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Резюме. Выявлена прямая связь динамики развития инфекционного процесса и уровня клеточной 
резистентности к ЦМВ с высокой транскрипционной активностью генов IFNα и индукцией транс-
крипции гена IFNγ в диплоидных фибробластах человека. Показано, что регуляция транскрипции 
мРНК IFNα позитивно ассоциирована с синтезом клеточной ДНК. В то же время активность ге-
нов IFNβ и IFNγ в 3-х исследованных линиях фибробластов человека находится на низком уровне 
и не повышается в фазе синтеза ДНК. Уровни транскрипции генов IFNα в диплоидных фибробла-
стах человека (ФЛЭЧ 110044), синхронизированных в состоянии покоя (G0) или в фазе синтеза ДНК 
(S), существенно отличаются: в делящихся клетках уровни экспрессии генов IFNα в 100 раз выше, 
чем в покоящихся. Форма развития ЦМВ-инфекции в покоящихся фибробластах характеризуется 
как продуктивная или острая. Наоборот, в активно пролиферирующих клетках наблюдается задерж-
ка вирусных синтезов и отсрочка клеточной гибели. Остановка репликации ЦМВ в какой-то мере 
моделирует состояние латентной инфекции и ассоциирована с высокой транскрипционной активно-
стью генов IFNα. В резистентной к ЦМВ линии фибробластов кожи взрослого человека (ФКЧ-1608) 
исходные и индуцируемые уровни транскрипции мРНК IFNα в 10 раз выше, чем в высокочувстви-
тельной линии фибробластов легкого эмбриона человека (ФЛЭЧ-977). Кроме того, в клетках, рези-
стентных к вирусу, на раннем сроке инфекции происходит кратковременная индукция транскрип-
ции мРНК IFNγ, которая отсутствует в высокочувствительных клетках. На поздних сроках инфекции 
(24-48 ч) в чувствительных клетках (ФЛЭЧ 977 и 110044) ЦМВ частично подавляет транскрипцию 

мРНК IFNα. Механизмы клеточной резистетно-
сти и контроля развития ЦМВ-инфекции в дипло-
идных фибробластах человека преимущественно 
связаны с генной активностью IFNα и индукцией 
IFNγ. Участие генов IFNβ в защите диплоидных 
фибробластов человека от ЦМВ не обнаружено.

Ключевые слова: фибробласты человека, транскрипция мРНК 
интерферонов, цитомегаловирусная инфекция.
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Введение
Функционирование системы интерферона 

(IFN) является важной составляющей антивирус-
ного, антипролиферативного и иммунного ответов 
на вирусную инфекцию [2]. Человеческие IFN раз-
делены на типы I и II [11, 14]. Первый тип включа-
ет многочисленные подтипы IFNα, а также IFNβ, 
IFNω, IFNτ, IFNκ, IFNε, IFNλ и IFNξ. Ко второ-
му типу относится IFNγ. В настоящее время наи-
более изучены α (лейкоцитарный), β (фибробласт-
ный) и γ (иммунный) IFN, которые производятся 
как лекарственные средства. IFNα представлены 
в геноме человека группой более чем 20-ти генов, 
локализованных кластером в 9-й хромосоме (9р22). 
Рядом с генами IFNα в той же хромосоме распо-
ложен и единственный ген IFNβ (9p21). Гены IFN 
типа I не содержат интронов. Ген IFNγ располо-
жен в 12-й хромосоме человека (12q14) и имеет 
3 интрона. В настоящее время известна первичная 
структура экспрессируемых мРНК 12 видов IFNα 
из нескольких типов клеток и только по одному 
виду IFNβ и IFNγ (MGC cDNA libraries, NCBI,  
http://mgc.nci.nih.gov) [31]. Хотя IFN типа I связы-
ваются на поверхности клеток с общим рецептором, 
состоящим из 2-х трансмембранных субъединиц 
(АR-1 и АR-2), между IFNα и IFNβ имеются от-
личия в индуцируемых сигнальных процессах [11]. 
IFNγ имеет другой рецептор связывания с клетка-
ми – GR, также состоящий из 2-х субъединиц (GR1 
и GR2). После взаимодействия IFN со специфиче-
скими рецепторами происходит активация тирози-

новых киназ (JAK) и фосфорилирование латент-
ных цитоплазматических факторов транскрипции 
(STAT). Транслоцируясь в ядро, они взаимодей-
ствуют с регуляторными участками IFN-зависимых 
генов. В случае IFNα и IFNβ сигнальными эффек-
торами являются JAK-1 и Tyk-2 киназы и IFN-
стимулируемый фактор ISGF3, состоящий из 2-х 
транскрипционных факторов – STAT1 и STAT2. 
В передаче сигнала IFNγ участвуют тирозиновые 
киназы JAK-1 и JAK-2 и гомодимер фактора транс-
крипции STAT1, который, транслоцируясь в ядро, 
взаимодействует с γ-активируемой последова-
тельностью (GAS), найденной в IFNγ-зависимых 
генах. При вирусной инфекции происходит пре-
имущественная активация IFN-регулируемого 
фактора IRF-3, а также дополнительно факторов 
IRF-7 и IRF-9 [27].

