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Целью данной работы было изучение генетической стабильности производственного штамма Ленин-
град-16 (Л-16) вируса кори, используемого для производства вакцины АО «НПО «Mикроген». 
Материалы и методы. В исследовании использованы серии производственного и посевного штаммов 
Л-16 (АО «НПО «Mикроген»), готовые серии вакцин кори различных производителей, штамм генотипа D6 
вируса кори. Молекулярно-генетическое исследование штаммов проведено с применением полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией, последующей рестрикцией и секвенированием. 
Результаты. Получены полногеномные последовательности производственного и посевного штаммов 
Л-16 для производства вакцины. Последовательность вакцинного штамма представлена в GenBank. 
Штамм Л-16 генетически стабилен. Полученные данные позволили продемонстрировать возможность ис-
пользования метода ОТ-ПЦР с последующей рестрикцией для подтверждения подлинности вакцинного 
штамма Л-16 в готовых моно- и трехкомпонентных формах вакцин. 
Заключение. Результаты проведенного исследования позволяют предположить возможность применения 
молекулярно-генетических методов для подтверждения подлинности изученных штаммов не только на 
этапах производства, но и в готовых сериях вакцин. 
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ма длин рестрикционных фрагментов.
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Aim. To study the genetic stability of the measles virus strain Leningrad-16 (L-16) used for the production of 
vaccine at JSC NPO Mikrogen.
Materials and methods. A series of production and sowing strains of L-16 (JSC NPO Mikrogen), ready-made 
series of measles vaccines from various manufacturers, and the strain of measles virus genotype D6 were 
studied. Molecular genetic study of the strains was performed using RT-PCR followed by restriction analysis and 
sequencing.
Results. The complete genome sequences of the production and sowing strains of L-16 that are used for vaccine 
production were obtained. The sequence of the vaccine strain was deposited in GenBank. Strain L-16 was 
confirmed to be genetically stable. The obtained data demonstrated the possibility of using the RT-PCR method 
with subsequent restriction analysis to confirm the authenticity of the vaccine strain L-16 in finished mono and 
three component vaccines.
Conclusion. The results of the study suggest the applicability of the molecular genetic methods to confirm the 
authenticity of the studied strains not only at the production stages, but also in the finished series of vaccines.
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Корь является высококонтагиозным заболева-
нием, характеризующимся в продромальном пери-
оде лихорадкой, кашлем, насморком, конъюнктиви-
том, с последующим появлением генерализованной 
макулопапулезной сыпи [1, 2]. Вирус кори, вызы-
ваю щий данное заболевание, относится к роду Mor
billivirus, семейству Paramyxoviridae [1, 2]. На осно-
вании данных о нуклеотидной последовательности 
различают 24 генотипа вируса кори. Генотипирова-
ние проводят по нуклеотидной последовательно-
сти не менее 450 п.н., кодирующей СООН-концевой 
фрагмент белка нуклеопротеина N [1, 2]. Средством 
профилактики заболевания является использование 
живой вакцины кори, для производства которой при-
меняют аттенуированные штаммы. Штаммы Mo ra-
ten, AIK-C, Schwarz, Edmonston-Zagreb и Edmonston 
B получены из исходного штамма Edmonston, штам-
мы CAM-70, Shanghai-191, Changchun-47 и Ленин-
град-16 (Л-16) получены независимо [3–6]. При этом 
штаммы Changchun-47 и Л-16 пассировались на раз-
ных культурах клеток, но имеют общего «прародите-
ля» — штамм Ленинград-4. Все указанные вакцин-
ные штаммы относятся к генотипу А [2–6]. 

В России вакцина коревая культуральная жи-
вая производится АО «НПО «Микроген» и ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор». Оба производителя использу-
ют один штамм — Л-16. Современные требования 
к производству вакцинных препаратов, содержа-
щих живые штаммы вирусов, предполагают кон-
троль генетической стабильности производствен-
ных штаммов, в том числе штаммов вируса кори 
(ШВК), что рекомендовано International Conference 
on Harmonisation of Technical Requirements for 
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (Меж-

дународная конференция по гармонизации техниче-
ских требований к регистрации лекарственных пре-
паратов для человека)1 и Государственной фармако-
пеей РФ2. Все производители, кроме Serum Institute 
of India (Индия), сделали доступной информацию 
о нуклеотидной структуре производственных ШВК 
и об их генетической стабильности [3–6]. Инфор-
мация о нуклеотидной структуре штаммов для кон-
троля подлинности вакцинных штаммов, причем 
не только на этапах производства, но и в готовых 
сериях вакцины, позволяет применить молекуляр-
но-генетические методы. 

