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РЕЗЮМЕ
Бешенство является одним из опасных зоонозов, который вызывает поражение центральной нервной системы, приводит к энцефаломиелитам, парали-
чам с неизбежным летальным исходом. Заболевание наносит значительный экономический ущерб, который связан с гибелью животных, ликвидацией 
последствий вспышек болезни, введением строгих ограничений, налагаемых на внутреннюю и международную торговлю продукцией животноводства, 
проведением профилактических и карантинных мероприятий, осуществлением лабораторных исследований. Для борьбы с бешенством Всемирная 
организация здравоохранения животных рекомендует вакцинопрофилактику. Для глобальной профилактики и борьбы с этим заболеванием произ-
водимого количества доступных высококачественных вакцин недостаточно. Стабильные аттенуированные производственные штаммы вируса бешен-
ства с широкой перекрестной активностью против различных вариантов возбудителя являются идеальными кандидатами для создания надежных, 
безопасных и эффективных препаратов. На сегодняшний день применен ряд подходов для снижения вирулентности вируса и повышения безопас-
ности антирабических вакцин. Большую популярность имеют методы обратной генетики, которые представляют собой новые подходы к исследованию 
функции конкретного гена путем анализа фенотипических эффектов за счет непосредственного манипулирования последовательностями нуклеотидов. 
Данная группа методов произвела революцию в молекулярной биологии, стала мощным инструментом для изучения генетики РНК-содержащих ви-
русов и широко используется в исследованиях возбудителя бешенства. Применение методов обратной генетики позволило проводить модификации 
производственных штаммов вируса бешенства для использования при изготовлении современных генно-инженерных антирабических препаратов, 
вызывающих стойкий и длительный иммунитет. В представленном обзоре кратко изложены общие подходы к разработке вирусных векторов с целью 
создания генно-инженерных вакцин против бешенства.
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SUMMARY
Rabies is a dangerous zoonotic disease that affects the central nervous system, causes encephalomyelitis and paralyses and is almost invariably fatal. The disease 
causes significant economic losses associated with the death of animals, outbreak consequences, strict restrictions on domestic and international trade in livestock 
products, preventive and quarantine measures, laboratory tests. The World Organization for Animal Health recommends vaccination to control rabies. Taking into 
account that there is a lack of affordable high-quality vaccines to globally prevent and control the disease, stable, attenuated production strains of rabies virus 
with broad cross-activity against various variants of the pathogen shall be considered as ideal candidates to produce high-quality, safe and effective vaccines. 
Currently, some approaches are applied to reduce the virus virulence and improve safety of rabies vaccines. Reverse genetics is very popular now. It provides new 
approaches to study functions of a specific gene by analyzing phenotypic effects after direct manipulations with nucleotide sequences. The methods of reverse 
genetics have revolutionized molecular biology and have become a powerful tool to study genetics of RNA viruses. These methods are widely used to study rabies 
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кого качества с заданным количеством иммуногенных 
компонентов [2].

Для  борьбы с  бешенством широко применяются 
инактивированные и аттенуированные вакцины, при 
этом они имеют определенные недостатки, наибо-
лее важные из которых связаны с их безопасностью 
и жесткими требованиями к уровню биологической 
безопасности лаборатории. Современные вакцины 
против бешенства, представляющие собой химически 
инактивированный цельный вирусный препарат, со-
единенный с адъювантом, либо живые вакцины (чаще 
всего используются в энзоотических районах), оказа-
лись очень успешными в снижении числа вспышек во 
всем мире  [4,  5]. Однако при использовании живых 
антирабических вакцин существует риск возврата ви-
рулентности применяемого штамма, что крайне опасно. 
Кроме того, важной проблемой, связанной с изготовле-
нием коммерческих вакцин, является необходимость 
в  дорогостоящих производственных мощностях, ло-
кализованных в помещениях с уровнем биобезопас-
ности  BSL-3, и  образование большого количества 
инфекционного агента для производства препарата. 
Возможность обойти эти ограничения появилась за 
счет разработок генно-инженерных вакцин, которые 
безопасны в производстве. Применяемые модифици-
рованные конструкции являются неинфекционными 
и могут использоваться для изготовления препаратов 
в лабораториях уровня BSL-2. Но при этом необходимо 
доказывать отсутствие вирулентности вируса, получен-
ного методами обратной генетики, или его принадлеж-
ность к 3–4-й группам патогенности [6–8]. 

