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ЛЕГКИХ ЧЕЛОВЕКА ПРИ ЗАРАЖЕНИИ 

ВИРУСОМ ГРИППА И ОБРАБОТКЕ РНКазой

И.А. Байчурина, М.И. Маркелова, Р. Шах Махмуд

ФГАОУ ВО Казанский (Приволжский) федеральный университет, г. Казань, Россия

Резюме. Вирус гриппа способен вызывать острую респираторную инфекцию, которая ежегодно затрагивает 

от 5 до 20% человеческой популяции. Распространение эпидемии вируса гриппа происходит за короткое вре-

мя из-за высокого уровня контагиозности. Помимо этого, ежегодная циркуляция вируса среди домашнего 

скота и водоплавающих птиц увеличивает риск зоонозной передачи новых штаммов в человеческую популя-

цию, у которой ранее не был сформирован иммунитет. Кроме того, в прошлом появилось несколько пан-

демических штаммов с высокой вирулентностью, и постоянно присутствует угроза возникновения нового 

пандемического штамма. Идентификация физиологических и молекулярных аспектов гриппа А может по-

мочь в разработке терапевтических подходов для снижения побочных эффектов, связанных с заболеванием, 

вызванным этим вирусом. Профиль РНК в клетках человека изменяется после воздействия вируса гриппа. 

В настоящее время ученые все чаще уделяют внимание исследованию молекул микроРНК, которые способ-

ны регулировать экспрессию генов. Таким образом, микроРНК способны играть решающую роль в широком 

спектре биологических процессов, и ранее было показано, что они являются важными эффекторами в слож-

ных сетях взаимодействия «хозяин–патоген». Изучение количественного и качественного состава микроРНК 

является важным инструментом для диагностики и лечения различных заболеваний на ранней стадии. Це-

лью работы является анализ профиля микроРНК для изучения воздействия вируса гриппа А (H1N1) на эпи-

телиальные клетки аденокарциномы легких человека. Фракция микроРНК была получена с помощью фе-

нол-хлороформной экстракции и проанализирована с помощью высокопроизводительного секвенирования 

на платформе SOLiD 550xl wildfire и биоинформатических методов. В работе было исследовано 129 зрелых 

микроРНК из неинфицированных клеток, обработанных РНКазой Bacillus pumilus и клеток, инфицированных 

вирусом гриппа А (H1N1). Установлено, что в неинфицированных клетках, обработанных РНКазой, присут-

ствует в 2 раза больше различных микроРНК, которые могут участвовать в подавлении канцерогенеза. Наи-

большая экспрессия в клетках, инфицированных вирусом гриппа, наблюдается для miR-6884-5p. Для клеток, 
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обработанных РНКазой, наибольшая экспрессия наблюдается для miR-3923, практически в 400 раз больше, 

чем в клетках, зараженных вирусом гриппа. Мы предполагаем, что интактные вирусы или их внутриклеточ-

ные компоненты способны изменять клеточный метаболизм в сторону снижения устойчивости к процессам 

канцерогенеза.

Ключевые слова: микроРНК, клетки эукариот, вирус гриппа, рак, биомаркер, секвенирование.

A COMPARATIVE ANALYSIS OF miRNA EXPRESSION IN HUMAN LUNG EPITHELIAL CELLS DURING 

INFECTION WITH INFLUENZA VIRUS AND RNAse TREATMENT

Baichurina I.A., Markelova M.I., Shah Mahmud R.

Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, Russian Federation

Abstract. The influenza virus is capable of causing an acute respiratory infection that affects 5 to 20% of the hu-

man population annually. The spread of the influenza virus epidemic occurs within a short period of time due to its 

high contagiousness. In addition, the annual circulation of the virus among livestock and waterfowl increases for new 

strains a risk of zoonotic transmission to human populations with unestablished yet immunity. In addition, several high 

virulence pandemic strains have emerged in the past, and the threat of a new pandemic strain is constantly present. 

