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В лизате клеток Vero, инфицированных штаммом L2 вируса простого герпеса типа I, с помощью метода
полимеразной цепной реакции в реальном времени определили соотношение ДНК вируса/ДНК клеток.
После 24�часовой инкубации с момента инфицирования копийность вируса достигает максимального
значения. Выделенный суммарный препарат ДНК секвенировали с помощью технологии массивного па�
раллельного секвенирования на приборе Ion Torrent. Определены нуклеотидные последовательности ге�
нов тимидинкиназы (UL23) и ДНК�полимеразы (UL30) популяции HSV�1 штамма L2, первичную
структуру этих генов сравнивали с соответствующими нуклеотидными последовательностями извест�
ных штаммов HSV�1 KOS и 17. Выявленные различия в структуре генов UL23 и UL30HSV�1 штам�
ма L2 и референсных штаммов KOS и 17 не важны, так как замены находятся в неконсервативных
областях.

Ключевые слова: ДНК�полимераза, тимидинкиназа, вирус герпеса простого первого типа, полногеном�
ное секвенирование.
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 Одним из самых распространенных патогенов
человека является вирус простого герпеса первого
типа (HSV�1). Попадая внутрь организма, вирус
остается там пожизненно. Само заболевание у
большинства инфицированных людей протекает
в виде периодически возникающих везикулярных
высыпаний на слизистых оболочках, которые
быстро проходят. Однако при иммунодефицит�
ном состоянии пациента, которое может быть вы�
звано ВИЧ�инфекцией или процедурами, необ�
ходимыми при пересадке органов, инфекция
HSV�1 может приводить к летальному исходу. До
сих пор не разработано лекарственных средств,
которые полностью уничтожали бы HSV�1. За по�
следние полвека предложено много антигерпети�
ческих средств различной природы, из них наи�
большее распространение получили модифициро�
ванные нуклеозиды, в том числе – ациклические
нуклеозидные аналоги (ацикловир, ганцикловир и
другие) [1], некоторые из них вошли в широкую
медицинскую практику для терапии герпетических
инфекций.

Механизм действия таких нуклеозидных пре�
паратов хорошо известен [2]. Вначале при помощи
вирусного фермента – тимидинкиназы – нуклео�
зид фосфорилируется до нуклеозид�5’�монофос�
фата, затем происходят еще две последовательные
стадии фосфорилирования с использованием фер�
ментов клетки�хозяина, в результате чего образует�
ся соответствующий трифосфатный производный
нуклеозида [3, 4]. На следующем этапе этот моди�
фицированный нуклеотид включается при помо�
щи вирус�специфической ДНК�полимеразы во
вновь синтезируемую цепь ДНК, что приводит к
терминации биосинтеза вирусной ДНК [5]. 

К сожалению, длительное применение нук�
леозидных антигерпетических препаратов приво�
дит к появлению устойчивых к действию этих со�
единений штаммов HSV�1 [6, 7], что обусловлено
одним из следующих факторов или их сочетани�
ем. Это или полная потеря активности, измене�
ние субстратной специфичности, понижение
экспрессии вирусной тимидинкиназы (1), или
понижение активности или изменение субстрат�
ной специфичности вирусной ДНК�полимеразы
(2). Возникновение таких резистентных к антигер�
петическим препаратам штаммов HSV�1 побужда�
ет исследователей к поискам новых лекарственных
препаратов. В вирусологической практике для
тестирования новых противогерпетических со�
единений используют ацикловир�чувствитель�
ные референсные штаммы. В России таким эта�
лонным штаммом является HSV�1 L2. Ранее мы
установили первичную структуру генов тими�
динкиназы (UL23) и ДНК�полимеразы (UL30)
этого штамма [8, 9]. 

Основная цель данной работы – оценить, име�
ется ли полиморфизм в первичной структуре ге�
нов UL23 и UL30 HSV�1 (штамм L2) в разных его
популяциях, используя технологию массивного

параллельного секвенирования, а также сравнить
штамм L2 с другими референсными штаммами
HSV�1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Наработка вируса. Эталонный для России
штамм HSV�1 L2 получен из Государственной
коллекции вирусов Института вирусологии
им. Д.И. Ивановского РАМН. Наработка данного
штамма производилась на клетках Vero (культура
эпителиальных клеток почки африканской зеле�
ной мартышки), как описано ранее [10]. Множе�
ственность инфицирования – 0.1 БОЕ/кл. Через
24 ч после инфицирования в подавляющем боль�
шинстве контрольных клеток (95–100%) разви�
вался цитопатический эффект.

