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ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме . Важной особенностью гриппозных вакцин, отличающей их от других иммунобиологических препа-

ратов, является то, что они не имеют постоянного состава. В связи с непрерывной антигенной изменчивостью 

вируса гриппа производство вакцин нуждается в своевременном обеспечении актуальными вакцинными 

штаммами, что невозможно при отсутствии адекватного метода своевременной, быстрой и бесперебойной 

подготовки вакцинных штаммов. Среди лицензированных гриппозных вакцин особое место занимают клас-

сические инактивированные и живые гриппозные вакцины. Их основу составляют реассортантные вакцин-

ные штаммы, полученные при скрещивании актуального циркулирующего вируса гриппа с так называемым 

донорским штаммом (холодоадаптированным донором аттенуации для живых гриппозных вакцин или до-

нором высокой урожайности для инактивированных вакцин). Вакцинные штаммы для лицензированных 

живых аттенуированных гриппозных вакцин представляют собой реассортантные вирусы с так называемой 

формулой генома 6:2 — два гена, кодирующих гемагглютинин и нейраминидазу (НА и NA) принадлежат 

актуальному эпидемическому вирусу, а шесть генов, кодирующих внутренние белки (PB2, PB1, PA, NP, M 

и NS) — холодоадаптированному донору аттенуации. Доноров аттенуации существует очень ограниченное 

количество. В России это холодоадаптированные вирусы А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69, 

в США (компания MedImmune) — вирусы А/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) и В/Ann Arbor/1/66ca. MedImmune 

производит вакцинные штаммы методом обратной генетики. Для других стран использование этого под-

хода для получения вакцин ограничено необходимостью приобретения лицензии у патентообладателей. 

В России пока не разрешены генетические манипуляции со штаммами для сезонной живой гриппозной 

вакцины, поэтому реассортанты для отечественной живой гриппозной вакцины создаются только путем 

классической реассортации в куриных эмбрионах. Штаммы для инактивированной гриппозной вакцины 

готовят только методом класической реассортации, требования к ним более гибкие и допускают различные 

сочетания генов от «дикого» вируса и донорского штамма. В качестве доноров внутренних генов используют 

высокоурожайные вирусы, такие как A/PR/8/34 (H1N1), A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 и некоторые другие. 

К сожалению, метод классической реассортации не всегда позволяет оперативно получить реассортантный 

вирус с формулой генома 6:2. Этому мешает ряд причин, начиная с уникальных свойств конкретного эпи-

демического вируса и заканчивая констелляцией генов. Метод обратной генетики на основе плазмид пред-

ставляет собой альтернативный подход к созданию реассортантных вакцинных штаммов, который позволя-

ет гарантированно и быстро получать реассортантные вирусы заданной формулы генома 6:2. Однако и этот 

Адрес для переписки:

Киселева Ирина Васильевна
197376, Россия, Санкт-Петербург, ул. Академика Павлова, 12, 
ФГБНУ Институт экспериментальной медицины.
Тел.: 8 (812) 234-68-60. 
Факс: 8 (812) 234-68-68.
E-mail: irina.v.kiseleva@mail.ru

Contacts:

Irina V. Kiseleva
197376, Russian Federation, St. Petersburg, 
Academician Pavlov str., 12, Institute of Experimental Medicine.
Phone: +7 (812) 234-68-60. 
Fax: +7 (812) 234-68-68.
E-mail: irina.v.kiseleva@mail.ru

Для цитирования:

Киселева И.В., Руденко Л.Г. Разработка реассортантных гриппозных 
вакцин: классическое скрещивание или обратная генетика? // 
Инфекция и иммунитет. 2023. Т. 13, № 2. C. 209–218. doi: 10.15789/2220-
7619-DOR-2449

Citation:

Kiseleva I.V., Rudenko L.G. Development of reassortant influenza vaccines: 
classical reassortment or reverse genetics? // Russian Journal of Infection 
and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2023, vol. 13, no. 2, pp. 209–218. 
doi: 10.15789/2220-7619-DOR-2449

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда, грант № 23-25-00070.

This work was supported financially by the Russian Science Foundation, grant No. 23-25-00070.

