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иЗучение в уСловияХ in Vitro БиолоГичеСкиХ СвойСтв штаммов коронавируСа 
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цель – изучить особенности репродукции штаммов вируса SARS-CoV-2 различных генетических вариантов 
на культурах клеток Vero и Vero E6. материалы и методы. в работе использовали штаммы вируса SARS-CoV-2, 
относящиеся к вариантам, вызывающим обеспокоенность (VOC), циркулирующим на территории рФ. Штаммы 
вируса SARS-CoV-2 депонированы в государственной коллекции возбудителей вирусных инфекций и риккетсио-
зов Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора. эксперименты проводили на культурах клеток Vero и Vero E6. 
динамику накопления инфекционного вируса определяли путем титрования образцов культуральной жидкости 
через 24, 48, 72, 96 часов после инфицирования (MOI – от 1 до 0,00001 цпд50/клетку). образование бляшек 
изучали на культуре клеток Vero E6 под 0,2 % агаровым покрытием. анализ изображения и подсчет размеров 
бляшек проводили в графическом редакторе GIMP (GNU Image Manipulation Program). результаты и обсужде-
ние. описана динамика накопления инфекционного вируса в культуральной жидкости в зависимости от мно-
жественности инфицирования для штаммов вируса SARS-CoV-2, относящихся к разным генетическим линиям. 
показаны различия морфологии бляшек на монослое культуры клеток Vero E6 под агаровым покрытием. вирусы 
SARS-CoV-2, относящиеся к генетическим вариантам альфа и дельта, демонстрируют максимальную репродук-
цию среди изученных штаммов (инфекционный титр – более 7 lg тцд50/100мкл). вариант омикрон под агаровым 
покрытием образует самые мелкие бляшки и при низкой множественности инфицирования имеет низкий уровень 
репродукции. таким образом, штаммы коронавируса SARS-CoV-2, относящиеся к разным генетическим линиям, 
имеют существенные отличия в скорости репродукции на культуре клеток Vero и Vero е6. 

Ключевые слова: коронавирус SARS-CoV-2, VOC, культура клеток Vero, культура клеток Vero E6, титр вируса, 
образование бляшек.
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Abstract. The aim of the research was to study reproduction features of SARS-CoV-2 coronavirus strains of various 
genetic lines on Vero and Vero E6 cell culture. Materials and methods. The SARS-CoV-2 virus strains related to the 
variants of concern (VOC) circulating in the territory of the Russian Federation were used in the research. The strains of 
the SARS-CoV-2 virus were deposited in the State Collection of Pathogens of Viral Infections and Rickettsioses at the 
FBIS SSC VB “Vector” of the Rospotrebnadzor. The experiments were carried out on Vero and Vero E6 cell cultures. 
The dynamics of infectious virus accumulation was determined by titration of culture fluid samples 24, 48, 72, 96 hours 
after infection (MOI – from 1 to 0,00001 CPE50/cell). Plaque formation was studied on Vero E6 cell culture under 
0.2 % agar coating. Image analysis and plaque size calculation were performed using GIMP (GNU Image Manipulation 
Program). Results and discussion. The study describes the dynamics of accumulation of infectious virus in the cul-
ture fluid depending upon multiplicity of infection for the strains of SARS-CoV-2 virus belonging to different genetic 
lines. Differences in the morphology of plaques on the monolayer of Vero E6 cell culture under agar coating are shown.  
SARS-CoV-2 virus strains related to Alfa and Delta VOC demonstrate maximum reproduction rate among the studied 
strains (infectious titer is higher than 7 lg TCID50/100µl). Omicron VOC forms small plaques under agar coating and at a 
low multiplicity of infection has a low reproduction rate. Thus, SARS-CoV-2 virus strains belonging to different genetic 
lines have significant differences in the rate of reproduction on Vero and Vero E6 cell culture. 
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на сегодняшний день в мире зарегистрировано 
более 418 млн случаев COVID-19, из них 5,9 млн – 
с летальным исходом. в россии число заболевших, 
выявленных за сутки, стремительно растет в резуль-
тате распространения нового генетического вариан-
та вируса SARS-CoV-2 омикрон, на начало 2022 г. их 
число превысило 15 млн [1].

новый коронавирус SARS-CoV-2, как и боль-
шинство рнк-содержащих вирусов, при адаптации 
к новым хозяевам склонен к генетической эволюции. 
частое появление мутаций в геноме приводит к воз-
никновению вариантов, которые могут иметь харак-
теристики, отличные от предковых штаммов [2].