Государственная фармакопея РФ для под-
тверждения подлинности производственного ШВК, 
как и производственных штаммов паротита и крас-
нухи, регламентирует использование реакции ней-
трализации2. Для вирусов кори, паротита и крас-
нухи известен высокий серологический перекрест 
между штаммами — иммунная сыворотка, полу-
ченная к вакцинному штамму, обладает вирусней-
трализующей активностью по отношению к другим 
штаммам семейства [7–11]. Таким образом, метод 
нейтрализации вакцинного штамма специфиче-
ской иммунной сывороткой позволяет только под-
твердить принадлежность исследуемого вакцинного 
штамма вируса к роду и семейству. Напротив, метод 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ) (restriction fragment length polymorphism — 

1 ICH Guidance, Q5D: Derivation and Characterisation of Cell 
Substrates Used for Production of Biotechnological/Biological 
Products (63 FR 50244; September 21, 1998).

2 ФС.3.3.1.0032.15. Вакцина коревая культуральная живая. 
URL: https://pharmacopoeia.ru/fs-3-3-1-0032-15-vaktsina-kore-
vaya-kulturalnaya-zhivaya/
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RFLP) позволяет подтвердить подлинность именно-
го вакцинного штамма, что было продемонстрирова-
но для вируса паротита Ленинград-3, вируса красну-
хи штамма RA-27/3 и ШВК Shanghai-191 [11–13]. 

Целью настоящей работы было исследование 
структуры производственного и посевного ШВК 
Л-16, используемого АО «НПО «Микроген» для 
производства моновалентной и трехкомпонентной 
вакцин, а также изучение возможности примене-
ния молекулярно-генетических методов для под-
тверждения подлинности производственного штам-
ма в готовой форме вакцины.

Материалы и методы
В работе использован вирус кори генотипа D6 

(MV226, Mvi/Luxembourg LUX/30/97/2), любезно 
предоставленный доктором C.P. Muller [8]. Штамм 
применялся в качестве контроля при проведении 
рестрикционного анализа вакцинных ШВК. 

В работе использованы вакцины следующих 
производителей: 

1) АО «НПО «Микроген»: 
• производственный ШВК Л-16 (серия № 10); 
• посевной ШВК Л-16 (серия № 200); 
• комбинированная вакцина против кори, 

краснухи и паротита «Вактривир» (серии 
М0015эк, М0020эк, М0021эк); 

• вакцина против краснухи культуральная жи-
вая аттенуированная (одна серия);

• вакцина паротитная (штамм Ленинград-3, 
одна серия);

• вакцина коревая живая аттенуированная 
(штамм Л-16, три серии);

2) «Serum Institute of India» — вакцина против 
кори, паротита и краснухи живая аттенуированная 
(четыре серии); 

3) «GlaxoSmithKlien Biologicals» — «Прио-
рикс», вакцина против кори, паротита и краснухи 
живая аттенуированная (три серии); 

4) «Merck & Co., Inc.» — «ProQuad», вакцина 
против кори, паротита, краснухи и ветряной оспы 
(одна серия).

Для выделения РНК из образцов применяли 
набор «РИБО-сорб» («АмплиСенс», Россия), выде-
ленная РНК находилась в объеме 50 мкл.

При проведении реакции обратной транскрип-
ции (ОТ) и гидролиза эндонуклеазой рестрикции 
использовали ферменты и компоненты реакционных 
смесей производства НПО «СибЭнзим» (Россия).

