
336
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 3

СТАНДАРТИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА / STANDARDIZATION  
AND QUALITY CONTROL  

УДК 578.53
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-750 336

Оригинальная статья | Original article

Генетическая характеристика 
производственных штаммов вирусов 
кори, краснухи и паротита методом 
высокопроизводительного секвенирования
А.И. Желтухина1 , А.Б. Комиссаров1,  , А.В. Фадеев1 , Н.Д. Ёлшин1 ,  
М.М. Писарева1 , В.А. Едер1 , М. Коржанова1 , А.Д. Ксенафонтов1 ,  
А.А. Передерий1 , О.В. Охлопкова1 , Л.А. Саушкина2 , Е.В. Шведова2 , 
Е.А. Гришина2 , Д.А. Лиознов1 

1	 Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научно-исследовательский 
институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации, ул. Профессора Попова, д. 15/17, Санкт-Петербург, 197376, Российская Федерация

2	 Акционерное общество «Научно-производственное объединение по медицинским 
иммунобиологическим препаратам «Микроген», 2-й Волконский переулок, д. 10, Москва, 
127473, Российская Федерация

 Комиссаров Андрей Борисович; andrey.komissarov@influenza.spb.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Спонтанные мутации часто возникают и накапливаются в геноме РНК-содер-
жащих вирусов, таких как вирусы кори, краснухи и паротита. Современные требования 
к производству вакцинных препаратов, содержащих живые вакцинные штаммы вирусов, 
предполагают контроль генетической стабильности производственных штаммов. Метод 
высокопроизводительного секвенирования позволяет выявить все мутации, возникшие 
в вирусной популяции, и оценить генетическую стабильность производственных штаммов.
ЦЕЛЬ. Анализ нуклеотидных последовательностей геномов посевных и производствен-
ных штаммов вирусов кори (Ленинград-16), краснухи (RA-27/3) и паротита (Ленинград-3) 
в сравнении с референсными нуклеотидными последовательностями геномов вакцинных 
штаммов, депонированных ранее в базу данных GenBank.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В работе использовали посевные вирусы и производственные 
штаммы вакцин: коревая культуральная живая, паротитная культуральная живая и вак-
цина против краснухи культуральная живая. Проведено полногеномное секвенирование 
с использованием генетических анализаторов MGI DNBSEQ G-400 и Illumina NextSeq2000. 
Для обработки и анализа данных секвенирования использовали программы и инструмен-
ты FastQC v.0.12.1, FastP v.0.23.4, BWA-MEM2 v.2.2.1, VizCoV.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Анализ распространения однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) внутри 
вирусной популяции в исследованных образцах выявил ряд минорных вариантов, способ-
ных при дальнейшем накоплении привести к изменению консенсусных последовательно-
стей белков вакцинных штаммов. В образцах вируса кори не выявлено полиморфизмов 
в белке Н, при этом обнаружен несинонимичный полиморфизм в белке F, встречающийся 
в 30,0–40,9% вирусных геномов. В капсидном белке С и в поверхностном гликопротеи-
не Е2 вируса краснухи выявлены полиморфизмы, встречающиеся в вирусной популяции 
с частотой до 30%. В поверхностных антигенах — гемагглютинин-нейраминидаза HN и бе-
лок слияния F вируса паротита обнаружены полиморфизмы, встречающиеся в геномах 
менее чем в 20% вирусной популяции. Мутации в геномах производственных штаммов, 
которые могли бы оказывать влияние на иммуногенность вакцин против кори, краснухи 
и паротита, не найдены.
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ВЫВОДЫ. Выявленный набор минорных вариантов с частотой встречаемости в популяции 
более 10%, которые при дальнейшем накоплении могут привести к изменению консенсус-
ных последовательностей вакцинных штаммов, актуализирует задачу контроля стабиль-
ности вакцинных штаммов методом высокопроизводительного секвенирования.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Spontaneous mutations often arise and accumulate in the genome of 
RNA-containing viruses, for example measles, rubella and mumps. Modern requirements for 
the production of vaccine products containing live vaccine viruses suggest control of the ge-
netic stability of production strains. The method of high throughput sequencing allows to de-
termine all mutations arisen in viral population, and to assess genetic stability of production 
strains.
AIM. Analysis of nucleotide sequence of the genomes of seed and production strains of 
measles (Leningrad-16), rubella (RA27/3) and mumps (Leningrad-3) viruses, in comparison 
with the reference nucleotide sequences of vaccine strains genomes (submitted in the Gen-
Bank database).
MATERIALS AND METHODS. Production strains of vaccines (measles culture live, rubella cul-
ture live and mumps culture live) were used in this study. Whole genome sequencing was 
performed using the MGI DNBSEQ G-400 and Illumina NextSeq2000 genetic analyzers. When 
processing and analyzing the sequencing data, the following programs and tools were used: 
FastQC v.0.12.1, FastP v.0.23.4, BWA-MEM2 v.2.2.1, VizCoV tool.
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RESULTS. Analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the viral population in 
the studied samples revealed a number of minor variants that, and after further accumulation, 
may lead to changes in the consensus sequences of the vaccine strains proteins. For the studied 
measles virus samples, no SNPs were found in the main measles virus antigen H protein, how-
ever, a nonsynonymous polymorphism was detected in the F protein, occurring in 30.0–40.9% 
of the viral genomes. SNPs were found in the capsid protein C and in the surface glycoprotein 
E2 rubella virus, occurring in the viral population with a frequency of up to 30%. SNPs were 
found in surface antigens hemagglutinin neuraminidase HN and fusion protein F of mumps 
virus, occurring in the genomes of less than 20% of viral population. Mutations in the genomes 
of production strains that could affect the immunogenicity of measles, rubella, and mumps 
vaccines were not detected.
CONCLUSIONS. The identified set of minor variants with a frequency of occurrence in viral 
population of more than 10%, which, with further accumulation, can lead to changes in the 
consensus sequences of vaccine strains, makes the monitoring of vaccine strains stability using 
high-throughput sequencing relevant.

