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Резюме

Вирус гриппа птиц A субтипа Н5 широко распространен в популяции птиц, и существует риск его передачи 
человеку, поэтому для предотвращения распространения вируса необходимо создание эффективной вакцины. 
Целью данного исследования являлась разработка прототипов ДНК-вакцин, кодирующих модифицированные 
варианты тримера гемагглютинина и стебля гемагглютинина высокопатогенного вируса гриппа птиц А (H5N8), 
и изучение их иммуногенных свойств. Материал и методы. Спроектированы, наработаны и очищены ДНК-
конструкции, проведен анализ их экспрессии в эукариотических клетках с помощью ПЦР с обратной транс-
крипцией и вестерн-блот-анализа. Выполнена иммунизация лабораторных животных (сирийских хомяков) 
экспериментальными ДНК-вакцинами методом струйной инжекции, в сыворотке их крови с помощью ИФА 
определен титр антител. Сыворотки также исследованы в реакции вируснейтрализации в культуре клеток 
MDCK. Результаты и их обсуждение. Подтверждена экспрессия целевых генов в составе экспериментальных 
ДНК-вакцин на уровне транскрипции и трансляции. Анализ иммуногенности показал, что иммунизация сирий-
ских хомяков конструкциями pVAX-H5 и pVAX-H5 delT4, кодирующими варианты эктодомена гемагглютинина 
с тримеризующим доменом фибритина бактериофага T4 и без него, с помощью струйной инжекции приводит к 
формированию специфических антител (средние титры 1:3×104 и 1:5×103 соответственно), обладающих вирус-
нейтрализующей активностью (средний 50%-й нейтрализующий титр 1:40). При этом в группе животных, им-
мунизированных ДНК-вакциной, кодирующей стебель гемагглютинина, специфические антитела не выявлены. 
Заключение. В ходе работы спроектированы и получены ДНК-вакцины, кодирующие варианты тримера гемаг-
глютинина вируса гриппа подтипа A (H5N8) и его фрагмент (стебель). Проведено сравнение иммуногенности 
экспериментальных ДНК-вакцин и установлен наиболее перспективный вариант конструкции – pVAX-H5, ко-
дирующий модифицированный тример гемагглютинина вируса гриппа с тримеризующим доменом фибритина 
бактериофага T4.
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Abstract 

Avian influenza A virus subtype H5 is widespread in the bird population, and there is a risk of its transmission to 
humans, therefore, it is necessary to develop an effective vaccine to prevent virus spread. The aim of the work was to 
develop prototypes of DNA vaccines encoding modified variants of the hemagglutinin trimer of highly pathogenic avian 
influenza A virus (H5N8) and its fragment (stem) and to study their immunogenic properties. Material and methods. 
DNA constructs were designed, produced and purified, their expression was analyzed in eukaryotic cells using reverse 
transcription PCR and Western blot analysis. Laboratory animals (Syrian hamsters) were immunized with experimental 
DNA vaccines using the jet injection method, the antibody titer in their sera was determined using ELISA. The sera 
were also tested in the virus neutralization reaction in MDCK cell culture. Results and discussion. Expression of target 
genes in experimental DNA vaccines was confirmed at the transcription and translation levels. Immunogenicity analysis 
showed that immunization of Syrian hamsters with pVAX-H5 and pVAX-H5 delT4 constructs encoding hemagglutinin 
ectodomain variants with and without the fibritin trimerizing domain of bacteriophage T4 using jet injection resulted 
in the formation of specific antibodies (average titer 1:3×104 and 1:5×103, respectively) with virus-neutralizing activity 
(average 50 % neutralizing titer 1:40). At the same time, specific antibodies were not detected in the group of animals 
immunized with the DNA vaccine encoding the hemagglutinin stalk. Conclusions. In the course of the work, DNA 
vaccines encoding variants of the hemagglutinin trimer of the influenza virus subtype A (H5N8) and its fragment (stem) 
were designed and obtained. A comparison of the immunogenicity of experimental DNA vaccines was conducted and 
the most promising variant of the design – pVAX-H5, encoding a modified trimer of the hemagglutinin of the influenza 
virus with a trimerizing domain of the fibritin of the bacteriophage T4 – was established.
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Введение
Вирусы гриппа A относятся к семейству 

