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Глава 3

МОЛЕКУЛЯРНАЯ  БИОЛОГИЯ  И  ГЕНЕТИЧЕСКАЯ  
ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ  ВИРУСА  КЛЕЩЕВОГО  ЭНЦЕФАЛИТА

С.Е. Ткачев

Морфология вирионов вируса клещевого энцефалита

Представители семейства Flaviviridae, к которым относится вирус клещево-
го энцефалита (ВКЭ), являются цитоплазматическими вирусами, и процесс их 
внутриклеточного развития протекает в цитоплазме зараженных клеток с уча-
стием вирусных и клеточных ферментов. Вирионы ВКЭ имеют молекулярную 
массу 2,63 × 104 кДа. Это сферические частицы диаметром 50 нм [1, 2], с элек-
тронноплотной сердцевиной (нуклеокапсидом), окруженной белково-липид-
ной оболочкой, причем содержание липидов в  вирионах составляет 10–20% 
от общей массы вириона [3]. Так как созревание и  сборка вирионов флави-
вирусов происходят на мембранах ЭПР, состав липидов оболочек вирионов 
имеет сходство с составом липидов внутренних мембран [4]. В составе оболоч-
ки вирионов флавивирусов присутствуют два белка: белок М c молекулярной 
массой 7–9 кДа и гликопротеин Е c молекулярной массой 51–59 кДа, которые 
закреплены в  бислое липидов с  помощью трансмембранных гидрофобных 
участков-«якорей» [5]. Различают две формы вирионов – незрелую и зрелую 
(рис. 1), отличающиеся между собой наличием белков prM и M, соответствен-
но, при этом белок prM является предшественником белка M и протеолити-

чески расщепляется в  процессе 
созревания вирионов [6]. Ну-
клеокапсид представляет собой 
комплекс белка C с  геномной 
одноцепочечной РНК. По дан-
ным электронной микроскопии, 
диаметр нуклеокапсида флави-
вирусов составляет 20–30 нм, 
а  толщина вирусной оболочки 
6–10 нм [7]. Этот комплекс до-
статочно прочен, в  то время как 
прочных контактов между белка-
ми оболочки вирионов и нуклео-
капсидом обнаружить не удалось 
[8–10].

Незрелый вирион Зрелый вирион

prM
E

M
E

Нуклеокапсид (С)

Рис. 1. Схема строения незрелого и зрелого 
вирионов флавивирусов [1]
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Недавно была определена структура очищенных частиц ВКЭ при разреше-
нии 3,9 Å с  использованием реконструкции изображения, полученного при 
криоэлектронной микроскопии [5]. Исследование показало относительно глад-
кую внешнюю поверхность вириона, и что белки E и M организованы аналогич-
но таковым у других флавивирусов. Поверхность вириона покрыта небольшими 
выступами, образованными гликанами, прикрепленными к молекулам белка E.

Организация генома вируса клещевого энцефалита

Геном ВКЭ представлен одноцепочечной «плюс»-РНК длиной около 
10,5  тысяч нуклеотидов и  состоит из 5ʹ- и  3ʹ- некодирующих областей и  ко-
дирующей области между ними (рис. 2) [11]. На 5ʹ-конце генома флавивиру-
сов располагается кэп I типа m7GpppAmpN1pN2 [10, 12]. Ранее считалось, что 
РНК некоторых штаммов ВКЭ содержит полиА-тракт на 3ʹ-конце, но позже 
было показано, что данный фрагмент является внутренней частью вариабель-
ного участка 3ʹ-некодирующей области генома [13, 14].

Рис. 2. Схема организации генома вируса клещевого энцефалита
Прямоугольниками обозначена кодирующая часть генома с  обозначением генов. Сверху 

указана шкала с длиной в нуклеотидных остатках

0 2 4 6 8 10 kb

5' 3'

C
prM

M

E NS1

NS2A NS4ANS2B NS4B

NS3 NS5

Длина 5ʹ-некодирующей области РНК ВКЭ составляет около 130 нуклео-
тидов, а  3ʹ-некодирующей области – 350–750 нуклеотидов [13–16]. Размеры 
и последовательности этих районов варьируют среди различных штаммов ВКЭ,  
однако они имеют выраженную вторичную структуру, которая, возможно, игра-
ет роль cis-элемента при репликации или трансляции геномной РНК или ее 
упаковке в вирион [17–19]. Также считается, что один из механизмов адаптации 
репликации вируса в различных хозяевах может быть связан со вторичной струк-
турой 5ʹ- и 3ʹ-некодирующих областей, которые взаимодействуют друг с другом 
и участвуют в циркулизации генома, требуемой для репликации [20–22].