© Киселева И.В., Руденко Л.Г., 2023 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-DOR-2449

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.15789/2220-7619-DOR-2449&domain=PDF&date_stamp=2023-04-24


210

Инфекция и иммунитетИ.В. Киселева, Л.Г. Руденко

метод имеет определенные слабые места. В настоящем обзоре рассматриваются преимущества и недостатки 

подготовки реассортантных гриппозных вакцин методами обратной генетики и классической реассортации 

в развивающихся куриных эмбрионах.

Ключевые слова: грипп, профилактика, живые гриппозные вакцины, инактивированные гриппозные вакцины, 

реассортанты, обратная генетика.

DEVELOPMENT OF REASSORTANT INFLUENZA VACCINES: CLASSICAL REASSORTMENT 

OR REVERSE GENETICS?

Kiseleva I.V., Rudenko L.G.

Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. An important feature of influenza vaccines, which distinguishes them from other immunobiological 

preparations, is that they have no fixed composition. Due to the constant influenza virus antigenic variability, production 

facilities require timely supply with relevant vaccine strains undoable due to the lack of proper method for the convenient, 

rapid and uninterrupted development of vaccine strains. Among the licensed influenza vaccines, classical inactivated 

and live influenza vaccines hold a special place. They are based on reassortant vaccine strains obtained by crossing 

currently circulating influenza virus with the so-called donor strain (cold-adapted attenuation donor for live influenza 

vaccines or high yield donor for inactivated vaccines). Vaccine strains for licensed live attenuated influenza vaccines 

are reassortants with the so-called 6:2 genome formula — two genes encoding hemagglutinin and neuraminidase (HA 

and NA) belong to the current epidemic virus, and six genes encoding internal proteins (PB2, PB1, PA, NP, M and 

NS) — to cold-adapted master donor virus. There is a very limited number of donors of attenuation. In Russia, there are 

cold-adapted viruses A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) and B/USSR/60/69; in the USA (MedImmune) there are viruses 

A/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) and B/Ann Arbor/1/66ca. MedImmune produces vaccine strains using reverse genetics 

technique. For other countries, this approach for obtaining vaccines is limited due to the need to purchase a license 

from the patent holders. In Russia, genetic manipulations with strains for the seasonal live influenza vaccine are not yet 

allowed; reassortants for the Russian live influenza vaccine are created only by classical reassortment in embryonated 

chicken eggs. Vaccine candidates for the inactivated influenza vaccine are prepared by the classical reassortment 

method, the requirements for them are more flexible and allow to use diverse genes combinations from “wild type” 

virus and master donor virus. High-yielding viruses such as A/PR/8/34 (H1N1), A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 and 

some others are used as donors of internal genes. Unfortunately, the classical reassortment method does not always allow 

to promptly obtain a reassortant virus with a 6:2 genome formula. This is hindered by a number of reasons, ranging from 

the unique properties of a certain epidemic virus ending up with the constellation of genes. The reverse genetics method 

based on plasmids is an alternative approach to create reassortant vaccine strains allowing to reliably and quickly obtain 

reassortant viruses of a set 6:2 genome formula. However, this method also has certain weaknesses. This review discusses 

the advantages and disadvantages of development of conventional influenza vaccine candidates by reverse genetics and 

classical reassortment in developing chick embryos.

Key words: influenza, prophylaxis, live influenza vaccines, inactivated influenza vaccines, reassortants, reverse genetics.

Введение

Способность вирусов гриппа к реасортации 

была установлена в середине XX в. благодаря 

новаторским работам таких ученых, как Frank 

Burnet и George Hirst, и с тех пор активно ис-

пользуется в научных исследованиях и прак-

тике, в частности, при подготовке гриппозных 

вакцин. Современные гриппозные вакцины 

представляют собой трех- и даже четырех-

компонентный препарат, состоящий из ви-

русов гриппа А(H1N1), А(H3N2) и вируса(ов) 

гриппа В одной или двух генетических линий. 

Важной особенностью гриппозных вакцин, 

отличающей их от любых других иммунобио-

логических препаратов, является то, что они 

не имеют постоянного состава штаммов. В свя-

зи с изменчивостью антигенных свойств виру-

са гриппа, для поддержания высокого уровня 

профилактичес кой эффективности производ-

ство нуждается в регулярном и своевременном 

обеспечении новыми актуальными вакцинны-

ми штаммами.