В  1994  г. M.  J.  Schnell  et  al. удалось клонировать 
кДНК каждого гена вируса бешенства и получить мо-
дифицированный вирус. В последнее время в связи 
с накоплением большого количества данных о после-
довательностях генов для определения их функций 
стали применять методы обратной генетики. Сущность 
данного подхода заключается в движении «от геноти-
па к  фенотипу», а  именно в  проведении различных 
манипуляций с последовательностями генов, изменяя 
или выключая тот или иной ген, и последующем ана-
лизе того, какие изменения они вызовут [9]. При этом 

ВВЕДЕНИЕ
Бешенство – острое вирусное заболевание, пора-

жающее почти все виды млекопитающих, включая че-
ловека [1]. В случае развития клинических признаков 
летальность составляет 100%. По оценкам Всемирной 
организации здравоохранения, более 59 000 случаев 
смерти людей ежегодно в мире обусловлены укусами 
инфицированных вирусом бешенства животных. 

Для успешного искоренения заболевания необ-
ходимо: выполнять комплекс мер по вакцинопрофи-
лактике диких плотоядных животных (программа по 
оральной иммунизации); осуществлять вакцинопро-
филактику домашних животных; проводить по со-
временной схеме лечебно-профилактическую имму-
низацию обратившихся за антирабической помощью 
людей и профилактическую вакцинацию людей групп 
риска, прежде всего профессионального; контроли-
ровать проводимые антирабические мероприятия, 
включающие в себя блок задач и методик. Учитывая, 
что для глобальной профилактики и борьбы с этим 
заболеванием производимого количества доступных 
высококачественных вакцин недостаточно, идеаль-
ными кандидатами для создания относительно недо-
рогих, надежных, безопасных и эффективных препа-
ратов представляются стабильные аттенуированные 
производственные штаммы вируса бешенства с ши-
рокой перекрестной активностью против различных 
вариантов возбудителя [2]. Однако разработка таких 
препаратов требует значительных усилий. 

С момента получения первой антирабической вак-
цины Пастером в  конце XIX  века препараты значи-
тельно усовершенствовались, а  иммунизация стала 
проводиться как для домашних и сельскохозяйствен-
ных животных, так и для видов – резервуаров возбуди-
теля [3]. Долгое время для изготовления вакцин при-
меняли ткани головного мозга, пораженные вирусом. 
Сообщалось о серьезных побочных реакциях при ис-
пользовании антирабических вакцин из нервных тка-
ней либо из тканей развивающихся эмбрионов птиц. 
Появление современных технологий промышленного 
культивирования и ферментации клеток значительно 
расширило возможности производства вакцин высо-

virus. The use of reverse genetics has made it possible to modify rabies virus production strains for manufacture of modern genetically modified rabies vaccines that 
induce a persistent and long-term immunity. The review briefly covers general approaches to development of viral vectors with the purpose to create genetically 
modified rabies vaccines.
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иновая кислота служит матрицей для транскрипции 
РНК-зависимым РНК-полимеразным комплексом, со-
стоящим из L- и P-белков, что приводит к синтезу мРНК 
для экспрессии N-, P-, M-, G- и L-белков. Репликация 
геномов с отрицательной цепью приводит к образо-
ванию антигеномов, которые служат шаблонами для 
синтеза геномов с  отрицательной цепью. Геномная 
и комплементарная ей антигеномная РНК плотно ин-
капсулируются нуклеопротеином с  образованием 
спирального рибонуклеопротеина. В качестве шабло-
на для репликации и транскрипции подходит только 
рибонуклеопротеин, а не свободная РНК. Вирусный 
капсид окружен мембраной, полученной из клетки-хо-
зяина, которая взаимодействует с матриксным белком 
и гликопротеином вируса бешенства [17–19]. 

Каждое соединение между генами вируса бешен-
ства в составе генома содержит последовательность, 
определяющую конец вышестоящего гена, межгенный 
участок и начальный фрагмент для нижестоящего гена. 
Эти последовательности функционируют как сигнал 
для полиаденилирования, а также для инициации, уку-
порки и метилирования нисходящей РНК. Межгенные 
участки вируса бешенства N-P, P-M, M-G и G-L (нетранс-
лируемая псевдогенная ψ-область) составляют 2, 5, 5 
и 24 нуклеотида соответственно [14, 20].

