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Аннотация
Введение. Тяжёлые последствия пандемии COVID-19 свидетельствуют о недостаточной готовности наци-
ональных систем здравоохранения к противодействию подобным биологическим угрозам. В связи с этим 
проблема разработки средств специфической профилактики COVID-19 и других коронавирусных заболе-
ваний остаётся актуальной.
Цель исследования — получение аттенуированного Omicron-подобного штамма SARS-CoV-2 для созда-
ния профилактической живой аттенуированной вакцины против COVID-19.
Материалы и методы. Моделирование SARS-CoV-2-инфекции in vitro и накопление вируса проводили  
в культуре клеток Vero CCL-81 с использованием лабораторных штаммов SARS-CoV-2 Dubrovka (Ухань-по-
добный) и FEB2 (Omicron BA.5.2). Аттенуацию штамма FEB2 проводили путём культивирования на про-
тяжении 24 пассажей в клетках Vero CCL-81 при постепенно понижаемой до 24°C температуре с после-
дующим трёхкратным клонированием. Моделирование COVID-19 проводили на золотистых сирийских 
хомячках. Вирусную нагрузку оценивали путём титрования вируса по конечной точке ЦПД и количествен-
ного определения РНК SARS-CoV-2 методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией  
в реальном времени. Первичную структуру генома SARS-CoV-2 определяли методом нанопорового секве-
нирования. Антитела к SARS-CoV-2 в сыворотках хомячков определяли методом иммуноферментного 
анализа. 
Результаты. Получен непатогенный для сирийских хомячков температурочувствительный (ts) мутант 
Omicron-подобного штамма SARS-CoV-2, обладающий такими маркерами аттенуации, как ts-фенотип и 
сниженная иммуногенность. Мутантный штамм F-F3 при инфицировании сирийских хомячков, в отличие 
от родительского штамма, не поражал лёгкие, но сохранял жизнеспособность в носовых ходах и имму-
ногенность. Однократная интраназальная иммунизация хомячков ts-штаммом F-F3 вызывала у них серо-
конверсию с выработкой вируснейтрализующих антител. Важной характеристикой штамма F-F3 является 
низкая контагиозность и стабильность аттенуационного фенотипа при культивировании при 33°С.
Заключение. Совокупность выявленных характеристик аттенуированного штамма SARS-CoV-2 F-F3 сви-
детельствует о целесообразности дальнейшего исследования его безопасности и протективной активно-
сти на животной модели COVID-19. 
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Abstract
Introduction. The severe consequences of the COVID-19 pandemic highlight the lack of preparedness of 
national health systems to counter such biological threats. In this regard, the development of preventive means 
for specific prophylaxis of COVID-19 and other coronavirus diseases remains urgent. 
The aim of the study was to obtain an attenuated Оmicron-like SARS-CoV-2 strain to create a preventive live 
attenuated COVID-19 vaccine.
Materials and methods. For SARS-CoV-2 infection modeling in vitro and virus propagation, Vero CCL-81 cell 
culture as well as laboratory strains SARS-CoV-2 Dubrovka (Wuhan-like) and FEB2 (Omicron BA.5.2) were 
used. Attenuation of the FEB2 strain was carried out by cultivation for 24 passages in Vero CCL-81 cells at a 
temperature gradually lowered to 24°C, followed by triple cloning. COVID-19 modeling in vivo was performed 
on golden Syrian hamsters. Viral load was assessed by virus titration by the CPE endpoint and SARS-CoV-2 
RNA quantitation in real-time RT-PCR. The primary structure of the SARS-CoV-2 genome was determined by 
nanopore sequencing. Antibodies to SARS-CoV-2 in hamster sera were detected by ELISA.
Results. A non-pathogenic for Syrian hamsters temperature-sensitive (ts) mutant of the omicron-like SARS-
CoV-2 F-F3 strain, which possesses attenuation markers such as ts phenotype and reduced immunogenicity, was 
obtained. The mutant F-F3 strain did not affect the lungs in infected Syrian hamsters, unlike the parental strain, 
but retained viability in the nasal passages and immunogenicity. A single intranasal immunization of hamsters 
with the F-F3 ts strain caused seroconversion in them with the production of neutralizing antibodies. An important 
characteristic of F-F3 strain is low transmissibility and the stability of attenuation phenotype when cultured at 
33°C. 
Conclusions. The combination of the identified characteristics of the attenuated SARS-CoV-2 F-F3 strain 
indicates the rationality of further investigation of its safety and efficacy in an animal model of COVID-19.
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Введение
В последние десятилетия мир столкнулся с 

такими угрозами, как риск глобального распро-
странения коронавирусов SARS-CoV (2003 г.) и 
MERS-CoV (с 2012 г. по настоящее время) и пере-
жил пандемию COVID-19 (2020–2023 гг.), вызван-

