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Изложены результаты клонирования генов вируса лихорадки долины Рифт, коди-
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РНК, вируссодержащего материала и варианта олигонуклеотидных праймеров.

Работа выполняется при поддержке гранта РФФИ проект №: 11-08-01245 а

Лихорадка долины Рифт (Лихорад-
ка Рифт-Валли (ЛДР), Rift Valley fever) — это 
трансмиссивная зооантропонозная вирус-
ная инфекция, которая характеризуется ли-
хорадкой, геморрагическим синдромом, 
абортами, ретинитом и энцефалитом.

Вирус ЛДР представлен единственным 
серотипом и относится к роду Phlebovirus 
семейства Bunyaviridae. Он обладает вы-
раженной патогенностью для человека и 
многих видов диких и домашних копытных 
животных. В эндемичных регионах заболе-
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ваемость ЛДР регистрируется в виде спора-
дических случаев, эпидемических вспышек 
крупных эпизоотий и эпидемий.

Вирус ЛДР способен инфицировать 
многие виды животных, включая крупный 
рогатый скот, овец, верблюдов и коз.

Подавляющее большинство случаев 
инфицирования людей происходит в ре-
зультате прямых или косвенных контактов 
с кровью или органами инфицированных 
животных. Вирус может передаваться чело-
веку при манипуляциях с тканями животных 
во время их забоя или разделки, оказании 
помощи животным при родах, проведении 
ветеринарных процедур.

В большинстве случаев инфекция про-
текает с лихорадкой и миалгией. Изредка 
развивается геморрагическая лихорадка с 
тяжелыми поражениями печени. Около 10% 
случаев протекают в легкой форме, но при-
водят к хориоидиту. При офтальмоскопии 
обнаруживают отек, кровоизлияния и ин-
фаркты сетчатки. В отдельных случаях у пе-
реболевших животных и людей развивается 
слепота. Значительно реже (меньше чем в 1 
случае из 200) развивается вирус индуциро-
ванный энцефалит [3].

Инфицирование происходит в ре-
зультате укусов инфицированных комаров, 
чаще всего комаров вида Aedes. Самка ко-
мара способна также передавать вирус не-
посредственно своему потомству через от-
кладываемые яйца, из которых появляются 
новые поколения инфицированных кома-
ров. Этим объясняется непрерывное при-
сутствие вируса ЛДР в энзоотических очагах 
и устойчивый механизм существования ви-
руса, так как яйца комаров могут сохранять 
свою жизнеспособность в сухих условиях в 
течение нескольких лет. Период выпадения 
обильных осадков приводит к быстрому ро-
сту их численности, а это, в свою очередь, 
приводит к распространению вируса среди 
животных, кровью которых они питаются. 
Возможна также передача вируса ЛДР ге-
матофагами (питающимися кровью мухами) 
[7].

Заболевание распространено во мно-

гих странах Африки и Ближнего Востока. В 
1997-1998 годах крупная вспышка болезни 
произошла в Кении, Сомали и Танзании, а в 
сентябре 2000 года случаи заболевания ЛДР 
были подтверждены в Саудовской Аравии 
и Йемене [7]. Участились сообщения о еди-
ничных случаях ЛДР вне субтропических аф-
риканских стран, ее возможное появление и 
распространение в северных странах, вклю-
чая страны Средиземноморского бассейна, 
стали серьёзной причиной для беспокой-
ства [8]. Также имеются данные о появлении 
комаров-переносчиков во многих европей-
ских странах, связано это, вероятно, с изме-
нениями климатических условий [1, 2].

Импорт копытных животных, а также 
поездки людей на африканский континент 
могут стать причиной интродукции вируса 
ЛДР на неэндемичные территории. Следует 
всегда помнить, что вирус ЛДР рассматрива-
ется (наряду с вирусами других геморраги-
ческих лихорадок) в качестве агента высшей 
категории «А» из-за опасности применения 
в биотеррористических целях [4].

Таким образом, из-за высокой опас-
ности возникновения эпидемий и эпизо-
отий возникает необходимость создания 
эффективных защитных препаратов для 
сельскохозяйственных животных и челове-
ка. Одним из наиболее перспективных на-
правлений разработки средств специфиче-
ской профилактики ЛДР является создание 
генно-инженерных и ДНК-вакцин. Посколь-
ку эффективность вакцинации плазмидами 
подтверждена многими исследованиями, 
представленная работа является продолже-
нием данных исследований в области раз-
работки ДНК-вакцин.