ДНК- и РНК-содержащие вирусы кодируют 
белки, нарушающие процесс сигнальной актива-
ции JAK-STAT IFN-генов [20]. Имеющиеся дан-
ные показывают, что вирусы, относящиеся к раз-
ным таксономическим группам (герпеса, гриппа, 
гепатита А, энцефалита, иммунодефицита чело-
века), используют неодинаковые механизмы как 
индукции, так и подавления активности генов 
системы IFN [9, 15, 19, 25, 26]. Анализ экспрес-
сии клеточных генов в фибробластах человека, за-
раженных ЦМВ, выполненный с применением 
технологии ДНК-чипов, показал изменения ак-
тивности более чем 250 генов [8, 17, 33]. Наибо лее 
выраженная реакция наблюдалась в группе IFN-
зависимых генов и генов, участвующих в контроле 

Sokolova T.M., Fedorova N.E., Medjidova M.G., Terekhov S.M., Uryvaev L.V., Kushch A.A.
MechanisMs of cell resistance to cytoMegalovirus are connected with cell 

proliferation state and transcription activity of leukocyte and iMMune interferon 
genes

abstract. Cytomegalovirus (CMV) infection in diploid human fibroblasts (HF) and levels of cell resistance 
to this virus were shown to be in direct correlation with high α-interferon (IFNα) gene activity and induction 
of IFNγ gene transcription. Regulation of IFNα mRNA transcription was revealed to be positively associated 
with cellular DNA synthesis. At the same time, activities of IFNβ and IFNγ genes were at the constantly low 
level and were not induced in DNA-synthetic phase (S-phase) of the cells. Levels of IFNα mRNA synthesis 
are quite different for G0- vs  S-phase-synchronized HF110044 cell cultures: appropriate values for dividing 
cells (S-phase) proved to be 100-fold higher than in resting state (G0). The mode of CMV infection in resting 
HF-cell could be considered either as acute, or a productive one. On the contrary, proliferating cells exhibited 
lagging viral syntheses and delayed cell death. Arrest of CMV replication may be, to some extent, comparable 
with latent infectious state, being associated with high production of IFNα. Both basal and induced levels 
of IFNα mRNA in CMV-resistant adult human skin fibroblast cells (HSF-1608) were 10-fold higher than 
in human embryo lung cell line (HELF-977), which is highly sensitive to CMV. Moreover, a short-time 
induction of IFNγ genes was observed in resistant cells, whereas no such effect was noticed in highly sensitive 
cells. CMV reproduction in sensitive cell lines (HELF-977 and HELF-110044) partially inhibits IFNα mRNA 
transcription at the later stages of infection (24 to 48 hours). Thus, cellular resistance and control of CMV 
infection in diploid fibroblasts are associated predominantly with high transcription of IFNα gene, and with 
temporal induction of IFNγ gene. We did not reveal any participation of IFNβ genes in protection of human 
diploid fibroblasts from CMV. (Med. Immunol., 2007, vol. 9, N 4-5, pp 457-466)
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клеточной пролиферации и программированной 
клеточной гибели (апоптоза). Уровень стимуляции 
генной активности отдельных IFN-регулируемых 
генов нативным (инфекционным) ЦМВ по срав-
нению с инактивированным (неинфекционным) 
был заметно ниже. Поэтому ЦМВ скорее негатив-
но регулировал клеточный антивирусный ответ. 
Так, ЦМВ нарушал экспрессию генов IFN и МНС 
класса II, снижая уровень JAK1 в результате де-
градации [24]. Установлено, что вирионный белок 
рр65 ЦМВ подавлял процесс сигнальной транс-
дукции генов клеточной защиты [7, 9]. Применив 
специальный метод (SVD-ДНК-чип анализ) для 
оценки ранее полученных данных действия ЦМВ-
инфекции на транкрипцию генов человека, были 
выявлены новые функционально-важные гены, 
участвующие в регуляции транскрипции, клеточ-
ного цикла, онкогенеза, иммунного и интерфе-
ронного ответа [10]. Вместе с тем многие вопросы, 
связанные с функционированием генов системы 
IFN в ЦМВ-инфицированных клетках, остаются 
нерешенными. К ним относятся такие, как зави-
симость экспрессии индивидуальных генов IFN 
I и II типа от скорости и формы развития ЦМВ-
инфекции (острая и латентная). Не исследована 
транскрипционная активность генов системы IFN 
при разных пролиферативных состояниях клеток. 
Отсутствовали экспериментальные доказатель-
ства связи резистентности клеток к ЦМВ инфек-
ции с регуляцией активности IFN-генов на уровне 
транскрипции.

