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Резюме. Макрофаги (Мф) играют важную роль в патогенезе гриппозной инфекции, однако получение Мф 

в больших количествах затруднительно. В связи с этим в настоящей работе для изучения гриппозной инфек-

ции были использованы ТНР-1 моноциты, дифференцированные форболовым эфиром (РМА) в макрофаги 

(Мф). Дифференцированные клетки — ТНР-РМА Мф заражали пандемическим А(H1N1)pdm09 и птичьими 

вирусами гриппа А(H5N2) и A(H9N2). Обнаружены различия в уровнях проникновения вирусных РНК (ген 

М1) и белков нуклеокапсида (NP) исследованных вирусов. Уровни экспрессии вирусных РНК и белков были 

значительно выше в клетках, зараженных птичьими вирусами, по сравнению с пандемическим. Особый ин-

терес представляет феномен длительного внутриклеточного присутствия вирусных РНК и ядерная локали-

зация белка NP. Однако инфекционной и гемагглютинирующей активности вирусов всех изученных под-

типов в культуральной жидкости вплоть до 96 ч обнаружено не было. Это указывает на абортивный характер 

гриппозной инфекции в ТНР-РМА Мф. Тем самым Мф выполняет особую функцию депонирования вирус-

ных компонентов и доставки их в места воспаления. Блокирующий механизм у вирусов гриппа А человека 

и птиц с разной патогенностью может различаться вследствие существования многообразных механизмов 

ускользания от иммунного ответа. В результате заражения человеческим вирусом А(H1N1)pdm09 инфекция 

развивалась медленно и к 72 ч вызывала гибель 25% клеток, тогда как при заражении птичьими вирусами уже 

через 24 ч наблюдалась гибель 50% клеток и к 72 ч все ТНР-РМА Мф погибали. Предобработка рекомбинант-

ным IFNα2b оказывала защитный эффект, подавляя накопление NP белка вируса А(H5N2) в ядрах ТНР-РМА 

Мф. Полученные данные позволяют заключить, что одной из причин различного течения и исхода гриппоз-

ной инфекции при заражении человека вирусами гриппа А является чувствительность макрофагов человека 

к вирусам гриппа птиц подтипов Н5 и Н9 по сравнению с пандемическим вирусом. Наш результат на модели 

ТНР-РМА Мф согласуется с сообщениями о блокировании этапов высвобождения инфекционных вирионов 

гриппа А в первичных культурах моноцитарных и альвеолярных Мф. Массивная гибель Мф, вызываемая ви-

русами гриппа птиц, объясняет их высокую патогенность.
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE DEVELOPMENT OF INFLUENZA INFECTION 

IN MACROPHAGES DIFFERENTIATED FROM MONOCYTES OF THP-1 (INFLUENZA A VIRUSES 

OF SUBTYPES H1, H5 AND H9)

Sokolova T.M., Poloskov V.V., Shuvalov A.N., Rudneva I.A., Timofeeva T.A., Klimova R.R., Masalova O.V., Kushch A.A.

N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Macrophages (Mf) play an important role in the pathogenesis of influenza infection, but the obtaining of Mf 

in large quantities is difficult. In connection with this, in the present study, THP-1 monocytes differentiated by phorbol 

ether (PMA) into macrophages (MF) were used to study influenza infection. Differentiated cells — THP-PMA Mf were 

infected with pandemic А(H1N1)pdm09 and avian influenza A viruses H5N2 and H9N2. Differences in the levels of pen-

etration of viral RNA (gene M1) and nucleocapsid (NP) proteins of the investigated viruses were found. The levels of ex-

pression of viral RNA and proteins were significantly higher in cells infected with avian viruses compared to pandemic 

viruses. Of particular interest is the phenomenon of prolonged intracellular presence of viral RNAs and nuclear localiza-

tion of NP protein. However, no infectious or haemagglutinating activity of the virus of all subtypes studied in the culture 