The identification of the physiological and molecular aspects related to influenza A can help developing therapeutic ap-

proaches to lower side effects associated with the disease caused by this virus. The RNA profile in human cells changes 

after exposure to influenza virus. Currently, scientists have been increasingly paying attention to study of microRNAs 

capable of regulating gene expression. Thus, microRNAs may play a critical role in a wide range of biological processes 

and have been previously shown to be important effectors in multilayered host-pathogen interplay. The study of the 

quantitative and qualitative miRNA composition is an important tool for diagnosing and treating various diseases at an 

early stage. The aim of this work is to analyze the microRNA profile for investigating an effect of influenza A (H1N1) 

virus on human lung epithelial adenocarcinoma cells. The microRNA fraction was isolated by using phenol-chloroform 

extraction and analyzed with high-throughput sequencing on the SOLiD 550xl wildfire platform using bioinformatic 

methods. The study examined 129 mature microRNAs from uninfected cells treated with Bacillus pumilus RNAse as 

well as cells infected with the influenza A (H1N1) virus. It was found that uninfected cells treated with RNase con-

tained 2-fold more different microRNAs that can participate in suppressing carcinogenesis. The peak expression in in-

fluenza virus-infected cells is observed for miR-6884-5p. For cells treated with RNase, the peak expression is observed 

for miR-3923 that was higher by 400-fold than in cells infected with the influenza virus. We hypothesize that intact 

viruses or their intracellular components are able to alter cellular metabolism by skewing it to decreased resistance 

to carcinogenesis processes.

Key words: microRNA, eukaryotic cells, influenza virus, cancer, biomarker, sequencing.

Введение

Последние 20 лет малые некодирующие РНК 

(нкРНК) находятся в центре внимания многих 

исследований. Некодирующие РНК относятся 

к транскриптам, которые не подвергаются даль-

нейшей трансляции. В настоящее время уча-

стие малых нкРНК в различных заболеваниях 

человека широко изучено [23]. Анализ малых 

нкРНК имеет большое значение, так как мно-

гие из них играют решающую роль в различных 

биологических процессах [6]. Одним из классов 

нкРНК является микроРНК — класс коротких 

консервативных 5′-фосфорилированных РНК, 

длина которых составляет 19–24 нук леотида. 

Главной функцией микроРНК является пост-

транскрипционная регуляция экспрессии генов. 

Пострегуляция транскрипции мРНК играет важ-

ную роль для поддержания оптимального балан-

са белков в клетках, что необходимо для нормаль-

ного функционирования организма [21].

Молекулы микроРНК рассматривают в ка-

честве биомаркеров благодаря их стабильно-

сти и специфичности. Анализ микроРНК как 

биомаркера является неинвазивным, чувстви-

тельным и специфичным к заболеваниям, поз-

воляет определить болезнь на ранних этапах, 

чувствителен к течению болезни и терапии [8].

На сегодняшний день нет полного понима-

ния молекулярных механизмов, запускаемых 

с помощью микроРНК в клетках, которые ин-

фицированы вирусом гриппа А. Ранее в иссле-

дованиях были получены противоречивые ре-

зультаты: с одной стороны, внутриклеточные 

микроРНК могут ингибировать репликацию 

вирусов, а с другой, у некоторых вирусов, вклю-

чая IAV, появились механизмы, которые позво-

ляют избегать ингибирующего действия ми-

кроРНК хозяина [30]. Lin и соавт. изучили ме-

ханизм микроРНК-индуцированной репрессии 

иммунного ответа, в реакции с белком вируса 

птичьего гриппа А (H9N2) [18]. МикроРНК miR-
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674 и miR-155 влияют на активацию дендритных 

клеток иммунной системы в ответ на белок ви-

руса А (H9N2). Авторами установлено, что инги-

бирование miR-674 или miR-155 значительно по-

вышало репликацию вируса H9N2. Избыточная 

экспрессия miR-674 или miR-155 ингибирова-

ла репликацию вируса птичьего гриппа [18]. 

МикроРНК играют важную роль в регуляции 

клеточного цикла (miR-34c, miR-138, miR-139b), 

отвечают за индукцию врожденного иммуните-

та (let-4f, miR-146b, miR-192, miR-223, miR-451), 

участвуют в развитии B- и T-лимфоцитов (miR-

34c, miR-181a). Известно, что miR-323, miR-491, 

miR-654 и miR-let-7c могут подавлять экспрес-

сию вирусных генов и ингибировать реплика-

цию вируса H1N1 in vitro [22].