Keywords:	 measles; rubella; mumps; vaccine strain; whole genome sequencing; high-throughput 
sequencing; SNP; NGS; virus genome; single nucleotide polymorphism
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ВВЕДЕНИЕ
Одними из самых распространенных высоко-

контагиозных вирусных заболеваний являют-
ся корь, краснуха и эпидемический паротит1. 
Многолетний опыт эпидемиологического над-
зора за корью, краснухой и паротитом подтвер-
ждает высокую эффективность применяемой 
тактики вакцинопрофилактики данных инфек-
ций2. Известно, что в геноме РНК-содержащих 
вирусов, в том числе вирусов кори, краснухи 
и паротита, часто возникают и накапливаются 
спонтанные мутации [1]. Процесс производства 
вакцин также нередко сопровождается возник-
новением и накоплением мутаций в вакцин-
ных штаммах, некоторые из которых способны 
привести к изменениям антигенных свойств 
вируса. Помимо вакцинных штаммов кори [2], 
краснухи [3] и паротита [4], это установлено 
и для других РНК-содержащих вирусов, про-
тив которых разработаны вакцины, например 

для вакцинного штамма 17-D вируса желтой 
лихорадки [5], что, как следствие, может ока-
зать отрицательное влияние на защитные функ-
ции препарата, а также привести к частичному 
восстановлению вирулентности вируса.

В настоящее время одним из требований 
к производству вакцинных препаратов, содер-
жащих живые вакцинные штаммы вирусов, яв-
ляется контроль генетической стабильности 
производственных штаммов, рекомендованный 
руководством ICH3 и Государственной фармако-
пеей Российской Федерации (ГФ РФ) XIV  изд.4  
Для РНК-вирусов, в том числе для вирусов эпи-
демического паротита, кори и краснухи, харак-
терно накопление мутаций при репликации, 
в результате которого препарат вируса пред-
ставляет собой гетерогенную смесь молекул ге-
номной РНК с отличающимися нуклеотидными  
последовательностями (квазивиды) [1, 6]. В за-
висимости от условий рост вируса как in vitro, 

1	 Measles, mumps, rubella (MMR) vaccine safety. https://www.cdc.gov/vaccine-safety/vaccines/mmr.html
2	 МУ 3.1.2.1177–02 Эпидемиологический надзор за корью, краснухой и эпидемическим паротитом. М.: Федеральный 

центр госсанэпиднадзора Минздрава России; 2003.
3	 ICH Q5D Derivation and characterization of cell substrates used for production of biotechnological/biological products. 

EMA; 1998.
4	 ФС.3.3.1.0024.15 Вакцина против краснухи культуральная живая, лиофилизат для приготовления раствора для подкож-

ного введения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 2018. 
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так и in vivo приводит к отбору различных суб-
популяций, что может влиять на свойства ви-
руса, включая вирулентность. Для некоторых 
вакцинных штаммов вируса эпидемического 
паротита (в частности, Urabe AM9) было пока-
зано возникновение вакцино-ассоциированных 
осложнений в результате частичного восста-
новления вирулентности, однако клинически 
данные случаи протекали легко и не приводи-
ли к неблагоприятным исходам [7, 8]. Поскольку 
вакцинные штаммы подвержены генетической 
изменчивости, которая может повлиять на их 
профиль безопасности, выяснение молекуляр-
ного механизма ослабления живых вакцин и пу-
тей их реверсии к вирулентности может помочь 
в разработке методов молекулярного контроля 
качества, что особенно важно в случае живой 
вакцины против эпидемического паротита [9].