liquid was detected up to 96 h. This indicates the abortive nature of influenza infection in THP-PMA Mf. Thus, MF 

performs a special function of depositing viral components and delivering them to the sites of inflammation. The blocking 

mechanism in human and avian influenza A viruses with different pathogenicity may differ, due to the existence of mul-

tiple mechanisms of escape from the immune response. As a result of infection with the human virus А(H1N1)pdm09, 

the infection developed slowly and caused death of 25% of the cells by 72 h, whereas in the case of infection with avian 

viruses, 50% of the cells died after 24 hours and by 72 h all the THP-PMA MF died. Preprocessing with recombinant 

IFNα2b had a protective effect, suppressing the accumulation of the NP protein of the A/H5N2 virus in the THP-PMA 

Mf nuclei. The obtained data allow us to conclude that one of the reasons for the different course and outcome of influenza 

infection in human infection with influenza A viruses is the sensitivity of human macrophages to avian influenza viruses 

of subtypes H5 and H9 as compared to the pandemic virus. Our result on the THP-PMA Mf model is consistent with 

reports on the blocking of the stages of the release of infectious influenza A virions in primary cultures of monocytic and 

alveolar MF. Massive death of MF caused by avian influenza viruses explains their high pathogenicity.

Key words: infection, influenza A viruses, THP-PMA macrophages, cytopathogenic effect, intracellular level, viral RNAs, NP proteins.

Вирусы гриппа А(H1N1) вызвали крупные 

пандемии 1918 и 2009 гг., вирусы гриппа птиц под-

типов Н5, Н7 и H9 становились причиной спора-

дических случаев заболеваний у людей с высо-

кой смертностью среди населения в разных стра-

нах мира, начиная с 90-х гг. [26]. Человеческие 

и птичьи вирусы гриппа имеют разную рецеп-

торную специфичность. Большинство высоко-

патогенных птичьих вирусов, включая выде-

ленные от человека, связываются с клеточными 

рецепторами «птичьего» типа (Neu5Acα2-3Gal), 

но не связываются с рецепторами «человече-

ского» типа (Neu5Acα2-6Gal). Эти различия 

служат основным объяснением ограниченной 

трансмиссии вирусов гриппа птиц к человеку. 

Дополнительно на макрофагах (Мф) и дендрит-

ных клетках (Дк) есть специализированные ре-

цепторы семейства CRLs (C-type lectin receptor), 

используемые вирусами гриппа для усиления 

проникновении внутрь клеток [16]. В чувстви-

тельных эпителиальных клетках вирусы грип-

па А вызывают высокопродуктивную инфекцию 

с освобождением инфекционного вируса [18]. 

Эффективность развития гриппозной инфек-

ции в клетках иммунной системы Мф и Дк мо-

жет быть различной, и причина различий оста-

ется предметом дискуссий.

По данным ряда исследователей вирусы грип-

па А(H1N1) и A(H3N2) (сезонные и пандемичес-

кие варианты) вызывают в человеческих Мф, 

произошедших из моноцитов периферической 

крови (MMФ), и в альвеолярных Мф (АМФ) 