Цель настоящей работы состояла в выяснении:
1) влияния пролиферативного состояния кле-

ток на транскрипционную активность IFN-генов;
2) зависимости клеточной резистентности 

к ЦМВ от транскрипционной активности IFN-
генов. Для этого в динамике ЦМВ-инфекции 
на молекулярном и клеточном уровнях были из-
учены конститутивная и вирусиндуцированная 
активности генов IFNα, IFNβ и IFNγ в дипло-
идных фибробластах человека, различающихся 
по чувствительности к ЦМВ и имеющих в мо-
мент заражения разную пролиферативную ак-
тивность.

Материалы и методы
Клетки. Использовали 3 клеточные линии 

диплоидных фибробластов: легкого эмбриона 
человека ФЛЭЧ-110044 (получена из ГУ НИИ 
гриппа РАМН, Санкт-Петербург) и ФЛЭЧ-977, 
а также кожи взрослого человека ФКЧ-1608 (по-
лучены из Медико-генетического центра РАМН, 
Москва). Клетки культивировали в среде ДМЕМ 
(ПанЭко, РФ) с добавлением 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (ЭТС, ПанЭко, РФ), 
глютамина и гентамицина в атмосфере 5% СО2.

Вирус. ЦМВ, штамм АД 169, был любезно пре-
доставлен проф. D. Emanuel (США). Вирус (ин-
фекционный титр 6 lg БОЕ/мл) вносили в дозе 1-5 
БОЕ на клетку (ИМ). После адсорбции вирусный 
материал удаляли, клетки отмывали и инкубиро-
вали в питательной среде ДМЕМ с добавлени-
ем 10% эмбриональной телячьей сыворотки как 
описано выше. 

Синхронизация фибробластов в состоянии проли-
феративного покоя (G0) и синтеза ДНК (S) дости-
галась лишением клеток сывороточных факторов 
роста на 48 ч с последующей стимуляцией проли-
ферации путем добавления среды с 15% ЭТС [6]. 
Эксперименты на контрольных (незараженных) 
и опытных (зараженных ЦМВ) клетках ставили па-
раллельно. Сроки исследования составляли 0, 3, 6, 
12, 24, 48, 72 и 120 ч (см. раздел Результаты).

Содержание мРНК α-, β- и IFNγ определяли 
с помощью полуколичественного варианта мето-
да обратная транскрипция – полимеразная цеп-
ная реакция (ОТ-ПЦР) [3, 13]. Для выделения 
суммарной клеточной РНК использовали метод 
гуанидин-тиоцианат-фенол-хлороформ [12]. Ре-
акцию обратной транскрипции (ОТ) проводили 
на матрице поли(А)РНК с универсальным прай-
мером олиго(дТ)16 и ферментом обратная транс-
криптаза (200 ед/мкл MBI «Fermentas» Латвия) 
при 42°С 1 ч. Аликвоты полученных кДНК без 
разведения и в 10-кратных разведениях (от 10-1 
до 10-4) амплифицировали в ПЦР со специфиче-
скими парами праймеров, рассчитанными нами 
по известным нуклеотидным последовательно-
стям мРНК IFNα, β и γ [3, 4]. Условия проведе-
ния ПЦР: 50 циклов амплификации на матри-
цах кДНК с термостабильной Taq-полимеразой  
(5 ед/мкл MBI «Fermentas», Латвия) при темпе-
ратуре отжига 53-55°С (точно соответствующим 
рассчитанным для каждой пары праймеров). 
ПЦР-продукты анализировали электрофорезом 
в агарозных гелях по окраске бромистым эти-
дием. Результаты фотографировали и анализи-
ровали с помощью видеосистемы «Gel Imager» 
и «Gel analysis». По интенсивности поглощения 
специфической полосы в геле оценивали от-
носительное количество ПЦР-продуктов. Раз-
мер специфического продукта устанавливали 
по положению маркеров из набора ДНК 100-
1000 н.п. (MBI «Fermentas», Латвия). Размеры 
ДНК-продуктов: IFNα – 383 н.п., IFNβ – 393 
н.п. и IFNγ – 469 н.п. Первичная структура рас-
считанных ПЦР-праймеров и доказательства 
специфичности полученных ПЦР-продуктов 
в блот- и дот-гибридизации с внутренними зон-
дами описаны нами ранее [Соколова и др., 2005]. 
Проведено выравнивание всех известных нукле-
отидных последовательностей, экспрессируемых 
мРНК разных видов α-, β- и γ-интерферонов, 
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которые представлены последовательностями 
MGC в NCBI Генбанке (http://mgc.nci.nih.gov) 
[31].