Хотя в ряде исследований для вакцинных 
штаммов вирусов кори и краснухи была проде-
монстрирована высокая степень генетической 
стабильности в процессе длительного пасси-
рования, в их геномах могут накапливаться 
минорные мутации, которые при дальнейшем 
накоплении могут привести к изменению кон-
сенсусных аминокислотных последовательно-
стей вакцинных штаммов, что делает актуальной 
задачу периодического контроля стабильности 
вакцинных штаммов [4, 10–13]. В настоящее 
время стандартной практикой для решения 
этой задачи стало применение методов высо-
копроизводительного секвенирования (мето-
дов секвенирования нового поколения, далее 
NGS-секвенирование), которые обладают вы-
сокой чувствительностью и дают возможность 
определить даже минорные мутации, возник-
шие в вирусной популяции [11, 12, 14–16].

Высокопроизводительное полногеномное се-
квенирование позволяет не только осуществлять 
эпидемиологический надзор за социально зна-
чимыми инфекциями, но и проводить контроль 
качества при производстве вакцин с целью дол-
госрочного мониторинга стабильности, посколь-
ку он обеспечивает высокую точность и раннее 
выявление новых вариантов, что подтверждают 
ранее проведенные исследования для вирусов 
кори и паротита [2, 17]. В отношении вакцинных 
штаммов краснухи отсутствуют исследования, 
в которых проводилось NGS-секвенирование 
данных штаммов, в том числе RA27/3 (исследо-
вания молекулярно-генетической характеристи-
ки данного штамма ограничены секвенировани-
ем по Сэнгеру). В то же время для некоторых 
вакцинных штаммов кори и паротита имеются 
данные об NGS-секвенировании и секвенирова-
нии по Сэнгеру [18, 19].

Для отечественных вакцинных штаммов 
кори (Ленинград-16) и паротита (Ленинград-3), 
которые входят в состав живых аттенуиро-
ванных вакцин, применяемых на территории 
России, в настоящее время также доступны 
в GenBank только полные геномы, получен-
ные методом капиллярного секвенирования 
по Сэнгеру. Таким образом, генетическая ха-
рактеристика с оценкой генетической стабиль-
ности полногеномных последовательностей 
данных штаммов методами высокопроизводи-
тельного секвенирования, имеет важное прак-
тическое значение.

Цель работы — анализ нуклеотидных последо-
вательностей геномов посевных и производст
венных штаммов вирусов кори (Ленинград-16), 
краснухи (RA-27/3) и паротита (Ленинград-3),  
в сравнении с референсными нуклеотидны-
ми последовательностями геномов вакцинных 
штаммов, ранее депонированных в базу данных 
GenBank.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнялось на базе лабора-

тории молекулярной вирусологии ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава Рос
сии в январе 2025 г.

Материалы
Исследуемые образцы. В работе использованы 

производственные штаммы трех культуральных 
живых вакцин против кори, краснухи и пароти-
та. Производственные штаммы предоставлены 
АО  «Научно-производственное объединение 
по медицинским иммунобиологическим пре-
паратам «Микроген». В таблице 1 представ-
лена характеристика образцов, используемых 
в работе. 

Методы
Выделение РНК исследованных образцов 

проводили с применением набора RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN, Германия) согласно инструкции 
производителя, от каждого образца на выделе-
ние было взято 140 мкл. Предварительно лио-
филизаты образцов CS1154, CS1159 и CS1160 
были разведены в 1 мл питательной среды 
199. Лиофилизат образца CS1157 был разведен 
в 1 мл питательной среды F-12/MEM.

Получение кДНК осуществляли методом 
обратной транскрипции с использованием 
M-MLV-ревертазы (набор Magnus Reverse tran-
scriptase, «Евроген», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Амплификацию продуктов 
обратной транскрипции для последующего се-
квенирования осуществляли с использованием 
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набора «БиоМастер LR HS-ПЦР (2X)» (ООО 
«Биолабмикс», Россия) согласно инструкции 
производителя. Накопление кДНК для последу-
ющего секвенирования проводили с использо-
ванием методов SMART и SISPA, демонстрирую-
щих высокую специфичность при тестировании 
как на клинических образцах, так и на изолятах 
возбудителей [20, 21]. Для образца кори CS1156 
дополнительно проводилась независимая ам-
плификация полного генома с применением 
специфичной праймерной панели для вируса 
кори для сравнения полученных консенсусных 
последовательностей и подтверждения вос-
производимости данных NGS-секвенирования.

После амплификации продуктов обратной 
транскрипции и их очистки для последующего 
секвенирования проводили оценку концентра-
ции очищенных продуктов перед приготовле-
нием библиотек. Объем каждого образца ДНК 
на вход в реакцию подбирали таким образом, 
чтобы концентрация ДНК всех образцов на-
ходилась в диапазоне от 50 до 80 нг/образец. 
Концентрации полученных ДНК-библиотек со-
ставили от 70,0 до 87,8 нг/мкл.