преимущественно абортивную инфекцию, хотя 

некоторые высокопатогенные штаммы H5N1 

способны давать инфекционное потомство [20, 

27]. Стадии, на которых прерывается вирусная 

инфекция в Мф, а также механизмы, участву-

ющие в рестрикции, точно не определены. Тем 

не менее, зараженные вирусами гриппа клетки 

вызывают дифференцировку моноцитов в Мф 

[24]. Клетки ТНР-1 представляют удобную мо-

дель для изучения действия вирусов на иммун-

ную систему, так как моноциты периферической 

крови и тканевые макрофаги трудно получить 

в количествах, необходимых для масштабных 

экспериментов [9]. Нами для изучения развития 

гриппозной инфекции, использованы ТНР-1 

моноциты, дифференцированные форболовым 

эфиром (РМА) в Мф (ТНР-РМА Мф). Процесс 

дифференцировки влияет на чувствительность 

моноцитов и макрофагов к вирусам гриппа [13, 

24]. По свойствам ТНР-РМА Мф похожи на пер-

вичные моноцитарные Мф (ММф), получен-

ные из клеток крови доноров [10]. Цель работы 

состояла в сравнительном анализе развития 

гриппозной инфекции, вызванной вирусами 

гриппа А разных подтипов, а также в оценке ци-

топатического действия пандемического вируса 

гриппа А(Н1N1)pdm09 и вирусов гриппа птиц 

А(H5N2) и A(H9N2) на макрофаги. Для этого 

изу чали динамику экспрессии гена М1 и белка 

NP в клетках ТНР-РМА Мф, зараженных челове-

ческим и птичьими вирусами гриппа А с разны-

ми подтипами гемагглютининов (H1, H5 и H9).
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Материалы и методы

Вирусы. Штаммы вирусов гриппа А/IIV-Mos-

cow/01/09(H1N1)sw1 [3]; A/Mallard/Pennsyl vania/

10218/84-MA(H5N2) [21] и A/Swine/Hong Kong/9/

98-MA(Н9N2) [15] с разной антигенной и рецеп-

торной специфичностью [7] получены из лабо-

ратории физиологии вирусов Подразделения 

«НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» ФГБУ 

«ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» МЗ РФ. Вирусы 

были размножены в 10-дневных куриных эмбри-

онах и исследованы на инфекционную, антиген-

ную, рецепторсвязывающую и гемагглютиниру-

ющую активности (табл. 1). Вирусы хранили при 

–80°С в аликвотах по 0,5 мл.

Клетки THP-1, выделенные от больного 

с острым моноцитарным лейкозом (АТСС TIB-

202) [23], получены из коллекции клеточных 

культур лаборатории экспериментальной диа-

гностики РОНЦ им. Н.Н. Блохина. Ранее эта 

клеточная линия охарактеризована нами в от-

ношении уровней экспрессии генов TLR/RLR-

рецепторов и представленности в популяции 

CD-фенотипов [5]. Количество и жизнеспо-

собность клеток определяли в тесте исключе-

ния красителя с помощью трипанового синего. 

Подсчет клеток проводили в автоматическом 

счетчике клеток (BioRad TC-20). Суспензию кле-

ток ТНР-1 пересевали с концентрацией 2 × 105 

клеток/мл в среде RPMI-1640 с глютамином, 10% 

эмбриональной сывороткой телят и антибио-

тиками в пластиковых матрацах 25 см2 (Costar, 

США). Изображения живых клеток получа-

ли с помощью инвертированного микроскопа 

Olympus (Япония) при увеличении ×400.

Обработка клеток ТНР-1 для получения макро-
фагов. ТНР-1 клетки были дифференцированы 

в макрофаги добавлением 50-100 нг/мл рhorbol-

12-myristate 13-acetate (PMA, Р1585, Sigma-Aldrich, 

США) в течение 5 дней согласно [10] и обозначе-

ны как ТНР-РМА Мф.

Заражение вирусами гриппа А ТНР-РМА ма-
крофагов. Аллантоисные варианты вирусов, 

приготовленные в 10-дневных куриных эмбрио-

нах, разводили в среде RPMI-1640 до концентра-

ции 64 ГА/мл и добавляли к адгезивным культу-

рам Мф (адсорбция 1 ч при 37°С). Несвязанный 

с клетками вирус дважды отмывали. К конт-

рольным клеткам образцы вирусов не добав-

ляли. Обработку препаратом рекомбинантного 

IFNα2 (Реаферон-ЕС липинт) 5 × 104 ед/мл про-

водили в течение 1 ч при 37°C до заражения ви-

русом H5N2, затем интерферон удаляли.

