69 А/Южная Африка/3626/13 
(H1N1)pdm09

А/Ленинград/134/17/57 
(H2N2)

Таблица 2 / Table 2 

Праймеры, используемые в исследовании участка гена гемагглютинина, содержащего бактериальный фрагмент Spr1875
Primers used in the study of the hemagglutinin gene region containing the bacterial fragment Spr1875 

Положение на геноме 
и направленность Последовательность праймеров 5′ → ′ → 3′′ Длина фрагмента со 

вставкой Spr1875, п. н.

Длина фрагмента 
гемагглютинина А/H1N1 

без вставки, п. н.

F-18 GCAACAAAAATGAAGGCAATACTA
429 183

R-174 TAGTTTCCCGTTATGCTTGTC
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Определение репродукции вирусов в органах. 
Для оценки вирусной репродукции на 3-и сут-
ки после иммунизации у пяти мышей из груп-
пы забирали легкие и носовые ходы, которые 
затем гомогенизировали индивидуально в 1 мл 
холодного фосфатно-буферного раствора c по-
мощью гомогенизатора TissueLyser LT (QIAGEN, 
США). Гомогенаты центрифугировали при 
10 000  об/мин для удаления твердых приме-
сей и хранили при ‒70 °С. Инфекционный 
титр вирусов в пробах определяли титрованием 
на 10-дневных куриных эмбрионах и выражали 
в lgЭИД50/мл. Вычисления проводили по методу 
Рида и Менча  [11].

Изучение иммуногенности. Уровни сыворо-
точных IgG антител к вирусу гриппа опреде-
ляли с помощью иммуноферментного анализа 
с исполь зованием 96-луночных планшетов с вы-
сокой сорбцией (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, 
США), предварительно покрытых 20  агглю-
тинирующими единицами вируса  А/Кали-
форния/07/09 (H1N1)pdm09. Для выявления 
антител к пневмококковой вставке 96-луночные 
планшеты сенсибилизировали рекомбинантным 
пептидом PSP (2 мкг/мл), содержащим пеп-
тидную последовательность Spr1875. Белок PSP 
был любезно предоставлен отделом молекуляр-
ной микробиологии ФГБНУ «ИЭМ». Планшеты 
инкубировали в течение ночи при 4 °С, а затем 
проводили иммуноферментный анализ [12]. 
За титр антител принимали величину, обратную 
конечному разведению сыворотки, дающему 
опти ческую плотность при длине волны 490 нм, 
превышающую среднюю оптическую плотность 
в контрольных образцах более чем на 3 стан-
дартных отклонения.

Экспериментальное заражение животных. 
Для оценки защитного действия иммунизации 
рекомбинантным штаммом против гриппозной 

инфекции животным вводили интраназально 
адаптированный к мышам вирус гриппа А/Кали-
форния/07/09 (H1N1)pdm09-МА в дозе 3 lgЭИД50 
на 21-й день после повторной иммунизации. 
При изучении защитного действия иммуни-
зации учитывали вес мышей на протяжении 
8  дней после инфекции и определяли репро-
дукцию инфек ционного вируса в легких (n = 3) 
на 3-й  день после заражения по методике, опи-
санной выше. 

Статистическая обработка результатов. 
Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием пакета программ GraphPad, а также 
программы Microsoft Excel. Для представления 
полученных данных использовали следующие 
показатели описательной статистики: среднее 
арифметическое m, стандартное отклонение σ, 
среднегеометрические титры. При сравнении 
выборок в случае невыполнения предпосылок 
о нормальности распределения зависимой пере-
менной внутри каждой группы и однородности 
дисперсии применяли непараметрические кри-
терии (Манна ‒ Уитни). Проверяемые критери-
ями нулевые гипотезы отвергали при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Молекулярно-генетическая характеристика ре-
комбинантного штамма Н1-Spr. Рекомбинантный 
штамм Н1-Spr, кодирующий фрагмент белка 
Spr1895 с N-конца молекулы гемагглютинина 
вируса гриппа, был получен методами обратной 
генетики и накоплен в развивающихся куриных 
эмбрионах. Для подтверждения наличия чуже-
родной вставки в химерном вирусе был прове-
ден анализ с помощью полимеразной цепной 
реакции участка молекулы НА с последующим 
секвенированием амплифицированного фраг-
мента. На рис. 1 видно, что длина амплифици-
рованного фрагмента штамма Н1-Spr согласу-
ется с длиной искомого фрагмента со вставкой 
Spr1895 (429  п. н.), при этом секвенирование 
подтвердило идентичность бактериальной встав-
ки в молекуле НА.