Реассортантные вакцинные штаммы состав-

ляют основу современных живых (ЖГВ) [57] 

и инактивированных (ИГВ) [56] гриппозных 

вакцин. Эти вакцины представляют собой ре-

ассортанты, полученные при скрещивании 

актуального циркулирующего вируса гриппа 

с донорским штаммом (холодоадаптирован-

ным донором аттенуации для живых гриппоз-

ных вакцин или донором высокой урожайности 

для инактивированных вакцин). В настоящее 

время для подготовки штаммов реассортант-

ных гриппозных вакцин используются методы 

классической реассортации и обратной генети-
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ки [19, 58]. Метод классической реассортации 

не всегда позволяет получить реассортантный 

вирус с вакцинной формулой генома 6:2 (бел-

ки HA и NA — от эпидемического («дикого») 

родителя, а PB2, PB1, PA, NP, M и NS — от до-

норского штамма). Этому мешает ряд причин, 

начиная с уникальных свойств конкретного 

эпидемического вируса и заканчивая констел-

ляцией генов [12, 26, 27, 49]. Все это увеличи-

вает объем работы и отнимает много времени. 

Метод обратной генетики представляет собой 

альтернативный подход к созданию реассор-

тантных вакцинных штаммов, который по-

зволяет гарантированно и быстро получать 

реассортантные вирусы заданной формулы ге-

нома, свободные от мутаций, неизбежно появ-

ляющихся в геноме в результате пассирования 

вирусов в развивающихся куриных эмбрионах 

(РКЭ) [8, 19].

В настоящем обзоре рассматриваются пре-

имущества и недостатки подготовки реассор-

тантных гриппозных вакцин методами обрат-

ной генетики и классической реассортации 

в РКЭ.

Реассортантные гриппозные 
вакцины. Оптимальный состав генома 
вакцинного штамма

Живые реассортантные гриппозные вакцины

Современные живые реассортантные грип-

позные вакцины представляют собой реас-

сортанты, полученные при скрещивании ак-

туального циркулирующего вируса гриппа 

с аттенуированным холодоадаптированным 

(ХА) донором аттенуации. Всего четыре ХА 

(приспособленных к репликации при низких 

температурах — 25–26°C) вируса используют-

ся в мире в качестве доноров для лицензиро-

ванных ЖГВ: два отечественных донора — A/

Ленинград/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69 [1] 

и два донора для вакцины американской компа-

нии MedImmune — A/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) 

и B/Ann Arbor/1/66ca [10].

Для получения реассортантного вакцинно-

го штамма для ЖГВ с вакцинной формулой ге-

нома 6:2 из восьми сегментов РНК от «дикого» 

вируса в геноме реассортанта оставляют только 

гены, кодирующие HA и NA, ответственные 

за антигенную новизну и иммуногенность вак-

цины. Остальные шесть сегментов, отвечаю-

щих за безопасность ЖГВ, получают от ХА 

донора аттенуации; они передают кандидату 

ЖГВ температурную чувствительность (неспо-

собность к репликации при температурах выше 

оптимального диапазона), ХА фенотип и спо-

собность к активной репликации в РКЭ при 

оптимальной температуре [45, 46]. Такой со-

став генома считается оптимальным для живой 

гриппозной вакцины. Вакцинный вирус со-

храняет способность размножаться в эпителии 

верхних дыхательных путей и индуцировать 

в ходе бессимптомной инфекции все основные 

звенья приобретенного иммунитета.

Классический метод получения реассор-

тантных вакцинных штаммов ЖГВ с формулой 

генома 6:2 включает в себя скрещивание в РКЭ 

при 32°C родительских вирусов (ХА донора 

аттенуации и эпидемического вируса, взятых 

в равных инфекционных дозах), селективные 

пассажи в присутствии антисыворотки к доно-

ру аттенуации при пониженной до 25–26°C тем-

пературе с последующим клонированием пре-

дельными разведениями [45, 46]. Теоретически 

при скрещивании двух штаммов вируса грип-

па возможно формирование 256+2 различных 

комбинаций генов. Использование двух мощ-

ных селектирующих факторов — антисыворот-

ки к донору аттенуации и пониженной темпера-

туры инкубации — приводит к существенному 

снижению количества нежелательных ком-

бинаций, однако в ряде случаев их число про-

должает оставаться достаточно большим, о чем 

речь пойдет ниже.

