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ОЦЕНКА ГЕНЕТИЧЕСКОЙ СТАБИЛЬНОСТИ РЕКОМБИНАНТНЫХ ВЕКТОРОВ 
ГРИППА, КОДИРУЮЩИХ БЕЛКИ MYCOBACTERIUM BOVIS, С ПОМОЩЬЮ ОТ-ПЦР 

И ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ ИХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ  

Аннотация. Профилактика туберкулеза крупного рогатого скота  путем иммунизации традиционными вакци-
нами и регулярное  диагностирование долгое время были основными методами борьбы против данной инфекции. 
Однако степень защиты от туберкулеза, обеспечиваемая традиционной вакциной БЦЖ, варьируется, и на сегодняш-
ний день причины успешного или неудачного ее применения не ясны. Следовательно, разработка альтернативных 
безопасных вакцин с более высокой и устойчивой защитой, чем у вакцины БЦЖ, является актуальной. В то же время 
в основе любой новой вакцины или стратегии вакцинации лежит, как правило, технология изготовления и примене-
ния вакцины БЦЖ. Разработанные на основе гриппозных векторов рекомбинантные векторные вакцины показыва-
ют большой потенциал и преимущества в обеспечении специфического иммунного ответа.

Цель исследования – оценка ростовых свойств сконструированных рекомбинантных штаммов вируса гриппа, 
экспрессирующих протективные белки микобактерии, для дальнейшего их использования при создании векторной 
вакцины против туберкулеза крупного рогатого скота. 

В статье представлены результаты работы по культивированию и репродукции рекомбинантных штаммов виру-
са гриппа. Методами обратной генетики были сконструированы рекомбинантные штаммы вируса гриппа, несущие 
микобактериальные белки Mycobacterium bovis ESAT-6 и ТB10.4, в последовательности гена NS. По результатам про-
веденных работ определены оптимальные условия культивирования рекомбинантных штаммов вируса гриппа. Оба 
варианта рекомбинантного штамма показали репродуктивную активность в системе развивающихся куриных эм-
брионов при оптимальных условиях культивирования.

Оценка с помощью метода ОТ-ПЦР генетической стабильности вставки микобактериальных белков в NS ген 
вируса гриппа показала, что сегмент гена NS содержит вставку микобактериальных белков TB10.4 и ESAT-6, кото-
рая сохраняется на протяжении исследованных пяти пассажей.  

Ключевые слова: рекомбинантный вирус гриппа, экспрессия, Mycobacterium bovis, культивирование, векторы, 
генетическая  стабильность, ОТ-ПЦР
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EVALUATION OF THE GENETIC STABILITY OF RECOMBINANT FLU VECTORS ENCODING 
MYCOBACTERIUM BOVIS PROTEINS USING RT-PCR AND OPTIMIZATION  

OF THEIR CULTIVATION CONDITIONS

Abstract. Prevention by immunizing cattle against tuberculosis with traditional vaccines and regular testing has long 
been the main method of controlling this infection. However, the non-specificity of the traditional method shows the need for 
alternative approaches in the creation of anti-infective vaccines. The development of recombinant vector vaccines based on 
influenza vectors shows great potential and advantages in providing a specific immune response.

The purpose of the study is to evaluate the growth properties of the recombinant influenza virus strains expressing 
protective proteins of mycobacteria for further use in creating a vector vaccine against bovine tuberculosis.

This article presents the results of work on the cultivation and reproduction of recombinant influenza virus strains. Using 
reverse genetics methods, recombinant strains of the influenza virus carrying the mycobacterial Mycobacterium bovis 
ESAT-6 and TB10.4 proteins in the NS gene sequence were constructed. Based on the results of the work carried out, the 
optimal conditions for cultivating recombinant influenza virus strains were determined. Both variants of the recombinant 
strain showed reproductive activity in the developing chick embryo system, under optimal cultivation conditions.
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The evaluation of the genetic stability of the insertion of mycobacterial proteins into the NS gene of the influenza virus 
was confirmed using the RT-PCR method. As a result, it was found that the NS gene segment contains an insertion  
of mycobacterial proteins TB10.4 and ESAT-6, which is retained throughout the studied 5 passages.
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genetic stability of recombinant flu vectors encoding Mycobacterium bovis proteins using RT-PCR and optimization of their 
cultivation conditions. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the 
National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2023, vol. 68, no. 1, pp. 38–46 (in Russian). https://doi.
org/10.29235/1029-8940-2023-68-1-38-46

Введение. Туберкулез крупного рогатого скота (КРС) – это хроническое инфекционное забо-
левание, возбудителем которого является бактерия Mycobacterium bovis [1–3]. Преодолев межви-
довой барьер, M. bovis может вызывать туберкулез и у многих других домашних и диких живот-
ных. Кроме того, туберкулез КРС является зоонозным заболеванием, т. е. при определенных 
усло виях он может естественным образом передаваться от животных к человеку [4–6]. 