При раке часто нарушается экспрессия 

микроРНК. МикроРНК подразделяются на он-

когенные (онкомикроРНК), способствующие 

развитию рака, и супрессорные, подавляю щие 

онкологический процесс. Некоторые микроРНК 

могут играть двойную роль и оказывать онкоген-

ный эффект при одном типе опухолей и супрес-

сирующий — при другом типе рака [20]. Было 

установлено, что miR-3923 может негативно ре-

гулировать экспрессию протоонкогена KRAS 

и соответствующих белков. Ингибирование 

miR-3923 активирует онкогенный KRAS-путь. 

При раке поджелудочной железы наблюдается 

снижение miR-3923. Сверхэкспрессия miR-3923 

ингибирует рост опухоли и метастазы в пече-

ни in vivo. Известно, что экспрессия miR-3923 

значительно снижается в тканях рака поджелу-

дочной железы и рака молочной железы [16, 29]. 

Сверхэкспрессия miR-3923 снижает инвазивную 

способность клеток рака [29]. Ранее было уста-

новлено, что РНКаза B. pumilus взаимодействует 

с эндогенным KRAS. После обработки РНКазой 

лейкозных клеток было отмечено увеличение 

экспрессии 62 генов, связанных с апоптозом. 

РНКаза B. pumilus ингибировала пролифера-

цию RAS трансформированных фиб робластов. 

О.Н. Ильинская и соавт. предположили, что 

апоптоз в опухолевых клетках может происхо-

дить вследствие взаимодействия между биназой 

и KRAS [10]. Изучение функций микроРНК в ре-

гуляции иммунитета при раке играет важную 

роль для последующего выяснения механизмов, 

которые приведут к открытию новых методов ле-

чения онкологических заболеваний [11].

Ранее была выдвинута гипотеза о том, что им-

мунитет и иммунная память против антигенов, 

ассоциированных с опухолью, не появляются 

de novo на опухолевых клетках или предраковых 

областях, а образуются в более раннем возрас-

те в ответ на вирусные и другие инфекции [9]. 

Несколько крупных эпидемиологических ис-

следований показали, что у лиц с фебрильны-

ми детскими инфекциями в анамнезе снижал-

ся риск различных видов рака в течение жизни. 

Механизмы, лежащие в основе этой защитной 

функции, неизвестны [9]. В работе И. Кузнецовой 

и соавт. [14] было показано, что мыши, которые 

перенесли инфекции, вызванные двумя разны-

ми вирусами гриппа, лучше контролируют рост 

перевиваемых опухолей легких.

Актуальным направлением в противораковой 

терапии является разработка онколитических 

вирусов. Онколитические вирусы избирательно 

размножаются в опухолевой ткани и уничтожа-

ют ее, не вызывая повреждения здоровых тка-

ней [24]. В работе И. Кузнецовой и соавт. [14] был 

разработан онколитический вирус на основе ат-

тенуированного вируса гриппа А (IAV). Авторы 

работы исследовали способность созданного он-

колитического вируса реплицироваться в опу-

холевых клетках и оказывать онколитический 

эффект in vivo. В результате внутриопухолевое 

применение сгенерированного вируса оказыва-

ло положительный терапевтический эффект [14]. 

Исследователи создают онколитические вирусы 

на основе аденовирусов [31]. Авторы ожидают, что 

синтезированный вирус, который получил на-

звание dl355, будет избирательно реплицировать-

ся в раковых клетках. В исследовании был сделан 

вывод о том, что способность репликации в dl355 

в раковых клетках заметно увеличена по сравне-

нию с нормальными клетками [31].

Заболеваемость и смертность у детей, полу-

чающих терапию от рака, могут быть обуслов-

лены гриппом [12]. У детей с онкологическими 

заболеваниями, которые заболели гриппом, 

по сравнению со здоровыми людьми, наблю-

далось увеличение длительности и тяжести за-

болевания [5]. Несмотря на то, что заболевание 

гриппом у детей с раком явление редкое, оно 

требует повышенного внимания [26]. Грипп 

у онкобольных детей может приводить к ре-

спираторным осложнениям в виде пневмоний 

и сепсису. При наличии инфекции вируса грип-

па могут возникать противопоказания к ис-

пользованию противораковой терапии [26].

