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Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) штамм С11-13 (GenBank Acc. No. OQ565596) сибирского ге-
нотипа ранее был изолирован из мозга умершего пациента. Варианты ВКЭ С11-13, полученные 
на 3 и 8 пассажах на клетках SPEV, использовали для проведения серии пассажей через мозг белых 
мышей. На всех этапах, используя технологию высокопроизводительного секвенирования, анали-
зировали полногеномные последовательности вируса. В результате анализа выявлена 41 точечная 
нуклеотидная замена и 12 аминокислотных замен, которые преимущественно были локализованы 
в генах неструктурных белков NS3 и NS5 ВКЭ (GenBank Acc. No. MF043953, OP902894, OP902895). 
После трех пассажей через мозг мышей идентифицированы реверсивные нуклеотидные и амино-
кислотные замены, характерные для изолята вируса С11-13, выделенного от человека, но заме-
щенные при последующих 8 пассажах на линии клеток SPEV. Также произошло увеличение длины 
3′-нетранслируемой области (3′-НТО) вирусного генома на 306 нуклеотидов. В последовательности 
3′-НТО, содержащей элементы Y3 и Y2, обнаружены несовершенные L- и R-повторы, которые мо-
гут участвовать в ингибировании активности клеточной РНКазы XRN1 и тем самым в формирова-
нии субгеномных флавивирусных РНК (sfRNA). Для полученных вариантов ВКЭ зарегистрирован 
высокий уровень репродукции как на культуре клеток, так и в мозге белых мышей. Изменения 
генома ВКЭ, выявленные в ходе последовательных пассажей, скорее всего, обусловлены значитель-
ной генетической изменчивостью вируса, что обеспечивает его эффективную репродукцию в раз-
личных видах хозяев и широкое распространение в разных климатических зонах.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, вирусный геном, 3′-нетранслируемая область, ну-
клеотидные замены, адаптационные замены, реверсивные мутации, культура клеток, мыши
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Сокращения: 3′-НТО  – 3′-нетранслируемая область; 
ВКЭ – вирус клещевого энцефалита; ОТР – открытая 
рамка считывания. 

Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) ‒ воз-
будитель одноименного заболевания, которое 
часто приводит к  тяжелым поражениям цен-
тральной нервной системы, включая летальные 
исходы [1, 2]. ВКЭ эндемичен во многих реги-
онах Северной Евразии, а  в  последнее время 
наблюдается его появление в новых географи-
ческих регионах, что связано, по всей вероятно-
сти, с изменением ареалов иксодовых клещей ‒ 
переносчиков ВКЭ [3‒5].

Вирус клещевого энцефалита (Orthoflavivirus 
encephalitidis) относится к семейству Flaviviridae, 
род Orthoflavivirus (https://ictv.global/taxonomy) 

[2]. Этот род включает относительно просто 
устроенные РНК-содержащие сферические 
оболочечные вирусы размером 40–60 нм. Геном 
ВКЭ представлен одноцепочечной (+)РНК дли-
ной 9 200‒11 500 нуклеотидов. Геномная РНК 
кодирует один полипротеин, который подвер-
гается процессингу вирусными и  клеточными 
протеазами с  образованием трех структурных 
и семи неструктурных вирусных белков. Геном-
ная флавивирусная РНК фланкирована 5′- и 3′- 
нетранслируемыми областями (НТО), прин-
ципиально важными для инициации вирусной 
репликации и  формирования репликативного 
комплекса с  участием вирусной РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы [6, 7]. Принято считать, 
что 5′- и 3′-НТО определяют скорость реплика-
ции вируса, полярность РНК, инкапсидацию 
генома и устойчивость к РНКазам [8–11].
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Лабораторные животные. В  работе исполь-

зовали 2–3-дневных сосунков беспородных 
мышей обоего пола массой 2‒3 г, полученных 
из  питомника ФБУН ГНЦ ВБ  «Вектор». Все 
процедуры с животными проводили в соответ-
ствии с  действующими документами: «Прави-
ла проведения работ с  использованием экспе-
риментальных животных» (https://docs.cntd.ru/
document/456016716) и «Руководство по содер-
жанию и использованию лабораторных живот-
ных» [22].

Проведение серийных пассажей ВКЭ. Аут-
бредным мышам интрацеребрально вводили 
10 мкл вирусной суспензии, полученной после 
3 и 8 пассажей ВКЭ С11-13 на культуре клеток 
SPEV [21]. Для последующих пассажей исполь-
зовали 10%-ную мозговую суспензию, получен-
ную от  мышей на  3–4  сутки после заражения, 
в 50 мM боратном буфере (рН 9.0), содержащем 
150 мМ  хлористого натрия. Исследованные 
в работе варианты ВКЭ представлены в табл. 1. 