ную коронавирусом SARS-CoV-2. От COVID-19 и 
его последствий погибло более 7 млн человек во 
всём мире, что свидетельствует о недостаточной 
готовности национальных систем здравоохране-
ния к появлению пандемических штаммов вирусов. 
Несмотря на сформировавшийся высокий уровень 
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популяционного иммунитета против новой корона-
вирусной инфекции, сохраняется риск появления 
новых эпидемически значимых вариантов SARS-
CoV-2, способных привести к подъёму заболеваемо-
сти COVID-19. Появление и широкое распростра-
нение варианта Omicron и его сублиний снизило 
эффективность вакцинопрофилактики COVID-19. 
В результате эволюции SARS-CoV-2 появились 
мутанты вируса, ускользающие от естественного и 
поствакцинального иммунитета, что привело к бы-
строму снижению эффективности лицензирован-
ных вакцин [1, 2]. В то же время сохраняется ве-
роятность передачи от животных человеку других 
коронавирусов и возникновения новых эпидемий.  
В связи с этим проблема совершенствования средств 
специфической профилактики COVID-19 и других 
коронавирусных заболеваний остаётся актуальной. 

Одной из современных тенденций в развитии 
методов специфической профилактики COVID-19 
и других респираторных инфекций является раз-
работка мукозальных вакцин [3]. Существенным 
преимуществом мукозальных вакцин с интрана-
зальным способом введения является способность 
вызывать формирование противовирусного имму-
нитета на слизистых оболочках, т. е. непосредствен-
но во входных воротах инфекции. Мукозальные 
вакцины не только защищают иммунизированного 
человека от заболевания, но и снижают эффектив-
ность трансмиссии вируса, что в конечном итоге 
обеспечивает снижение заболеваемости [3–5]. Му-
козальные вакцины против COVID-19 создаются 
на основе различных технологических платформ, 
но наибольший интерес разработчиков вызывают 
векторные вакцины, основанные на репликацион-
но некомпетентных или аттенуированных вирусах 
человека и животных (аденовирусы, вирус гриппа 
А, вирус болезни Ньюкасла, респираторно-синци-
тиальный вирус, вирус парагриппа 5 и др.), мно-
гие из которых находятся на разных стадиях кли-
нических испытаний [6–10]. К числу ограничений 
мукозальных векторных вакцин относится слабый 
системный иммунный ответ, предсуществующий 
иммунитет к вирусному вектору, негативно влияю-
щий на их иммуногенность, а также использование 
в качестве иммуногена преимущественно одного 
гена S-белка SARS-CoV-2 [3]. Альтернативным 
подходом является разработка мукозальной жи-
вой аттенуированной вакцины, способной вызы-
вать полноценный и стойкий иммунный ответ как 
к структурным, так и неструктурным вирусным 
белкам и активировать не только гуморальное, но 
и клеточное звено иммунитета [11, 12]. Важно от-
метить, что применение живых вирусных вакцин 
обосновано не только их высокой иммунологиче-
ской эффективностью, но и экономической целе-
сообразностью, поскольку они отличаются низкой 
себестоимостью производства. 

Ранее в НИИВС им. И.И. Мечникова от паци-
ентов с лабораторно подтверждённым COVID-19 в 
культуре клеток почки обезьяны Vero CCL-81 в раз-
ные периоды пандемии получены штаммы SARS-
CoV-2 Dubrovka (Ухань-подобный, GenBank ID 
MW514307.1, июнь 2020 г.) и FEB2 (Omicron BA.5.2, 
GenBank ID OP920753.1, октябрь 2022 г.). Видовая 
и субвидовая таксономическая принадлежность 
штаммов была установлена методом полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией в реаль-
ном времени (ОТ-ПЦР-РВ) и подтверждена путём 
полногеномного секвенирования с последующим 
филогенетическим анализом. Путём длительного 
пассирования Ухань-подобного штамма Dubrovka в 
клетках почки обезьян Vero CCL-81 при температу-
ре, постепенно понижаемой до 23ºC, получен холо-
доадаптированный (са) мутант D-D2, проявляющий 
температурочувствительный (ts) фенотип в культу-
ре клеток и аттенуационный (att) фенотип для зо-
лотистых сирийских хомячков (далее  — хомячки) 
[13]. При однократной интраназальной иммуниза-
ции хомячков штамм D-D2 вызывал сероконверсию 
у всех иммунизированных животных и обеспечивал 
высокоэффективную защиту хомячков от развития 
продуктивной инфекции и пневмонии при зараже-
нии как родительским штаммом Dubrovka, так и ге-
терологичными штаммами, относящимися к вари-
антам Delta (AY.122) и Omicron (сублинии BA.1.1 и 
BA.5.2) [13, 14]. Вместе с тем ts-мутант D-D2 сохра-
нил остаточную вирулентность для хомячков, про-
являющуюся в ограниченной репродукции вируса 
в лёгких и слабовыраженной очаговой интерстици-
альной пневмонии, что не позволяет охарактери-
зовать его как полностью безопасный. Остаточная 
вирулентность мутанта D-D2 определяется, вероят-
но, тем, что он утратил способность к размножению 
при 39°С, но при этом размножался при 37°С, со-
хранив таким образом способность заражать лёгкие 
[13]. В связи с этим нам представилось целесообраз-
ным получить ts-мутант Omicron-подобного штам-
ма SARS-CoV-2 FEB2, относящегося к сублинии 
BA.5.2, и исследовать его вирулентность и иммуно-
генность для чувствительных животных. Выбор для 
аттенуации штамма FEB2 определяется тем, что он 
характеризуется более низкой вирулентностью по 
сравнению с Ухань-подобным штаммом Dubrovka 
[15], а также схожестью антигенных свойств по от-
ношению к актуальным циркулирующим штаммам 
SARS-CoV-2.