Плазмида pUCL16 (НПО «СибЭнзим», кат. 
№ D19) служила в качестве положительного кон-
троля при проведении ОТ-ПЦР и ПДРФ. ДНК 
плазмиды pUCL16  составляет 3568 п.н. Плазмида 
содержит уникальные сайты узнавания для EcoR1, 
Sac1, Kpn1, Xma1, BamH1, Xba1, Sal1, HincII, Acc1, 
Pst1, BspM1, Sph1 и HindIII, локализованные в по-
лилинкере. Плазмида содержит вставку фрагмента 

кДНК вируса кори, штамм Л-16, длиной 882 п.н., 
соответствующие позициям 1466–2324 п.н. в гено-
ме вируса кори. Фрагмент имеет сайты рестрикции 
рестриктазами BstSFI и CciI . 

Реакция ОТ проводилась в условиях, подробно 
описанных ранее [12]. Полимеразная цепная реак-
ция (ПЦР) осуществлялась в тех же пробирках, что 
и ОТ, поскольку все необходимые для ПЦР компо-
ненты уже содержались в растворах, а матрицей 
служила кДНК, наработанная с вирусной РНК. Ре-
жим термоциклирования полностью соответство-
вал описанному ранее [12]. 

После прохождения ПЦР к 25 мкл получен-
ной смеси добавляли 5 мкл буфера для рестрикции 
«ROSE» (кат. № B021) и 20 мкл воды, затем дели-
ли на 2 аликвоты по 25 мкл и к одной из них до-
бавляли 1 мкл рестриктазы CсiI. После инкубации 
в течение 1 ч при 37°С пробы наносили на 1,5% 
агарозный гель и проводили электрофорез в TAE-
буфере.

Для определения полных последователь-
ностей производственного штамма и посевного 
ШВК Л-16 (АО «НПО «Микроген») были синте-
зированы праймеры, полностью перекрывающие 
последовательность генома вируса кори с шагом 
500 п.н. [14].

Секвенирование проводили на приборе «Prism 
310 Genetic Analyzer» с использованием набо-
ра «BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit» 
(«Applied Biosystems»). Данные секвенирования ана-
лизировали с помощью программы «Chro mas 2.22» 
(«Technelysium Pty Ltd.»). 

Результаты

Изучение первичной структуры  
полноразмерных геномов производственного  

и посевного ШВК Л-16

Производственный ШВК Л-16 (серия № 10, 
приготовленная в 1993 г.) прошел 21 пассаж в пер-
вичной культуре клеток почек морских свинок и 4 
пассажа в первичной культуре клеток фибро бластов 
японских перепелов. Посевной ШВК Л-16 (серия 
№ 200, приготовленная в 2003 г.) прошел 21 пас-
саж в первичной культуре клеток почек морских 
свинок и 6 пассажей в первичной культуре клеток 
фибробластов японских перепелов. В процессе про-
изводства готовой серии вакцины посевной вирус 
проходит 1 пассаж в культуре клеток фибробластов 
японских перепелов. 

Результаты секвенирования кДНК произ-
водственного штамма представлены в GenBank 
(№ JF727649). Сравнительные результаты секвени-
рования кДНК посевного вируса и кДНК, получен-
ной из готовой серии вакцины (GenBank JF727650), 
приготовленной из указанного посевного вируса, 
свидетельствуют о том, что нуклеотидные после-
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довательности идентичны последовательностям 
производственного штамма. Это говорит о том, что 
штамм Л-16 АО «НПО «Микроген» генетически 
стабилен на этапах производства вакцины. 

Выбор фрагмента ШВК Л-16, пригодного  
для подтверждения подлинности штамма  

методом ПДРФ 
Для ШВК Л-16 выбор фрагментов для даль-

нейшего использования ПДРФ осуществлялся в со-
ответствии с критериями, описанными ранее [12].

Для анализа из базы данных GenBank выбраны 
референсные последовательности всех 24 геномов 
вируса кори и всех вакцинных штаммов. В качестве 
первого шага анализа проведено сравнение рефе-
ренсных последовательностей по СООН-концевому 
фрагменту белка нуклеопротеина N позиции 1126–
1575 н.о., т.е. области, используемой для генотипи-
рования. Анализ множественного выравнивания 
показывает, что референсная последовательность 
генотипа А вируса кори отличается от референсных 
последовательностей других генотипов в позиции 
1547 (нуклеотидный остаток Т, в то время как в дру-
гих последовательностях — G). Нуклеотидный оста-
ток Т входит в состав сайта узнавания рестриктазы 
BstSFI (CTATAG), что делает возможным использо-
вание метода ПДРФ для дифференциации генотипа 
А от других генотипов за один шаг. Из 48 полноге-
номных последовательностей генотипа А вируса 
кори, представленных в GenBank, 43 содержат сайт 
узнавания рестриктазы BstSFI в виде последователь-
ности CTATAG. Среди вакцинных штаммов только 
штамм Shanghai-191 не содержит этого сайта. 