Биназа — это бактериальная экзогенная ри-

бонуклеаза из бактерии Bacillus pumilus. Ранее 

было показано, что биназа обладает противо-

вирусной активностью и снижает титр виру-

са гриппа А (H1N1) pdm09 в клетках линии 

А549 при нетоксичных концентрациях [27]. 

Внеклеточные бактериальные рибонуклеазы, 

в том числе биназа, обладает противоопухоле-

вой активностью при определенных концен-

трациях. Биназа обладает большим потенциа-

лом в качестве и противоопухолевого, и проти-

вовирусного препарата [19].

Целью работы было изучение профиля 

микроРНК при воздействии вируса гриппа А 

(H1N1) или РНКазы на эпителиальные клетки 

легких человека с диагнозом аденокарцинома.
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Материалы и методы

Подготовка клеточной культуры. В работе 

были использованы эпителиальные клетки лег-

ких человека с диагнозом аденокарцинома лег-

ких линии А549. Использовали клетки, которые 

заражали пандемическим вирусом гриппа А/

Humburg/04/09 (H1N1pdm) (Av), и неинфици-

рованные клетки, обработанные противови-

русным препаратом РНКазой (Ad). Заражение 

проводили после двукратного отмывания кле-

ток фосфатным буфером (Sigma Aldrich, США) 

содержащим 1 mM MgCl2, 0,9 mM CaCl2, 100 Ед/

мл пенициллина и 0,1 мг/мл стрептомицина. 

Добавляли 0,5 мл суспензии с вирусом на клет-

ки с последующим инкубированием в темноте 

при комнатной температуре. Через 1 ч суспен-

зию с вирусом гриппа удаляли с добавлением 

свежей среды [25]. Обработанные РНКазой и за-

раженные вирусом гриппа клетки выращивали 

в 6-луночном планшете, содержащем среду Игла 

с добавлением 10% фетальной бычьей сыво-

ротки (PAA, Австрия), 100 Ед/мл пенициллина 

и 0,1 мг/ мл стрептомицина (P/S) (Gibco, США). 

Клетки инкубировали в течение 12 ч при темпе-

ратуре 37°C, 5% CO2 и 95% атмосферы.

Выделение тотальной РНК. Тотальную РНК 

из клеток выделяли с помощью реагента TRIzol 

Reagent (Thermo Fisher Scientific, США), клет-

ки в количестве 106 растворяли в 1 мл реаген-

та. Затем выделяли тотальную РНК по методу 

Хомчинского [7] в соответствии с инструкцией 

производителя TRIzol Reagent. В пробирку, со-

держащую тотальную РНК клеток, добавляли 

по 50 мкл воды без РНКаз (Life Technologies, 

США) [1].

Выделение микроРНК из фракции тотальной 

РНК. Для выделения малых РНК из тотальной 

РНК клеток, использовали магнитные частицы 

Agencourt AMPure XP Reagent beads (Beckman 

Coulter, США). В пробирку добавили образец 

тотальной РНК и инкубировали при 70°С в те-

чение 2 мин. Затем добавили 0,5 объема магнит-

ных частиц в горячий образец. Устанавливали 

пробирку в магнитный штатив, переносили 

прозрачный раствор в новую пробирку. Далее 

очищали с помощью 0,5 мл изопропанола, 

центрифугировали в течение 30 мин при 4°С, 

20 000g. Аккуратно удаляли надосадочную 

жидкость, добавляли 1 мл свежеприготовлен-

ного 75% этанола и центрифугировали в тече-

нии 60 мин при 20 000g и 4°С. Удаляли суперна-

тант и оставляли сушиться пробирки на столе 

с открытой крышкой в течение 15 мин, затем 

растворяли РНК в 50 мкл воды без РНКаз.

Подготовка библиотеки для секвенирования. 

