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ИЗОЛЯЦИЯ  И  ИЗУЧЕНИЕ  IN  VITRO  БИОЛОГИЧЕСКИХ  СВОЙСТВ

ШТАММОВ  КОРОНАВИРУСА  SARS-COV-2,  ОТНОСЯЩИХСЯ  К

РАЗЛИЧНЫМ ГЕНЕТИЧЕСКИМ ВАРИАНТАМ 

ФБУН  Государственный  научный  центр  вирусологии  и  биотехнологии  «Вектор»

Роспотребнадзора,  630559,  р.п.  Кольцово,  Новосибирского  района,  Новосибирской

области

Цель. Изучить особенности репродукции штаммов коронавируса SARS-CoV-2

различных генетических  линий в культуре клеток Vero E6.  Материалы и методы.

Штаммы коронавируса  SARS-CoV-2 были  взяты  из Государственной  коллекции

возбудителей  вирусных  инфекций  и  риккетсиозов  ФБУН  ГНЦ  БВ  «Вектор»

Роспотребнадзора. В работе использовали культуры клеток Vero и Vero E6. Кинетику

накопления  инфекционного  вируса  определяли  путем  титрования  образцов

культуральной жидкости через 24, 48, 72, 96 часов после инфицирования (MOI = 1 до

0,00001 ТЦД50/клетку). Образование бляшек изучали на культуре клеток  Vero E6 под

0,2%  агаровым  покрытием.  Анализ  изображения  и  подсчёт  размеров  бляшек

проводили в программе Adobe Photoshop CS6 Extended 13.0.1.3. Результаты. Описана

динамика накопления инфекционного вируса в культуральной жидкости в зависимости

от  множественности  инфицирования  для  штаммов  коронавируса  SARS-CoV-2,

относящихся к разным генетическим линиям. Показаны различия морфологии бляшек

для изученных штаммов. Штаммы коронавируса  SARS-CoV-2, относящиеся к  Alfa и

Delta VOC нарабатываются в тирах более 7 lg ТЦД50/100мкл, что превышает значения

для  других  штаммов.  Генетический  вариант  Omicron VOC,  имеющий  наибольшее

количество мутаций, под агаровым покрытием образует самые мелкие бляшки и при

низкой  множественности  инфицирования  имеет  низкий  уровень  репродукции.

Выводы. Штаммы коронавируса  SARS-CoV-2, относящиеся к разным генетическим

линиям, имеют существенные отличия в скорости репродукции в культуре клеток Vero

Е6. 

Ключевые  слова: коронавирус  SARS-CoV-2,  VOC,  культура  клеток  Vero E6,  титр

вируса, образование бляшек.
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The main goal of research was to study the reproduction features of SARS-CoV-2

coronavirus strains of various genetic lines in Vero E6 cell culture. Materials and methods.

The SARS-CoV-2  coronavirus  strains  were  taken  from  the  State  Collection  of  Viral

Infections and Rickettsiosis of the FBRI SRC VB «Vector» of Rospotrebnadzor. Cell cultures

Vero and Vero E6 were used in this research. The kinetics of infectious virus accumulation

was determined by titration of culture fluid samples 24, 48, 72, 96 hours after infection (MOI

= 1 до 0,00001 TCID50/cell). Plaque formation was studied on Vero E6 cell culture under

0.2% agar coating. Image analysis and plaque size calculation were performed using Adobe

Photoshop  CS6  Extended  13.0.1.3.  Results  and  discussion.  The  study  describes  the

dynamics of accumulation in the culture fluid of the infectious SARS-CoV-2 virus, related to

different genetic lines. The result shows that plaque morphology differs between different

strains of the virus. The SARS-CoV-2 coronavirus strains related to Alfa and Delta VOC are

produced in titers of more than 7 lg TCD50/100 µl. This is the limit for other strains. The

genetic variant of Omicron VOC, which has the highest number of mutations, forms small

plaques under agar coating. And at a low multiplicity of infection, the Omicron VOC variant

has  a  low reproduction  rate.  Conclusion.  Coronavirus  SARS-CoV-2 strains  belonging to

different genetic lines have significant differences in the rate of reproduction in Vero E6. 