Orthomyxoviridae и характеризуются одноцепо-
чечным РНК-геномом негативной полярности, 
состоящим из восьми сегментов [1]. До 1997 г. 
считалось, что вирусы птичьего гриппа А подти-
па H5 не передаются непосредственно человеку, 
поскольку не связываются с рецептором сиало-
вой кислоты-α2,6-галактозы человека с высокой 
аффинностью. Однако в 1997 г. в Гонконге впер-
вые зарегистрировано 18 случаев респираторных 

заболеваний у людей (из них шесть – со смер-
тельным исходом), которые были вызваны высо-
копатогенными вирусами птичьего гриппа подти-
па А (H5N1). С тех пор ВОЗ подтвердила более 
900 случаев инфицирования человека и более 400 
смертей (летальность ~ 49 %) [2]. В частности, с 
2020 по 2022 г. зарегистрировано шесть случаев 
заражения людей вирусом гриппа H5 2.3.4.4b, в 
том числе один смертельный исход [3]. В марте 
2024 г. в США зафиксированы случаи инфициро-
вания крупного рогатого скота вирусом гриппа А 
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(H5N1) [4]. Некоторые реассортантные вирусы 
H5 с разными подтипами NA (например, H5N2, 
H5N8 и H5N6), которые произошли от одного и 
того же вируса H5N1, недавно появились в Ки-
тае и распространились в другие страны Евра-
зии и Северной Америки. Так, в начале декабря 
2020 г. в России впервые выявлены случаи зара-
жения людей вирусом А (H5N8) [5]. Хотя сообще-
ний об устойчивой передаче вируса от человека 
к человеку не поступало, показано, что лишь не-
скольких аминокислотных замен (например, за-
мены Gln на Leu в позиции 226 в гемагглютини-
не [6]) достаточно для того, чтобы вирусы линии 
A/H5 стали передаваться воздушно-капельным 
путем между млекопитающими [7].

Постоянно появляющиеся новые штаммы 
вируса гриппа усиливают потребность в усовер-
шенствовании вакцинных технологий, которые 
будут обеспечивать эффективный иммунный от-
вет и иметь возможность организации быстрого 
и масштабируемого производства. В настоящее 
время одобренные Управлением по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных 
средств (Food and Drug Administration, FDA) и 
лицензированные цельновирусные и живые ат-
тенуированные вакцины против вирусов гриппа 
А человека в основном производятся на куриных 
эмбрионах, и процесс может длиться до девяти 
месяцев [8]. Один из новых подходов ‒ создание 
вакцин на основе нуклеиновых кислот. Они обла-
дают такими характеристиками, как неинфекци-
онность, отсутствие антивекторного иммунного 
ответа, способность индуцировать гуморальный 
и клеточный иммунные ответы. Производство 
таких вакцин является однотипным, быстрым и 
масштабируемым [9]. Эти преимущества делают 
их перспективными для разработки вакцин про-
тив гриппа. Для повышения иммуногенности 
ДНК-вакцин используют различные методы до-
ставки, например физические (электропорация, 
генная пушка, микроиглы, струйная инжекция) 
и химические (липосомы, дендримеры и др.). К 
перспективным относится метод транспортиров-
ки с помощью струйной инжекции с использова-
нием индивидуальных насадок. ДНК-вакцины, 
доставленные таким способом, обладают высо-
кой иммуногенностью и вызывают минимальные 
побочные эффекты [10].

Гемагглютинин является одним из основных 
компонентов вакцин против гриппа, поскольку 
именно он индуцирует образование нейтрализу-
ющих антител, которые обеспечивают формиро-
вание защитного иммунного ответа. Разработка 
универсальной вакцины, способной вызывать 
иммунный ответ против широкого спектра штам-
мов вируса гриппа, также очень актуальна. Фраг-

мент гемагглютинина вируса гриппа – стебель – 
представляет собой перспективную мишень для 
разработки такой вакцины, поскольку содержит 
консервативные эпитопы, способные индуциро-
вать антитела и цитотоксические Т-лимфоциты 
к широкому спектру подтипов вируса гриппа 
[11–13].