Во многих промышленно развитых странах для полноценного роста и развития сельскохо-
зяйственных животных проводятся профилактические мероприятия, основанные на регулярном 
тестировании на туберкулин и удалении инфицированных животных, что способствует сниже-
нию и даже искоренению заболеваемости туберкулезом в стадах КРС [7]. Таким образом, вакци-
нация является одним из основных инструментов, позволяющих остановить распространение 
инфекции.

За последние десятилетия иммунизация классическими инактивированными и живыми ат-
тенуированными вакцинами позволила успешно контролировать многие инфекции и существен-
но снизить уровень заболеваемости. Однако остается достаточно большое число бактериальных 
патогенов, для которых иммунизация при помощи традиционных подходов нецелесообразна. 
Чаще всего это обусловлено недостаточной безопасностью таких вакцин, а также узкой специ-
фичностью вырабатываемого иммунитета и высокой степенью вариабельности антигенных 
свойств патогена, позволяющих ему легко уходить от иммунного барьера организма-хозяина [8].

Альтернативой традиционным подходам является разработка векторных вакцин против раз-
личных инфекций, с помощью которых можно осуществлять доставку в клетки хозяина и экспрес-
сировать фрагменты генов специфических антигенов. Эффективный дизайн векторной вакцины 
позволит добиться комплексной стимуляции иммунного ответа, его высокой специфичности  
и обеспечения безопасности препарата [8].

Вирусные векторы – перспективный путь адресной доставки и эффективной презентации 
интересующего антигена иммунной системе организма-реципиента. Допустимость и рациональ-
ность использования вируса в качестве вектора определяются по следующим критериям: без- 
опасность; отсутствие предсуществующего и возможность преодоления вырабатываемого при 
вакцинации иммунитета к самому вирусному вектору, которые необходимы для эффективной 
выработки иммунного ответа на целевой антиген при первичной и повторной вакцинации; воз-
можность производства векторных вакцин в больших масштабах и др. [8].

Многими исследователями описано применение вируса гриппа в качестве векторной системы 
[9]. Вирусные векторные вакцины на основе вируса гриппа представляют собой привлекатель-
ную альтернативу инактивированным вакцинам, так как гриппозные векторы обеспечивают на-
тивную экспрессию встроенных белков и их доставку в участки индуктивного иммунитета. 
Кроме того, легкость манипуляции гриппозными векторами дает возможность быстро произво-
дить новые векторные вакцины [10].

Цель исследования – оптимизация условий культивирования рекомбинантных штаммов ви-
руса гриппа птиц и изучение генетической стабильности данных штаммов.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования являлись рекомбинантные ви-
русы гриппа птиц, кодирующие протективные белки микобактерии M. bovis. Вставленные гены 
кодируют белки ранней секреции ESAT-6 и ТB10.4. Конструкция плазмид была любезно предо-
ставлена лабораторией векторных вакцин НИИ гриппа имени А. А. Смородинцева.

Трансфекция клеток Vero. Клетки Vero, адаптированные к росту в бессывороточной среде на 
140-м пассаже, пересевали однократно в среде DMEM/F12 с добавлением 10 %-ной фетальной 



40   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2023, vol. 68, no. 1, pp. 38–46 

бычьей сыворотки и 2 мM L-glutamine. Для получения рекомбинантных вирусов клетки Vero 
были трансфицированы соответствующими плазмидами путем электропорации с использовани-
ем оборудования Nucleofector II (Amaxa). Часть трансфицированных клеток высевали в лунку 
6-луночного культурального планшета, содержащего 4 мл среды с добавлением 10 % фетальной 
бычьей сыворотки, другую часть вносили в 10-дневные развивающиеся куриные эмбрионы 
(РКЭ). Через 6 ч после трансфекции среду заменяли на 4 мл среды Opti-Pro SFM (Gibco, США) с 
добавлением 2 % культуральной добавки GlutaMax (Gibco, США) и трипсина (1 мкг/мл) (Sigma). 
Через 2 дня после развития цитопатического эффекта собирали супернатант и использовали его 
для заражения РКЭ.

