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ПОЛУЧЕНИЕ ФРАГМЕНТА ГЕНОМА ВИРУСА ДИАРЕИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
Вирус диареи крупного рогатого скота – экономически важный патоген, инфицирующий главным образом животных из 

подотряда жвачных. Проанализированы последовательности геномов 89 штаммов вируса диареи крупного рогатого скота 
(1-го и 2-го типов) из базы данных нуклеотидных последовательностей GenBank. На основе результатов множественного вы-
равнивания последовательностей геномов отобранных штаммов по программному алгоритму Clustal Omega построена консен-
сусная последовательность генома, на базе которой разработана пара вырожденных праймеров, использованных в работе для 
амплификации области генома вируса из образца лиофилизированной коммерческой вакцины. Поскольку целевой фрагмент 
является весьма вариабельной последовательностью, в конструкции праймеров использована технология LNA-нуклеотидов 
для повышения их сродства к матрице. Амплифицированный фрагмент генома был клонирован в векторе pUC18 и секвени-
рован. Результаты анализа сиквенса подтвердили принадлежность клонированной последовательности к геному  BVDV 2-го 
типа и наличие фрагмента открытой рамки трансляции, кодирующего гликопротеин Е2 внешней оболочки вириона.
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Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is the denomination of an economically important pathogen that primarily infects ruminants. 

A group of 89 bovine viral diarrhoea virus strain genomes (type 1 and 2) from the GenBank sequence database were analyzed to obtain 
a BVDV genome consensus by means of the multiple sequence alignment tool using Clustal Omega algorithm. Based on the consen-
sus built two degenerate primers were constructed to isolate from the commercial lyophilized vaccine sample the genome part coding 
BVDV envelope glycoprotein E2. The LNA technology was used to generate the cloning primer pair, because of the high variability of 
the sequence to be cloned. The amplifi ed fragment was ligated into the cloning pUC18 vector and sequenced. The strain was conсluded 
to belong to the BVDV type 2 genotype based on the high sequence similarity to this type of virus.

Key words: BVDV; PCR; primer; cloning; sequencing; pUC18.

Вирусная диарея крупного рогатого скота (КРС) – инфекционное заболевание, вызываемое гетеро-
генной группой вирусов BVDV (Bovine Viral Diarrhoea Virus) из рода Pestivirus и семейства Flaviviri-
dae [1]. В настоящее время на основе генетических и серологических исследований в данной группе 
выделяют два вида – BVDV-1 и BVDV-2 [2, 3], каждый из которых в зависимости от оказываемого 
литического действия на инфицированную клетку может быть представлен цитопатогенным либо не-
цитопатогенным вариантом [4]. На молекулярно-биологическом уровне данные различия обусловлены 
рекомбинационными либо мутационными процессами в геноме вируса, которые изменяют характер 
экспрессии закодированных белковых последовательностей, что (по не до конца изученному меха-
низму) приводит к конверсии нецитопатогенного фенотипа в цитопатогенный вариант [5]. Наиболее 
опасная ситуация для популяции – появление носителей персистирующей инфекции, которые в самых 
тяжелых случаях составляют 1–2 % особей стада, при этом 60–80 % особей оказываются серопозитив-
ными, в связи с этим вирусы группы BVDV – это экономически важные патогены КРС, причиняющие 
значительные убытки в животноводстве по всему миру [6].

Геном BVDV представлен смысловой цепью РНК длиной около 12,3 тыс. нуклеотидов, которая явля-
ется одной огромной открытой рамкой трансляции (ОРТ), фланкированной нетранслируемыми участка-
ми с регуляторными элементами. ОРТ в типичном случае кодирует гипотетический полипротеин около 
3900 аминокислотных остатков, который преобразуется ко- и посттрансляционно в 11–12 полноценных 
белков, поддерживающих жизненный цикл вируса [5]. Вирион BVDV размером 40–60 нм представляет 
собой нуклеокапсид (из белка С) с заключенной внутри геномной РНК, окруженный липидной обо-
лочкой со структурными вирусными гликопротеинами Еrns, Е1 и Е2 [5]. Наибольший интерес представ-
ляет гликопротеин Е2, поскольку согласно исследованиям именно он является иммунодоминантным 
антигеном в структуре вириона, обеспечивающим образование сильных нейтрализующих антител [7]. 
Поэтому целью данной работы стала разработка системы амплификации и клонирования фрагмента 
открытой рамки трансляции генома BVDV, кодирующего гликопротеин Е2 внешней оболочки вириона, 
для дальнейшего изучения потенциала данного белка в качестве компонента диагностических систем 
и вакцинных препаратов.