Подготовка библиотек и NGS-секвенирование. 
Подготовка ДНК-библиотек проведена с ис-
пользованием набора реагентов DNBSEQ VAHTS 
Universal Plus DNA Library Prep Kit for MGI 
(Vazyme, КНР). Протокол включает предвари-
тельную очистку ДНК, ферментативную фраг-
ментацию, лигирование адаптеров и амплифи-
кацию. Предварительную очистку продуктов 
амплификации методом SMART и SISPA прово-
дили на магнитных частицах. Качество полу-
ченных ДНК-библиотек оценивали с использо-
ванием флуориметра Qubit 4.0 (Thermo Fisher 
Scientific, США) и набора Equalbit dsDNA HS 
Assay Kit (Vazyme, КНР) для анализа двухцепо-
чечной ДНК.

Далее ДНК-библиотеки пулировали по мас-
се в равном соотношении. Готовые пулы про-
ходили этап циркуляризации с использо-
ванием набора MGIEasy Circularization Kit 
(MGI, КНР). Приготовление ДНК-наношариков 
из циркуляризованных библиотек и последую-
щее секвенирование было выполнено с исполь-
зованием набора реагентов для одноконцевого 
прочтения и проточной ячейки DNBSEQ-G400RS 

Таблица 1. Используемые в исследовании производственные штаммы и посевные вирусы
Table 1. Production strains and seed viruses used in the study 

Тип материала
Material type

Штамм
Strain

Серия
Series

Дата 
изготовления

Production date

№
No.

Пассажная 
история

Passage history

Производственный штамм вакцины коревой*
Production strain of measles vaccine* 

Ленинград-16
Leningrad-16 10 05.1993

ГПМ/MSL CS1154 21 ПМС/GPK
4 ФЭП/QEF

Посевной вирус для вакцины коревой*
Seed virus for measles vaccine*

Ленинград-16
Leningrad-16 199 13.02.2003 

РПМ/WSL CS1155 21 ПМС/GPK
6 ФЭП/QEF

Посевной вирус для вакцины коревой*
Seed virus for measles vaccine*

Ленинград-16
Leningrad-16 201 22.03.2006 

РПМ/WSL CS1156 21 ПМС/GPK
6 ФЭП/QEF

Производственный штамм вакцины против краснухи*
Production strain of rubella vaccine* RA-27/3 2 03.2008  

ГПМ/MSL CS1157 26 WI-38
3 MRC-5**

Посевной вирус для вакцины против краснухи*
Seed virus for rubella vaccine * RA-27/3 4 26.10.2012

РПМ/WSL CS1158 26 WI-38
4 MRC-5**

Производственный штамм вакцины паротитной*
Production strain of mumps vaccine*

Ленинград-3
Leningrad-3 6 08.1980

ГПМ/MSL CS1159 15 ПМС/GPK
4 ФЭП/QEF

Производственный штамм вакцины паротитной*
Production strain of mumps vaccine*

Лениград-3
Leningrad-3 8 11.2006

ГПМ/MSL CS1160 15 ПМС/GPK
6 ФЭП/QEF

Посевной вирус для вакцины паротитной*
Seed virus for mumps vaccine*

Ленинград-3
Leningrad-3 76 04.2006

РПМ/WSL CS1161 15 ПМС/GPK
6 ФЭП/QEF

Посевной вирус для вакцины паротитной*
Seed virus for mumps vaccine*

Ленинград-3
Leningrad-3 69 11.2000

РПМ/WSL CS1162 15 ПМС/GPK
6 ФЭП/QEF

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ГПМ — главный посевной материал; РПМ — рабочий посевной материал; ПМС — почки морских свинок; ФЭП — 
фибробласты эмбрионов японского перепела.
 * вакцина культуральная живая.
 ** диплоидные линии фибробластов легких человека WI-38 и MRC-5.
Note. MSL, master seed lot; WSL — working seed lot; GPK — guinea pig kidneys; QEF — Japanese quail embryo fibroblasts.
 * live culture vaccine.
 ** diploid human lung fibroblast lines WI-38 and MRC-5.
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High-throughput Sequencing Set FCL SE100 (MGI, 
КНР) на секвенаторе MGI DNBSEQ G-400.

Для приготовления ДНК-библиотеки для NGS-
секвенирования на платформе Illumina исполь-
зовали набор реагентов Illumina DNA Prep и на-
бор индексирующих олигонуклеотидов Illumina 
DNA/RNA UD Indexes Set B, Tagmentation. 
Секвенирование проводили на приборе Illumina 
NextSeq 2000 с использованием набора реа-
гентов NextSeq 1000/2000 P2 Reagent Cartridge 
(100 Cycles).