Зараженные и контрольные клетки инкуби-

ровали в среде RPMI-1640 без сыворотки с до-

бавлением трипсина-ТРСК (Tosyl phenylalanyl 

chloromethyl ketone) в течение 24, 48, 72 и 96 ч при 

37°С. В динамике инфекции в культуральной 

жидкости определяли инфекционную и гемаг-

глютинирующую активности. В клетках оцени-

вали развитие цитопатогенного действия (ЦПД).

Титрование инфекционности вирусов грип-

па проводили на чувствительных клетках 

CaCo-2 (ATCC США, приготовленные в РОНЦ 

им. Н.Н. Блохина) микрометодом в 96-луночных 

планшетах [14]. Делали 4-кратные разведения 

вируссодержащих культуральных жидкостей 

(ВКЖ), собранных в динамике инфекции — че-

рез 24, 48 и 72 ч. Пробы инкубировали с клетка-

ми без добавления трипсина-ТРСК в атмосфере 

5% СО2. Результат цитопатического действия 

оценивали через 48 ч под световым микроско-

пом, определяя концентрацию, при которой по-

гибали 50% клеток (TCID50), и выражали вели-

чиной обратного разведения ВКЖ.

Реакция гемагглютинации куриных эритроци-

тов. К 2-кратным разведениям культуральных 

вирусов в круглодонных микроплатах добавля-

ли на 30 мин 0,75% взвесь куриных эритроцитов 

в физиологическом растворе NaCl при pH 7,0. 

Результат учитывали визуально стандартным 

методом.

Выделение вирусных РНК. Суммарную РНК 

выделяли из контрольных и зараженных виру-

сами клеток, лизированных реагентом PureZol 

(Bio-Rad, США, Cat#732-6890) согласно ин-

струкции производителя. ДНК удаляли ДНК-

азой с помощью набора «RNA-free» (Ambion, 

США). На матрице РНК получали кДНК в объ-

еме 30 мкл в реакции обратной транскрипции 

(ОТ) со случайными праймерами. Использовали 

фермент MMuLV и 5х буфер ОТ, ингибитор 

RNAsin и 4 вида dNTP (Promega, США).

Метод ОТ-ПЦР в реальном времени. Полу чен-

ную кДНК в разведении 1/3 и 1/6 тестировали 

в количественной ПЦР с парами специ фических 

олигонуклеотидных праймеров. Использовали 

2-кратную смесь SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-

Rad, США). ПЦР ставили на приборе CFX-96 

(Bio-Rad, США) в режиме реального времени. 

Таблица 1. Свойства вирусов гриппа А подтипов Н1, Н5 и Н9

Table 1. Properties of influenza A viruses of subtypes H1, H5 and H9

Штаммы вирусов гриппа А*

Strains influenza A virus*
Адаптация к мышам

Adaptation to mice
Тип рецептора

Receptor's type 
Титр ГА/TCID50**

Titer HA/TCID50**
Ссылки

References
H1N1/Moscow/IIV01/2009 – α2,6-gal 256/256 [7]
H5N2/Mallard/Pennsylvania/10218/84-MA + α2,3-gal 512/256 [1, 21]
H9N2/Swine/Hong Kong/9/98-MA + α2,3-gal 1024/1024 [19]

Примечания. *Вирусы получены размножением в 10-дневных куриных эмбрионах; **инфекционный титр ТСID50 в клетках Сасо-2.
Notes. *Viruses are obtained by multiplying in 10-day embryonated chicken eggs; **infectious titer of TCID50 in Caco-2 cells.
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Протокол ПЦР: 96°С 2 мин, далее 55 циклов 

94°С, 10 с, 50–54°С 20 с, 72°С 30 с. Пороговые 

циклы (Cq) регистрировали в логарифмической 

фазе нарастания сигнала флюоресценции кра-

сителя EvaGreen. Относительная оценка уров-

ней экспрессии генов (дельтаCq) сделана в про-

грамме CFX Manager «Gene expression analysis» 

в автоматичес ком режиме с определением сред-

них значений и стандартных отклонений в по-

вторных образцах. В конечной точке ПЦР уста-

навливали специфичность ДНК-амплификатов 

по температурным пикам плавления и размерам 

ПЦР-продуктов (электрофорез в 1,5% агарозном 

геле с бромистым этидием).