Выделение и титрование ВКЭ. Вируссодержа-
щий образец наносили на  монослой культуры 
клеток SPEV и оставляли на 1 ч при комнатной 
температуре, после чего вносили среду DМЕМ, 
содержащую 2% FBS и 80 мкг/мл сульфата ген-
тамицина. Затем инкубировали при 37 °C в те-
чение 7 сут. Образцы, содержащие ВКЭ, титро-
вали на  клеточной культуре SPEV, используя 
96-луночные культуральные микропланшеты. 
Концентрацию вируса оценивали по  тканево-
му цитопатическому действию (ТЦПД50/мл) 
на  клетках SPEV и  методом иммунофермент-
ного анализа. Вирус хранили аликвотами при 
–40 °C. Биологический титр вируса рассчиты-
вали по Керберу [23]. 

Иммуноферментный анализ. ВКЭ в  культу-
ральной среде определяли методом иммунофер-
ментного анализа на  96-луночных планшетах 
(“Nunk”, Дания), сенсибилизированных мыши-
ными моноклональными анти-ВКЭ-антителами 
10H10 (“Вектор”, Россия), как описано ранее 
[24]. Связавшийся с планшетом вирус детекти-
ровали с  использованием меченных биотином 
мышиных моноклональных анти-ВКЭ-антител 

ВКЭ подразделяется на  три основных ге-
нотипа: европейский, дальневосточный и  си-
бирский [12]. Недавно высказано предложение 
о выделении гималайского и байкальских гено-
типов ВКЭ [4, 13–15]. Уровень гомологии для 
различных генотипов ВКЭ составляет 82–85% 
для полногеномных нуклеотидных последова-
тельностей и 92‒96% для аминокислотных [16, 
17]. Генетические различия изолятов ВКЭ суще-
ственны даже в рамках одного генотипа вируса. 
Так, высокопатогенный для человека штамм 
Глубинное/2004 дальневосточного генотипа 
отличается от прототипных штаммов 205 и Со-
фьин 53–57 аминокислотными заменами [16]. 

Высокая генетическая изменчивость ВКЭ 
позволяет высказать гипотезу о  том, что гене-
тический потенциал ВКЭ позволяет ему суще-
ственно изменяться и адаптироваться к новым 
типам клеток и видам хозяев. Это обеспечива-
ет ВКЭ возможность легко интродуцироваться 
в  новые биотопы. Так, ВКЭ обнаружен более 
чем у 40 видов диких птиц в Томске и его при-
городах [18–20]. 

Нами исследована генетическая вариабель-
ность (изменчивость) высокопатогенного для 
человека штамма С11-13  сибирского генотипа 
ВКЭ в процессе его адаптации к культивирова-
нию в лабораторных условиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вирусный препарат. Штамм С11-13  ВКЭ 

сибирского генотипа, выделенный в  2013 году 
из  мозговой суспензии человека, умершего 
от клещевого энцефалита в Мошковском райо-
не Новосибирской области, описан ранее [21]. 
Все эксперименты с вирусным материалом про-
водили с соблюдением правил биобезопасности, 
регламентированных в СанПиН 3.3686-21. 

Клеточная линия. Культура клеток SPEV была 
получена из  банка клеточных культур ФБУН 
ГНЦ ВБ  «Вектор» и  поддерживалась на  среде 
DMEM, содержащей 10% эмбриональной сыво-
ротки крупного рогатого скота (FBS; “Gibco”, 
США) и 80 мкг/мл сульфата гентамицина.

Таблица 1. Исследованные варианты ВКЭ С11-13

Название штамма ВКЭ История Источник GenBank Acc. No.

C11-13_1p 1 пассаж на клетках SPEV Эта работа OQ565596

C11-13_3p 3 пассажа на клетках SPEV Описано ранее [21] KP644245

C11-13_8p 8 пассажей на клетках SPEV Эта работа MF043953

С11-13_3/3m  C11-13_3 → 3 пассажа на мышах Эта работа OP902894

С11-13_8/3m  C11-13_8 → 3 пассажа на мышах Эта работа OP902895



284 ТЕРНОВОЙ и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

EB1 (“Вектор“) и стрептавидин-пероксидазного 
конъюгата (“ICN”, США).