Key  words: SARS-CoV-2  coronavirus,  VOC,  Vero  E6  cell,  virus  titer,  plaque

formation.
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На сегодняшний день  в мире зарегистрировано более  340 миллионов случаев

заболевания COVID-19,  из  них 5,5 случаев  летальных  исходов. В  России  число

случаев,  выявленных  за  сутки,  стремительно  растет  в  результате  распространения

нового  генетического  варианта  Omicron SARS-CoV-2.  На  27  января  2022  года

количество случаев заболевания превысило 11 миллионов [1].



Новый  коронавирус  SARS-CoV-2,  как  и  большинство  РНК-содержащих

вирусов,  при  адаптации к новым хозяевам склонен к генетической эволюции. Частое

появление мутаций в  геноме приводит  к  возникновению вариантов,  которые могут

иметь характеристики, отличные от предковых штаммов [2].

К настоящему времени идентифицировано множество различных генетических

вариантов SARS-CoV-2. Согласно Центру по контролю и профилактике заболеваний

(CDC),  вариант,  ответственный за  повышенную трансмиссивность,  тяжелое  течение

заболевания,  снижение  эффективности  лечения  и  многие  другие  факторы,

вызывающие беспокойство, получил название VOC (Variant  of Concern).  На данный

момент  Всемирная  организация  здравоохранения  (ВОЗ)  выделят  пять  основных

вариантов  VOC: Alpha VOC (линия B.1.1.7)  появился в  Великобритании [3-4],  Beta

VOC (линия B.1.351) в Южной Африке [5], Gamma VOC (линия B.1.1.28.1 или P.1) в

Бразилии  [6-8],  Delta VOC (линия B.1.617.2) в Индии  [9],  и совсем недавно Omicron

VOC  (линия  B.1.1.529)  в  Южной  Африке [10].  Каждая  из  генетических  линий

вариантов  VOC  имеет  ключевые мутации,  которые  оказывают  влияние  на

биологические свойства вируса SARS-CoV-2 [11].

Многие  из  мутаций,  обнаруженных  в  VOC,  расположены  в  рецептор

связывающем домене (receptor-binding domain, RBD) вирусного белка S [12]. Вариант

Alpha VOC (B.1.1.7) включает 17 мутаций в вирусном геноме. Из них восемь мутаций

(делеция  Δ69-70,  делеция  Δ144,  N501Y,  A570D,  P681H,  T716I,  S982A,  D1118H)

находятся  в  белке S.  Вариант  Beta  VOC (B.1.351)  включает  девять  мутаций (L18F,

D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, N501Y, D614G и A701V) в белке S, из которых

три мутации (K417N, E484K и N501Y) расположены в RBD. Вариант  Gamma VOC

(B.1.1.28)  содержит  десять  мутаций  в  белке  S  (L18F,  T20N,  P26S,  D138Y,  R190S,

H655Y, T1027I,  V1176, K417T, E484K и N501Y), из них три (L18F, K417N, E484K)

расположены в RBD. Вариант Delta VOC (B.1.617.2) содержит десять мутаций (T19R,

(G142D*), 156del, 157del, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N) в шиповидном

белке. И вариант Omicron — это новый сильно мутировавший вариант SARS-CoV-2,

появившийся  на  юге  африканского  континента  26-го  ноября  2021  г.  Данные,

полученные при секвенировании генома варианта Omicron, продемонстрировали более

30 мутаций в S белке.

