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Охватившая весь мир пандемия коронавирусного инфекционного заболевания (COVID-19), кото-
рое вызвано ранее неизвестным бетакоронавирусом SARS-CoV-2, сделала крайне актуальной раз-
работку простых и безопасных клеточных систем, позволяющих манипулировать с геномом вируса,
а также проводить высокопроизводительный скрининг его потенциальных ингибиторов. В этом об-
зоре мы постарались обобщить существующие на настоящий момент данные о генно-инженерных
системах для исследования не только SARS-CoV-2, но и других вирусов из семейства Coronaviridae.
Кроме того, в обзоре кратко представлены основные сведения о строении и жизненном цикле ко-
ронавирусов.
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 (Coronavirus infectious disease 2019) ‒

инфекционное заболевание, вызванное новым
штаммом бетакоронавируса, вирусом-2 острого
респираторного синдрома (SARS-CoV-2), ‒ уже
унесло миллионы жизней по всему миру. В свя-
зи с высокой патогенностью и контагиозностью
возбудителя Всемирной организацией здраво-
охранения была объявлена пандемия COVID-19.
В научных центрах по всему миру активно идут ис-
следования SARS-CoV-2, проведены масштабные
работы по созданию вакцин, существенные усилия
направлены на поиск лекарственных средств для
эффективной терапии и профилактики COVID-19.

За последние 20 лет коронавирусы были этио-
логическими агентами трех масштабных вспы-
шек тяжелых респираторных инфекций человека:

тяжелый острый респираторный синдром (SARS)
в 2002 году, ближневосточный респираторный
синдром (MERS) в 2012 году и коронавирусная
инфекция 2019 года (COVID-19), которая затро-
нула практически все страны и вызвала общеми-
ровой кризис здравоохранения [1, 2]. SARS-CoV-2
отличается от SARS-CoV-1 и MERS-CoV продол-
жительным инкубационным периодом, большим
процентом бессимптомных носителей, а также
способностью передаваться от человека к челове-
ку при отсутствии клинических симптомов у ин-
фицированных индивидов [3]. Такой набор осо-
бенностей SARS-CoV-2 привел к тому, что ло-
кальная вспышка в китайском Ухане переросла в
пандемию. Летальность COVID-19 сильно зави-
сит от возраста и пола человека: наиболее высока
вероятность летального исхода у пожилых людей,

Сокращения: ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) ‒ ангиотензинконвертирующий фермент-2; ANPEP (aminopeptidase N) ‒
аминопептидаза N; BAC (bacterial artificial chromosome) ‒ искусственная бактериальная хромосома; DI-РНК (defective in-
terfering РНК) ‒ дефектная интерферирующая РНК; ERGIC (endoplasmic-reticulum–Golgi intermediate compartment) ‒ интерме-
диат между эндоплазматическим ретикулумом и аппаратом Гольджи; HDV (hepatitis delta virus) ‒ вирус гепатита дельта;
NSP (non-structural proteins) ‒ неструктурные белки; ORF (open reading frame) ‒ открытая рамка считывания; RdRp (RNA-
dependent RNA polymerase) ‒ РНК-зависимая РНК-полимераза; TAR-клонирование (transformation-associated recombina-
tion клонирование) ‒ клонирование методом ассоциированной с трансформацией рекомбинации; TGEV (transmissible gas-
troenteritis virus) ‒ вирус трансмиссивного гастроэнтерита свиней; TRS (transcription regulatory sequence) ‒ последователь-
ность, регулирующая транскрипцию; VLP (virus-like particles) ‒ вирусоподобные частицы; UTR (untranslated region) ‒ не-
транслируемая область.
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особенно мужского пола [4]. Выявлена суще-
ственная корреляция между тяжестью заболева-
ния COVID-19 и сопутствующими хроническими
заболеваниями или избыточной массой тела [5].

Успех в исследовании высокопатогенных ко-
ронавирусов и, в частности, в поиске потенци-
альных препаратов для терапии вызываемых ими
заболеваний во многом зависит от понимания осо-
бенностей инфекционного цикла вируса, а, следо-
вательно, и развития технологий, используемых
для его исследования. В основном это генно-инже-
нерные системы; их много, они отличаются боль-
шим разнообразием, и каждая имеет свои преиму-
щества и недостатки. В представленном обзоре
предпринята попытка систематизировать суще-
ствующие на сегодняшний день системы для изу-
чения коронавирусов, подробно обозначив силь-
ные и слабые стороны каждой из них.

БИОЛОГИЯ КОРОНАВИРУСОВ

Представители семейства Coronaviridae ин-
фицируют млекопитающих и птиц, вызывая ре-
спираторные заболевания различной степени
тяжести. До 2019 года в человеческой популя-
ции циркулировало 6 коронавирусов, из кото-
рых Betacoronavirus 1 (HCoV-OC43), HCoV-229E,

HCoV-NL63 и HCoV-HKU1 считаются сезонны-
ми респираторными вирусами. Появившийся в
2002 году коронавирус, ассоциированный с тяже-
лым острым респираторным синдромом (SARS-CoV,
рекомендуемое с 2020 года название SARS-CoV-1;
род Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus), и коро-
навирус ближневосточного респираторного син-
дрома (MERS-CoV; род Betacoronavirus, подрод
Merbecovirus) оказались высокопатогенными для
человека. В 2019 году человечество столкнулось с
еще одним штаммом подрода Sarbecovirus, полу-
чившим название SARS-CoV-2 [6]. В данном раз-
деле описываются основные детали строения и
жизненного цикла представителей семейства
Coronaviridae в целом и семи человеческих пато-
генов в частности.

СТРОЕНИЕ ВИРИОНА
Коронавирусы ‒ это оболочечные, содержа-

шие (+)-цепь РНК вирусы IV группы по класси-
фикации Балтимора [7]. Средний диаметр вири-
онов составляет 80‒120 нм. Вирионы имеют
сферическую форму с характерными шипами,
формируемыми S-белком, которые напоминают
солнечную корону. Схематичное строение вири-
она коронавируса приведено на рис. 1. Снаружи
вирион покрыт суперкапсидом ‒ производным
клеточной мембраны с интегрированными ви-
русными белками. В суперкапсиде большинства
коронавирусов человека можно обнаружить сле-
дующие вирусные белки: формирующий шип
гликопротеин (S) взаимодействует с поверхно-
стью хозяйской клетки и инициирует проникно-
вение компонентов вириона внутрь нее; мем-
бранный белок (М) обеспечивает взаимодействие
компонентов вириона между собой, что важно
для успешной сборки вирусных частиц [8], а так-
же белок оболочки (E), который формирует пен-
тамерные трансмембранные каналы и выполняет
роль виропорина [9]. Включение E-белка в вири-
он не строго обязательно для образования инфек-
ционных вирусных частиц, однако такие вирусы
аттенуированы относительно вирусов дикого ти-
па [8]. Вирусы HCoV-OC43 и HCoV-HKU1 допол-
нительно содержат в составе оболочки белок ге-
магглютинин-эстеразу (HE), который разрушает
рецептор S-белка и тем самым способствует бо-
лее эффективному отпочковыванию новых ви-
рионов [10].