Белок N вируса лихорадки долины 
Рифт является носителем группоспецифиче-
ских свойств и выявляется в РСК. Гликопро-
теины (Gn и Gc) - антигены, выявляемые в РН 
и РТГА. Это протективные антигены, облада-
ющие гемагглютинирующими свойствами, 
которые у буньявирусов выражены в мень-
шей степени, по сравнению с ортомиксо- и 
парамиксовирусами. Они индуцируют обра-
зование вируснейтрализующих антител. 
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Целью представляемой работы яв-
ляется конструирование рекомбинантных 
плазмид, несущие полноразмерные копий 
генов, кодирующих протективные белки: 
нуклеопротеин N и гликопротеины Gc и Gn 
вируса лихорадки долины Рифт.

Материалы и методы
В работе использован штамм вируса 

ЛДР «1974-ВНИИВВиМ» для интрацере-
брального заражения новорожденных мы-
шат-сосунов, доза заражения 6,0 МЛД50/см3.

Подбор праймеров, фланкирующих 
указанные гены, осуществляли с исполь-
зованием программ BioEdit 6.0 и Oligo 
6.2 на основе анализа депонированных в 
GenBank первичных последовательностей 
геномов изолятов возбудителя ЛДР (RVF 
35/74: segment M (JF784387.1), segment S 
(JF784388.1)).

Выделение РНК ЛДР проводили с ис-
пользованием набора для выделения РНК 
(«Omnix», Россия) и методом фенольной 
экстракции с применением 4М ГТЦ.

Для постановки обратной транс-
крипции использовали AMV-ревертазу 
(«Promega», США) и генно-инженерную 
M-MLV-ревертазу Reverse Transkriptase («α 
фермент», Россия), гексамерные рандом-
праймеры («Fermentas», Литва).

Для постановки ПЦР Pfu-полимеразу 
(«Fermentas», Литва) и Taq-полимеразу («α 
фермент», Россия), буфер с (NH4)2SO4, 2,5мМ 
MgCl2, смесь трифосфатов 0,5мМ.

Реакции проводили в амплификаторе 
«Терцик» (Россия).

Фракционирование и визуализацию 
ПЦР ампликонов проводили методом элек-
трофореза в 1,0 % агарозном геле с добав-
лением бромистого этидия (1:1000, CEtBr=10 
мкг/мл) [6].

В работе использовались молекуляр-
но-биологические методы (рестрикция, ли-
гирование, ОТ-ПЦР) [6].

Оптимизация условий получения пол-
норазмерных копий генов 

Для накопления вируссодержащего 
материала проводили интерцеребральное 
заражение новорожденных однодневных 

мышат вирусом ЛДР, штамм «1974-ВНИИВ-
ВиМ» в дозе 6,0 МЛД50. 

Поскольку для штамма характерно 
максимальное накопление вируса в голов-
ном мозге, пробы отбирали через 72-96 ча-
сов у особей с явными клиническими при-
знаками: плавательные движения, паралич 
задних конечностей, цианозные слизистые, 
слепота, либо боязнь яркого света.

В ходе работы сравнивали количе-
ственный и качественный выход РНК ЛДР из 
мозгового и культурального вируссодержа-
щих материалов. По результатам исследо-
ваний наибольший выход вирусной РНК из 
культурального материала наблюдали при 
использовании метода фенольной экстрак-
ции с применением 4М ГТЦ, в то время как 
из головного мозга мышей максимального 
выхода достигали при выделении набором 
для экстракции РНК «Omnix»: 1,7-1,9 мкг с 
1500 мкл 10% суспензии мозга.

Синтез кДНК проводили на свежеполу-
ченной матрице РНК вируса ЛДР (24-48ч.), 
выделенный из головного мозга мышей, 
либо из вируссодержащего культурального 
(CV-1) материала, с титром не менее 8,5-8,9 
lg МЛД50/см3 и 7,0-7,5 lg ТЦД 50/см3, соответ-
ственно.

При постановке ПЦР с использовани-
ем праймеров, опубликованных Lagerdvist с 
соавторами (2009г), количество синтезиро-
ванного продукта не превышало 10 нг.

