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Проведен анализ нуклеотидных последовательностей 5′-нетранслируемой области (5′-UTR) геном-
ной РНК вируса клещевого энцефалита (ВКЭ), выделенной из 39 особей таежных клещей, собран-
ных в различных регионах Северной Евразии. Идентичность последовательностей 5′-UTR сибир-
ского и дальневосточного генотипов ВКЭ составила 89 и 95%, соответственно, в сравнении с про-
тотипными штаммами (Заусаев и 205). Обнаруженные замены характерны для этих двух генотипов
ВКЭ, что позволяет однозначно идентифицировать их. В 5′-UTR РНК выявлены вариабельные и
консервативные мотивы. Наибольшей вариабельностью отличались элементы B2, C1 и С2 Y-образ-
ной структуры 5′-UTR и предполагаемый сайт связывания вирусной РНК-зависимой РНК-поли-
меразы. Элементы А2, CS A, CS B и стартовый кодон были консервативными. При этом в вариа-
бельном элементе С1 5′-UTR ВКЭ, выделенного из клещей из различных географических районов,
пять замен были строго консервативными, тогда как у лабораторных вариантов ВКЭ в этом элемен-
те выявлено 11 различных замен. Чуть менее трети нуклеотидных замен картированы вне основных
элементов Y-образной структуры. Нуклеотидные замены, как правило, локализовались в петлевых
структурах, не затрагивая шпилечные области 5′-UTR ВКЭ. Полученные результаты показывают
существенную вариабельность 5′-UTR геномной РНК лабораторных штаммов и полевых изолятов
ВКЭ из таежных клещей, собранных в различных географических районах. Высказано предположе-
ние, что генетическая вариабельность 5′-UTR ВКЭ характерна для организации 5′-UTR генома
ВКЭ и может быть структурной основой эффективной репликации ВКЭ в различных клетках птиц,
млекопитающих и иксодовых клещей.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) относит-

ся к семейству Flaviviridae, род Flavivirus [1]. Этот
род включает относительно просто устроенные
РНК-содержащие сферические оболочечные ви-
русы размером 40–60 нм. Геном ВКЭ представ-
лен одноцепочечной РНК(+) длиной ~9200–
11000 нуклеотидов [1]. Геномная РНК кодирует
один полипротеин, который подвергается про-
цессингу вирусными и клеточными протеазами с
образованием структурных и неструктурных ви-

русных белков. Геномная флавивирусная РНК
фланкирована 5′- и 3′-нетраслируемыми района-
ми (UTR), принципиально важными для иници-
ации вирусной репликации и формирования ре-
пликативного комплекса с участием вирусной
РНК-зависимой РНК-полимеразы [2, 3]. Приня-
то считать, что для репликации флавивирусной
РНК необходима циклизация генома с образова-
нием дцРНК из последовательностей 5′- и 3′-UTR
и формированием структуры типа “сковорода с
ручкой” [4–6] (рис. 1). Последовательность внут-
ри консервативной петли “А” (А1, А2) опознается
вирусной РНК-полимеразой, что необходимо для
начала синтеза минус-цепи вирусной РНК.

Нуклеотидные замены в элементах CS A и CS B
могут блокировать репликацию, даже если эле-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898421030149 для авторизованных поль-
зователей. 
Сокращения: 5′-UTR – 5′-нетранслируемая область;
ВКЭ – вирус клещевого энцефалита.
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менты не теряют способность образовывать ста-
бильные комплексы с 3′-UTR [8]. Показано, что
вариабельная область 5′-UTR геномной РНК
критична для проявления вирулентности у мы-
шей, а различия в 5′-UTR РНК природных вари-
антов ВКЭ приводят к различиям в эффективно-
сти репликации вируса [9, 10]. Вариабельность
5′-UTR связывают также с адаптацией вируса к
новым видам хозяев. Возможно, на особенности
организации 5′-UTR влияет также длительность
локальной микроэволюции ВКЭ в природных
экосистемах [6, 11].