ПЦР-праймеры к консервативному 7 сег-

менту РНК (ген М1) вирусов гриппа A описаны 

в литературе [11] и использованы в настоящей 

работе. Синтез праймеров выполнен фирмой 

«Синтол» (Россия). М1-праймеры дают специ-

фические ДНК-продукты размером 245 п.н. с ис-

следованными человеческими и птичьими виру-

сами гриппа А.

Иммунофлюоресцентный анализ белка NP ви-

руса гриппа А. Макрофаг-подобные клетки ТНР-1 

выращивали в присутствии РМА в концентрации 

50 нг/мл в течение 5 дней на стек лах с полилизи-

ном при 37°С в ростовой среде RPM1-1640 в атмос-

фере 5% СО2. Опытные варианты заражали виру-

сами гриппа А подтипов Н1, Н5 и Н9 как описано 

выше, контрольные оставляли незараженными. 

После инкубации 24 ч при 37°С в питательной 

среде RPM1-1640 стекла с клетками тщательно 

отмывали в 0,1М фосфатном буфере (ФБ) и под-

сушивали. Клетки последовательно фиксирова-

ли в холодных 96% этаноле и ацетоне по 5 мин. 

Клетки блокировали от неспецифического свя-

зывания 2% БСА в 0,1 М ФБ и затем на них на-

носили специфические мышиные моноклональ-

ные антитела (МКА7F5, изотип IgG2, разведение 

1/100) к NP вируса гриппа H1N1 на 30 мин при 

37°С [2]. Клетки, отмытые от NP-МКА раство-

ром ФБ, инкубировали с антимышиными FITC-

меченными МКА (IgG2 Alexa Fluro-488, разве-

дение 1/100, Invitrogen, США), 30 мин при 20°С. 

Для окраски клеточных ядер использован Hoechst 

33258 (Sigma, США) в разведении 1/100. После 

каждого этапа окраски клетки трехкратно отмы-

вали. Препараты анализировали с использовани-

ем флюоресцентного микроскопа Axio Scope (Carl 

Zeiss, Германия) при увеличении в 200 раз.

Результаты

Цитопатогенное действие вирусов гриппа А 

на ТHР-РМА макрофаги. В ТНР-РМА Мф, за-

раженных птичьими вирусами гриппа А(H5N2) 

и A(H9N2) в дозе 64 ГА ед/мл, через 24 ч наблю-

дались внутриклеточные гранулы (выраженная 

зернистость) и другие признаки цитопатогенного 

действия (ЦПД) — изменение размеров, формы 

клеток и проницаемости мембраны. ЦПД виру-

са A(Н1N1)pdm09 развивалось медленно, и через 

24 ч инфекции этим вирусом морфология зара-

женных Мф не отличалась от контроля (рис. 1).

При многоцикловой гриппозной инфекции 

в среду культивирования добавляли протеаз-

ный ингибитор ТРСК — трипсин в дозе 1,2 мкг/

мл. ЦПД птичьих вирусов было максимальным 

к 72 ч, когда гибель клеток достигала 100%, ЦПД 

человеческого вируса было значительно слабее: 

к 96 ч инфекции гибель составляла 50% (табл. 2).

В культуральной жидкости ТНР-РМА Мф, 

зараженных 3-мя исследованными вирусами 

гриппа, инфекционная активность не обнару-

жена на всех сроках инфекции 24–96 ч (< 4 ед 

TCID50 в клетках Сасо-2). Реакция ГА с курины-

ми эритроцитами также дала отрицательный ре-

зультат (< 2 ГА ед/мл).

