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Аннотация
Введение. Всемирная организация здравоохранения в 2022 г. объявила оспу обезьян чрезвычайной си-
туацией в области здравоохранения. Вирус оспы обезьян (MPV) принадлежит к роду Orthopoxvirus семей-
ства Poxviridae. Ортопоксвирусы во время репликации образуют 2 отдельные формы вирусных частиц: 
экзоцитозом выделяется оболочечный внеклеточный вирион (EEV), а зрелый внутриклеточный вирион 
(IMV) высвобождается в результате лизиса клеток. У этих двух форм вирионов отличаются наборы поверх-
ностных белков, что обусловливает их различия в иммуногенности и инфекционности.
Цель работы — оценка иммуногенной и протективной активности 9 поверхностных антигенов вируса 
осповакцины.
Материал и методы. Геномы рекомбинантных аденовирусов человека 2-го серотипа, несущих поверх-
ностные антигены вируса осповакцины, получали методом гомологичной рекомбинации в бактериальных 
клетках с последующей сборкой аденовирусных частиц в клетках НЕК293. Иммуногенные и протективные 
свойства полученных рекомбинантных аденовирусов изучали на мышах BALB/c. Сыворотки крови после 
иммунизации животных исследовали методом иммуноферментного анализа на наличие антител к вирусу 
осповакцины. Протективные свойства оценивали на летальной модели инфекции мышей после интрана-
зального заражения вирусом осповакцины штамма Western Reserve.
Результаты. Наиболее иммуногенными и протективными антигенами вируса осповакцины в составе ре-
комбинантных аденовирусов человека 2-го серотипа были гликопротеин В5 оболочечного внеклеточного 
вириона и мембранно-ассоциированный белок Н3 зрелого внутриклеточного вириона. При изучении за-
щитной эффективности антигенов показана 100% эффективность В5 и Н3 при интраназальной иммуни-
зации. 
Заключение. При использовании панели рекомбинантных аденовирусных векторов, несущих гены по-
верхностных белков вируса осповакцины, показано, что оптимальная защита может быть достигнута с по-
мощью комбинации антигенов оболочечного и зрелого вирионов. Данный подход может быть использован 
при разработке новых поливалентных вакцин против различных вирусных инфекций.

Ключевые слова: вирус оспы обезьян, вирус осповакцины, рекомбинантный аденовирус, иммуноген-
ность, протективность
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Abstract
Introduction. In 2022, the World Health Organization declared monkeypox a public health emergency. The 
monkeypox virus (MPV) is part of the Orthopoxvirus genus within the Poxviridae family. During replication, 
orthopoxviruses produce two distinct forms of viral particles: the extracellular enveloped virion (EEV), released 
via exocytosis, and the intracellular mature virion (IMV), released through cell lysis. These forms differ in surface 
proteins composition, influencing their immunogenicity and infectivity.
Aim. To evaluate the immunogenic and protective activity of nine surface antigens of vaccinia virus.
Materials and methods . Recombinant human adenoviruses type 2 (rAd2) carrying surface antigens of vaccinia 
virus were obtained using homologous recombination in bacteria, followed by adenoviral particle assembly in 
HEK293 cells. The immunogenic and protective properties of these adenoviruses were tested in BALB/c mice. 
The presence of antibodies to the vaccinia virus was assessed using ELISA, and survival rates were evaluated in 
a lethal infection model after intranasal challenge with the vaccinia virus strain Western Reserve.
Results. The most immunogenic and protective antigens of the vaccinia virus within rAd2 were glycoprotein B5 of 
the EEV and membrane-associated protein H3 of the IMV, both showing 100% protective efficacy after intranasal 
immunization.
Conclusion. Using a panel of recombinant adenoviruses carrying genes of vaccinia virus surface proteins, it was 
shown that optimal protection is achieved using a combination of enveloped and mature virion antigens. This 
method could be used for development of new multivalent preparations against various viral infections.
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Введение
Ортопоксвирусы (ОПВ) относятся к семей-

ству Poxviridae, подсемейству Chordopoxvirinae, 
роду Orthopoxvirus, который содержит 13 видов: 
Orthopoxvirus abatinomacacapox, Orthopoxvirus 
akhmetapox, Orthopoxvirus camelpox, Orthopoxvirus 
cowpox, Orthopoxvirus ectromelia, Orthopoxvirus 
monkeypox, Orthopoxvirus raccoonpox, Orthopoxvirus 
skunkpox, Orthopoxvirus taterapox, Orthopoxvirus 
vaccinia, Orthopoxvirus variola, Orthopoxvirus 

volepox и неофициально классифицированный ви-
рус оспы Аляски1. Виды делятся на 2 родственные 
клады: ОПВ «Старого Света» (евразийские и афри-
канские) и североамериканские ОПВ [1]. Многие 
из этих вирусов могут вызывать серьёзные заболе-
вания у домашних животных, а также зоонозные 
инфекции у человека. Заражение людей чаще всего 

1 ICTV. Subfamily: Chordopoxvirinae. Genus: Orthopoxvirus. 
URL: https://ictv.global/report/chapter/poxviridae/poxviridae/
orthopoxvirus
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происходит при разведении скота, контакте с до-
машними животными, а также при торговле экзоти-
ческими животными в результате непосредственно-
го контакта с ними. При попадании в неэндемичные 
регионы энзоотические ОПВ могут представлять 
угрозу для местных и эндемичных видов [2–4].