Проведенный BLAST-анализ не выявил при-
сутствия сайта этой рестриктазы в данном участке 
генома в штаммах, относящихся к другим геноти-
пам. Таким образом, метод ПДРФ с использованием 
рестриктазы BstSFI (SfeI) может позволить с высо-
кой степенью точности (~90%) определить принад-
лежность штамма к генотипу А. 

Для анализа нуклеотидных последователь-
ностей выбраны полные последовательности ге-
номов вакцинных штаммов вируса кори из базы 
данных GenBank: AIK-С (AF266286, AB046218), 
Moraten (AF266287), Morten (FJ211583), Schwartz 
(FJ211589), Edmonston-Zagreb (AY486083), CAM-70 
(DQ345722, DQ345721), Changchun-47 (FJ416068), 
Shanghai (FJ416067), Л-16 (JF727650, JF727649). 
Множественное выравнивание последовательно-
стей вакцинных штаммов и референсного штамма 
генотипа А Edmonston с целью выявления нуклео-
тидных замен, присущих только ШВК Л-16, пока-
зало, что этот штамм имеет уникальные замены 
(таблица). 

Две из 4 уникальных замен формируют сайты 
эндонуклеаз рестрикции (подчеркнуты в таблице), 
которые можно использовать для дифференциации 
ШВК Л-16 с помощью метода ПДРФ. Это сайты 
TCATGA (CciI) и CATG (FatI и FaeI) возле позиции 
2143, а также сайт AGCT (AluI и AluBI) возле по-
зиции 7190. Для проведения гидролиза кДНК пред-
ставляется удобным применять более крупнощепя-
щую рестриктазу CciI. 

BLAST-анализ фрагмента, который содержит 
сайт TCATGA у ШВК Л-16, показал, что этот сайт 
не содержится ни в одном из опубликованных ге-
номов других ШВК — как принадлежащих к гено-
типу А (включая все вакцинные штаммы), так и в 
других генотипах. Таким образом, этот сайт может 
служить уникальным маркером данного вакцинно-
го штамма. 

Выбор праймеров для амплификации участка 
генома с сайтом TCATGA в позиции 2143, расчет 
длин фрагментов, образующихся при гидролизе 

ПЦР-продукта 
Для амплификации фрагмента, содержащего 

сайт TCATGA, были подобраны праймеры, позво-
ляющие амплифицировать фрагмент длиной 378 
п.н.: L1970f 5' CAG GCA GTT CGG GTC TCA GCA 

Сравнение отличий геномов штамма Л-16 и других вакцинных штаммов
Comparison of differences in the genomes of Leningrad-16 strain and other vaccine strains

Позиция
Position

Нуклеотид в геноме штамма Л-16  
(контекстная последовательность)

Nucleotide in the genome of Leningrad-16 strain 
(context sequence)

Нуклеотид в других вакцинных штаммах  
(контекстная последовательность)
Nucleotide in other vaccine strains  

(context sequence)

2143                                            C
TTATTATGTTCATGATCACAG

                                                   T
TYRTTAYGTTТATGATCACAG

3586                                             С
GATGAATGCTCTATGTACATG

                                                   Т
GATGAATGCTТTATGTACATG

7190                                             T
AGCATCAAGCTCACCTGAAAT

                                                   C
AGCATCAAGCCCACCTGAAAT

9117                                            A
GGAACCAATCACAGATAGGGC

                                                   G
GGAACCAATCGCAGATAGGGC
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3'; L2324r 5' CAG AAG CCC TGA ACC CCA TAG 
AGA 3'. В результате ПЦР с применением этих 
праймеров будет амплифицироваться фрагмент 
ДНК длиной 378 п.н., содержащий сайт рестрикта-
зы CciI, имеющийся только у штамма Л-16. После 
обработки рестриктазой CciI этот фрагмент (в слу-
чае использования в реакции кДНК штамма Л-16) 
распадется на 2 фрагмента с длинами 175 и 203 
п.н. В качестве положительного контроля при про-
ведении реакции возможно использование плазми-
ды ДНК pUCL16 (НПО «СибЭнзим»). 

