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Анализ маркерных замен изолята вируса гриппа  
A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 H5N8,  
выделенного на территории Астраханской области 

РЕЗЮМЕ
В конце 2020 г. на одной из птицефабрик в Астраханской области была зарегистрирована массовая гибель птиц, причиной которой стал грипп птиц. 
В работе представлены данные по выявлению маркерных замен вирусных белков изолята вируса гриппа птиц A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020. В ре-
зультате комплекса исследований с использованием полимеразной цепной реакции в полученных пробах был идентифицирован вирус гриппа птиц 
типа А подтипа Н5N8. Согласно результатам секвенирования участка гена гемагглютинина установлена аминокислотная последовательность сайта 
расщепления гемагглютинина REKRRKR/GLF, характерная для изолятов высокопатогенного гриппа птиц. Филогенетический анализ нуклеотидных по-
следовательностей участка гена гемагглютинина (848–1105 н. п. открытой рамки считывания) позволил установить принадлежность изолята A/chicken/
Astrakhan/2171-1/2020 H5N8 к генетической кладе 2.3.4.4 высокопатогенного вируса гриппа птиц. В результате сравнительного анализа геномных сег-
ментов с использованием доступных баз данных установлено родство вируса A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 H5N8 с изолятами вируса гриппа А/Н5, 
выявленными на территории Российской Федерации в 2016–2020 гг. Анализ аминокислотной последовательности вирусного гемагглютинина анализи-
рованного изолята выявил в рецептор-связывающем центре белка аминокислоты G225QRG228, характерные для вируса гриппа птиц и обеспечивающие 
повышенный аффинитет к рецепторам SAα-2,3-gal эпителиальных клеток птиц. Из числа описанных мутаций вируса гриппа, влияющих на успешную 
репродукцию его в организме млекопитающих, были выявлены единичные мутации 70G в белке NEP и 13Р в белке PB1. Мутаций, влияющих на чувстви-
тельность вируса к противовирусным препаратам: римантадину, амантадину, осельтамивиру и занамивиру – не обнаружено. Выявлены мутации 42S 
в белке NS1 и 30D, 215A в белке M1, признанные детерминантами патогенности для мышей.
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Ростовской областей, республик Удмуртия, Марий Эл, 
Чувашия и Татарстан [2].

В 2020 г. вирус гриппа H5N8 широко распространил­
ся в странах Европы и Ближнего Востока, на территории 
РФ и Казахстана. Кроме того, в Омской и Ростовской об­
ластях выявляли ВГП подтипа H5N5. В конце 2020 г. ви­
рус гриппа H5N8 был выявлен у людей, контактировав­
ших с больной птицей на птицефабрике Астраханской 
области (https://www.interfax.ru/russia/752017). 

Случаи выявления вируса гриппа птиц у человека 
требуют осуществления дополнительных исследова­
ний, поэтому целью исследования было проведение 
полногеномного секвенирования и изучение предска­
занной аминокислотной последовательности вирус­
ных белков изолята A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 
на наличие маркеров тропности и вирулентности ви­
руса в отношении млекопитающих.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение РНК. Выделение суммарной РНК 

осуществляли с  помощью набора «РИБО­сорб» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Рос­
сия; кат. № K2­1­Et­100) согласно инструкции произво­
дителя. 

Обратная транскрипция и  полимеразная цеп-
ная реакция в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ). 
 ОТ­ПЦР­РВ проводили в  одну стадию с  использова­
нием набора OneStep RT­PCR  Kit (Qiagen, Нидерлан­
ды; кат. № 210212), 25 мМ раствора хлорида магния 

ВВЕДЕНИЕ
Вирус гриппа птиц (ВГП) является опасным высоко­

контагиозным возбудителем респираторной болезни 
птиц. В случае инфицирования вирусами подтипов Н5 
и Н7 гибель птиц достигает 100%. 