АНАЛИЗ ГЕНОВ ВИРУСА БЕШЕНСТВА 
ДЛЯ РАЗРАБОТКИ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫХ 
АНТИРАБИЧЕСКИХ ВАКЦИН
G-ген вируса бешенства и его экспрессия. Гликопро-

теин – белок вируса бешенства, который локализован 
на поверхности пулевидного вириона. Он является ос-
новным структурным белком и антигеном вируса бешен-
ства, который вызывает высокий иммуногенный ответ. 
G-белок выполняет две основные функции: определяет 
патогенность вирусной частицы и отвечает за индуци-
рование гуморального и клеточного иммунитета против 
данного возбудителя [19, 21]. Кроме того, гликопротеин 
обеспечивает взаимодействие вириона с соответству-
ющими рецепторами на  поверхности клеток для его 
проникновения внутрь, определяет нейротропный ха-
рактер заражения организма [22]. Важно отметить, что 
в отличие от полевых изолятов ослабленные вакцинные 
штаммы вируса бешенства способны синтезировать бо-
лее высокие уровни гликопротеина в инфицированных 
нейронах [23]. Исследователи C. E. Rupprecht et al. обра-
щают внимание на то, что ослабленные штаммы возбуди-
теля бешенства вызывают массовый апоптоз нейронов, 
в то время как при заражении патогенным уличным изо-
лятом данные явления наблюдаются гораздо реже [8]. 
Искусственное внесение мутаций в  G-ген вируса бе-
шенства позволяет получать материал для создания 
антирабических вакцин нового поколения на основе 
генно-инженерных конструкций.

Генные конструкции вируса бешенства, содержащие 
две и три копии G-гена. Как показывают результаты ис-
следований ряда авторов, модификация вируса бешен-
ства, содержащего две копии G-гена, позволяла увели-
чивать экспрессию гликопротеина, что значительно 
улучшало эффективность вакцин, повышая их имму-
ногенность. Патогенность штаммов при этом резко 
снижалась. Исследователи также показали, что уровень 
экспрессии G-белка обратно коррелирует со степе-
нью патогенности вируса бешенства [21,  24,  25]. По-
вышенный синтез гликопротеина связан с усиленным 

в  отличие от  классических подходов методы обратной 
генетики позволяют использовать нуклеотидные по-
следовательности для анализа специфической роли 
гена в определении фенотипа.

В настоящее время существуют 4 основные группы 
данных методов: замещение/выключение гена путем 
гомологичной рекомбинации; РНК-интерференция/
генный сайленсинг; инсерционный Т-ДНК-мутагенез 
(T-DNA  tagging); TILLING (Targeting Induced Local Le-
sions in  Genomes). Следует отметить, что создание 
методов обратной генетики значительно облегчило 
проведение молекулярно-биологического анализа 
РНК-содержащих вирусов за счет появления возмож-
ности проводить исследования непосредственно с мо-
лекулами рибонуклеиновой кислоты [10].

Вследствие проведения реверсии in vitro РНК вируса 
преобразуется в соответствующую ей кДНК. Дальней-
шие манипуляции с последовательностью полученной 
нуклеиновой кислоты, такие как сайт-специфическая 
мутация, делеция, вставка, замена участка гена, либо 
полностью всего гена, могут быть выполнены на уровне 
кДНК для изучения структуры и функции конкретного 
гена [11]. Так, M. J. Schnell et al. в 1994 г. применяли мето-
ды обратной генетики для исследования ослабленного 
фиксированного штамма SAD-B19 вируса бешенства [9]. 
В последующем многие исследователи стали исполь-
зовать этот мощный инструмент для изучения моле-
кулярной биологии вирусов бешенства генетической 
группы RABV. Методы обратной генетики открыли ши-
рокие перспективы для разработки современных генно- 
инженерных вакцин против бешенства, которые гораздо 
безопаснее, чем традиционные вакцины [10, 12, 13].