Кандидаты для отечественной ЖГВ на ос-

нове доноров A/Ленинград/134/17/57 (H2N2) 

и В/СССР/60/69 получают путем классической 

реассортации в РКЭ [30, 46, 47, 53]. Кандидаты 

в ЖГВ, основанные на американских донорах A/

Ann Arbor/6/60ca (H2N2) и B/Ann Arbor/1/66ca, 

конструируют с тем же составом генома 6:2, 

но используют для этого методы обратной гене-

тики [6, 10, 32]. Независимо от метода получения, 

кандидаты в ЖГВ сохраняют полный набор ат-

тенуирующих мутаций и, как следствие, типич-

ный для вакцинных штаммов ЖГВ температу-

рочувствительный и холодо адаптированный 

фенотип.

Инактивированные реассортантные гриппозные 

вакцины

Штаммы для ИГВ готовят методом класси-

ческой реассортации [35]. В отличие от ЖГВ, 

требования к штаммам для ИГВ более гибкие 

и допускают разнообразные сочетания генов 

от «дикого» вируса и донорского штамма. В ка-

честве доноров внутренних генов используют 

высокоурожайные вирусы A/PR/8/34 (H1N1), 

A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 или реассор-

тантные вакцинные штаммы для ИГВ [35]. 

В последнем случае в состав генома реассортан-

та для ИГВ могут входить гены от трех разных 

родительских вирусов [35]. При подготовке вак-

цинных штаммов для ИГВ должны соблюдать-

ся два важных условия: 1) гены, кодирующие 

поверхностные белки HA и NA, принадлежат 

эпидемическому вирусу и 2) в состав генома 
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входят гены (донора или эпидемического ви-

руса), обеспечивающие высокую урожайность 

реассортанта. В частности, для получения реас-

сортантов-кандидатов в ИГВ типа А с высоки-

ми титрами гемагглютинина необходим М-ген 

от донора A/PR/8/34 (H1N1) [7, 14, 20], а для 

кандидатов в ИГВ типа В – ген NP от донора B/

Lee/40 [28, 36].

Особенности классической реассортации

При классической реассортации в РКЭ при-

рода создает реассортанты, содержащие опти-

мальные жизнеспособные сочетания родитель-

ских генов; как правило, 6:2 реассортанты по-

лучаются достаточно легко. Однако иногда при 

классическом скрещивании в РКЭ желаемый 

состав генома 6:2 оказывается неоптимальным. 

Определенные композиции генома, и в том чис-

ле 6:2, могут оказаться функционально несов-

местимыми и имеют пониженную жизнеспо-

собность. Как результат, в вирусном потомстве 

будут преобладать другие, более жизнеспособ-

ные комбинации. Целый ряд публикаций под-

тверждает это предположение. Так, Subbarrao 

и др. [49] не удалась реассортация вирусов 

гриппа человека A(H1N1) с вирусами гриппа 

чаек A(H13N6) с желаемым составом генома 

6:2. Реассортанты вирусов гриппа A(H5N2) [42] 

или A(H1N1)pdm09 [17, 54] с формулой генома 

5:3, полученные классическим способом, ока-

зались более высокоурожайными, чем их 6:2 

аналоги. Gilbertson и др. [15] продемонстри-

ровали, что 5:3 реассортанты, содержащие ген 

PB1 от «дикого» вируса A(H1N1)pdm09, а HA 

и NA — от вирусов A(H5N1) или A(H7N9), обес-

печивали более высокую урожайность, чем 6:2 

варианты. Авторы предположили, что PB1 ген 

«дикого» вируса A(H1N1)pdm09 обеспечивает 

реассортантным вирусам преимущества в ро-

сте. В 2009 г. для улучшения репликационных 

свойств кандидатов в ИГВ были подготовлены 

два классических реассортантных вируса для 

ИГВ с формулой генома 5:3 (X-181 и X-181A) 

с тремя генами (PB1, HA и NA) от пандеми-

ческого вируса A/California/07/2009 (H1N1)

pdm09 и пятью — от донора A/PR/8/34 [17, 54]. 