Сборка и обработка данных секвенирова-
ния. Для оценки качества первичных данных 
секвенирования использовали программное 
обеспечение FastQC v.0.12.1 (лицензия GPL v3)5. 
Для фильтрации низкокачественных данных 
и адаптерных последовательностей применяли 
программное обеспечение FastP v.0.23.4 (ли-
цензия MIT)6 [22]. Прочтения были картирова-
ны на эталонные последовательности вакцин-
ных штаммов с использованием BWA-MEM2  
v.2.2.1 (лицензия MIT) [23]. Для получения черно-
вых консенсусных последовательностей по пра-
вилу наибольшей представленности использо-
вали утилиту iVar v.1.4.3 (лицензия GPL v3)7 [24].  
Глубина покрытия рассчитывалась с исполь-
зованием samtools depth, с последующим по-
строением графиков распределения покры-
тия с помощью библиотеки python matplotlib. 
Визуализацию графиков покрытий проводили 
с помощью инструмента VizCoV8.

Биоинформатический анализ полученных 
последовательностей. Проведено сравнение 
консенсусных последовательностей исследо-
ванных образцов с референсными последова-
тельностями вакцинных штаммов из базы дан-
ных GenBank для кори (Ленинград-16, GenBank 
Acc. No. JF727649.1), краснухи (RA 27/3, GenBank 
Acc. No. JF727653.2) и паротита (Ленинград-3, 
GenBank Acc. No. JF727651.1). Данные рефе-
ренсные последовательности были ранее де-
понированы в GenBank компанией АО «НПО 
«Микроген» [25, 26].

Дополнительно проводился поиск однону-
клеотидных полиморфизмов (SNP) с использо-
ванием lofreq (лицензия MIT)9 [27]. Выявленные 
полиморфизмы с аллельной частотой более 50% 
далее применялись к черновой консенсусной по-
следовательности с помощью bcftools consensus 
(лицензия GPL v3)10 [28] для получения финальной 

сборки в формате fasta. Выявленные поли-
морфизмы с частотой встречаемости 10–50%  
в позициях с глубиной покрытия 20× и более 
использовались для анализа гетерогенности ви-
русной популяции в исследованных образцах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В исследовании было проведено секвениро-

вание 9 образцов производственных штаммов 
и посевных вирусов для культуральных живых 
вакцин коревой и паротитной, а также вакцины 
против краснухи (табл. 1). Качество полученных 
сырых данных секвенирования для всех образ-
цов было оценено как удовлетворительное, про-
чтения были картированы на эталонные после-
довательности вакцинных штаммов. В качестве 
целевой минимальной глубины покрытия было 
принято значение 20× [29, 30]. Позиции с глу-
биной прочтения ниже 20× рассматривались 
как неопределенные. Для всех образцов были 
получены консенсусные последовательности 
геномов. Данные по глубине покрытия геномов 
секвенированных образцов приведены в та-
блице 2. На рисунках 1–3 представлены графики 
покрытий.

Для всех образцов, кроме образцов вак-
цины против краснухи и производственно-
го штамма коревой вакцины, удалось достичь 
медианного покрытия более 10000×, что со-
ответствует ультраглубокому секвенированию 
[31]. Глубокое и ультраглубокое секвенирова-
ние позволяет проводить не только сравнение 
консенсусных последовательностей, но также 
и анализ минорных вариантов вируса в иссле-
дуемых образцах [32].

Для всех исследованных последовательно-
стей не было выявлено нуклеотидных и ами-
нокислотных различий между консенсусными 
последовательностями геномов главного и ра-
бочего посевных материалов, что свидетель-
ствует о генетической стабильности штаммов 
на данном этапе производства.

На рисунке 4 представлено распределение 
выявленных замен в геномах исследованных 
образцов главного посевного материала (ГПМ) 
и рабочего посевного материала (РПМ) вирусов 
кори, краснухи и паротита. Интересно отметить, 
что существуют как более консервативные бе-
лок-кодирующие участки геномов, в которых 
не были выявлены мутации и однонуклеотидные 

5	 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
6	 https://github.com/OpenGene/fastp
7	 https://github.com/andersen-lab/ivar
8	 https://github.com/LMV-NIC-St-Petersburg/VizCoV
9	 https://github.com/CSB5/lofreq
10	 https://github.com/samtools/bcftools
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полиморфизмы (SNP), так и наиболее вариабель-
ные участки генома. Для исследованных образцов 
вируса кори (CS1154–CS1156) продемонстриро-
вано, что наиболее консервативными участками 
генома оказались участки, кодирующие N-белок 
и H-белок, а для исследованных образцов вируса 
паротита (CS1159–CS1162)  — участки, кодирую-
щие P-белок и M-белок. При этом для исследован-
ных образцов вирусов краснухи (CS1157–CS1158) 
не выявлено генов, в которых не были бы выявле-
ны нуклеотидные замены.

Сравнение консенсусных последовательно-
стей из идентичных образцов вируса кори, ам-
плифицированных разными методами. С целью 

подтверждения выявленных замен было прове-
дено сравнение консенсусных последователь-
ностей генома вируса кори из образца CS1156, 
который был амплифицирован методом универ-
сальной амплификации вирусных геномов SISPA 
и с использованием специфичной праймерной 
панели для вируса кори. Не выявлены отличия 
между консенсусными последовательностями 
исследованных образцов, амплифицированных 
разными методами (табл. 3).

