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Four full-size cDNA copies of genes encoding immunogenic proteins of 
avian influenza virus, namely hemagglutinin gene, nucleoprotein gene, and matrix 
protein genes 1 and 2 were obtained using a RT PCR. The produced cDNAs could be 
used for constructing recombinant vaccines against avian influenza.

Грипп – острое контагиозное заболевание млекопитающих, птиц и человека, 
вызываемое вирусами из семейства Orthomyxoviridae. Высокопатогенный грипп 
птиц (ВПГП) – крайне контагиозная, пантропная системная болезнь с высокой 
смертностью (до 100%), которая вызывается подтипами Н5 и Н7 вируса гриппа 
А, поражает домашнюю, дикую, синантропную птицу и наносит огромный 
ущерб птицеводству во всём мире, а также опасна для человека. 

Важной задачей в борьбе с гриппом птиц является разработка 
высокоэффективных, безопасных, недорогих и технологичных вакцин. 
Перспективными вакцинами для борьбы с инфекционными заболеваниями в 
данное время являются генно-инженерные вакцины [3]. Принцип создания таких 
вакцин состоит в клонировании генов иммуногенных белков вируса гриппа 
птиц в различных векторах, для их последующей экспрессии. Поэтому важным 
этапом создания рекомбинантных вакцин является получение полноразмерных 
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копий генов, кодирующих иммунодоминантные белки вируса гриппа птиц. 
Иммуногенными белками, формирующими протективный иммунитет, являются 
гемагглютинин, нейраминидаза, нуклеопротеин, а также матриксные белки [5].

Целью работы было получение полноразмерных копий кДНК генов, 
кодирующих гемагглютинин, нуклеопротеин, матриксный белок 1 и 2 вируса 
гриппа птиц подтипа H5N1, методом полимеразной цепной реакции сопряжённой 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР).

Материалы и методы
В работе использован штамм высокопатогенного гриппа птиц  (ВПГП) 

A/duck/Novosibirsk/02/2005 (H5N1). Выделение РНК ВГП проводилось с 
использованием набора для выделения РНК RNeasy Mini Kit («QIAGEN», 
Германия) согласно методике производителя. Для постановки обратной 
транскртпции (ОТ) использовали AMV-ревертазу («Promega», США) и генно-
инженерную M-MLV- ревертазу SuperSript III Reverse Transkriptase (“Invitrogen”, 
США), гексамерные случайные праймеры («Fermentas», Литва), для постановки 
ПЦР Pfu-полимеразу («Fermentas», Литва) и Taq-полимеразу («Promega», 
США). Для этапа лигирования кДНК после реверсии использовали T4 DNA 
лигазу («Fermentas», Литва). Реакции проводили в амплификаторе BioRad 
PTC-220 («BioRad», США). Визуализирование ПЦР ампликонов проводили 
методом электрофореза в 2 % процентном агарозном геле с добавлением 
бромистого этидия [2]. Первичная нуклеотидная последовательность кДНК 
генов нуклеопротеина и матриксных белков было определена с использованием 
автоматического амплификатора AbbiPrism 7500 (“AppliedBiosystems”, США). 
Расчет праймеров для наработки кДНК генов производили с использованием 
программы OLIGO 6.2 исходя из первичных последовательностей генов, 
опубликованных в базе данных GeneBank. 

Результаты и  обсуждение
При выборе праймеров учитывалось минимальное содержание 

самокомплементарных регионов в последовательности праймера, которые 
могут приводить к образованию шпилек и димерных структур, за исключением 
праймеров на гемагглютинин, в структуру которых включены сайты узнавания 
эндонуклеаз рестрикции BamHI и PaeI (SphI) для последующего лигирования 
с плазмидным вектором. Последовательности праймеров, полученные в 
результате проведённого анализа (табл. 1), содержат старт и стоп кодоны. Размер 
ПЦР-ампликона, содержащего полноразмерный ген гемагглютинина – 1777 п.о., 
нуклеопротеина – 1508 п.о., матриксного белка 1 – 750 п.о., матриксного белка 
2 – 352 п.о. 