варианты, ответственные за тяжелое течение 
заболевания, снижение эффективности лечения, 
характеризующиеся повышенной трансмиссивно-
стью и рядом других свойств, вызывающих обес-
покоенность, получили название VOC (Variant of 
Concern). на данный момент всемирная организа-
ция здравоохранения выделяет пять основных VOC: 
альфа (линия B.1.1.7), который впервые выделен 
в великобритании [3–4], бета (линия B.1.351) –  
в Южной африке [5], гамма (линия B.1.1.28.1 или 
P.1) – в бразилии [6–8], дельта (линия B.1.617.2) – 
в индии [9], омикрон (линия B.1.1.529) – в Южной 
африке совсем недавно [10]. каждый из генетиче-
ских вариантов VOC имеет ключевые мутации, кото-
рые оказывают влияние на биологические свойства 
вируса [11].

многие из аминокислотных замен, обнаружен-
ных у VOC, расположены в рецептор-связывающем 
домене (receptor-binding domain, RBD) S-белка ви-
руса SARS-CoV-2 [12]. вариант альфа (B.1.1.7) из 
17 мутаций в вирусном геноме 8 (69-70del, 144 del, 
N501Y, A570D, P681H, T716I, S982A, D1118H) имеет 
в S-белке. вариант бета (B.1.351) включает 9 замен 
(L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, N501Y, 
D614G и A701V) в S-белке, из которых 3 (K417N, 
E484K и N501Y) расположены в RBD. вариант 
гамма (B.1.1.28) содержит 11 мутаций в S-белке 
(L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, H655Y, T1027I, 
V1176, K417T, E484K и N501Y), из них 3 (L18F, 
K417N, E484K) расположены в RBD. вариант дельта 
(B.1.617.2) несет 10 аминокислотных замен (T19R, 
(G142D*), 156del, 157del, R158G, L452R, T478K, 
D614G, P681R, D950N) в S-белке. на юге африки 
26 ноября 2021 г. впервые выявлен новый, имеющий 
наибольшее количество мутаций вариант вируса 
SARS-CoV-2, который получил название омикрон. 
данные анализа его генома показали наличие более 
30 генетических изменений в S-белке вируса.

использование молекулярно-генетических ме-
тодов исследования вирусов, таких как секвениро-
вание, позволяет быстро регистрировать вновь воз-
никающие генетические линии вируса SARS-CoV-2 

и картировать мутации. однако для изучения биоло-
гических свойств вновь выявляемых генетических 
вариантов необходимо также использовать класси-
ческие вирусологические способы их индикации и 
идентификации. клеточные культуры являются на-
глядной моделью для изучения биологии вируса и 
особенностей взаимодействия с клеткой хозяина в 
условиях in vitro. многие скрининговые исследова-
ния возбудителя COVID-19 проведены на клеточ-
ных линиях почки африканской зеленой мартышки 
Vero E6 и Vero-CCL81, поскольку они экспрессиру-
ют большое количество рецептора асе2 [13–14]. 
возникновение и накопление мутаций в геноме ко-
ронавируса приводят к изменению его биологиче-
ских свойств. особенности репродукции на культу-
рах клеток являются одной из важных характеристик 
штамма изучаемого вируса. 

целью настоящей работы являлось изучение 
особенностей репродукции штаммов вируса SARS-
CoV-2 различных генетических вариантов в культу-
ре клеток Vero и Vero E6. исследование проводили 
путем определения динамики накопления инфекци-
онного вируса в культуральной жидкости в зависи-
мости от множественности инфицирования и анали-
за морфологии бляшек. 

материалы и методы

Культуры клеток. исследования проводили на 
линии клеток Vero и Vero E6 (клетки эпителия поч-
ки африканской зеленой мартышки), полученных из 
коллекции культур клеток Фбун гнц вб «вектор». 
клетки культивировали в среде DMEM (Gibco, сШа) 
с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота (HyClone, сШа) и комплексно-
го антибиотика (Gibco, сШа) в атмосфере 5 % со2 
при температуре 37 °с. в качестве поддерживающей 
среды при культивировании вируса также использо-
вали DMEM, но с добавлением 2 % эмбриональной 
сыворотки.