Лизис клеток и выделение ДНК. Инфициро�
ванные клетки Vero собирали, дважды промывали
PBS (5 мМ фосфатный буфер, pH 7,4, содержа�
щий 0.14 М NaCL) и суспендировали в 1 мл того
же буфера, разведенного в 10 раз. Суспензию два�
жды замораживали и оттаивали, затем добавляли
10%�ный раствор SDS до конечной концентрации
1% и протеиназу К до концентрации 50 ед./мл. Ин�
кубировали 2 ч при 37°С. Аликвоту этого лизата ис�
пользовали для определения соотношения ДНК
вируса и ДНК клеток Vero с использованием ме�
тода полимеразной цепной реакции в реальном
времени. ДНК из лизата клеток Vero выделяли,
используя метод фенол�хлороформной экстрак�
ции с последующим переосаждением этиловым
спиртом.

Соотношение количества ДНК клетки хозяина и
ДНК HSV�1 в лизате определяли при помощи по�
лимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном
времени на приборе Step One Plus фирмы “Applied
Biosystems” (США). В состав реакционной смеси
входили: 10 мкл матрицы, 10 пикомоль прайме�
ров (“ДНК�синтез”, Россия), 2.5 мМ MgCl2,
0.2 мМ смесь dNTP, 0.5 ед. Taq�ДНК�полимеразы
(“Диалат ЛТД”, Россия), однократный Taq�буфер,
интеркалирующий краситель EvaGreen (“Biotium”
Inc., США). В качестве матрицы использовали
ДНК, выделенную из SDS�лизата клеток Vero,
инфицированных HSV�1 L2.

В качестве маркера ДНК клетки хозяина ис�
пользовали ген гипоксантин�фосфорибозилтранс�
феразы первого типа. Данный ген амплифициро�
вали при помощи праймеров HPRT1�nf и HPRT1�
nr, которые были сконструированы нами при по�
мощи программы Oligo 4.0. Биоинформатический
анализ показал, что ген высококонсервативен у
приматов, поэтому упомянутые праймеры универ�
сальны для амплификации как геномной ДНК
человека, так и ДНК африканской зеленой мар�
тышки. В качестве маркера ДНК HSV�1 мы ис�
пользовали ген тимидинкиназы этого вируса. Для
амплификации данного гена использовали прай�



604

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 4  2013

ГУСЬКОВА и др.

меры Seq1 и qTKr, которые также сконструированы
нами при помощи программы Oligo 4.0.

Seq1 – 5'�CGGGTGCTGGGGGCTTCC�3'

qTKr – 5'�GGT CAT GCT GCC CAT AAG AT�3'.

HPRT1�nf – 5'�CTG TGG CCA TCT GCT TAG TA�3'

HPRT1�nr – 5'�TAG TGC TGT GGT TTA 
AGA GAA T�3'

Для ПЦР в реальном времени использовали
следующие условия: 94°С – 15 с, 60°С – 5 с, 72°С –
15 с 40 циклов. Качество полученного продукта ам�
плификации оценивали при помощи кривой плав�
ления от 72 до 95°С с шагом в 1°С.

Количество геномной ДНК определяли при
помощи ПЦР фрагмента гена HPRT1. Для по�
строения стандартной прямой использовали об�
разцы геномной ДНК человека с известной кон�
центрацией.

ДНК HSV�1 определяли при помощи ПЦР
фрагмента гена тимидинкиназы. Для построения
калибровочной прямой использовали образцы с
известной концентрацией, содержащие плазмиду
pGEM3zf– с клонированным геном тимидинки�
назы HSV�1. Данная конструкция получена нами
ранее [10].