В настоящей работе представлены данные о 
разработке прототипов ДНК-вакцин, кодирую-
щих модифицированный гемагглютинин высоко-
патогенного гриппа птиц А (H5N8) и его фраг-
мент (стебель) и результаты исследования их 
иммуногенных свойств.

Материал и методы

Штаммы бактерий, культуры клеток, 
плазмиды 
Для наработки плазмидной ДНК использова-

ли штамм E. coli Stbl3 (F' proA+B+ lacIq ∆(lacZ)
M15 zzf::Tn10 (TetR) ∆(ara-leu) 7697 araD139 
fhuA ∆lacX74 galK16 galE15 e14- Φ80dlacZ∆M15 
recA1 relA1 endA1 nupG rpsL (StrR) rph spoT1 
∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)), полученный из коллек-
ции ФБУН Государственный научный центр ви-
русологии и биотехнологии (ГНЦ ВБ) «Вектор» 
Роспотребнадзора. В реакции вируснейтрализа-
ции использовали штамм вируса гриппа A/turkey/
Stavropol/320-01/2020 (H5N8) (EPI_ISL_1114749), 
выделенный в отделе зоонозных инфекций и 
гриппа ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзо-
ра, и культуру клеток MDCK (Коллекция культур 
клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзо-
ра). Для анализа экспрессии генов использовали 
культуру клеток HEK293 (коллекция культур кле-
ток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора).

Получение плазмид pVAX-H5, pVAX-H5 
delT4 и pVAX-H5 stebl 
Дизайн нуклеотидной последовательности, 

кодирующей гемагглютинин вируса гриппа А 
(H5N8), осуществляли на основе природного гена 
гемагглютинина (A/turkey/Stavropol/320-01/2020 
EPI_ISL_1114749). Последовательность, коди-
рующая стабилизированный белок гемагглюти-
нина, синтезирована в коммерческой компании 
«ДНК-Синтез» (Россия). На ее основе получали 
следующие варианты генов, кодирующие мо-
дифицированные тримеры гемагглютинина A 
(H5N8) с тримеризующим доменом фибритина 
бактериофага Т4 и без него и стебель гемагглю-
тинина A (H5N8) с тримеризующим доменом 
фибритина бактериофага Т4. Полученные гены 
клонировали в составе вектора pVAX1 (Thermo 
Fisher Scientific, США) с помощью эндонуклеаз 
рестрикции AsuNHI, BglII и CciNI (SibEnzyme, 
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Россия), структуры рекомбинантных плазмид 
подтверждены секвенированием по методу Сэн-
гера и рестрикционным анализом. Препараты 
ДНК-вакцин наработаны и очищены с помощью 
набора EndoFree Plasmid Giga Kit (Qiagen, ФРГ) в 
соответствии с рекомендациями производителя и 
растворены в 0,9%-м растворе NaCl.

Трансфекция клеточной линии HEK293 и 
обратная транскрипция, совмещенная с 
ПЦР (ОТ-ПЦР) 
Клетки линии HEK293 трансфицирова-

ли рекомбинантными плазмидами pVAX-H5, 
pVAX-H5 stebl, pVAX-H5 delT4 с использованием 
липофектамина (Lipofectamin 3000, Thermo Fisher 
Scientific, США), через 48 ч центрифугирования 
культуральную среду отбирали и замораживали. 
Клеточный осадок суспендировали в PBS и вы-
деляли общий пул РНК с использованием реаген-
та «ЛИРА» (Биолабмикс, Россия). Выделенные 
образцы РНК обрабатывали ДНКазой (Thermo 
Fisher Scientific) и хранили при –80 °С. Реакцию 
ОТ проводили с использованием синтезирован-
ных фирмой «Биоссет» (Россия) праймеров (таб-
лица) для получения кДНК генов, кодирующих 
гемагглютинин вируса гриппа А (H5N8) и сте-
бель гемагглютинина вируса гриппа, с помощью 
набора БиоМастер ОТ-ПЦР-Экстра (2×) (Биолаб-
микс). Продукты амплификации анализировали с 
помощью электрофореза в 1%-м агарозном геле.