Под внешней оболочкой расположен спираль-
но-симметричный нуклеокапсид, состоящий из
N-белка и геномной (+)-цепи РНК. N-белок свя-
зан с вирусной РНК и выполняет структурную
функцию: упаковки и стабилизации вирусного
генома. Кроме того, N-белок модулирует клеточ-
ный иммунный ответ хозяина на вирусную ин-
фекцию [8], а также способствует более эффек-
тивному синтезу 3'-дистальных генов [12].

Рис. 1. Схематичное строение вириона представите-
лей семейства Coronaviridae. Спирально-симметрич-
ный нуклеокапсид, состоящий из белка нуклеокап-
сида (N) и одной молекулы РНК-генома, окружен су-
перкапсидом клеточного происхождения с
встроенными вирусными белками: S, M и E. Белок
гемагглютинин-эстераза (HE) входит в состав вирио-
нов коронавирусов человека HCoV-OC43 и HCoV-
HKU1, но не HCoV-229E, HCoV-NL63, MERS-CoV,
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2. Вирион коронавирусов со-
держит около 300 копий S-белка, 2000 копий М-белка,
1000 копий N-белка и 100 копий E-белка [11].
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СТРОЕНИЕ ГЕНОМА
Геномная РНК коронавирусов не сегментиро-

вана, кепирована по 5'-концу и полиаденилиро-
вана по 3'-концу. Особенность генома Coronaviri-
dae ‒ рекордная для РНК-содержащих вирусов
длина, около 26‒32 тыс. оснований [13], в то вре-
мя как средний размер одноцепочечных несег-
ментированных РНК вирусов человека в среднем
не превышает 10‒12 тыс. оснований [14]. Предпо-
лагают, что увеличенный по сравнению с другими
вирусами размер генома коронавирусов обуслов-
лен наличием редактирующей активности в ком-
плексе РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp),
которая снижает мутационную нагрузку [15].

Принципиально весь геном коронавирусов
можно разделить на две смысловые части. Первая
содержит открытую рамку считывания (ORF)
ORF1a/b, кодирующую белки, отвечающие глав-
ным образом за процессы репликации и тран-
скрипции. Вторая часть кодирует структурные и
вспомогательные белки, отвечающие за взаимо-
действие с поверхностью клетки и проникнове-
ние в нее, а также адаптацию к хозяину. Результа-
ты сравнительного анализа последовательностей
геномов различных коронавирусов подтвержда-
ют функциональное значение этого разделения:
консервативность ORF1a/b выше среди корона-
вирусов, чем консервативность остальной части
генома [16].

Число ORF в геноме отличается у разных ви-
дов коронавирусов и составляет от 6 до 11 [17].
Первая ORF, ORF1a/b, составляет около 2/3 ге-
нома и кодирует два полипротеина: pp1a и pp1ab.
Полипротеин pp1ab образуется в результате рибо-
сомного сдвига рамки считывания на один нук-
леотид назад (‒1) перед терминирующим кодо-
ном ORF1a. В состав pp1a/pp1ab входят неструк-
турные белки (non-structural proteins, NSPs),
ответственные за процессы репликации и тран-
скрипции, подавление синтеза клеточных мРНК
и модуляцию клеточного иммунного ответа [18].

При анализе большого массива данных выявле-
но, что многие NSPs одновременно выполняют не-
сколько функций в репликативном цикле вируса,
что позволяет вирусу справиться с широким спек-
тром задач ‒ от собственной репликации до проти-
водействия клеточному иммунному ответу, ‒ до-
полнительно не увеличивая геном [19–22]. В табл. 1
приведена актуальная информация о наиболее изу-
ченных функциях NSPs. Среди них можно выде-
лить несколько функциональных блоков: белки,
отвечающие за формирование RdRp-комплекса
(NSP7‒NSP16); белки, вовлеченные в образова-
ние двумембранных репликативных органелл
(NSP3‒NSP6), процессинг полипротеинов pp1a и
pp1ab (NSP3, NSP5), а также в модуляцию кле-
точных процессов (NSP1, NSP2). Остальная
часть генома кодирует необходимые структурные

белки: S, N, E, M, (HE), ‒ а также ряд вспомога-
тельных белков, характерных для каждого кон-
кретного вида [23, 24]. Считается, что вспомога-
тельные белки не обязательны для репликации
вируса, хотя способствуют более эффективной
сборке вирионов как за счет подавления внутри-
клеточного иммунитета, так и выполняя роль
скаффолд-белков при сборке вирионов [25].

Схема строения генома представителей семей-
ства Coronaviridae, инфицирующих человека,
приведена на рис. 2. Стоит отметить, что для всех
коронавирусов порядок следования генов струк-
турных белков: ORF1a/b → S → E → M → N ‒
консервативен, но, по-видимому, не несет функ-
циональной нагрузки, так как при их перестанов-
ке инфекционность полученных вирусов не из-
менялась [46].

ЖИЗНЕННЫЙ ЦИКЛ

Проникновение в клетку

Жизненный цикл коронавирусов начинается
со связывания вириона с рецепторами на поверх-
ности клетки-хозяина (рис. 3). Ключевую роль в
этом процессе играет вирусный поверхностный
гликопротеин S. Именно этот белок, изменчи-
вость которого выше, чем других вирусных бел-
ков [16], определяет видовой и тканевой тропизм
патогена. Со стороны клетки во взаимодействии
с вирусными частицами принимают участие раз-
личные поверхностные компоненты [47]. Коро-
навирус HCoV-229E в качестве рецептора исполь-
зует аминопептидазу N (ANPEP). Это металло-
протеиназа, представленная на поверхности
эпителиальных клеток кишечника, легких и по-
чек. В кишечнике этот фермент участвует в гид-
ролизе пептидов, образующихся под действием
желудочных и панкреатических протеаз. Функ-
ция ANPEP в легких и почках установлена не до
конца ‒ скорее всего, она метаболизирует раз-
личные регуляторные пептиды [48]. Для вируса
HCoV-NL63 ситуация с клеточными рецепторами
неоднозначна. Показано, что S-белок этого виру-
са взаимодействует с ангиотензинконвертирую-
щим ферментом-2 (ACE2) [49], а M-белок связы-
вается с гепарансульфатированными белками на
поверхности клеток [50]. Это взаимодействие М-
белка может быть вспомогательным фактором
для проникновения вируса или повышать ло-
кальную концентрацию вируса на поверхности
клетки. При направленном удалении S-белка из
состава исследуемых вирионов они сохраняли
способность инфицировать клетки, даже в усло-
виях заблокированного антителами ACE2, из че-
го можно сделать вывод о существовании альтер-
нативных путей проникновения HCoV-NL63 в
клетку, например через вышеуказанное взаимо-
действие М-белка с гепарансульфатированными
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белками [50]. Вирусы HCoV-OC43 и HCoV-HKU1
в качестве рецептора используют гликопротеи-
ны, содержащие 9-О-ацетилированную нейрами-
новую кислоту [25]. Эти же вирусы, как упомина-
лось ранее, имеют в своем составе белок гемаг-
глютинин-эстеразу, которая способствует более
эффективному взаимодействию с клеточной по-
верхностью и отпочковыванию новых вирусных
частиц от зараженной клетки [51]. MERS-CoV в
качестве рецептора использует дипептидилпеп-
тидазу-4 (DPP4) ‒ поверхностный димерный бе-