Выделение РНК и  ПЦР с  обратной транс-
крипцией. Суммарную нуклеиновую кислоту 
выделяли из вируссодержащего материала с ис-
пользованием набора реагентов ExtractRNA 
(“Евроген”, Россия); для построения первой 
цепи ДНК использовали набор MMLV RT  kit 
(“Евроген”) по  инструкциям производителя. 
Для проведения ПЦР использовали набор Био-
Мастер LR  HS-ПЦР (“BioLabMix”, Россия) 
и  олигонуклеотидные праймеры, специфич-
ные к  РНК ВКЭ, описанные ранее [6, 16, 24]. 
ПЦР проводили на амплификаторе T100 (“Bio-
Rad Laboratories”, США) в  следующем режи-
ме: 5 мин при 94 оС, 40 циклов [10 с при 94 оС, 
20 с при 58 оС, 30 с при 72 оC], 7 мин при 72 оС.

Определение нуклеотидных последовательно-
стей по  Сэнгеру и  с  использованием технологии 
высокопроизводительного секвенирования (NGS). 
Секвенирование ДНК-фрагментов выполняли 
по  методу Сэнгера на  автоматическом секве-
наторе ABI 3130×l  (“Hitachi“, Япония). Пол-
ногеномную нуклеотидную последовательность 
определяли с использованием технологии NGS. 
Для синтеза первой цепи кДНК использовали 
модуль NEBNext® Ultra Directional, для синтеза 
второй цепи ‒ NEBNext Ultra Directional RNA 
Second Strand Synthesis Module (“NEB”, США). 
Подготовленные ДНК-библиотеки анализиро-
вали на приборе MiSeq (“Illumina”, Великобри-
тания). Для удаления адаптеров и  повторного 
чтения использовали SAMtools (версия 0.1.18; 
https://www.htslib.org/download). Протяженные 
последовательности были собраны de novo с по-
мощью ассемблера MIRA (версия 4.9.6; https://
linux-packages.com/ubuntu-impish-indri/package/
mira-assembler). Обработку результатов прово-
дили с  использованием специализированных 
программных пакетов MEGA 7/10  (“PSU”, 
США) и Lasergen 7 (“Invitrogen”, США). 

Для поиска несовершенных повторов в ви-
русных геномах использовали диагональ матри-
цы локального сходства нуклеотидной последо-
вательности Unipro UGENE:v45.1 (https://ugene.
net/ru/download-all.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Генетический анализ вариантов штамма  

С11-13 ВКЭ после пассажей in vitro ‒ in vivo

Ранее был получен набор вариантов ВКЭ 
после нескольких последовательных пассажей 
штамма С11-13 ВКЭ на культурах перевиваемых 
клеток SPEV, HEK293, Neuro-2а  [21]. Первые 
аминокислотные замены были обнаружены в не-

структурных вирусных белках после трех пасса-
жей. После восьми пассажей количество амино-
кислотных замен уже не изменялось. Варианты 
ВКЭ при пассажах на  клетках SPEV накопили 
9  аминокислотных замен, на  культуре клеток 
HEK293 – 14; наименьшее число было обнару-
жено на клетках Neuro-2а ‒ всего 4 замены. 

В  проведенном нами исследовании штамм 
С11-13  ВКЭ после 3  и  8  пассажей на  клетках 
SPEV трижды пассировали через мозг аутбред-
ных белых мышей с последующим полногеном-
ным секвенированием полученных изолятов: 
С11-13_3/3m  и  C11-13_8/3m  соответственно 
(табл. 2). В последовательности вирусного гено-
ма идентифицирована 41 нуклеотидная замена, 
ассоциированная с адаптацией ВКЭ к клеткам 
SPEV c  последующими пассажами через мозг 
мыши. Большинство нуклеотидных замен было 
в генах, кодирующих неструктурные белки ви-
руса. Только 9 были картированы в генах белков 
капсида (С) и оболочки (Е). Наибольшее число 
замен (14) обнаружено в  гене неструктурного 
белка NS5 при значении 0.12  для соотноше-
ния несинонимичных/синонимичных нуклео-
тидных замен (dN/dS). В  генах неструктурных 
белков обнаружено 32  нуклеотидные замены, 
из которых 9 приводили к изменению кодиру-
емой аминокислоты. Максимальное число ами-
нокислотных замен идентифицировано в  бел-
ках NS3 и NS5: 4 и 2 соответственно. Высокое 
значение dN/dS, равное 2.0, обнаружено в белке 
NS1, а минимальное (0.12) ‒ в NS5. Cоотноше-
ние dN/dS  имело тенденцию к  снижению при 
пассажах ВКЭ через мозг белых мышей в срав-
нении с культурами клеток.