Материал и методика
Бактериальные штаммы, плазмиды и праймеры
Бактерии штамма E. coli XL-1 Blue (F´::Tn10 proA+B+ lacIq Δ(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) 

thi hsdR17 (rk
– mk

+) glnV44 relA1 lac) из коллекции кафедры молекулярной биологии биологического 
факультета БГУ использовали для клонирования рекомбинантных векторов. 

Вектор pUC18 (Apr, lacPOZ´) использовали для клонирования амплифицированной области генома 
BVDV, кодирующей гликопротеин Е2, а также с целью секвенирования нуклеотидной последователь-
ности полученной вставки.

Для выделения РНК использовали ряд образцов, предоставленных Учреждением образования 
«Витебская ордена “Знак Почета” государственная академия ветеринарной медицины» (УО ВГАВМ), 



Биология

59

в частности группу образцов на основе производственного вакцинного штамма BVDV (инфицирован-
ные клетки линии MDBK и вирусный супернатант, собранные через 24–48 ч после инфекции, свежие 
либо однократно замороженные; лиофилизат вирусного супернатанта), а также коммерческую лиофи-
лизированную вакцину Бови-Шилд Голд FP5 фирмы Pfi zer (серия А063379В от 12-2010).

В качестве положительного контроля реакции обратной транскрипции брали тотальную РНК, выде-
ленную из клеток линии СПЭВ, и соответствующие праймеры к глицеральдегидфосфат-дегидрогеназе, 
обозначенные в приведенной ниже таблице как GAPDH-F и R.

Сконструированные праймеры F-BVDV-LNA, R-BVDV-LNA, GAPDH-F и GAPDH-R синтезиро-
ваны фирмой «Праймтех» (Беларусь), основные их характеристики приведены в таблице (размеры 
ожидаемых ампликонов указаны приблизительно и в зависимости от конкретного генотипа могут раз-
личаться по длине на несколько нуклеотидов). В соответствии с общепринятым международным обо-
значением знак «+» стоит перед LNA-нуклеотидами.

Основные параметры разработанных праймеров

Праймер Сиквенс 5´→3´ Размер, нт Вырожденность GC, % Ампликон, п. о.

F-LNA GTCTGYAT+AAGACCRG+AYTGGTGGCC 26 8 55,8
~ 1393

R-LNA CCG+TGTG+TYARCAART+TGCCYATCAT 26 16 46,2
GAPDH-F CCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC 29 0 58,6

~ 590
GAPDH-R GGCCCTCGGACGCCTGCTTCACCAC 25 0 72,0

Генно-инженерные методики и ферменты
Тотальную РНК из образцов клеток, лиофилизата или преципитата вирусного супернатанта выделя-

ли с помощью реактива TRI Reagent® (Sigma) в соответствии с инструкцией производителя. Качество, 
чистоту и концентрацию выделенной РНК определяли с помощью спектрофотометрии (при длинах 
волн 230, 260, 280 и 325 нм) [8] и модифицированного денатурирующего электрофореза в агарозном 
геле с использованием ТАЕ-буфера [9].

Вирусный преципитат получали по методике осаждения вирусов полиэтиленгликолем (молекуляр-
ная масса 6000), описанной для семейства Togaviridae [10], в связи с идентичными физико-химически-
ми свойствами их вирионов с BVDV семейства Flaviviridae.

Для изучения термодинамических параметров конструируемых праймеров использовали программ-
ное обеспечение OligoAnalyzer 3.1 фирмы Integrated DNA Technologies и ряд приложений на сервере 
DINAmelt [11].