лок, который в норме процессирует гормоны и
хемокины [52]. SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 в ка-
честве основного рецептора используют ACE2
[25], хотя SARS-CoV-2 в качестве кофактора так-
же использует гепарансульфатированные белки:
взаимодействие с ними вызывает конформаци-
онные перестройки в S-белке, которые способ-
ствуют его более эффективному связыванию с
ACE2 [53].

После связывания с рецептором S-белок под
действием поверхностных клеточных протеаз про-

Таблица 1. Функции неструктурных белков коронавирусов

Название 
белка Основные функции

NSP1 Подавляет трансляцию клеточных мРНК, связываясь с 18S рРНК 40S субчастицы рибосомы [26]; 
способствует разрезанию клеточных мРНК в районе 5'UTR [27]

NSP2 Возможно, регулирует сигнальные пути выживания клетки; взаимодействует с клеточными бел-
ками prohibitin 1 и prohibitin 2 [28]; не обязателен для успешной инфекции [29]

NSP3 Осуществляет процессинг pp1a и pp1ab, а именно NSP1–NSP4, за счет наличия домена папаин-
подобной протеазы-2 [30]; компонент поры в двумембранных органеллах, осуществляющей экс-
порт вирусных геномных и субгеномных РНК в цитоплазму [31]; обладает деубиквитинирующей 
активностью; отщепляет от белков моно-ADP-рибозу, подавляя клеточный интерфероновый 
ответ [30]

NSP4 Участвует в образовании двумембранных репликативных органелл [32]

NSP5 3-химотрипсинподобная протеаза, осуществляет процессинг pp1a и pp1ab, а именно, NSP4–NSP11/ 
NSP4–NSP16 [33]

NSP6 Предотвращает слияние везикул, содержащих вирусные белки, с лизосомами; участвует в обра-
зовании двумембранных репликативных органелл [34]

NSP7 Формирует гексадекамерный комплекс с NSP8, который, вероятно, функционирует как фактор 
процессивности [35] и праймаза [36, 37]

NSP8 Формирует гексадекамерный комплекс с NSP7, который, вероятно, функционирует как фактор 
процессивности [35] и праймаза [36, 37]; подавляет встраивание белков в клеточную мембрану, 
формируя комплекс с 7SL РНК сигналраспознающих частиц (signal recognition particle, SRP) и 
28S рРНК [26]

NSP9 Подавляет встраивание белков в клеточную мембрану, формируя комплекс с 7SL РНК SRP [26]; 
компонент РНК-полимеразного комплекса [19]

NSP10 Важен для синтеза (‒)-цепи РНК в процессе вирусной репликации [38]; вовлечен в процессинг 
pp1a/ab [39]; регулирует активность компонентов RdRp-комплекса: NSP14 и NSP16 [40, 41]

NSP11 Короткий пептид, который образуется при процессинге pp1a. Функции неизвестны [19]

NSP12 Компонент RdRp, обладающий полимеразной активностью [19]

NSP13 Обладает хеликазной активностью [42]

NSP14 Способствует повышению точности синтеза вирусной РНК за счет наличия редактирующей 
3' → 5'-экзонуклеазной активности [43]; участвует в 5'-кепировании вирусной РНК, обладает 
N7-метилтрансферазной активностью [44]

NSP15 Подавляет активацию клеточных сенсоров двухцепочечных РНК (дцРНК); обладает функцио-
нально значимой эндорибонуклеазной активностью, хотя точный механизм неизвестен [45]

NSP16 Нарушает сплайсинг, связываясь с U1/U2 малой ядерной РНК [26]; участвует в 5'-кепировании 
вирусной РНК, обладает 2'-O-метилтрансферазной активностью [40]
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цессируется и претерпевает конформационные пе-
рестройки, осуществляя слияние вирусной и кле-
точной мембран. Такой способ проникновения на-
зывается ранним. В случае, если поверхностные
протеазы по какой-либо причине недоступны, ак-
тивируется поздний путь проникновения в клетку.
В этом случае вирус сначала подвергается эндоци-
тозу. В эндосоме, под действием пониженного pH,
активируется клеточная протеаза катепсин L, кото-
рая подвергает S-белок протеолизу, вызывая слия-
ние вирусной и эндосомной мембран [55]. После
этого вирусный нуклеокапсид, состоящий из ге-
номной РНК и N-белка, оказывается в цитоплаз-
ме и начинаются процессы вирусной транскрип-
ции и репликации.

Репликация и транскрипция

Как упомянуто выше, РНК коронавируса со-
держит большое число ORF (от 6 до 11) [24], что
приводит к проблеме в трансляции 3'-дистальных
генов. Коронавирусы решают эту задачу за счет
образования субгеномных РНК [56, 57]. Среди
(+)РНК-вирусов встречаются два основных ме-
ханизма их синтеза: за счет наличия в геноме по-
следовательностей внутренней посадки RdRp
(cем. Caliciviridae, сем. Bromoviridae, сем. Virgavi-
ridae, сем. Togaviridae) или сайтов преждевремен-
ной терминации транскрипции (сем. Nodaviridae,
cем. Togaviridae, сем. Roniviridae, сем. Tombusviri-
dae) (рис. 4а, б) [58]. Однако в случае коронавиру-
сов процесс синтеза субгеномных РНК носит
прерывистый характер [40, 41, 43]: в процессе
синтеза (‒)-цепи РНК RdRp-комплекс диссоци-