ОПВ разных видов антигенно и иммуноло-
гически близки друг к другу. Вакцинация против 
натуральной оспы, к примеру, обеспечивает пере-
крёстную защиту и от других представителей ро-
да [5]. Однако после глобального искоренения нату-
ральной оспы в 1980 г. многие страны начали посте-
пенно прекращать плановую вакцинацию от этого 
заболевания [6]. В результате на сегодняшний день 
значительная часть населения лишена иммунной 
защиты к ОПВ. Именно это обстоятельство объяс-
няет учащение в различных регионах мира вспы-
шек, среди которых особо выделяется оспа обезьян. 
Произошедшая в 2022 г. глобальная вспышка была 
признана Всемирной организацией здравоохране-
ния (ВОЗ) чрезвычайной ситуацией в области об-
щественного здравоохранения, имеющей между-
народное значение [7]. Продолжающаяся эпидемия 
оспы обезьян в странах Африки может привести к 
ускоренной вирусной эволюции и адаптации к пе-
редаче зоонозного заболевания от человека к чело-
веку [8]. Несмотря на существующие вакцинные 
препараты, ВОЗ рекомендовала разработку менее 
реактогенных вакцин для повышения эффективно-
сти и длительности защиты с целью контроля теку-
щей вспышки.

ОПВ имеют большой и сложный протеом, со-
держащий более 200 белков, из которых более 30 
относятся к структурным [9, 10]. Во время инфек-
ции вирус существует в двух антигенно различных 
инфекционных формах [11–13]. Внутриклеточные 
зрелые вирионы (IMV) являются основными ин-
фекционными вирусными частицами и играют клю-
чевую роль в передаче вируса от человека к чело-
веку. Поверхностная мембрана этой формы содер-
жит по меньшей мере 11 белков: A14.5 (~10 кДа),  
E10 (12 кДа), I5 (13 кДа), A13 (14 кДа), A27 (14 кДа), 
A9 (~18 кДа), A14 (17–25 кДа), A17 (23–29 кДа),  
L1 (25–29 кДа), D8 (34 кДа) и H3 (35 кДа) [9–13]. 
Внеклеточные оболочечные вирионы (EEV) образу-
ются из IMV и имеют дополнительную липопротеи-
новую мембрану, отвечающую за распространение 
вируса внутри организма [12]. Поверхностные бел-
ки EEV и IMV обеспечивают инфекционность ОПВ 
и служат основными мишенями для индукции про-
тективного иммунитета [14, 15]. Поскольку анти-
тела, нейтрализующие IMV, не нейтрализуют EEV, 
считается, что для максимальной защиты необходи-
ма иммунизация антигенами обеих этих форм [16].

Иммунодоминантными белками, на которые 
вырабатываются антитела, в том числе вирусней-
трализующие, являются два гликопротеина EEV — 

А33 и В5, а также белки IMV: L1, H3, D8 и комплекс 
из 3 белков незрелого вириона А14, А17 и D13 ли-
бо комплекс А14, А17 и А27 зрелого вириона [14, 
17–19]. Белки А33 и В5 играют роль в образовании 
оболочечного вириона и последующей инфекции 
[14]. Среди поверхностных белков зрелого вири-
она 3 белка опосредуют прикрепление вируса к 
клетке-хозяину. Белок D8 образует димеры на ви-
русной мембране и обеспечивает инфекционность 
вириона за счёт связывания с хондроитинсульфатом 
клеточной мембраны [20]. Белки A27 и H3 связыва-
ют гепарансульфат. А27 — мажорный белок мем-
браны, необходим для образования оболочечного 
внеклеточного вириона и участвует в прикреплении 
вируса к клетке и последующем слиянии вирусной 
и клеточной мембран. А27 формирует комплекс с 
трансмембранными белками А14 и А17, которые 
являются важными структурными элементами мем-
браны зрелого вириона. А17 также необходим для 
проникновения вируса в клетку и служит якорем 
для А27 [21]. Н3 связывается с поверхностью клет-
ки через гепарансульфаты и, как и белки D8 и A27, 
участвует в проникновении вируса в клетку. Н3 яв-
ляется основным белком при развитии иммунного 
ответа в организме человека [22]. L1 — трансмем-
бранный белок, который необходим для формирова-
ния зрелых вирионов и участвует в проникновении 
вируса в клетку [23].