Вероятно, для данных пар родительских виру-

сов формула 6:2 не была оптимальной.

5:3 реассортант для ЖГВ (гены HA, NA 

и М происходили от родителя «дикого» типа) 

по данным РТГА оказался более иммуно-

генным для мышей, чем его 6:2 аналог [59]. 

Классическая реассортация не привела и к по-

лучению 6:2 кандидатов в ЖГВ на основе ви-

русов гриппа птиц H5N2 или H5N1 и ХА доно-

ра аттенуации A/Ленинград/134/17/57 (H2N2); 

авторами были получены только 7:1 реассор-

танты, унаследовавшие от «дикого» родителя 

единственный ген — НА [12, 26, 27]. Однако 

в клинических испытаниях живые гриппозные 

вакцины против потенциально пандемичес-

кого гриппа H5N1, подготовленные на основе 

таких 7:1 реассортантов, были безопасны и им-

муногенны [40, 41], не уступая в выраженности 

иммунного ответа сезонным ЖГВ.

Биологические свойства «дикого» 
родительского вируса, влияющие 
на эффективность его классической 
реасортации с донорским штаммом

Эпидемические вирусы гриппа облада-

ют целым рядом уникальных биологических 

свойств, таких как температуроустойчивость/

температурочувствительность репродукции 

при температурах, находящихся за верхни-

ми пределами температурного оптимума (38–

40°С) [3, 4], чувствительность гемагглютинина 

к рН и высоким температурам [11, 33, 48], не-

посредственным образом связанная с его ста-

бильностью, холодочувствительность/холодо-

устойчивость репродукции при температурах, 

находящихся за нижними пределами темпера-

турного оптимума (25–26°С) [4], чувствитель-

ность к неспеци фическим гамма-ингибиторам 

сыворотки крови [3, 24, 31, 43], способность 

агглютинировать эритроциты определенных 

видов животных (современные вирусы гриппа 

A(H1N1)pdm09 и В агглютинируют эритроциты 

широкого спектра видов животных и птиц, та-

ких как куры, индейки, лошади, морские свин-

ки и человека 0 (I) группы крови, в то в ремя как 

вирусы A(H3N2) вступают в реакцию гемагглю-

тинации только с эритроцитами морской свин-

ки и человека) [18, 51, 55].

Из-за особенностей селектирующих факто-

ров классического скрещивания эпидемичес-

ких вирусов с ХА донорами аттенуации живой 

гриппозной вакцины, два момента оказывают 

существенное влияние на эффективность ре-

ассортации — холодочувствительность/холодо-

устойчивость репродукции эпидемических ви-

русов и их чувствительность к неспецифическим 

гамма-ингибиторам сыворотки крови. Под эф-

фективностью реассортации в данном контексте 

мы подразумеваем эффективность (%) выхода 

реассортантов с формулой генома 6:2.

В схему подготовки реассортантов для инак-

тивированной гриппозной вакцины входят 

пассажи только при оптимальной температуре 

инкубации [35], поэтому здесь фактор устой-

чивости/чувствительности «дикого» родитель-

ского вируса к пониженной температуре роли 

не играет. В данном случае остается только 

одно свойство «дикого» родительского вируса, 

которое может повлиять на эффективость реас-

сортации — его ингибиторочувствительность.
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Чувствительность вирусов «дикого» типа 

к неспецифическим термостабильным 

сывороточным гамма-ингибиторам

Среди биологических свойств вирусов гриппа 

особое место занимает их чувствительность к не-

специфическим термостабильным гамма-инги-

биторам сыворотки [24, 31, 43]. Из-за различной 

рецепторной специфичности вирусы гриппа 

«дикого» типа проявляют заметные различия 

в ингибиторочувствительности. Вирусы гриппа 

А(H3N2), которые преимущественно связывают-

ся с рецепторами альфа-2,6, высокочувствитель-

ны к сывороточным термостабильным гамма-

ингибиторам, в то время как штаммы А(H1N1) 

с альфа-2,3 или смешанной альфа-2,3/альфа-2,6 

специфичностью проявляют устойчивый к гам-

ма-ингибиторам фенотип [21, 37, 38]. Что касается 

вирусов гриппа В, то до 1970–80-х гг. подавляю-

щее их большинство обладало ингибитороустой-

чивым фенотипом. После разделения в 1980-х гг. 