Сравнение консенсусных последовательностей 
с референсными последовательностями, депони-
рованными ранее в GenBank. В таблице 4 приведе-
ны нуклеотидные замены в белок-кодирующих 

Таблица 2 Данные по покрытию секвенированных образцов
Table 2. Sequenced sample coverage data

№ образца
Sample No.

Штамм
Strain

Количество прочтений на образец
Number of reads per sample

Медианное покрытие
Median coverage

CS1154
Вирус кори Ленинград-16
Measles virus Leningrad-16 

1212956 8350×

CS1155 2912753 20700×

CS1156 2327286 16600×

CS1157 Вирус краснухи RA27/3
Rubella virus RA27/3 

6168 64×

CS1158 8007 82×

CS1159

Вирус паротита Ленинград-3
Mumps virus Leningrad-3 strain

5206884 38100×

CS1160 4147086 31000×

CS1161 1977249 14100×

CS1162 4654467 35100×

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Графики покрытия для исследованных образцов вируса кори (CS1154–CS1156).

Fig. 1. Coverage plots for the tested measles virus samples (CS1154–CS1156).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Графики покрытия для исследованных образцов вируса краснухи (CS1157–CS1158).

Fig. 2. Coverage plots for the tested rubella virus samples (CS1157–CS1158).
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участках генома вирусов кори, краснухи и паро-
тита в исследованных образцах относительно 
референсных последовательностей вакцинных 
штаммов АО «НПО «Микроген» из базы дан-
ных GenBank. Аннотирование образцов прово-
дилось на референсные последовательности 
кори (вакцинный штамм Ленинград-16, GenBank 
Acc. No., JF727649.1), краснухи (вакцинный штамм 
RA 27/3, GenBank, Acc. No. JF727653.2) и паро-
тита (вакцинный штамм Ленинград-3, GenBank,  
Acc. No. JF727651.1).

Для исследованных образцов вируса кори 
(CS1154–CS1156) при сравнении с референс-
ной последовательностью не выявлено ами-
нокислотных замен, оказывающих влияние 
на антигенные свойства и иммуногенность, 
в том числе в Н-белке [33]. Также было выявле-
но 9 нуклеотидных замен в межгенных участках 
генома.

Из-за высокого содержания GC% в соста-
ве генома вируса краснухи, обусловленного 

природой вируса, не удалось достигнуть до-
статочной 20× глубины покрытия в некоторых 
областях генома, что не позволило достовер-
но определить нуклеотидные полиморфизмы 
в позициях генома штаммов вируса краснухи 
2018–2349, 2724–3003, 3799–3889, 6607–6709. 
Однако по данным литературы установлено, 
что такие области кодируют NS-белок и часть 
белка C и не затрагивают участки, кодирующие 
поверхностные гликопротеины вируса крас-
нухи, определяющие его антигенные свойства 
[34, 35]. Анализ исследованных образцов виру-
са краснухи показал наличие миссенс-мутации 
C140W в аминокислотной последовательности 
NS-белка, не влияющей на антигенные свой-
ства вакцинного вируса. Мутаций в межгенных 
участках генома не выявлено.

Анализ исследованных образцов вируса 
паротита (CS1159–CS1162) в сравнении с ре-
ференсной последовательностью показал на-
личие миссенс-мутации в белке F (T239I), 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Графики покрытия для исследованных образцов вируса паротита (CS1159–CS1162).

Fig. 3. Coverage plots for the tested mumps virus samples (CS1159–CS1162).
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Таблица 3. Сравнение мутаций и замен в белок-кодирующих участках генома вируса кори (образец CS1156), выявленных 
разными методами, относительно вакцинных штаммов
Table 3. Mutations and substitutions in protein coding genome sites of measles (sample CS1156) detected by different methods 
compared to vaccine strains

Метод 
амплификации

Amplification method

Позиция 
в геноме
Genome 
position

Аннотация
Annotation 

Кодируемые 
белки

Encoded 
proteins

Покрытие
Coverage

Замена 
нуклеотида
Nucleotide 
substitution

Замена 
аминокислоты

Amino acid 
substitution

Относительно вакцинного штамма кори Ленинград-16 (GenBank, Acc. No. JF727649.1)
Compared to Leningrad-16 measles vaccine strain (GenBank Acc. No. JF727649.1)

SISPA
2292 SS P-белок

P-protein

14015×
c.486A>G Нет

NoПанель праймеров
Primer panel 22892×

SISPA
12521 SS L-белок

L-protein

8230×
c.3288A>C Нет

NoПанель праймеров
Primer panel 20201×

Таблица составлена авторами по собственным данным и данным GenBank / The table is prepared by the authors using their own data and GenBank data

Примечание. SS — синонимичная замена; SISPA — сиквенс-независимая амплификация с использованием одного праймера.
Note. SS, synonymous substitution; SISPA, Sequence-Independent, Single-Primer Amplification.