Массивное параллельное секвенирование про�
водили на приборе Ion Torrent PGM (“Life Tech�
nologies”, США) согласно протоколам произво�
дителя. Для приготовления геномной библиотеки
использовали набор Ion Fragment Library Kit, для
эмульсионной амплификации геномной ДНК –
Ion Xpress Template Kit, для постановки реакции
секвенирования – Ion sequencing Kit. Секвениро�
вание проводили на микрочипе Ion 314™ Chip Ki
со средней длиной прочтения в 100 н.

Биоинформатический анализ. Первичный ана�
лиз данных и картирование последовательностей

проводили при помощи встроенного программного
обеспечения прибора Torrent Suite версии 2.2. Гены
и их мутации анализировали при помощи про�
граммы Integrative Genomics Viewer. Последова�
тельности сравнивали, используя пакет программ
BLAST.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Секвенирование генов UL23 и UL30 
в популяции вируса HSV�1

На первом этапе охарактеризовали препарат
ДНК, приготовленный для полногеномного секве�
нирования HSV�1. Соотношение количества ДНК
вируса к ДНК клетки хозяина определяли при по�
мощи метода ПЦР в реальном времени. В качестве
маркера ДНК HSV�1 использовали ген тимидин�
киназы вируса герпеса, клонированный в плаз�
мидном векторе pGEM�T Easy, а в качестве мар�
кера клеточной ДНК – ген гипоксантин�фос�
форибозилтрансферазы первого типа (HPRT1).
Анализируя базу данных GenBank, мы обнару�
жили, что ген HPRT1 представлен единствен�
ной копией в геноме человека, именно поэтому
он был выбран нами в качестве маркера геном�
ной ДНК. Количество вирусной и клеточной
ДНК определяли методом ПЦР в реальном
времени в лизатах, полученных через различные
промежутки времени после заражения (рис. 1).
Из графика видно, что концентрация вирусной
ДНК в лизате клеток максимальна через 24 ч.

При выделении препаративного количества
ДНК для последующего секвенирования 10 мил�
лионов клеток Vero инокулировали вируcом
HSV�1 и растили 24 ч. Из клеточной массы выде�
ляли геномную ДНК и при помощи ПЦР в
реальном времени получали ее характеристики.
Расчеты показали, что на одну клетку, содержащую
диплоидный геном зеленой мартышки, приходит�
ся порядка 5 × 105 молекул ДНК вируса HSV�1. Од�
нако при определении вирусного титра количество
вирусных частиц на клетку оказалось несколько
меньшим – порядка 104 . Это различие можно объ�
яснить тем, что вирусологические методы позволя�
ют определить только вирулентные частицы. Из�
вестно также, что при размножении вирус произво�
дит гораздо большее число частиц, из которых
только небольшая доля достигает вирулентности. 

На следующем этапе определяли последова�
тельность ДНК популяции эталонного для Рос�
сии штамма HSV�1 L2 с использованием техно�
логии полногеномного секвенирования на при�
боре Ion Torrent. Всего получено 499.714
прочтений последовательностей образца ДНК,
что составляет 54.5 млн.п.н. Из них 287.567 про�
чтений принадлежит последовательностям ви�
русной ДНК (27.7 млн.п.н.). Средняя длина од�
ного прочтения при качестве секвенирования
AQ20 составляет 90 н.
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Рис. 1. Изменение концентраций вирусной ДНК
HSV�1 L2 (�) и ДНК клеток Vero (�) в клеточных ли�
затах, полученных методом ПЦР в реальном времени,
через различные промежутки времени с момента ин�
фицирования клеток вирусом.
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Полученную нами последовательность генома
HSV�1 сравнивали с последовательностью из ба�
зы данных GenBank HSV�1 штамма 17, который
также является диким типом (NC_001806.1). Глу�
бина покрытия генома HSV�1 при этом составля�
ет 181, т.е. каждый нуклеотид последовательности
вируса был прочитан в среднем 181 раз. Прочита�
но 98% генома, оставшиеся 2% представляют со�
бой фланкирующие повторы, которые не могли
быть правильно картированы программой Torrent
Suite 2.2 при первичном анализе данных.

