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Целью работы являлась отработка методик выделения изолятов ВИЧ-1 из клинического материала периферической крови
ВИЧ-инфицированных пациентов, создание коллекции первичных изолятов ВИЧ-1, изучение биологических особенностей
современных генетических вариантов ВИЧ-1 субтипов А, В  и  циркулирующей рекомбинантной формы CRF63_02A1.
Выделение изолятов ВИЧ-1 и изучение их биологических свойств крайне важны для более глубокого понимания биологии
вируса и мониторинга характеристик распространяющихся вариантов ВИЧ-1. Материалы и методы. Выделение МПК прово-
дили центрифугированием цельной крови (325 g, 30 мин) на градиенте Ficoll 1,077–1,080 г/мл (MPBiomedicals, USA) с после-
дующей двукратной отмывкой средой RPMI-1640. Стимуляцию донорских МПК проводили в среде RPMI-1640. Отобранную
культуральную жидкость анализировали на содержание вирусного белка р24 и криоконсервировали. Репродукцию вируса
определяли по накоплению вирусспецифического белка p24 в культуральной жидкости, концентрацию которого выявляли
с использованием тест-системы «ВИЧ-1 р24-антиген-ИФА-БЕСТ». Вирусную РНК выделяли из плазмы крови ВИЧ-инфи-
цированных пациентов. Для выделения РНК использовали наборы «РеалБест ДельтаМаг ВГВ/ВГС/ВИЧ», «Вектор-Бест»,
Россия. «ОТ-ПЦР» — «РеалБест Мастер микс ОТ», «Вектор-Бест», Россия, «ПЦР» — «БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color
(2×)», «Билабмикс», Россия. Генетическую характеризацию выделенных изолятов осуществляли методом определения нук-
леотидных последовательностей фрагментов генома ВИЧ-1, кодирующих области гена pol и основного белка оболочки (ген
env). Для определения и анализа нуклеотидной последовательности гена pol использовали наборы BigDyeTerminatorv31, USA.
Выделено и описано 67 инфекционных вариантов ВИЧ-1: CRF63_02А1, субтипа А, ВиCRF02_АG.
Ключевые слова: изоляты ВИЧ-1, генетические варианты ВИЧ-1, коллекция ВИЧ-1.
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mary HIV-1 isolates; and investigating the biological features of currently circulating genetic variants of HIV-1 subtypes A and
B and of their recombinant form CRF63_02A1. These objectives are important for better knowing of HIV-1 biology and for moni-
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fuging at 325 g for 30 min in 1,077 to 1,080 g/mL Ficoll gradient (MP Biomedicals, USA) followed by two washings with
RPMI-1640. Donor PBMC were stimulated in RPMI-1640. The culture fluid was sampled, tested for viral p24 protein, and cryo-
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Введение. Инфекция вирусом иммунодефицита
человека (ВИЧ) до сих пор является одной из самых
острых и  актуальных проблем человечества.
Несмотря на то, что непрерывно ведется изучение
ВИЧ-1 и разработка терапевтических и профилак-
тических препаратов, во многих регионах мира
вирус продолжает распространяться, увеличивается
количество ВИЧ-инфицированных пациентов.
По-прежнему нет препарата, способного пол-
ностью излечить человека от  ВИЧ-инфекции.
Высокая изменчивость и скорость накопления мута-
ций в геноме приводит к образованию видового раз-
нообразия ВИЧ, а также квазивидов в организме
одного человека, что препятствует созданию эффек-
тивной вакцины. На территориях с  неблагопри-
ятной ситуацией по ВИЧ-инфекции, где находятся
индивидуумы, инфицированные различными гене-
тическими вариантами ВИЧ, может происходить
рекомбинация вирусов, что приводит к появлению
новых рекомбинантных форм вируса [1–6].
Возникающие в  различных регионах мира новые
варианты ВИЧ-1 зачастую обладают рядом биоло-
гических свойств, приводящих к их преобладанию
в популяции, таких, как скорость эволюции вируса
и прогрессирования заболевания, скорость репли-
кации, они также могут иметь преимущества при
некоторых путях трансмиссии вируса [7–12].
Наибольшая трудность в преодолении ВИЧ-инфек-
ции, в том числе в создании вакцины, заключается
в большом генетическом разнообразии ВИЧ-1. По
этой причине современные работы по выделению
изолятов и изучению биологических и генетических
свойств ВИЧ-1 направлены на исследование суб-
тип-специфических особенностей вирусов различ-
ных генетических вариантов [12–15].