Вирусы. в работе использовали штаммы коро-
навируса, выделенные от больных на территории 
рФ и относящиеся к вызывающим обеспокоенность 
генетическим вариантам. Штаммы предварительно 
были наработаны на культуре клеток Vero E6, оха-
рактеризованы и депонированы в государственной 
коллекции возбудителей вирусных инфекций и рик-
кетсиозов Фбун гнц вб «вектор». сведения о про-
исхождении, принадлежности к генетическим вари-
антам, инфекционных титрах штаммов коронавиру-
са, использованных в экспериментах, представлены 
в таблице.

Выделение изолятов вируса. образцы носогло-
точных смывов, полученные от больных COVID-19, 
осветляли центрифугированием, фильтровали через 
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насадки Millex с диаметром пор 0,22 мкм (Merck 
Millipore, сШа) и высевали на монослой культуры 
клеток Vero и Vero E6, выращенных в культуральных 
флаконах площадью поверхности 25 см2 (Corning, 
сШа). инкубацию инфицированных культур клеток 
проводили при температуре 37 °с в течение 5 суток 
или до появления цитопатического действия виру-
сов (цпд). наличие вируса в культуральной жид-
кости подтверждали, используя набор реагентов 
«вектор-пцррв-2019-nCoV-RG» (гнц вб «вектор», 
россия).

Определение титра вируса. культуру клеток 
выращивали в 96-луночном культуральном планше-
те. после удаления ростовой среды из лунок план-
шета в них вносили последовательные десятикрат-
ные разведения вируссодержащей жидкости в под-
держивающей среде в трех повторах и инкубировали 
в течение 4 суток в атмосфере 5 % со2 при темпе-
ратуре 37 °с, после чего окрашивали. для этого в 
каждую лунку планшета вносили по 100 мкл 0,2 % 
раствора генцианвиолета (1 г генцианвиолета рас-
творяли в 20 мл 96 % этилового спирта, добавляли 
120 мл 40 % формалина и 350 мл раствора хенкса). 
через 30 минут жидкость удаляли и планшеты про-
мывали водой. специфическое поражение монослоя 
культуры клеток в лунке учитывали как цпд. расчет 
титра вируса проводили по формуле рида – менча и 
выражали в lg цпд50/мл [15].

Изучение морфологии бляшек под агаро-
вым покрытием. монослой культуры клеток вы-
ращивали в 24-луночных культуральных планше-
тах. удаляли из лунок ростовую среду, вносили 
инфицирующую жидкость при множественности 
заражения (multiplicity of infection, MOI), равной  
0,001 цпд50/клетку, для каждого штамма коронави-
руса. после завершения экспозиции в атмосфере 5 % 
со2 при температуре 37 °с в течение 1 часа моно-
слой промывали однократно, затем в лунки вносили 
агаровое покрытие следующего состава: культураль-
ная среда «игла мем с L-глютамином с двойным 
набором аминокислот» («биолот», россия) с анти-
биотиками 100 ед/мл (Antibiotic-Antimycotic; Gibco, 
сШа), 5 % эмбриональной сыворотки коров (Gibco, 
сШа), 0,2 % агара (бакто-агар; Becton Dickinson and 
Compani, сШа). культуральные планшеты инкуби-
ровали в течение 4 суток в атмосфере 5 % со2 при 
температуре 37 °с, затем окрашивали 0,2 % раство-
ром генцианвиолета. 

Динамика накопления инфекционного виру-
са в культуральной жидкости в зависимости от 
множественности инфицирования. монослой 
культуры клеток выращивали в 48-луночных куль-
туральных планшетах, инфицировали разведения-
ми каждого штамма коронавируса при MOI от 1 до 
0,00001 цпд50/клетку в трех повторах. после экспо-
зиции в течение 1 часа при температуре 37 °с промы-
вали трехкратно, затем добавляли поддерживающую 
среду Dмем (Gibco, сШа) с L-глутамином, с до-
бавлением 2 % эмбриональной телячьей сыворотки 

(Gibco, сШа), Antibiotic-Antimycotic (Gibco, сШа). 
через 24, 48, 72, 96 часов после инфицирования про-
бы культуральной жидкости из каждой лунки титро-
вали на монослое культуры клеток.

Анализ данных. анализ данных проводили с 
использованием программы Microsoft Excel, анализ 
изображения и подсчет размеров бляшек – с помо-
щью графического редактора GIMP (GNU Image 
Manipulation Program).