Число некартированных последовательностей
на геном HSV1 составило 26.8 млн.п.н. Все они
относятся к хозяйской ДНК клетки Vero. Таким
образом, при изучении данного штамма каждое
второе прочтение последовательности относится
к вирусной ДНК, покрытие которой в среднем
составляет около 181 раз. Из этого следует, что
технологии параллельного секвенирования поз�
воляют успешно определять последовательности
в смешанных препаратах ДНК подобного типа.

Анализ генов тимидинкиназы и ДНК�полимеразы

Наибольший интерес для нас представляют
нуклеотидные последовательности генов тими�
динкиназы и ДНК�полимеразы эталонного для
России штамма L2. Ранее нами определены по�
следовательности данных генов у этого штамма
методом секвенирования по Сенгеру при исполь�
зовании как радиоактивного фосфора�32, так и
флуоресцентной метки [8, 9]. Результаты сравне�
ния последовательностей двух генов, полученные
двумя разными методами, приведены в табл. 1 и 2. 

В гене тимидинкиназы обнаружено две мута�
ции в положениях 35 (T→ G) и в 562 (T → C), при�
чем только первая из них приводит к аминокислот�
ной замене в положении 12 (V → A). Ранее нуклео�
тидная последовательность гена тимидинкиназы
определялась нами по классической схеме: клони�
рование фрагмента ДНК HSV�1 в плазмидном век�
торе, селекция клонов и наработка плазмидной
ДНК, а затем секвенирование клонированного ло�
куса. Фактически, по этой схеме определяется
структура не гена тимидинкиназы HSV�1, а фраг�
мента ДНК, клонированного в плазмидном векторе
[10]. Определение повторяли неоднократно с помо�
щью разных приборов и получали одинаковые ре�
зультаты, поэтому, скорее всего, расхождения в
структуре не связаны с приборной ошибкой. Ге�
номное секвенирование обеспечивает более чем
180�кратное покрытие искомого гена, т.е. одновре�
менное независимое 180�кратное секвенирование
исходных молекул вирусной ДНК, содержащей всю
популяцию HSV�1 L2. Поэтому мы полагаем, что
расхождение в последовательностях, в данном слу�
чае, можно объяснить ошибками при ДНК�поли�
меразном копировании гена тимидинкиназы на
стадии клонирования фрагмента. Впрочем, воз�
можно, что ошибки, как таковой, нет, а возможно –

в силу случайного обстоятельства – произошло ко�
пирование и клонирование минорной полиморф�
ной мутации, которая представлена в популяции на
уровне менее 1%. 

В какой�то мере это предположение подтвер�
ждается работой по изучению гена тимидинкиназы
у штаммов HSV�1, полученных из эталонного
штамма L2 путем многократного пассирования на
среде, содержащей Н�фосфонат ацикловира. У
всех исследованных штаммов с развившейся рези�
стентностью к Н�фосфонату ацикловира в 12�ом
положении обнаружена замена V → A, т.е. структу�
ра гена тимидинкиназы этих штаммов аналогична
структуре гена тимидинкиназы, определенной в
популяции HSV�1 L2 путем массивного парал�
лельного секвенирования [11]. Интересно, что
при биоинформатическом анализе полученной
структуры не обнаружено вариаций в одиночных
нуклеотидных заменах. Это свидетельствует, ско�
рее всего, о слишком небольшом числе таких вари�
аций, которые просто отсекаются программным
обеспечением прибора и не учитываются в конеч�
ной структуре гена тимидинкиназы. 

Таблица 1. Замены в гене тимидинкиназы HSV�1 L2

Нуклеотидные замены Аминокислотные 
замены

Позиция L2 
СпС

L2 
МПС позиция L2 

СпС
L2

 МПС

35 T G 12 V A

562 T C

Примечание. СпС – секвенирование по Сенгеру; МПС – мас�
сивное параллельное секвенирование.