В нашей стране ситуация с  ВИЧ-инфекцией
за последние годы сильно усложнилась. С каждым
годом увеличивается количество ВИЧ-инфициро-
ванных, возрастает генетическое разнообразие
российских ВИЧ-1 [16–19]. В некоторых регионах
России и ближнего зарубежья распространяются
новые рекомбинантные формы, вытесняя ранее
циркулировавшие варианты ВИЧ-1 [20–23].
Задачей настоящей работы было выделение изоля-
тов ВИЧ-1 современных российских вариантов
вируса и изучение их генетических и биологических
свойств. Анализируя выделенные изоляты, мы
выявили наиболее распространенные генетиче-
ские варианты популяции ВИЧ-1, циркулирующей
в Сибирском регионе. Данная коллекция позволит
создать новые модели для изучения субтип-специ-

фических свойств ВИЧ, для испытания вакцинных
и  терапевтических препаратов, актуальных для
нашей страны.

Целью работы являлась отработка методик
выделения изолятов ВИЧ-1 из клинического мате-
риала периферической крови ВИЧ-инфицирован-
ных пациентов, создание коллекции первичных
изолятов ВИЧ-1, изучение биологических особен-
ностей современных генетических вариантов
ВИЧ-1 субтипов А, В и циркулирующей рекомби-
нантной формы CRF63_02A1.

Материалы и методы. Выделение МПК прово-
дили центрифугированием цельной крови (325 g,
30  мин) на  градиенте Ficoll 1,077–1,080 г/мл
(MPBiomedicals, USA) с последующей двукратной
отмывкой средой RPMI-1640. Стимуляцию донор-
ских МПК проводили трое суток в  среде
RPMI-1640, содержащей 20% эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота (КРС) фирмы
Gibco, USA, 150 мг/мл глутамина, 300 мг/мл лин-
комицина, 4% гентамицина, 5 мкг/мл ФГА (Sigma,
USA) при концентрации лимфоцитов
1–2×106 кл/мл. Для сокультивирования смешива-
ли 4–6×106 МПК пациента с  8–12×106 МПК
донора в  10 мл среды RPMI-1640, содержащей
20% КРС, 100 е.а./мл IL-2 (рекомбинантный,
человеческий интерлейкин-2 (Sigma, USA),
150 мг/мл глутамина, 300 мг/мл линкомицина
и 4% гентамицина. На 7, 15, 22-й и 29-й день куль-
тивирования после замены культуральной среды
к оставшимся инфицированным клеткам добавляли
4–6×106 ФГА-стимулированных донорских МПК.
Отобранную культуральную жидкость анализиро-
вали на содержание вирусного белка р24 и крио-
консервировали [24]. Репродукцию вируса опреде-
ляли по накоплению вирусспецифического белка
p24 в  культуральной жидкости, концентрацию
которого выявляли с использованием тест-системы
«ВИЧ-1 р24-антиген-ИФА-БЕСТ» в соответствии
с инструкцией фирмы-производителя.

Вирусную РНК выделяли из плазмы крови ВИЧ-
инфицированных пациентов и/или культурального
супернатанта на 11–18-й день сокультивирования.
Для выделения РНК использовали наборы
«РеалБест ДельтаМаг ВГВ/ВГС/ВИЧ», «Вектор-
Бест», Россия. «ОТ-ПЦР» — «РеалБест Мастер
микс ОТ», «Вектор-Бест», Россия, «ПЦР»  —
«БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color (2×)», «Билаб -
микс», Россия. Генетическую характеризацию
выделенных изолятов осуществляли методом опре-
деления нуклеотидных последовательностей фраг-
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ментов генома ВИЧ-1, кодирующих области гена
pol и основного белка оболочки (ген env). Для опре-
деления и анализа нуклеотидной последовательно-
сти гена pol использовали наборы
BigDyeTerminatorv31, USA. Последующий филоге-
нетический анализ и определение субтипа вирусно-
го изолята осуществляли с помощью программы,
представленной на интернет-сайте Стэн форд ского
университета (http://hivdb.stanford.edu). Опреде -
ление тропности изолята к клеточным хемокиновым
корецепторам проводили с  помощью доступных
на  интернет-сайтах программ Geno2pheno
( h t t p : / / c o r e c e p t o r . b i o i n f . m p i - i n f . m p g . d e )
и WebPSSM и (http://indra.mullins.microbiol.was-
hington.edu/webpssm).