Вестерн-блот-анализ культуральной среды 
после трансфекции клеточной линии 
HEK293 рекомбинантными плазмидами 
pVAX-H5, pVAX-H5 stebl, pVAX-H5 delT4
Вестерн-блот-анализ проводили с использо-

ванием системы SNAP i.d. 2.0 (Millipore, США). 
В качестве первичных антител использовали сы-
воротку хорька, иммунизированного инактиви-
рованным вирусом гриппа А (H5N8) (разведение 
1:200), в качестве вторичных антител – мышиные 
анти-хорьковые иммуноглобулины (разведение 
1:3000) (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнад-
зора). После вторичных антител добавляли козьи 
анти-мышиные IgG, конъюгированные со щелоч-
ной фосфатазой (1:5000) (Sigma-Aldrich, США). 
Визуализацию иммунного комплекса осущест-
вляли субстратом 1-Step™ NBT/BCIP (Thermo 
Fisher Scientific).

Иммунизация сирийских хомяков прототипами 
ДНК-вакцин с помощью струйной 
инжекции
Работа с животными проводилась в соответ-

ствии с «Руководством по уходу и использованию 

лабораторных животных», с соблюдением прин-
ципов гуманности в соответствии с протоколами, 
утвержденными Биоэтическим комитетом ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» (номер разрешения: НЦ ВБ 
«Вектор» 1/ 21.03.2023).

В работе использовали самцов сирийских хо-
мяков массой 140 г в возрасте 4–6 недель. Пре-
параты ДНК-вакцин pVAX-H5, pVAX-H5 stebl и 
pVAX-H5 delT4, а также плазмиду phMGFP (ис-
пользованную в качестве отрицательного кон-
троля), растворенные в 50 мкл 0,9%-го раствора 
NaCl, вводили в заднюю бедренную мышцу ме-
тодом струйной инжекции с помощью инжек-
тора Comfort-IN (Mika Medical Co., Австралия). 
Для обездвиживания применяли ингаляционный 
наркоз (RWD) с 2,5%-м изофлураном. Животные 
были разделены на пять групп по 6 голов в каж-
дой: 1-й группе вводили 100 мкг pVAX-H5 stebl, 
2-й группе – 100 мкг pVAX-H5 delT4, 3-й груп-
пе – 100 мкг pVAX-H5, 4-й – 100 мкг phMGFP, 5-я 
группа состояла из интактных животных. Имму-
низацию проводили 3 раза с интервалом в 4–5 не-
дель. Через 14 дней после третьей иммунизации 
забирали кровь из ретроорбитального синуса.

ИФА
ИФА проводили по методике, описанной 

в работе M.Б. Боргояковой и соавт. [14]. В ка-
честве антигена использовали рекомбинант-
ный гемагглютинин вируса гриппа A/turkey/
Stavropol/320-01/2020 (H5N8) [15], в качестве 
первичных антител ‒ сыворотки иммунных жи-
вотных (разведение от 1:10), в качестве вторич-
ных антител ‒ козьи антитела против IgG хомяка, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (Invit-
rogen, США). В качестве хромогенного субстра-
та использовали раствор тетраметилбензидина 
(ИМТЭК, Россия). Реакцию останавливали 1н 
раствором соляной кислоты. Оптическую плот-
ность измеряли на анализаторе Varioskan LUX 
(Thermo Fisher Scientific) при длине волны 450 нм. 
Конечный титр определяли по последнему раз-
веденному образцу, давшему положительные ре-
зультаты на ИФА.