Инфекционная активность вирусов гриппа 
в развивающихся куриных эмбрионах. В резуль-
тате титрования вирусов А/H1N1 и H1-Spr 
на куриных эмбрионах определена ЭИД50 ви-
руса гриппа. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 2. Рекомбинантный штамм 
H1-Spr характеризуется сниженной репродук-
цией на куриных эмбрионах (5,5  lgЭИД50/мл) 
по сравнению с вакцинным штаммом А/H1N1 
(8,4 lgЭИД50/мл), что указывает на влияние 
встроенного фрагмента на репликативные свой-
ства рекомбинантного вируса гриппа. При этом 
оба изученных вируса характеризуются темпера-
турочувствительным фенотипом, свойственным 

Рис. 1. Результаты молекулярно-генетического анализа 
Н1-Spr: а  ― разделение амплифицированных фрагмен-
тов в агарозном геле; b  ― аминокислотная последова-
тельность встроенного в гемагглютинин бактериального 
фрагмента
Fig. 1. Results of molecular genetic analysis of H1-Spr: 
a,  separation of amplified fragments in agarose gel; b, ami-
no acid sequence of the bacterial fragment integrated into 
hemagglutinin
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вакцинным штаммам ЖГВ, и холодоадаптиро-
ванным фенотипом (рис. 2). 

Репродукция вакцинных штаммов на экспе-
риментальных животных. Результаты изучения 
репродуктивной активности вирусов в легких 
и носовых ходах мышей представлены на рис. 3. 
Рекомбинантный штамм H1-Spr демонстрировал 
сниженную репродукцию в легких и не репроду-
цировался в носовых ходах мышей по сравнению 
с классическим штаммом ЖГВ (рис. 3). 

Иммуногенность вакцинных штаммов в отно-
шении вируса гриппа. Несмотря на ограничен-
ную репродукцию в дыхательных путях мышей, 
среднегеометрические титры сывороточных IgG  
к вирусу гриппа А/Южная Африка/3626/13 (H1N1)  
после иммунизации рекомбинантным вирусом 
H1-Spr и немодифицированным вакцинным 
штаммом статистически значимо отли чались от 
этих показателей в контрольной группе через 
14 и 28 дней после первой иммунизации (рис. 4, а). 

Рис. 2. Репликативная активность штаммов вирусов 
гриппа в развивающихся куриных эмбрионах при раз-
личных температурах инкубации. * p < 0,05
Fig. 2. Replication activity of influenza virus strains in devel-
oping chicken embryos at different incubation temperatures. 
* p < 0.05
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Fig. 4. Results of the immunogenicity study: a, serum IgG to the whole virus A/South Africa/3626/13 (H1N1), enzyme-linked 
immunosorbent assay (n = 5 per group) on Day  14 and Day  28 after the first vaccination; b, serum IgG to the recombinant 
PSP protein on Day  14 after the first vaccination. * р < 0.05 compared with unvaccinated animals (PBS)
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Через 14 дней после первой иммунизации 
в крови мышей обнаружено статистически зна-
чимое повышение IgG к рекомбинантному бел-
ку PSP (рис. 4, b) по сравнению с контрольной 
группой.