Статистическую обработку данных проводили
методом вариационной статистики с помощью про-
граммы Mirosoft Excel 7.0.

Результаты и их обсуждение. Выделение изоля-
тов ВИЧ-1 и изучение их биологических характе-
ристик крайне важны для более глубокого понима-
ния биологии вируса и развития инфекции ВИЧ-1.

Основной целью нашего исследования было
создание коллекции инфекционных изолятов
ВИЧ-1. Первым этапом работы являлась отработ-
ка методики изоляции ВИЧ-1 из  клинического
материала.

Отбор периферической крови проводился
у  ВИЧ-инфицированных пациентов на  базе
ГБУЗ НСО «Центр по профилактике и борьбе со
СПИД и инфекционными заболеваниями» меди-
цинским работником в вакуумированные пробирки
типа Vacutainer.

Для отработки методики культивирования
ВИЧ-1 нами были рассмотрены и апробированы
два метода выделения вируса с  использованием
донорских МПК, рекомендованных методиками
Всемирной организации здравоохранения. Первый
метод выделения проводился посредством адсорб-
ции вируса из плазмы крови ВИЧ-инфицированных
пациентов на первичные лимфоциты, отобранные
из крови 2-х здоровых доноров и предварительно
стимулированные к росту в среде c ФГА в течение
трех суток. Адсорбция проводилась с разными вре-
менными интервалами для установления оптималь-
ного показателя времени адсорбции: в течение 1-го
часа, 2-х часов и 1-х суток при температуре 37°С
в СО2-инкубаторе. После отмывки инфицирован-
ные клетки культивировали в среде с IL-2 с после-
дующим подсевом чистых донорских лимфоцитов.
Однако данный метод не привел к росту вируса при

первичном заражении. Метод с адсорбцией вирус-
содержащей суспензии показал свою эффектив-
ность впоследствии и при пассировании клеточной
культуры, и  после криоконсервации вирусного
супернатанта. Оптимальное время адсорбции при
рекультивировании вируса было показано: 1 час.
Причиной неудачи первичной адсорбции вируса
из плазмы пациента, вероятно, является недоста-
точно высокая концентрация ВИЧ-1.

Удачным для первичного инфицирования чистой
культуры клеток оказался второй метод выделения
изолятов, который проводился посредством сокуль-
тивирования клеток периферической крови ВИЧ-
инфицированного пациента с клетками 2-х здоро-
вых доноров в равных количествах. Процесс сокуль-
тивирования клеток чистого и  инфицированного
донора, по-видимому, сопровождался тесными кле-
точными взаимодействиями, что способствовало
быстрому распространению вируса в культуре кле-
ток и, соответственно, его высокой репродукции.
В результате сокультивирования МПК был показан
рост вируса уже на 4–7-е сутки культивирования.

При подборе оптимальных условий для культиви-
рования проводилось наблюдение за кривой роста
вирусных изолятов. Как известно, наилучшим време-
нем для криоконсервации является выход скорости
репродукции ВИЧ-1 в логарифмическую фазу, перед
достижением так называемого плато роста. У изоля-
тов ВИЧ-1 с разными ростовыми характеристиками
достижение данной точки было различным. Уровень
репродукции, роста вируса в культуре, определяли
по накоплению белка р24. В соответствии со скоро-
стью и уровнем накопления р24 классифицировали
изоляты вируса по  ростовым качествам. Изоляты
ВИЧ-1, быстро накапливающие в  культуральной
жидкости высокие концентрации белка р24, относи-
ли к типу быстро реплицирующихся, или rapid/high
ВИЧ-1. В нашей коллекции они включали большин-
ство изолированных вирусов (n=49). Изоляты виру-
са с медленным темпом репродукции и низкими кон-
центрациями — к типу медленно реплицирующихся,
или slow/low ВИЧ-1 (n=19). Критерием, определяю-
щим изолят ВИЧ-1 как тип slow/low, являлось
накопление р24 менее 100 000 пкг/мл, как
rapid/high — более 100 000 пкг/мл. Изоляты
rapid/high показывали быстрый выход в логарифми-
ческую фазу, не требовали многочисленных подсевов
чистых клеток (рис. 1).