На рис. 3 [23] показаны важные элементы вторичной структуры 5ʹ-некоди-
рующей области генома ВКЭ: Y-образная структура (Y-shapedstructure), 2 обла-
сти консервативных последовательностей (CS) и кодон инициации трансляции 
[17, 24, 25]. Считается, что Y-образная структура служит промотором для вирус-
ной РНК-полимеразы [26]. Фрагменты CS A и CS B вместе с соответствующи-
ми участками в 3ʹ-некодирующей области необходимы для циклизации генома 
и формирования структуры «сковорода с ручкой» («panhandle») [24].
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При анализе последовательностей 5’-некодирующих областей ВКЭ, выяв-
ленных в клещах I. ricinus на территории Швейцарии и в клещах I. persulcatus 
и I. pavlovskyi на территории Западной Сибири, была выявлена высокая вариа- 
бельность определенных участков, которые ответственны за взаимодействие 
с вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразой и, вероятно, за адаптацию ви-
руса к различным хозяевам [23, 27].

В 3ʹ-некодирующей области генома гетерогенность по длине наблюдалась 
в вариабельном районе, следующем за стоп-кодоном, в то время как 350 нуклео- 
тидов на 3ʹ-конце формировали высококонсервативный участок, содержащий 
несколько потенциально важных мотивов и элементов вторичной структуры. 
Также в  последовательностях 3ʹ-некодирующих областей различных флави-
вирусов, переносимых клещами, были выявлены короткие прямые повторы 
длиной около 25–70 нуклеотидов [13, 14, 17]. При исследованиях зависимо-
сти влияния строения 3ʹ-некодирующей области на биологические свойства 
вируса было показано, что корреляции между длиной этого участка генома 
и титрами гемагглютинации не было найдено, тем не менее для штаммов ВКЭ 
с короткими (менее 200 нуклеотидных остатков) последовательностями 3ʹ-не-
кодирующей части геномов инкубационный период при заражении вирусом 
мышей-сосунков существенно удлинялся [28].

Кодирующая часть геномной РНК ВКЭ содержит одну открытую рамку 
считывания, которая начинается с инициирующего AUG кодона (позиция ну-
клеотидов 133–135), заканчивается стоп-кодоном UAA (10375–10377 нуклео- 
тиды) и  кодирует полипротеин-предшественник длиной 3412 аминокислот-
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Рис.  3. Предсказанная вторичная структура генома ВКЭ, вычисленная с  помощью 
программы MFold [23]
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ных остатков (для штамма Софьин) [11]. В  основном длина кодируюшей об-
ласти генома ВКЭ является одинаковой для всех известных штаммов вируса, 
хотя были описаны единичные штаммы дальневосточного субтипа ВКЭ, име-
ющие короткие делеции в  кодирующей области генома [29]. Гены структур-
ных белков C, prM и E находятся в 5ʹ-концевой четверти генома, в то время 
как в 3ʹ-концевой части генома расположены гены неструктурных белков NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B и NS5 (рис. 2).

Молекулярно-генетическая характеристика белков ВКЭ

Процессинг полипротеина

После процесса трансляции вирусной РНК на клеточных рибосомах по-
липротеин подвергается ко- и посттрансляционному процессингу вирусными 
и клеточными протеазами с образованием индивидуальных структурных и не-
структурных вирусных белков [6, 30]. Так, в цистернах эндоплазматического 
ретикулума процессинг полипротеина происходит с участием клеточных про-
теаз (сигналаз) с образованием N-концов белков prM, E, NS1 и NS4B, и там же 
происходит расщепление между белками NS1 и NS2A с помощью невыявлен-
ной клеточной протеазы (рис.  4) [6, 31]. Процессинг других флавивирусных 
белков происходит в  цитоплазме под действием вирусной протеазы – ком-
плекса белков NS2B/NS3 [32–34]. Также при созревании вирионов в процессе 
перемещения через эндоплазматическую сеть и аппарат Гольджи гликопроте-
ин prM дополнительно гидролизуется фурином (сериновой протеазой клеток, 
расположенной в аппарате Гольджи) с образованием белка М [6, 35, 36].