Праймеры, использованные для проведения ОТ-ПЦР

Primers used for RT-PCR

Название 
праймера Нуклеотидная последовательность (5'-3')

F-pVAX 
Uni TCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAG

R-pVAX 
Uni CTGGCAACTAGAAGGCACAG
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Анализ вируснейтрализующей активности 
иммунных сывороток 
Перед анализом сыворотку животных обра-

батывали ферментом, разрушающим рецепторы 
(RDE, Denka Seiken, Япония), и инактивировали 
нагреванием перед анализом. Стандартизирован-
ный вирус содержал 200 TCID50/200 мкл поддер-
живающей среды (культуральная среда DMEM 
с GlutaMAX™-I; 0,2 % альбумина бычьего; 
80 мкг/мл реагента «антибиотик-антимикотик» 
(Gibco, Thermo Fisher Scientific); трипсин ТРСК 
(Sigma-Aldrich) 2 мкг/мл). Готовили двойные раз-
ведения сыворотки крови в 200 мкл поддержива-
ющей среды, затем в каждую пробирку добавля-
ли по 200 мкл стандартизированных вирусов и 
инкубировали в течение 1 ч при 37 °С, 5 % CO2; 
в качестве контроля использовали сыворотку не-
иммунных хомяков. После этого 200 мкл суспен-
зии переносили в лунки 96-луночного планшета 
с культурой клеток MDCK-SIAT1, инкубировали 
в течение 48 ч при 37 °С, 5 % CO2, окрашивали 
раствором кристаллического фиолетового и ана-
лизировали с помощью многорежимного считы-
вателя клеток Agilent BioTek Cytation 5 (Thermo 
Fisher Scientific). Титр сыворотки в тесте на ней-
трализацию вируса равен разведению сыворотки, 
при котором остается 50 % живых клеток. В кон-
троле оставалось не более 5 % живых клеток.

Непрерывные переменные представлены в 
виде среднего арифметического и ошибки стан-
дартного отклонения (М ± SD). Различия между 
группами оценивали с помощью критерия Стью-
дента, статистически значимыми считали резуль-
таты при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Получение экспериментальных ДНК-вакцин, 
кодирующих гемагглютинин вируса гриппа и 
его фрагмент (стебель)
Гемагглютинин вируса гриппа является ос-

новным компонентом современных противогрип-
позных вакцин [16, 17]. В данной работе за основу 
был взят вирус гриппа птиц А (H5N8), циркули-
ровавший в Ставропольском крае в 2020 г., в его 
последовательность были внесены замены для 
стабилизации конформации. Для более эффек-
тивного формирования гомотримеров гемагглю-
тинина и повышения иммуногенности антигена к 
последовательности был добавлен тримеризую-
щий домен фибритина бактериофага T4. Более 
подробно дизайн иммуногена, названного H5, 
описан в нашей работе [18]. На его основе так-
же были получены последовательности, несущие 
модифицированный тример гемагглютинина ви-
руса гриппа A (H5N8) без тримеризующего доме-

на (H5 delT4) и стебель гемагглютинина вируса 
гриппа A (H5N8) с тримеризующим доменом (H5 
stebl). Далее последовательности H5, H5 stebl и 
H5 delT4 клонировали в составе вектора pVAX1. 
Так были получены плазмиды pVAX-H5 (коди-
рует модифицированный тример гемагглютини-
на A (H5N8) с тримеризующим доменом фибри-
тина бактериофага Т4), pVAX-H5 delT4 (кодирует 
модифицированный тример гемагглютинина A 
(H5N8)) и pVAX-H5 stebl (кодирует модифициро-
ванный стебель гемагглютинина A (H5N8) с три-
меризующим доменом фибритина бактериофага 
Т4).