Хотя большинство этих антигенов (A27, L1, B5 
и A33) были изучены в составе различных полива-
лентных вакцин [18, 24, 25], некоторые иммунодо-
минантные белки не были включены в эти иссле-
дования. Кроме того, при высокой иммуногенности 
ОПВ сами по себе антигены обладают низкой им-
муногенностью. Вакцинация очищенными белками 
или ДНК, кодирующими белки вируса осповакци-
ны, требует многократной иммунизации для индук-
ции протективного иммунного ответа [24, 26, 27].  
В отличие от ДНК-вакцин и субъединичных вакцин, 
было показано, что вакцинация рекомбинантными 
аденовирусами (rAd) способствует формированию 
как напряжённого гуморального и клеточного им-
мунного ответа, так и защитного иммунитета после 
однократной иммунизации [28–30]. Учитывая важ-
ность быстрой индукции защитного иммунитета 
в условиях потенциальной вспышки, мы изучили 
возможность однократной иммунизации rAd, экс-
прессирующими антигены EEV и IMV вируса оспо-
вакцины.

Целью данной работы являлась оценка имму-
ногенной и протективной активности 9 поверхност-
ных антигенов вируса осповакцины. Для реализа-
ции данной цели были сконструированы rAd, несу-
щие гены поверхностных белков зрелого (D8, H3, 
L1, А14, А17, А27 и D13) и внеклеточного (А33 и 
В5) вирионов вируса осповакцины. Далее проводи-
ли исследование индивидуальных иммуногенных и 
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протективных свойств полученных аденовирусов 
при интраназальном и внутримышечном способах 
иммунизации. Данный подход может использовать-
ся при разработке новых поливалентных вакцин 
против различных вирусных инфекций.

Материалы и методы

Культуры клеток и вирусы

Клетки линии Vero E6 (почка зелёной мар-
тышки) культивировали в среде DMEM («Cytiva»), 
содержащей 4% фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота («Gibco»), 25 000 ЕД пенициллина  
и 25 мг стрептомицина («Панэко») при 5% CO2. 
Клетки линии НЕК293 (почка эмбриона человека) 
культивировали в среде DMEM («Cytiva»), содер-
жащей 10% фетальной сыворотки крупного рогато-
го скота («Gibco»), 25 000 ЕД пенициллина и 25 мг 
стрептомицина («Панэко») при 5% CO2. 

Вирус осповакцины штамм Western Reserve 
(VACV WR) (GenBank #OP584857.1) накапливали в 
клетках Vero E6. Аликвоты вируссодержащей сре-
ды хранили при –80ºС. Биологическую активность 
вируса определяли стандартным методом титрова-
ния на культуре клеток путём подсчёта бляшек [31].

Получение рекомбинантных аденовирусов
rAd конструировали с использованием техно-

логии, описанной ранее [32]. Гены антигенов виру-
са осповакцины были амплифицированы с генома 

VACV WR (GenBank #OP584857.1) с использова-
нием праймеров, указанных в табл. 1, и клониро-
ваны под контроль промотора цитомегаловируса 
человека. Плазмидные векторы с геномом rAd че-
ловека 2-го серотипа (rAd2) и целевым антигеном 
получали методом гомологичной рекомбинации в 
бактериальных клетках. rAd собирали и накаплива-
ли в клетках НЕК293. Очистку и концентрирование 
вирусов проводили методом ультрацентрифугиро-
вания в градиенте плотности хлорида цезия в со-
ответствии со стандартной методикой [33]. Коли-
чество вирусных частиц определяли стандартным 
спектрофотометрическим методом [34].

Животные
Мыши инбредной линии BALB/c, самцы и 

самки массой тела 16–18 г, были получены из пи-
томника НПП «Питомник лабораторных животных 
г. Пущино» ФИБХ РАН. Животные содержались на 
базе вивария НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи в соответ-
ствии с требованиями по содержанию лаборатор-
ных животных и имели свободный доступ к корму 
и воде. Авторы подтверждают соблюдение институ-
циональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с «Consensus Author Guidelines for Animal Use» 
(IAVES, 23.07.2010). Протокол исследования одо-
брен Комитетом по биомедицинской этике  НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России (протокол  
№ 34 от 16.01.2023).