Таблица 2. Замены в гене ДНК�полимеразы HSV�1 L2

Нуклеотидные 
замены

Аминокислотные 
замены

Позиция L2 
СпС

L2 
МПС позиция L2 

СпС
L2 

МПС

136 G A 46 D N

675 C C/T

1036 G A

1038 A G 346 A T

1127 A A/G 376 E G

2597 C T 866 S F

2611 A A/G 871 D N

2634 C T

3254 G A 1085 G E

Примечание. СпС – секвенирование по Сенгеру; МПС –
массивное параллельное секвенирование.
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Таблица 3. Различия в структуре гена тимидинкиназы штаммов L2, KOS и 17

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены

позиция L2 МПС KOS 17 позиция L2 МПС KOS 17

16 G T T 6 G C C
68 A G A 23 N S N
24 G A A

102 G G A
106 G G A 36 E E K
125 C T T 42 P L L
171 C T C
271 C C T
266 G A G 89 R Q R
627 A G G
694 C T C
717 C C T
793 A A G 265 T T A
915 C T T
933 C C T
969 C C T

1042 A G G 348 I V V

Примечание. МПС – массивное параллельное секвенирование.

Аналогичная ситуация возникла при сравне�
нии нуклеотидной последовательности гена
ДНК�полимеразы штамма L2, полученной ранее
[8, 9] и нуклеотидной последовательности данно�
го гена, полученной при помощи массивного па�
раллельного секвенирования: замены определе�
ны также – как на нуклеотидном уровне, так и на
аминокислотном (см. табл. 2). 

Интересно отметить, что некоторые нуклео�
тидные замены в последовательности гена ДНК�
полимеразы (положение 136, 1036, 1038, 2634,
3254) обнаружены ранее в штаммах, резистент�
ных к ацикловиру и Н�фосфонату ацикловира,
которые получены из штамма HSV�1 L2 [8, 11].
Одна замена на нуклеотидном уровне в положе�
нии 2597 (С → Т) ранее в данном штамме не была
отмечена. Эта мутация приводит к замене остатка
серина в положении 866 на остаток фенилаланина.

Отдельно стоит отметить, что некоторые нук�
леотидные замены в гене ДНК�полимеразы ха�
рактерны для гетерозиготного состояния. Так, за�
мена С на Т в положении 675 обнаружена только
в 31% случаев, замена А на G в положении 1127 –
в 19% случаев, а замена G на A в положении 2611 –
в 30%. Эти данные свидетельствуют о том, что в
популяции вирусов имеется, как минимум, не�
сколько мажорных штаммов. При биоинформаци�
онном анализе отмечено также множество нуклео�
тидных мутаций в гетерозиготном состоянии, чья
частота не превышает 5%. Все это свидетельству�
ет о широко известной высокой мутабильности
вируса герпеса.

Сравнительный анализ последовательностей генов 
тимидинкиназы и ДНК�полимеразы 

с последовательностями из других референсных 
штаммов HSV�1

Далее сравнивали последовательности генов
тимидинкиназы и ДНК�полимеразы, получен�
ные при помощи метода массивного параллельно�
го секвенирования, и генов других референсных
штаммов HSV�1. Для этой цели из базы данных
GenBank выбраны нуклеотидные последователь�
ности геномов двух референсных штаммов – KOS
(JQ673480.1) [12] и 17 (JN555585.1) [13]. Как в слу�
чае гена тимидинкиназы, так и в случае гена ДНК�
полимеразы нуклеотидные и аминокислотные за�
мены одинаково характерны для указанных
штаммов (табл. 3 и 4).

При сравнении последовательностей гена ти�
мидинкиназы штаммов L2 и KOS обнаружено де�
сять мутаций, а штаммов L2 и 17 – тринадцать.
При этом замены в положениях 16, 24, 125, 627,
915, 1042 совпадают у двух штаммов – в 17 и KOS.
Кроме того, имеются совпадения и на аминокис�
лотном уровне. Так, в обоих штаммах найдены за�
мены в позициях 6, 42 и 348. Сравнительный ана�
лиз данных штаммов KOS и 17, а также штамма L2
показал, что в случае штамма KOS аминокислот�
ный продукт отличается по пяти позициям, из них
две замены (в положениях 23 и 89) характерны для
штамма KOS. По сравнению со штаммом 17, тими�
динкиназа L2 также отличается по пяти аминокис�
лотным остаткам и также из них только две замены
(в положениях 36 и 265) характерны для штамма 17.
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Как видно из рис. 2а, почти все мутации в гене
тимидинкиназы не затрагивают консервативных
областей данного гена, т.е., скорее всего, они не
влияют на работу данного фермента.

