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исследованы малые бухты птичьих арктических базаров Кольского полуострова (побережье баренцева 
моря). Показано, что в бухтах под птичьим базаром в поверхностном микрослое (ПМС) и образцах аэро-
золя обнаружена РнК вируса гриппа А. Проведено секвенирование нуклеотидных последовательностей 
гриппа в составе ПМС и аэрозоля, первичная структура фрагментов подтвердила их идентичность в ПМС 
и морском аэрозоле. Предложен механизм переноса вирусов по пути поверхностный микрослой — мор-
ской аэрозоль. Составлена кинетическая схема взаимодействия вирус — хозяин — биоценоз, позволяю-
щая математически моделировать численность вирусной популяции в зависимости от температуры.
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small bays of bird bazaars of the arctic Kola Peninsula (Barents sea) have been studied. rna of influenza a virus 
was found in the surface microlayer (sM) and aerosol samples from the bays located beneath bird colonies. The 
nucleotide sequencing of the Pcr fragments from the sM and the sea aerosol showed their identity for each bay. 
Virus transfer mechanism along the “surface microlayer − sea aerosol” path has been proposed. The kinetic 
scheme of the virus−host−environment interaction, which allows the dependence of the viral population size on 
the temperature to be simulated, has been developed.
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Введение
Вирус гриппа А широко распространен в природе, по-

ражает млекопитающих и птиц и вызывает эпидемии, 
пандемии и эпизоотии. Этот вирус отличается высокой 
степенью вариабельности, особенно это касается двух 
поверхностных гликопротеинов вириона: гемагглютини-
на (HA) и нейраминидазы (NA). От диких птиц изолиро-
ваны вирусы со всеми известными сочетаниями поверх-
ностных белков, при этом инфекция у диких птиц проте-
кает в виде энтерита без видимых признаков заболевания. 
Дикие птицы являются естественными хозяевами вируса 
гриппа А и имеют высокую степень адаптации к нему. 
Распространение вируса гриппа А с перелетными птица-
ми и его эволюцию подробно изучали специалисты Ин-
ститута вирусологии им. Д.И. Ивановского ранее [1, 2].

В данной работе мы оценивали выявление вируса гриппа 
А в образцах поверхностного микрослоя (ПМС) и аэрозо-
лей биогеоценоза Западной Арктики. Аэрозоли попадают 
в атмосферу вследствие разнообразных процессов из раз-
личных источников. Среди них выделяют вулканическую 
активность, образование пыли при выветривании поверх-
ности почв, генерацию солевых частиц при ветроволновом 
взаимодействии в океане и многие другие. Таким образом, 
атмосферный аэрозоль всегда представляет собой смесь 
частиц самого разнообразного происхождения. Мощность 
морского источника генерации солевого аэрозоля, оцени-
ваемая в 5900 Мт/год, превышает мощности почвенного 
пылевого источника генерации 1—10 мкм аэрозолей почти 
в 6 раз, субмикронного почвенного пылевого аэрозоля — 
приблизительно в 24 раза, сульфатного аэрозоля почти в 
40 раз и углеродного (включая сажевый) примерно в 70 раз 
[3]. Таким образом, потенциально 80% массы аэрозолей 
могут составлять морские аэрозоли. Механизмы генера-
ции морских аэрозолей из ПМС (лопание пузырьков, воз-
никающих в толще морской воды при газовыделении на 
дисперсной фазе, обрушение волн, прямой ветровой срыв 
капель воды с волнующейся поверхности моря) предпола-
гают значительное сходство в композиции веществ между 
ПМС и морскими аэрозолями [4, 5]. Ранее были получены 
данные о захвате в аэрозоль при интенсивном волнении 
алюмосиликатных частиц, белковых частиц и бактерий 
[6—9].

В работе установлено наличие РНК вируса гриппа А в 
образцах ПМС, а также образцах морских аэрозолей, по-

лученных во время экспедиций в Западной Арктике. Сек-
венирование показало идентичность геномов вируса грип-
па А, выделенного из образцов ПМС и морских аэрозолей 
соответственно. Предложена гипотеза о транспорте вируса 
гриппа А in vivo в составе аэрозолей по пути ПМС — воз-
дух. На примере вируса гриппа А предложена кинетиче-
ская схема взаимодействия вирус—хозяин—биоценоз, 
позволяющая математически моделировать численность 
вирусной популяции в зависимости от температуры.