Начиная с  1996  г. в  странах юго­восточной части 
Азии эпизоотическое распространение получил высо­
копатогенный грипп птиц (ВПГП), вызванный вирусом 
A/H5N1. В период с 2005 по 2007 г. вспышки болезни 
нанесли значительный ущерб птицеводству Россий­
ской Федерации. В 2014 г. на территории Республики 
Саха (Якутия) у мигрирующей утки был выявлен вирус 
гриппа птиц подтипа H5N8. С тех пор вирусы данного 
подтипа неоднократно вызывали вспышки болезни 
в популяциях сельскохозяйственных и диких птиц как 
в России, так и в странах Азии, Африки, Европы вплоть 
до настоящего времени. В Российской Федерации обо­
стрение эпизоотической ситуации по ВПГП произошло 
в конце 2016 г. В 2016–2017 гг. вспышки гриппа подти­
па Н5N8 были зарегистрированы среди домашних птиц 
в республиках Татарстан, Марий Эл, Калмыкия, Ростов­
ской, Астраханской, Самарской, Московской, Нижего­
родской областях, Краснодарском крае, Удмуртской 
и  Чеченской республиках и  нанесли огромный эко­
номический ущерб промышленным хозяйствам стра­
ны [1]. В 2018 г. вирус гриппа птиц подтипа Н5N8 был 
обнаружен у домашних птиц из Курской, Орловской, 
Воронежской, Костромской, Смоленской, Саратовской, 
Самарской, Ульяновской, Пензенской, Нижегородской, 

SUMMARY
At the end of 2020, a large-scale bird death was registered at one of the poultry farms in the Astrakhan region, the cause of which was avian influenza. Data on 
detection of the marker substitutions in viral proteins of avian influenza virus A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 isolate are presented in the paper. Type A Н5N8 
avian influenza virus was identified with complex PCR-based methods in the submitted samples. Hemagglutinin gene fragment sequencing identified REKRRKR/
GLF, highly pathogenic avian influenza virus isolate-characteristic amino acid sequence of the hemagglutinin cleavage site. Phylogenetic analysis of nucleotide 
sequences of hemagglutinin gene segment (848–1105 bp ORF) allowed A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 H5N8 isolate to be classified to highly pathogenic avian 
influenza virus genetic clade 2.3.4.4. Comparative analysis of genome segments using available databases showed that A/chicken/Astrakhan/2171-1/2020 H5N8 
virus related to А/Н5 avian influenza virus isolates detected in the Russian Federation in 2016–2020. Analysis of the studied virus isolate hemagglutinin amino acid 
identified AIV-characteristic G225QRG228 amino acids in the receptor-binding domain of the protein enabling high-affinity binding to avian epithelial cell SAα-2,3-
gal receptors. Single mutations, 70G in NEP protein and 13Р in PB1 protein, out of the list of the reported influenza virus mutations affecting successful influenza 
virus replication in mammals were identified. No mutations affecting virus sensitivity to anti-viral medicines, rimantadin, amantadine, oseltamivir and zanamivir, 
were detected. The following mutations recognized as pathogenicity determinants in mice were found: 42S in the NS1 protein and 30D protein 215A in M1 protein.
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(Promega, США; в  наборе с  кат.  №  M8296) и  систем 
праймеров на ген M и гены гемагглютинина (HA), ней­
раминидазы (NA) вируса гриппа подтипа Н5N8. Соби­
рали реакционную смесь объемом 25 мкл, содержа­
щую 1× буфер для ОТ­ПЦР, 1,25 мМ MgCl2, 0,4 мМ дНТФ, 
по 0,4  пмоль/мкл прямого и  обратного праймеров, 
0,3  пмоль/мкл флуоресцентного зонда, 1  мкл смеси 
ферментов обратной транскриптазы и  полимеразы 
(Qiagen, Нидерланды; кат. № 210212), 5 мкл раствора 
суммарной РНК. Обратную транскрипцию проводили 
в течение 30 мин при 50 °С. Для амплификации при­
меняли следующие температурно­временные пара­
метры: 95 °С – 10 мин (активация полимеразы), далее 
40 циклов, каждый из которых состоит из трех шагов 
(95 °С – 10 с, 55 °С – 35 с, 72 °С – 10 с).