Проведение Ca2+-зависимой трансформации и электрофорез ДНК осуществляли в соответствии с 
общепринятыми экспериментальными протоколами [12]. В работе были использованы ферменты и бу-
ферные системы фирмы ThermoScientifi c, в частности для реакции обратной транскрипции (ОТ) исполь-
зовали фермент RevertAidTM Premium Reverse Transcriptase (с праймером R-BVDV), для полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) – фермент Pfu DNA Polymerase. Все ферментативные реакции осуществляли в 
соответствии с инструкциями производителя. ПЦР проводили с использованием программируемого 
амплификатора Veriti™ фирмы Applied Biosystems. Параметры циклов амплификации: первичная дена-
турация – 1 мин при 94 °С, затем 30 циклов: денатурация – 15 с при 94 °С, отжиг праймеров – 30 с при 
68 °С, элонгация – 3 мин при 72 °С, заключительная полимеризация – 10 мин при 72 °С. Секвенирова-
ние фрагмента генома BVDV, клонированного в составе вектора pUC18, осуществляла фирма Integrated 
DNA Technologies с помощью стандартных праймеров к данному вектору.

Процедуру очистки ДНК от ферментов и солей после этапов амплификации, лигирования, рестрик-
ции и электрофореза осуществляли с помощью набора реактивов QIAquick Gel Extraction Kit фир-
мы Qiagen, рекомбинантную векторную ДНК выделяли из клеток E. coli с использованием реактивов 
QIAprep Spin MiniPrep Kit фирмы Qiagen.

Компьютерную обработку данных и множественное выравнивание последовательностей геномов 
BVDV производили при помощи программного обеспечения Clustal Omega (версия 1.2.0), параметры 
выравнивания выставлялись по умолчанию.

Результаты и их обсуждение
При разработке схемы клонирования отсутствовала достоверная информация о конкретном типе 

вируса BVDV в доступных источниках матрицы, поэтому было решено сконструировать праймеры, по-
зволяющие относительно эффективно амплифицировать требуемый фрагмент из геномов обоих типов. 
Для этого отбирались последовательности 89 полных геномов преимущественно нецитопатогенных 
штаммов вируса BVDV 1-го и 2-го типов, размещенных в базе данных нуклеотидных последовательно-
стей GenBank. После множественного выравнивания полученной группы сиквенсов по программному 
алгоритму Clustal Omega построили консенсусную последовательность генома BVDV, на основании 
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которой выбрали два относительно консервативных участка, максимально приближенных к области, 
кодирующей гликопротеин Е2 внешней оболочки вириона. В пределах данных участков подбирали 
пару праймеров для амплификации целевого фрагмента по очевидным причинам, 3´-концы праймеров 
располагались в наиболее консервативных группах оснований. В части позиций допускалось вырож-
дение в соответствии со структурой матричной последовательности (см. таблицу, вырожденные осно-
вания обозначены латинскими буквами согласно правилам ИЮПАК). Чтобы свести вырожденность к 
минимуму и тем самым повысить эффективную концентрацию праймеров в процессе амплификации 
мишени, при наличии нуклеотидных замен в какой-либо позиции области отжига праймера менее чем в 
10 % всех проанализированных последовательностей, использовался наиболее распространенный ну-
клеотид. Таким образом, допускалась возможность того, что часть оснований праймера окажется неком-
плементарной матрице, при этом количество потенциально неспаренных оснований в одном праймере 
в худшем случае не превышало двух, и они располагались преимущественно в 5´-половине праймеров 
(или не ближе 5 нуклеотидов от 3´-конца). В участках расположения инвариантных оснований для 
повышения эффективности и специфичности реакции амплификации использовали LNA-нуклеотиды, 
размещенные в соответствии с приведенными в литературе рекомендациями [13, 14] и таким образом, 
чтобы по возможности не участвовать в образовании нежелательных вторичных структур или диме-
ров праймеров. Для учета влияния нуклеотидов LNA на конечную температуру отжига праймеров ис-
пользовались термодинамические параметры, приведенные на сайте фирмы Exiqon [15, 16]. Расчетный 
диапазон температур отжига полученной смеси праймеров составил 55–65 °C, максимальная темпера-
тура плавления вероятного димера 25 °C, максимальная температура плавления возможной вторичной 
структуры 62,4 °C, что может понизить эффективность отжига для части праймеров, однако вторичных 
самокомплементарных структур, потенциально способных к элонгации, обнаружено не было.