Материалы и методы

Вирус

В исследовании использованы лаборатор-
ный штамм SARS-CoV-2 FEB2 (Omicron BA.5.2, 
GenBank ID OP920753.1), изолированный от паци-
ента с СOVID-19 в октябре 2022 г., и его ts-мутан-
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ты F-F1, F-F3, F-D3, F-D12, F-C5 и F-C9 (GenBank 
ID PX401966-PX401971), а также Ухань-подоб-
ный штамм SARS-CoV-2 Dubrovka (GenBank ID 
MW514307.1). 

Культивирование клеток и вируса
SARS-CoV-2 культивировали на клетках эпи-

телия почек африканской зелёной мартышки Vero 
CCL-81 (ATCC), как описано ранее [16]. Монослой 
клеток Vero CCL-81 инфицировали SARS-CoV-2 
при низкой множественности заражения (MOI  
≤ 0,001) и инкубировали при 37°C (штаммы FEB2 
и Dubrovka) или 24°C (са-мутанты штамма FEB2)  
в течение 3–10 дней в атмосфере 5% CO2 до появле-
ния выраженного цитопатического действия (ЦПД). 
Вируссодержащую культуральную среду осветляли 
центрифугированием, титровали и хранили при 
–80°C до использования.

Титрование вируса
Титр SARS-CoV-2 определяли по конечной точ-

ке проявления ЦПД в культуре клеток Vero CCL-81, 
как описано ранее [16]. Штаммы FEB2 и Dubrovka 
титровали при 37°C, са-мутанты штамма FEB2 — 
при 30°C. Титр вируса рассчитывали методом  
M.A. Ramakrishnan [17] и выражали в lg ТЦД50/мл.

Оценка ts-фенотипа са-мутантов SARS-CoV-2
Клетки Vero заражали родительским штам-

мом FEB2 и ca-мутантами при MOI 0,001 и инку-
бировали при 37°С и 39°С в течение 4 сут в ат-
мосфере 5% СО2. В конце инкубации отбирали об-
разец культуральной жидкости и определяли титр 
вируса и концентрацию вирусной РНК. Снижение 
титра вируса или концентрации вирусной РНК по 
сравнению с заражением штаммом FEB2 на 4,0 lg 
и более свидетельствовала о наличии у ca-мутанта 
ts-фенотипа. 

Количественное определение РНК SARS-CoV-2
Количественное определение РНК SARS-

CoV-2 проводили методом ОТ-ПЦР-РВ, как опи-
сано ранее [18]. Вирусную РНК выделяли из 
образцов с использованием набора реагентов 
«MagnoPrime UNI» («NextBio»). Для обнаружения 
вирусной РНК использовали праймеры и зонд, на-
правленные к гену нуклеокапсида N SARS-CoV-2: 
CoVN-F GCGTTCTTCGGAATGTCG, COVN-R 
TTGGATCTTTGTCATCCAATTTG, COVN-P FAM-
AACGTGGTTGACCTACACAGGT-BHQ1 [19].

Секвенирование генома SARS-CoV-2
Нанопоровое секвенирование генома SARS-

CoV-2 проводили в секвенаторе MinION в про-
точной ячейке Flow Cell R9.4 с использованием 
программного обеспечения «MinKNOW» и на-
боров реагентов производства «Oxford Nanopore 

Technologies», как описано ранее [13]. Сборку гено-
ма осуществляли в программе «Minimap2 v. 2.24». 