ирует от (+)РНК-матрицы в определенных сай-
тах, связывается в регионе 5'UTR и продолжает
синтез РНК (рис. 4б) [59]. Позиции диссоциации
и последующего связывания RdRp определяются
последовательностями, регулирующими тран-
скрипцию (transcription regulation sequence, TRS).
В некоторых случаях “перескок” RdRp возможен
при синтезе (+)РНК-цепи: в этом случае RdRp
диссоциирует от TRS, расположенной в 5' UTR, и
вновь гибридизуется с TRS перед началом белок-
кодирующей последовательности (рис. 4б) [60].
Полученные в процессе прерывистой транскрип-
ции укороченные РНК служат матрицей для после-
дующей трансляции вирусных белков. Интересно,
что именно процесс прерывистой транскрипции
позволяет вирусу использовать специфичные ме-
ханизмы подавления клеточной трансляции, не
влияя на трансляцию вирусных мРНК. Считает-
ся, что наличие лидерной последовательности в
составе всех вирусных мРНК защищает их от де-
градации NSP1-белком, в то время как клеточные
мРНК разрезаются им вблизи 5'-конца [56]. В
случае, если RdRp-комплекс в процессе удлине-
ния цепи РНК не диссоциирует, происходит син-
тез полноразмерной цепи РНК, комплементар-
ной геномной, а на ее матрице синтезируются ге-
номные (+)РНК, которые используются для
сборки новых вирусных частиц и синтеза поли-
протеинов pp1a и pp1ab. Показано, что активный
синтез вирусных белков начинается уже через
пять часов после инфекции [61]. Одновременно с
этим существенно повышается содержание ви-
русных РНК в клетке, что обусловлено не только
репликацией и прерывистой транскрипцией, но

Рис. 2. Схематичное строение геномов коронавирусов, циркулирующих в популяции человека. На схеме справа про-
писными буквами указаны кодируемые вирусные белки, цифрами и строчными буквами – номера вирусспецифич-
ных ORF. UTR ‒ нетранслируемая область. Цифрами слева обозначены номера закодированных NSPs.
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Рис. 3. Схема жизненного цикла вирусов сем. Coronaviridae. Инфекция начинается со связывания вирусной частицы
с рецептором на поверхности клетки-хозяина, что приводит к слиянию вирусной и клеточной мембран (ранний путь
проникновения) или захвату вирионов в состав эндосом и последующему слиянию вирусной и клеточной мембраны
(поздний путь проникновения). Вирусная РНК в комплексе с N-белком проникает в цитоплазму. В результате транс-
ляции первой открытой рамки считывания ORF1a/b образуются полипротеины pp1a и pp1ab, которые подвергаются
автопротеолизу с образованием NSPs. Из NSPs формируется комплекс RdRp, который осуществляет репликацию и
транскрипцию вирусной РНК. Этот процесс происходит в двумембранных органеллах, которые образуются из шеро-
ховатого эндоплазматического ретикулума под действием компонентов pp1a и pp1ab. В процессе репликации/тран-
скрипции образуются полноразмерные и субгеномные вирусные РНК. С субгеномных РНК транслируются структур-
ные и вспомогательные белки. Структурные белки собираются в интермедиат между эндоплазматическим ретикулу-
мом и аппаратом Гольджи (ERGIC) и вместе с комплексом из N-белка и геномной вирусной РНК формируют
вирионы. Собранные вирионы накапливаются во внутриклеточных везикулах, а затем выходят из зараженной клетки
за счет экзоцитоза [модифицировано из работы 54].
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и подавлением синтеза клеточных мРНК вирус-
ным белком NSP1 [62].

Сборка вириона и отпочковывание
Отличительная черта репликативного цикла

коронавирусов ‒ место сборки вирионов. Сборка
большей части оболочечных вирусов происходит в
плазматической мембране клетки; в то время как
вирионы коронавирусов собираются в компарт-
менте, переходном между эндоплазматическим ре-
тикулумом и аппаратом Гольджи (endoplasmic-re-
ticulum–Golgi intermediate compartment, ERGIC).
Показано, что после трансляции структурные бел-
ки S, M, E и N аккумулируются в ERGIC [63]. Ге-

номная (+)РНК связывается с N-белком, форми-
руя нуклеокапсид. В узнавании специального
сигнала упаковки генома (package sequence, PS) в
составе РНК участвует M-белок [64]. Способ-
ность N-белка узнавать PS зависит от вида виру-
са: например, упаковка геномной РНК мышино-
го коронавируса (mouse hepatitis virus, MHV) про-
исходит по N-независимому механизму [65], а
упаковка генома SARS-CoV-1 ‒ по N-зависимому
[66]. Сигнал упаковки находится в пределах
ORF1a/b, что обеспечивает включение в вирион
только полноразмерных РНК [67, 68].

Центром сборки новых вирусных частиц вы-
ступает M-белок, который взаимодействует с

Рис. 4. Схематичное изображение стратегий синтеза субгеномных РНК коронавирусов. а ‒ Модель внутренней ини-
циации. IBS – внутренний сайт посадки RdRp. б ‒ Модель преждевременной терминации транскрипции. Термина-
ция может происходить как во время синтеза (+)-цепи, так и во время синтеза (‒)-цепи РНК. PTS – сайт преждевре-
менной терминации RdRp. в ‒ Модель прерывистой транскрипции. Прерывание может происходить как во время
синтеза (+)-цепи, так и во время синтеза (‒)-цепи РНК [58]. LS – лидерная последовательность; TRS – последова-
тельность, регулирующая транскрипцию; L-TRS – лидерная TRS; B-TRS – TRS кодирующей части.
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белками S, N и E и геномной (+)РНК [69]. После
того, как белки M, S, E и комплекс N-белка с
РНК оказываются в ERGIC, собираются и отпоч-
ковываются зрелые вирусные частицы. Собранные
вирионы накапливаются во внутриклеточных ве-
зикулах, которые, в свою очередь, высвобождаются
во внеклеточное пространство в результате экзоци-
тоза или лизиса зараженной клетки [70].

СИСТЕМЫ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ
РЕПЛИКАЦИИ КОРОНАВИРУСОВ

Успех в изучении высокопатогенных вирусов,
к которым относятся некоторые коронавирусы, и
в поиске потенциальных препаратов для их тера-
пии зависит от развития технологий, позволяю-
щих манипуляции с вирусами и в частности с их
геномом. Традиционно для изучения вирусной
репликации используют полноразмерные вирус-
ные системы, то есть инфекционные вирусные ча-
стицы. К преимуществам таких систем можно от-
нести максимальное соответствие реальным усло-
виям заражения. Во время инфекции вирусные
белки контактируют между собой и со множеством
клеточных факторов, формируя сложные сети бел-
ковых взаимодействий, которые реализуются в
указанных системах. Однако применение инфек-
ционных вирусов сопряжено с высоким риском
инфицирования оператора, поэтому работа с ними
допускается лишь в сертифицированных лабора-
ториях, оснащенных соответствующим оборудо-
ванием. Более того, в случае РНК-содержащих
вирусов при работе с полноразмерными вирус-
ными системами достаточно сложно получать ва-
рианты вирусов, мутантных по исследуемым ге-
нам. В случае коронавирусов манипуляции с их
геномами крайне затруднены еще и большим раз-
меров их геномных РНК, который, как указано
выше, варьирует от 26 до 32 тыс. оснований [13]. В
этой связи большое внимание уделяется как мо-
дификации полноразмерных вирусных систем,
так и разработке более простых и безопасных си-
стем, позволяющих изучать отдельные этапы
жизненного цикла коронавирусов и проводить
поиск их ингибиторов. Далее мы подробно рас-
смотрим существующие на данный момент вари-
анты модифицированных полноразмерных ви-
русных систем, при работе с которыми можно по-
лучать вирусные РНК, содержащие необходимые
мутации, а также более безопасные, чем вирусы
дикого типа, хотя зачастую и менее информатив-
ные псевдовирусные системы и репликоны.