В качестве источника матрицы для реакции обратной транскрипции использовалась тотальная РНК 
из ряда образцов, которые можно условно разделить на две группы. К первой группе относятся эле-
менты производства вакцинного препарата из УО ВГАВМ – инфицированные штаммом BVDV клетки 
линии MDBK, лиофилизированный вирусный супернатант либо вирионы, осажденные из вирусного 
супернатанта с помощью полиэтиленгликоля. Ко второй группе относятся коммерческие вакцины, в 
частности Бови-Шилд Голд FP5 фирмы Pfi zer. 

Несмотря на сопоставимое качество всех образцов выделенной РНК, которое косвенно и в опре-
деленной степени субъективно оценивалось по данным спектрофотометрии и электрофореза в дена-
турирующих условиях на основании таких критериев, как концентрация, чистота (отсутствие приме-
сей белков или органических растворителей фенольного ряда) и целостность молекулы РНК, рабочая 
кДНК-матрица была получена только из пробы лиофилизированной вакцины Бови-Шилд Голд FP5. 
Результаты амплификации различных образцов приведены на рисунке (фрагмент а). Возможными при-
чинами отсутствия амплификации в остальных образцах могут быть низкое качество использованной 
пробы или выделенной матрицы РНК, неоптимальная конструкция праймеров, а также, поскольку ис-
пользуемый для производства вакцины штамм является цитопатогенным биотипом вируса BVDV, не 
исключается возможность генетической перестройки его генома, препятствующей образованию требу-
емой матрицы.

Для оптимизации реакции амплификации целевого фрагмента генома BVDV проверялся широкий 
температурный диапазон отжига 40–72 °C, различная концентрация праймеров (0,25–2,0 мкМ), разное 
соотношение реакционной смеси обратной транскрипции (матрицы) к ПЦР смеси, а также некоторые 
добавки, способные повысить качество и эффективность синтеза целевого фрагмента (глицерин и бы-
чий сывороточный альбумин (БСА)). Оптимизация проводилась только по отношению к матрице кДНК 
Бови-Шилд Голд FP5 с целью определения условий реакции, позволяющих наработать достаточное 
для клонирования количество нужного фрагмента. Наибольшее влияние на выход целевого продукта 
оказала температура отжига (лучшее соотношение количества целевого продукта к неспецифическим 
продуктам реакции наблюдалось при 68 °C) и концентрация праймеров (влияет, главным образом, на 
количество продукта, оптимальное значение 1 мкМ). В меньшей степени имеет значение соотноше-
ние объемов ОТ смеси к ПЦР смеси (наблюдается выраженное ингибирование реакции амплификации 
компонентами ОТ смеси в случае добавления более 1 мкл матрицы на каждые 25 мкл ПЦР смеси; как 
правило, использовалось 0,5 мкл ОТ смеси к 25 мкл ПЦР смеси). Добавление в смесь БСА (до концен-
трации 10–50 мкг/мл) или глицерина (до концентрации 1–5 %) не оказало заметного влияния. Результа-
ты оптимизации реакции амплификации для матрицы кДНК FP5 приведены на рисунке (фрагмент б). 

Клонирование амплифицированного фрагмента в вектор pUC18 проводили по тупым концам, обра-
зованным рестриктазой SmaI со стороны вектора и полимеразой Pfu со стороны вставки. Перед ампли-
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фикацией праймеры были фосфорилированы с помощью полинуклеотидкиназы фага Т4, а разрезанный 
вектор дефосфорилировался щелочной фосфатазой, таким образом повышалась вероятность получе-
ния рекомбинантных молекул после лигирования. Положительные клоны – трансформанты штамма 
E. coli XL1-Blue – отбирались на селективной среде X-gal/ИПТГ. После проведения дополнительного 
ПЦР-скрининга на наличие вставки в векторе pUC18 с помощью стандартных коммерческих прайме-
ров векторная ДНК одного из положительных клонов выделялась и в дальнейшем использовалась для 
секвенирования вставки.

По результатам секвенирования было сделано заключение, что клонированная последовательность 
принадлежит вирусу BVDV 2-го типа. Уровень гомологии с полноразмерными геномами вируса 2-го 
типа находится в диапазоне 89–98 % на значительном протяжении последовательности (более 77 %), 
наиболее близкородственные штаммы (97–98 % гомологии) представлены в США и Канаде. Для вируса 
1-го типа гомология находится на уровне 66–70 % на отрезках, составляющих 55–96 % размера после-
довательности. 