Определение антител к SARS-CoV-2
Антитела к SARS-CoV-2 в сыворотках кро-

ви хомячков определяли методом твёрдофазного 
иммуноферментного анализа (ИФА), как описано 
ранее [18]. В качестве иммуносорбента при поста-
новке ИФА в 96-луночные планшеты сорбировали 
препарат SARS-CoV-2 (штамм Dubrovka), инакти-
вированного ультрафиолетовым излучением. Титр 
нейтрализующих антител определяли в культуре 
клеток Vero CCL-81, как описано ранее [16].

Просвечивающая электронная микроскопия
Осветлённую центрифугированием (4000 об/мин  

в течение 10 мин при 4°C) вируссодержащую куль-
туральную жидкость с известным титром инактиви-
ровали в чашке Петри под штатной бактерицидной 
ультрафиолетовой лампой бокса микробиологиче-
ской безопасности (λ = 253,7 нм) в течение 6 мин  
с периодическим покачиванием. Вирус концентри-
ровали пропусканием через фильтры «Amicon Ultra 
100» («Merck») в течение 10 мин при 4500 об/мин и 
ресуспендировали в 1 мл стерильного фосфатного 
солевого буфера (ФСБ) (рН 7,2). Аликвоты вируса 
хранили при –80°С до микроскопического иссле-
дования. Для получения иммунных комплексов 
к исследуемому образцу вируса в объёме 50 мкл 
добавляли 3 мкл сыворотки кроликов, гиперим-
мунизированных штаммом FEB2, перемешивали, 
инкубировали 1 ч при 37°С и наносили на сетку. 
Для негативного контрастирования 7 мкл образца 
наносили на медную сетку, покрытую формваром с 
углеродным напылением («TedPella»), выдержива-
ли в течение 1 мин; избыток жидкости оттягивали 
фильтровальной бумагой. Далее наносили 7 мкл 2% 
водного раствора фосфорно-вольфрамовой кисло-
ты (рН 7,0), выдерживали в течение 30 с, избыток 
раствора удаляли. ПЭМ проводили на микроскопе 
«JEM-2100» («Jeol»).

Животные
Четырёхнедельные самки золотистых сирий-

ских хомячков (Mesocricetus auratus) массой 40–50 
г были получены из питомника лабораторных жи-
вотных Филиала ИБХ РАН в г. Пущино (Москов-
ская обл.). Животных заражали вирусом SARS-
CoV-2 интраназально в объёме 100 мкл на обе ноз-
дри под лёгким эфирным наркозом. За животными 
велось ежедневное наблюдение в течение всего 
срока проведения эксперимента. Животные содер-
жались в соответствии с правилами, принятыми 
Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и 
иных научных целей [20] и правилами по устрой-
ству, оборудованию и содержанию эксперименталь-
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но-биологических клиник (вивариев) (ГОСТ 33215-
2014). Все процедуры, проводимые с животными, 
были одобрены Локальным этическим комитетом 
НИИВС им. И.И. Мечникова до начала исследова-
ний (протокол № 2 от 24.05.2021). При проведении 
исследования на животных авторы соблюдали ин-
ституциональные и национальные стандарты по ис-
пользованию лабораторных животных. 

Оценка вирулентности SARS-CoV-2
Хомячки были случайным образом распре-

делены по 3 группам (n = 6). Животных 1-й и 2-й 
групп заражали интраназально штаммами FEB2 и 
F-F3 соответственно в дозе 5,0 lg ТЦД50/животное. 
Хомячкам 3-й группы интраназально вводили ФСБ. 
Ежедневно оценивали состояние животных и про-
водили контроль веса. Через 4 сут после заражения 
животных гуманно умерщвляли, лёгкие, носовые 
ходы и мозг извлекали, гомогенизировали в среде 
DMEM с гентамицином (40 мкг/мл) с использова-
нием гомогенизатора «Tissue Lyser LT» («Qiagen»), 
осветляли центрифугированием (4000 об/мин  
в течение 10 мин при 4°C) и хранили при –80°С  
до исследования. В осветлённых гомогенатах орга-
нов определяли титр вируса и концентрацию вирус-
ной РНК. Достоверно более низкие значения титра 
вируса и концентрации РНК мутантного штамма  
в лёгких и носовых ходах по сравнению с зараже-
нием диким штаммом свидетельствовали о наличии  
у вируса att-фенотипа.

Требования к безопасности работ
Все работы с вирусом SARS-CoV-2 проводили 

в условиях, отвечающих требованиям безопасности 
работ с ПБА II группы патогенности. 

Статистический анализ
Статистическую обработку проводили с 

использованием программного обеспечения 
«GraphPad Prism v. 5.03». Данные на графиках пред-
ставлены в виде среднего ± стандартное отклонение 
(SD) или ± стандартная ошибка (SE). Для сравнения 
показателей использован U-критерий Манна–Уит-
ни. Различия считали значимыми при p < 0,05.