Интересно отметить, что после трех пас-
сажей вируса через мозг мышей у  вариантов 
С11-13_3/3m и С11-13_8/3m обнаружено 7 ре-
версивных аминокислотных замен. Эти за-
мены характерны для изолята вируса С11-13, 
выделенного от  человека, но  были замещены 
при последующих пассажах вируса (8  пасса-
жей) на клетках SPEV. При адаптации от клеток 
SPEV к  новому хозяину  – мышам произошли 
замещения в белках: Е (Q367R), NS1 (N1067D), 
NS2b (R1488Q), NS3 (D1511N и F1906S) и NS5 
(M2561K и S2925F).

Следует заметить, что в гене белка NS5 об-
наружены реверсивные нуклеотидные замены: 
два блока по три синонимичных и две несино-
нимичные, – а также 5 новых. Кроме того, об-
наружены мутации в белках Е (D347N и H699Q) 
и NS3 (T1890S). 

Репликативная активность всех полученных 
вариантов ВКЭ (C11-13_3p, C11-13_8p, С11-
13_3/3m и С11-13_8/3m) по сравнению с исход-
ным изолятом (C11-13_1p) существенно увели-



285

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

ИЗМЕНЕНИЯ В ГЕНОМЕ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА
Таблица 2. Нуклеотидные и аминокислотные замены в геноме штамма С11-13, адаптированного к клеткам 
SPEV, выявленные после дополнительных пассажей через мозг аутбредных белых мышей 

Ген 
ВКЭ

Нуклеотидные/ 
аминокислотные замены  

(Nt/AA)a
C11-13_1p C11-13_8p С11-13_3/3m С11-13_8/3m dN/dSb

c Nt240-AA80/K A A G G 0/1
e Nt1039-AA347/D→N G G G A 3/5 (0.6)

Nt1100-AA367/Q→R A G A A
Nt1704-AA568/V A A G G
Nt1740-AA580/K A G A A
Nt1743-AA581/G C T C C
Nt1932-AA644/I T T C T
Nt2097-AA699/H→Q C C C G
Nt2379-AA793/E A A G G

ns1 Nt3199-AA1067/N→D A G A A 2/1 (2)
Nt3498-AA1166/G T A A A
Nt3502-AA1168/L→V C G G G

ns2a Nt3810-AA1270/F C T T T 0/3
Nt4044-AA1348/F C T C C
Nt4090-AA1364/L C T T T

ns2b Nt4350-AA1450/E G G G A 1/1 (1)
Nt4463-AA1488/R→Q G A G G

ns3 Nt4863-AA1621/D G A G G 4/6 (0.67)
Nt4531-AA1511/D→N G A G G
Nt4629-AA1543/H T T C T
Nt4635-AA1545/T A A G G
Nt5235-AA1745/H→Q T A A A
Nt5634-AA1878/I T T C C
Nt5658-AA1886/E G G G A
Nt5668-AA1890/T→S A A A T
Nt5697-AA1899/F C T C C
Nt5717-AA1906/F→S T T C C

ns5 Nt7685-AA2562/M→K T A T T 2/12 (0.12)
Nt8562-AA2854/A C T C C
Nt8586-AA2862/G A G A A
Nt8628-AA2876/Q G A G G
Nt8774-AA2925/S→F C T C C
Nt9003-AA3001/L C C T T
Nt9060-AA3020/E A A G G
Nt9126-AA3042/F C C C T
Nt9456-AA3152/L G A A A
Nt9514-AA3172/V G G A A
Nt9540-AA3180/R A A A G
Nt9744-AA3248/G G A G G
Nt9750-AA3250/A C T C C
Nt10170-AA3390/K A G A A
Число реверсий к исходному 
изоляту

18 20

aТемно-серым фоном выделены несинонимичные нуклеотидные замены и соответствующие им варианты ВКЭ с ами-
нокислотными заменами; светло-серым фоном выделены синонимичные нуклеотидные замены.

bОтношение несинонимичных/синонимичных нуклеотидных замен, в скобках ‒ частное от деления.
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чивалась после серийных пассажей на культуре 
клеток и через мозг животных. Так, после треть-
его пассажа штамма C11-13  на  клетках SPEV 
(C11-13_3p) с  появлением первых аминокис-
лотных замен в NS3 (H1745Q) и NS5 (S2925F), 
титр вируса увеличился на  2  порядка: с  106 
до 108 ТЦПД50/мл [21]. После восьмого пассажа 
вируса на клетках SPEV (C11-13_8p) и для всех 
вариантов вируса в  10%-ном гомогенате мозга 
мышей после третьего пассажа на 7 сутки после 
заражения (С11-13_3/3m  и  С11-13_8/3m) титр 
вируса составил 108 ТЦПД50/мл. 