вирусов гриппа В на две генетические линии, B/

Victoria и B/Yamagata [39], викторианские вирусы 

сохранили высокий уровень устойчивости к ин-

гибиторам, а вирусы линии B/Yamagata приобре-

ли к ним высокую чувствительность [5].

Использование антидонорской сыворотки 

при приготовлении вакцинных штаммов мето-

дом классического скрещивания в РКЭ [46, 47, 

53] обеспечивает избирательное преимущество 

реассортантов в наследовании HA и NA от ан-

тигенно релевантного вируса «дикого» типа. 

Однако получение 6:2 реассортантов на основе 

ингибиторочувствительных «диких» вирусов 

может быть существенно затруднено неспецифи-

ческим связыванием их НА с термостабильными 

гамма-ингибиторами, сохраняющимися в любой 

сыворотке после ее обработки рецептор-разру-

шающим ферментом и, таким образом, постоян-

но присутствующими и в сыворотке против до-

норского вируса [2, 21].

Данные, представленные в [2, 21], были ис-

пользованы нами для построения рисунка. 

Анализ состава генома 883 реассортантов, по-

лученных методом классической реассортации 

в развивающихся куриных эмбрионах ХА доно-

ров аттенуации с 40 вирусами гриппа «дикого» 

типа, обладающими разной степенью чувстви-

тельности к неспецифическим гамма-ингиби-

торам, выявил следующую закономерность: вне 

зависимости от чувствительности или устойчи-

вости эпидемических родительских штаммов 

к ингибиторам все реассортанты унаследова-

ли HA от «дикого» родителя; при этом при-

надлежность остальных генов варьировала. 

Большинство реассортантов на основе инги-

битороустойчивых вирусов «дикого» типа (89%) 

унаследовали «дикую» NA; при этом около тре-

ти полученных реассортантов (31%) обладали 

вакцинной формулой генома 6:2 (рис., А).

Напротив, эффективность получения 6:2 ре-

ассортантов была значительно ниже (7%), если 

«дикий» родительский вирус обладал высокой 

степенью чувствительности к неспецифичес ким 

термостабильным гамма-ингибиторам. В этом 

случае наблюдалось нарушение констелляции ге-

нов, кодирующих HA и NA — только четверть всех 

реассортантов унаследовали от «дикого» вируса 

одновременно и HA, и NA, а три четверти — «ди-

кий» HA и донорскую NA. При этом 25% состави-

ли реассортанты с формулой генома 7:1 (рис., Б).

Таким образом, чувствительность вирусов 

«дикого» типа к ингибиторам становится серьез-

ным препятствием для эффективного приготов-

Рисунок. Геномный состав реассортантов 

(в %), полученных методом классической 

реассортации ХА доноров аттенуации 

для ЖГВ с (А) 20 резистентными или (Б) 

20 чувствительными к неспецифическим 

термостабильным гамма-ингибиторам 

«дикими» вирусами гриппа A(H1N1), 

A(H2N2), A(H3N2), B/Victoria и B/Yamagata 

(по материалам [2, 21])

Figure. Genome composition (%) of reassortant 
influenza virus strains derived by classical reassortment 
of cold-adapted master donor viruses with A(H1N1), 
A(H2N2), A(H3N2), B/Victoria lineage, and B/Yamagata 
lineage wild type influenza viruses: (A) 20 resistant or 
(B) 20 sensitive to nonspecific thermostable gamma-
inhibitors (based on [2, 21])
Примечание. Состав генома 6:2 — HA и NA 
унаследованы от «дикого» родителя, а 6 внутренних 
генов унаследованы от донора; состав генома 5:3 — 
HA, NA и один из внутренних генов унаследованы 
от «дикого» родителя, остальные пять внутренних 
генов унаследованы от донора; состав генома 7:1 — HA 
унаследован от «дикого» родителя, все внутренние гены 
и NA унаследованы от донора.
Note. 6:2 genome composition — HA and NA are inherited 
from the wild type parent, and 6 internal genes are inherited 
from master donor virus; 5:3 genome composition — HA, NA 
and one of the internal genes are inherited from the wild type 
parent virus strain, the other five internal genes are inherited 
from master donor virus; 7:1 genome composition — HA 
is inherited from wild type parent, all internal genes and NA 
are inherited from master donor virus.
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ления методом классической реассортации вак-