Рис. 4. Схема ко- и посттрансляционного процессинга полипротеина флавивирусов [6]. 
Стрелками указаны клеточные и вирусные протеазы
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Структурные белки вириона

Белок капсида C.
Белок С имеет молекулярную массу около 12–15 кДа [9, 30] и является од-

ним из наиболее вариабельных белков флавивирусов [11]. Множество его ко-
пий в виде димеров и одна копия геномной вирусной РНК образуют нуклео- 
капсид [37–39]. На C- и N-концах белка находятся участки, обогащенные по-
ложительно заряженными остатками основных аминокислот (до  20–25%), 
вероятно, необходимых для взаимодействия с  вирусной РНК при формиро-
вании нуклеокапсида вириона [30, 40]. В центральной части белка содержится 
кластер незаряженных аминокислотных остатков, который, по всей видимо-
сти, играет важную роль в сборке и формировании вирионных частиц и обе-
спечивает связь нуклеокапсида с липопротеиновой оболочкой вириона [41].

Незрелая форма белка С содержит полипептид CTHD (С-tеrminаl hydrophobic 
domain), состоящий из 20 а. о. Было обнаружено, что в ходе процессинга по-
липротеина он отщепляется клеточной сериновой протеазой (рис.  4) [42].  
Было показано, что модификация сайтов протеолиза в этом районе может вли-
ять на скорость созревания вирусных частиц в инфицированных клетках.

До недавнего времени считалось, что у  различных штаммов ВКЭ длина 
белка C является неизменной. Тем не менее при исследованиях штаммов, вы-
деленных из крови людей с  бессимптомным (инаппарантным) течением за-
болевания, в  позиции 111 а. о. полипротеина была обнаружена делеция [29]. 
Ранее экспериментально было установлено, что после внесения в последова-
тельность белка С делеций возможно получить жизнеспособный вирус со сни-
женной нейроинвазивностью и нейровирулентностью [40, 43–46]. Обширные 
делеции в белке C нарушают процесс сборки инфекционных вирусов и при-
водят к  значительному снижению продукции вируса в  клеточной культуре, 
в результате чего из клетки выходят бескапсидные неинфекционные вирусные 
частицы [40]. Тем не менее жизнеспособность вируса может быть восстановле-
на при спонтанном появлении дополнительных (secondsite) мутаций [40–45].

Мембранный белок M.
Белок М имеет молекулярную массу около 8 кДа и образуется путем про-

теолитического расщепления клеточными протеазами своего предшественни-
ка-полипептида prM, следующего в полипротеине после белка C [30, 35, 47, 48]. 
Было показано, что вариабельность последовательностей белка M для различ-
ных видов флавивирусов составляет 70–80% [11]. N-конец белка prM содержит 
сайты гликозилирования и шесть консервативных остатков цистеина, форми-
рующих три внутримолекулярных S-S мостика [48, 49].

На первых стадиях сборки в клетке вирион существует в виде внутрикле-
точной незрелой вирусной частицы, содержащей белок-предшественник prM, 
заякоренный С-терминальным концом в вирусной мембране и формирующий 
гетеродимерный комплекс с белком оболочки вириона E в соотношении 1 : 1  
[6, 47, 48, 50–52]. Совместный синтез белков prM и Е необходим для правиль-
ного сворачивания, ориентации в  пространстве, ассоциации с  мембраной 
и  эффективной секреции белка E флавивирусов, так как одной из функций 
белка prM является защита белка E от необратимых конформационных из-
менений во время транспорта гетерокомплекса prM-E через ЭПР и  аппарат 
Гольджи (АГ) [47, 48, 51–53]. Созревание неинфекционных вирусных частиц 
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происходит в компартментах АГ в результате процессинга белка prM клеточ-
ной сигналазой (фурином) (рис. 4), при котором в составе вириона остается 
его С-конец (белок M) [54, 55]. Расщепление prM сопровождается изменением 
конформации поверхностного белка оболочки вириона E, после чего происхо-
дит созревание вириона, и он приобретает способность инфицировать клетку 
[6, 10, 47, 50, 54, 55].

Белок оболочки вириона E.
Белок Е имеет молекулярную массу около 50 кДа и является основным струк-

турным гликопротеином оболочки ВКЭ, который опосредует связывание ВКЭ 
с клеточными рецепторами, определяет тропизм, вирулентность и обеспечивает 
образование вируснейтрализующих антител [5]. N и С-концы белка образуются 
под действием сигнальной пептидазы клетки (рис. 4) [30, 56]. Уровень гомологии 
белка Е составляет 93–96% среди различных штаммов одного вида (ВКЭ) и 36–
40% для различных видов флавивирусов (77%–80% гомологии для вирусов, пере-
носимых клещами, и около 40% между флавивирусами, переносимыми клещами 
и комарами) [11, 56, 57]. При исследованиях штаммов, выделенных с разницей 
в 14 лет в одном из природных очагов в Австрии, с помощью панели монокло-
нальных антител к белку E в нем не были 
выявлены антигенные изменения, что ука-
зывает на стабильность основного глико-
протеина оболочки вирионов Е в вирусной 
популяции в течение многих лет [58].