При выделении вируса обнаруживались вариан-
ты ВИЧ-1, характеризующиеся медленным, но
неуклонным ростом р24, достигающие с течением
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времени высоких концентраций в культуре клеток
(на 17–31-е сутки). Для части исследованных
ВИЧ-1 характерна описанная динамика репродук-
ции. Данные изоляты относили к типу rapid/high,
так как при втором пассаже они часто показывали
более быструю репликацию, чем при первичном
выделении (рис. 2), что, вероятно, связано с разли-
чием уровня концентрации вируса в вируссодержа-
щей жидкости. Slow/low изоляты ВИЧ-1, показав-
шие в первый раз медленную скорость роста и низ-
кую продукцию вируса после длительного культи-
вирования, при адсорбции супернатантом с более
высокой концентрацией вируса не показывали
более активную динамику роста на втором пассаже.

В течение первого года работ применялось дли-
тельное культивирование (до 27–31 суток) с замо-
розкой отбираемых аликвот вирусного стока при
каждой замене среды. При культивировании изо-

лятов с высокой скоростью репродукции длитель-
ное время наблюдали несколько возрастающих
пиков концентрации р24, после чего следовал спад
репродукции (рис. 3). При вторичном пассирова-
нии вируса с использованием аликвот вирусного
супернатанта, отобранного на  более поздних сро-
ках культивирования, отмечались более низкие
темпы репродукции, чем с использованием аликвот
супернатанта, отобранных на ранних сроках куль-
тивирования. В дальнейшем при культивировании
вируса посчитали целесообразным, при достаточно
высоком росте ВИЧ-1 в культуре, прерывать куль-
тивирование на  11–17-е сутки с  последующей
криоконсервацией вируссодержащего супернатан-

та. Для изолятов rapid/high время выхода в лога-
рифмическую фазу роста было определено как
наиболее продуктивное для последующего инфи-
цирования клеток и пассирования ВИЧ-1.
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Рис. 1. Динамика накопления р24 для изолятов ВИЧ-1 rapid/high (ZN, VP, LZ) и slow/low (NP, HR, BN)

Рис. 2. Изменение динамики роста ВИЧ-1 rapid/high при первом (А, PP) и втором (AII, PPII) пассажах



Изоляты ВИЧ-1, вошедшие в коллекцию, были
выделены от  пациентов на  различных стадиях
ВИЧ-инфекции с преобладанием случаев изоляции
вируса от пациентов в стадии инфекции 2А (острой
начальной) или через 1–2 месяца после сероконвер-
сии. Образцы от хронически инфицированных паци-
ентов на 2Б, 2В и 3А стадиях инфекции (в том числе
от пациентов, подвергавшихся антиретровирусной
терапии — АРВТ) отбирались нами для изоляции
с целью дальнейшего изучения возникновения мута-
ций устойчивости ВИЧ-1 к антиретровирусным пре-
паратам. Информация о  мутациях устойчивости
к АРВТ важна для последующей коррекции терапии
ВИЧ-инфицированных пациентов. В зависимости
от стадии инфекции у пациента наблюдались разли-
чия биологических свойств ВИЧ-1. Для изолятов,
выделенных в стадии 2А — острой начальной, или 3Б
и 4 — терминальной стадии ВИЧ-инфекции, был
характерен быстрый взрывной рост и высокие кон-
центрации р24. Успех выделения ВИЧ-1 в  этот
период достаточно высокий. Эффективность выде-
ления вируса от пациентов в острой стадии инфек-
ции составила 62%. Для изолятов ВИЧ-1, выделен-
ных от пациентов на бессимптомных стадиях разви-
тия инфекции, в большинстве случаев были харак-
терны умеренные темпы прироста р24. Необходимо
подчеркнуть, что некоторые из пациентов подверга-
лись лечению антиретровирусными препаратами.
Применение АРВТ снижает уровень концентрации
вируса в  крови, блокирует репродукцию ВИЧ-1.
Вероятно, в ряде случаев неэффективность выделе-
ния вируса из таких клинических образцов также
связана со снижением количества клеток крови,
содержащих ВИЧ-1. В  случаях изоляции ВИЧ-1
от ВИЧ+ лиц в хронической стадии заболевания,

имеющих низкую концентрацию РНК ВИЧ-1
в  крови, сложность изоляции вируса, возможно,
вызвана низкими репликативными характеристика-
ми ВИЧ-1. Известно, что существует корреляция
между уровнем вирусной нагрузки и  скоростью
репликации вируса в клеточной культуре [25, 26],
что в свою очередь может привести к неудаче в про-
цессе выделения или к низкой медленной репродук-
ции вируса на культуре МПК. Эффективность выде-
ления вируса из образцов крови пациентов с хрони-
ческим течением инфекции составила 33%. От
пациентов в острой начальной стадии заболевания
наиболее часто выделяли изоляты CRF63_02А1
ВИЧ-1. Анализ 51 образца плазмы крови
ВИЧ-инфицированных пациентов, поступивших
на исследование и выделение в 2011–2014 годы,
показал, что из 33 образцов CRF63_02А1 только 9
были получены от пациентов с хроническим течени-
ем заболевания на стадиях 2Б, 2В, 3А. Напротив,
большее количество изолятов ВИЧ-1 субтипа А (9
из  13 образцов) было выделено от  пациентов
на более поздних стадиях заболевания 3Б, 4.