цинных реассортантов 6:2 для ЖГВ, поскольку 

в процессе скрининга участвует иммунная сы-

воротка против донорского штамма, содержа-

щая значительное количество термостабильных 

гамма-ингибиторов. Наоборот, устойчивость 

к ингибиторам гарантирует более быстрый 

и стабильный результат при получении вакцин-

ных штаммов. Разработка ЖГВ на основе клас-

сического метода реассортации выиграла бы, 

если бы ВОЗ рекомендовала для производства 

вакцин вирусы с высоким уровнем устойчиво-

сти к ингибиторам. С другой стороны, чувстви-

тельные к ингибиторам вирусы предпочитают 

альфа-2,6-связи [38], более характерные для ви-

русов гриппа млекопитающих. Поэтому на дан-

ный момент вопрос, каким должен быть вакцин-

ный штамм — чувствительным или устойчивым 

к ингибиторам, остается открытым.

Холодоустойчивость репродукции 

эпидемических вирусов при температурах, 

находящихся за нижними пределами 

температурного оптимума

В природе циркулируют не только термочув-

ствительные вирусы, которых достаточно мно-

го, но иногда появляются и холодоустойчивые 

вирусы, размножающиеся при температуре ин-

кубации, пониженной до 25–26°С [23]. Для «ди-

ких» вирусов использование термина «ХА» (хо-

лодоадаптированные) не совсем корректно, так 

как эти вирусы не были адаптированы к низким 

температурам путем искусственных лаборатор-

ных манипуляций. Уместнее было бы говорить 

о вирусах «дикого» типа, обладающих естествен-

ной устойчивостью к низким температурам.

ХА-фенотип природно устойчивых к холоду 

эпидемических вирусов гриппа нарушает те этапы 

процесса подготовки ХА вакцинных штаммов для 

ЖГВ, которые осуществляются при пониженной 

до 25–26°C температуре. Потеря ХА-селективного 

фактора может привести к значительному увели-

чению общего числа ХА-реассортантов, но коли-

чество реассортантов для ЖГВ с желаемым соста-

вом генома 6:2 уменьшится.

Поскольку этап холодовой инкубации в про-

цессе подготовки вакцинных штаммов ИГВ 

отсутствует, свойство природной холодоадап-

тированности, присущее отдельным «диким» 

вирусам, не отражается негативно на эффек-

тивности приготовления вакцинного штамма.

Плюсы и минусы обратной генетики

Преимущества метода обратной генетики при 

подготовке гриппозных вакцин

Открытие полимеразной цепной реак-

ции [44] и технологии обратной генетики на ос-

нове плазмид [16] дали возможность не только 

реконструировать реликтовые [50, 52] и со-

временные эпидемические вирусы гриппа, 

но и быстро и бесперебойно создавать реассор-

тантные штаммы для гриппозных вакцин [9, 

16, 34]. Обратно-генетический подход имеет 

ряд неоспоримых преимуществ при получении 

вакцинных штаммов. Технологии обратной ге-

нетики позволяют искусственно манипулиро-

вать геномом вируса гриппа и являются мощ-

ным инструментом для создания «суррогатно-

го» реассортантного вируса с любым желаемым 

геномным составом. Кроме того, обратно-гене-

тический подход снижает вероятность спонтан-

ного появления нежелательных мутаций [13, 17, 

34]. Во время пандемии гриппа, когда необхо-

димо очень быстро произвести большое коли-

чество вакцин, метод обратной генетики может 

быть предпочтительнее классического подхо-

да. Более того, только он позволяет получать 

кандидатные реассортантные вакцины против 

высокопатогенных вирусов птичьего гриппа 

с делецией детерминант высокой патогенности 

в гене, кодирующем гемагглютинин (многоос-

новный сайт расщепления) [17].