Результаты секвенирования клонированного фрагмента генома BVDV помещены в базу данных ну-
клеотидных последовательностей GenBank (№ KJ146971).

Таким образом, осуществлено клонирование и секвенирование фрагмента генома BVDV 2-го 
типа, кодирующего ген гликопротеина Е2 внешней оболочки вириона, сиквенс фрагмента отправлен 
в базу данных нуклеотидных последовательностей GenBank. Данная работа является базой для даль-
нейшего изучения возможности гетерологичной экспрессии рекомбинантного белка Е2 в штаммах 
E. coli и перспективы его использования в качестве компонента диагностических систем и вакцин-
ных препаратов. 
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УДК 556.55(476)

Б. П. ВЛАСОВ

ОСОБЕННОСТИ УНИКАЛЬНЫХ ОЗЕР БЕЛАРУСИ КАК ФОРМИРУЮЩАЯ ОСНОВА 
РЕСУРСОВ РЕЛИКТОВЫХ ВИДОВ ISOËTES LACUSTRIS L. И LOBELIA DORTMANNA L.
Определен характер распространения исчезающих реликтовых видов Isoëtes lacustris L. и Lobelia dortmanna L. в уникаль-

ных озерах Беларуси и зависимость состояния популяций от параметров среды произрастания.
Анализ опирается на данные многолетних натурных наблюдений. Исследованы морфометрические, физико-химические 

параметры озер, видовой состав растений, площадь и глубина произрастания, биомасса, ярусность, встречаемость, обилие и 
частное проективное покрытие видов. 

Анализ показал существование обратной зависимости развития видов и следующих параметров среды: активной реакции 
рН воды, концентрации общего фосфора, азота нитритного, перманганатной и бихроматной окисляемости, на основании ко-
торого были выделены две группы озер. Оптимальные ценотические и экологические условия характерны для ацидотрофных 
озер с песчаными водосборами, покрытыми лесом и верховыми болотами, низкими показателями минерализации воды, рН, 
цветности, содержания биогенных элементов и с высокой прозрачностью воды. В таких озерах формируются продуктивные 
заросли и «подводные луга» исследованных видов.

В результате исследования определены угрозы существованию исчезающих видов и предложены меры по организации 
мониторинга и созданию природных резерватов для сохранения видов.

Ключевые слова: уникальные озера; реликтовые виды; параметры среды.
Оf this study was to establish the character of distribution of endangered relict species Isoëtes lacustris L. and Lobelia dortman-

na L. in unique lakes of Belarus and the status of its populations, depending on the parameters of environment.
Analysis is based on the long-term fi eld observations. Investigated parameters include: morphometric, physico-chemical param-

eters of lakes, plant species composition, area and depth of growth, biomass, stratifi cation, the occurrence, abundance and projective 
cover degree of the species.

The analysis has revealed the existence of an inverse relationship of species development and the following parameters of the 
environment: the active reaction of water pH, the concentration of total phosphorus, nitrite nitrogen, permanganate and bichromate 
oxidizability, based on which it was selected two groups of lakes. Optimal cenotical and environmental conditions were typical for 
acidotrophic lakes with sandy watershed covered with forest and bogs, low-salinity water, pH, color, nutrient content, high water trans-
parency. In such lakes the productive thickets and «underwater meadows» of studied species are formed.

The study allows determining the threats to the existence of endangered species for the propose of arrangement of monitoring and 
creation of natural reserves for the conservation of species.

Key words: unique lakes; relict species; environment characteristics.

Среди огромного многообразия озер Беларуси выделяется группа водоемов, которые служат места-
ми произрастания реликтовых видов водных растений – лобелии Дортмана (Lobelia dortmanna L.) и 
полушника озерного (Isoëtes lacustris L.). Виды относятся к редким, бореальным, амфиатлантическим 
и произрастают на ограниченных площадях в озерах Северной Америки, Северной, Центральной и 
Восточной Европы. На территории Беларуси места произрастания видов находятся за юго-восточной 
границей ареала в островных локалитетах. Виды относятся к 1-й (Lobelia dortmanna L.) и 3-й (Isoëtes 
lacustris L.) категории охраны, включены в Красную книгу Республики Беларусь (1981, 1993, 2005).