В нашей работе представлены результаты изу-
чения генетического разнообразия 5′-UTR РНК
ВКЭ, выделенной непосредственно из иксодовых
клещей, преимущественно Ixodеs persulcatus, со-
бранных в различных регионах Северной Евразии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследованные образцы. Клещей (всего 591)

собирали в Новоcибирcкой облаcти, в районе
c. Бурмиcтрово, в городских биотопах Томска,
Екатеринбурга и Владивостока, в южных и цен-
тральных районах Pеспублики Коми и в Алтай-
ском крае в весенний период 2014–2015 гг. Участ-
ки для сбора выбирали в типичных местах обита-
ния клещей: лиственные и смешанные леса с
хорошо развитым травянистым покровом, вы-
рубки с естественным возобновлением листвен-
ных пород, луга, обочины дорог. В городской чер-

те клещей отлавливали в парковых зонах. Сбор
клещей проводили методом отлова “на флаг“ во
второй половине дня, когда наблюдается макси-
мальная активность иксодовых клещей. Клещей
транспортировали на влажной салфетке в сумках-
холодильниках при температуре 4°С и хранили при
температуре минус 18–24°С. Для определения вида
клеща секвенировали фрагмент 16S рРНК, кодиру-
емой митохондриальным геномом [12].

Пробоподготовка. Образцы растирали в ступке
с 300 мкл стерильного физраствора. Нуклеино-
вые кислоты выделяли из 100 мкл гомогената с
использованием пяти обьемов монофазного вод-
ного раствора фенола и гуанидинизотиоцианата
(ExtractRNA, “Евроген”, Россия), согласно ин-
струкции производителя. кДНК синтезировали с
использованием набора “MMLVRT kit” (“Евро-
ген”) согласно инструкции производителя. ПЦР
проводили с использованием наборов “БиоМа-
стер LRHS-ПЦР” (“BioLabMix”, Россия) в при-
лагаемом буфере с олигонуклеотидными прайме-
рами, комплементарными исследуемым локусам
РНК ВКЭ [6]. Температурные параметры ПЦР
(амплификатор T100, “Bio-Rad”, США): 94°С, 10 с;
58°С, 20 с; 72°C, 30 с (40 циклов); 72°С – 7 мин.

Электрофоретический анализ и выделение фраг-
ментов ДНК из геля. Продукты амплификации ана-
лизировали с помощью электрофореза в 2%-ном
агарозном геле в буфере 1× ТАЕ (40 мМ Трис, 2 мМ
Na2EDТА, уксусная кислота, pH 8.0). Для выделе-

Рис. 1. Предполагаемая вторичная структура генома вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) с обозначением основных
структурных элементов 5′-UTR. Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ предсказана с помощью сервера
MFOLD 3.4 [7].
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ния продуктов амплификации из агарозного геля
использовали набор diaGene (“Диа-М”, Россия).

Определение нуклеотидных последовательно-
стей ДНК. Нуклеотидные последовательности
продуктов амплификации определяли с исполь-
зованием автоматического генетического анали-
затора ABI 3130xl (“Applied Biosystems”, США) и
набора реактивов BigDye Terminatorv 3.1 Cycle
Sequencing Kit (“Applied Biosystems”) согласно
инструкции производителя. Нуклеотидные по-
следовательности определяли не менее 2 раз в
независимых экспериментах. Нуклеотидные по-
следовательности выравнивали при помощи
приложения Lasergene 7 (DNASTAR). Последова-
тельности сравнения получены из базы данных
GenBank. Множественное выравнивание проводи-
ли при помощи приложения AlignX программного
пакета Vector NTI 11 (InforMax). Филогенетический
анализ последовательностей штаммов и изолятов
ВКЭ проводили при помощи программы MEGA
[13]. Экспериментально определенные последо-
вательности депонированы в GenBank под номера-
ми: MT002379–MT002390, MT002802–MT002815,
MT015646–M015648, KT205274–KT205282.

Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ
предсказана с помощью сервера MFOLD 3.4 [7].

PЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Обнаружение ВКЭ в клещах. В работе исполь-

зовали 591 взрослого клеща I. persulcatus. Соотно-
шение самцов и самок в выборке было примерно
одинаковым. Вирусная РНК обнаружена в 39 об-
разцах, что составило в среднем 6.6%.