При применении вышеописанных прайме-
ров будет получен фрагмент длиной 378 п.н. При 
гидролизе фрагмента рестриктазой CciI будут по-
лучены фрагменты длиной 175 и 203 п.н. При ис-
пользовании праймеров для амплификации фраг-
мента для генотипирования [2, 14] будет получен 
фрагмент длиной 481 п.н. с сайтом рестрикции 
рестриктазой BstSFI. При гидролизе фрагмента 
рестриктазой BstSFI будут получены фрагменты 
длиной 188 и 293 п.н. (рис. 1).

Результаты ОТ-ПЦР с последующей  
рестрикцией рестриктазой CciI в образцах,  

содержащих ШВК
Для выделения РНК и последующего прове-

дения ОТ-ПЦР с рестрикцией использовали ШВК 
и образцы готовых форм вакцины различных про-
изводителей. Результат ОТ-ПЦР с последующей 
рестрикцией представлен на рис. 2. При ампли-
фикации посевного штамма и штамма из готовой 

формы вакцины получен ампликон с предполагае-
мой расчетной длиной 378 п.н. При рестрикции по-
лученного ампликона рестриктазой CciI получены  
2 фрагмента с расчетными длинами 175 и 203 п.н. 

При проведении ОТ-ПЦР с последующей ре-
стрикцией ШВК генотипа D6, готовых форм вакцин 
различных производителей, содержащих разные 
ШВК, получен ампликон расчетной длины, однако 
результат его рестрикции рестриктазой CciI отри-
цательный: фрагменты с расчетными длинами 175 
и 203 п.н. не получены (рис. 2). Это связано с тем, 
что штаммы других генотипов вируса кори и ШВК, 
используемые другими производителями, не содер-
жат сайт рестрикции Ccil во фрагменте генома с 
1970 по 2324 н.о. 

При проведении в тех же условиях ОТ-ПЦР с 
последующей рестрикцией вакцин против пароти-
та и краснухи производства АО «НПО «Микроген» 
фрагмент длиной 378 п.н. амплифицирован не был, 
т.е. результат был отрицательным.

Таким образом, выбранные праймеры позволя-
ют провести ОТ-ПЦР всех РНК, выделенных из об-
разцов, содержащих вирус кори, и получить ампли-
кон размером 378 п.н. (рис. 2). Только те фрагменты, 
которые содержат сайт рестрикции для рестриктазы 
CciI, характерный для ШВК Л-16, при проведении 
рестрикции позволяют получить 2 фрагмента дли-
нами 175 и 203 п.н.

Таким образом, предложенный для амплифи-
кации с последующей рестрикцией фрагмент ШВК 
Л-16 позволяет подтвердить подлинность штамма 

Рис. 1. Гидролиз ПЦР-продуктов, полученных после амплификации фрагментов ДНК плазмиды pUCL16.
1 — ампликон длиной 481 п.н., содержащий сайт рестрикции рестриктазой BstSFI; 2 — продукты гидролиза ампликона рестриктазой 
BstSFI (188 и 293 п.н.); 3 — маркер длин фрагментов «100 bp» (НПО «СибЭнзим»); 4 — ампликон длиной 378 п.н., содержащий сайт 

рестрикции рестриктазой CciI; 5 — продукты гидролиза ампликона рестриктазой CciI (175 и 203 п.н.).
Fig. 1. Cleavage of PCR products amplified from plasmid pUCL16.

1 — amplicon of 481 bp in length carrying a recognition site of restriction enzyme BstSFI; 2 — products of amplicon hydrolysis by BstSFI 
restriction enzyme (188 and 293 bp); 3 — DNA marker of fragment lengths «100 bp» (NPO SibEnzyme); 4 — amplicon of 378 bp in length 

carrying a recognition site of restriction enzyme CciI; 5 — products of amplicon hydrolysis by restriction enzyme CciI (175 and 203 bp).