Таблица 1. Последовательности праймеров для амплификации генов вируса осповакцины
Table 1. Primer sequences for amplification of vaccinia virus genes

Название | Name Последовательность | Sequence

A33-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGATGACACCAGAAAACGACG

A33-R GATATCTCTAGATTAACAAAAATACTTTCTAACTTCTTGTG

H3-F ACTAAGCTTATATGGCGGCGGCGAAAACT

H3-R ATCTAGATATCTG TTAGATAAATGCGGTAAC

B5-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGAAAACGATTTCCGTTGTTACG

B5-R TCTAGATTACGGTAGCAATTTATGGAACTTATA

D8-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGCCGCAACAACTATCTCCTATTAA

D8-R GATATCGCTAGCTTACTAGTTTTGTTTTTCTCGCGAATATCG

A14-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGGACATGATGCTTATGATTGG

A14-R GATATCTCTAGATTATTAGTTCATGGAAATATCGCTATG

A27-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGGACGGAACTCTTTTCCC

A27-R TCTAGATTATTACTCATATGGGCGCCGTC

L1-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGGGTGCCGCGGCAAGCAT

L1-R GATATCTCTAGATTATCAGTTTTGCATATCCGTGGTAGC

A17-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGAGTTATTTAAGATATTACAATATG

A17-R GATATCTCTAGATTATTAATAATCGTCAGTATTTAAACTG

D13-F CACCGGCGGTCGACAGATCTGCCACCATGAATAATACTATCATTAATTCTTTG

D13-R ACTAGTTTATTAGTTATTATCTCCCATAATCTTG
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Иммунизация и заражение животных

Пятинедельным мышам BALB/c интрана-
зально под лёгким ингаляционным наркозом 
или внутримышечно вводили rAd в дозе 2 × 1010 
вирусных частиц. Повторно те же аденовиру-
сы вводили в той же дозе через 21 день. Образцы 
сыворотки собирали на 28-й день после 1-й им-
мунизации. Иммунизированные мыши были под-
вергнуты интраназальному заражению VACV WR 
в дозе 16 ЛД50 (5 × 104 БОЕ) спустя 35 дней после  
1-й иммунизации. В течение 14 дней после заражения 
проводили ежедневный осмотр животных и фикси-
ровали клинические симптомы оспенной инфекции 
(снижение двигательной активности, сгорбленность, 
взъерошенность шерсти, конъюнктивит), измене-
ние массы тела и гибель. Животных умерщвляли, 
если они теряли более 25% массы  тела.

Иммуноферментный анализ
Титр специфических IgG-антител к вирусу 

осповакцины в образцах сыворотки определяли 
с помощью иммуноферментного анализа. 96-лу-
ночные планшеты сенсибилизировали VACV WR 
(105 БОЕ/планшет), разведённым в карбонат-би-
карбонатном буфере (рН 9,6), в течение ночи при 
4ºC. Образцы сыворотки двукратно серийно раз-
водили до 1 : 102 400, добавляли в заблокирован-
ные 96-луночные планшеты и инкубировали при 
37ºC в течение 1 ч. Затем планшеты промывали и 
в каждую лунку добавляли вторичные антитела, 
конъюгированные с комплексом рекомбинантного 
стрептавидина с пероксидазой хрена. Инкубиро-
вали в течение 1 ч при 37ºC. После этого в план-
шеты вносили тетраметилбензидина гидрохлорид. 
Реакцию останавливали добавлением H2SO4, по-
глощение (450 нм) считывали с помощью планшет-
ного фотометра «Multiskan FC» («ThermoFisher»).  
За конечный титр принимали наибольшее разве-
дение сыворотки, значение оптической плотности 

в которой в 2 раза и более превышало значение в 
соответствующем разведении сыворотки крови ин-
тактных (неиммунизированных) мышей. 

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных и постро-

ение диаграмм проводили в программе «GraphPad 
Prism 8». Статистическую значимость различий 
между исследуемыми группами определяли с по-
мощью Т-критерия Вилкоксона для зависимых вы-
борок или U-критерия Манна–Уитни для независи-
мых выборок. Различия считали достоверными при 
p < 0,05.

Результаты

Дизайн и получение rAd, экспрессирующих гены 
поверхностных антигенов

Основными иммунодоминантными белками 
вируса осповакцины являются 2 гликопротеина 
оболочечного внеклеточного вириона — А33 и В5, 
а также белки зрелого внутриклеточного вириона: 
D8, H3, L1, А14, А17, А27 и D13. Указанные анти-
гены обладают высокой степенью гомологии между 
разными видами ОПВ (табл. 2) [35–37]. 

Гены описанных выше белков были получены 
из генома вируса осповакцины и клонированы в 
геном rAd2 под контроль промотора цитомегалови-
руса человека (рис. 1). Геном rAd2 несет делецию 
области Е1, которая делает аденовирус дефектным 
по репликации (в этот сайт делеции клонируется 
экспрессионная кассета с целевым геном). Для уве-
личения пакующей ёмкости дополнительно прово-
дили делецию области Е3.