Анализ взаимодействия использованных олиго-
нуклеотидных праймеров с исследованными ма-
трицами показал, что пара праймеров для IFNα 
универсальна. Прямой праймер безошибочно 
связывается с кДНК 5-ти разновидностей IFNα 
(4, 7, 8, 17 и 21), а обратный – комплементарен 
участкам мРНК 7-ми вариантов IFNα (1, 2, 4, 7, 
13, 14 и 21) (рис. 1). Пары праймеров для мРНК 
IFNβ и IFNγ являются высокоспецифичными, 
так как связываются только с собственными ма-
трицами [3].

Выявление вирусных белков (IEp72, рp65, gB) 
в клетках на разных сроках ЦМВ-инфекции про-
водили методом иммуноферментного анализа 
in situ с использованием моноклональных анти-
тел (МКА) [6]. Клетки, окрашенные МКА, под-
считывали и выражали в процентах от общего 
числа клеток.

Инфекционный титр ЦМВ определяли микро-
методом «черных бляшек» под агаровым по-
крытием с помощью смеси МКА к структурным 
ЦМВ-белкам (рр65 и gB) [1].

Результаты
Развитие ЦМВ инфекции в культурах 
диплоидных фибробластов, отличающихся 
пролиферативным состоянием 
и чувствительностью к вирусу

В изученных линиях диплоидных фибробла-
стов человека ФЛЭЧ-110044, ФЛЭЧ-977 и ФКЧ-

1608, находящихся в момент заражения в 2-х про-
лиферативных состояниях покоя (G0) или в фазе 
синтеза ДНК (S), сравнили динамику развития 
инфекционного процесса, которая характери-
зовалась: 1) скоростью синтеза вирусных белков 
на разных стадиях репродукции ЦМВ; 2) про-
дукцией инфекционного вируса и 3) продолжи-
тельностью жизни зараженных клеток. Данные, 
представленные на рисунке 2а показывают, что 
в клетках линии ФЛЭЧ-110044 активность раз-
вития инфекционного процесса зависит от их 
пролиферативного состояния: в состоянии по-
коя (G0) развитие ЦМВ инфекции в фибробла-
стах человека было более быстрым по сравнению 
с фазой синтеза ДНК (S) (использована высокая 
инфицирующая доза вируса – ИМ 1-5 БОЕ/кл).  
Скорость синтеза позднего белка оболочки 
gB и продукция инфекционно активного ви-
руса были существенно выше в покоящихся 
ФЛЭЧ. В активно делящихся ФЛЭЧ наблюда-
лась задержка синтеза позднего вирусного бел-
ка (на 48 ч) и снижение на 1 lg титра инфекци-
онного вируса (на рис. 2а сроки 3-48 ч и 72-120 
ч соответственно). Наблюдение за жизнеспо-
собностью клеток позволило установить, что 
гибель большей части клеточной популяции 
(ЦПД вируса) в культуре покоящихся ФЛЭЧ-
110044 происходила на 4-5 день. В пролифе-
рирующих клетках клеточная гибель насту-
пала намного позднее, только на 10-11 день,  
и сопровождалась патологическими митозами [6].

Сравнительное изучение клеточной резистент-
ности к ЦМВ проводили на 2-х клеточных лини-
ях фибробластов человека (ФЛЭЧ-977 и ФКЧ-

Рисунок 1. Гомология участков мРНК разных подтипов семейства IFNα в местах взаимодействия с прямым (А) 
и обратным (Б) праймерами
Примечания. Последовательность обратного праймера является комплементарной мРНК IFNα. Показаны нуклеотидные отличия 
участков мРНК IFNα и родственных омега- и эпсилон-ИФН. Сплошная линия обозначает совпадающие нуклеотиды.

А

alpha 4      GGCCTTGATACTCCTGGCACA
alpha 7      .....................
alpha 21     .....................
alpha 17     .....................
alpha 8      .....................
alpha 10     .................G...
alpha 1      .A.......G...........
alpha 13     .........G...........
alpha 2      .A.......G...........
alpha 14     .A.T.....G....A......
alpha 6      .A..A....G...........
alpha 5      .A.T.....GA.AA.......
omega 1      CA.....G.G..T...CAC..
epsilon 1    AAGT..A.A....T..AATA.