МОДИФИЦИРОВАННЫЕ 
ПОЛНОРАЗМЕРНЫЕ

ВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ
Для получения различным образом изменен-

ного вирусного генома коронавирусов применя-

ют два подхода: непосредственная модификация
геномной РНК (defective interfering RNA, DI-РНК)
или получение кДНК, содержащей необходимые
модификации, которую затем используют для
синтеза геномной РНК и последующей сборки
вирусных частиц.

DI-РНК-системы

Исторически изучение механизмов реплика-
ции коронавирусов начиналось с использования
вирусных DI-РНК, содержащих лишь части вирус-
ного генома: регуляторные вирусные последова-
тельности, необходимые для поддержания репли-
кации РНК, и последовательности, кодирующие
части вирусных белков. Такие РНК способны реп-
лицироваться, но исключительно в клетках, инфи-
цированных соответствующим коронавирусом, а в
ряде случаев и упаковываться в неинфекционные
вирусоподобные частицы (VLP) [67, 71, 72] (рис. 5).
Таким образом можно получать новые варианты
вирусных частиц, несущих необходимые моди-
фикации. DI-РНК могут также содержать репор-
терный ген и, если происходит репликация и
транскрипция генома, с помощью таких систем
можно оценивать эффективность работы вирус-
ных ферментов. Это одни из первых и наиболее
примитивных систем, с помощью которых был
получен большой массив данных о механизмах
репликации и упаковки коронавирусных гено-
мов. Например, с помощью DI-РНК были опре-
делены сигналы упаковки MHV [73–75], вируса
трансмиссивного гастроэнтерита свиней (trans-
missible gastroenteritis virus, TGEV) [67] и SARS-
CoV-2 [68]. Для MHV в этой системе продемон-
стрировано взаимодействие М-белка с PS РНК
[64]. На примере SARS-CoV-2 показано, что при
трансфекции зараженных вирусом клеток де-
фектной РНК она начинает активно реплициро-
ваться и включаться в вирионы, что приводит к
снижению продукции инфекционных вирусных
частиц приблизительно вдвое через 24 ч после
введения DI-РНК. На основании этих данных
было сделано предположение, что DI-РНК мож-
но использовать в качестве терапевтического
агента для снижения вирусной нагрузки [68].

Инфекционная кДНК, встроенная
в искусственную бактериальную хромосому

Развитие методов молекулярного клонирова-
ния позволило собирать полноразмерные вирус-
ные кДНК по частям. Впервые полноразмерная
кДНК коронавирусного генома была получена
для TGEV методом клонирования в искусствен-
ную бактериальную хромосому (bacterial artificial
chromosome, BAC) [76]. В составе BAC вирусная
кДНК находилась под контролем цитомегалови-
русного (CMV) промотора, а с 3′-конца была
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ограничена поли(А)-участком, последовательно-
стью рибозима вируса гепатита дельта (HDV) и
терминатором транскрипции BGH (рис. 6а). Ри-
бозим HDV катализирует разрыв цепи РНК меж-
ду последним нуклеотидом генома коронавируса
и первым нуклеотидом рибозима, что позволяет
получить РНК, содержащую 3'-концевую после-
довательность, полностью идентичную вирусной
[77]. Подобное соответствие необходимо в силу то-
го, что 3'UTR последовательность коронавирусов
крайне важна для успешной репликации и тран-
скрипции вирусной РНК [78]. После трансфекции
ВАС в клетках синтезируется полногеномная ви-
русная РНК и белки, которые собираются в инфек-
ционные вирусные частицы. Использование BAC
для работы с кДНК коронавирусных геномов обла-
дает рядом преимуществ. Во-первых, становится
возможным эффективно наработать неограничен-
ное количество необходимой кДНК в Escherichia
coli. Во-вторых, можно с высокой эффективно-
стью трансфицировать клетки млекопитающих
этой бактериальной хромосомой, что позволяет
осуществлять внутриклеточную экспрессию ви-
русной РНК и не прибегать к более сложным ме-
тодикам ее получения, например in vitro тран-
скрипции. В-третьих, последовательность BAC
относительно легко модифицировать, используя
Red-рекомбиназу и эндонуклеазу рестрикции
I-SceI, что позволяет вносить изменения в изуча-
емые гены вируса [79].

В последующем подход клонирования вирус-
ной кДНК в BAC, помимо TGEV, был применен
для создания инфекционных клонов человече-
ских патогенов: HCoV-OC43 [80], MERS-CoV
[81], SARS-CoV-1 [82] и SARS-CoV-2 [83] (табл. 2).

Инфекционная кДНК, полученная
с помощью TAR-клонирования

Ассоциированная с трансформацией реком-
бинация (transformation-associated recombination,
TAR) ‒ метод клонирования, использующий осо-
бенность клеток Saccharomyces cerevisiae, в кото-
рых с высокой частотой происходит гомологич-
ная рекомбинация перекрывающихся фрагмен-
тов ДНК (рис. 6б) [91]. Использование клеток
дрожжей для получения и наработки полнораз-
мерных коронавирусных кДНК обладает рядом
преимуществ перед бактериальной системой. Во-
первых, длинные последовательности ДНК в це-
лом менее стабильны в бактериях, чем в дрожжах.
Во-вторых, показано, что фрагменты последова-
тельности гена, кодирующего ORF1a/b, могут
быть токсичны для бактерий [76]. В-третьих, вы-
сокая эффективность TAR-клонирования позво-
ляет быстро и без большого труда внести мутации
в геном вируса: для этого достаточно всего лишь
внести изменения в один или несколько транс-
формируемых фрагментов. Этот метод был ис-
пользован для сборки и модификации длинных
геномов ДНК-вирусов: CMV (размер генома
~236 т.п.н.) [92, 93] и вируса простого герпеса
(размер генома ~152 т.п.н.) [94, 95]. Из человече-
ских патогенов из семейства Coronaviridae мето-
дом TAR-клонирования были получены кДНК
геномов MERS-CoV, HCoV-229E, HCoV-HKU1 и
SARS-CoV-2 (табл. 2) [84]. Заметим, что этим ме-
тодом кДНК SARS-CoV-2 была получена всего за
два месяца [84].