344

Желтухина А.И., Комиссаров А.Б., Фадеев А.В., Ёлшин Н.Д., Писарева М.М., Едер В.А., Коржанова М.,  
Ксенафонтов А.Д., Передерий А.А., Охлопкова О.В., Саушкина Л.А., Шведова Е.В., Гришина Е.А., Лиознов Д.А.
Генетическая характеристика производственных штаммов вирусов кори, краснухи и паротита методом...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 3

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Распределение выявленных мутаций и однонуклеотидных полиморфизмов в геномах исследованных образцов ви-
русов: А — кори (CS1154–CS1156), В — паротита (CS1159–CS1162), С — краснухи (CS1157–CS1158). Желтым цветом отмечены 
минорные мутации, красным — миссенс-мутации, зеленым — синонимичные замены. ГПМ — главный посевной материал; 
РПМ — рабочий посевной материал.

Fig. 4. Distribution of identified single nucleotide polymorphisms in the genomes of the measles virus (CS1154–CS1156) (A), mumps 
virus (CS1159–CS1162) (В) and rubella virus (CS1157–CS1158) (С) specimens. Minor mutations are marked in yellow, missense muta-
tions are marked in red, and synonymous substitutions are marked in green. MSL, master seed lot; WSL, working seed lot.
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однако данная замена находится вне сайтов 
гликозилирования и не относится к нейтра-
лизующим эпитопам [36]. В настоящее время 
отсутствуют данные литературы, свидетель-
ствующие о возможном влиянии такой замены 
на антигенные свойства штаммов вируса паро-
тита и их иммуногенность. Помимо указанной 
замены было выявлено 3 нуклеотидные замены 
в некодирующих областях генома.

Анализ минорных полиморфизмов в вирусной 
популяции в исследованных образцах. Проведен 
анализ распространения SNP внутри вирус-
ной популяции в исследованных образцах. 
Аннотирование образцов проводилось на те же 

референсные последовательности вирусов кори, 
краснухи и паротита, которые использовались 
для выявления нуклеотидных замен в белок- 
кодирующих участках генома. Выявлен ряд ми-
норных вариантов, которые при дальнейшем 
накоплении могут привести к изменению кон-
сенсусных аминокислотных последовательно-
стей белков вакцинных штаммов (табл. S1–S3, 
онлайн-приложение 1 опубликовано на сайте 
журнала11).

В результате анализа полиморфизмов вну-
три вирусной популяции в исследованных об-
разцах вируса кори (CS1154–CS1156) был вы-
явлен полиморфизм в белке F, приводящий 

11	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-750-annex
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Таблица 4. Мутации и замены в белок-кодирующих участках генома вирусов кори, краснухи и паротита в исследованных 
образцах относительно вакцинных штаммов
Table 4. Mutations and substitutions in protein-coding genome sites of measles, rubella and mumps virus specimens compared to 
vaccine strains

Образец
Sample

Позиция 
в геноме

Genome position

Аннотация
Annotation 

Кодируемые 
белки

Encoded proteins

Покрытие
Coverage

Замена нуклеотида
Nucleotide 
substitution

Замена аминокислоты
Amino acid substitution

Относительно вакцинного штамма кори Ленинград-16 (GenBank, Acc. No. JF727649.1)
Compared to Leningrad-16 measles vaccine strain (GenBank Acc. No. JF727649.1)

CS1154

2292 SS P-белок
P-protein

15396×

c.486A>G Нет
NoCS1155 21463×

CS1156 20437×

CS1155

12521 SS L-белок
L-protein

9106×

c.3288A>C Нет
NoCS1156 29070×

CS1156 20187×

Относительно вакцинного штамма краснухи RA 27/3 (GenBank, Acc. No. JF727653.2)
Compared to RA 27/3 rubella vaccine strain (GenBank Acc. No. JF727653.2)

CS1157
460 MM NS-белок

NS-protein

26×
c.420C>G C140W

CS1158 9×

CS1156

12521 SS NS-белок
NS-protein

42×

c.3141T>C Нет
No

CS1156 9×

Относительно вакцинного штамма паротита Ленинград-3 (GenBank, Acc. No. JF727651.2)
Compared to Leningrad-3 mumps vaccine strain (GenBank Acc. No JF727651.2)

CS1159

5037 SS F-белок
F-protein

7474×

c.492G>A Нет
No

CS1160 6989×

CS1161 2858×

CS1162 8920×

CS1159

5261 MM F-белок
F-protein

7227×

c.716C>T T239I
CS1160 7854×

CS1161 3299×

CS1162 10544×

CS1159

11345 MM L-белок
L-protein

24436×

c.2908G>T V970L
CS1160 19613×

CS1161 8591×

CS1162 24831×

Таблица составлена авторами по собственным данным и данным GenBank / The table is prepared by the authors using their own data and GenBank data

Примечание. SS — синонимичная замена; MM — миссенс-мутация.
Note. SS, synonymous substitution; MM, missense mutation.