Белок Е состоит из большой вневи-
рионной части, трансмембранного якоря 
и  короткого пептида, находящегося под 
липидной оболочкой вириона (рис. 5) [59]. 
Его последовательность содержит 12 остат-
ков цистеина, образующих 6 внутримоле-
кулярных дисульфидных мостиков, стаби-
лизирующих пространственную структуру 
белка E, причем их расположение, по-ви-
димому, является консервативным для раз-
личных флавивирусов [49].

У большинства флавивирусов белок Е 
является гликопротеином с  N-гликозид-
ным типом связи белок-углевод. Cайты 
гликозилирования белка Е не являются 
консервативными, но в  ряде случаев на-
блюдается сходство в их количестве и рас-
положении [60]. С  другой стороны, было 
показано, что для некоторых флавивирусов 
гликозилирование белка E не является 
необходимым; так, основной белок обо-
лочки зрелых вирионов вирусов Запад-
ного Нила и  Кунжин негликозилирован 
[61, 62]. Более того, для ВКЭ было про-
демонстрировано, что при заражении им  
культур эукариотических клеток белок Е 

Рис. 5. Двухмерная модель белка E ВКЭ 
[59]

Цифрами обозначены позиции а. о. 
в  белке E. Дисульфидные мостики обо-
значены короткими толстыми линиями. 
Две горизонтальные линии – билипидная 
мембрана вирионов. А, В, С – антигенные 
домены

А

С
Е

450
СOOH

400 350
150

50

300

250NH2

200

400 350

250NH2

200



62

обнаруживается как в  гликозилированной, так и  в  негликозилированной фор-
мах [63]. Было показано, что дегликозилирование белка Е не влияет на его био-
логические свойства, такие как инфекционность при внутримозговом зараже-
нии лабораторных животных и  агглютинация эритроцитов [60, 64], так же как 
и присоединение олигосахаридов не влияет на конформацию эпитопов белка Е 
флавивирусов [65]. Было сделано предположение, что гликозилирование белка Е 
в ряде случаев необходимо для транспортировки его через мембраны ЭПР и АГ 
при сборке и созревании вирионов [66].

Поверхностный гликопротеин оболочки вириона E ВКЭ принимает участие 
в связывании вириона с клеточным рецептором и слиянии вирусной мембра-
ны с клеточной с последующим рецептор-опосредованным эндоцитозом [67]. 
В  качестве рецепторов клеток для проникновения ВКЭ были описаны лами-
нинсвязывающий белок человека и α3β1интегрин [68, 69]. Так как гликопротеин 
Е обладает сродством к интегринам на поверхности клеток, то следствием этого 
наблюдается его способность вызывать агглютинацию эритроцитов.

Оболочка вириона состоит из белков E и prM, причем в незрелых и зрелых 
вирусных частицах эти белки имеют различную конформацию. В незрелых ви-
рионах белки prM и E находятся в виде гетеродимеров, формирующих 60 три-
мерных выступов на поверхности вирусной частицы (рис. 6, А) [6, 70]. В зрелых 
вирионах белок E представлен в виде 90 гомодимеров, располагающихся вдоль 
поверхности вирусной частицы и формирующих «гладкую» оболочку вириона 
(рис. 6, Г), а белок M, образующийся в процессе созревания из prM, остает-
ся в виде трансмембранного белка под оболочкой из гликопротеина E. Такие 
структурные трансформации от незрелой к зрелой форме вирионных частиц 
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Рис. 6. Конформационные изменения гетерокомплекса белков prM и E в процессе со-
зревания вирусной частицы [6]
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(рис. 6, А–Г) связаны с конформационными изменениями в белке E и проис-
ходят в  результате траспорта через мембраны аппарата Гольджи [6]. Показа-
но, что эти конформационные изменения в белке E происходят под действием 
кислых pH (∼5.8–6.0) в эндосомах и действия фуриновой протеазы на белок 
prM в  процессе созревания вириона (рис.  6, Б). После действия протеазы 
пептид pr остается ассоциированным с гетеродимером M–E (рис. 6, В) до вы-
хода зрелой вирусной частицы во внеклеточное пространство с нейтральными 
pH, где происходит его окончательная диссоциация. Предполагают, что пептид 
pr играет роль кэп-подобной структуры, защишающей вирионы от слияния 
с мембранами до выхода вирусных частиц из клеток [71].