Методы
Места отбора проб. Пробы отбирали во время экс-

педиции на Кольском побережье Баренцева моря (июнь 
2013 г.). Маршрут движения судна пролегал вдоль Коль-
ского полуострова: Мурманск — мыс Чебрай — о-в Ма-
лый Олений — мыс Териберский — о-ва Гавриловские 
— о-в Большой Олений — архипелаг Семь островов. 
Все пробы упаковывали в герметичную тару и немед-
ленно замораживали в жидком азоте.

Пробоотбор ПМС. Отбор ПМС проводили при помо-
щи сетки Гаррета (толщина слоя ~1 мм) и пробоотбор-
ника [10].

Морские аэрозоли собирали на аналитические филь-
тры АФА-РМП-3 с помощью устройства, позволяющего 
проводить отбор проб на 3 фильтра одновременно [11]. 
Средняя скорость отбора проб составляла 16,0 ± 0,1 м3/ч.  
Отбор проб атмосферного аэрозоля осуществляли на хо-
ду судна при необходимых направлениях относительно-
го ветра (острые углы относительно оси судна) посред-
ством принудительной прокачки воздуха через фильтры, 
установленные на форштевне судна. Использовали од-
новременно 3 фильтра при каждой установке. Времен-
ной интервал между постановкой и снятием фильтров 
составлял от 1 ч 16 мин до 4 ч 40 мин.

Подготовка фильтров для молекулярного анализа и 
выделение нуклеиновых кислот. Фильтры измельчали и 
помещали в раствор 6 M гуанидинтиоционата. Затем вы-
деляли ДНК и РНК с использованием неорганического 
носителя SiO2 [12].

Выделение ДНК и РНК из образцов объемной воды. 
Нуклеиновые кислоты из образцов объемной воды и 
ПМС выделяли быстрым методом без использования 
органических растворителей. Пробы центрифугирова-
ли при 18000 g. Осадок суспендировали в растворе 6 М 
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гуанидинтиоционата и выделяли с использованием не-
органического носителя SiO2 [12]. Элюцию ДНК и РНК 
проводили в 0,03 мл деионизованной воды.

Реакцию совмещенной обратной транскрипции-
амплификации (ОТ-ПЦР) для определения РНК вируса 
гриппа А проводили в объеме 0,025 мл. К 0,005 мл РНК 
добавляли 0,02 мл реакционной смеси для ОТ-ПЦР, со-
держащей 10 мМ трис-HCl (pH 9,0 при 25°C), 50 мМ KCl, 
0,1% тритон X-1000, 0,25 мМ MgCl2, 0,25 мМ каждого 
dNTP, по 10 пмоль каждого праймера, 0,0005 мл IRNase, 
0,25 ед. Taq-полимеразы, 50 ед. MMLV-ревертазы.

Полимеразную реакцию для определения ДНК бактерио-
планктона выполняли в объеме 0,025 мл. К 0,005 мл ДНК 
добавляли 0,02 мл реакционной смеси для ПЦР, содержа-
щей 67 мМ трис-HCl (pH 8,8 при 25°C), 16,6 мМ (NH4)2SO4, 
0,01% твина-20, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого dNTP,  
10 пмоль каждого праймера, 1,25 ед. Taq ДНК-полимеразы. 
Применяли методику «Hot start» с использованием анти-
тел к Taq ДНК-полимеразе. Температурный режим ампли-
фикации: 95°C — 30 с (для первого и последнего цикла 
1 мин), 62°C — 30 с, полимеризация 72°C — 30 с (для 
первого и последнего цикла 1 мин). Соотношение циклов 
амплификации—реамплификации в гнездовой ПЦР 25:36.