На рис. 5 представлены результаты изучения 
защитного действия иммунизации против за-
ражения вирусом гриппа A/Калифорния/07/09 
(H1N1)pdm09-МА через 14 дней после повтор-
ной иммунизации. По представленным данным 
видно, что мыши в контрольной группе, полу-
чившие фосфатно- буферный раствор, с перво-
го дня наблюдения демонстрировали снижение 
веса, который продолжали терять в конце пе-
риода наблюдения. Иммунизация вакцинным 
штаммом A/H1N1 приводила к положитель-
ной динамике увеличения веса после второ-
го дня  наблюдений, выход на плато начался 
с 3-го  дня, когда вес перестал существенно 
увеличиваться или уменьшаться. Для группы 
H1-Spr тенденция была менее четкой, зафик-
сировано уменьшение веса мышей со второ-
го по четвертый день, после чего наблюдалась 
положительная динамика увеличения веса 
до конца периода наблюдения.  В группе жи-
вотных, получивших фосфатно- буферный 
раствор (ФБ), наблюдали наиболее высокую 
репродукцию заражающего вируса в легких  ― 
до 107,7  ЭИД50/мл, при этом в группах, имму-
низированных вакцинным штаммом  А/H1N1 
и рекомбинантным  вирусом  H1-Spr, пока-
зано статистически значимое снижение ти-
тров инфекционного вируса по сравнению 
с неиммунизированными животными до 104,9 

и 105,0  ЭИД50/мл соответственно.

Заключение

Таким образом, в настоящей работе впервые 
были изучены биологические свойства реком-
бинантного штамма вируса гриппа на основе 
ЖГВ подтипа А/H1N1pdm09, экспрессирую-
щего фрагмент белка S. pneumoniae Spr1875. 
Рекомбинантный штамм способен к росту 
в развивающихся куриных эмбрионах и сохра-
нил температурочувствительный фенотип, ха-
рактерный для вакцинных вирусов. На мышах 
химерная вакцина с гемагглютинином H1-Spr-69 
демонстрировала ограниченную репродуктивную 
актив ность по сравнению с исходным вакцин-
ным вирусом A/H1N1, несмотря на это рекомби-
нантный штамм H1-Spr стимулировал выработку 
вирус-специфических сывороточных IgG анти-
тел на том же уровне, что и классический штамм 
ЖГВ A/H1N1pdm09, а также вызывал прирост 
IgG к участку вставки пневмококкового белка. 
Вакцинный штамм A/H1N1 более эффективно 
защищал мышей от инфекции адаптированным 
к мышам вирусом гриппа А/Калифорния/07/09 
(H1N1)pdm09 по сравнению с химерным виру-
сом H1-Spr. При экспериментальном инфици-
ровании показано статистически значимое сни-
жение титров инфекционного вируса в группах 
мышей, иммунизированных вакцинным штам-
мом А/H1N1pdm09 и рекомбинантым вирусом 
H1-Spr-69, по сравнению с неиммунизирован-
ными животными. В работе отсутствуют данные 
о формировании подклассов антител к бакте-
риальному антигену, что является ограничени-
ем. Однако в раннее опубликованном иссле-
довании, посвященном защитному действию 

Рис. 5. Результаты изучения защитного действия иммунизации рекомбинантным вирусом H1-Spr: a  ― динамика 
изме нения средней массы тела мышей после экспериментального заражения (n = 10); b ― репродукция заражающего 
вируса A/Калифорния/07/09  (H1N1)pdm09-МА в легких мышей на 3-й день после экспериментального заражения 
(n = 3). ФБ  — неиммунизированные животные
Fig. 5. Results of the study of the protective effect of immunization with the recombinant H1-Spr virus: a, changes in the average 
weight of mice after experimental infection (n = 10); b, reproduction of the infecting virus A/California/07/09 (H1N1)
pdm09-MA in the lungs of mice on Day 3 after experimental infection (n = 3). PBS, unvaccinated animals
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комбинированной вирус-бактериальной вакци-
ны на основе ЖГВ и рекомбинантных полипеп-
тидов стрептококков группы В, было показано, 
что интраназальное введение мышам бактери-
альных полипептидов вызывало преимуществен-
но формирование IgG2a к фрагменту иммунодо-
минантного белка стрептококков группы В (Р6), 
но при введении смеси ЖГВ и бактериальных 
полипептидов среди антител к P6 превалирова-
ли IgG1 [13]. При этом в группе мышей, им-
мунизированных комбинированной вирус-бак-
териальной вакциной, наблюдалась наиболее 
выраженная защита против постгриппозной бак-
териальной пневмонии по сравнению с мышами 
из других вакцинных групп [13]. Необходимы 
дальнейшие исследования для определения 
факторов адаптивного иммунитета, необходи-
мых для эффективной вакцинопрофилактики 
постгриппозной пневмококковой пневмонии, 
включая подклассы антител к бактериальным 
антигенам в составе вирусного вектора.