Таким образом, нами были получены 9 rAd2,  
2 из которых несли поверхностные антигены оболо-
чечного вириона (rAd2-B5 и rAd2-A33), а 7 — анти-
гены зрелого вириона (rAd2-H3, rAd2-L1, rAd2-D8, 
rAd2-D13, rAd2-A14, rAd2-A17 и rAd2-A27).

Таблица 2. Гомология между белками разных видов ОПВ
Table 2. Homology between proteins of different orthopoxvirus species

Антиген вируса осповакцины
VACV antigen 

Антиген (% гомологии) | Antigen (% homology)

Orthopoxvirus monkeypox Orthopoxvirus cowpox Orthopoxvirus variola

L1 M1 (98,4%)  CPVX099 (98,4%) M1 (99,2%)

H3 H3 (93,83%) CPVX112 (94,46%) I3 (93,85%)

D8 E8 (94,41%) CPVX125 (97,37%) F8 (93,09%)

D13 E13 (98,91%) CPVX131 (98,73%) N3 (98,91%)

A14 А15 (100%)  CPVX146 (100%) A14 (97,78%)

A17 А18 (97,55%) CPVX150 (95,59%) A17 (97,55%)

A27 А29 94,55%) CPVX162 (95,45%) A30 (93,64%)

A33 А35 (92,47%) CPVX168 (91,49%) A36 (89,25%)

B5 В6 (96,53%) CPVX199 (93,69%) B7 (92,74%)
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Векторы rAd2 индуцируют гуморальный  
иммунный ответ in vivo 

Для оценки иммуногенности сконструирован-
ных rAd (rAd2-A33, rAd2-B5, rAd2-H3, rAd2-L1, 
rAd2-D8, rAd2-D13, rAd2-A14, rAd2-A17, rAd2-A27) 
мышам внутримышечно или интраназально вводи-
ли аденовирусы в дозе 2 × 1010 вирусных частиц 
однократно или двукратно. Титры специфических 
IgG-антител к вирусу осповакцины определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа на 28-е сутки 
после иммунизации (рис. 2, 3). 

Однократная внутримышечная иммунизация 
приводила к формированию специфических IgG-ан-
тител у мышей, которым вводили rAd2-B5, rAd2-H3, 
rAd2-D8, rAd2-D13 и rAd2-A14. Значения титров 
в этих группах имели значимые отличия от кон-
трольной группы, где титры составляли менее 1 : 50  
(рис. 2, а). Высокий уровень IgG-антител обнаружен 
в группе мышей, иммунизированных rAd2-H3 (сред-
ние геометрические титры (СГТ) 1 : 3676). Введение 
rAd2-B5 приводило к индукции IgG-антител с СГТ = 
1 : 348,2. Минимальный уровень IgG-антител наблю-
дали для групп rAd2-D8 (СГТ = 1 : 100), rAd2-A14 
(СГТ = 1 : 107,2) и rAd2-D13 (СГТ = 1 : 57,43) без 

достоверных различий между группами. Двукратная 
иммунизация привела к значительному росту уров-
ня IgG-антител по сравнению с однократной толь-
ко для групп rAd2-H3 (СГТ = 1 : 14703) и rAd2-B5 
(СГТ = 1 : 2111) (рис. 2, б). Существенных различий 
между другими группами не обнаружено.

При однократной интраназальной иммуни-
зации специфические IgG-антитела в сыворотке 
крови не были детектированы ни в одной группе. 
При двукратной интраназальной иммунизации 
специфические IgG-антитела обнаружены в сыво-
ротке крови животных, которым вводили rAd2-B5 
и rAd2-H3. Значения титров в этих группах име-
ли значимые отличия от контрольной группы, где 
титры составляли менее 1 : 50 (рис. 3). Высокий 
уровень антител обнаружен в группе мышей, им-
мунизированных rAd2-H3 (СГТ = 1 : 1902,73). Вве-
дение rAd2-B5 приводило к индукции IgG-антител  
с СГТ = 1 : 183,4.

Протективная эффективность rАд2 in vivo
Следующим шагом была проверка защитной 

эффективности антигенов. Через 35 дней от начала 
двукратной иммунизации мышей заражали патоген-

Рис. 1. Схема получения rAd, экспрессирующих поверхностные антигены вируса осповакцины.
L1 — миристоилированный белок; H3 — мембранно-ассоциированный белок p35 IMV; D8 — трансмембранный карбоангидразопо-
добный белок; D13 — белок мембраны IMV; А14 — структурный трансмембранный белок p16 IMV; А17 — трансмембранный белок 
IMV (фактор морфогенеза); А27 — белок мембраны IMV; В5 — мембранный гликопротеин типа I; А33 — мембранный гликопротеин 

типа II.
Fig. 1. Scheme for the production of recombinant adenoviruses expressing surface antigens of the vaccinia virus.