Уровни экспрессии РНК вирусов гриппа в ТНР-

РМА макрофагах. Изучение внутриклеточ-

ных уровней РНК вирусов гриппа H1N1, H5N2 

и H9N2 с праймерами к гену М1 показало 

(рис. 2А), что уровни вирусных РНК-М1 в Мф вы-

сокие и существенно не изменяются в динами-

ке инфекции. Результаты электрофореза в 1,5% 

агарозном геле подтверждают специфичность 

полученных ПЦР-продуктов генов М1 вирусов 

подтипов Н1, Н5 и Н9 (рис. 2Б). Уровни содер-

жания РНК-М1 птичьих вирусов H9N2 и H5N2 

(Cq16-19) оказались значительно выше, чем че-

ловеческого H1N1pdm (Cq 26-29). Расчет уровней 

РНК вирусов в динамике инфекции показывает, 

что накопление птичьих вирусов H9N2 и H5N2 

происходит быстрее относительно РНК вируса 

H1N1pdm (табл. 3). Проникшие вирусные РНК 

длительно (по крайней мере в течение 3 сут) со-

храняются в Мф.

Выявление NP-белков вирусов гриппа в ТНР-

РМА макрофагах. Результаты исследования ме-

тодом иммунофлюоресценции белка NP в ТНР-

РМА Мф через 24 ч после заражения вирусами 

подтипов Н1, Н5 и Н9 приведены на рис. 3 (III об-

ложка). Использовали моноклональные антитела 

МКА7F5 к консервативному участку белка NP 

вирусов гриппа А [2]. В контрольных ТНР-РМА 

Мф белок NР не выявлялся. В Мф, зараженных 

пандемическим вирусом H1N1, выявлены еди-

ничные клетки с NP белком (зеленый) среди мно-

жества клеток, не содержащих белок и идентифи-

цированных по окраске ядер Hoechst 33258.

Иная картина наблюдалась в Мф, заражен-

ных вирусом H5N2. На фоне выраженной кле-

точной деструкции, вызванной вирусом H5N2, 

в большинстве неразрушенных клеток была 

обнаружена метка, свидетельствующая о ло-

кализации вирусного белка NP в цитоплаз-

ме и в ядрах. Обработка Мф IFNα2 в дозе 5 × 

104 МЕ/мл за 1 ч до заражения вирусом H5N2 

снижала число клеток с NP белком до единич-

ных. При этом в обработанных IFN зараженных 

клетках наблюдался антивирусный эффект, 

который проявлялся заметным снижением ко-



29

2018, Т. 8, № 1 Инфекция вирусами гриппа А ТНР-РМА макрофагов

личества клеток с вирусным NP-белком в ци-

топлазме и в ядрах. Антивирусный эффект IFN 

проявлялся также в значительном увеличении 

количества жизнеспособных клеток с нормаль-

ной морфологией.

В ТНР-РМА Мф, зараженных вирусом H9N2, 

белок NP выявлялся несколько слабее (по интен-

сивности флюоресценции), чем в зараженных 

вирусом H5N2. Ранее было показано, что МКА 

7F5 активно взаимодействуют в ИФА с широким 

набором вирусов гриппа А человека и животных 

различных подтипов [2], но с вирусом подтипа 

Н9 не были изучены. Возможно, полученные 

результаты могут объясняться меньшей аффин-

ностью взаимодействия МКА 7F5 с NP вируса 

гриппа А подтипа Н9 по сравнению с другими 

изученными подтипами вируса А. Не исключено 

также, что эпитоп, с которым взаимодействует 

МКА 7F5, по-разному экспонирован на белке 

NP вируса H9N2 и 2-х других исследованных ви-

русов гриппа.