В представленном обзоре кратко изложены общие 
подходы к  разработке вирусных векторов с  целью 
создания генно-инженерных антирабических вакцин. 
Проанализировано множество работ, посвященных 
применению методов обратной генетики вирусов с от-
рицательной цепью РНК, а также истории и разработ-
ке вакцин против бешенства [2, 3, 5, 7, 14–16]. В статье 
обобщены применяемые в настоящее время техноло-
гии с использованием методов обратной генетики для 
снижения вирулентности и повышения безопасности 
вакцин против бешенства. Рассматриваются также об-
щие вопросы, касающиеся применения данной группы 
методов для работы с вирусами, геном которых пред-
ставлен РНК с отрицательным смыслом.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
СТРОЕНИЯ ВИРУСА БЕШЕНСТВА
Возбудителем бешенства является нейротропный 

вирус, принадлежащий к  роду Lyssavirus семейства 
Rhabdoviridae. За подавляющее большинство случаев 
ответственен вирус бешенства генетической группы 
RABV (Rabies virus) [8]. 

Структура вириона представляет собой пулевидную 
частицу длиной примерно 250 нм и диаметром 70 нм. 
Геном вируса бешенства – одноцепочечная РНК отри-
цательной полярности размером 11 000–12 000 н. о., ко-
дирующая следующие пять структурных белков в кон-
сервативном порядке 3’→5’: нуклеопротеин (N-белок), 
фосфопротеин (P-белок), матриксный белок (M-белок), 
гликопротеин  (G-белок) и  РНК-зависимую РНК-
полимеразу (L-белок) [4].

Транскрипция начинается с  синтеза короткой ли-
дерной РНК с 3’-конца геномной РНК. Вирусная нукле-
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Значимые нуклеотидные замены в G-гене вируса бе-
шенства. По данным M. Faber et al., замена одной амино-
кислоты в положении 333 гликопротеина с положитель-
но заряженного остатка аргинина (Arg) или лизина (Lys) 
на глутамин (Gln) либо изолейцин (Ile) делает вирулент-
ный штамм вируса бешенства апатогенным для взрос-
лых мышей при интрацеребральном введении [21]. При 
этом есть сведения, что аминокислоты гликопротеина 
в позиции 333 не полностью ответственны за патоген-
ность вируса. Соответственно, некоторые штаммы воз-
будителя бешенства, имеющие замену на Gln333, сохраня-
ют нейроинвазивную способность и патогенность [17].

При анализе методами обратной генетики штамма 
RC-HL вируса бешенства Y. Ito et al. пришли к выводу 
о том, что аминокислоты, расположенные между по-
зициями 164–303 в G-белке, особенно аминокислоты 
в положениях 242, 255 и 268, также играют важную роль 
в определении апатогенности штамма [27]. В процессе 
исследования M. Faber et al. обнаружили, что аминокис-
лотная замена в позиции 194 гликопротеина с аспара-
гина (Asn) на лизин (Lys) исключительно ответственна 
за восстановление патогенности у непатогенного, атте-
нуированного штамма SPBNGA вируса бешенства [21].

Учитывая опыт многих исследователей, можно сде-
лать вывод, что при использовании рекомбинантных 
штаммов вируса бешенства, которые несут два или 
более G-генов, кодирующих гликопротеин с мутация-
ми в позициях 149, 194 и 333, значительно снижается 
риск возвращения к патогенному фенотипу.

Значимые мутации в  М-белке вируса бешенства. 
Матриксный белок вируса бешенства является много-
функциональным, имеет небольшой молекулярный вес 
около 20–25 кДа и длину 202 а. о. Этот фосфопротеин 
представлен двумя изоформами M1 и М2, которые от-
личаются друг от друга степенью фосфорилирования. 
Матриксный белок структурно представляет собой 
мостик между N- и G-белком. M-ген является гораздо 
более консервативным по сравнению с P-белком. Счи-
тается, что матриксный белок образует слой между гли-
копротеином в оболочке вириона и спиральным ядром 
нуклеокапсида, состоящим из РНК и N-, L-, P-белков. 
M-белок является основным фактором, способствую-
щим морфогенезу вириона [28].

В своей работе S. Finke et al. продемонстрировали, 
что М-белок устанавливает баланс между процессами 
транскрипции и репликации вируса [15, 16]. Он взаимо-
действует с рибонуклеопротеином вируса бешенства, 
который конденсирует в плотную пулевидную форму, 
и играет ключевую роль в сборке и почковании зрелых 
вирионов [29].