Для приготовления библиотеки малых РНК 

с последующим секвенированием использовали 

SOLiD Total RNA-Seq Kit (Thermo Fisher Scientific, 

США). Провели реакции гибридизации и ли-

гирования адаптеров с выделенными матрица-

ми микроРНК с помощью компонентов набора 

SOLiD Total RNA-Seq Kit. Осуществили реак-

цию обратной транскрипции со смесью после 

лигирования, используя компоненты набора для 

секвенирования. Выполнили реакцию ампли-

фикации, используя компоненты набора SOLiD 

Total RNA-Seq Kit, чтобы увеличить количество 

кДНК и ДНК необходимого размера. Провели 

очистку полученной ДНК от ПЦР-продуктов 

с помощью коммерческого набора PureLink PCR 

Purification Kit (Invitrogen, США), после чего — 

реакцию конверсии. Секвени рование выполня-

ли на приборе SOLiD 5500xl wildfire next generation 

sequencer (Thermo FisherScientific, США).

Анализ количества и состава фракций РНК 

в образцах. Количественный анализ РНК, вы-

деленной из эпителиальных клеток легких че-

Рисунок 1. Анализ размера РНК эпителиальных клеток легких человека, полученных 

с использованием магнитных частиц и последующей термообработкой

Figure 1. RNA size analysis of human lung epithelial cells obtained by using magnetic particles and subsequent heat 
treatment
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ловека, проводили с помощью флуориметричес-

кого метода на приборе Qubit 2.0 (Thermo Fisher 

Scientific, США). Для анализа размера тотальной 

РНК использовали реагенты Agilent RNA 6000 

Pico/Nano Kit (Agilent Technologies, США). Состав 

микроРНК изучали с применением набора реа-

гентов Agilent Small RNA Kit (Agilent Technologies, 

США). Для анализа качества полученной библи-

отеки для секвенирования использовали Agilent 

High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, 

США). Измерения проводили на приборе Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, США) 

по инструкции производителя.

Биоинформатический и статистический 

анализ. Полученные прочтения были картиро-

ваны на референсную базу данных микроРНК 

miRBase v. 21 [13] с помощью программы 

Bowtie [15]. Подсчет количества картированных 

ридов на каждую микроРНК был произведен 

с помощью featureCounts [17], дифференциаль-

ная экспрессия считалась в среде R с помощью 

пакета DESeq [3].

Результаты

В работе была получена фракция микроРНК 

с помощью отбора по размерам с использовани-

ем магнитных частиц. Этот метод является эф-

фективным для получения малых РНК (до 400 

нуклеотидов) из внутриклеточной тотальной 

РНК (рис. 1).

На рис. 2 показана фракция малых некоди-

рующих РНК размером до 150 нуклеотидов. 

В этот диапазон размеров входят различные 

классы малых РНК, в том числе и микроРНК.

В работе установлено, что в клетках, зара-

женных вирусом гриппа А (H1N1), наибольшую 

экспрессию имеет miR-6884-5p (рис. 3). На се-

годняшний день для miR-6884-5p мишени еще 

не обнаружены, поэтому функции данной мик-

роРНК остаются неизвестными.

Обсуждение

Известно, что в клетках до 30% генов регули-

руются с помощью микроРНК [2]. Можно вы-

строить цепь воздействия микроРНК на орга-

низм человека: организм реагирует на внешние 

изменения регуляцией экспрессии микроРНК, 

затем микроРНК воздействует на мРНК-ми-

шень, которая участвует в трансляции белков, 

которые в свою очередь оказывают влияние 

на адаптацию организма к меняющимся усло-

виям. В работе было обнаружено 62 и 67 зрелых 

микроРНК клеток после обработки препаратом 

и в клетках после заражения вирусом гриппа 

Рисунок 2. Анализ размера выделенных малых РНК с использованием магнитных частиц 

с последующей термообработкой

Figure 2. Size analysis of isolated small RNAs by using magnetic particles followed by heat treatment
Примечание. 1 — маркер, 2 — микроРНК, 3 — тРНК, 4 — 5S рРНК, 5 — 5.8S рРНК.
Note. 1 — (size) marker, 2 — microRNA, 3 — tRNA, 4 — 5S rRNA, 5 — 5.8S rRNA.