Специфические праймеры. Использовали праймеры 
для определения и типирования вируса гриппа А [12] и 

определения бактериопланктона [13].
Сиквенс ПЦР-фрагментов проводили с использова-

нием тех же праймеров, которые применяли для ПЦР. 
Выполняли секвенирование фрагментов по двум цепям. 
Продукты ПЦР были очищены в геле с использованием 
набора для очистки продуктов ПЦР из геля (Geneclean) 
и секвенированы. Первичную последовательность 
определяли на автоматическом ДНК-секвенаторе (ABI 
377, США) и анализировали с помощью компьютерных 
программ MacVector/AssemblyLign (Oxford Molecular 
Group, США). Для выравнивания нуклеотидных после-
довательностей использовали пакет программ Lasergene 
6, MegEling («Lasergen Inc.», США). Построение фило-
генетической дендрограммы осуществляли на основе 
алгоритма Clustal W methods.

Результаты
Исследование, касающееся наличия вируса гриппа А 

в ПМС и аэрозоле, проводили в прибрежной морской 
зоне российской Западной Арктики. На Кольском полу-
острове узкие (до 3 м), но достаточно заглубленные (до 
100 м) узкие бухты с отвесными скалистыми стенами 
(до 20 м) являются излюбленным местом для птичьих 
базаров. Классический пример — Леонтьевский базар 
на о-ве Харлов: 2850 гнезд (2008) чайки-моевки, 1840 

Рис. 1. Карта-схема мест обнаружения 
вируса гриппа в ПМС и аэрозолях в 

бухтах под птичьими базарами (а); вид 
птичьих базаров со стороны моря (б); 
отбор проб ПМС в бухте под птичьим 
базаром (в) и над птичьим базаром (г).
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особей тонкоклювой кайры и 580 особей толстоклювой 
кайры (рис. 1). Ограниченный водообмен и затруднения 
в диссипации морского аэрозоля позволили птицам пти-
чьих базаров стать своеобразным локальным источни-
ком естественного «загрязнения» воды бухт.

Было отобрано 350 образцов, причем 110 составляли 
образцы аэрозолей, 110 — образцы ПМС и 130 — образ-
цы объемной воды, отобранной на различной глубине. 
Далее пробы анализировали методом ПЦР. Для опреде-
ления генома вируса гриппа А использовали ПЦР с по-
следующим секвенированием. Вирус гриппа А в райо-
нах птичьих базаров — это удобный маркер. В пробах 
ПМС и аэрозолей над соответствующими поверхностя-
ми обнаружена также РНК вируса гриппа А (секвениро-
ваны гены нуклеопротеина).

В таблице суммированы результаты выявления виру-
са гриппа А в пробах ПМС и образцах аэрозолей. Как 
видно из таблицы, РНК вируса гриппа была выявлена в 
5 бухтах на о-вах Харлов и Кувшин. Только в тех местах, 
где в образцах ПМС была обнаружена РНК вируса грип-
па, там же была обнаружена РНК вируса гриппа в об-
разцах аэрозолей. На о-вах Большой и Малый Олений, 
Гавриловских и на мысах Териберский и Чебрай не об-
наружили РНК вируса гриппа ни в ПМС, ни в объемной 
воде, ни в аэрозолях. Это можно объяснить тем, что на 
данных островах не было заглубленных бухт, а поселе-
ния птиц малочисленны.

Полученные положительные пробы были объединены 
по принципу места и времени отбора. Секвенирование 
проводили для одной суммарной положительной пробы. 
На рис. 2 представлена филогенети-
ческая дендрограмма, построенная 
на основе данных выравнивания 
первичных последовательностей ге-
на нуклеопротеина. Сиквенс ПЦР-
фрагмента показал, что в образцах 
ПМС и аэрозоля детектируются 
сегменты РНК, кодирующие белки 
нуклеопротеина, практически иден-
тичные по нуклеотидной последо-
вательности (см. рис. 2). Вероятно, 
вирус гриппа попал в морскую воду 
под птичьим базаром вместе с поме-
том и концентрировался в ПМС.