Исследование экспрессии целевых генов в 
составе ДНК-вакцин с помощью ОТ-ПЦР 
и вестерн-блот-анализа
Экспрессию целевых генов в составе плазмид 

pVAX-H5, pVAX-H5 stebl, pVAX-H5 delT4 ана-
лизировали с помощью ОТ-ПЦР и вестерн-блот-
анализа. Результаты ОТ-ПЦР, представленные на 
электрофореграмме (рис. 1, а) показывают, что 
размеры амплифицированных фрагментов соот-
ветствуют размерам спроектированных генов. 
Для анализа экспрессии генов на уровне продук-
ции целевого белка проводили вестерн-блоттинг 
культуральной среды с использованием сыворот-
ки хорька, иммунизированного вирусом грип-
па А (H5N8), который показал наличие целевого 
белкового продукта в культуральной среде для 
конструкций pVAX-H5 и pVAX-H5 delT4 (рис. 
1, б) и его отсутствие для конструкции pVAX-H5 
stebl, что может быть связано с низкой эффек-
тивностью выхода белка из клетки. Таким об-
разом, установлено, что конструкции pVAX-H5 
и pVAX-H5 delT4 обеспечивают синтез целевых 
мРНК и белков в эукариотических клетках.

Анализ иммуногенности экспериментальных 
ДНК-вакцин и вируснейтрализующей активности 
иммунных сывороток
В настоящее время основными модельными 

животными для оценки эффективности вакцин 
против гриппа служат мыши и хорьки [19]. Од-
нако сирийские хомяки являются хорошей допол-
нительной моделью ввиду восприимчивости к 
естественным изолятам вируса гриппа и больше-
го удобства в работе и содержании по сравнению 
с хорьками [20, 21]. Поэтому в данном исследо-
вании было решено использовать их как один из 
вариантов модельных животных перед тем как 
тестировать иммуногенность конструкций на 
более крупных моделях, таких как хорьки. Для 
сравнения иммуногенности полученных экспери-
ментальных ДНК-вакцин выполнена трехкратная 
иммунизация сирийских хомяков полученными 
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ДНК-конструкциями с помощью струйной ин-
жекции. Титры специфических антител выяв-
лены в группах животных, иммунизированных 
pVAX-H5 и pVAX-H5 delT4 (1:3×104 и 1:5×103 
соответственно) (рис. 2, а), наиболее иммуноген-
ной оказалась конструкция pVAX-H5, несущая 
гемагглютинин вируса гриппа А (H5N8) с три-
меризующим доменом. Таким образом, показано, 
что экспериментальные ДНК-вакцины pVAX-H5 

и pVAX-H5 delT4 индуцируют формирование ви-
рус-специфического гуморального ответа у им-
мунизированных животных. 

В группе животных, иммунизированных 
конструкцией pVAX-H5 stebl, специфические 
антитела не выявлены. Согласно результатам ве-
стерн-блоттинга (см. рис. 1, б), целевой белковый 
продукт для конструкции pVAX-H5 stebl выходит 
из клетки с низкой эффективностью, что могло 
препятствовать формированию гуморального им-
мунного ответа на данную конструкцию. Также 
есть данные, показывающие, что удаление домена 
HA1 из последовательности гемагглютинина мо-
жет приводить к неправильной конформации це-
левого иммуногена и требовать дополнительной 
оптимизации нуклеотидной последовательности 
[22]. Таким образом, дальнейшие исследования 
будут направлены на оптимизацию последова-

Рис. 1.  Результаты ОТ-ПЦР (а): 1 – маркер М12 
(SibEnzyme), 2, 3, 4 – использование в качестве 
матрицы тотальной РНК pVAX-H5, pVAX-H5 
delT4 и pVAX-H5 stebl соответственно; ана-
лиз продукции целевых белков с помощью ве-
стерн-блоттинга (б): 1 – рекомбинантный 
гемагглютинин HA/H5 вируса гриппа А (H5N8) 
(К+) [15], 2 – культуральная среда, собранная 
с нетрансфицированных клеток HEK293, 3, 
4, 5 – культуральная среда, собранная с кле-
ток HEK293, трансфицированных плазмидой 
pVAX-H5 delT4, pVAX-H5 stebl и pVAX-H5 со-
ответственно, 6 – маркер молекулярных масс 
Precision Plus Protein Dual Color Standards 
(Bio-Rad, США)