Результаты
Для получения ts-мутантов был выбран 

Omicron-подобный штамм SARS-CoV-2 FEB2, об-
ладающий высокой репродуктивной активностью 
в культуре клеток Vero CCL-81. В результате про-
ведения 24 пассажей штамма FEB2 в клетках Vero 
CCL-81 при постепенно понижаемой температуре 
(пассажи 1–4 — 37°C, пассаж 5 — 35°C, далее сни-
жение температуры на 1°C на каждом пассажном 
уровне до 24°C) получен его са-мутант (FEB2_ca), 
способный размножаться при 24°C. На основе 
FEB2_ca путём трёхкратного клонирования мето-

дом предельных разведений было получено 6 кло-
нов вируса (F-F1, F-F3, F-D3, F-D12, F-C5 и F-C9), 
способных к размножению при 24°C (рис. 1, а). 
Клоны-мутанты F-F1, F-F3, F-D3, F-D12 обладали 
выраженным ts-фенотипом, т. е. утратили способ-
ность размножаться при 37°C и 39°C (рис. 1, б, в). 

Температурная чувствительность клонов-му-
тантов F-F1, F-F3, F-D3, F-D12, определённая по 
концентрации вирусной РНК на 4-е сутки после 

Рис. 1. Выявление ts-фенотипа разных вариантов  
штамма FEB2 в культуре клеток Vero CCL-81. 

Концентрация вирусной РНК: а — через 9 сут после инфици-
рования при 24°C; б — через 4 сут после инфицирования при 
37°C; в — через 4 сут после инфицирования при 39°C. Пред-

ставлены средние значения двух независимых экспериментов.  
Отрезки показывают разницу между двумя значениями.
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инфицирования, была подтверждена определением 
инфекционного титра вируса — при культивирова-
нии в условиях 37°C и 39°C они не проявляли ин-
фекционной активности, тогда как титр родитель-
ского штамма FEB2, выращенного в этих условиях, 
превышал 7,0 lg ТЦД50/мл.

Электронно-микроскопическое исследование 
препаратов родительского штамма FEB2 и кло-
на-мутанта F-F3 не выявило различий в морфоло-
гии вирусных частиц между вариантами вируса 
(рис. 2, а, в). Популяция вируса включала сфериче-
ские или овальные частицы диаметром 90–150 нм, 
окружённые по контуру «шипами» S-белка. И роди-
тельский штамм, и ts-мутант после инкубации с им-
мунной сывороткой кролика, гипериммунизирован-
ного штаммом FEB2, образовывали иммунные ком-
плексы (рис. 2, б, г), содержащие от 2 до нескольких 
десятков вирионов. 

В результате полногеномного секвенирования 
в геномах клонов-мутантов F-F1, F-F3, F-D3, F-D12, 
F-C5 и F-C9 (GenBank ID PX401966-PX401971) об-
наружены 21–24 нуклеотидные замены, преимуще-
ственно несинонимичные. Из числа полученных 
ts-мутантов для оценки вирулентности для хомяч-
ков выбран клон F-F3 (далее — штамм F-F3), чув-
ствительный к температуре 37°C и выше. Сравни-
тельный анализ геномов штамма F-F3 (GenBank 
ID PX401966) и его родительского штамма FEB2 
(GenBank ID OP920753.1) показал, что в результа-
те адаптации к росту в культуре клеток Vero CCL-
81 при 24°С он приобрёл 23 нуклеотидные заме-
ны (C3154T, C10175T, C10801T, C11422T, C13132T, 
T15353C, G17535A, G17915T, C19515T, C19863T, 
T22772G, G23754T, A24339T, C24348A, C24349G, 
G26316A, G26488A, C26501T, A26668G, G28507T, 
C28626A, C29070A, C29312T), из которых 20 при-
водили к аминокислотным заменам в белках NSP3 
(P971L), NSP5 (T3520I, A3727V), NSP6 (T4297I), 
NSP12 (S5038P), NSP13 (C5765Y, G5892C), NSP14 
(S6425L, A6541V), S (N414K, D742Y, T937S, P940S),  
E (R38Q), M (D3N, T7I, T63A), N (R95L, P132T, Q280K). 

Интраназальная иммунизация хомячков штам-
мом F-F3 в дозе 5,0 lg ТЦД50/животное не вызывала 
у них патологических изменений в лёгких, задержки 
прироста массы тела и изменений в поведении. Ре-
продукция штамма F-F3 на 4-й день после инфици-
рования была обнаружена только в носовых ходах, 
тогда как в гомогенатах лёгких и мозга инфекцион-
ная активность вируса не была выявлена (рис. 3, а), 
что хорошо согласовалось с содержанием в этих ор-
ганах вирусной РНК (рис. 3, б). Титр вируса в носо-
вых ходах хомячков на 4-й день после инфицирова-
ния был на 1,3 lg ТЦД50/мл, а концентрация вирусной 
РНК — на 1,6 lg копий РНК/мл ниже, чем при зара-
жении диким вирусом в аналогичной дозе (p < 0,01).