В случае вируса гриппа не была 

исключена возможность того, что помет сдувало ветром 
со скал, таким образом, он попадал в аэрозоль и ПМС. 
Чтобы проверить, есть ли обратный восходящий поток 
биологических молекул из ПМС в аэрозоль, мы реши-
ли детектировать ДНК представителей гетеротрофного 
планктона. При обильном источнике органических ве-
ществ — птичьем помете — в воде бухт активно раз-
вивается гетеротрофный бактериопланктон. Хорошо 
известно, что до 40% биомассы бактериопланктона со-
ставляют представители рода Mycobacterium. Для кон-
троля мы выявляли ДНК представителей этого рода в 
пробах ПМС и морских аэрозолей.

Необходимо подчеркнуть, что морские представители 
рода Mycobacterium присутствуют как в ПМС, так и в 
приводном аэрозоле. Вынос представителей морского 
гетеротрофного бактериопланктона в приводный аэро-
золь может быть обусловлен местным источником — 
морской поверхностью бухты птичьего базара.

Следует особо отметить, что РНК вируса гриппа А и 
ДНК гетеротрофных бактерий — представителей рода 
Mycobacterium обнаружены только в ПМС и аэрозоле. 
Нуклеиновые частицы отсутствуют в объемной воде, и, 
по-видимому, концентрация микроорганизмов в объем-
ной воде достаточно низка. Такие наблюдения сделаны 
на нескольких птичьих базарах о-ов Харлов и Кувшин 
заповедника «Семь островов».

Следующим этапом было математическое моделиро-
вание межфазного переноса вируса гриппа А в природ-
ном биогеоценозе. Был использован подход так назы-
ваемой химической кинетики. Данный подход использу-

Результаты выявления РНк вируса гриппа в ПМС и аэрозоле в различных береговых зонах Западной арктики

Место отбора проб РНК вируса гриппа  
в ПМС

РНК вируса гриппа  
в аэрозоле

РНК вируса гриппа  
в объемной воде

— + — + — +

О-в Большой Олений 11 0 11 0 13 0
О-в Малый Олений 11 0 10 0 12 0
Заповедник «Семь островов», о-в Харлов, 1-я бухта 0 12 2 10 14 0
Заповедник «Семь островов», о-в Харлов, 2-я бухта 0 11 3 8 13 0
Заповедник «Семь островов», о-в Харлов, 3-я бухта 0 10 2 8 14 0
Заповедник «Семь островов», о-в Кувшин, 1-я бухта 0 12 2 10 12 0
Заповедник «Семь островов», о-в Кувшин, 2-я бухта 1 10 3 8 13 0
Мыс Териберский 11 0 11 0 13 0
Мыс Чебрай 11 0 11 0 13 0
О-ва Гавриловские 10 0 11 0 13 0

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма и таблица гомологии, построенные на основе 
данных выравнивания первичных последовательностей проб ПМС и морских аэрозолей 

в Леонтьевском базаре на о-ве. Харлов.
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ется в медицине, биохимии, химии и вирусологии. Мы 
применили его для описания прибрежного биогеоцено-
за. Модель составлена по принципу квазихимической 
кинетической схемы, что определено условиями меж-
фазного переноса макромолекулы (вируса). Предпола-
гается, что скорость каждого процесса (одной стадии) 
прямо пропорциональна содержанию в среде вируса и 
взаимодействующих компонентов. Модель изображает-
ся в виде графа, где вверху указывается состояние моле-
кулы вируса (фаза, свободное или связанное состояние), 
а ребрами обозначены направления протекания процес-
сов переноса и трансформации вируса. Практически все 
представленные процессы не являются равновесными. 
Каждому процессу (обратимому или необратимому) по-
ставлена во взаимно-однозначное соответствие констан-
та — вероятность или частота процесса (рис. 3).