В настоящее время существует несколько структурных моделей белка E 
флавивирусов. На основании модели, полученной путем установления распо-
ложения 6 S–S связей внутри молекулы белка E [49] и анализа конкурентно-
го связывания двух панелей моноклональных антител к белку E, была пред-
ложена двумерная молекулярная модель белка E ВКЭ на примере штамма  
Найдорф [64, 72]. В соответствии с этими моделями в молекуле белка E выде-
ляются антигенные домены A, B и C, гидрофобный трансмембранный участок 
и короткий гидрофильный внутривирусный пептид (рис. 5). Домен A состоит 
из двух полипептидных цепей, локализованных в районах 50–125 а.о. белка E 
(содержит три S–S мостика) и 200–250 а.о. (содержит один S–S мостик). Домен 
B образован одной полипептидной цепью, локализован в районе 301–395 а.о.  
белка E и  содержит один дисульфидный мостик. Домен C является самым 
вариабельным для флавивирусов районом, содержащим большинство под-
тип-специфичных детерминант, и так же, как и домен B, образован одной по-
липептидной цепью. В  домене С  был обнаружен сайт N-гликозилирования, 
расположенный в позиции 434 а.о. полипротеина, являющийся единственным 
в белке E; два других потенциальных сайта были обнаружены в позициях 641 
и 754 а.о. полипротеина, гликозилирование по которым, вероятно, затруднено 
вследствие местонахождения в последовательности белка [11].

Методами рентгеноструктурного анализа были получены структуры для 
растворимой части белка E (sE) [73] (рис. 7) и гетеродимера prM-E ВКЭ [48]. 
Было показано, что в полипептидной цепи sE выделяют три отдельных доме-
на: центральный цилиндр (домен I), вытянутый район димеризации (домен II) 
и С-концевой иммуноглобулиноподобный район (домен III). Домен I состоит 
из трех сегментов (районы 1–51, 137–189 и 285–302 а. о. в последовательности 
белка E), домен II из 2 сегментов (районы 52–136 и 190–284 а. о.), а домен III 
не фрагментирован (район 303–395 а.о.). В соответствии с двумерной моделью 
[64, 72] домены I, II и III соответствуют антигенным доменам C, A и B [73]. 
Было показано, что точечные мутации, приводящие к снижению нейроинва-
зивности и нейровирулентности флавивирусов, находятся во всех трех доме-
нах белка E, которые, как считается, затрагивают процессы присоединения 
вируса к мембранам клеток и рН-зависимое слияние в эндосомах, что было 
показано в том числе и для ВКЭ [29, 74–81].

Также было показано, что домен II содержит так называемый «пептид слия- 
ния» – фрагмент белка E, опосредующий проникновение вируса в клетку [73, 
82, 83]. До сих пор нет однозначного мнения о границах этого пептида, но счи-
тается, что N-концу пептида слияния соответствует 98 а.о., а  C-конец пред-
ставлен 110 а.о. [84], 113 а.о. [73], 116 а.о. [85] или 120 а.о. [86]. Обнаружено, 



64

что последовательность пептида слияния является высококонсервативной для 
большого числа флавивирусов, переносимых как клещами, так и  комарами. 
Так, было показано, что пептид 98–113 а.о. представляет собой последователь-
ность DRGWGNXCGXFGKGXX, где XX – вариабельные а.о. [83]. В позиции 
104 а.о. у флавивирусов, переносимых комарами, находится остаток глицина 
(G), у  переносимых клещами – остаток гистидина (H), а  в  позиции 107 а.о. 
большинство флавивирусов содержат остаток лейцина (L), за исключением 
вируса Повассан, у которого в данной позиции обнаружен остаток фенилала-
нина (F). Также было показано, что ряд мутаций в позициях 104 а.о., 106 а.о. 
и 107 а.о. влияют на размножение вируса или его способность слияния с клет-
кой [82, 87, 88], а также нейроинвазивность [89].

Поверхностный гликопротеин оболочки вириона Е играет важную роль 
в развитии протективного иммунного ответа при флавивирусной инфекции, 
и  иммунизация им людей или лабораторных животных приводит к  образо-
ванию вируснейтрализующих антител [90]. Помимо В-клеточных эпитопов  
в белке Е различных флавивирусов были обнаружены линейные и конформа-
ционные эпитопы для Т-хелперов и один эпитоп для цитотоксических Т-лим-
фоцитов CD8+ [91–93].