Для оценки иммуногенности штамма F-F3 хо-
мячков интраназально иммунизировали штаммом 

F-F3 (n = 12) в дозе 5,0 lg ТЦД50/животное. Кон-
трольную группу животных заражали штаммом 
FEB2 (n = 6) в аналогичной дозе. В качестве отри-
цательного контроля выступали неиммунизирован-
ные животные (n = 6). Через 21 сут после иммуниза-
ции у всех иммунизированных животных методом 
ИФА выявлена сероконверсия, при этом титр IgG  
к SARS-CoV-2 при иммунизации F-F3 был в сред-
нем в 3,5 раза ниже (3050 ± 2702), чем при иммуни-
зации родительским штаммом FEB2 (10667 ± 3350;  
p < 0,05). В сыворотках всех иммунизированных 
F-F3 хомячков обнаружены вируснейтрализующие 
антитела к штамму FEB2 в титре 80–640 (в среднем 
333 ± 207). В сыворотках неиммунизированных жи-
вотных антитела к вирусу не обнаружены.

Следующий этап заключался в оценке стабиль-
ности ts-фенотипа штамма F-F3. Для этого адапти-
рованный к температуре 24°С штамм F-F3 на про-
тяжении 6 пассажей выращивали в культуре клеток 
Vero CCL-81 при 33°С и 37°С. При 37°С инфекция 
F-F3 носила абортивный характер (вирус не размно-
жался, не вызывал ЦПД, проявляя ts-фенотип). При 
33°С на всех пассажных уровнях F-F3 размножал-
ся, вызывая выраженное ЦПД, что сопровождалось 
накоплением в культуральной жидкости вирусной 
РНК на уровне 8,0 lg копий РНК/мл и выше. Ви-
русное потомство, полученное после проведения 
6 пассажей при 33°С (вариант F-F3-33), проверяли 
на чувствительность к температурам 37°С и 39°С  
(таблица). Если при 33°С родительский штамм 
FEB2 и вариант F-F3-33 размножались в клетках 
Vero CCL-81 с одинаковой эффективностью, то при 

Рис. 2. Просвечивающая электронная микроскопия нега-
тивно контрастированных вирионов штаммов (а) FEB2  

и F-F3 (в) и иммунных комплексов, полученных при инку-
бации с иммунной сывороткой вирионов штаммов (б)  

FEB2 и F-F3 (г). Масштабный отрезок — 200 нм.
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37°С и 39°С к размножению был способен только 
штамм FEB2, о чём свидетельствует прирост кон-
центрации вирусной РНК и развитие ЦПД. Отсут-
ствие признаков репродукции варианта F-F3-33 при 
37°С и 39°С свидетельствует о стабильности ts-фе-
нотипа штамма F-F3 в условиях культивирования  
in vitro при 33°С.

Важной характеристикой, определяющей без-
опасность вакцинного штамма, является его спо-
собность передаваться от иммунизированных лиц 
восприимчивым неиммунным. В связи с этим нам 
представилось целесообразным оценить контагиоз-
ность штамма F-F3. С этой целью к группе хомячков  
(n = 6), иммунизированных интраназально штам-

мом F-F3 в дозе 5,0 lg ТЦД50/мл, сразу после имму-
низации были подсажены 3 неиммунных хомячка, 
которые содержались вместе с иммунизированными 
животными на протяжении всего эксперимента. Че-
рез 21 сут после инфицирования у «подсаженных» 
хомячков антитела к SARS-CoV-2 не обнаружены. 
Отсутствие сероконверсии свидетельствует о том, 
что штамм F-F3 подсаженным животным не пере-
дался, несмотря на тесный контакт с иммунизиро-
ванными животными. Через 28 дней после инфици-
рования иммунизированные хомячки были зараже-
ны вирулентным штаммом SARS-CoV-2 Dubrovka в 
дозе 4,0 lg ТЦД50/мл, и через 21 сут после заражения 
в сыворотках крови всех трёх «подсаженных» хо-

Рис. 3. Вирусная нагрузка в органах хомячков на 4-й день после инфицирования штаммами FEB2 и F-F3. 
а — титр вируса; б — концентрация вирусной РНК, средние значения ± SE, **р < 0,01.
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Температура  
культивирования, °С Вирус

Концентрация вирусной РНК на разные сроки после инфицирования,  
lg копий РНК/мл ЦПД на 4-е сутки