Обратная транскрипция и  полимеразная цепная 
реакция (ОТ-ПЦР). Классическую ОТ­ПЦР проводили 
в  одну стадию с  использованием набора OneStep 
 RT­PCR Kit (Qiagen, Нидерланды; кат. № 210212), 25 мМ 
раствора хлорида магния (Promega, США; в  наборе 
с кат. № M8296) и системы праймеров на ген HA виру­
са гриппа подтипа Н5. Собирали реакционную смесь 
объемом 25 мкл, содержащую 1× буфер для ОТ­ПЦР, 
1,25 мМ MgCl2, 0,4 мМ дНТФ, по 0,4 пмоль/мкл прямого 
и обратного праймеров, 1 мкл смеси ферментов об­
ратной транскриптазы и полимеразы (Qiagen, Нидер­

ланды; кат. № 210212), 5 мкл раствора суммарной РНК. 
Обратную транскрипцию проводили в течение 30 мин 
при 50 °С. Для амплификации применяли следующие 
температурно­временные параметры: 95 °С – 10 мин 
(активация полимеразы), далее 40 циклов, каждый из 
которых состоит из трех шагов (95 °С – 30 с, 58 °С – 60 с, 
68 °С – 120 с), и финальная элонгация – 7 мин.

Секвенирование. Определение нуклеотидных после­
довательностей фрагмента гена HA осуществляли на 
автоматическом секвенаторе ABI Prism 3100 с исполь­
зованием наборов BigDye Terminator Cycle Sequencing 
kit (Applied Biosystems, США) согласно инструкции 
производителя. Полногеномное секвенирование про­
водили с помощью генетического анализатора MySeq 
(Illumina, США) в  соответствии с  инструкцией к  при­
бору. Для синтеза двуцепочечной ДНК использовали 
набор cDNA Synthesis System (Roche, Швейцария) со­
гласно инструкции производителя. Для приготовле­
ния библиотек использовали коммерческие наборы XT 
и Nextera XT Index Kit (Illumina, США). 

Нуклеотидные последовательности. В работе ис­
пользованы нуклеотидные последовательности изо­
лятов и  штаммов  ВГП подтипа  Н5, опубликованные 
в базах данных GenBank электронного ресурса NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) и EpiFlu (https://www.
gisaid.org). 

Анализ нуклеотидных и соответствующих им ами­
нокислотных последовательностей проводили с  по­
мощью программы BioEdit, версия  7.0.5.3. Выравни­
вание последовательностей выполняли с  помощью 
программы множественного выравнивания ClustalW. 
Построение филогенетического дерева осуществляли 
с помощью алгоритма NJ в реализации пакета MEGA, 
версия 6.06. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В декабре 2020 г. на территории одной из птицефа­

брик Астраханской области была зарегистрирована 
массовая гибель птиц. Результаты исследований, про­
веденные местной ветеринарной лабораторией, по­
казали наличие вируса гриппа птиц в анализируемых 
образцах. Для подтверждения полученных данных 
и  дальнейшего типирования вируса материал был 
направлен в  референтную лабораторию вирусных 
болезней птиц ФГБУ  «ВНИИЗЖ». В  результате прове­
денного комплекса исследований с использованием 
полимеразной цепной реакции в полученных пробах 
был идентифицирован вирус гриппа птиц типа А под­
типа Н5N8. На основании анализа предсказанной ами­
нокислотной последовательности был определен сайт 
нарезания вирусного гемагглютинина REKRRKR/GLF. 
Полученные результаты позволили охарактеризовать 
выявленный возбудитель как высокопатогенный вирус 
гриппа птиц.

В результате филогенетического анализа нуклеотид­
ной последовательности гена HA выделенного вируса 
A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 была установлена его 
принадлежность к генетической кладе 2.3.4.4 (рис. 1). 
Для филогенетического анализа был использован диа­
гностический фрагмент нуклеотидной последователь­
ности гена НА (848–1105 н. п. открытой рамки считы­
вания – ОРС).