L1 — myristoylated protein; H3 — membrane-associated protein p35 IMV; D8 — transmembrane carbonic anhydrase-like protein;  
D13 — IMV membrane protein; A14 — structural transmembrane protein p16 IMV; A17 — transmembrane protein IMV (morphogenesis 

factor); A27 — membrane protein IMV; B5 — type I membrane glycoprotein; A33 — type II membrane glycoprotein.

rAd2-A27    rAd2-B5  rAd2-A33 rAd2-H3 rAd2-L1 rAd2-D8 rAd2-A14 

Клонирование генов в rAd2 вектор ǀ Cloning of genes into rAd2 vector 

rAd2-A17 rAd2-D13 

EEV IMV 

L1 H3 D8 A33 B5D13 A14 A17 A27
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Рис. 2. Иммуногенность rAd, экспрессирующих поверхностные антигены вируса осповакцины, после однократной (а)  
и двукратной (б) внутримышечной иммунизации.

На рисунках указана достоверность при p < 0,05; *p < 0,0001. К– — контроль.
Fig. 2. Immunogenicity of recombinant adenoviruses expressing surface antigens of the vaccinia virus after single (a)  

and double (b) intramuscular immunization.
The figures show the confidence at p < 0.05; *p < 0.0001. C– — control.

потери веса (рис. 4, в, г). В частности, при иммуни-
зации rAd2-B5 мы наблюдали 100% защитную эф-
фективность. Стоит отметить, что в группе живот-
ных, иммунизированных rAd2-B5, незначительную 
потерю веса (не более 3%) на 3‒5-й дни наблюдали 
только у половины животных. В группе rAd2-H3 
выживаемость составила 87,5% (пала 1 мышь из 8). 
Кроме того, на 5-й день у 1 животного потеря веса 
была около 15% с постепенным восстановлением к 
14-му дню. В группах rAd2-A33, rAd2-L1, rAd2-D8 и 
rAd2-D13 выживаемость составила 75%. Временная 
потеря веса к 5-му дню для групп не превышала 25%.  
У животных из групп rAd2-A17 и rAd2-A27 наблю-
дали 50% летальность при потере веса не более 
15%. Животные, иммунизированные rAd2-A14, по-
теряли 21% от своего первоначального веса в тече-
ние 5 дней после заражения. Выживаемость в этой 
группе составила всего 25%.

Эти данные свидетельствуют о том, что 
rAd2-B5 и rAd2-H3 являются оптимальными век-
торами для защиты от интраназального заражения 
вирусом осповакцины, демонстрируя важность B5 
и H3 в качестве протективных антигенов в этой мо-
дели ортопоксвирусной инфекции. Поэтому далее 
мы проверили эффективность сочетанной иммуни-
зации (внутримышечно + интраназально) для ин-
дукции как системного, так и местного ответа. 
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ным штаммом WR в дозе 16 ЛД50 (5 × 104 БОЕ). Ин-
фицирующая доза была выбрана на основании пред-
варительных экспериментов по определению ЛД50 
in vivo [38]. Выживаемость и изменение массы тела 
регистрировали в течение 14 дней после заражения.

Как и ожидалось, в контрольной группе ярко 
выраженные клинические признаки заболевания  
с потерей массы тела более 13% проявлялись уже  
с 4-го дня. Как показано на рис. 4, все контрольные 
животные быстро теряли массу и умирали на 5‒8-й 
день после заражения.

При внутримышечной иммунизации rAd2-B5, 
экспрессирующим гликопротеин В5 EEV, мы на-
блюдали 20% защиту животных от летальной ин-
фекции (рис. 4, а, б). Двукратная внутримышечная 
иммунизация rAd2-D8, экспрессирующим глико-
протеин D8 IMV, обеспечила 40% выживаемость 
животных. Животные, иммунизированные rAd2, 
экспрессирующими другие поверхностные антиге-
ны, потеряли 25% от своего первоначального веса в 
течение 5‒7 дней после заражения. По результатам 
исследования сделан вывод о том, что при исполь-
зовании внутримышечного способа введения одно-
го антигена недостаточно для защиты.

Интересно, что интраназальная иммунизация 
значительно уменьшала тяжесть инфекции и защи-
щала животных как от летального исхода, так и от 
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Рис. 3. Иммуногенность rAd, экспрессирующих  
поверхностные антигены вируса осповакцины,  

после двукратной интраназальной иммунизации.
На рисунке указана достоверность при p < 0,05; *p < 0,0001. 

К– — контроль.
Fig. 3. Immunogenicity of recombinant adenoviruses 
expressing surface antigens of the vaccinia virus after  

two intranasal immunizations.
The figure shows the confidence at p < 0.05; *p < 0.0001. 

C– — control.