Неструктурные белки ВКЭ

Белок NS1.
Белок NS1 является одним из консервативных белков флавивирусов: уро-

вень гомологии последовательностей между разными видами этого семейства 
составляет 37–44% [11, 59]; между штаммами из различных популяций одно-
го вида около 90% сходства [11]. N-конец белка NS1 образуется под действи-
ем сигнальной пептидазы хозяйской клетки, а С-конец – под действием еще 
не известного фермента, находящегося в  ЭПР (рис.  4) [30, 31, 94]. Молеку-
лярная масса белка NS1 составляет около 46 кДа [94], что отличается от тео- 
ретически вычисленной, вероятно, вследствие его гликозилирования. Было  

Домен III

COOH

COOH

CHO

CHONH2

NH2

Домен I Домен II

Рис. 7. Схема структуры димерной формы полипептидной цепи растворимой части 
белка E (sE) ВКЭ. Вид димера представлен в направлении, соответствующем наружной 
стороне вирусной частицы [73]
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показано, что у различных флавивирусов белок NS1 содержит от одного до трех 
сайтов гликозилирования N-типа [11, 30]. По всей видимости, гликозилиро-
вание является необходимым условием для олигомеризации и стабилизации 
олигомерной формы белка NS1, а также для эффективной репликации РНК, 
так как было показано, что соответствующие мутации в белке NS1 приводили 
к значительным изменениям в репликации и продукции вируса [95–97]. Также 
гликопротеин NS1 содержит 12 консервативных остатков цистеина, которые 
формируют внутримолекулярные дисульфидные связи [30, 98].

Показано, что гликопротеин NS1 может существовать в  эукариотических 
клетках в трех формах: внутриклеточной, связанной с мембраной в димерной 
форме [99, 100]; форме, связанной с внешней поверхностью мембраны клетки 
[101]; секретируемой из клеток форме [30]. Внутриклеточная форма NS1 суще-
ствует в виде моно- и димеров, на поверхности клеток – в виде димеров, в то вре-
мя как внеклеточные формы белка представляют собой мультимерные комплек-
сы [63, 101–103]. Было установлено, что внутриклеточный NS1 связан с белками 
NS3, NS5, NS4A и  двуцепочечной РНК в  составе репликативного комплекса 
и  требуется на ранней стадии репликации для синтеза минус-цепи РНК [25, 
104–109]. Также было показано, что из клеток [110] и культуральной жидкости 
инфицированных клеток [111] можно выделить комплекс белков Е и NS1.

Вследствие нахождения одной из форм гликопротеина NS1 на поверхности 
хозяйских клеток данный белок является хорошим иммуногеном и вызывает 
индукцию гуморального иммунного ответа, являющегося протективным, в те-
чение развития инфекции [101, 112]. Иммунизация белком NS1 либо исполь-
зование различных гетерологичных систем для экспрессии гена NS1 при вве-
дении в организм обеспечивали защиту животных от летальных доз вирусов 
[113–117].

Малые неструктурные белки NS2A, NS2B, NS4A и NS4B.
Малые неструктурные белки NS2A (18–25 кДа), NS2B (14 кДа), NS4A (16–

31 кДа), NS4B (12–27 кДа) являются наименее консервативными среди белков 
флавивирусов (уровень гомологии 18–36%) [11].

Белок NS2A является гидрофобным белком и образуется в результате рас-
щепления полипротеина неизвестным ферментом в ЭПР (N-конец) и вирус-
ной протеазой NS2B-NS3 в цитоплазме (C-конец) (рис. 4) [6, 30, 31, 94]. Ве-
роятно, белок NS2A играет важную роль в процессах сборки вирусных частиц, 
формирования индуцированных вирусом мембран и выходе вирионов из клет-
ки [118–120]. Также предполагается его участие в транспорте РНК после ре-
пликации для сборки вирусных частиц [119, 121] и в процессе ингибирования 
действия интерферона [122–124].

Белок NS2B существует в клетке в виде мембраносвязанного белка и обра-
зуется в результате расщепления полипротеина вирусной протеазой NS2B-NS3 
(рис. 4) [6]. За счет водородных связей белок формирует комплекс с белком NS3, 
обеспечивая ему правильную конформацию, и действует как кофактор вирус-
ной сериновой протеазы NS2B-NS3 [6, 125, 126]. Также было обнаружено, что 
белок NS2B, как и NS2A, локализован в местах синтеза вирусной РНК и спосо-
бен к взаимодействию с белком NS5 и с 3ʹ-некодирующей областью генома, что 
предполагает его участие в репликации вирусного генома [109, 121, 126].