Рис. 5. Принцип работы DI-РНК-систем. В зараженных коронавирусом клетках DI-РНК может включаться в вирион
(1), и/или реплицироваться (2), и/или экспрессировать репортерные белки (3) в присутствии вирусных белков, экс-
прессируемых с геномной РНК коронавируса.
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Рис. 6. Схема получения полноразмерной вирусной кДНК с использованием искусственной бактериальной хромосо-
мы (а), метода TAR-клонирования (б), метода in vitro лигирования (в) или с использованием рекомбинантных поксви-
русов (г). CMV – промотор цитомегаловируса; pA – поли(А)-хвост; Rz – рибозим HDV; MCS – полилинкер.
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Инфекционная кДНК, полученная
in vitro лигированием

Еще один подход к получению геномов коро-
навирусов ‒ сборка полноразмерной вирусной
кДНК из фрагментов меньшего размера, которые
фланкированы уникальными сайтами рестрик-
ции. В качестве таких сайтов могут быть исполь-
зованы последовательности, узнаваемые эндо-
нуклеазами рестрикции I или III типа. В послед-
нем случае после лигирования теряются сайты
рестрикции, в связи с чем становится невозмож-
ной дальнейшая модификация уже полученной
кДНК, так как сайт узнавания и сайт внесения
разрыва в случае эндонуклеаз рестрикции III типа
разнесены в пространстве. Для in vitro лигирова-
ния можно использовать как сайты рестрикции,
которые уже существуют в исследуемом геноме,
так и искусственно созданные. В этом случае сай-
ты рестрикции вводят при помощи синонимич-
ных замен, которые не изменяют аминокислот-
ную последовательность вирусных белков. Также
в ходе подготовки кДНК в начало собираемого
таким образом генома вводится последователь-
ность T7-промотора, необходимая для наработки
РНК в бесклеточной системе с использование
T7-РНК-полимеразы [88, 96] (рис. 6в). Получен-
ная геномная РНК доставляется в целевые клетки
трансфекцией или электропорацией, после чего в
них идут процессы вирусной транскрипции и ре-
пликации, а также сборки инфекционных вирус-
ных частиц. К недостаткам этого метода можно
отнести необходимость в некоторых случаях из-
менять нативную нуклеотидную последователь-
ность вирусного генома для введения дополни-
тельных сайтов для эндонуклеаз рестрикции или
для удаления случайных последовательностей
Т7-терминатора, встречающихся в геноме коро-
навирусов. Однако использование эндонуклеаз
рестрикции III типа, которые узнают ассимет-
ричные последовательности ДНК и делают разре-
зы на определенном расстоянии от сайта посад-
ки, позволяет минимизировать необходимость

введения синонимичных замен. Несомненным
плюсом такого подхода считается возможность
фрагментировать вирусный геном таким обра-
зом, чтобы разбить на отдельные фрагменты гены
белков, которые проявляют токсичность при на-
работке в бактериях. С использованием in vitro
лигирования получены полноразмерные кДНК
коронавирусов человека HCoV-NL63 [86], SARS-
CoV-1 [88], MERS-CoV [87] и SARS-CoV-2 [90]
(табл. 2).

Инфекционная кДНК, полученная с использованием 
векторов на основе поксвирусов

Альтернативной стратегий для получения и мо-
дификации инфекционных кДНК может быть ис-
пользование векторов на основе вируса осповак-
цины (сем. Poxviridae). Полноразмерную кДНК
коронавирусов, размер которой порядка 30 т.п.н.,
можно легко нарабатывать в составе генома ви-
руса осповакцины, имеющего экстремально
большой размер (около 200 т.п.н.). В рамках этого
подхода на первом этапе с помощью in vitro лигиро-
вания перекрывающихся фрагментов кДНК коро-
навируса получают полноразмерную кДНК, ко-
торую после стадии очистки встраивают в покс-
вирусный вектор (рис. 6г). Однако в некоторых
случаях возможно клонирование нескольких
больших фрагментов кДНК в отдельные векторы
[85]. Например, в случае получения кДНК SARS-
CoV-1 из восьми исходных фрагментов получили
два поксвирусных вектора, которые содержали в
себе фрагменты 1‒20288 и 20272‒29727 генома
SARS-CoV-1; причем в состав первого вектора
также входила последовательность Т7-промото-
ра. После этого проводили еще одно in vitro лиги-
рование ДНК полученных рекомбинантных ви-
русов с последующей in vitro транскрипцией и
трансфекцией эукариотических клеток нарабо-
танной РНК с целью получения полноценных
инфекционных вирусных частиц SARS-CoV-1
[89]. Введение дополнительного этапа с исполь-

Таблица 2. Способы получения полноразмерных кДНК коронавирусов, способных инфицировать человека

а В квадратных скобках указан первоисточник.

Вирус
Метод получения кДНК

BAC TAR-клонирование лигирование in vitro поксвирусные векторы

HCoV-OC43 + [80]а ‒ ‒ ‒

HCoV-229E ‒ + [84] – + [85]
HCoV-NL63 ‒ ‒ + [86] ‒
HCoV-HKU1 ‒ + [84] ‒ ‒
MERS-CoV + [81] + [84] + [87] ‒
SARS-CoV-1 + [82] ‒ + [88] + [89]
SARS-CoV-2 + [83] + [84] + [90] ‒
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зованием поксвирусных векторов, хотя и услож-
няет описанный подход in vitro лигирования, все
же имеет ряд преимуществ. Так, геномы реком-
бинантных поксвирусов стабильны, эффективно
реплицируются в клеточных культурах, что поз-
воляет преодолеть проблему токсичности некото-
рых коронавирусных последовательностей для
бактерий [97]. Важно также, что есть подходы,
позволяющие эффективно вносить мутации в ге-
ном рекомбинантных поксвирусов с помощью
гомологичной рекомбинации, и это открывает
широкие возможности для модификации изучае-
мых вирусных генов. С использованием рекомби-
нантных поксвирусов получены кДНК коронави-
русов HCoV-229E [85] и SARS-CoV-1 [89] (табл. 2).
Однако этот подход достаточно сложен и, воз-
можно, именно этим можно объяснить отсут-
ствие статей, в которых используются векторы на
основе поксвирусов для получения полноразмер-
ной кДНК SARS-CoV-2.

ПСЕВДОВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ
В качестве альтернативы полноразмерным ви-

русам в исследованиях часто используют так на-
зываемые псевдовирусы. Псевдовирусы, они же
VLP, ‒ это репликативно некомпетентные вари-
анты исходных вирусов. В общем виде псевдови-
русная система состоит как минимум из двух
фрагментов ДНК: один кодирует вирусный ге-
ном, из состава которого удален один или не-
сколько генов важных структурных вирусных
белков, а вместо него встроен репортерный ген,
позволяющий в клетках оценивать эффекты воз-
действий на вирусную репликацию; второй фраг-
мент ДНК кодирует недостающий сегмент гено-
ма. Совместная экспрессия двух фрагментов в
специальных упаковывающих клетках приводит
к сборке вирусных частиц, способных инфициро-
вать целевые клетки и воспроизводить отдельные
этапы жизненного цикла коронавирусов, но
неспособных продуцировать новые вирусные ча-
стицы в трансдуцированных клетках, так как они
содержат в своем составе укороченный геном.
Несомненное и главное преимущество псевдови-
русов заключается в их безопасности: для работы
с ними не требуется специальных разрешений и
соблюдения соответствующих уровней защиты.

Псевдовирусы используют как в фундамен-
тальных, так и в прикладных исследованиях. В
настоящее время уже разработаны противовирус-
ные вакцины на основе VLP (см. в обзоре [98]).
Их также используют в качестве векторов для тар-
гетной доставки лекарств и генной терапии [99], в
качестве положительного контроля в различных
тест-системах для диагностики вирусных инфек-
ций [100], как модели для исследования различ-
ных этапов жизненного цикла вируса в условиях,
приближенных к физиологическим.

Для патогенов из семейства Coronaviridae раз-
работано много разнообразных псевдовирусных
систем. Большая часть работ, в которых исполь-
зуются VLP, посвящена изучению различных ас-
пектов строения коронавирусов, а также меха-
низмов проникновения вирионов в клетку и от-
почковывания от нее. Пионерские исследования
были проведены на MHV [101]. Показано, что для
сборки и эффективного отпочковывания псевдо-
вирусных частиц необходима экспрессия всего
двух вирусных белков: M и E. S-белок, хотя и
включался в состав VLP, не был необходим для
продукции вирусных частиц. Удивительным бы-
ло то, что N-белок не только не влиял на сборку
псевдовирусных частиц, но и не включался в их
состав при коэкспрессии с M- и E-белками [65].
Стоит заметить, что столь необычные результаты
согласуются с данными о том, что сигнал упаков-
ки геномной РНК MHV взаимодействует с M-, а
не с N-белком [64]. VLP также были получены
для HCoV-NL63. Минимальный набор структур-
ных белков для формирования псевдовирусов и в
этом случае включал только M- и E-белки [102]. В
случае SARS-CoV-1 данные о минимальном на-
боре белков для формирования псевдовирусных
частиц весьма противоречивы. Согласно одному
из исследований, для формирования в клетке
псевдовирусных частиц необходима экспрессия
двух белков: M и N. Однако эффективное отпоч-
ковывание псевдовирусов происходило лишь при
коэкспрессии уже трех белков: S, M и N. Белок E,
несмотря на включение в VLP при коэкспрессии
с M- и N-белками, не был необходим для форми-
рования псевдовирусов [103]. Согласно другому
исследованию, для эффективной сборки и отпоч-
ковывания псевдовирусов на основе SARS-CoV-1
необходима экспрессия белков M, E и N [104].
Подобная разница, вероятно, связана с различия-
ми в используемых упаковочных клетках: HEK-293
и Vero E6 соответственно. В случае SARS-CoV-2
для сборки VLP в клетках линии HEK-293T необ-
ходимы белки M, S и E [105]. Интересно, но для
SARS-CoV-2 также наблюдаются различия в
сборке VLP в клетках линий HEK-293T и Vero E6:
при коэкспрессии белков S, E, M и N в клетках
Vero E6 S-белок более эффективно включался в
состав VLP, чем в клетках HEK-293T [106].

Меньшее число работ посвящено созданию
VLP для изучения амплификации и транскрип-
ции РНК коронавирусов. Например, для SARS-
CoV-2 разработана специальная клеточная систе-
ма, которая позволяет исследовать многие фунда-
ментальные аспекты биологии вируса [107]. В
рамках этой работы ген N-белка в геноме SARS-
CoV-2 заменяли на ген зеленого флуоресцентного
белка (GFP). Для сборки VLP N-белок был экс-
прессирован эктопически в клетках-упаковщи-
ках. В результате такого подхода VLP не могут на-
рабатываться в клетках, не экспрессирующих N-
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белок. Культивирование клеток-упаковщиков,
экспрессирующих N-белок, в течение месяца не
приводило к актам рекомбинации, способству-
ющим образованию полноразмерного генома
SARS-CoV-2 и продукции инфекционных виру-
сов, что подтверждает безопасность таких систем.
Тем не менее, были предложены дальнейшие ме-
ры по повышению безопасности созданной псев-
довирусной системы. Для этого ген N-белка “раз-
били” на две части и “разнесли” по разным векто-
рам. Полноценный N-белок образовывался в
результате опосредованного интеином белкового
сплайсинга [107]. Созданные псевдовирусные ча-
стицы могут быть использованы для самого широ-
кого круга задач: фундаментального исследования
биологии SARS-CoV-2, скрининга потенциальных
ингибиторов проникновения, транскрипции и ре-
пликации вируса, создания вакцин и детекции
нейтрализующих антител у пациентов. Благодаря
использованию этой системы, уже удалось многое
узнать о SARS-CoV-2. Так, обнаружено, что N-
белок контактирует с компонентами клеточных
стресс-гранул G3BP1 и G3BP2, а также найдены
потенциальные ингибиторы репликации этого
вируса [107].

Использование псевдовирусов на основе сем.
Coronaviridae имеет важное практическое прило-
жение. Большое число работ посвящено разра-
ботке вакцин на основе VLP [102, 106‒108]. На
основе нейротропного коронавируса HCoV-229E
[109] создан VLP вектор, способный трансдуци-
ровать дендритные клетки человека [110]. РНК
созданного псевдовируса кодирует полный ген
ORF1a/b, а также три репортерных гена, которые
впоследствии можно заменить на целевые. За
счет прерывистой транскрипции все три гена мо-
гут быть экспрессированы в трансдуцированных
клетках. Уникальность созданного вектора за-
ключается в том, что в его состав помещают сразу
несколько репортерных генов и суммарная длина
генома составляет около 6 т.п.н. Однако такая си-
стема имеет и существенный недостаток: помимо
целевых генов происходит экспрессия всего по-
липротеина pp1a/ab, некоторые фрагменты кото-
рого проявляют цитотоксичность [110].