Обсуждение

Для анализа развития гриппозной инфек-

ции в настоящей работе применена клеточная 

модель ТНР-РМА макрофагов, которая по ха-

рактеристикам напоминает активированные 

моноцитарные макрофаги из периферической 

крови типа М1 [10]. В активированных ТНР-

РМА Мф нами ранее показаны высокие уровни 

экспрессии генов TLR/RLR-рецепторов и про-

дукции воспалительных цитокинов, что ука-

зывает на существенную роль Мф в иммунных 

реакциях на вирусные патогены. Под действием 

РМА суспензионная культура ТНР-1 моноцитов 

приобретает адгезивные свойства, макрофаг-

подобную морфологию и фенотип макрофа-

гов М1 [10]. Механизмы активации моноцитов 

и их дифференцировки связаны с активацией 

группы киназ, прежде всего протеинкиназы С, 

а также АМPК и Syk [8, 22]. Наши исследования 

в ТНР-РМА МФ с вирусами гриппа A подти-

пов H1, H5 H9 с рецепторной специфичностью 

«человеческого» (Neu5Acα2-6Gal) и «птичьего» 

(Neu5Acα2-3Gal) типов показали, что инфек-

ция имеет абортивный характер и не сопро-

вождается выходом из клеток инфекционных 

вирионов вплоть до 96 ч (время наблюдения). 

Полученный результат на модели ТНР-РМА Мф 

согласуется с сообщениями о блокировании эта-

пов высвобождения инфекционных вирионов 

гриппа А в первичных культурах моноцитарных 

(ММф) и альвеолярных (АМф) макрофагов [17, 

20, 25]. Латентная форма инфекции наблюда-

лась и в культурах моноцитов ТНР-1 и U-937 при 

низкой множественности инфекции вируса-

ми гриппа H3N2 (Брисбен 10/07) и H1N1pdm09 

(Санкт-Петербург, 2009) [4]. По мнению ряда 

исследователей наиболее вероятная стадия 

блока репликации птичьих вирусов гриппа 

в ММф и АМф — сборка вирионов [17, 20, 25]. 

Таблица 2. Цитопатогенное действие вирусов гриппа А на ТНР-РМА макрофаги

Table 2. Cytopathogenic effect of influenza A viruses on THP-PMA macrophages

Название штаммов вирусов гриппа А

Name of strains of influenza A viruses
Доза заражения, ГА ед.

Dose infection, HA unit
Цитопатический эффект*/Cytopathic effect*

24 ч/24 h 48 ч/48 h 72 ч/72 h 96 ч/96 h

Контроль клеток/Cell Control 0 0 0 0 0
H1N1/Moscow/IIV01/2009 64 0 25 25 50
H5N2/Mallard/Pennsylvania/10218/84 64 50 75 100 100
H9N2/Swine/HongKong/9/98 64 50 75 100 100

Примечание. *Процент нежизнеспособных клеток к общему количеству клеток.
Note. *Percent of not viable cells to the total cell number.

Рисунок 1. Цитопатогенное действие вирусов гриппа А на клетки ТНР-РМА. Мф через 24 ч после 

заражения

Figure 1. The cytopathogenic effect of influenza A viruses in THP-PMA. Mf 24 h after infection

контроль/control H1N1pdm09 H5N2 H9N2
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Блокирующий механизм у вирусов гриппа А 

с разной патогенностью может различаться 

вслед ствие существования многообразных ме-

ханизмов ускользания от иммунного ответа [18].

Важно отметить различия в абортивном те-

чении инфекции пандемическим H1N1 (2009 г.) 

и птичьими вирусами H5N2 и H9N2. Вирусы 

отличаются уровнями проникновения и экс-

прессии вирусной РНК (ген М1) и белка ну-

клеокапсида (NP). Птичьи вирусы с подтипами 

гемагглютининов Н5N2 и Н9N2 эффективно 

взаимодействуют с активированными Мф и вы-

зывают в них быстрое цитодеструктивное дей-

ствие. Человеческий вирус Н1N1pdm09 прони-

кает в такие Мф медленно и до 72 ч не вызывает 

гибели клеток. Предобработка ТНР-РМА Мф 

рекомбинантным IFNα2 оказывает защитный 

эффект, подавляя накопление NP белка виру-

са H5N2 в ядрах Мф. По данным литературы 

проникновение птичьих вирусов гриппа H5N2 

и H9N2 связано не только с рецепторной ак-

тивностью гемагглютинина, но и с использова-

нием ими дополнительных рецепторов, усили-

вающих связывание с Мф, а также эндоцитоза 

(C-тип лектины и Fc-иммуноглобулины) [12, 16]. 