Генотипирование природных изолятов ВКЭ.
Определение нуклеотидной последовательности
5′-UTR вирусного генома позволило провести ге-
нотипирование 39 природных изолятов ВКЭ. Об-
наружены сибирский и дальневосточный геноти-
пы ВКЭ (рис. 2). Средний уровень идентичности
5′-UTR ВКЭ у отдельных дальневосточных кле-
щей составил 95, 89% – у сибирского генотипа
ВКЭ в сравнении с прототипными штаммами.

Анализ вариабельности 5'-UTR ВКЭ. Cравне-
ние нуклеотидных последовательностей 5′-UTR
ВКЭ выявило множественные замены с паттер-
ном, характерным для сибирского и дальнево-
сточного генотипов. Дальневосточные варианты
отличались от прототипных лабораторных штам-
мов ВКЭ (205 и Заусаев) 17–22 заменами, а сибир-
ские генотипы – 16–19. Паттерн нуклеотидных за-
мен позволяет генотипировать изоляты ВКЭ на
основе анализа относительно короткого фрагмен-
та генома и показывает выраженную изменчи-
вость нуклеотидной последовательности 5′-UTR у
лабораторных и клещевых вариантов ВКЭ.

Замены располагались неравномерно, так ана-
лиз 5′-UTR дальневосточных и сибирских изоля-

тов показал, что элементы B2, C1, С2 Y-образной
структуры 5′-UTR (табл. 1) содержат множествен-
ные нуклеотидные замены. В то же время элемен-
ты A2, CS A и CS В и стартовый кодон не содержат
или содержат единичные замены. Полученные
данные подтверждают существование консерва-
тивных и вариабельных районов в 5′-UTR РНК
ВКЭ. Причем районы вне основных структурных
элементов 5′-UTR также содержали множествен-
ные замены. Следует отметить, что в штаммах
ВКЭ, культивируемых в лабораторных условиях,
количество замен в элементе С1 и вне основных
доменов было в 2 раза больше, чем в природных
изолятах ВКЭ. В штаммах ВКЭ, культивируемых
в условиях лаборатории, накапливаются адаптив-
ные нуклеотидные/аминокислотные замещения.
Это позволяет предположить, что эти районы мо-
гут быть вовлечены в адаптацию ВКЭ к культиви-
рованию на клетках млекопитающих.

Следует отметить, что во всех 39 изолятах
ВКЭ, выделенных из клещей, вариабельный эле-
мент С1 содержит пять строго консервативных
замен, абсолютно идентичных во всех сибирских
вариантах. Другой вариант замен в этом же эле-
менте характерен для всех дальневосточных ВКЭ
из клещей, собранных в разных географических
районах. Консервативность замен в элементе С1
клещевых изолятов и более выраженная вариа-
бельность этого района у лабораторных штаммов
ВКЭ говорят о возможной значимости этих замен
для репликации вирусного генома в различных
типах клеток.

Практически для всех изолятов ВКЭ из Рес-
публики Молдова характерна сдвоенная замена в
позициях Т(30) и Т(35) на С между элементами В1
и В2 (рис. 3).

Эта сдвоенная замена ассоциирована с участ-
ком связывания вирусной РНК-зависимой РНК-
полимеразы [14]. Одним из возможных объясне-
ний наблюдаемой ситуации может быть участие
данных замен в адаптации ВКЭ к различным при-
родным условиям и/или к новым типам хозяев.

На рис. 4 представлена предполагаемая модель
циклизации 5′-UTR ВКЭ. Стрелками показано
расположение нуклеотидных замен, обнаружен-
ных в различных изолятах ВКЭ. В рамках модели
Y-структуры 5′-UTR ВКЭ выявленные нуклео-
тидные замены картируются преимущественно в
петлевых структурах, не затрагивая шпилечные.
Это дополнительно подтверждает предположе-
ние, согласно которому нуклеотидные замены в
петлевых районах Y-структуры могут быть вовле-
чены в обеспечение эффективной репликации
ВКЭ в клетках таежного клеща в различных рай-
онах Северной Евразии.