Оценка инфекционной активности вирусов при пассировании штаммов в РКЭ. РКЭ разных 
возрастов (10, 11 и 12 сут) были инфицированы вирусами в дозе 10–4 в объеме 0,2 мл и инку би-
рованы в условиях разного температурного режима и относительной влажности воздуха 55 ± 5 % 
на протяжении 48 и 72 ч для определения накопляемости, инфекционной и гемагглютинирующей 
активности вирусов.

Оценка стабильности генетической вставки методом ОТ-ПЦР. Для оценки генетической 
стабильности вируса проведено пять пассажей в РКЭ при температуре инкубации 34 °С. 

Для подтверждения наличия вставки была проведена амплификация гена NS методом ОТ-ПЦР 
для определения его размера в сравнении с диким штаммом. РНК выделяли из 100 мкл вирус-
содержащей жидкости с использованием набора RNeasy kit (Qiagen, США). При проведении 
одноступенчатой ОТ-ПЦР использовали набор реагентов One-Step RT-PCR+PCR (Ambion, США), 
ПЦР осуществляли в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 5 мкл One-Step buffer, 1 мкл смеси 
dNTP, 1 мкл смеси ферментов Enzyme Mix, по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 11 мкл во-
ды и 5 мкл РНК.

Для реакции были использованы следующие праймеры: NS-RT-Len (прямой праймер) – 
AGCAAAAGCAGGGTGACAAAG; PR8-NS1-3UTR (обратный праймер) – 
GAAACAAGGGTGTTTTTTATTATTAAAT. ПЦР проводили в амплификаторе MiniAmp Thermal 
Cycler (Applied Biosystems) согласно следующему режиму амплификации: 50 °C – 30 мин, 95 °C – 
15 мин, затем 35 циклов: 94 °C – 50 с, 54 °C – 50 с, 68 °C – 1 мин, 68 °C – 10 мин. 

Результаты ОТ-ПЦР оценивали с помощью горизонтального электрофореза образцов в 1,7 %-ном 
агарозном геле, содержащем бромистый этидий. В качестве маркера молекулярного веса исполь-
зовали Start250 («Биолаб Микс», Россия). Электрофорез осуществляли в камере Sub-Cell GT 
(Bio-rad, США) при 140 В в течение 1,5 ч. Для детекции результатов использовали систему гель-
документирования GelDoc Go (Bio-Rad, США).

Статистическая обработка данных. Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью статистического пакета Statistica (версия 8,0). Полученные результаты представляли в виде 
следующих показателей описательной статистики: среднегеометрических титров при довери-
тельном интервале 95 %-ного двустороннего дисперсионного анализа ANOVA.

Результаты и их обсуждение. В результате трансфекции методом электропорации восьми 
плазмид вируса гриппа в клетки Vero были получены два рекомбинантных штамма, экспресси-
рующих микобактериальные антигены. Оба рекомбинантных штамма содержали генные сег-
менты PB2, PB1, PA, NP, соответствующие последовательностям вируса гриппа A/PR/8/34(H1N1), 
поверхностные антигены HA, NA и М от вируса гриппа А/Астана/5/05, модифицированный ген 
NS вируса гриппа A/PR/8/34(H1N1), кодирующий укороченный до 124 аминокислот белок NS1, 
слитый в одной рамке считывания с целевыми микобактериальными антигенами.

Часть трансфекционного материала высевали в 6-луночные планшеты. Полученный на дан-
ном этапе материал культуральной или аллантоисной жидкости содержал «нулевой» пассаж ви-
русных штаммов. Через сутки после трансфекции на клетках Vero выраженного цитопатическо-
го действия (ЦПД) вируса не наблюдалось. Первые признаки развития ЦПД на культуре клеток 
Vero для обоих штаммов были отмечены через 36 ч после трансфекции. Через 48 ч клеточный 
монослой у обоих рекомбинантных штаммов был полностью разрушен вследствие развития ви-
русного ЦПД. 
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Анализ аллантоисной жидкости, содержащей «нулевой» пассаж рекомбинантных вирусных 
штаммов, показал отсутствие гемагглютинации для обоих штаммов. Результаты трансфекции 
представлены на рис. 1.