В результате работ по  выделению изолятов
ВИЧ-1 с 2009-го по 2014 год из 141 образца плаз-
мы крови ВИЧ-инфицированных пациентов в ост-
рой начальной стадии (70% образцов) и  в стадии
хронической инфекции (30% образцов) было
выделено 67 современных инфекционных вирус-
ных изолятов.

В процессе выделения изолятов проводилась
охарактеризация биологических свойств ВИЧ-1,
таких как репродуктивность (накопление р24
в  супернатанте), цитопатическое действие вируса
на  культуру клеток (синцитеобразование, цитоде-
струкция). Для вирусов заранее были определены
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Рис. 3. Динамика накопления вирусного белка при длительном культивировании изолятов ВИЧ-1. Выбранные изоляты ВИЧ-1
демонстрируют разные варианты репродукции, характерные для высокорепродуктивных вирусов



генетические показатели: генетический вариант
и  тропность к  клеточным корецепторам.
Коллекция включает основные генетические вари-
анты ВИЧ-1, циркулирулирующие на территории
России и ближнего зарубежья.

В таблице 1 представлена краткая характери-
стика выделенных ВИЧ-1.

В коллекцию вошли изоляты ВИЧ-1, максималь-
ное накопление белка р24 у  которых превысило
отметку 10 000 пкг/мл. Данный параметр был
обусловлен минимальным показателем р24,
необходимым для продуктивного заражения клеточ-
ной культуры при адсорбции вирусным супернатан-
том после хранения вируссодержащей жидкости
в азоте. Изоляты ВИЧ-1, накапливающие в культу-
ре меньшее количество р24, признавались слабо
репродуцирующимися и исключались из коллекции.
Высокими репродуктивными свойствами обладали
CRF63_02А1 ВИЧ-1, эффективность выделения
которых составила 68%. Эффективность выделения
нового рекомбинантного варианта ВИЧ-1 была
достаточно высока за весь наблюдаемый период.
Среди вирусов субтипа А чаще встречались изоляты
slow/low, часть из которых слабо культивировалась
на  МПК (<10 000 пкг/мл) и  была исключена
из коллекции, выделенные изоляты составили 53%
от всех поступивших образцов крови инфицирован-
ных ВИЧ данного субтипа. Эффективность выделе-
ния субтипа А снижалась в течение наблюдаемого
периода, что можно объяснить соответственным
снижением его выявляемости среди вновь инфици-
рованных пациентов и вовлечением в исследование
лиц на  более поздних стадиях заболевания. Как
было показано выше, вирусы от пациентов в острой
фазе инфекции выделяются более эффективно.
Лица, инфицированные субтипом В и CRF02_АG
ВИЧ-1, встречались редко, поэтому данные генети-
ческие варианты в коллекции представлены в малом
количестве. Эффективность выделения изолятов
ВИЧ-1 субтипа В за весь период наблюдения была
одинакова и составила 50%.

Выраженность цитопатического действия
на клетки — свойство изолятов вируса, имеющее
субтип-специфические особенности. Синцитие -
обра зование на культуре клеток является прогно-
стическим признаком, определяющим стадию ВИЧ-
инфекции. Цитопатическое действие вируса анали-
зировали визуально при микроскопировании инфи-

цированной культуры лимфоцитов периферической
крови. Основные изменения, производимые виру-
сом на культуру клеток,— синцитиеобразование,
цитодеструкция, изменение формы и структуры кле-
ток, появление клеточного дебриса, грануляция
цитоплазмы клеток (рис.  4). Синцитий является
нежизнеспособным образованием, и клетки, вовле-
ченные в него, неспособны выполнять свою функ-
цию [27]. Однако синцитии способствуют более
активному распространению вируса в культуре кле-
ток. Наиболее часто признаки синцитиеобразова-
ния наблюдаются в культурах клеток, инфицирован-
ных ВИЧ-1, обладающих тропностью к  CXCR4-
клеточному корецептору [28–30]. Появление син-
цитиев  — неблагоприятный прогностический
признак, как правило, сопровождающийся перехо-
дом вируса от  использования рецептора CCR5
к  CXCR4 и  ухудшением состояния пациента.
В некоторых случаях наблюдалось появление еди-
ничных синцитиев в культуре МПК для изолятов
ВИЧ-1 с  тропностью к  клеточным рецепторам
CCR5. Многочисленное образование синцитиев
на культуре клеток при культивировании первичных
изолятов вируса было характерно лишь для ВИЧ-1
с тропностью к клеточным рецепторам CXCR4.