Размер генома и 3′-НТО в исследованных 
вариантах ВКЭ

При адаптации ВКЭ С11-13 к культивирова-
нию в лабораторных условиях обнаружено уве-
личение длины 3′-НТО (табл. 3). Ранее показа-
но [7], что длина вариабельного участка 3′-НТО 
генома штамма С11-13, выделенного из  мозга 
человека (C11-13_1p), составляет 107 н. Нами 
показано, что после 8 пассажей на клетках SPEV 
(С11-13_8) этот район увеличился на  37  н., 
а  при пассажах на  мышах ‒ на  306 н. относи-
тельно клинического изолята. Важно заметить, 
что консервативный участок 3′-НТО имел про-
тяженность 320 н. во всех полученных вариантах 
вируса.

Вариабельность длины 3′-НТО ВКЭ описана 
для ряда лабораторных штаммов, относящих-
ся к  разным генотипам ВКЭ, и  она достигала 
максимального размера в  767 нуклеотидов для 
европейского генотипа (штамм Neudoerfl) [25]. 
На  рис.  1  приведено выравнивание 3′-НТО ге-
нома ВКЭ относительно штамма Neudoerfl. Уве-
личение размеров 3′-НТО произошло за  счет 
встраивания идентичных фрагментов в последо-
вательности LRS4 и LRS3 ‒ в область энхансера 
вариабельного участка. В геноме флавивирусов 
энхансер располагается между стоп-кодоном 
и промотором и охватывает как консервативный, 
так и  вариабельный участки 3′-НТО. По  всей 

Таблица 3. Размер геномной РНК и 3′-НТО в исследованных вариантах штамма С11-13 ВКЭ

Штамм ВКЭ Размер генома, н.
Длина 3′-НТО, н.

вариабельный участок консервативный участок весь регион

C11-13_1p 10 801 107 320 427

C11-13_3pа 10 838 144 320 464

С11-13_8 10 838 144 320 464

С11-13_3/3m 11 107 413 320 733

С11-13_8/3m 11 107 413 320 733

аОписано ранее [21].

вероятности, наблюдаемая инсерция приводит 
к восстановлению шпилек SL10‒SL14, что повы-
шает структурированность этой области. Схожая 
организации этого региона 3′-НТО также обнару-
жена у ВКЭ штамма PT-122 сибирского генотипа 
ВКЭ, изолированного из печени садовой камы-
шовки (Acrocephalus dumetorum) и секвенирован-
ного нами ранее (GenBank Acc. No. KM019545).

И  хотя функция энхансера может быть не-
критичной для жизнеспособности вируса в экс-
периментальных условиях, она может играть 
важную роль в естественной среде и в процессе 
адаптации вируса к новым хозяевам. 

Обнаружение и картирование несовершенных 
повторов в 3′-НТО

В 3′-НТО геномной РНК ВКЭ, в районе эн-
хансера, идентифицированы две нуклеотидные 
последовательности длиной 60  н. с  гомологи-
ей 57 % (рис. 2). Эти несовершенные повторы 
обнаружены с помощью программы диагонали 
матрицы локального сходства нуклеотидной по-
следовательности (Unipro UGENE:v45.1) В ре-
зультате были найдены несовершенные повторы 
длиной 60 нуклеотидов с гомологией 57 %. Ана-
логические повторы с гомологией 52–57 % были 
найдены и для других вирусов (рис. 3). По осям 
X  и  Y расположена нуклеотидная последова-
тельность, для которой проводили поиск несо-
вершенных повторов. В частности, на рис. 2 ис-
пользована прототипная последовательность 
штамма Glubinnoe/2004.