Рисунок 1. Расщепление ПЦР-продуктов амплифицированных из кДНК плазмиды

pUCL16.

1 – фрагмент длиной 481 п.н., содержащий сайт рестрикции рестриктазой BstSFI

2 - продукты гидролиза ампликона рестриктазой BstSFI (188 и 293 п.н.).

3 - маркер длин фрагментов "100 bp" (НПО «СибЭнзим»)

4 - фрагмент длиной 378 п.н., содержащий сайт рестрикции рестриктазой CciI.

5 - продукты гидролиза ампликона рестриктазой CciI (175 и 203 п.н.).

481 bp

293 bp

188 bp

←  378 bp 

1              2            3            4           5

←  203 bp
←  175 bp 

1                   2                 3                 4                  5

481 bp →

293 bp →

188 bp →
← 203 bp

← 175 bp

← 378 bp
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не только на этапах производства, но и в готовой 
форме вакцины.

Применение подобранных праймеров для ам-
плификации фрагмента длиной 378 п.н. и эндону-
клеазы рестрикции CciI позволяет отличить ШВК 
Л-16 от ШВК, используемых при производстве дру-
гих вакцин, с помощью ПДРФ. 

Заключение
ШВК Л-16 для производства коревой вакцины 

генетически стабилен на всех этапах производства. 
Более специфичными для подтверждения подлин-
ности вакцинных штаммов являются молекуляр-
но-генетические методы контроля. Метод ПДРФ 
применим и для подтверждения подлинности ШВК 
Л-16 и может быть использован не только на ста-
диях производства вакцины, но и в готовой форме 
препарата — как в моно-, так и в комбинированных 
вакцинах.
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con on line 4; 6 — amplicon produced by RT-PCR of RNA isolated from final series of measles monovaccine (Leningrad-16 strain, «Micro-

gen»); 7 — RFLP analysis of the amplicon on line 6; 8 — amplicon produced by RT-PCR of RNA preparation isolated from the final series of 
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of RNA isolated from final series of vaccine mumps («Microgen»); 19 — amplicon produced by RT-PCR of RNA isolated from final series  

of vaccine rubella («Microgen»).

1       2      3       4      5      6       7      8      9      10   11     12    13    14    15     16    17    18    19    20

378 bp →
203 bp →
175 bp →

Рисунок 2. Результаты ОТ-ПЦР и RFLP образов вакцин различных производителей содержащих и не содержащих штамм «Ленинград-16» 
вируса кори. Дорожки 1, 18 : М - маркер длин фрагментов "100 bp" (НПО «СибЭнзим»); 2 – ампликон плазмиды pUCL16  (результат ОТ-
ПЦР, 378 п.н.); 3 - RFLP ампликона плазмиды   175 и 203 п.н.; 4 – ОТ-ПЦР посевного штамма «Ленинград-16», 5 – RFLP ампликона штамма 
«Ленинград-16»; 6 – ампликон ОТ-ПЦР готовой серии моно вакцины кори (штамм «Ленинград-16») АО «НПО «Микроген»; 7 – RFLP 
ампликона готовой серии вакцины кори АО «НПО «Микроген»; 8 - ампликон ОТ-ПЦР готовой серии вакцины «Вактивир» АО «НПО 
«Микроген»; 9 – RFLP ампликона готовой серии вакцины «Вактивир» АО «НПО «Микроген»; 10 - ОТ-ПЦР готовой серии вакцины Serum 
Institute of India; 11 – RFLP ампликона готовой серии вакцины Serum Institute of India; 12 - ОТ-ПЦР готовой серии вакцины GSK; 13 – RFLP 
ампликона готовой серии вакцины GSK; 14 - ОТ-ПЦР готовой серии вакцины Merck; 15 – RFLP ампликона готовой серии вакцины  Merck;
16 - ОТ-ПЦР штамма вируса кори генотип D4; 17 – RFLP ампликона штамма вируса кори генотип D4; 18 – ОТ-ПЦР готовой серии вакцины
паротита АО «НПО «Микроген»; 19 – ОТ-ПЦР готовой серии вакцины  краснухи АО «НПО «Микроген».
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