Ареал ВКЭ в основном совпадает с ареалом
обитания клещей I. persulcatus и I. ricinus на значи-
тельной части Северной Евразии. ВКЭ вызывает
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Рис. 2. Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей 5′-UTR ВКЭ, выделенных из отдельных таеж-
ных клещей. Дополнено 9 последовательностями 5′-UTR ВКЭ из клещей, собранных ранее в Реcпублике Молдова
[14]. r – секвенированные последовательности 5′-UTR ВКЭ. Анализ проведен методом объединения ближайших со-
седей с использованием двухпараметрической модели Кимуры.
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Таблица 1. Распределение количества нуклеотидных замен в основных элементах 5′-UTR ВКЭ

Примечание. Указано общее количество нуклеотидных замен в изолятах и в лабораторных штаммах по отношению к прото-
типным ВКЭ (штаммы 205 и Заусаев).

* Использованы природные изоляты: Республика Молдова – 9 изолятов ВКЭ (KT205274–KT205282), Уральский регион –
13 (МТ002377–МТ002389), Республика Коми – 4 (МТ002390, МТ002802–МТ002804), Томск – 2 (МТ002805, МТ002806),
Новосибирск – 12 (МТ002807–МТ002815, МТ015646–МТ015648), Алтай – 3 (МТ002370–МТ002372), Владивосток – 5
(МТ002369, МТ002373–МТ002376).
** Использованы лабораторные штаммы ВКЭ: Заусаев, Васильченко, С11-13, Коларово, Латвия-1-96, EK-328 (все сибирский
генотип), 205, Глубинное-2004, Софьин, Томск-РТ12, Томск К6, Oshima 5-10 (дальневосточный генотип), Neudoerf (евро-
пейский генотип).

Элемент 5′-UTR ВКЭ Общее количество нуклеотидных замен в изолятах и лабораторных штаммах 
в сравнении с прототипными штаммами ВКЭ

штамм 
Заусаев/последова-
тельности клещевых 

изолятов ВКЭ*

штамм 
205/последователь-

ности клещевых 
изолятов ВКЭ*

штамм 
Заусаев/лабораторные 

штаммы ВКЭ**

штамм 
205/лабораторные 

штаммы ВКЭ**

Консервативные элементы 5′-UTR ВКЭ
A2 0 0 1 1
CS A 0 0 0 0
ATG 0 0 0 0
CS B 1 1 2 2

Вариабельные элементы 5′-UTR ВКЭ
B2 4 4 3 3
C1 5 5 11 11
C2 8 10 10 12
Замены вне основных 
элементов

8 8 19 19

клещевой энцефалит (КЭ), поражающий пре-
имущественно центральную нервную систему че-
ловека. Максимальная заболеваемость КЭ совпа-
дает с пиками сезонной активности иксодовых
клещей, обычно весной и в начале лета. В природ-
ных очагах КЭ клещи питаются на мелких млеко-
питающих и птицах, многие из которых также под-
держивают циркуляцию ВКЭ [15, 16]. Заболевае-
мость КЭ постоянно регистрируется в новых
странах Западной Европы, что указывает на фор-
мирование природных очагов КЭ в районах, ко-
торые ранее считались неэндемичными по КЭ
[17]. В настоящее время в странах Балтии и Сло-
вении КЭ встречается почти с такой же частотой,
как и в европейской части Российской Федера-
ции. Это предполагает, что ВКЭ должен обеспе-
чивать репликацию собственного генома и полу-
чение вирусного потомства в различных видах хо-
зяев. Птицы, мелкие млекопитающие и клещи
обеспечивают формирование природных очагов
КЭ и служат принципиальными хозяевами ВКЭ.
Биологические различия клеток клещей, птиц и
млекопитающих очень существенны, как и тем-
пературные факторы, необходимые для эффек-
тивной репликации ВКЭ в этих типах клеток.

Успешность адаптации ВКЭ к изменяющимся
условиям может быть обеспечена определенными

генетическими механизмами. Предполагается, что
вариабельность нуклеотидной последовательности
5′-UTR может предопределять эффективность ре-
пликации ВКЭ в иксодовых клещах и в клетках
других резервуарных хозяев в природных очагах
[11]. Это предположение основано на данных о
локализации в 5′-UTR геномной РНК флавиви-
русов сайтов связывания вирусной РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы и взаимодействии с рибосо-
мами клетки хозяина для обеспечения синтеза ви-
русного полипротеина.