Рекомбинантный штамм, экспрессирующий ТВ10.4 Рекомбинантный штамм, экспрессирующий Esat6

Начало развития ЦПД (через 36 ч после трансфекции)

Полностью развитое ЦПД (через 48 ч после трансфекции)

Рис. 1. Развитие цитопатического действия рекомбинантных вирусных штаммов на культуре клеток Vero  
после трансфекции

Fig. 1. Development of the cytopathic effect of recombinant viral strains on Vero cell culture after transfection

Для проведения следующего этапа восстановления рекомбинантных штаммов в РКЭ были 
взяты аликвоты «нулевого» пассажа, полученные на культуре клеток и имеющие положитель-
ный результат в реакции гемагглютинации (РГА). 

Для восстановления вируса и получения первого эмбрионального пассажа рекомбинантных 
вирусных штаммов в РКЭ использовали культуральную жидкость, содержащую «нулевой» пас-
саж штаммов (V0). С целью получения вирусной массы с более высокой инфекционной активно-
стью в условиях использования в качестве субстрата для выращивания куриных эмбрионов из 
благополучных по гриппу птиц типа А птицеводческих хозяйств Республики Казахстан нами 
оптимизированы культуральные свойства вирусов в РКЭ. Для достижения указанной цели не-
обходимо было определить оптимальный возраст эмбрионов в условиях НИИПББ. Для этого бы-
ли использованы 10-, 11- и 12-суточные РКЭ. Одновременно определяли влияние температуры 
инкубирования на накопляемость рекомбинантных штаммов (рис. 2).

Выбранные температурные режимы инкубирования не оказывали заметного влияния на на-
копляемость вирусов и инфекционную активность рекомбинантных штаммов вируса гриппа, 
выращенных при различных температурных режимах. Однако, согласно результатам проведен-
ного 5-кратного пассажа (V5), наивысший показатель инфекционной активности испытанного 
материала был достигнут в условиях температурного режима 34 ± 0,5 °С при использовании 
12-суточных РКЭ (для штамма, экспрессирующего белок ESAT-6, активность составила 8,95lg 
ЭИД50, для штамма, экспрессирующего белок TB10.4, – 10,2lg ЭИД50). 
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Рис. 2. Этап восстановления рекомбинантных штаммов в РКЭ

Fig. 2. Recovery stage of recombinant strains in ECE

Далее были изучены оптимальные сроки инкубирования инфицированных РКЭ. Зараженные 
эмбрионы инкубировали на протяжении 48 и 72 ч. В результате 72-часового инкубирования по-
лучены вируссодержащие материалы с высокой гемагглютинирующей активностью (для штам-
ма, экспрессирующего белок ESAT-6, она составила 1:32, для штамма, экспрессирующего белок 
TB10.4, – 1:64) (рис. 3). 

Рис. 3. Оптимизированные условия культивирования рекомбинантных штаммов вируса гриппа в РКЭ

Fig. 3. Optimized conditions for cultivation of recombinant strains of influenza virus in ECE

Таким образом, в ходе дальнейшего исследования рекомбинантные вирусы гриппа инкуби-
ровали в течение 72 ч при 34 ± 0,5 °С.

Генетическую стабильность микобактерильной вставки в гене NS оценивали в ОТ-ПЦР после 
каждого из пяти пассажей в РКЭ. На электрофореграмме видно, что длина сегмента гена NS, со-
держащего вставки микобактериальных белков, увеличена и составляет 1170 п. о. для ТВ10.4  
и 1175 п. о. для продукта ESAT-6 (рис. 4). 

Таким образом, установлено, что сегмент гена NS содержит вставку микобактериальных 
белков TB10.4 и ESAT-6, которая сохраняется на протяжении исследованных пяти пассажей.  

Наиболее экономически эффективными средствами предупреждения распространения ин-
фекционных заболеваний являются раннее выявление возбудителя, система оповещения и, есте-
ственно, вакцинация. Своевременная профилактика инфекционных и особо опасных заболева-
ний является основой обеспечения ветеринарной безопасности государства. Разработка профи-
лактических средств нового поколения на основе рекомбинантных белков будет способствовать 
эпизоотическому благополучию Казахстана. Технология разработки ветеринарных вакцин на 
основе генетического материала представляет собой новый способ получения вакцин с исполь-
зованием вирусов в качестве вектора для доставки антигенов.

Потенциал вирусных векторов в качестве кандидатов на новые вакцины особенно высок  
в случае острой потребности в революционных вакцинах, которые индуцируют широкий за-
щитный иммунитет против широкого спектра антигенов. Основным преимуществом вирусных 
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векторов является возможность экспрессии любого чужеродного антигена с модификацией или 
без нее in vivo. Поскольку белки экспрессируются в своей нативной активности, индуцируются 
ответы антител желаемой специфичности. Кроме того, вирусные векторы обеспечивают синтез 
белка de novo в цитоплазме инфицированных клеток, способствуя пролиферации специфиче-
ских CD8+ Т-клеток [9].