Появление современных методов секвенирования  позволяет  быстро выявлять

вновь  возникающие  генетические  линии  коронавируса  SARS-CoV-2  и  картировать

мутации.  Однако  для  изучения  биологических  свойств  вируса  необходимо



использование вирусологических методов. Клеточные культуры являются наглядной

моделью для изучения биологии вирусной инфекции и особенностей взаимодействия

вируса с клеткой хозяина in vitro. Многие пилотные исследования коронавируса SARS-

CoV-2 были проведены на клеточных линиях почки африканской зеленой мартышки:

Vero  E6  и  Vero-CCL81,  поскольку  они  экспрессируют  большое  количество  АСЕ2

рецептора [13-15]. Возникновение и накопление мутаций в геноме коронавируса ведет

к  изменению  его  биологических  свойств.  Особенности  репродукции  на  культурах

клеток являются одной из важных характеристик вирусного штамма. 

Целью настоящей  работы являлось  изучение  особенностей  репродукции

штаммов коронавируса SARS-CoV-2 различных генетических линий в культуре клеток

Vero E6.  Исследование  проводили  путем  определения  кинетики  накопления

инфекционного вируса в культуральной жидкости в зависимости от множественности

инфицирования и анализа морфологии бляшек. 

Материалы и методы

Культуры клеток. В  работе  использовали  культуры клеток  Vero  и  Vero  E6

(клетки эпителия почки африканской зеленой мартышки) (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор»

Роспотребнадзора).  Клетки  культивировали  при  37ºС  в  питательной  среде  DМЕМ

(«Gibco»)  с  L-глутамином,  с  добавлением  10% эмбриональной  телячьей  сыворотки

(«Gibco»), Antibiotic-Antimycotic («Gibco») в атмосфере с 5% СО2.

Вирусы. Исследование  проводили  с  использованием  штаммов коронавируса

SARS-CoV-2, депонированных в Государственной коллекции возбудителей вирусных

инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ БВ «Вектор» Роспотребнадзора, которые были

выделены от больных людей на территории РФ. Штаммы вирусов были наработаны на

культуре клеток Vero E6 и приготовлены аликвоты, после чего они были помещены на

хранение при минус 80 ºС. Сведения о происхождении, генетических характеристиках,

инфекционных титрах штаммов представлены в таблице 1.

Выделение изолятов вируса. Образцы носоглоточных смывов, положительные

при  исследовании  методом  ПЦР на  наличие  РНК  коронавируса  SARS-CoV-2,

осветляли центрифугированием,  фильтровали через  фильтрующие насадки  (Millex  с

диаметром пор 0,22 мкм) и высевали на монослой культуры клеток Vero и Vero E6,

выращенных в культуральных флаконах площадью поверхности 25 см2.  Инкубацию

инфицированных  культур  клеток  проводили  при  37ºС  в  течение  5  суток  или  до

появления ЦПД. Наличие вируса в культуральной жидкость подтверждали в ОТ-ПЦР

(«Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG», Россия). 



Определение титра вируса. Культуру клеток выращивали в 96-ти луночном

культуральном планшете.  После удаления  ростовой среды из  лунок культурального

планшета в  них вносили  последовательные  десятикратные  разведения

вируссодержащей  жидкости  в  поддерживающей  среде  в  трех  повторах.  Планшеты

инкубировали  в  течение  4  суток,  результат  учитывали визуально по наличию ЦПД

после  окрашивания  раствором  генцианвиолета.  Для  окрашивания  клеток  в  каждую

лунку  планшета  вносили  по  100  мкл  0,2%  раствора  генцианвиолета  (1  г

генцианвиолета  растворяли  в  20  мл  96% этилового  спирта,  добавляли 120  мл 40%

формалина и 350 мл раствора Хенкса).  Через 30 мин жидкость из лунок удаляли и

планшеты  промывали  водопроводной  водой.  Специфическое  поражение  монослоя

культуры  клеток  в  лунке  учитывали как  ЦПД.  Расчет  титра  вируса  проводили  по

формуле Рида-Менча и выражали в lg ТЦД50/мл [16].