Проведенный ранее анализ нуклеотидной по-
следовательности 5′-UTR геномной РНК ВКЭ,
выделенной из таежных клещей, показал, что
этот район вирусного генома весьма вариабелен и
содержит как консервативные, так и вариабель-
ные структурные элементы [6, 18]. В нашей рабо-
те география сбора клещей была расширена. Ви-
русная РНК обнаружена в 6.6% тестированных
таежных клещей. Большинство изолятов ВКЭ
принадлежали к дальневосточному генотипу, и
только образцы из Республики Коми и Томска
группировались с известными геновариантами
сибирского генотипа ВКЭ. Выраженное домини-
рование дальневосточного генотипа ВКЭ у иксо-
довых клещей свидетельствует в пользу того, что
в исследованных природных и городских очагах
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КЭ доминирует именно дальневосточный гено-
тип ВКЭ. Эпидемиологическая значимость ши-
рокого распространения дальневосточного гено-
типа ВКЭ связана с его более высокой патогенно-
стью для человека. Так, летальность от КЭ,
вызываемого вариантами ВКЭ, циркулирующими
в Приморском крае, может достигать 30% и более.
Европейские и сибирские геноварианты ВКЭ вы-
зывают более легкую форму заболевания с низ-
ким уровнем летальности (1–2%) [19].

Сравнение нуклеотидных последовательно-
стей 5′-UTR сибирских и дальневосточных кле-
щевых вариантов ВКЭ выявило множественные
нуклеотидные замены даже в относительно ко-
роткой последовательности из 181 нуклеотида.
Варианты дальневосточного генотипа ВКЭ отли-
чаются 17–22 нуклеотидными заменами от после-
довательности штамма Заусаев сибирского гено-
типа. В исследованных вариантах сибирского ге-
нотипа картированы 16–19 замен, отличающие
их от штамма 205 ВКЭ. Столь выраженные гене-
тические различия в 5′-UTR ВКЭ позволяют на
основе анализа последовательности короткого
фрагмента генома однозначно генотипировать
различные изоляты ВКЭ в пределах сибирского и
дальневосточного генотипов ВКЭ. С другой сто-
роны, это дополнительно подтверждает суще-

ствование выраженных генетических различий в
5′-UTR генома ВКЭ, изолированных из таежных
клещей и собранных в различных географических
регионах.

Наблюдаемые генетические отличия крайне
неравномерно распределены по основным эле-
ментам 5′-UTR ВКЭ. Элементы CS A и старт-ко-
дон ATG абсолютно консервативны, и нам не
удалось выявить замен во всех секвенированных
вариантах этих элементов. Консервативность
элемента CS A, по всей вероятности, связана с его
участием в эффективной инициации РНК-поли-
меразы и синтезом РНК различных флавивиру-
сов [20]. Конформация этого района определяет
как циклизацию генома, так и репликацию ви-
русной РНК, что предопределяет консерватив-
ность нуклеотидной последовательности данных
элементов 5′-UTR генома ВКЭ.

В элементах В2, С1, С2 клещевых вариантов
5′-UTR ВКЭ выявлено от 4 до 10 замен, а в куль-
тивируемых в лаборатории штаммах ВКЭ – от 3
до 11 замен. Вне основных элементов 5′-UTR в
клещевых вариантах ВКЭ обнаружено восемь замен,
а в культивируемых штаммах найдено 19 замен,
что позволило отнести эти районы к вариабель-
ным последовательностям 5′-UTR. Биологиче-
ский смысл подобной генетической изменчивости

Рис. 4. Локализация нуклеотидных замещений в 5′-UTR ВКЭ таежных клещей. Стрелками показаны замещения и их
позиции в 5′-UTR различных изолятов ВКЭ. Структура РНК построена на основе последовательности генома штамма
205. Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ предсказана с помощью сервера MFOLD 3.4 [7].
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может быть связан с необходимостью обеспечить
репликацию вируса в различных типах клеток и в
различных хозяевах. Клетки клещей существенно
отличаются от клеток птиц и млекопитающих.
Температура клеща фактически не отличается от
температуры окружающей среды, поэтому для
синтеза вирусной РНК и вирусных белков фер-
ментные системы должны сохранять активность
при пониженных температурах.