Для выявления маркерных замен, которые мог­
ли бы указывать на адаптацию вируса A/chicken/
Astrakhan/2171­1/2020 к  млекопитающим, было 
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Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное с помощью 
последовательностей фрагмента гена НА (848–1105 н. п.) изолятов 
и штаммов вируса ВПГП подтипа Н5

Fig. 1. Phylogenetic tree constructed using HA gene fragment sequence 
(848–1105 bp) of H5 HPAI virus isolates and strains 
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русных белков, определяющих его чувствительность 
к лекарственным препаратам. В настоящее время ле­
карственными средствами с изученным механизмом 
действия являются соединения адамантанового ряда: 
римантадин и амантадин. Данные препараты являют­
ся блокаторами ионных каналов, формируемых бел­
ком М2 вируса гриппа А. Устойчивость вируса гриппа 
к действию римантадина и амантадина может быть об­
условлена возникновением мутаций в белке М2 (L26F, 
27 V27A, 30 (A→V/P), 31 (S→N/R), 34 G34E), в результате 
которых происходит изменение конфигурации ионно­
го канала. У изолята A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 
было выявлено наличие в белке М2 следующих ами­
нокислот: лейцин (26L), изолейцин (27I), аланин (30A), 
серин (31S), глицин (34G), что указывает на его чувстви­
тельность к препаратам адамантанового ряда [10]. 

Кроме соединений адамантанового ряда существу­
ют блокаторы вирусной нейраминидазы, наиболее 
распространенными из них являются осельтамивир 
и занамивир. Большинство вирусов, имеющих устой­
чивость к  осельтамивиру, имеют замену гистидина 

произведено полногеномное секвенирование. По 
результатам сравнительного и  филогенетическо­
го анализа было установлено, что вирус A/chicken/
Astrakhan/2171­1/2020 обладает высоким сходством 
с подавляющим большинством изолятов вируса гриппа 
подтипа H5N8, выделенных на территории РФ в 2020 г. 
и описанных ранее [3]. Фактов реассортации геномных 
сегментов вируса A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 
с изолятами других подтипов или генетических клад 
подтипа Н5 не установлено.

Был выполнен анализ аминокислотной последова­
тельности белка гемагглютинина изолята A/chicken/
Astrakhan/2171­1/2020 H5N8. В рецептор­связывающей 
части вирусного протеина были обнаружены амино­
кислоты G225QRG228 (по нумерации подтипа H3), рис. 2.

Согласно ранее проведенным исследованиям, груп­
па аминокислот G225QRG228 характерна для вирусов 
гриппа, выделенных от птиц, и нацелена на рецепторы 
группы SAα­2,3­gal [4].

В соответствии с  имеющимися в  литературе дан­
ными, вирусный гемагглютинин содержит маркерные 
аминокислоты, расположенные в области связывания 
с рецепторами, являющиеся консервативными для вы­
деленных от птиц изолятов и отличающиеся от соот­
ветствующих аминокислот у изолятов, выделенных от 
млекопитающих [4, 5]. В таблице 1 указаны аминокис­
лотные остатки белка гемагглютинина, определяющие 
рецепторную специфичность, характерную для вируса 
гриппа птиц подтипа Н5 и вируса гриппа человека.

Для изолята A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 во 
всех указанных позициях (кроме 159, 222, 227) находят­
ся аминокислотные остатки, характерные для вируса 
гриппа птиц. В трех позициях расположены аминокис­
лотные остатки, не характерные для вируса гриппа че­
ловека и вируса гриппа птиц.

Вирусы ВПГП подтипа Н5 способны инфицировать 
человека, несмотря на то что их гемагглютинин преиму­
щественно взаимодействует с клеточными рецептора­
ми SAα­2,3­gal. Однако при успешной репродукции ви­
руса гриппа в клетках млекопитающих исследователи 
выявляли мутации в других вирусных генах, которые 
предполагаются как маркеры адаптации вируса гриппа 
для размножения в организме млекопитающих [6–11]. 
В таблице 2 указаны аминокислотные остатки белков 
изолята A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020, отвечающие 
за репродукцию вируса гриппа в организме птиц или 
млекопитающих. Аминокислотные замены, помогаю­
щие вирусу гриппа размножаться в клетках млекопи­
тающих, обнаружены только в белках NEP (замена 70G) 
и PB1 (замена 13Р). Во всех остальных позициях отмече­
ны аминокислотные остатки, характерные для вируса 
гриппа птиц.