Изучение морфологии бляшек под агаровым покрытием. Монослой культуры

клеток  выращивали  в 24-  луночных  культуральных  планшетах.  После  удаления  из

лунок  ростовой  среды,  вносили  инфицирующую  жидкость  при  MOI  =  0,001

ТЦД50/клетку  для  каждого  штамма  вируса,  после  экспозиции  в  течение  1  часа

монослой  промывали  однократно,  затем  в  лунки  вносили  агаровое  покрытие

следующего  состава: культуральная  среда  Игла  МЕМ  с  L-глютамином  с  двойным

набором  аминокислот  (Биолот)  с  антибиотиками  100  ЕД/мл  (Anti-anti  (Gibco)),  5%

эмбриональной сыворотки КРС (Gibco), 0,2% агара (бакто-агар, Becton Dickinson and

Compani  USA). Культуральные  планшеты  инкубировали  в  течение  4  суток,  затем

окрашивали 0,2% раствором генцианвиолета. 

Кинетика накопления инфекционного вируса в культуральной жидкости в

зависимости  от  множественности  инфицирования. Монослой  культуры клеток

выращивали в 48- луночных культуральных планшетах, инфицировали разведениями

каждого вирусного штамма при MOI = с 1 до 0,00001 ТЦД50/клетку в трех повторах.

После  экспозиции  в  течение  1  часа,  промывали  трехкратно,  затем  добавляли

поддерживающую  среду (питательная среда DМЕМ  («Gibco»)  с  L-глутамином,  с

добавлением 2% эмбриональной телячьей сыворотки («Gibco»), Antibiotic-Antimycotic

(«Gibco»)).  Через  24,  48,  72,  96  часов  после  инфицирования  пробы  культуральной

жидкости из каждой лунки титровали на монослое культуры клеток для определения

титра вируса. 



Анализ  данных. Анализ  данных  проведен  с  использованием  программы

«Microsoft  Excel»,  анализ  изображения  и  подсчёт  размеров  бляшек  проведен  с

помощью программного пакета Adobe Photoshop CS6 Extended 13.0.1.3.

Результаты и обсуждение

В работе было использовано семь штаммов коронавируса SARS-CoV-2, которые

были  выделены  в  разные  периоды  пандемии  и  относятся к  разным  генетическим

линиям. Все штаммы характеризуются наличием ключевых мутаций, характерных для

генетической  линии,  к  которой  они  принадлежат. Штамм  hCoV-

19/Australia/VIC01/2020  (линия В) был любезно предоставлен  Mike Catton (Victorian

Infectious Diseases Reference Laboratory,  Melbourn,  Australia)  в  феврале 2020 г.  Этот

штамм  был  использован  в  качестве  прототипного  варианта.  Штамм

hCoV-19/Russia/Omsk202118_1707/2020  относится  к  генетической  линии  В 1.1,  не

является VOC. Штаммы вируса SARS-CoV-2 этой генетической линии вызвали первый

подъем  заболеваемости  коронавирусной  инфекцией  в  России.  Штаммы

hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020 (линии В 1.1.7, Alpha вариант) и hCoV-19/Russia/MOS-

SAB-1502/2021  (линии  В 1.351,  Beta вариант) относятся  к  VOC и  характеризуются

высокой  трансмиссивностью,  повышенным  уровнем  смертности  и

распространенностью  среди  молодых  людей  [3].  Штамм  hCoV-19/Russia/SA-17620-

080521/2021  (линия  B 1.1.28.1,  Gamma вариант)  характеризуется  более  высокой

трансмиссивностью,  чем  предыдущие  варианты.  Штамм hCoV-19/Russia/PSK-

2804/2021 (линии B 1.617.2) относится к варианту Delta, который связан с повышенной

тяжестью заболевания и  более высоким уровенем госпитализации среди  заболевших

[17]. Штаммы этой генетической линии были зарегистрированы на территории России

с  весны  2021  года,  с  тех  пор  вариант  Delta быстро  стал  преобладающей  линией,

благодаря  высокой  трансмиссивности.  Штамм  hCoV-19/Russia/Moscow171619-

031221/2021  (линия  B.1.1.529,  Omicron вариант)  появился  на  территории  России

недавно, в  настоящее  время  активно  распространяется,  достоверных  сведений  об

особенностях проявлений инфекции на момент написания статьи пока не было. 