Говоря о преимуществах обратно-генетичес-

ких технологий не следует забывать, что круг 

гриппозных вакцин очень широк и не ограни-

чивается только лицензированными класси-

ческими реассортантными вакцинами, ИГВ 

и ЖГВ. В настоящее время активно разрабаты-

ваются вакцины нового поколения, такие как 

разнообразные универсальные вакцины, ос-

нованные на векторных и других технологиях, 

и их конструирование невозможно без методов 

обратной генетики [25, 29].

Недостатки метода обратной генетики при 

подготовке реассортантных гриппозных вакцин

Все вышесказанное касалось неоспори-

мых преимуществ метода обратной гене-

тики. Однако у него есть и другая сторона. 

Теоретически этот метод кажется быстрее, так 

как в этом случае нет необходимости тратить 

время на первые этапы классической реассор-

тации. На самом деле качество этого метода 

не всегда может быть удовлетворительным; 

реассортанты, принудительно полученные ис-

кусственным путем, могут оказаться менее 

жизнеспособными, обладающими невысокой 

репродуктивной активностью, из-за чего могут 

потребоваться дополнительные пассажи вирус-

ного потомства в РКЭ для достижения допол-

нительной адаптации и повышения инфекци-

онных титров вируса [8].

Одна из причин, по которой классический 

метод реассортации для производства гриппоз-

ных вакцин может быть предпочтительнее под-

ходов обратной генетики, заключается в том, что 

он позволяет осуществлять естественный отбор 
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вариантов с оптимальным набором мутаций, 

улучшающим ростовые свойства реассортан-

та в РКЭ [14, 60]. Это важно, поскольку произ-

водство живых гриппозных вакцин базируется 

на использовании РКЭ. При реассортации, про-

водимой методом классического скрещивания 

вируса «дикого» типа с донорским штаммом, 

вирусное потомство проходит не менее 7 пасса-

жей в РКЭ (скрещивание родительских вирусов, 

два селективных пассажа, при необходимости — 

1–2 слепых пассажа, 2–3 клонирования и нако-

пление отобранного реассортанта) [22, 30, 46, 

47, 53]. Следует также учитывать и те пассажи, 

которые осуществляются уже на производстве. 

В результате вирусное потомство приобретает 

дополнительные адаптационные к репродук-

ции в РКЭ мутации, что приводит к преимуще-

ственному отбору быстрорастущих реассортан-

тов, эффективно размножающихся в РКЭ. Это 

можно сравнить с процессом микроэволюции 

вируса, в результате которой в куриных эмбрио-

нах происходит естественный отбор наиболее 

жизнеспособных и наиболее приспособленных 

к репликации в РКЭ клонов.

Известны случаи, когда методом классичес-

кой реассортации вообще не удавалось полу-

чить реассортанты с желаемой формулой гено-

ма 6:2 [26, 27, 49]. В такой ситуации на помощь 

может прийти обратная генетика, которая по-

зволит принудительно сконструировать реас-

сортант с нужной формулой генома. Однако 

следует учитывать, что природа не терпит наси-

лия. Будет ли такой реассортант 6:2 достаточно 

хорош? Нужно ли идти против природы, если 

оптимальная констелляция генов для данной 

пары родительских вирусов не 6:2, а, например, 

5:3 или 7:1? Что лучше — генно-инженерная 6:2 

конструкция сомнительного качества или вы-

сокопродуктивный реассортант 7:1, получен-

ный естественным путем? Эти вопросы все еще 

ждут ответов.

Заключение

Оба описанных в обзоре метода имеют свои 

сильные и слабые стороны, свои достоинства 

и недостатки. В каких случаях лучше исполь-

зовать методы классической реассортации, 

а в каких — обратно-генетические подходы? 

Очевидно, что если речь идет о, например, соз-

дании векторных вакцин, когда нужно изме-

нить ангитенную структуру вируса-носителя 

путем встраивания в него антигенно-значимых 

эпитопов чужеродного патогена, то это возмож-

но только с использованием методов обратной 

генетики. В случае же создания классических 

гриппозных вакцин, живых или инактивиро-

ванных, методы обратной генетики и класси-

ческой реассортации могут эффективно допол-

нять друг друга.
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