Вирусы гриппа стали перспективными кан-
дидатами для создания рекомбинантных вакцин 
после того, как были разработаны системы обрат-
ной генетики для сборки вирусов с минус-ните-
вым РНК геномом [14]. Холодоадаптированные 
вирусы гриппа, применяемые в качестве вак-
цинных штаммов для ЖГВ, ― безопасные 
и эффек тивные кандидаты для создания вектор-
ных вакцин [7]. Особого внимания заслуживает 
то, что при использовании вирусных векторов 
гриппа можно индуцировать иммунитет не толь-
ко против чужеродных антигенов, но и против 
вируса гриппа, используемого в качестве основы 
вакцины. Поскольку в репликации вируса грип-
па нет цикла ДНК, отсутствует риск интеграции 
вирусных последовательностей в геном иммуни-
зированных реципиентов. Помимо этого, высо-
кая антигенная изменчивость вирусов гриппа, 
приводящая к возникновению множества анти-
генных вариантов, позволяет избегать влияния 
предсуществующего иммунитета к вирусному 
вектору у вакцинируемых. И наконец, химер-
ные вирусы гриппа при интраназальном введе-
нии способны вызывать локальный иммунный 
ответ, который важен при инфицировании па-
тогенами, проникающими через верхние дыха-
тельные пути. 

Одно из возможных ограничений векторов 
вируса гриппа ― небольшая емкость гено-
ма. Возможность получения стабильных виру-
сов гриппа, содержащих вставки длиной более 
1000  нуклеотидов, ― вопрос, требующий даль-
нейшего исследования [15]. Вставка фрагментов 
чужеродных генов в сегменты генов NA, NS1 
или полимеразных субъединиц может приво-
дить к снижению аттенуации/репликации [14]. 
В нашем случае бактериальный фрагмент был 

встроен в молекулу гемагглютинина, но это так-
же привело к снижению репродукции рекомби-
нантного вируса при инкубации как при опти-
мальной, так и при пониженной температуре. 
Ранее были изучены два рекомбинантных ви-
руса (H7-ScaAB-85 и H7-ScaAB-141) на осно-
ве вакцинного штамма ЖГВ A/Ануи/1/2013 
(H7N9)  [9] с рекомбинантным НА, включаю-
щим фрагмент липопротеина ScaAB Streptococcus 
agalactiae. Несмотря на то что все внутренние 
и неструктурные белки рекомбинантных штам-
мов принадлежали холодоадаптированному 
штамму-донору А/Ленинград/134/17/57(H2N2), 
внедрение чужеродных бактериальных антигенов 
в НА вакцинного штамма 17/H7N9 независимо 
от размера вставки пептида приводило к потере 
холодоадаптированного фенотипа [9]. Известно, 
что за адаптацию к пониженной температуре 
отве чают гены полимеразного комплекса вируса 
гриппа [16]. Мы предположили, что выявленное 
в настоящей работе снижение репродуктивной 
активности при оптимальной и пониженной 
температуре может быть связано с конформа-
ционными изменениями HA, которые могут 
стерически препятствовать присоединению хи-
мерных вирусов к рецепторам на чувствительных 
клетках, тем самым уменьшая множественность 
инфекции. Это предположение требует проверки 
и проведения дальнейших исследований. 
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