Для выделения штаммов использовали две культуры клеток  Vero и  Vero E6.

Практически  все  штаммы  на  первом  пассаже  успешно  культивировались  на

использованных  культурах  клеток.  Однако,  при  выделении  изолята

hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021 на культуре клеток Vero на первом пассаже не



было зарегистрировано ЦПД, в то время как на Vero E6 оно было хорошо выражено.

Штамм hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021 выделен на культуре клеток Vero

Е6,  на первом  пассаже  ЦПД  зафиксировано  не  было. Такого  рода  избирательный

цитопатический эффект SARS-CoV-2 на клетки Vero E6  может быть ассоциирован  с

оксидативным стрессом,  связанным со  значительным снижением  уровня  клеточных

тиолов  (прежде  всего  восстановленной  формы  глутатиона),  развивающимся  уже  в

первые сутки после инфицирования клеток коронавирусом [18].

При  проведении  вирусологических  исследований  коронавируса  SARS-CoV-2

большое  значение  имеет  получение  пулов  вируса  с  высокими  инфекционными

титрами.  Для  решения  этого  вопроса  был  проведен  эксперимент  по  изучению

динамики накопления инфекционного вируса в культуральной жидкости в зависимости

от множественности инфицирования (Рисунок 1).  Анализируя результаты рисунка 1

можно сказать,  что  все  приведенные  в  исследовании  штаммы коронавируса  SARS-

CoV-2  успешно  реплицируются  на  культуре  клеток  Vero  E6.  При  большой

множественности заражения вирус достаточно быстро начинает репродуцироваться в

культуре клеток. Через 24 часа ЦПД визуально не определяется, через 48 часов при

высокой множественности (1 – 0,001) ЦПД достигает 80-100 %, при этом титры вируса

резко  возрастают.  При  100%  повреждении  монослоя  клеток  в  дальнейшем  вирус

начинает терять инфекционность.  При множественности заражения 0,0001 – 0,00001

ЦПД проявляется позже  (48 – 72 часа) и характеризуется очаговыми повреждениями

монослоя.  В  данном  случае  титры  вируса  достигают  максимальных  значений  к  96

часам. Согласно результатам представленных исследований штаммы hCoV-19/Russia/

MOS-2512/2020 и hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 нарабатываются в тирах более 7 lg

ТЦД50/100мл,  что  превышает  значения  для  других  штаммов.  Штамм

hCoV-19/Russia/Omsk202118_1707/2020 не имеет мутаций VOC, уровень репликации

этого  вируса  сравнительно  низкий. При  MOI = 0,001  и  ниже, титры  вируса  в

культуральной жидкости появляются только через 48 часов. Штамм hCoV-19/Australia/

VIC01/2020 также не относится к VOC, но он прошел наибольшее число пассажей на

культуре клеток, вероятно с этим связаны высокие показатели репродукции. Динамика

накопления  штамма  hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021  отличается  от

остальных  штаммов:  через 96  часов при  низкой  множественности (0,0001  и  ниже)

титры не поднимаются до максимального значения, а остаются на достаточно низком

уровне.



При культивировании коронавируса  SARS-CoV-2 под агаровым покрытием он

формирует  бляшки  –  специфическое  очаговое  повреждение  монослоя  клеток.  На

основании анализа размера бляшек можно судить о скорости распространения вируса

между соседними клетками монослойной культуры, что дает информацию о скорости

репликации  вируса.  На  рисунке  2  показаны  фотографии  бляшек,  которые  были

получены  при  инфицировании  культуры  клеток  штаммами  коронавируса  разных

генетических линий. Анализируя полученные результаты можно сказать, что штаммы,

использованные  в  исследовании,  формируют  бляшки  разного  размера,  что

подтверждает  различие  скорости  репродукции  вирусных  вариантов.  Наибольший

размер бляшек получен для штаммов hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 и hCoV-19/Russia/

MOS-2512/2020, вирус  hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021  образует  более

мелкие бляшки по сравнению с другими штаммами.