Б

alpha 4      AGAAATACAGCCCTTGTGCCT
alpha 7      .....................
alpha 21     .....................
alpha 17     .....................
alpha 8      ...........T.........
alpha 10     G....................
alpha 1      .....................
alpha 13     .....................
alpha 2      .....................
alpha 14     .....................
alpha 6      .A..G................
alpha 5      ...................A.
omega 1      ...........GAC.......
epsilon 1    ..G.C......A.C.......
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Рисунок 2. Синтез вирусных белков и продукция инфекционного ЦМВ в эмбриональных фибробластах легкого 
человека ФЛЭЧ-110044, находящихся в различных пролиферативных состояниях
Примечания. А. По оси ординат слева – количество клеток, окрашенных МКА к gB, %; справа – титр инфекционного ЦМВ, lg БОЕ/мл.  
По оси абсцисс – время после заражения, ч. Диаграмма показывает динамику синтеза позднего структурного белка gB, линейный 
график – продукцию инфекционного вируса. Светлые столбики и пунктирная линия – клетки, зараженные ЦМВ в состоянии покоя (G0); 
черные столбики и сплошная линия – клетки, зараженные в фазе синтеза ДНК (S-фаза). Множественность заражения 1-5 БОЕ/кл. 
Динамика синтеза белков ЦМВ в высокочувствительной ФЛЭЧ-977 (легкого эмбриона) и резистентной ФКЧ-1608 (кожи взрослого донора) 
культурах фибробластов человека.
Б. По оси ординат – количество клеток, окрашенных МКА, %. По оси абсцисс – время после заражения, ч. Количество клеток, 
окрашенных МКА к IEp72 в клетках ФЛЭЧ-977 (■) и ФКЧ-1608 (□); МКА к pp65 в клетках ФЛЭЧ-977 (●) и ФКЧ-1608 (○); МКА к gB в клетках 
ФЛЭЧ-977 (▲) и ФКЧ-1608 (Δ). Множественность заражения ЦМВ 0,2 БОЕ/кл.

1608) при заражении их низкой дозой вируса  
0,2 БОЕ/кл в состоянии покоя (рис. 2б). Видно, 
что в эмбриональных клетках легкого (ФЛЭЧ-
977) скорость и уровень накопления ранних 
(IEp72 и pp65) и позднего (gB) вирусных белков 
выше по сравнению с клетками кожи взрослого 
человека (ФКЧ-1608). Продукция инфекцион-
ного вируса чувствительными эмбриональны-
ми клетками была в 2,5 раза больше (6 lg БОЕ/
мл) и их гибель наступала раньше (на 2-3 день). 
На основании этих данных линия клеток ФЛЭЧ-
977 отнесена к высокочувствительной к ЦМВ, 
а линия клеток ФКЧ-1608 обладала резистентно-
стью к ЦМВ [5].

Транскрипционная активность IFN-генов 
в фибробластах человека, отличающихся 
пролиферативным состоянием 
и чувствительностью к ЦМВ

Сравнительное определение конститутивных 
уровней экспрессии IFN-генов в диплоидных 
фибробластах человека, находившихся в состо-
янии пролиферативного покоя и в фазе синтеза 
ДНК показало, что в S-фазе клеточного цикла 
у фибробластов линии ФЛЭЧ-110044 активность 
генов IFNα в 100 раз выше по сравнению с по-
коящимися клетками этой линии, синхрони-
зированными в G0 (рис. 3а). Это означает, что 
в фибробластах человека транскрипционная 
активность генов IFNα позитивно коррелирует 

с уровнем синтеза клеточной ДНК. Можно пред-
положить, что в регуляции генов IFNα прини-
мают участие известные регуляторы клеточного 
цикла и синтеза клеточной ДНК (р53, циклин-за-
висимых киназ, E2F и др.) [18]. Высокие уровни 
транскрипции мРНК IFNα в фазе синтеза ДНК, 
которые определяются полуколичественной ОТ-
ПЦР в разведении кДНК в 1000 раз, не сопрово-
ждаются секрецией из клеток биологически ак-
тивного IFN (данные не приводятся).

Параллельно, в разные сроки ЦМВ инфекции 
(6, 12, 24 и 48 ч), исследовали зараженные и не-
зараженные клетки линии ФЛЭЧ-110044, нахо-
дящиеся в момент внесения вируса в состоянии 
G0 или S. В динамике ЦМВ инфекции высокая 
транскрипционная активность генов IFNα со-
хранялась в клетках, зараженных в фазе синтеза 
ДНК (рис. 3б, показан срок 24 ч). В то же время 
в клетках, инфицированных в состоянии покоя, 
уровни экспрессии генов IFNα по-прежнему 
оставались более низкими. Важно отметить, что 
в этих клетках к 24 ч инфекции ЦМВ вызывал 
заметное угнетение транскрипции мРНК IFNα 
по сравнению с контролем (дорожки 1 и 2, рис. 3б).  
Подобного ингибиторного действия ЦМВ 
не было обнаружено в фибробластах, инфициро-
ванных в фазе синтеза ДНК.

Сопоставлены уровни экспрессии генов IFNα 
в 2-х линиях человеческих фибробластов, оха-
рактеризованных нами выше как чувствительная 
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Рисунок 3. Уровни транскрипции мРНК IFNα в диплоидных фибробластах чувствительной к ЦМВ линии легкого 
эмбриона человека ФЛЭЧ-110044, синхронизированных в состоянии покоя (G0, дорожки 1-4) и синтеза ДНК  
(S, дорожки 5-8)
Примечания. А – в момент заражения ЦМВ (0 ч); Б – через 24 ч после заражения. Инфицированные клетки обозначены ЦМВ (+), 
контрольные ЦМВ (–). Слева указан размер ПЦР-продукта IFNα (383 н.п.). Внизу указаны 10-кратные разведения кДНК в ПЦР.