25

50

100

200

400

800

1600

3200

6400

Рекомбинантные аденовирусы | Recombinant adenoviruses

Ig
G

 к
 в

ир
ус

у 
ос

по
ва

кц
ин

ы
 | 

Va
cc

in
ia

 v
iru

s 
Ig

G

р = 0,0002
р = 0,0014

р = 0,0009 ✱

✱

rAd2-A33
rAd2-B5

rAd2-H3
rAd2-L1

rAd2-D8
rAd2-D13

rAd2-A14
rAd2-A17

rAd2-A27
К– | C–

Мышам внутримышечно вводили rAd2-B5 
или rAd2-H3 в дозе 2 × 1010 вирусных частиц, через  
21 день тот же аденовирусный вектор вводили ин-
траназально. Через 35 дней от начала иммунизации 
животных заражали патогенным штаммом WR в 
дозе 16 ЛД50 (5 × 104 БОЕ). Выживаемость и изме-
нение массы тела регистрировали в течение 14 дней 
после заражения (рис. 5).

Сочетанная иммунизация rAd2-B5 или rAd2-H3 
обеспечивала 100% защиту животных от летальной 
инфекции. В группе животных, внутримышечно и 
интраназально иммунизированных rAd2-B5, поте-
ря веса не была зарегистрирована. Однако в группе 
rAd2-H3 на 6-й день у 2 животных из 8 потеря веса 
была около 23% с постепенным восстановлением к 
14-му дню.

Обсуждение
С момента использования вируса осповакцины 

в прошлом столетии сопутствующая вакцинация 
больше не проводится. Несмотря на ликвидацию 
натуральной оспы, мир продолжает сталкиваться с 
ортопоксвирусными инфекциями, которые требуют 
активных действий. Серьёзные побочные эффекты 

после вакцинации вирусом осповакцины подчер-
кнули необходимость разработки более безопасных 
вакцинных препаратов для борьбы с актуальными 
ортопоксвирусными инфекциями, такими как оспа 
обезьян.

Российские учёные внесли большой вклад 
в разработку противооспенных вакцин [39–41].  
В настоящее время наименее реактогенной и без-
опасной является недавно разработанная вакцина  
«ОртопоксВак» научного центра «Вектор» Роспо-
требнадзора для профилактики ортопоксвирусных 
инфекций, которая представляет из себя штамм 
Л-ИВП вируса осповакцины с 6 нарушенными ге-
нами вирулентности [42].

Высокая степень гомологии в центральной об-
ласти генома вирусов оспы обезьян и осповакцины, 
составляющая 96,3%, указывает на их генетическое 
сходство [35–37]. В частности, гены MPV A35, B6, 
M1, E8, H3, A15, A18, A29 и E13 демонстрируют 
значительную консервативность с ортологичными 
генами ОПВ, включая вирусы осповакцины и нату-
ральной оспы [24]. 

Для разработки ортопоксвирусных вакцин ис-
пользованы несколько технологий: живая вакцина, 
аттенуированный вирус с дефектом репликации, 
вакцина на основе ДНК и субъединичные вакцины. 
У каждой из них есть свои недостатки, такие как 
серьёзные нежелательные явления при примене-
нии живой вакцины, более низкая иммуногенность 
у аттенуированных нереплицирующихся вакцин и 
ДНК-вакцин, а также длительный цикл разработки 
рекомбинантных белков [24, 26, 43, 44].

rAd обладают рядом ключевых свойств, что 
делает их хорошими кандидатами для разработки 
векторных вакцин. rAd физически и генетически 
стабильны, эффективно индуцируют врождённый 
и адаптивный иммунный ответ при различных спо-
собах введения, в том числе при доставке через 
поверхности слизистых оболочек [45]. Последнее 
является значительным преимуществом перед дру-
гими типами вакцин, т. к. эффективность вакцина-
ции зависит от места введения и привлечения анти-
генпрезентирующих клеток [46]. Внутримышечная 
иммунизация приводит к стимуляции системного 
иммунного ответа, но не обеспечивает эффектив-
ный барьерный иммунитет. При этом интраназаль-
ная иммунизация может вызвать гуморальный и 
клеточный иммунитет как на слизистых оболочках, 
так и системно [47]. Таким образом, разработка му-
козальных вакцин позволит удовлетворить потреб-
ности в более эффективной защите от патогенов, 
проникающих через слизистые оболочки. 

Аденовирусная технология представляет со-
бой универсальную платформу для быстрой разра-
ботки и внедрения вакцин для борьбы с вирусными 
инфекциями, обладающими в том числе пандемиче-
ским потенциалом. В этом исследовании мы разра-
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Рис. 4. Протективность rAd, экспрессирующих поверхностные антигены вируса осповакцины,  
после внутримышечной (а, б) или интраназальной (в, г) иммунизации на модели летальной инфекции у мышей. 

а, в — динамика веса (на графике указаны среднее значение и стандартная ошибка среднего значения); б, г — выживаемость. 
К– — контроль.