результаты и обсуждение

в работе использовано семь штаммов коро-
навируса SARS-CoV-2, которые выделены в раз-
ные периоды пандемии и относятся к разным ге-
нетическим вариантам. Штамм hCoV-19/Australia/
VIC01/2020 (вариант в) любезно предоставлен 
Mike Catton (Victorian Infectious Diseases Reference 
Laboratory, мельбурн, австралия) в феврале 2020 г. 
и использован в качестве референс-штамма. первый 
подъем заболеваемости коронавирусной инфекции 
на территории рФ был вызван генетическим вари-
антом в.1.1 (не является VOC). Штамм hCoV-19/
Russia/Omsk202118_1707/2020 относится к этой 
линии. Штаммы hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020 
(в.1.1.7, альфа), hCoV-19/Russia/MOS-SAB-1502/2021 
(в.1.351, бета) и hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021 
(B.1.1.28.1, гамма) принадлежат к VOC и характери-
зуются высокой трансмиссивностью, повышенными 
показателями смертности и вовлечением в эпидеми-
ческий процесс, помимо пожилых людей, лиц более 
молодого возраста [3]. вариант дельта представлен 
штаммом hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (B.1.617.2), 
при заражении которым повышается тяжесть забо-
левания и уровень госпитализации среди заболев-
ших [16]. первые изоляты этой генетической линии 
выявлены на территории россии весной 2021 г. в свя-
зи со снижением связывающей активности нейтрали-
зующих антител, приобретенных как после заболе-
вания более ранним вариантом вируса SARS-CoV-2, 
так и после вакцинации, штаммы линии дельта бы-
стро стали доминирующими среди вновь выделяе-
мых коронавирусов. генетический вариант омикрон 
(B.1.1.529) – штамм hCoV-19/Russia/Moscow171619-
031221/2021 – появился на территории россии не-
давно, в настоящее время активно распространя-
ется благодаря высокой скорости передачи внутри  
популяции.

для первичного выделения штаммов исполь-
зовали две перевиваемые культуры клеток Vero и 
Vero E6. все изоляты при первом пассаже успешно 
культивировались. однако при выделении штам-
ма hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021 на Vero 
на первом пассаже не 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 пас-
саже цпд не зафиксировано. такого рода избира-
тельный цитопатический эффект различных гене-
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тических вариантов вируса SARS-CoV-2 на клетки 
Vero E6 может быть ассоциирован с оксидативным 
стрессом, связанным со значительным снижением 
уровня клеточных тиолов (прежде всего восстанов-
ленной формы глутатиона), развивающимся уже в 
первые сутки после инфицирования клеток корона-
вирусом [17].

при проведении вирусологических исследова-
ний большое значение имеет получение пулов виру-
са с высокими инфекционными титрами. скорость 
репродукции конкретного штамма вируса является 
важной характеристикой его биологических свойств, 
зависящих от изменяемой мутациями архитекту-
ры вирусной частицы. для оценки влияния амино-
кислотных замен в S-белке коронавирусов различ-
ных генетических вариантов на их взаимодействие 
с восприимчивой клеткой проведен эксперимент 
по изучению динамики накопления инфекционно-
го вируса в культуральной жидкости в зависимо-
сти от множественности инфицирования (рис. 1). 
анализируя результаты, продемонстрированные на 
рис. 1, можно сказать, что все приведенные в ис-
следовании штаммы вируса SARS-CoV-2 успешно 
реплицируются на культуре клеток Vero E6. при 
больших значениях MOI вирус достаточно быстро 
начинает репродуцироваться в культуре клеток. 
через 24 часа цпд визуально не определяется, через 
48 часов при высокой множественности (1–0,001) 
достигает 80–100 %, при этом инфекционные титры 
резко возрастают. при 100 % повреждении монослоя 
клеток в дальнейшем вирус начинает терять инфек-
ционность. при MOI, равной 0,0001–0,00001, цпд 

проявляется позже (48–72 часа) и характеризуется 
очаговыми повреждениями монослоя. в данном слу-
чае инфекционные титры достигают максимальных 
значений к 96 часам. согласно результатам иссле-
дований, штаммы hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020  
и hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 нарабатываются в 
титрах более 7 lg цпд50/100 мкл, что превышает зна-
чения для других штаммов. Штамм hCoV-19/Russia/
Omsk202118_1707/2020 не имеет мутаций VOC, 
его уровень репликации сравнительно низкий. при 
MOI, равном 0,001 и ниже, инфекционные титры ко-
ронавируса в культуральной жидкости определяют-
ся только через 48 часов. Штамм hCoV-19/Australia/
VIC01/2020 также не относится к VOC, но он про-
шел наибольшее число пассажей на культуре клеток, 
вероятно, с этим связаны высокие показатели ре-
продукции. динамика накопления вирусных частиц 
штамма hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021 
отличается от таковой у остальных исследованных 
штаммов, так как через 96 часов при низкой множе-
ственности (0,0001 и ниже) инфекционные титры не 
поднимаются до максимального значения, а остают-
ся на достаточно низком уровне.