Обсуждение
Обогащение ПМС загрязняющими веществами хорошо 

известно. «Обратный» (по отношению к атмосферным 
выпадениям) путь транспорта тяжелых металлов в соста-
ве аэрозолей по пути ПМС — воздух был также описан 
[11]. Важно отметить, что в ПМС морской воды происхо-
дит концентрирование загрязняющих веществ различной 
химической природы: гидрофобных, липофильных и ам-
фифильных соединений [14], тяжелых металлов [11] как 
за счет фракционирования и флотационных процессов, 
так и за счет поверхностно-активных свойств комплексов 

металлов с органическими лигандами. Морские аэрозоли 
в основном образуются при лопании пузырьков, возник-
ших в толще морской воды при газовыделении на дис-
персной фазе или при обрушении волн [15]. Так, химиче-
ские вещества не остаются в морской среде в усредненных 
низких концентрациях, но «возвращаются» с ветровыми 
потоками в прибрежные зоны активной жизнедеятельно-
сти человека в концентрированном состоянии [16]. Таким 
образом, реализуется механизм самоочищения морской 
среды посредством переноса вещества из поверхностно-
го морского слоя океанов и морей через морской аэрозоль 
в береговые ландшафты [17].

В настоящее время уделяется большое внимание из-
учению вирусов и бактерий морей и океанов [18—20]. 
Однако не поднимался вопрос о том, могут ли морские 
микроорганизмы перемещаться с поверхности океана в 
приводный аэрозоль. Результаты данной работы показы-
вают массоперенос биологических частиц (РНК вирусов 
и ДНК бактерий) непосредственно с поверхности моря 
(ПМС) в нижнюю атмосферу (морской аэрозоль). В ра-
боте особенное внимание было уделено распределению 
биологических частиц в объемной воде, ПМС и морских 
аэрозолях. В объемной воде не было найдено нуклеино-
вых кислот. По нашему мнению, это произошло из-за 
очень низкого их содержания в объемной воде. Как и в 
случае тяжелых металлов и других химических частиц, 
вирусы и бактерии концентрируются в ПСМ, где и были 
определены их нуклеиновые кислоты. Также необходи-

Рис. 3. Кинетическая схема взаимодействия вируса гриппа.
V — вирус; Z — зоопланктон в ПМС; B — птицы; k — константы.
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мо подчеркнуть, что первичная структура определяемых 
нуклеиновых кислот из ПМС и морского аэрозоля имела 
высокий процент гомологии. Данный факт может косвен-
но доказывать, что существует путь переноса вирусов и 
бактерий в направлении ПМС — морской аэрозоль.

Наличие РНК вируса гриппа А, а также определение 
ее в морском аэрозоле позволили нам предположить, 
что ее целостность говорит о том, что она находится в 
составе вирусных частиц. Ранее мы показали in vitro, 
что вирус гриппа и другие вирусы дольше сохраняют-
ся в рачках Daphnia magna до 3 сут не только в водной 
среде, но и в аэрозоле над поверхностью (результаты не 
опубликованы). Возможно, в морских биоценозах также 
реализуется стабилизация вирусных частиц в составе 
морского бактериопланктона или зоопланктона. Конеч-
но, данное предположение необходимо дополнительно 
изучать и доказывать. Чтобы учесть все многообразие 
возможных путей переноса вируса гриппа в морском 
биогеоценозе, была рассчитана кинетическая модель, 
включающая взаимодействие вируса гриппа А с различ-
ными составляющими биогеоценоза (см. рис. 3).

Были учтены следующие процессы: захват вирусных 
частиц из ПМС в аэрозоль (данные лабораторных экспери-
ментов и натурных исследований) — константа скорости 
процесса ka; оседание вируссодержащих частиц на поверх-
ность воды из воздуха (константа скорости kpr); различные 
виды денатурации макромолекул вирусных частиц в воде 
(константа скорости wkd) и воздухе (константа скорости 
akd); гидро- и аэродинамическое рассеяние вирусных ча-
стиц (константы wkdis и akdis); инфицирование птицы (ве-
роятность процесса k+); прекращение выделения вируса 
(вероятность kh); размножение вируса — вирусовыделение 
из инфицированной птицы (коэффициент размножения m, 
вероятность k–,); захват вирусной частицы гидробионтом 
(вероятность k+z); возможная элиминация вирусной части-
цы гидробионтом (вероятность khz); персистирование ви-
русной частицы в гидробионте (вероятность k–z).