Столь низкий выход ПЦР продуктов 
при использовании праймеров (Lagerdvist) 
объясняется тем, что праймеры были рас-
считаны для аттенуированного штамма ЛДР 
«MP-12», который, вероятно, имеет зна-
чительные отличия в последовательности 
генома от таковой штамма «1974-ВНИИВ-
ВиМ».

В связи с этим проводили подбор прай-
меров для амплификации полноразмерных 
копий генов Gn и Gc с помощью  программ 
BioEdit 6.0 и Oligo 6.2. При выборе прайме-
ров учитывали минимальное содержание 
самокомплементарных регионов в последо-
вательности праймера, которые могут при-
водить к образованию шпилек и димерных 
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структур, также в структуру включены сайты 
рестрикции F-Gn SalI, R-Gn XbaI, F-Gc PstI, 
R-Gc SphI, F-N и R-N NotI для последующей 
встройки в плазмидный вектор.

Рассчитанный размер ПЦР-продукта, 
содержащего полноразмерный ген глико-
протеина Gc, составлял  1521 п.о., гликопро-
теина Gn – 1583 п.о. и нуклеопротеина N – 
737 п.о.

Синтез полноразмерных копий кДНК 
нуклеопротеина N

Для синтеза кДНК при-
меняли M-MLV-ревертазу 
(200 e.a. на 20 мкл реакци-
онной смеси), рандом-прай-
меры (1,0 мкг) и исходную 
матрицу (3,0мкл; С=1,6 мкг/
мкл).

В ходе исследований 
оптимизированы условия 
обратной транскрипции РНК 
вируса ЛДР (полного генома 
и отдельных сегментов) и 
оценена эффективность ис-
пользования  ревертаз AMV 
(Promega) и M-MLV (α фер-
мент). В процессе оптими-
зации условий было опре-
делено оптимальное значе-
ние количества вносимой 
РНК-матрицы: порядка 0,6-
3,0мкг/мкл, с оптимумом в 
1,6 мкг/мкл. Установлено, 
что при синтезе кДНК кри-
тичным является временной 

интервал постановки синтеза  после выде-
ления РНК вируса, который не должен пре-
вышать 72 часа после выделения.

Для получения полноразмерных ко-
пий кДНК гена, кодирующего нуклеопроте-
ин N, применяли Taq-полимеразу (5 e.a. на 
25 мкл реакционной смеси), праймеры (F-N 
и R-N по 1,0 мкл; C=10pM/мкл), в качестве 
матрицы использовали синтезированную 

кДНК (1,6мкл). Для ПЦР 
подобран следующий 
режим: 35 циклов с де-
натурацией при 95°С-30 
с, отжигом праймеров 
при 50°С-30 с и элонга-
цией при 72°С-120 с, и 
заключительный еди-
ничный этап достройки 
72°С-300 с.

Синтез полнораз-
мерных копий глико-
протеинов Gc и Gn

Реверсию прово-
дили с использованием 

Рис. 1 – Схемы расположения праймеров
A. F-Gn, R-Gn, F-Gc и R-Gc на М сегменте
ORF Gp – открытая рамка считывания гликопротеина 

Gp; малыми стрелками указаны направления и места посад-; малыми стрелками указаны направления и места посад-
ки праймеров: F-Gn и R-Gn – прямой и обратный праймеры, 
фланкирующие участок, кодирующий гликопротеин Gn; F-Gc 
и R-Gc – прямой и обратный праймеры, фланкирующие уча-
сток, кодирующий гликопротеина Gc

B. F-N, R-N на S сегменте
ORF Ns – открытая рамка считывания неструктурного 

белка NSs, ORF N – открытая рамка считывания нуклеопро-
теина N; малыми стрелками указаны направления и места 
посадки праймеров

Рис. 2 – Электрофореграмма разделения продуктов ампли-
фикации гена, кодирующего нуклеопротеин N

М – маркер молекулярной массы DNA λ/PstI
1-10 - синтезированные ПЦР продукты, равные по массе те-

оретически рассчитанным ампликонам нуклеопротеина N
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M-MLV-ревертазы (200 e.a.), с праймерами 
F-Gc и F-Gn на матрице РНК M сегмента ге-
нома вируса ЛДР (5мкл; C=0,9мкг/мкл), по-
лученный элюцией из агарозного геля.