Чрезмерная цитодеструкция клеток вместе
с повышенным уровнем синцитиеобразования ино-
гда сопровождалась низкой репродукцией вируса,
независимо от его субтипа. Возможно, слишком
активное цитопатическое действие вируса может
быть неблагоприятным фактором, влияющим
на его репродуктивные свойства. Вероятно, клеточ-
ная культура быстро деградирует, и вирус не успе-
вает размножиться и накопиться. Чаще такая кар-
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тина была характерна для ВИЧ-1, культивирование
которых не закончилось успешным выделением,
несмотря на  регулярный подсев свежих МПК.
Напротив, наибольшая репродукция и быстрое раз-
множение ВИЧ-1 наблюдалось при умеренной
цитодеструкции клеток. При изоляции ВИЧ-1
CRF63_02А1 наблюдалось описанное выше уме-
ренное воздействие на культуру МПК (табл. 2).

В процессе выделения, а также при пассировании
ВИЧ-1 проводилась оценка биологических свойств
ВИЧ-1, таких как скорость и уровень репродукции
вируса, цитопатический эффект на культуре МПК.

На рисунках 5–8 представлены изоляты, показав-
шие наибольшую стабильность репродукции при
рекультивировании и после криоконсервации в жид-
ком азоте. Графики с изолятами rapid/high (рис. 5, 7)
представляют группы ВИЧ-1, выделенные от паци-
ентов в стадии 2А с тропностью к CCR5-рецепторам
клеток. Данные изоляты ВИЧ-1 могут использо-
ваться в дальнейшем для оценки нейтрализующих
свойств вакцинных и терапевтических препаратов.

Биологические особенности ВИЧ-1субтипа А.
Для ВИЧ-1 субтипа А были характерны высокие

темпы роста и накопления концентрации вирусно-
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Рис. 4. Развитие клеточных синцитиев при культивировании первичных изолятов ВИЧ-1: а — чистые (не инфицированные
ВИЧ-1) культуры лимфоцитов периферической крови; б — множественные синцитии (+++) в культуре МПК, инфицирован-
ных ВИЧ-1; в — высокий уровень ЦПД (+++) и единичный синцитий в культуре МПК, инфицированных ВИЧ-1 (увеличение

изображения в 300 раз)

Рис. 5. Динамика накопления белка р24 в процессе культивирования изолятов ВИЧ-1 субтипа А фенотипа rapid/high, 
CCR5-тропности. ВИЧ-1 выделены от ВИЧ-инфицированных пациентов в острой начальной (2А) стадии инфекции



го белка р24. По динамике накопления р24 наблю-
дался широкий диапазон скорости выхода в лога-
рифмическую фазу роста. При фенотипе rapid/high
для изолятов вируса был характерен скачок репро-
дукции, чаще на 11–14-е сутки культивирования.
Для slow/low вирусов, напротив, медленный плав-
ный темп прироста белка р24, не достигающий
высоких показателей. Максимальное накопление
белка р24 для субтипа А ВИЧ-1 колебалось между

17-ми и  27-ми сутками культивирования (у 12
из 17 изолятов), наибольший уровень накопления
р24, превышающий 500 000 пкг/мл, был зареги-
стрирован у 5 из 17 изолятов вируса (рис. 5, 6).

Анализ гена env, определяющий тропность
к корецепторам клетки ВИЧ-1 субтипа А, показал,
что для большинства изолированных ВИЧ-1 суб-
типа А характерен генотип CCR5, вирусы с геноти-

пом CXCR4 были обнаружены у 5 из 17 изолятов
вируса субтипа А. Вошедшие в коллекцию ВИЧ-1
с тропностью к CXCR4 были выделены от пациен-
тов в острой терминальной стадии инфекции.