Использование вирусов гриппа в качестве вектора является эффективной системой для со- 
здания векторных вакцин. В сравнении с другими вирусными векторами данный вирус имеет ряд 
преимуществ: осуществляют целевую экспрессию и доставку вставленных антигенов, увеличи-
вая иммунный ответ в организме животных и людей; модификация гена NS различными чуже-
родными вставками не изменяет антигенные свойства вируса гриппа, так как не участвует в об-
разовании структуры вириона [11, 12]; гриппозный вектор является более безопасным по сравне-
нию с другими вирусами из-за его неспособности интегрироваться в хромосомы реципиента [13, 14].

При конструировании гриппозных векторов одной из перспективных для генетических ма-
нипуляций мишеней является неструктурный NS1 белок вируса гриппа, который в ходе есте-
ственной гриппозной инфекции в больших количествах синтезируется в зараженных клетках  
и вызывает выраженный антительный и T-клеточный иммунный ответ [15]. В работах послед-
них лет была показана высокая толерантность NS гена вируса гриппа к вставкам чужеродных 
нуклеотидных последовательностей в рамке считывания NS1 белка [16].

При этом за счет основной функции полноразмерного NS белка как антагониста системы ин-
терферонов I типа подобные штаммы теряют способность к полноценной репликации в организ-
ме хозяина, что обеспечивает безопасность их использования в качестве вакцинных препаратов 
[17]. В то же время в зоне вирусной репликации происходит выработка большого количества 
цитокинов, которые способствуют поляризации иммунного ответа в сторону Tx-1 звена [18].

В нашей работе в качестве вектора был использован вирус гриппа А с открытой рамкой счи-
тывания NS1 белка, а в качестве исходного штамма – А/PuertoRico/8/ NS-117 с модифицирован-
ным по длине геном NS, кодирующим 117 аминокислот N-терминальной области белка (нор-
мальный размер белка NS1 составляет 230 аминокислотных остатков).

В качестве бактериального антигена были выбраны протективные микобактериальные бел-
ки, кодирующие гены ТВ10.4, ESAT-6. Известно, что открытием последних лет является созда-

    
                                             NS_TB10.4                                                           NS_Esat-6

Рис. 4. Электрофореграмма сегмента гена NS, содержащего микобактериальные вставки  
(дорожки 1–5 – вставки в гене NS; М – маркер молекулярного веса; К– – отрицательный контроль  

(деионизированная вода); К+ – положительный контроль (дикий NS))

Fig. 4. Electropherogram of the NS gene segment containing mycobacterial inserts (lines 1–5, inserts in the NS gene;  
M – molecular weight marker; K– – negative control (deionized water); K+ – positive control (wild NS))
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ние векторных вакцин на основе антигенов M. bovis, кодирующих протективные белки [19]. К их 
числу относятся хорошо изученные белки комплекса Ag85 – TB10.4 и ESAT-6 [20].  По литера-
турным данным, эти белки в моделях на животных показывали высокий уровень защиты от ту-
беркулеза [21].

Таким образом, генно-инженерным методом обратной генетики получены два рекомби нант-
ных штамма с химерным геномным фрагментом гена NS, кодирующим антигены M. bovis TB10.4 
и ESAT6 в составе рамки считывания укороченного белка NS1. Оба рекомбинантных штамма 
успешно восстановлены в системе куриных эмбрионов. Первый этап клонирования показал со-
хранность генетической химерной конструкции в NS-генном сегменте, что подтверждено резуль-
татами электрофореза продуктов амплификации ОТ-ПЦР.

Специфичность и защитную эффективность антител, вырабатываемых при иммунизации 
полученной векторной вакциной, туберкулеза КРС с нативным антигеном M. bovis предстоит 
оценить в последующих экспериментах.

Заключение. По результатам анализа репродуктивной активности в РКЭ, а также генетиче-
ской стабильности в ОТ-ПЦР, рекомбинантные штаммы, экспрессирующие микобактериальные 
белки ESAT-6 и TB10.4, были отобраны в качестве наиболее перспективных кандидатов новой 
противотуберкулезной векторной вакцины. Планируются дальнейшие исследования защитной 
эффективности данной вакцины на экспериментальных моделях животных (морские свинки  
и белые мыши). 
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