1-е сутки 2-е сутки 3-и сутки 4-е сутки

33 F-F3-33 5,2 8,4 9,0 8,7 Есть | Yes

FEB2 4,0 7,9 9,5 8,2 Есть | Yes

37 F-F3-33 ≤ 3,0 ≤ 3,0 ≤ 3,0 ≤ 3,0 Нет | No

FEB2 4,5 8,3 9,7 10,0 Есть | Yes

39 F-F3-33 ≤ 3,0 ≤ 3,0 ≤ 3,0 ≤ 3,0 Нет | No

FEB2 4,1 8,4 9,8 9,5 Есть | Yes
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мячков выявлены антитела к SARS-CoV-2 (средний 
титр антител 17 067 ± 4267). Выявленную серокон-
версию можно трактовать как результат заражения 
«подсаженных» хомячков вирулентным штаммом 
Dubrovka, что подтверждалось тем, что вирусней-
трализующая активность выявленных антител по 
отношению к Wuhan-подобному штамму Dubrovka 
(853 ± 213) была в среднем в 10 раз больше, чем 
по отношению к Omicron-подобному штамму FEB2 
(87 ± 41; р < 0,05). 

Обсуждение
Одним из традиционных подходов к созда-

нию живых вакцин, доказавших свою эффектив-
ность, является холодовая адаптация вируса с по-
лучением ts-мутантов. Основанные на ts-мутантах 
сезонные живые гриппозные вакцины, принципы 
создания которых сформулированы более 50 лет 
назад [21, 22], сочетают перекрёстную протек-
тивную активность, простоту интраназального 
введения, формирование мукозального иммуните-
та во входных воротах инфекции. Вирус, адапти-
рованный к росту в культуре клеток при пони-
женной температуре, утрачивает способность к 
размножению при физиологической температуре 
37°C и выше (ts-фенотип). Следовательно, ts-му-
тант не способен поражать лёгкие и другие вну-
тренние органы и вызывать в них патологические 
изменения. Такая избирательность ts-мутанта 
определяется тем, что температура в лёгких и в 
других жизненно важных внутренних органах 
условно здорового человека превышает 37°C,  
а в головном мозге составляет в среднем 38,5°C 
[23]. В научной литературе описано получение 
аттенуированных ts-штаммов SARS-CoV-2, полу-
ченных на основе вариантов вируса, которые пре-
кратили свою циркуляцию ещё в 2021–2022 гг. [13, 
24–26], до появления варианта Omicron, ставшего 
причиной самого масштабного подъёма заболева-
емости [27]. 

В настоящем исследовании возможность ат-
тенуации SARS-CoV-2 путём холодовой адапта-
ции, первоначально продемонстрированная нами 
на Wuhan-подобном штамме Dubrovka [13], была 
подтверждена с использованием более актуаль-
ного Omicron-подобного штамма FEB2 (сублиния 
BA.5.2). При выборе штамма SARS-CoV-2 для полу-
чения ts-мутанта мы руководствовались тем, что он 
должен обладать схожими антигенными свойства-
ми по отношению к актуальным диким штаммам и 
при этом изначально характеризоваться понижен-
ной вирулентностью. В наибольшей степени этим 
требованиям отвечал Omicron-подобный штамм 
FEB2, способный вызывать у хомячков пневмонию, 
не поражая головной мозг [15]. В результате адап-
тации штамма FEB2 к росту в культуре клеток Vero 
CCL-81 при 24°С ряд клонов-мутантов приобрели 

ts-фенотип, утратив способность размножаться в 
культуре клеток при 37°С. Выбранный нами для 
дальнейшего исследования ts-штамм F-F3 при ин-
траназальном заражении хомячков, в отличие от 
родительского штамма, не поражал лёгкие, но со-
хранял жизнеспособность в носовых ходах, при 
этом интенсивность вирусной репродукции в носо-
вых ходах была ниже, чем у родительского штамма. 
Способность к заражению верхних отделов респи-
раторного тракта определила иммуногенность F-F3. 

Штамм F-F3 в присутствии иммунной сы-
воротки формировал иммунные комплексы, что 
указывает на сохранение у поверхностных белков  
(в первую очередь S-белка) ts-мутанта, выращенно-
го при нефизиологичной температуре 24°C, анти-
генных свойств, несмотря на 4 аминокислотные за-
мены в S-белке: N414K, D742Y, T937S, P940S. Такой 
вывод подтверждается способностью штамма F-F3 
при интраназальной иммунизации вызывать у им-
мунизированных золотистых сирийских хомячков 
сероконверсию с выработкой вируснейтрализую
щих антител. Сероконверсия проявилась у всех 
иммунизированных штаммом F-F3 животных, при 
этом титр антител был значительно ниже, чем при 
иммунизации соответствующей дозой дикого ви-
руса. Более низкую иммуногенность F-F3 по срав-
нению с родительским вирусом, характерную для 
вакцинных штаммов, можно рассматривать как до-
полнительный маркер аттенуации вируса. 