Дополнительно был осуществлен анализ пред­
сказанной аминокислотной последовательности ви­
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Рис. 2. Участок предсказанной аминокислотной последовательности рецептор-связывающего домена 
вирусного гемагглютинина

Fig. 2. Segment of deduced amino acid sequence of the virus HA receptor-binding domain 

Таблица 1
Аминокислотные остатки белка гемагглютинина, 
определяющие рецепторную специфичность вируса гриппа  
(по подтипу Н3)
Table 1
HA protein amino acid residues related to receptor specificity 
of influenza virus (according to H3 type)

Номер позиции 
(по подтипу Н3)

A/chicken/Astrakhan/ 
2171-1/2020

Вирус 
гриппа  

птиц

Вирус 
гриппа 

человека

136 S S T

153 W W –

158 N N/D N

159 D N S

183 H H –

190 E E D

194 L L I

221 S S P

222 Q K –

225 G G/N D

226 Q Q L/I

227 R S A

228 G G S
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на тирозин в позиции 274 (H274Y) [11]. В ходе анали­
за маркер резистентности к осельтамивиру у изолята  
A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 не обнаружен. Однако 
в ряде проведенных исследований было показано, что 
устойчивость к ингибиторам нейраминидазы варьиру­
ет в зависимости от подтипа NA вируса гриппа и что 
различные мутации NA могут вызывать разные уровни 
устойчивости. Так, для вирусов подтипа N2 было най­
дено 4 маркерных замены, способные формировать 
полную или частичную устойчивость к осельтамивиру 
и занамивиру [12]. 

На заключительном этапе был проведен анализ на 
маркеры вирулентности для млекопитающих. В резуль­
тате исследования установлено наличие аминокисло­
ты серин (S) в позиции 42 белка NS1. Данная замена 
является маркером вирулентных свойств для мышей 
и способна противодействовать индукции интерферо­
на в клетке­хозяине, а также предотвратить активацию 
пути NF­κB при иммунном ответе [7]. Кроме этого, были 
выявлены аминокислотные замены  30D, 215A в  бел­
ке M1, признанные детерминантами патогенности для 
мышей [13].

Таким образом, несмотря на отсутствие известных 
маркерных аминокислотных замен у изученного виру­
са, необходимых для успешной репликации в организ­
ме млекопитающих, выявление маркеров вирулент­
ности для лабораторных животных свидетельствует 
о необходимости проведения дополнительных иссле­
дований по изучению биологических свойств вируса 
гриппа птиц подтипа H5N8.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было уста­

новлено, что вирус A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 
генетически максимально близок к изолятам ВГП под­
типа Н5N8, выявленным в 2020 г. во время вспышек 
гриппа птиц на территории РФ, и принадлежит к  ге­
нетической кладе 2.3.4.4 подтипа Н5. Полногеномное 
секвенирование позволило установить отсутствие 
реассортации геномных сегментов исследованного 
изолята как с вирусами гриппа других подтипов, так 
и  с ранее выделенными на территории  РФ вируса­
ми подтипа H5N8 генетической клады 2.3.4.4. Анализ 
молекулярных маркеров вируса свидетельствует об 
адаптации вируса A/chicken/Astrakhan/2171­1/2020 
к организму птиц и отсутствии адаптационных мутаций 
к организму млекопитающих, в том числе и человека. 
Маркеров устойчивости вируса к противовирусным 
препаратам адамантанового ряда, осельтамивиру и за­
намивиру не выявлено.
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Таблица 2
Аминокислотные остатки, определяющие спектр хозяев вируса гриппа
Table 2
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661 A A T
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701 D D N
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PA
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100 V V A

356 K K R

382 E E D

400 S Q/T/S L
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552 T T S
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33 V V I

61 I I L

100 R R V
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136 L L M

214 R R K

283 L L P

293 R R K

313 F F Y

375 D D G/E

M1
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M2
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NEP
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