Рекомбинантный пандемический вирус грип-

па А(H1N1) с геном гемагглютинина птичьего 

вируса H5N1, приобретал способность размно-

жаться в Мф продуктивно [17].

Особый интерес представляет феномен дли-

тельного внутриклеточного присутствия вирус-

ных РНК и ядерная локализация белка NP. Тем 

самым Мф выполняет особую функцию депо-

нирования вирусных компонентов и доставки 

их в места воспаления [18]. Подобная картина 

с вирионными РНК вируса H5N1 и его эскейп-

мутанта в динамике наблюдения описана нами 

ранее в лимфоцитах 2-х доноров [6]. Начиная 

с ранних сроков инфекции, в лимфоцитах выяв-

лялись вирионные РНК ГА и их количество ме-

нялось незначительно до 48 ч. При этом в куль-

туральной жидкости лимфоцитов ни гемагглю-

тинирующей активности, ни инфекционного 

вируса не было обнаружено.

Полученные данные показали, что различное 

течение и исход гриппозной инфекции при зара-

жении человека вирусом гриппа А подтипов Н5 

и Н9 или вирусом гриппа A(H1N1)pdm09, явля-

ется следствием быстрой и массированной гибе-

ли макрофагов человека при заражении вируса-

ми гриппа птиц по сравнению с пандемическим 

вирусо м. Необходимы дальнейшие исследова-

ния влияния вирусных нуклеиновых кислот 

и белков на иммунные функции Мф, которые 

позволят раскрыть молекулярные и клеточные 

механизмы регуляции гриппозной инфекции 

в иммунокомпетентных клетках.

Рисунок 2. Внутриклеточные уровни вирусных РНК М1 в ТНР-РМА макрофагах в динамике инфекции

Figure 2. Intracellular levels of viral RNA M1 in THP-PMA macrophages in the course of infection
А) ОТ-ПЦР РНК-М1. Сроки инфекции: 24 ч (1), 48 ч (2), 72 ч (3). Б) электрофорез ПЦР-продуктов в 1,5% агарозном геле 
с бромистым этидием. Размер специфического ДНК-амплификата 245 п.н., М — маркеры молекулярной массы.
A) RT-PCR RNA M1. Infection time is 24 h (1), 48 h (2), 72 h (3). B) electrophoresis of PCR products in a 1.5% agarose gel with 
ethidium bromide. The size of the specific DNA amplificatе is 245 bp, M — markers of molecular weight.

А (A)

Б (B)

Таблица 3. Относительные уровни РНК М1 

в ТНР-РМА макрофагах в динамике инфекции 

вирусами гриппа А разных подтипов

Table 3. Relative levels of M1 RNA in THP-PMA 
macrophages in dynamics of infection with influenza A 
viruses of different subtypes

Вирусы гриппа А

Influenza A viruses
deltaCq РНК-М1*/deltaCq RNA-M1*

24 ч/24 h 48 ч/48 h 72 ч/72 h
H1N1pdm* 1±0,8 2±1,5 16±1,7
H5N2 512±12 496±14 256±16
H9N2 4096±43 512±11 512±14

Примечание. *ДельтаCq±SD рассчитаны в программе «Gene 
expression manager CFX-96» относительно РНК М1 вируса A(H1N1)
pdm09 в 3-х повторных образцах на сроке 24 ч после заражения.
Note. *DeltaCq±SD are calculated in the “Gene expression manager 
CFX-96” program relatively M1 RNA virus A(H1N1)pdm09 in 3 replicate 
samples at a time of 24 h after infection.
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