По данным С. Wirblich et al., в структуре матриксно-
го белка имеется L-домен с четырьмя мотивами, одним 
из которых является PPxY (PPEY), замыкающийся на 
конце M-белка. Авторы создали конструкции с точеч-
ными мутациями и выявили, что PPEY необходим для 
эффективного высвобождения вириона из клеточной 
мембраны. Аминокислотные делеции и замены в мо-
тиве PPEY приводят к уменьшению распространения 
вирусной инфекции. Сконструированные на этой осно-
ве рекомбинантные вирусы обладали ослабленной ви-
рулентностью для мышей, при этом вызывали мощные 
иммунные реакции [30]. Таким образом, значимые за-
мены в матриксном белке вируса бешенства могут по-
зволить создавать генные конструкции для  получения 
современных антирабических вакцин.

апоптозом, который способствует индукции процесса 
регуляции генов, связанных с иммунными реакциями 
хозяина, наблюдаемыми в нейронах, инфицированных 
ослабленными штаммами вируса [21]. 

Коллективом японских ученых J.  Hosokawa- 
Muto  et  al. был создан штамм R(NPMGGL) рекомби-
нантного вируса бешенства, несущий гены двойного 
гликопротеина G. Данная конструкция была получена 
с  помощью методов обратной генетики с  использо-
ванием клонированной кДНК штамма  RC-HL. Биоло-
гические свойства созданного вируса сравнивались 
с таковыми у рекомбинантного штамма RC-HL (rRC-HL). 
Интенсивность репродукции штамма R(NPMGGL) виру-
са бешенства в клеточных линиях и вирулентность для 
взрослых мышей были почти такими же, как у штам-
ма rRC-HL. При этом содержание G-белка в очищенном 
вирионе штамма R(NPMGGL) и уровень экспрессии гли-
копротеина в инфицированных клетках были в 1,5 раза 
выше, чем у  штамма rRC-HL. В результате последо-
вательных пассажей штамма R(NPMGGL) в  культуре 
клеток уровень экспрессии G-белка сохранялся, титр 
инфекционной активности вируса повышался по мере 
адаптации к клеткам. Было также показано, что штамм 
R(NPMGGL) обладает более высокой иммуногенностью, 
чем штамм rRC-HL [6]. Таким образом, модифицирован-
ный штамм вируса бешенства, несущий двойной G-ген, 
позволит в  будущем проводить разработки новых 
генно-инженерных вакцин против бешенства. Следу-
ет также отметить, что в данном случае речь идет об 
инактивированном препарате, поскольку в качестве 
единственной модификации выступает дублирование 
G-гена, позволяющее значительно увеличить концен-
трацию иммуногенных компонентов и, как следствие, 
иммуногенность вакцины.

В своей работе Y. Tan et al. использовали саморас-
щепляющуюся последовательность 2A-гена вируса 
ящура для экспрессии двойных или тройных копий 
G-гена вируса бешенства из одной открытой рамки 
считывания, полученной из аденовируса человека 
5-го  типа   (  Ad Hu-5). Рекомбинантные аденовирусы 
продуцируют вирус в сходных титрах, что указывает 
на то, что вставка двойных или тройных копий G-гена 
вируса бешенства, связанного с последовательностью 
2A-гена вируса ящура, не влияет на репликацию вируса. 
Гликопротеин эффективно экспрессировался конструк-
циями, содержащими последовательность 2A-гена, 
и  сохранял свои антигенные свойства. Саморасще-
пляющийся пептид  2A опосредовал эффективную 
генерацию индивидуального гликопротеина вируса 
бешенства при оценке транзиентной экспрессии. Ме-
тодами проточной цитометрии доказали, что уровни 
экспрессии G-гена были выше в рекомбинантных аде-
новирусных конструкциях, несущих несколько копий 
гена гликопротеина вируса бешенства [26]. 

Таким образом, повышение уровня экспрессии 
G-гена обладает рядом преимуществ для создания 
генно-инженерных вакцин: 1)  существенно улучша-
ет производственные мощности и  биобезопасность; 
2) снижает экономические затраты. Эти факторы имеют 
решающее значение для современного изготовления 
безопасных и  эффективных доступных антирабиче-
ских вакцин. Таким образом, рекомбинантный вирус 
бешенства, экспрессирующий две или три копии глико-
протеина, является кандидатом для разработки генно- 
инженерных антирабических вакцин нового поколения.
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экспрессирующие N-, P- и L-белки вируса бешенства. Во 
избежание мутаций L-ген собирали из поэтапно клони-
рованных фрагментов. Аналогично конструировали 
плазмиду, несущую информацию о всем геноме вируса 
бешенства (р-геном). 