Оценка цитопатического действия ВИЧ-1 суб-
типа А  на  культуру мононуклеаров перифериче-
ской крови показала, что у  части ВИЧ-1 при их
изоляции на культуре клеток обнаруживались мно-
жественные синцитии. Этот признак был особенно

ярко выражен для ВИЧ-1 с тропностью к корецеп-
тору CXCR4. При успешном культивировании
на МПК данные вирусы также наиболее успешно
культивировались в культуре клеток МТ-4, демон-
стрируя множественное синцитиеобразование
и  активную репродукцию. Изоляты ВИЧ-1
с CCR5-тропностью, за некоторым исключением,
не отличались высокими репродуктивными харак-
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Рис. 6. Динамика накопления вирусспецифического белка р24 в процессе культивирования изолятов ВИЧ-1 субтипа А феноти-
па slow/low. ВИЧ-1выделены от ВИЧ-инфицированных пациентов на стадиях: BN, HP — хроническая, RF, XF — нет данных

Рис. 7. Динамика накопления вирусного белка р24 в процессе культивирования изолятов ВИЧ-1 CRF63_02А1 фенотипа
rapid/high, CCR5-тропности. ВИЧ-1 выделены от ВИЧ-инфицированных пациентов в острой начальной (2А) стадии инфекции



теристиками и  не образовывали синцитии
на МТ-4. В отдельных случаях при изоляции виру-
сов на культуре первичных лимфоцитов регистри-
ровались единичные синцитии.

Таким образом, показано, что для вирусов суб-
типа А  с  тропностью к  CCR5-рецепторам при
культивировании на  МПК наблюдалась цитоде-
струкция среднего уровня и высокого уровня для
CXCR4-тропных вирусов, проявляющаяся в  виде
гибели клеток, клеточного пикноза, образования
клеточного дебриса, грануляции цитоплазмы кле-
ток и синцитиеобразования. Для части изолятов
субтипа А наблюдалась выраженная деградация
клеточной культуры. При чрезмерной картине
ЦПД изоляты ВИЧ-1 показывали слабую репро-
дукцию вируса. Клеточная культура не успевала
поддерживать свою численность на уровне, доста-
точном для активной репродукции вируса, несмот-
ря на регулярный подсев свежих донорских МПК.

Биологические особенности ВИЧ-1 CRF63_02А1.
Изоляты CRF63_02А1 ВИЧ-1 характеризова-

лись высоким темпом и быстрым выходом в лога-
рифмическую фазу роста. Для изолятов вируса
rapid/high наблюдались активная репродукция
на ранних сроках культивирования (5–11-е сутки)
и  дальнейший активный прирост белка р24.
Максимальное накопление р24 происходило
на  11–17-е сутки культивирования (24 изолята
из 38) с  достижением максимальных концентра-
ций, превышающих 500 000 пкг/мл у 8 изолятов
из 38. Часть вирусов показывала медленное, но
устойчивое накопление белка р24 до высоких кон-
центраций в первом пассаже, при вторичном пас-

сировании накопление происходило более дина-
мично. Для части изолятов ВИЧ-1 slow/low было
характерно полное отсутствие динамики роста
на начальных сроках культивирования, но в даль-
нейшем вирус нарабатывался в  достаточной для
криоконсервации концентрации (рис. 7, 8).

На культуре клеток, инфицированных CRF63_
02А1 ВИЧ-1, синцитии обнаруживались единично,
ЦПД при изоляции большинства вирусов проявлял-
ся слабо в виде изменения формы клеток, грануля-
ции цитоплазмы, разрыхлении и распаде клампов
клеток, характерных клеточных образований при
культивировании МПК.

Все изоляты CRF63_02А1 ВИЧ-1 обладали
тропностью к  рецептору CCR5. Известно, что
вирусы, использующие CCR5-рецептор, в  боль-
шинстве случаев не образуют синцитии в культуре
клеток. Этим можно объяснить преобладание NSI
вариантов вируса среди изолированных вариантов
CRF63_02А1. Тот факт, что для изолированных
CRF63_02А1 была характерна только тропность
к  CCR5, может быть результатом того, что боль-
шая часть пациентов, инфицированных этим виру-
сом, находилась не в терминальной стадии инфек-
ции [28–30]. Этот вопрос требует дополнительных
наблюдений за дальнейшей динамикой развития
инфекции, вызванной циркулирующей рекомби-
нантной формой 63_02А1, сопровождающихся
анализом области гена env, отвечающей за про-
явление тропности, наблюдением за появлением
синцитиев на культуре клеток.