Fig. 4. The protective efficacy of recombinant adenovirus vectors expressing the surface antigens of the vaccinia virus after 
intramuscular (a, b) or intranasal (c, d) immunization in a mouse model of lethal infection. 

a, c  — weight dynamics (the graph shows the average value and the standard error of the average value); b, d — survival. C– — control.

ботали панель рекомбинантных репликативно-де-
фектных векторов на основе аденовируса человека 
2-го серотипа, кодирующих поверхностные белки 
вируса осповакцины. Два белка внеклеточного обо-
лочечного вириона (A33 и B5) и 7 белков внутри-
клеточного зрелого вириона (L1, D8, H3, A14, A17, 
A27, D13) были выбраны для клонирования в геном 
rAd2. Мы оценили иммуногенность 9 поверхност-
ных белков EEV и IMV, большинство из которых в 
предыдущих исследованиях показали свою эффек-
тивность [15, 17, 19, 24, 26, 27]. Однако в нашем 
исследовании из 9 поверхностных антигенов толь-
ко В5 и Н3 индуцировали иммунный ответ у мы-
шей при системном и интраназальном введении.  
Мы предполагаем, что это может быть связано с  

тем, что оба белка B5 и H3 являются гликопротеи-
нами и содержат эпитопы, которые распознаются 
клетками иммунной системы более эффективно, 
чем у белков других типов. По данным литерату-
ры, in silico предсказаны B- и Т-клеточные эпитопы 
для иммунодоминантных белков MPV (M1, H3, E8, 
A29, A35 и B6) [48]. 

В экспериментах по исследованию протек-
тивности rAd нами продемонстрирована эффек-
тивность интраназальной иммунизации. Интрана-
зальная иммунизация rAd2-B5, экспрессирующим 
гликопротеин В5 EEV, обеспечила наилучшую 
защиту (100%) с наименьшей потерей веса и бы-
стрым восстановлением. Интраназальная иммуни-
зация rAd2-H3, экспрессирующим гликопротеин 
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Н3 IMV, обеспечила 87,5% защиту. Другие поверх-
ностные белки: EEV А33, IMV L1, D8 и D13 защи-
щали животных от летальной инфекции на 75%. 
Введение rAd с антигенами IMV А17, А27 и А14 
обеспечивало только частичную защиту от VACV 
на 25–50% в зависимости от антигена. Эффектив-
ность сочетанной иммунизации (внутримышечно 
+ интраназально) rAd2-B5 или rAd2-H3 составила 
100%. По лученные нами данные согласуются с ре-
зультатами других исследований, в которых было 
показано, что для защиты от интраназального за-
ражения наиболее важен специфический иммуни-
тет к поверхностным антигенам EEV [49]. Анти-
тела, специфические к B5, играют важную роль в 
борьбе с лёгочной или внутримозговой инфекцией 
[50]. Белок Н3 активирует дендритные клетки, что 
приводит к секреции таких цитокинов, как интер-
лейкины-12р70, -10, -6 и фактор некроза опухо-
ли-α, что в дальнейшем индуцирует пролиферацию 
CD8+-Т-лимфоцитов, тем самым уничтожая инфи-
цированные вирусом клетки [51].

Полученные результаты демонстрируют за-
щитный потенциал выбранных антигенов и дают 
ценную информацию для последующей разработки 
эффективных и безопасных поливалентных вакцин 
против ОПВ. Наше исследование подтверждает, что 
B5 и Н3 обладают наибольшим защитным потенци-
алом, а в комбинации с другими поверхностными 
белками зрелого вириона могут обеспечить макси-
мальную эффективность. Необходимо дальнейшее 
изучение иммуногенного и протективного потенци-
ала различных комбинаций антигенов. Эта работа 
закладывает прочный фундамент для последующей 

оптимизации векторных вакцин, подтверждая целе-
сообразность объединения различных поверхност-
ных антигенов EEV и IMV, что позволит достичь 
максимальной защиты против ОПВ, включая вирус 
оспы обезьян.

Заключение
В данной работе создана панель rAd, несущих 

гены поверхностных белков вируса осповакцины, и 
проведена оценка их иммуногенности и эффектив-
ности. В ходе нашего исследования установлено, 
что на модели летальной инфекции, вызываемой 
VACV WR, гликопротеины B5 и Н3 демонстрируют 
наибольшую защиту при интраназальной иммуни-
зации. Кроме того, сочетание с другими антигена-
ми может не только усилить иммунный ответ, но и 
сформировать перекрёстный иммунитет к другим 
представителям рода Orthopoxvirus, вызывающим 
инфекции у людей. Эти результаты дают представ-
ление о защитном механизме поливалентных век-
торных вакцин и основу для дальнейшей разработ-
ки и внедрения таких препаратов, направленных на 
усиление защиты против ОПВ.
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