Белок NS4A является гидрофобным белком, пронизывающим мембрану 
ЭПР несколько раз (рис. 4) [6, 127]. C- и N- концы белка располагаются в ци-



66

топлазме и  образуются в  результате действия вирусной сериновой протеазы 
с отщеплением короткого петида 2K [107]. Показано, что белок NS4A связан 
с белком NS2A и белками NS1, NS2B, NS3, NS5, обеспечивая, по всей видимо-
сти, мембранную локализацию репликативного комплекса [107, 109, 121, 128].

Белок NS4B является гидрофобным белком, несколько раз пронизываю-
щим мембраны ЭПР, и так же, как и белок NS2A, находится в районе сайтов 
репликации вирусной РНК [121, 129, 130]. Было показано, что, несмотря на 
высокую вариабельность последовательности данного белка среди различных 
видов флавивирусов, его топология остается неизменной, вероятно, свиде-
тельствуя о  его консервативной функции в  жизненном цикле флавивирусов 
[131]. N-конец белка образуется в  результате действия клеточной сигналазы 
в ЭПР, а C-конец – в результате расщепления полипротеина вирусной про-
теазой NS2B-NS3 (см. рис.  4) [6, 129]. Показано, что в  зараженных вирусом 
клетках белок NS4B локализован вместе с белком NS3 в перинуклеарном про-
странстве, взаимодействуя с ним и оказывая влияние на репликацию вируса. 
Белок NS4B диссоциирует вирусную хеликазу NS3 с  одноцепочечной РНК, 
в результате чего происходит усиление хеликазной активности NS3 [132].

Белок NS3.
Уровень гомологии последовательностей неструктурного белка NS3 среди 

различных флавивирусов составляет 44,5% [11]. Показано, что этот мульти-
функциональный белок является сериновой протеазой, РНК-стимулируемой 
нуклеозид-трифосфатазой и РНК-геликазой [6, 133, 134].

Протеазный домен находится на N-конце белка и  участвует в  протеолизе 
полипротеина флавивирусов по нескольким сайтам (рис. 4) [6]. Показано, что 
протеазная активность белка NS3 сильно зависит от присутствия ко-фактора – 
белка NS2B, формирующего часть активного центра протеазы и ответственного 
за закрепление комплекса белков NS2B-NS3 в мембране ЭПР [125, 135, 136].

Геликазный домен белка NS3 состоит из трех субдоменов, имеющих вы-
сокую консервативность по последовательностям и  структурам у  различных 
флавивирусов и  содержащих семь структурных мотивов, схожих с  таковыми 
у геликаз суперсемейства II [137]. Протеазный и геликазный домены белка NS3 
связаны междоменным линкером, последовательность которого, как было по-
казано, является вариабельной среди различных флавивирусов, но играет важ-
ную роль во взаимодействии этих двух доменов [6].

В С-концевой части белка NS3 обнаружен домен с РНК-трифосфатазной 
активностью, что предполагает его участие в синтезе «кэпа» на 5ʹ-концах ге-
номных РНК флавивирусов, происходящем в цитоплазме без участия клеточ-
ных ферментов [133].

Белок NS5.
Неструктурный белок NS5 является самим большим белком флавивирусов 

и имеет уровень гомологии 55,8% для различных видов этого семейства [11]. На 
N-конце белка NS5 располагается метилтрансферазный домен, на C-конце –  
домен РНК-зависимой-РНК-полимеразы [6]. Было обнаружено, что точечные 
мутации в различных участках белка NS5 влияют на вирулентность флавиви-
русов, вероятно, вследствие воздействия на процесс репликации [80, 138, 139].

Методами рентгеноструктурного анализа было показано, что полиме-
разный домен представляет собой структуру, сходную с другими известными 
РНК-зависимыми-РНК-полимеразами и подобную «правой руке» («right hand 
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conformation») с субдоменами «ладонь» («palm»), «пальцы» («fingers») и «боль-
шой палец» («thumb») [6, 140, 141]. Показано, что синтез РНК под действием 
полимеразы NS5 происходит у флавивирусов по праймер-независимому меха-
низму с использованием одноцепочечной РНК в качестве матрицы [142–144]. 
В репликации вирусного генома белок NS5 участвует вместе с другими вирус-
ными (NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B) и  некоторыми клеточными белками, 
формируя репликативный комплекс [139, 145, 146]. Также было показано, что 
белок NS5 флавивирусов так же, как и NS4B, способен влиять на индукцию 
иммуномедиаторов включая ингибирование действия интерферона путем 
блокирования компонентов сигнальных путей [147–149].