(ФЛЭЧ-977) и резистентная (ФКЧ-1608) к ЦМВ 
клеточные культуры. В резистентной к ЦМВ ли-
нии ФКЧ-1608 конститутивные уровни транс-
крипции мРНК IFNα были в 10 раз выше, чем 
в высокочувствительной линии ФЛЭЧ-977 
(рис. 4а, клетки синхронизированы в состоянии 
G0). Отличия в обеих линиях клеток были вы-
явлены до заражения (0 ч, дорожки 1-4) и через  
6 и 12 ч после заражения клеток (дорожки 5-12). 
На ранних сроках инфекции ЦМВ индуцировал 
синтез мРНК IFNα, но уровень ее транскрипци-
онной активности оставался выше в резистент-
ных к ЦМВ ФКЧ по сравнению с чувствительны-
ми ФЛЭЧ. Кроме того, в чувствительной линии 
ФЛЭЧ-977 ЦМВ вызывал заметное угнетение 
синтеза мРНК IFNα на поздних сроках инфек-
ции (24 и 48 ч) (рис. 4б), что подтверждает резуль-
тат, представленный выше на клетках ФЛЭЧ-
110044 (рис. 3б). Полученные данные позволяют 
заключить, что резистентность клеток к ЦМВ 
инфекции прямо зависит от пролиферативного 
состояния клеток и активности генов IFNα.

Уровни синтеза мРНК IFNβ и IFNγ в изучен-
ных линиях фибробластов человека по данным по-
луколичественного ОТ-ПЦР анализа были очень 
низкими (невыявляемыми в неразведенной кДНК 
до заражения) и этим существенно отличались 
от мРНК IFNα. Транскрипционная активность ге-
нов IFNβ и IFNγ не зависела от пролиферативного 
состояния клеток и не возрастала в фазе синтеза 
ДНК (рис. 5, показаны ПЦР-продукты IFNγ). При 
изучении активности гена IFNγ было обнаружено, 

что ЦМВ избирательно стимулировал его транс-
крипцию на раннем сроке инфекции (6 ч) только 
в устойчивых к вирусу фибробластах линии ФКЧ-
1608 (рис. 5, дорожка 8). В высокочувствительных 
клетках ФЛЭЧ-977, зараженных ЦМВ, активации 
гена IFNγ не происходило. Стимуляция транскрип-
ции мРНК IFNγ также наблюдалась в линии клеток 
ФЛЭЧ-110044, менее чувствительных к ЦМВ, чем 
ФЛЭЧ-977, но только на более позднем сроке ин-
фекции 24 ч при заражении их в состоянии G0 (рис. 
5, дорожка 2). Сравнительное изучение уровней ген-
ной активности IFNβ в клеточных линиях с разной 
чувствительностью к ЦМВ не показало заметных 
отличий в низких уровнях экспрессии гена. ЦМВ 
вызывал небольшую стимуляцию транскрипции 
мРНК IFNβ к 12 ч инфекции в высокочувствитель-
ной культуре ФЛЭЧ-977 (данные не приводятся). 
Поэтому уровень резистентности исследованных 
линий фибробластов человека к ЦМВ не был свя-
зан с уровнями экспрессии мРНК IFNβ.

Обсуждение
В организме человека ЦМВ преимущественно 

находится в латентной форме. Активация ЦМВ-
инфекции происходит на фоне иммунодефи-
цитных состояний [2, 23]. ЦМВ обладает рядом 
механизмов иммуносупрессии и ускользания 
от иммунного ответа организма. Продукты генов 
US2, US3, US6, US11 вирусного генома интерфе-
рируют с процессингом и презентацией антиге-
нов. Более того, ген UL18 ЦМВ кодирует гомолог 
HLA I класса, а вирусный белок рр65 селектив-
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но подавляет образование антигенных пептидов  
[20, 27]. Представленные данные впервые сви-
детельствуют о существовании в фибробластах 
человека IFN-зависимого транскрипционного 
механизма контроля развития ЦМВ-инфекции, 
в котором ведущая роль принадлежит генам 
IFNα. Клеточная резистентность и задержка ре-
продукции ЦМВ в пролиферирующих фибро-
бластах человека коррелировала с исходно более 
высокой активностью генов IFNα. Покоящиеся 
фибробласты с более низкими уровнями транс-
крипции мРНК IFNα оказались более чувстви-

тельными к ЦМВ. Вместе с тем, конститутивная 
активность генов IFNα, вероятно, обусловлена 
тканевой специфичностью и возрастным фак-
тором источника получения клеточной культу-
ры. Клетки кожи взрослого донора (ФКЧ-1608) 
с более высокой конститутивной активностью 
генов IFNα были более резистентными к ЦМВ-
инфекции по сравнению с клетками легкого эм-
бриона человека (ФЛЭЧ-977 и ФЛЭЧ-110044).