Таблица 1 

Ген Длина, 
п.о. Праймер Нуклеотидная последовательность 

праймера

Гемагглютинин 1777
FНА-1U 5’ atccaaagcaggggttcaatctg  3’

RНА-L 5’ gcatgcaagggtgttttaactacaatc 3’
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Нуклеопротеин 1508
NPF 5' ctttaattgtcatactcctctg 3'

 NP R 5' ttgtctccgaagaaataaga 3'

Матриксный
белок 1 750

M1F 5' atgagtcttctaaccgaggt 3'

M1R 5' tcacttgaatcgctgcatctgcac 3’

Матриксный
белок 2 352

M2F 5'atgagtcttctaaccgaggtcgaaacgcctaccagaaa
cgaatggga3'

M2R 5' tttactccaattctatgttg 3'

Наработка кДНК генов нуклеопротеина и матриксных белков не 

представила трудности благодаря их небольшому размеру. Использовали 
ревертазу SuperScript III Reverse Transkriptase, Pfu-полимеразу, температура 
отжига составила +54 ºС, время элонгации для нуклеопротеина, матриксного 
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР гена нуклеопротеина (А); 
матриксного белка 2 (Б); матриксного белка 1 (В)
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белка 1 и матриксного белка 2 - 2 мин, 1мин 50 сек и 35 сек, соответственно. 
Секвенирование полученных кДНК показало отсутствие значимых 
нуклеотидных замен.

Ввиду большого размера амплифицируемого гена гемагглютинина,  
параметры ОТ-ПЦР, рекомендуемые производителями ферментов (Fermentas, 
Promega) оказались малоэффективными. Для увеличения эффективности ОТ-
ПЦР и снижения вероятности неспецифического синтеза, необходимо было 
провести оптимизацию этого процесса.

Для этого сравнивалась  эффективность различных ревертаз: AMV-
ревертазы  («Promega», США) и генно-инженерной M-MLV- ревертазы SuperSript 
III Reverse Transkriptase (“Invitrogen”, США); вводился этап лигирования после 
реверсии с различными параметрами  процесса; сравнивалась эффективность 
ОТ-ПЦР в зависимости от качества компонентов реакционных смесей; 
изменялись параметры цикла ПЦР; оценивалась эффективность использования 
в ПЦР Pfu-полимеразы, обладающей большей точностью амплификации, и Taq- 
полимеразы.

Поскольку необходимо было наработать довольно большой фрагмент 
кДНК, в реакции обратной транскрипции использовалась смесь прямого 
специфического праймера и рэндом-праймеров в молярном соотношении 1:1. 
Оптимизация параметров цикла амплификации проводилась по температурному 
и временному профилю реакции. Температура плавления прямого и обратного 
праймеров составила соответственно 62,88 ºС и 64,33 ºС. Исходя из того, что 
температура отжига на 1-5ºС ниже температуры плавления [4], ПЦР проводили 
при температуре отжига 59 ºС. Время элонгации составило 2 мин. Для снижения 
частоты ошибок в процессе ПЦР амплификации, решили использовать Pfu-
полимеразу («Fermentas», Литва), частота встраивания некомплементарных 
нуклеотидов у которой 2,3х10-6 [1], что значительно ниже, чем у Taq-ДНК-
полимеразы. Установлено, что использование в ПЦР Pfu-полимеразы также 
повышает выход специфического продукта. В процессе оптимизации удалось 
увеличить выход специфического продукта с 10мкг/мл до 50мкг/мл (в очищенной 
пробе) и наработать кДНК гена гемагглютинина в количестве, достаточном для 
клонирования. 

А          Б 

Рис.2.-Электрофореграмма продуктов ПЦР гена гемагглютинина до 
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оптимизации (А) и после оптимизации (Б)

Полученные результаты позволили сделать следующие выводы по 
оптимизации амплификации кДНК гена HA вируса гриппа птиц: реверсию 
целесообразно проводить с ревертазой SuperSript III Reverse Transkriptase 
(“Invitrogen”, США),  со свежими фосфатами (не более 1-2 циклов разморозки-
заморозки); введение этапа лигирования (оптимальный режим лигирования 37 0С 
1час) и использование в ПЦР Pfu- полимеразы повышает выход специфического 
продукта реакции; необходимо использовать только свежие пробы или 
однократно размораживаемые аликвоты с -200С. Хранение  проб при +40С 
приводит к разрушению длинных сегментов вирусной РНК и, как следствие, 
к существенному снижению эффективности амплификации специфического 
фрагмента.

Заключение
В ходе работы получены кДНК четырёх генов, кодирующих белки 

вируса гриппа птиц: гемагглютинина, нуклеопротеина, матриксного белка 1, 
матриксного белка 2, определена их первичная последовательность. Проведена 
оптимизация получения кДНК крупного фрагмента генома ВГП, кодирующего 
гемагглютинин. Полученные кДНК могут быть использованы в дальнейшем для 
генно-инженерных работ по получению рекомбинантной вакцины против ВГП.
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