Одной из ключевых характеристик, опреде-
ляющих безопасность клинического применения 
живых аттенуированных вакцин, является стабиль-
ность att-фенотипа вакцинного штамма, что ми-
нимизирует вероятность реверсии вирулентности. 
Проблема нестабильности att-фенотипа вакцин-
ных штаммов проявилась, например, в появлении 
циркулирующих вакцинородственных полиовиру-
сов — ревертантов вакцинных штаммов оральной 
полиомиелитной вакцины. Вирулентность вакцино-
родственных полиовирусов может быть сопостави-
мой с вирулентностью диких штаммов полиовиру-
са, поэтому в странах, избавившихся от циркуляции 
диких штаммов, переходят от применения оральной 
полиомиелитной вакцины к инактивированной [28]. 
Кроме того, D.C. He и соавт. обнаружили цирку-
ляцию среди населения Индии рекомбинантных 
штаммов SARS-CoV-2, предположительно появив-
шихся в результате клинических испытаний живой 
аттенуированной вакцины, и описали связанные с 
этим риски [29]. Важной характеристикой штамма 
F-F3 является стабильность его ts-фенотипа при 
культивировании при 33°С. При моделировании  
in vitro условий для культивирования ts-мутанта, 
при которых могла бы произойти реверсия, мы вы-
брали пермиссивную для вируса температуру 33°С, 
что примерно соответствует условиям верхних от-
делов дыхательных путей. Поскольку именно ts-фе-
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нотип определяет аттенуацию вируса, полученные 
результаты указывают и на стабильность att-фено-
типа штамма F-F3.

Иммунизированные штаммом F-F3 хомячки не 
заражали подсаженных в ту же клетку неиммунных 
хомячков, несмотря на тесный контакт между ними, 
что свидетельствует о низкой контагиозности F-F3. 
Факт заражения животных штаммом F-F3 опреде-
ляли методом «парных сывороток», выявляя серо-
конверсию (достоверный, не менее чем 4-кратный, 
прирост антител к вирусу) через 21 сут после имму-
низации. При этом исходили из того, что пик вирус-
ной репродукции в носовых ходах хомячков прихо-
дится на 2–4-й день после иммунизации, и в этот пе-
риод риск заразиться для контактных неиммунных 
животных максимален. Оставшихся 2,0–2,5 нед до 
момента взятия крови достаточно для того, чтобы в 
случае заражения проявилась сероконверсия. Те же 
неиммунные хомячки при заражении находящихся 
с ними в одной клетке иммунизированных хомяч-
ков вирулентным штаммом SARS-CoV-2 Dubrovka 
заразились от них. Заражение контактных живот-
ных штаммом Dubrovka свидетельствовало об их 
восприимчивости к SARS-CoV-2-инфекции и выя-
вило высокую контагиозность неаттенуированно-
го штамма Dubrovka. Если рассматривать штамм 
F-F3 в качестве кандидатного вакцинного штамма, 
то его низкая контагиозность снижает вероятность 
циркуляции вакцинного штамма среди населения в 
условиях массовой вакцинации и риск появления 
вирулентных вакцинородственных штаммов или 
рекомбинантов вакцинного и дикого вируса.

Полученные нами данные о стабильности 
ts-фенотипа в условиях in vitro и низкой контагиоз-
ности штамма F-F3 требуют подтверждения в до-
полнительных исследованиях на чувствительных 
животных.

Заключение
Получен непатогенный для золотистых сирий-

ских хомячков Omicron-подобный ts-мутант SARS-
CoV-2 — штамм F-F3. Будучи чувствительным  
к температуре 37°С и выше, штамм F-F3 утратил 
способность заражать лёгкие хомячков, но сохра-
нил способность заражать носовые ходы, благодаря 
чему сохранил иммуногенность. Важной характе-
ристикой штамма является низкая контагиозность.  
В условиях длительного культивирования in vitro 
при 33°С штамм F-F3 проявил стабильность ts-фе-
нотипа, что свидетельствует о низком риске ревер-
сии вирулентности в условиях клинического при-
менения. Совокупность выявленных характеристик 
аттенуированного штамма F-F3 свидетельствует о 
целесообразности дальнейшего исследования его 
безопасности и протективной активности на живот-
ной модели COVID-19. Штамм F-F3 также представ-
ляет интерес для получения на его основе «донора 

аттенуации», позволяющего создавать методами об-
ратной генетики вакцинные штаммы, сочетающие 
аттенуационный фенотип ts-штамма и антигенные 
свойства циркулирующих штаммов SARS-CoV-2.
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