РЕПЛИКОНЫ
Репликоны ‒ это самоподдерживающиеся

РНК, содержащие все регуляторные элементы
вирусного генома. При наличии вирусных не-
структурных белков, обеспечивающих вирусную
репликацию и транскрипцию, с репликонов син-
тезируются новые молекулы РНК [111]. Необходи-
мые неструктурные белки могут быть закодирова-
ны в самом репликоне или экспрессироваться в
клетке с дополнительных векторов. Репликоны не
содержат структурных белков и не продуцируют
инфекционных вирусных частиц, поэтому пред-

ставляют собой безопасную альтернативу полно-
размерным вирусным системам. Часто в составе
репликонов закодированы репортерные гены,
что позволяет относительно легко оценивать эф-
фективность синтеза РНК в соответствующих
условиях. Для изучения отдельных этапов жиз-
ненного цикла коронавирусов, в том числе ре-
пликации генома, транскрипции, трансляции,
хорошо подходят и псевдовирусы, но тем не ме-
нее именно репликоны широко используют в
подобного рода исследованиях, поскольку они на-
много проще в обращении и еще более безопасны,
чем VLP, хотя и менее приближены к условиям
реальной инфекции.

Принципиально все репликоны коронавиру-
сов устроены одинаково: 5′- и 3′-концевые после-
довательности репликонов полностью совпадают
соответственно с 5'- и 3′UTR коронавирусов. При
изучении прерывистой транскрипции внутри ре-
пликона помещают последовательность, соответ-
ствующую межгенному участку исследуемого ко-
ронавируса и регулирующую процесс перескока
RdRp-комплекса [112–118]. Как видно из рис. 7, в
подавляющем большинстве случаев репликоны
содержат большую рамку считывания ORF1a и
1b, которая кодирует неструктурные белки,
участвующие в репликации вирусной РНК, а так-
же последовательность гена белка N, необходи-
мого для эффективного синтеза вирусных РНК
[119, 120]. В состав репликонов на место генов
разных структурных белков вируса часто встраи-
вают гены белков-репортеров. Такие репортеры
находятся под контролем вирусных регуляторных
последовательностей TRS, взятых от генов соот-
ветствующих структурных белков TRS-S (от бел-
ка S), TRS-N (от белка N) и TRS-M (от белка M).
В случае минимальных репликонов (рис. 7з), не
кодирующих pp1a/b и N-белок, вирусные белки,
обеспечивающие репликацию/транскрипцию, не-
обходимо экспрессировать в исследуемых клетках
с дополнительных векторов.

Репликоны часто используются для высоко-
производительного скрининга ингибиторов ви-
русной репликации и транскрипции [81, 112, 113,
115, 117, 118, 121–125]. Репликоны на основе
SARS-CoV-1 нашли применение при тестирова-
нии ингибиторов вирусных протеаз 3CLpro и PLpro,
хеликазы и сдвига рамки считывания при транс-
ляции [126–128]. При проведении скрининга в
некоторых исследованиях получали стабильные
репликонсодержащие клеточные линии, для чего
помимо репортерных генов в репликон встраива-
ли ген устойчивости к антибиотику ‒ чаще всего
к бластицидину и зеоцину [115, 123]. С помощью
репликонов удобно оценивать влияние экспрес-
сии различных белков на процессы репликации и
транскрипции вирусного генома. Использование
репликонов позволяет достоверно показать, что
тот или иной эффект на жизненный цикл вируса
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Рис. 7. Основные структурные элементы репликонов коронавирусов. а ‒ Схема строения генома SARS-CoV-2 (при-
ведена в качестве референсной структуры). б‒з ‒ Структура различных репликонов [112–118]; в репликоне всегда за-
кодированы регуляторные элементы (5'UTR, 3'UTR, TRS), компоненты pp1a/b отсутствуют только в составе мини-
мальных репликонов (з) [118]. Тело репликона может находиться под контролем либо T7-промотора, либо клеточного
промотора. В первом случае можно проводить как in vitro транскрипцию с последующей трансфекцией клеток нара-
ботанной РНК, так и трансфицировать клетки ДНК-конструкцией при параллельной экспрессии T7 РНК-полимера-
зы [112–118]. На схеме буквами указаны кодируемые белки. Красной чертой обозначены TRS. GFP – зеленый флуо-
ресцентный белок; LUC – люцифераза; BSD – белок устойчивости к бластицидину; NEO – белок устойчивости к
неомицину; IRES – участок внутренней посадки рибосомы.
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связан именно с влиянием на процессы реплика-
ции/транскрипции, а не сборки и отпочковыва-
ния вириона. Например, с помощью репликонов
J.-M. Wang и соавт. [117] показали, что для эффек-
тивной репликации РНК SARS-CoV-1 необходи-
ма экспрессия NSP16, но не NSP1 и NSP2. А не-
давно Y. Luo и др. [118] обнаружили, что в присут-
ствии продукта экспрессии с ORF6 значительно
повышается эффективность репликации РНК
SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном обзоре мы попытались си-

стематизировать данные по разработанным к на-
стоящему времени генно-инженерным системам
для изучения патогенов человека из семейства
Coronaviridae. Для каждого подхода приведены
примеры возможного использования, обозначе-
ны достоинства и недостатки каждой системы.
Мы не можем претендовать на полный охват всех
используемых для изучения коронавирусов си-
стем и полученных с их помощью результатов,
поскольку исследования коронавирусов, и в
первую очередь SARS-CoV-2, активно развивают-
ся во всем мире и каждый день появляются новые
данные по механизмам патогенеза новой корона-
вирусной инфекции, ингибиторам репликации
SARS-CoV-2, разрабатываемым лекарственным
средствам и вакцинам. Надеемся, что приведен-
ные в обзоре данные заинтересуют тех, кто зани-
мается исследованием коронавирусов, и сориен-
тируют их в выборе именно той системы, кото-
рая подходит для решения конкретной научной
задачи.

Работа поддержана грантом РФФИ № 20-04-
60216_вирусы.
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GENETIC ENGINEERING SYSTEMS FOR STUDYING HUMAN VIRAL 
PATHOGENS FROM THE CORONAVIRIDAE FAMILY

S. О. Galkin1, 2, А. N. Аnisenko1, 2, 3, О. А. Shadrina2, 3, and M. B. Gottikh2, 3, *
1 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

2 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
3 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: gottikh@belozersky.msu.ru

The worldwide pandemic of the infectious disease, COVID-19, caused by the previously unknown Betacoro-
navirus SARS-CoV-2 made it extremely urgent to develop simple and safe cellular systems for studying the
pathogenesis of this viral infection. These systems ideally should allow manipulations with the virus genome
as well as high-throughput screening of potential inhibitors of this virus. In this review, we tried to summarize
the currently existing data on genetic engineering systems for the study of not only SARS-CoV-2, but also other
viruses from the Coronaviridae family. In addition, the review briefly provides basic information about the
structure and life cycle of these viruses.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, replicon, pseudovirus
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