Важно заметить, что наличие аналогичных 
несовершенных повторов в  3′-НТО геномной 
РНК обнаружено нами для флавивирусов По-
вассан, Западного Нила, Кунджин, Денге серо-
типов 1 и 2, желтой лихорадки и омской гемор-
рагической лихорадки, а также для вируса леса 
Семлики, относящегося к  альфавирусам. Вы-
ровненные последовательности указанной обла-
сти геномов этих вирусов приведены на рис. 3. 
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ИЗМЕНЕНИЯ В ГЕНОМЕ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА
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Рис. 1. Схема организации 3′-НТО ВКЭ. В качестве прототипов сравнения взяты: европейский генотип ВКЭ (1, 2), 
сибирский генотип (3–6) и дальневосточный генотип (7, 8, 15, 16). Под номерами 11 и 12 обозначены варианты 
штамма ВКЭ С11-13, полученные на нормальных клетках эмбриональных почек человека (HEK293) и нейронов 
мыши (Neuro-2а) соответственно (GenBank Acc. No. MF043954, MF043955 соответственно). Пунктиром обозна-
чены делеции в 3′-НТО; L и R – несовершенные повторы геномной РНК ВКЭ (длина 60 н., идентичность 57 % 
относительно штамма Glubinnoe/2004 (DQ862460)); SL1‒SL15 – структуры stem-loop (“петля-на-стебле”) в НТО; 
LRS1‒LRS6 – длинные повторяющиеся последовательности (long repeat sequences); rLRS – район протяженных 
повторяющихся последовательностей (region of long repeat sequences); Y1‒Y3 – Y-образные структуры НТО; 3′LSH 
–3′-концевая длинная стабильная шпилька (long stable hairpin). Цветовая схема  – общепринятая в  программе 
MEGA 7/10 (“PSU”, США) для нуклеотидов аденин (A), тимин (T), цитозин (C) и гуанин (G): зеленый, красный, 
голубой и фиолетовый соответственно. 
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Факт наличия таких повторов в районе эн-
хансера 3′-НТО, по-видимому, не  случаен. 
Именно на этом участке нами зарегистрирова-
но изменение длины геномной РНК и 3′-НТО 
для различных вариантов штамма С11-13 ВКЭ 
после последовательных пассажей на  культуре 
клеток и через мозг белых мышей. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Некоторые РНК-содержащие вирусы эф-

фективно преодолевают видовой барьер, что 
обусловлено более высокой изменчивостью 
РНК-генома в сравнении с геномами ДНК-со-
держащих вирусов [26, 27]. Высокая частота 
возникновения мутаций у  РНК-содержащих 
вирусов считается “отправной точкой”, ко-
торая облегчает репродукцию вируса в  новом 
типе клеток или новом виде хозяина, то есть это 
структурная основа для их высокой трансмис-
сивности и широкого диапазона хозяев [28–30]. 
Многие флавивирусы, в том числе ВКЭ, распро-
странены на обширных территориях и размно-
жаются в различных видах беспозвоночных (ко-
мары и клещи) и позвоночных организмов [31]. 
Природные и  климатические условия в  при-
родных очагах вирусных инфекций также могут 
существенно отличаться. Флавивирусы активно 
циркулируют в  различных климатических зо-
нах ‒ от приполярных до экваториальных. Это 
значит, что они реплицируются в широком тем-
пературном интервале [18, 19]. Генетическая 
гетерогенность между генотипами ВКЭ состав-
ляет не менее 18%. В пересчете на полный ге-
ном ВКЭ это 2 000–2 200 нуклеотидов. Принято 
считать, что именно высокая генетическая из-
менчивость ВКЭ обеспечивает его циркуляцию 
в  различных природных биотопах Северной 
Евразии и адаптацию к новым видам беспозво-

ночных и теплокровных хозяев при сохранении 
патогенного потенциала для человека [1].

В  проведенном исследовании мы  оценили 
генетическую вариабельность сибирского ге-
нотипа ВКЭ на  примере высокопатогенного 
изолята С11-13  в  процессе пассажей изолята 
из  мозга погибшего человека на  культуре кле-
ток и через мозг аутбредных белых мышей. Для 
определения первичной структуры вирусного 
генома использовали технологию высокопроиз-
водительного полногеномного секвенирования, 
что позволило проследить появление адаптаци-
онных мутаций в динамике.

Нуклеотидные замены появились в  генах 
структурных и неструктурных белков ВКЭ уже 
через 3–8  пассажей вируса в  культуре клеток 
SPEV и через 3 пассажа в мозге белых мышей. 
Это значит, что полевой (клинический) изолят 
ВКЭ быстро и эффективно адаптируется к но-
вому хозяину; при этом большинство замен про-
изошло в генах неструктурных белков и в коди-
руемых ими белках. Из  идентифицированной 
нами 41 адаптационной мутации в геноме ВКЭ 
к  генам структурных белков относилось толь-
ко девять. Максимальное число нуклеотидных 
замен обнаружено в генах ns3 и ns5. Аналогич-
ная картина наблюдалась по  мутациям в  ами-
нокислотных последовательностях: три замены 
в структурном белке Е и девять в неструктурных 
белках.