при культивировании вируса SARS-CoV-2 под 
агаровым покрытием происходит формирование 
бляшек – специфическое очаговое повреждение мо-
нослоя клеток. на основании анализа размера очагов 
можно судить о скорости распространения коронави-
руса между соседними клетками монослойной куль-
туры, что позволяет оценить динамику его репро-
дукции. на рис. 2 показаны фотографии монослоя 
клеточной культуры Vero E6, которые получены при 

рис. 1. динамика репродукции вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero E6 в зависимости от множественности инфицирования

Fig. 1. Dynamics of SARS-CoV-2 virus reproduction in Vero E6 cell culture depending on the multiplicity of infection
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инфицировании штаммами коронавируса разных ге-
нетических линий. через 96 часов культивирования 
в культуре клеток Vero E6 под агаровым покрытием 
штаммы, использованные в исследовании, форми-
руют очаги повреждения монослоя разного разме-
ра, что подтверждает различие скорости репродук-
ции генетических вариантов вируса SARS-CoV-2. 
наибольший размер бляшек получен для штаммов 
hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 и hCoV-19/Russia/
MOS-2512/2020, наименьший – для штамма hCoV-19/ 
Russia/Moscow171619-031221/2021.

таким образом, в результате исследований пока-
зано, что аминокислотные замены, имеющиеся у ва-
риантов VOC, способствуют более активной репро-
дукции в культуре клеток Vero E6. мутация H69del, 
V70del(69), общая для вариантов альфа и омикрон, 
индуцирует более быстрое слияние клеток и обра-
зование многоядерных клеток – синцитии. еще одна 
значимая аминокислотная замена – P681H(674) – 
может увеличивать расщепление S1/S2 фуринопо-
добными протеазами, усиливать слияние мембран 
клеток-хозяев вируса и выявлена у вариантов альфа, 
дельта и омикрон. мутация N501Y, присутствующая 
во всех VOC, кроме дельты, увеличивает аффин-
ность связывания с рецептором ACE2, которая еще 
более усиливается при появлении дополнительной 
аминокислотной замены Q498R в варианте омикрон, 
который получает легкий доступ к клетке-хозяину 
[18, 19]. сродство RBD к рецептору ACE2 также 
усиливают такие замены, как T478K, которая при-
сутствует у варианта дельта, L452R – у вариантов 
дельта и омикрон и E484K – у бета и гамма. более 

того, варианты дельта, гамма и омикрон имеют заме-
ну K417N, приводящую к структурным изменениям 
S-белка, снижающим нейтрализующую активность 
антител [20, 21].

результаты представленных исследований де-
монстрируют, что штаммы вируса SARS-CoV-2, от-
носящиеся к разным генетическим линиям, имеют 
существенные отличия в скорости репродукции в 
культуре клеток Vero е6, о чем свидетельствуют зна-
чения инфекционных титров в образцах культураль-
ной жидкости и размеры бляшек, образованных под 
агаровым покрытием. наличие мутаций у вариантов 
VOC существенно повышает способность к инфи-
цированию восприимчивых клеток для всех линий 
вируса SARS-CoV-2, исключая омикрон. данный 
вариант вируса под агаровым покрытием образует 
самые мелкие бляшки и при низкой множествен-
ности инфицирования имеет низкий уровень репро-
дукции. в генетическом варианте омикрон наблюда-
ются серьезные изменения биологических свойств, 
как было показано ранее, он имеет наибольшее ко-
личество мутаций и характеризуется более высокой 
трансмиссивностью по сравнению с предыдущими 
вариантами VOC [10], в то же время оказывает ме-
нее выраженное повреждающее действие на клет-
ки монослойной культуры Vero E6. таким образом, 
увеличение трансмиссивности на фоне снижения 
патогенности может косвенно свидетельствовать о 
постепенном снижении вирулентности вновь выяв-
ляемых штаммов SARS-CoV-2 до уровня сезонных 
коронавирусов.
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