Рисунок 3. Экспрессия различных микроРНК 

в клетках, зараженных вирусом гриппа

Figure 3. Expression of various miRNAs in cells infected 
with influenza virus
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соответственно. На рис. 4 показано количе-

ственное распределение зрелых микроРНК, 

которые принимают участие в различных про-

цессах в организме человека, данные полу-

чены с помощью баз данных mirBase, mirDB 

и NCBI. Наибольшую долю всех обнаруженных 

микроРНК занимают микроРНК, которые уча-

ствуют в канцерогенезе. На их долю приходится 

29 и 22,4% в клетках, обработанных биназой, 

и в клетках, инфицированных вирусом гриппа, 

соответственно (рис. 4).

Известно, что нарушения экспрессии мик-

роРНК могут приводить к развитию онкологи-

ческих заболеваний [21]. Было установлено, что 

количество разных зрелых микроРНК, которые 

функционируют как репрессоры канцерогене-

за, в 2 раза увеличивается в неинфицированных 

клетках, обработанных препаратом, по сравне-

нию с вирус-зараженными клетками (рис. 5). 

В клетках, зараженных вирусом гриппа, увели-

чивается количество онкогенных микроРНК. 

Установлено, что эти микроРНК участвуют 

в развитии рака молочной железы и рака легких. 

Ранее было установлено [4, 28], что в поджелу-

дочной железе количество онкомаркеров сни-

жается в связи с тем, что в поджелудочной желе-

зе присутствует панкреатическая рибонуклеаза, 

которая подавляет канцерогенез. В нашей ра-

боте рибонуклеаза бактериального происхож-

дения, подавляя определенные микроРНК, ре-

прессирует образование рака, однако механизм 

ее действия еще предстоит изучить.

Рисунок 5. Количественный анализ микроРНК, 

участвующих в канцерогенезе

Figure 5. Quantitative analysis of microRNAs involved 
in carcinogenesis

Рисунок 6. Экспрессия miR-3923 в клетках, 

обработанных биназой, и в клетках, зараженных 

вирусом

Figure 6. The expression of miR-3923 in cells binase-
treated and virus-infected cells bolites influence 
on dermal human fibroblasts viability

Рисунок 4. Количественное распределение различных видов микроРНК в организме человека

Figure 4. The quantitative distribution of various types of miRNAs in the human body
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Наибольшая экспрессия в клетках, обрабо-

танных препаратом биназы, обнаружена для 

miR-3923 (рис. 6). У данной микроРНК (miR-

3923) 215 мишеней, в том числе гены, которые 

отвечают за развитие аденокарциномы легко-

го, острого миелоидного лейкоза и колорек-

тальной карциномы, также miR-3923 экспрес-

сируется в инфицированных вирусом клетках. 

Количество miR-3923 в клетках, зараженных 

вирусом гриппа, практически в 400 раз меньше, 

чем в неинфицированных клетках, обработан-

ных РНКазой. Из литературных данных [16, 

29] известно, что сверхэкспрессия miR-3923 

ингибирует рост опухоли и метастазирование 

различных типов рака. Так как наблюдалось 

снижение экспрессии микроРНК miR-3923, 

мы выдвигаем предположение, что клетки, за-

раженные вирусом гриппа, обладают меньшей 

устойчивостью к канцерогенезу.

Заключение

1. Установлено, что в клетках линии A549, 

зараженных вирусом гриппа, увеличивается 

количество микроРНК, мишенями которых 

могут выступать онкогенные белки. При обра-

ботке клеток аденокарциномы легких человека 

РНКазой количество микроРНК, мишенями 

которых являются мРНК с функцией подавле-

ния канцерогенеза, увеличивается.

2. В клетках, инфицированных вирусом 

гриппа А (H1N1), наибольшая экспрессия на-

блюдается для miR-6884-5p. В клетках, обра-

ботанных РНКазой, экспрессия микроРНК 

miR-3923 почти в 400 раз выше, чем в клет-

ках, инфицированных вирусом гриппа, одной 

из мишеней данной микроРНК является белок, 

который участвует в сдерживании процессов 

канцерогенеза.
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