Короткие полипептиды ВКЭ

При процессинге вирусного полипротеина образуются 3 коротких поли-
пептида: СTHD (C-terminalhydrophobicdomain) (20 а.о.), Рr (89 а.о.) и 2К (23 
а.о.). Первые два полипептида, как было указано выше, являются лидерными 
последовательностями для структурных белков С и М, соответственно, и, по 
всей видимости, определяют транспортировку полипептидов внутри клетки, 
правильность сборки и созревания вириона.

Полипептид 2K образуется в результате процессинга белков NS4A и NS4B. 
Его последовательность практически одинакова у  большинства известных 
вирусов комплекса клещевого энцефалита, и  только для вирусов Алькхурма 
и  киасанурской лесной болезни показаны множественные аминокислотные 
замены в  нем [16]. Было показано, что мутация V9M в  2K-полипептиде ви-
руса Западного Нила обеспечивает устойчивость к ликорину, ингибирующе-
му развитие инфекции в  клетках, а  также приводит к  образованию вируса, 
устойчивого к индуцируемой интерфероном 2ʹ,5ʹ-олигоаденилат-синтетазе 1b 
(Oas1b), которая ингибирует развитие инфекции вируса путем предотвраще-
ния накопления вирусной РНК в клетке [150, 151]. Также было показано, что 
интермедиат полипетида 2K и  белка NS2B существенно усиливает индукцию 
иммунномедиаторов белком NS4B вируса Денге, играя синергическую роль для 
него [152]. В экспериментах по суперинфекционному исключению (под супер- 
инфекцией понимается повторное заражение в  условиях незавершившегося 
инфекционного процесса) с вирусом Западного Нила было показано, что по-
липептид 2K способен участвовать в регуляции репликации, по всей видимо-
сти, путем взаимодействия с клеточными факторами хозяйской клетки [153].

Вариабельность нуклеотидных и белковых 
последовательностей вируса клещевого энцефалита

Исследования последних лет и, в частности, появление достаточно боль-
шого количества полногеномных последовательностей ВКЭ различных субти-
пов позволили произвести обновленную оценку уровней отличий между раз-
личными субтипами ВКЭ (табл. 1).
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Таблица 1. Уровни сходства нуклеотидных последовательностей кодирующей 
части генома различных субтипов ВКЭ и последовательностей, кодируемых ими 
полипротеинов 

Уровень сходства, %
Кодирующая часть генома

ВКЭ-Сиб ВКЭ-ДВ ВКЭ-Евр ВКЭ-Бай 178-79 ВКЭ-Гим

Полипротеин ВКЭ-Сиб
88-100

96-100
85-86 84-86 86-87 85-86 85

ВКЭ-ДВ 94-95
94-100

98-100
83-84 87-88 89 84

ВКЭ-Евр 94-95 93-94
91-100

98-100
84-85 84 84

ВКЭ-Бай 94-96 96-97 94
99-100

99-100
88 85

178-79 93-96 96-97 94
97 100

100
84-85

ВКЭ-Гим 92-94 93 93 94 94 100
100

Примечание. ВКЭ-Сиб – сибирский субтип ВКЭ; ВКЭ-ДВ – дальневосточный субтип ВКЭ; 
ВКЭ-Евр – европейский субтип ВКЭ; предполагаемые новые субтипы ВКЭ: ВКЭ-Бай – 
байкальский субтип ВКЭ; 178-79 – субтип с  прототипным штаммом 178-79; ВКЭ-Гим – 
гималайский субтип ВКЭ

Было продемонстрировано, что сибирский субтип ВКЭ является наиболее 
вариабельным, и границы внутрисубтиповой изменчивости у него находятся 
близко к  границам разделения субтипов (уровень сходства по нуклеотидной 
последовательности 88%). Данное явление наблюдается благодаря открытой 
в  недавнее время генетической линии Обская, найденной в  Новосибирской 
и Кемеровской областях [154], которая, как было показано, относится к си-
бирскому субтипу ВКЭ, является наиболее древней из генетических линий 
внутри данного субтипа и существенно отличается по нуклеотидной последо-
вательности генома от других представителей данного субтипа. Не исключено, 
что накапливающиеся данные по генетическому разнообразию ВКЭ в  даль-
нейшем приведут к дополнительной корректировке границ разделения субти-
пов и генетических линий внутри них.
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