Для синтеза копий генов, кодирующих 
Gc и Gn, проводили оптимизацию ПЦР по 
анализу количественного соотношения ком-
понентов реакционных смесей и параме-
трам цикла ПЦР.

После оптимизации ПЦР системы по 
количественному соотношению компо-
нентов реакционной смеси и параметрам 
цикла, были подобраны следующие усло-
вия: для постановки ПЦР применяли Taq-
полимеразу (5 е.а.), праймеры F-,R-Gc и F-,R-
Gn (по 10пM), MgCl2 (4мМ). Синтез кДНК (2 
мкг) проводили при следующем режиме: 35 
циклов с денатурацией при 95°С - 30 с, отжи-
гом праймеров при 47°С - 30 с и элонгацией 
при 72°С - 120 с, и этап достройки 72°С - 600 
с.

Эффективность синтеза и количествен-
ный выход ПЦР продукта в разработанной 
ПЦР системе составлял 200-250 нг на пробу.

Из рисунка 3 и 4 следует, что рассчи-
танные нами праймеры и подо-
бранные условия постановки ОТ-
ПЦР позволяют эффективно ам-
плифицировать полноразмерные 
копии генов, кодирующих нукле-
опротеин N и гликопротеины Gc и 
Gn.

Клонирование полнораз-
мерных генов

После получения препара-
тивных количеств ПЦР-продуктов 
проведено клонирование ампли-
фикатов указанных генов.

Первоначальное клониро-
вание амплификатов Gc и Gn про-
водили в плазмидном векторе 
pTZ57R (Fermentas). В результате 
получено 58 клонов Gc и 68 кло-
нов Gn, из которых методом ре-
стрикционного анализа отобраны 
клоны, содержащие встройки Gc 
- pTZ57R/G1/4 и Gn pTZ57R/G2/1 
для дальнейшего анализа.

Рис. 3 –  Электрофореграмма разде-
ления ПЦР продуктов Gn

1-5 - амплификаты Gn
М - маркер мол.массы  DNA фага λ/PstI

Рис. 4 – Электрофореграмма разделе-
ния ПЦР продуктов Gc

1-5 - амплификаты Gc
М - маркер мол.массы  DNA фага λ/PstI

Рис. 5 – Схема рекомбинантной плазмиды pET-
32b/G2/5/11

Примечания : 
RVF-Gn –  встройка гена, кодирующего гликопро-

теин Gn, стрелкой указывается направление транс-Gn, стрелкой указывается направление транс-, стрелкой указывается направление транс-
крипции

T7_Promoter, T7_terminator - T7 промотор и T7 тер-T7 промотор и T7 тер-7 промотор и T7 тер-T7 тер-7 тер-
минатор, начало и конец транскрипции встройки гена
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Данные плазмиды использовались 
так же, как матрицы для ПЦР с праймерами 
M13/pUC (Fermentas). Так, полученные ПЦР 
продукты на электрофорезе в 1%-ном ага-
розном геле шли на уровне ~1500 п.о., что 
подтверждает наличие встройки, равной по 
молекулярной массе теоретически рассчи-
танной.

Для получения экспрессирующего век-
тора проведено направленное клонирова-
ние амплификатов Gn по сайтам рестрикции 
SalI и XbaI в плазмиду pE-T32b(+) (Novagen). 
По результатам рестрикционного и ПЦР ана-
лиза отобран клон pET-32b/Gn/5/11с реком-
бинантной плазмидой, по молекулярной 
массе равной теоретически рассчитанной. 

Заключение
В результате проведенных исследова-

ний получены полноразмерные копии ге-
нов, кодирующие нуклеопротеин N и глико-
протеины Gc и Gn. Проведена оптимизация 
условий ПЦР для наработки полноразмер-
ных копий генов Gn и Gc. Полученные кДНК 
использованы для конструирования реком-
бинантных плазмид. В дальнейшем будет 
проведен сравнительный анализ иммуно-
генности препаратов при различных спосо-
бах введения плазмид в организм животно-
го (микрокапсулы, нативная, с адъювантом) 
и изучение индукции синтеза вирусоспеци-
фических антител.
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