Согласно нашим данным, в механизмах регу-
ляции процессов синтеза IFNα, β и γ в диплоид-
ных фибробластах человека, по-видимому, име-
ются существенные отличия. Установлено, что 
в фазе синтеза ДНК транскрипционная актив-
ность генов IFNα существенно возрастала (в 100 
раз) и достигала очень высоких уровней (опреде-
лялась методом ОТ-ПЦР при разведении кДНК 
в 1000 раз). В отличие от IFNα, транскрипция 
генов IFNβ и IFNγ не зависела от пролифера-
тивного состояния фибробластов и находилась 
на низком уровне. Включение или выключение 
IFN-генов зависело от стадии и формы развития 
ЦМВ-инфекции. В клетках, которые в момент за-
ражения ЦМВ фибробласты человека были син-
хронизированы в фазе синтеза ДНК, форма раз-
вития ЦМВ-инфекции напоминала латентную 
(наблюдалась задержка синтеза ранних белков 
и вирусной репродукции). Состояние латентно-

Рисунок 4. Экспрессия генов IFNα в высокочувствительной ФЛЭЧ-977 и резистентной ФКЧ-1608 к ЦМВ культурах 
диплоидных фибробластов человека
Примечания. Фибробласты синхронизированы в состоянии покоя G0. Инфицированные клетки обозначены ЦМВ (+), контрольные ЦМВ (–).
Дорожки: А – ФКЧ-1608 (1, 2 – 0 ч; 5, 6, 7 – 6 ч и 8 – 12 ч); ФЛЭЧ-977 (3, 4 – 0 ч; 9, 10, 11 – 6 ч и 12 – 12 ч); М – маркер ДНК 100-1000 н.п.; 
Б – ФЛЭЧ 977 (1, 2 – 24 ч; 3, 4 – 48 ч). Другие обозначения см. на рис. 3.
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Примечания. Инфицированные ЦМВ клетки обозначены ЦМВ 
(+), контрольные ЦМВ (–). Дорожки: чувствительная ФЛЭЧ-110044  
(1, 2 – G0; 3, 4 – S-фаза, 24 ч); высокочувствительная ФЛЭЧ-977  
(5, 6 – G0, 6 ч); резистентная ФКЧ-1608 (7, 8 – G0, 6 ч). Размер ПЦР-
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сти развивалось на фоне высокой транскрипци-
онной активности генов IFNα. Наоборот, при за-
ражении фибробластов в состоянии покоя, когда 
уровни транскрипции мРНК IFNα были в 10-100 
раз ниже, форма развития ЦМВ-инфекции при-
обретала острый, продуктивный характер. При 
высокой множественности заражения покоящих-
ся фибробластов почти все чувствительные клет-
ки (88-97%) к 24 ч инфекции содержали вирусные 
белки IEp72 и рр65 и около 50% клеток – белок gB.  
На ранних сроках острой вирусной инфекции 
(заражение чувствительных к ЦМВ неделящих-
ся фибробластов) ЦМВ наиболее сильно акти-
вировал транскрипцию генов IFNα и фермента  
2`, 5`-ОАС [5]. Значительно слабее и только кра-
тковременно ЦМВ индуцировал синтез мРНК 
IFNβ и IFNγ. При этом стимуляция активности 
гена IFNγ позитивно коррелировала с клеточной 
резистентностью к ЦМВ, а повышенная экспрес-
сия гена IFNβ, наоборот, – с чувствительностью 
клеток к вирусу. Возможно, что разные штаммы 
ЦМВ отличаются IFN-индуцирующей актив-
ностью (в работе использован штамм AD169). 
По данным литературы [22], штамм Towne ЦМВ 
в чувствительной культуре фибробластах чело-
века стимулировал транскрипцию гена IFNβ 
через 3 и 6 ч после заражения, при этом в куль-
туральную среду секретировался биологически 
активный IFNβ. В стимуляции экспрессии гена 
IFNβ участвовали универсальный фактор NF-
κB и фосфатидилинозитол 3-киназа (PI3-K). 
Сверхранний вирусный белок IE86 эффективно 
блокировал индукцию IFNβ [32]. Наиболее веро-
ятными активаторами генов IFNα и IFNγ были 
вирионный белок gB (в условиях высокой мно-
жественности заражения) и сверхранний белок 
IE72, который образовывался в первые 3 ч острой 
ЦМВ-инфекции и способен индуцировать син-
тез IFN-регулируемых факторов транскрипции 
(IRF1, IRF3 и др.) [27,29]. Однако последующее 
развитие острой ЦМВ-инфекции сопровожда-
лось накоплением ингибиторов транскрипции 
генов IFNα. По нашим данным, к 24 ч инфек-
ции в чувствительных линиях ФЛЭЧ в продуктах 
ЦМВ репликации содержались антагонисты ген-
ной активности IFNα. 