Показано, что во всех 39 изолятах ВКЭ, выде-
ленных из клещей, вариабельный элемент С1 не-
сет пять замен, абсолютно идентичных во всех
сибирских вариантах, для дальневосточных вари-
антов ВКЭ характерны другие замены.

В последовательности между элементами В1 и
В2 выявлены две замены в позициях Т(30) и Т(35)
на С, характерные только для клещевых вариан-
тов ВКЭ из Республики Молдова [14] и ассоции-
рованные с участком связывания 5′-UTR с вирус-
ной РНК-полимеразой. Ранее эту сдвоенную за-
мену выявили в высокопатогенном для человека
дальневосточном штамме Глубинное ВКЭ [21], ко-
торый отличается высокой эффективностью син-
теза вирусных белков и формирования инфекци-
онных частиц. По этим показателям штамм Глу-
бинное в 5–10 раз превышает прототипный штамм
205 дальневосточного генотипа ВКЭ.

Полученные данные подтверждают идею о том,
что вариабельность 5′-UTR ВКЭ отражает особен-
ности строения генома флавивирусов, обеспечива-
ющие максимальную эффективность репликации
в клетках птиц, млекопитающих и клещей. Обна-
руженные множественные нуклеотидные замены,
по всей вероятности, могут приводить к измене-
нию вторичной структуры РНК 5′-UTR генома
ВКЭ и имеют принципиальное значение для
адаптации вируса в природных очагах к новым ви-
дам переносчиков и хозяев. Знание и понимание
пределов вариабельности вирусного генома прин-
ципиально важно как для лучшей диагностики
флавивирусных инфекций, так и для совершен-
ствования профилактики и лечения КЭ.

Статья поддержана Отраслевой научно-иссле-
довательской программой Роспотребнадзора
№ 141-00080-20-02.

Настоящая статья не содержит описания ка-
ких-либо исследований с участием людей или
животных в качестве объектов.
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GENETIC VARIABILITY OF 5'-UNTRASLATED REGION OF THE TICK-BORNE 
ENCEPHALITIS VIRUS GENOME IN VARIOUS REGIONS

OF NORTHERN EURASIA

E. P. Ponomareva1, *, V. A. Ternovoi1, T. P. Mikryukova1, E. V. Protopopova1,
N. L. Tupota1, and V. B. Loktev1

1State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia

*e-mail: ponomareva_ep@vector.nsc.ru

The analysis of nucleotide sequences of 5′-noncoding region (5′-UTR) of tick-borne encephalitis virus
(TBEV) genomic RNA isolated from 39 of taiga ticks collected in various geographical regions of Northern
Eurasia was performed. The sequences of the 5'-UTR were 89 and 95% similar to that of the prototype strains
of Siberian and Far Eastern TBEV genotypes, respectively (Zausaev and 205). Detected substitutions allowed
unequivocal differentiation of the genotypes of TBEV. In 5′-UTR variable and conserved motifs of RNA were
identifiable. Structural elements B2, C1 and C2 of the Y-shaped structure of 5′-UTR and the putative binding
site for the viral RNA dependent RNA polymerase were the most variable. Elements A2, CS A and CS B as
well as the start codon were conserved. Within the variable element C1, five nucleotide substitutions were
strictly conserved in various geographical areas, while the laboratory TBE strain had 11 substitutions. Nearly
a third of identified nucleotide substitutions were mapped outside of the main elements of the Y-shaped
structure. Typically, nucleotide substitutions were located in loop structures, without affecting TBE 5′-UTR
hairpins. This study points at the genetic variability of the TBE virus 5′-UTR as a common feature which may
aid in effective replication of TBEV in various cell types of birds, mammals and ticks.

Keywords: encephalitis virus, genome virus, nucleotide sequences, of 5′-noncoding region, genomic RNA
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