Характерное для ВИЧ-1 CRF63_02А1 мягкое
ЦПД, вероятно, позволяет вирусу наиболее активно
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Рис. 8. Динамика накопления вирусного белка р24 в процессе культивирования изолятов ВИЧ-1 CRF63_02А1 фенотипа
slow/low, CCR5-тропности. ВИЧ-1 выделены от ВИЧ-инфицированных пациентов на стадиях: NP, WP — начальная острая

(2А), KF, CN — нет данных



нарабатываться и  распространяться в  клеточной
культуре, поражая клетки, не приводя к их разруше-
нию. Известно, что вирусы с тропностью к рецепто-
рам CCR5 обладают меньшей выраженностью
цитопатического действия на  клетки [29–32].
Учитывая данную особенность ВИЧ-1, для анализа
цитопатических свойств вируса различных генети-
ческих вариантов рассматривали изоляты ВИЧ-1
только с CCR5-тропностью.

Так как изоляты субтипа В и CRF02_АG ВИЧ-1
представлены в коллекции в меньшем количестве,
мы не приводим подробное описание свойств данных
вариантов ВИЧ-1. Однако следует отметить, что
максимальное накопление вирусного белка р24 при
культивировании ВИЧ-1 субтипа В  происходило
на 11–24-е сутки их культивирования, максималь-
ное накопление р24 превышало 500 000 пкг/мл у 1
из 9 изолированных ВИЧ-1.

Данные проведенных исследований показали,
что при культивировании CRF63_02А1 ВИЧ-1
наблюдается менее выраженное цитопатическое
действие на МПК и быстрый выход вируса в лога-
рифмическую фазу роста. Данные особенности
CRF63_02А1 ВИЧ-1 на культуре МПК in vitro,
возможно, могут играть определенную роль
и значимость при объяснении его быстрого распро-
странения в популяции in vivo. В работах по изуче-
нию генетических и  биологических свойств
CRF02_АG ВИЧ-1, прародительского генетиче-
ского варианта для рекомбинантного вируса
CRF63_02А1 также отмечено преобладание его
распространенности над другими генетическими
вариантами ВИЧ-1 на исследованных территориях
[10, 14]. Изучение причин быстрого распростране-
ния вариантов ВИЧ-1 является одной из важных
научных задач современной эпидемиологии.

Заключение. Создана представительная кол-
лекция современных инфекционных изолятов
ВИЧ-1 различных генетических вариантов, наибо-
лее распространенных в России и странах ближне-
го зарубежья. Исследованы биологические осо-
бенности первичных изолятов вируса, проанализи-

рованы субтип-специфические особенности наи-
более значимых для российской эпидемии генети-
ческих вариантов ВИЧ-1.

Среди циркулирующих на  территории Сибири
после 2011 года генетических вариантов инфек-
ционные изоляты ВИЧ-1 CRF63_02А1 получили
наибольшее распространение, они чаще выделя-
лись из  крови недавно инфицированных ВИЧ
пациентов. Для новой рекомбинантной формы
в  системе in vitro характерны высокие темпы
репродукции и эффективность выделения на МПК,
при культивировании CRF63_02A1 регистрирова-
лось умеренное цитопатическое действие на куль-
туру первичных лимфоцитов.

Изучение особенностей репродукции инфек-
ционных вариантов ВИЧ-1 субтипа А, ответствен-
ного за развитие эпидемии на большинстве терри-
торий России, показало, что для них были харак-
терны высокий уровень репродукции, выраженный
цитопатический эффект на культуре лимфоцитов.

В процессе создания коллекции отработана
методика выделения инфекционных изолятов
ВИЧ-1, учитывающая репродуктивные особенно-
сти вируса, подобраны оптимальные условия
и  сроки криоконсервации. Вирусы, включенные
в состав коллекции, обладают репродуктивными
характеристиками, позволяющими осуществлять
их воспроизводство при культивировании на МПК,
сохраняют свои свойства при пассировании
и после хранения в жидком азоте. Наличие посто-
янно пополняющейся коллекции биологически
и генетически охарактеризованных инфекционных
изолятов ВИЧ-1, выделенных от пациентов, нахо-
дящихся на разных стадиях развития инфекцион-
ного процесса, дает возможность осуществлять
исследование противовирусной активности созда-
ваемых анти-ВИЧ препаратов; изучение широты
и спектра вируснейтрализующих свойств образцов
сывороток крови инфицированных ВИЧ-1 лиц для
поиска широко нейтрализующих ВИЧ-антител или
образцов сывороток вакцинированных доброволь-
цев и др.
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