При сравнении последовательности гена
ДНК�полимеразы HSV�1 штамма L2 и штаммов
17 и KOS также обнаружены одинаковые для всех
штаммов замены как на нуклеотидном, так и на
аминокислотном уровнях. Имеются одинаковые
мутации в позициях 101, 450, 675, 1127, 2611,
2758, 2805, 3507, 3545, 3596 (табл. 4), при этом об�
щие аминокислотные замены найдены в позици�
ях 34, 376, 871, 920, 1182. В случае ДНК�полиме�
разы штамм KOS отличается на две единичные
аминокислотные замены (566 и 1124), тогда как
штамм 17 – на четыре (в положениях 33, 330, 905,
1199, 1208). Таким образом, можно предполо�
жить, что эталонный штамм L2 более родствен
штамму KOS, чем штамму 17. Следует также обра�
тить внимание на то, что в гене ДНК�полимеразы
популяции вируса HSV�1 штамма L2 не наблюда�
ется гетерозиготности на аминокислотном уров�

не, что свидетельствует о большей консерватив�
ности данного гена по сравнению с геном тими�
динкиназы.

Практически все обнаруженные аминокислот�
ные замены не затрагивает консервативные обла�
сти гена ДНК�полимеразы HSV�1 (рис. 1б) и, по�
видимому, не существенны для функционирова�
ния данного фермента.

Таким образом, очевидно, что метод массив�
ного параллельного секвенирования позволяет
получать более детальную и объективную инфор�
мацию о последовательностях ДНК, чем метод
классического секвенирования по Сенгеру. Это
особенно важно учитывать при анализе сложных
объектов с высоким уровнем полиморфизма, на�
пример образцов опухолей, или, как в данном
случае, образцов ДНК вирусных штаммов. При
классическом секвенировании по Сенгеру опре�
деляют одну единственную последовательность, в
которой могут оказаться ошибки, допущенные
при клонировании. При массивном параллель�
ном секвенировании большое (более 100 для

Таблица 4. Различия в структуре гена ДНК�полимеразы штаммов L2, KOS и 17

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены

позиция L2 МПС KOS 17 позиция L2 МПС KOS 17

97 G G A 33 G G S
101 C G G 34 P R R
450 T C C
636 T T C
675 T C C
831 C C T
988 C C G
989 G G C 330 R R A

1127 G A A 376 D E E
1173 C T C
1176 C T C
1584 T C T
1696 G A G 566 A T A
2074 C C A
2611 A G G 871 N D D
2670 A A C
2713 A A G 905 M M V
2758 T C C 920 S P P
2805 A G G
2949 A A C
2985 A A G
3371 C A C 1124 P H P
3507 A G G
3545 G A A 1182 R K K
3596 A C C 1199 Q P P
3622 G G A 1208 A A T

Примечание. МПС – массивное параллельное секвенирование.
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оценки полиморфизма популяции клеток/виру�
сов) число раундов прочтений каждого нуклеоти�
да с отдельной матрицы обеспечивает высокую
степень надежности результатов и позволяет вы�
являть полиморфные состояния.

Анализ содержания вирусной ДНК в лизатах
инфицированных клеток Vero показал, что при
множественности инфицирования 0.1 БОЕ/клетку
уже через 18 ч количество вирусной ДНК достигает
значения, близкого к максимальному.

Массивное параллельное секвенирование
HSV�1 может быть успешно использовано для
структурного анализа генов в вирусологических
исследованиях, причем, важно подчеркнуть, что
для этого анализа не требуется специальной
очистки вируса от ДНК клеток хозяина.

Обнаруженные различия в структуре генов
UL23 и UL30 HSV�1 из штамма L2 и референсных
штаммов KOS и 17 не существенны, так как заме�
ны расположены не в консервативных областях.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(11�04�00384).
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Рис. 2. Схематичное расположение аминокислотных замен относительно консервативных областей гена тимидинки�
назы (а) и гена ДНК�полимеразы (б). Консервативные области в генах выделены прямоугольниками серого цвета.
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