Fig. 1.  RT PCR results (а): 1 – M12 marker (SibEnzyme), 
2, 3, 4 – using of pVAX-H5, pVAX-H5 delT4 and 
pVAX-H5 stebl total RNA as a template, respec-
tively; analysis of target protein production in 
HEK293 cells using Western blotting (б): 1 – re-
combinant hemagglutinin HA/H5 of influenza A vi-
rus (H5N8) (K+) [15], 2 – culture medium collect-
ed from untransfected HEK293 cells, 3 – culture 
medium collected from HEK293 cells transfected 
with pVAX-H5 delT4, pVAX-H5 stebl and pVAX-H5 
plasmid, respectively, 6 – molecular weight marker 
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-
Rad, USA)

Рис. 2.  Результаты ИФА по оценке иммуногенности 
ДНК-конструкций, кодирующих гемагглюти-
нин вируса гриппа и его фрагменты (а), и вирус-
нейтрализующая активность иммунных сы-
вороток в отношении вируса гриппа A/turkey/
Stavropol/320-01/2020 (H5N8) (б); обозначены 
статистически значимые (p < 0,05) отличия 
от величин соответствующих показателей: 
* – интактных животных, # – животных, им-
мунизированных ДНК-конструкцией phMGFP

Fig. 2.  Results of ELISA for assessing the immunogenicity 
of DNA constructs encoding influenza virus hem-
agglutinin and its fragments (а), and virus-neutral-
izing activity of immune sera against the influenza 
virus A/turkey/Stavropol/320-01/2020 (H5N8) (б); 
* p < 0,05 compared to intact animals, # p < 0,05 
compared to animals immunized with DNA con-
struct phMGFP 
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тельности стебля гемагглютинина для стабили-
зации конформации иммуногена и для более эф-
фективной презентации иммунной системы.

Для конструкции pVAX-H5, обладающей, по 
результатам ИФА, наибольшей иммуногенно-
стью (см. рис. 2, а), далее было решено провести 
анализ вируснейтрализующей активности. Сыво-
ротки хомяков, иммунизированных конструкцией 
pVAX-H5, исследовали в реакции вируснейтра-
лизации на культуре клеток MDCK. В качестве 
контроля анализ также проводили с сыворотками 
крови животных, иммунизированных phMGFP. 
Установлено, что только сыворотки животных, 
иммунизированных ДНК-вакциной pVAX-H5, 
способны нейтрализовать живой вирус гриппа 
штамм A/turkey/Stavropol/320-01/2020, средний 
50%-й нейтрализующий титр составил 1:40 (рис. 
2, б). Иммуногенные и протективные свойства 
конструкции pVAX-H5 были также изучены на 
модели мышей линии BALB/c в работе [18].

Заключение
В ходе работы спроектировано и получено 

несколько вариантов ДНК-вакцин, кодирующих 
модифицированные варианты тримера гемаг-
глютинина вируса гриппа подтипа A (H5N8) и 
его фрагмент (стебель). Показано, что получен-
ные конструкции pVAX-H5 и pVAX-H5 delT4 
обеспечивают синтез целевых мРНК и белков в 
эукариотических клетках. Установлено, что раз-
работанные ДНК-вакцины (pVAX-H5, pVAX-H5 
delT4) индуцируют формирование вирус-специ-
фического гуморального ответа у животных, им-
мунизированных с помощью струйной инжек-
ции (средние титры в ИФА составили 1:3×104 и 
1:5×103 соответственно), наиболее иммуногенна 
конструкция pVAX-H5, несущая модифициро-
ванный тример гемагглютинина вируса гриппа 
A (H5N8) с тримеризующим доменом. Показано, 
что специфические к гемагглютинину антитела в 
сыворотках животных, иммунизированных экс-
периментальной ДНК-вакциной pVAX-H5, обла-
дают вируснейтрализующей активностью (сред-
ний 50%-й нейтрализующий титр составил 1:40). 
Данный вариант ДНК-вакцины является перспек-
тивным для дальнейших исследований. 
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