к аминокислотной замене S456P (доля вирусных 
геномов с такой заменой в образцах составля-
ла 30,0–40,9%; данные приведены в таблице S1,  
онлайн-приложение 1), однако для замены S456P 
отсутствуют данные литературы о ее возможном 
влиянии на иммуногенность вакцинного штамма 

[37, 38]. Важно подчеркнуть, что для исследован-
ных образцов вируса кори не выявлено наличие 
полиморфизмов в белке Н, который является 
главным антигеном вируса кори [39]. Стоит от-
метить, что в участках, кодирующих P-белок 
и L-белок, были выявлены замены в геномах всех 
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исследованных образцов, что также согласуется 
с данными литературы о том, что распределе-
ние мутаций в геноме вируса кори происходит 
не случайным образом, а имеет определенную 
закономерность [2].

Для исследованных образцов вируса крас-
нухи (CS1157–CS1158) были выявлены по-
лиморфизмы в капсидном белке (С-белок) 
и в поверхностном гликопротеине Е2, встречаю-
щиеся в вирусной популяции с частотой до 30% 
(табл. S2, онлайн-приложение 1). Хотя имеются 
данные о выявлении нейтрализующих антител 
как к гликопротеинам Е1 и Е2, так и к С-белку 
вируса краснухи [40], анализ данных литерату-
ры показал отсутствие информации о влиянии 
аминокислотных замен в С-белке на иммуноген-
ность вакцинного штамма [41]. Для аминокис-
лотных замен T413I и G458V в белке Е2 также 
отсутствуют данные литературы об их влиянии 
на иммуногенность [35].

Для исследованных образцов вируса паро-
тита (CS1159–CS1162) были выявлены поли-
морфизмы в гемагглютинин-нейраминидазе 
(белок HN) и белке слияния (белок F), которые 
играют важную роль в формировании иммун-
ного ответа (табл. S3, онлайн-приложение 1). 
Замены N348T и R373P в белке HN, к которым 
приводят полиморфизмы, находятся вне из-
вестных потенциальных сайтов гликозилиро-
вания и участков, изменения в которых могли 
бы оказывать влияние на иммуногенность вак-
цинных штаммов [42]. Для аминокислотных за-
мен в белке F (I163T, L250V и I394R), возникаю-
щих в результате имеющихся полиморфизмов, 
отсутствуют данные литературы о влиянии этих 
замен на иммуногенность вакцинных штаммов 
[42]. Остальные структурные белки (NP, P, M, SH 
и L) вируса паротита не играют важной роли 
в формировании иммунного ответа, в связи 
с чем анализ выявленных в них полиморфиз-
мов не проводился.

Следует отметить, что для образцов РПМ кори 
(CS1155 и CS1156) и паротита (CS1160–CS1162) 
с одинаковой пассажной историей наблюдались 

некоторые отличия в наборе однонуклеотидных 
полиморфизмов, вероятно, возникшие при пас-
сировании ГПМ для получения РПМ в разные 
годы с использованием различного сырья 
(разные партии питательных сред, разные серии 
клеточных линий и др.), не приводящие к изме-
нениям в консенсусных последовательностях.

ВЫВОДЫ
1.	 Отличия между нуклеотидной последователь-

ностью геномов исходных производственных 
штаммов вирусов кори, краснухи, паротита 
и соответствующих посевных вирусов не об-
наружены.

2.	 Выявленный набор минорных вариантов 
нуклеотидных замен с частотой встреча-
емости в вирусной популяции более 10%, 
которые при дальнейшем накоплении мо-
гут привести к изменению консенсусных 
аминокислотных последовательностей вак-
цинных штаммов, делает актуальной зада-
чу периодического контроля стабильности 
вакцинных штаммов методом высокопроиз-
водительного секвенирования на различ-
ных этапах производственного процесса 
(ГПМ, РПМ).

3.	 Использование высокопроизводительного 
секвенирования позволило не только оценить 
стабильность производственных штаммов 
кори, краснухи и паротита после пассиро-
вания, но и оценить гетерогенность вирус-
ных популяций производственных штаммов 
и посевных вирусов кори (Ленинград-16), 
краснухи (RA-27/3) и паротита (Ленинград-3) 
на данных этапах культивирования. При этом 
выявленные минорные нуклеотидные по-
лиморфизмы внутри вирусных популяций 
по имеющимся данным литературы не оказы-
вают влияния на иммуногенность штаммов.

4.	 Анализ результатов исследования демонстри-
рует эффективность метода высокопроизво-
дительного секвенирования для оценки ге-
нетической стабильности производственных 
штаммов вирусов.
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