Таким образом, мутации имеющиеся у вариантов VOC, вероятно, способствуют

более  активной  репродукции  в  культуре  клеток  Vero  E6.  Показано,  что  мутация

H69del, V70del(69) общая для вариантов Alfa VOC и Omicron VOC, индуцирует более

быстрое слияние клеток и образование многоядерных клеток – синцитии. Еще одна

мутация  P681H(674)  может  увеличивать  расщепление  S1/S2  фуриноподобными

протеазами и усиливать слияние мембран клеток-хозяев вируса, она есть у вариантов

Alfa VOC, Omicron VOC и Delta VOC. Мутация N501Y, присутствующая во всех VOC,

кроме Delta, увеличивает аффинность связывания с рецептором ACE2, а в сочетании с

Q498R аффинность связывания становится сильнее,  таким образом вариант Omicron

получает  легкий  доступ  к  клетке-хозяина  [19-20]. Связывание с  рецептором  ACE2

также усиливают: замена T478K, которая присутствует у Delta VOC варианта, замена

L452R  – у  Delta  VOC и  Omicron VOC вариантов и  замена E484K  – у  Beta VOC и

Gamma VOC.  Более того, варианты Delta VOC,  Gamma VOC и Omicron VOC имеют

замену  K417N,  которая  была  связана  со  структурными  изменениями  S  белка,

усиливающими уклонение от иммунитета [21-22].

Таким образом,  результаты представленных исследований свидетельствуют о

том,  что  штаммы  коронавируса  SARS-CoV-2,  относящиеся  к  разным генетическим

линиям, имеют существенные отличия в скорости репродукции в культуре клеток Vero

Е6,  о  чем  свидетельствуют  данные  о  титрах  вируса  в  образцах  культуральной

жидкости  и  о  размерах  бляшек,  образованных  под  агаровым  покрытием.  Наличие

мутаций вариантов  VOC существенно повышает скорость репродукции коронавируса

SARS-CoV-2 для всех  вариантов  кроме  Omicron VOC.  Данный вариант  вируса  под



агаровым покрытием образует самые мелкие бляшки и при низкой множественности

инфицирования  имеет  низкий уровень  репродукции.  Генетический вариант  Omicron

VOC обладает серьезными изменениями биологических свойств,  как было показано

ранее  он  имеет  наибольшее  количество  мутаций  и  характеризуется  более  высокой

трансмиссивностью по  сравнению  с  предыдущими  вариантами  VOC [10].  В  то  же

время оказывает менее выраженное повреждающее действие на клетки монослойной

культуры Vero E6.

Конфликт  интересов. Авторы  подтверждают  отсутствие  конфликта
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Таблица 1. Информация о штаммах коронавируса SARS-CoV-2, использованных в 

эксперименте

Table 1. Information about SARS-CoV-2 coronavirus strains described in the experiment

Наименов
ание
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(GISAID

ID)
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жде
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Рисунок 1. Кинетика репродукции вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток  Vero E6 в

зависимости от множественности инфицирования.

Figure 1. Kinetics of SARS-CoV-2 virus reproduction in Vero E6 cells depending on the

multiplicity of infection.

Рисунок 2. Образование бляшек на монослое культуры клеток  Vero E6 под агаровым

покрытием на 4 сутки после инфицирования. Над каждым рисунком указано среднее

значение  площади  бляшек  ±  стандартное  отклонение.  А –

hCoV-19/Australia/VIC01/2020,  B  –  hCoV-19/Russia/MOS-SAB-1502/2021,  C  –

hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021,  D –  hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020, E –  hCoV-

19/Russia/PSK-2804/2021,  F –  hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021,  G –  hCoV-

19/Russia/Omsk202118-1707/2020.

Figure 2. Plaque formation on an agar-coated Vero E6 cell culture monolayer at day 4 post-

infection. The mean plaque area (±) standard deviation is indicated under each figure (A-G).