С помощью рестриктаз проводили поэтапную сбор-
ку вирусной кДНК в составе плазмиды с целью созда-
ния полноценной матрицы для реализации генетиче-
ского материала вируса бешенства. Для осуществления 
транскрипции сконструированных плазмид использо-
вали T7-РНК-полимеразу либо эндогенные клеточные 
РНК-полимеразы I или II типов. Для того чтобы получать 
точные 5’- и 3’-концы вирусной РНК, клонированную 
вирусную кДНК фланкировали автокаталитическими 
последовательностями рибозима. N-, P- и L-белки ви-
руса бешенства, экспрессируемые тремя плазмидами, 
инкапсулируют транскрибируемую полноразмерную 
антигеномную смысловую РНК с образованием рибо-
нуклеопротеина, который функционирует в качестве 
матрицы для дальнейшей экспрессии структурных ви-
русных белков и амплификации (-)РНК вируса бешен-
ства. Основополагающим в  данном случае является 
применение транскриптов с антигеномным смыслом, 
поскольку только они могут обеспечить процесс экс-
прессии генов и избежать гибридизации между геном-
ной (-)РНК и плазмидными (+)РНК. Рибонуклеопротеин 
конденсируется в форму пули с помощью матриксного 
белка и отделяется от цитоплазматической мембраны, 
где накапливались гликозилированные тримерные 
трансмембранные соединения. В завершении процес-
са формируются инфекционные вирионы, и наступает 
следующий цикл заражения [34–36].

В ряде работ описаны процедуры, облегчающие 
и  повышающие эффективность создания жизнеспо-
собного вируса бешенства. Так, для доставки РНК-
полимеразы T7 вместо заражения клеток рекомбинант-
ным вирусом осповакцины была создана клеточная 
линия, которая экспрессирует РНК-полимеразу T7  – 
BSR-T7/5 [37]. Коллективом авторов K. Inoue et al. был 
разработан сегментированный вариант вируса и по-
казано, что дополнительные нуклеотиды на терми-
нальном конце генома могут влиять на эффективность 
экспрессии. На 5’- и 3’-концы генома вируса бешенства 
были «пришиты» кодирующие  последовательности 

Значимые мутации в P-гене вируса бешенства. Важ-
нейшим структурным белком вируса бешенства являет-
ся фосфопротеин, молекулярный вес которого составля-
ет 260 кДа, длина около 330 а. о. N-концевая развернутая 
область P-белка взаимодействует с РНК-полимеразой. 
P-ген кодирует не менее четырех белков, синтезирую-
щихся в  инфицированной клетке. Фосфопротеин вы-
полняет функцию шаперона и образует связь с N-белком, 
который еще не связан с вирусной РНК. C-концевой до-
мен P-белка связывается с комплексом «нуклеопроте-
ин – РНК» и присоединяет полимеразный комплекс [29]. 

В процессе исследования M.  J.  Schnell  et  al. обна-
ружили иммунодоминантный сайт P-белка, который 
располагается в диапазоне 191–206 а. о. и является ан-
тагонистом интерферона [9, 31, 32]. В начале века Y. Ja-
cob et al. выявили, что легкая цепь цитоплазматического 
динеина, участвующая во внутриклеточном транспорте 
органелл, взаимодействует с фосфопротеином вируса 
бешенства [33]. Показано, что делеция домена P-белка, 
связывающего динеин LC8, значительно подавляла ре-
пликацию и транскрипцию вируса в нейронах. Следует 
отметить, что такой рекомбинантный вирус отличался 
снижением уровня экспрессии генов в культурах нейро-
нальных клеток, в то время как характер роста на неней-
рональных клетках оставался неизменным [17, 26]. Та-
ким образом, аминокислотные мутации в связывающем 
динеин домене Р-белка позволяют ослабить вирулент-
ность вируса бешенства, а созданные на этой основе ре-
комбинантные вирусы дают возможность разрабатывать 
генно-инженерные вакцины против бешенства.