Ранее показано, что структурные белки фла-
вивирусов ‒ важные факторы вирулентности 
[31–33]. Cчитали, что белок Е  играет ключе-
вую роль в вирулентности ВКЭ [34]. Так, в ряде 
работ сообщалось, что изменения в  структу-
ре этого белка влияют на  нейровирулентность 
и  нейроинвазивность переносимых клещами 
флавивирусов [31, 35–37]. Некоторые из  этих 
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Рис. 2. Картирование несовершенных повторов в вариабельном участке 3′-НТО геномной РНК ВКЭ (прототипный 
штамм Glubinnoe/2004 (GenBank Acc. No. DQ862460)). Выполнено с помощью программы Unipro UGENE:v45.1 при 
длине сравниваемых последовательностей 60 нуклеотидов.
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Рис. 3. Несовершенные повторы, выявленные для флави- и альфавирусов на вариабельном участке 3′-НТО геном-
ной РНК. X и Y – координаты нуклеотидной последовательности, приведенной на диагонали матрицы в програм-
ме Unipro UGENE:v45.1 Уровень гомологии по данным Unipro UGENE:v45.1 несовершенных повторов составлял 
52–57 %. 

исследований были выполнены с  использова-
нием фрагментарного секвенирования генома. 
Немного позднее, в экспериментах с использо-
ванием обратной генетики и полногеномных по-
следовательностей А. Румянцев (A. Rumyantsev) 
и  соавт. [38] обнаружили, что вирулентность 
штаммов Sofjin-HO  и  Oshima 5-10  ВКЭ не  ас-
социирована со структурными белками, а тесно 
связана с генами неструктурных белков и их 3′-
НТО. Полученные нами результаты с  исполь-
зованием высокопроизводительного полноге-
номного секвенирования вполне согласуются 
с  этими данными и  гипотезой о  важной роли 
неструктурных белков в адаптации ВКЭ к ново-
му типу клеток и новым хозяевам.

Интересно, что после трех пассажей через 
мозг мышей в  вариантах С11-13_3/3m  и  С11-
13_8/3m  выявлено 7  реверсивных аминокис-
лотных замен, то есть “возвращающих” адапти-
рованные к клеткам SPEV варианты (С11-13_3 
и С11-13_8) к исходному изоляту из мозга чело-
века. В прошедших пассажи через мозг мышей 
вариантах ВКЭ в  гене ns5 обнаружено 6  сино-
нимичных и 2 несинонимичных нуклеотидных 
замен реверсного характера и 5 новых мутаций.

Нами выявлено значительное удлинение ва-
риабельного участка 3′-НТО ВКЭ при пассажах 
через мозг белых мышей варианта, предвари-
тельно адаптированного к клеткам SPEV. Уве-
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личение длины составило 306 н. для вариантов 
С11-13_3/3m и С11-13_8/3m. Ранее, в процес-
се серийных пассажей ВКЭ на  клетках SPEV, 
Neuro-2A, НЕК293, тоже были обнаружены ко-
роткие вставки в вариабельном районе 3′‑НТО, 
хотя их длина была в интервале 22‒37 н. [7, 21]. 
Известно, что 3′-НТО флавивирусов высоко-
структурирована и  содержит такие структуры, 
как петля-на-стебле, шпильки, гантелеобразные 
и Y-образные элементы [25, 30]. Как известно, 
5’- и  3′-НТО обеспечивают взаимодействие 
геномной вирусной РНК с  РНК-зависимой 
РНК‑полимеразой, тем самым инициируя син-
тез новой вирусной РНК. Консервативный рай-
он 3′-НТО может быть ответственен за опреде-
ление хозяйской специфичности флавивирусов. 
Недавно показано, что 3′-НТО является источ-
ником по меньшей мере двух видов некодиру-
ющих РНК, которые влияют на  репликацию  
и/или патогенез флавивирусов: субгеномная 
флавивирусная РНК (sfRNA) и  микроРНК 
(KUN-miR-1),  ‒ в  формировании которых 
участвует экзорибонуклеаза-1  (XRN1) [39–46]. 
XRN1 узнает уникальную трехспиральную 

кольцеобразную структуру, которая складыва-
ется из  Y-структур 5′-НТО и  “псевдоузла” на 
3′‑НТО, и образует из нее sfRNA. sfRNA проти-
водействует реакциям врожденного иммунитета 
(ингибируя индукцию интерферонов), снижа-
ет активность XRN1 и Dicer и взаимодействует 
непосредственно с  вирусным репликативным 
комплексом, регулируя его активность [47–50]. 
Структурные элементы 3′-НТО также могут бло-
кировать активность XRN1. Предполагается, 
что sfRNA останавливает деградацию вирусной 
геномной РНК на расстоянии примерно 525 ну-
клеотидов от конца 3′-НТО. Это предотвращает 
полную деградацию вирусной геномной РНК 
и  приводит к  накоплению sfRNAs в  инфици-
рованных клетках [43, 51]. Элементы Y3  и  Y2 
3′‑НТО расположены соответственно в  конце 
вариабельного и начале консервативного участ-
ка. Они, по  всей вероятности, обеспечивают 
формирование sfRNA1 и sfRNA2 соответствен-
но. 