Данная схема описывает следующее кинетическое 
уравнение:

                               mkVBVw = ––––––––––––––––––––––––––– .
           a0kdexp(dEa/RT) - 0kaexp(aEa/RT)
Хорошо известно, что кинетические схемы с дву-

мя и более циклами генерации/ассимиляции субстрата 

при решении относительно управляющего параметра 
(концентрации, температуры и т. д.) дают триггерные 
решения, т. е. резкое изменение управляемого параме-
тра. Мы показали пример получения такого решения 
для зависимости концентрации вируса гриппа в ПМС 
от температуры. Численное решение данного уравнения 
приводит к заключению, что в зависимости от темпера-
туры могут изменяться условия биоценоза (температура 
воздуха и воды, изменение соотношения численности 
зоопланктона, птиц и т. д.), а, следовательно, концентра-
ции вируса в ПМС. На рис. 4 представлена зависимость 
концентрации вируса гриппа А в ПМС от температуры. 
Как видно из рисунка, при потеплении до 13°C можно 
ожидать всплеск концентрации вируса гриппа А в ПМС 
в природных биоценозах Западной Арктики. Подобные 
исследования для вирусов, вируса гриппа в частности, 
могут дать новые знания о распространении вирусов и 
возможности давать эпидемиологический прогноз в за-
висимости от того или иного параметра (в данном слу-
чае климатического, температуры), что может быть по-
лезным в обеспечении биобезопасности РФ, особенно в 
условиях интенсивного освоения российской Арктики.

Заключение
В Западной Арктике (побережье Баренцева моря) в 

бухтах под птичьими базарами в ПМС обнаружена РНК 
вируса гриппа А, идентичная по нуклеотидной последо-
вательности выявленной в составе аэрозоля, что было 
подтверждено секвенированием. Предложен механизм 
возможного переноса вирусов по пути объемная вода — 
поверхностный микрослой — морской аэрозоль. Соглас-
но кинетическому моделированию, потепление климата 
Арктики может привести к резкому увеличению концен-
трации вирусов в водной среде. Необходимо дальнейшее 
изучение состава ПМС и аэрозоля морских биоценозов, в 
том числе в Западной Арктике, особенно важен монито-
ринг вирусов в местах массового скопления птиц.
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задача создания универсальной платформы для получения доступных рекомбинантных продуцентов 
вирусных белков, обладающих иммуногенными свойствами, до настоящего времени не решена и по-
прежнему актуальна. высокая токсичность вирусных белков для клеток-хозяев, низкий уровень продук-
ции, аномальный фолдинг целевых продуктов часто создают непреодолимые препятствия для конструи-
рования продуцентов вирусных белков. в данной работе разработан новый метод конструирования и 
скрининга банков делеционных производных генов вирусных антигенов, обеспечивающий возможность 
создания их искусственных производных, адаптированных для экспрессии в клетках микробных проду-
центов. в основе лежит метод ПЦР-амплификации фрагментов целевого гена с использованием системы 
вырожденных и адаптерных праймеров, позволяющий предотвратить самопроизвольное образование 
дуплексов (димеров) в отсутствие матричной ДнК. Для отбора делеционных производных, пригодных 
для экспрессии in vivo, полученные in vitro фрагменты клонированы в вектор прямой селекции pQl30, 
содержащий ген β-галактозидазы E. coli со встроенным полилинкером с мутацией смещения трансляци-
онной рамки считывания. С использованием скринингового подхода на основе этого метода сконструи-
рован искусственный вариант гена белка ns5А вируса гепатита С (вгС), обладающий оптимальными био-
технологическими характеристиками. в работе использованы 27 образцов ns5А вгС длиной 1670 п. н. 
Получен банк фрагментов исходного гена в форме смеси продуктов ПЦР. Отобрано 40 клонов с размером 
вставки от 50 до 700 п. н. путем клонирования фрагментов в вектор прямой селекции pQl30. Клоны про-
тестированы на уровень β-галактозидазной активности и иммуногенные свойства. в результате отобран 
клон, продуцирующий растворимый белок массой около 114 кДа, накапливающийся с выходом до 0,3% от 
общего содержания белка в клетке и показавший положительную реакцию с антителами сыворотки крови 
больных, инфицированных вгС генотипа 1b, но не с сыворотками здоровых доноров.
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