В ЦМВ-геноме найден гомолог клеточного 
IL-10, который играет ключевую роль в контро-
ле экспрессии генов IFN и антигенов главного 
комплекса гистосовместимости (HLA), пода-
вляет пролиферацию лимфоцитов и моноцитов 
и продукцию ими провоспалительных цитоки-
нов (TNFα, IL-1, IL-6) [21, 30]. По своему дей-
ствию IL-10 относится к иммуносупрессивным 
лимфокинам. Установлено, что он подавляет 
ответ клеток на IFNα и IFNγ, блокируя транс-
крипционный фактор STAT1 путем активации 

универсального ингибитора SOCS. Недавно по-
казано, что белок IEp72 в ядрах инфицирован-
ных клеток, непосредственно взаимодействуя 
с факторами транскрипции STAT1 и STAT2, 
предотвращает их ассоциацию и фактора IRF9 
с промоторами IFN-стимулированных генов 
[26]. По механизму действия белок IEp72 имеет 
сходство с недавно открытым у мышиного ЦМВ 
белком M27 (79 kDa), который инактивирует сиг-
нальную трансдукцию, вызываемую IFNγ с уча-
стием STAT2 [34]. Структурный вирусный белок 
рр65 (UL83), по данным литературы [7, 9], так-
же способен оказывать ингибирующее действие 
на индукцию и экспрессию антивирусных генов. 
Остается неизвестным, могут ли известные анта-
гонисты антивирусного действия IFN (ингиби-
торы сигнальной трансдукции IFN-зависимых 
генов) неструктурный ранний вирусный белок 
IEp72 и основной структурный белок рр65, а так-
же дсРНК-связывающий белок TRSI и белок 
IRSI [16] негативно влиять на экспрессию генов 
IFNα. По нашим данным, скорость и уровень 
синтеза вирусных белков IEp72 и рр65 в высо-
кочувствительных клетках были значительно 
выше, чем в резистентных. Как стимулирующий, 
так и ингибиторный эффекты ЦМВ на экспрес-
сию генов IFNα имели временную зависимость 
и прямо зависели от динамики синтеза каждого 
из этих белков. Поэтому, по нашему мнению, 
из 2-х исследованных вирусных белков наибо-
лее вероятным ингибитором транскрипции ге-
нов IFNα был вирионный белок рр65, который 
накапливался позднее IEp72 и к 24 ч инфекции 
содержался почти в 100% клеток. К сожалению, 
остались не исследованными динамика и уровни 
синтеза клеточного и вирусного IL-10 в диплоид-
ных фибробластах человека, отличающихся про-
лиферативным состоянием и чувствительностью 
к ЦМВ.

Из данных, полученных нами на линиях кле-
ток с разной чувствительностью к ЦМВ, следует, 
что для развития ЦМВ инфекции транскрипци-
онная активность генов IFNα и IFNγ более суще-
ственна, чем гена IFNβ. Так, высокая активность 
генов IFNα в фазе синтеза ДНК ассоциирует-
ся с остановкой репликации ЦМВ, в какой-то 
мере моделируя состояние латентной инфекции. 
В механизме клеточной резистентности к ЦМВ 
также имеет значение кратковременная стимуля-
ция активности гена IFNγ. Индукция гена IFNβ, 
наоборот, выражена слабо и происходит только 
при острой инфекции в высокочувствительных 
к ЦМВ клетках. Эти данные совместно с резуль-
татами недавно опубликованной работы вносят 
коррективы в представления о роли IFNβ, кото-
рый называют также фибробластным, в защите 
диплоидных фибробластов человека от вирус-
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ной (по крайней мере, от цитомегаловирусной) 
инфекции [26]. Таким образом, резистентность 
фибробластов человека к ЦМВ прямо коррели-
рует с конститутивным уровнем генной актив-
ности IFNα и сохранением его высокого уровня 
в процессе вирусной репликации. Ранее нами 
было показано, что в исследованных линиях кле-
ток уровень репродукции ЦМВ зависит от ак-
тивности гена IFN-зависимого фермента ОАС1 
[5]. Сочетанное влияние ОАС, IFNα и IFNγ, 
по-видимому, является частью общего механиз-
ма ограничения репликации ЦМВ в фибробла-
стах человека. Таким образом, развитие ЦМВ 
инфекции находится под контролем экспрессии 
генов лейкоцитарного и иммунного IFN. В свою 
очередь, продукты репликации ЦМВ негатив-
но регулируют уровень активности IFNα генов 
на поздних сроках инфекции.
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