Обнаруженные нами в  области энхансера 
геномной РНК ВКЭ несовершенные нукле-
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Рис. 4. Механизм расщепления вирусной РНК экзорибонуклеазой XRN1 с формированием sfRNA ВКЭ. На ри-
сунке подчеркиванием отмечены несовершенные L- и R-повторы, которые имеют гомологию 52–57 % и образуют 
правую часть петель Y3 и Y2 соответственно. SP, NSP – структурные и неструктурные белки флавивирусов соот-
ветственно.
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отидные повторы L  и  R, вероятно, участвуют 
в  регулировании активности клеточной XRN1 
через элементы Y2  и  Y3  (рис.  4). Увеличение 
длины 3′-НТО может быть критически важно 
для репликации вирусного генома при адапта-
ции ВКЭ к лабораторным условиям культиви-
рования, что в  конечном счете обеспечивает 
возможность эффективной репродукции ВКЭ 
в различных типах клеток и при пассажах через 
мозг мыши.

Таким образом, обнаруженные нами из-
менения в  геноме ВКЭ, прошедшем пассажи 
в клеточной культуре и через мозг мышей, отно-
сятся к точечным заменам нуклеотидов, локали-
зованным преимущественно в генах неструктур-
ных белков и  иногда приводящим к  мутациям 
в  аминокислотном составе кодируемых ими 
полипротеинов. При пассажах через мозг мыши 
наблюдалась реверсия основной части замен 
к исходному штамму ВКЭ, выделенному из моз-
га человека. Кроме того, выявлено значительное 
увеличение длины вариабельной части 3′-НТО 
и  высказано предположение, что это связа-
но с  ингибированием активности клеточной 
XRN1, участвующей в  формировании sfRNA1 
и sfRNA2. По всей вероятности, обнаруженные 
адаптационные мутации обеспечивают высокий 
уровень репродукции инфекционного ВКЭ как 
на культуре клеток, так и в мозге белых мышей. 

Подобные множественные геномные изме-
нения ВКЭ могут играть важную роль в обеспе-
чении выживания ВКЭ в постоянно меняющих-
ся природных условиях и при адаптации вируса 
к новым видам хозяев. 

Авторы выражают искреннюю благодарность 
к.  ф.-м.  н. Швалову Александру Николаевичу 
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ке данных при метагеномном секвенировании.

Исследование выполнено в рамках Государ-
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научного центра вирусологии и биотехнологии 
“Вектор” Роспотребнадзора.
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docs.cntd.ru/document/456016716) и  «Руковод-
ство по содержанию и использованию лабора-
торных животных» (Washington, 1996), а  также 
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Changes in the Genome of Tick-Borne Encephalitis Virus during Cultivation
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The tick-borne encephalitis virus (TBEV) of the Siberian genotype was previously isolated from the brain 
of a deceased person. TBEV variants obtained at passages 3 and 8 on SPEV cells were inoculated into the 
brains of white mice for subsequent passages. Full-genome sequences of all virus variants were analyzed 
by high-throughput sequencing. The analysis showed the presence of 41 point nucleotide substitutions, 
which were mainly localized in  the genes of  non-structural proteins NS3 and NS5 of  TBEV. In  the 
deduced virus protein sequences, 12 amino acid substitutions were identified. After three passages through 
mouse brains, reverse nucleotide and amino acid substitutions were detected. Most of them were mapped 
in the NS5 protein gene, where 5 new nucleotide substitutions also appeared. At the same time, there was 
an increase in the length of the 3′-untranslated region (3′-UTR) of the viral genome by 306 nucleotides. The 
Y3 and Y2 3’-UTR elements were found to contain imperfect L and R repeats, which probably associated 
with inhibition of the activity of cellular XRN1 RNase and thus involved in the formation of sfRNA1 and 
sfRNA2. For all TBEV variants, high levels of infectious virus were detected both in cell culture and in the 
brain of white mice. The revealed changes in the genome that occur during successive passages of TBEV 
are most likely due to the significant genetic variability of the virus, which ensures its efficient reproduction 
in different hosts and active circulation in nature.

Keywords: tick-borne encephalitis virus, viral genome, 3′-UTR, nucleotide substitutions, adaptation, reverse 
mutation, cell culture, mouse 