СИНТЕЗ ИНФЕКЦИОННЫХ 
РЕКОМБИНАНТНЫХ ВИРУСНЫХ ЧАСТИЦ 
С ПОМОЩЬЮ МОДИФИЦИРОВАННОЙ кДНК
В 1994 г. M. J. Schnell et al. впервые сконструирова-

ли вирус бешенства с применением клонированной 
кДНК  [9]. Принципиальная схема данного процесса 
включала по меньшей мере одновременную транс-
фекцию в клетку четырех плазмид, кодирующих N-, P-, 
L-белки и полноразмерную кДНК вируса. (-)РНК вируса 
бешенства подвергали обратной транскрипции в анти-
геномную кДНК с положительным смыслом (рис.). Пу-
тем амплификации специфического гена из полнораз-
мерной кДНК сконструировали 3 плазмиды p-N, p-P, p-L, 
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Рис. Схема процесса синтеза инфекционных рекомбинантных частиц вируса бешенства из клонированной кДНК

Fig. Synthesis of infectious recombinant rabies virus particles from cloned cDNA 



11ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2023; 12 (1): 6–12 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2023; 12 (1): 6–12

вет при введении животным. Интересным также явля-
ется подход к применению методов обратной генетики 
для синтеза инфекционных рекомбинантных вирусных 
частиц с помощью модифицированной кДНК вируса бе-
шенства.
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двух рибозимов (HamRz и  HdvRz) для получения 
полноразмерных транскриптов вируса с  точными 
концами  [35]. Подобные модификации значительно 
расширяют возможности методов обратной генетики 
нуклеиновой кислоты возбудителя бешенства для раз-
личных клеточных линий и позволяют быстро и эффек-
тивно генерировать рекомбинантный вирус.

Следует отметить, что учеными также проводился 
анализ ψ-области генома возбудителя бешенства. Они 
обнаружили, что вирус с выключенным псевдогеном 
характеризовался нормальными показателями репро-
дукции в биологических тест-системах и не имел раз-
личий с изолятами и штаммами, которые не лишены 
данного региона [9, 34]. Таким образом, псевдоген ψ 
является идеальной мишенью для инсерций и  дает 
возможность осуществлять различные генетические 
манипуляции с геномом вируса бешенства.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В соответствии с  руководством Всемирной ор-

ганизации здравоохранения животных для борьбы 
с бешенством рекомендуется применять вакцинацию 
животных. В настоящее время для этих целей исполь-
зуют живые, а также культуральные инактивированные 
сорбированные и эмульсионные антирабические вак-
цины. При этом существует ряд недостатков, связанных 
с  жесткими требованиями к  уровню биологической 
безопасности производственных лабораторий и  ве-
роятностью возврата вирулентности аттенуированных 
штаммов вируса бешенства [3, 11, 14].

Для снижения вирулентности вируса и повышения 
безопасности антирабических вакцин в  настоящее 
время применяются методы обратной генетики  [38]. 
Как показывают результаты исследований ряда авто-
ров [9, 12, 31], многие свойства, присущие вирусу бешен-
ства с отрицательной несегментированной РНК, идеаль-
но подходят для конструирования векторов доставки 
генов с целью разработки генно-инженерных антираби-
ческих вакцин. Простой и консервативный состав генома 
вируса бешенства позволяет легко применять методы 
генной инженерии и экспрессировать измененные гены. 

Инкапсидация нуклеиновой кислоты возбудителя 
бешенства в рибонуклеопротеин обладает преимуще-
ством, позволяющим значительно снизить вероятность 
рекомбинации и  тем самым поддерживать стабиль-
ность генома [19, 38–41]. Следует учитывать высокую 
частоту реверсии во время репродукции вируса в ин-
фицированной клетке, связанной с низкой точностью 
транскрипции, осуществляемой РНК-полимеразой, что 
указывает на необходимость одновременного внесе-
ния нескольких изменений.

После многочисленных исследований по внесению 
изменений в геном вируса бешенства с помощью ме-
тодов обратной генетики стали конструировать атте-
нуированные живые штаммы возбудителя данного за-
болевания, что позволит разрабатывать современные 
генно-инженерные антирабические вакцины с высо-
кими показателями безопасности и  эффективности. 
В настоящее время исследователями делается акцент 
на значимые мутации, вносимые в G-, M-, P-гены вируса 
бешенства, приводящие к утрате патогенности. Особое 
внимание уделяется генным конструкциям, включаю-
щим в свой состав две и даже три копии G-гена, что по-
зволяет получать суспензии с высокой концентрацией 
гликопротеина и индуцировать сильный иммунный от-
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