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В работе представлена апробация трёхмерной (3D) сфероидной модели на основе клеточ-
ной линии HEK-293T для изучения репликации различных геновариантов (Wuhan, Delta, 
Omicron) SARS-CoV-2. Сфероиды формировали в микролунках агарозного гидрогеля, затем 
инфицировали вирусными штаммами с последующим анализом концентрации вируса мето-
дом ОТ-ПЦР в реальном времени. Установлено накопление вирусной РНК для всех генова-
риантов, что свидетельствует о восприимчивости 3D-культуры на основе клеток HEK-
293T и её пригодности для моделирования SARS-CoV-2-инфекции. 
Ключевые слова: SARS-CoV-2, Wuhan, Delta, Omicron, 3D-культура, сфероиды, HEK-293T 
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The paper presents the approbation of a three-dimensional (3D) spheroid model based on the 
HEK-293T cell line for studying the replication of various SARS-CoV-2 genetic variants (Wuhan, Del-
ta, Omicron). Spheroids were formed in agarose hydrogel microwells, then infected with viral strains 
followed by real-time RT-PCR analysis of the virus concentration. Accumulation of viral RNA has 
been established for all genovariants, which indicates the susceptibility of a 3D culture based on 
HEK-293T cells and its suitability for modeling SARS-CoV-2 infection. 
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Пандемия COVID-19 (Coronavirus infection disease 2019), этиологически связанная с SARS-

CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) (Nidovirales: Coronaviridae, Betacoronavirus, 
подрод Sarbecovirus), или Betacoronavirus pandemicum 1 [25, 26, 29], подчеркнула недооценку панде-
мического потенциала коронавирусов [20, 22, 23]; необходимость создания глобальной системы мо-
ниторинга особо опасных вирусов, связанных с рукокрылыми (Chiroptera) [19, 21, 27] – совершенно 
уникальным отрядом млекопитающих с многочисленными морфо-функциональными приспособлени-
ями к активному полёту [16, 28, 30] – наподобие той, которая в прошлом веке была создана для виру-
са гриппа А, или Alphainfluenzavirus influenzae (от мониторинга в популяциях птиц [17, 18, 24] до госпи-
тального надзора [6-8]); необходимость разработки новых экспериментальных моделей для изучения 
механизмов вирусной инфекции [1, 14], оценки эффективности противовирусных препаратов [3, 4, 33] 
и создания вакцин [2, 15]. 

Существующие двумерные (2D) клеточные модели, получившие широкое распростране-
ние [10], не в полной мере отражают сложность вирус-клеточных взаимодействий in vitro, тогда как 
доклинические исследования на животных моделях сопряжены с высокой стоимостью, этическими 
ограничениями и длительными процедурами согласования [14]. 

В последние годы значительное внимание уделяется технологиям трёхмерного (3D) культиви-
рования клеток, в частности, образованию сфероидов – структур, формирующихся за счёт спонтан-
ной самоорганизации клеточных агрегатов [11, 12]. Трёхмерные сфероиды более адекватно воспро-
изводят тканевую архитектуру, обеспечивают наличие градиентов питательных веществ и факторов 
роста, а также способствуют реализации естественных межклеточных взаимодействий. Благодаря 
этим особенностям, сфероиды представляют собой перспективную модель in vitro для изучения пато-
генеза вирусных инфекций, включая SARS-CoV-2. 

Целью настоящей работы является апробация модели на основе сфероидов из клеток HEK-
293T, инфицированной различными геновариантами SARS-CoV-2, выделенными на территории При-
морского края. 

Материалы и методы 
Получение сфероидов осуществляли с использованием клеточной линии HEK-293T в микро-

лунках агарозного гидрогеля с применением штампов, изготовленных на 3D-принтере (рис. 1) [34, 37]. 
Клетки HEK-293T, культивируемые в монослое до достижения 90 % конфлюэнтности, подвергали 
диссоциации и ресуспендировали в культуральной среде DMEM (Биолот, Россия), дополненной 10 % 
фетальной бычьей сывороткой (ФБС) (Биолот, Россия) и антибиотиком-антимикотиком (Gibco, США). 

                                                           
1 Наряду с традиционными названиями вирусов, мы будем использовать бинарную номенклатуру [32], 
рекомендованную ICTV (International Committee on the Taxonomy of Viruses – Международным комите-
том по таксономии вирусов). 
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Клеточную суспензию вносили в лунки 24-луночного планшета (Jet Bio Filtration, Китай), предвари-
тельно подготовленные путём нанесения слоя агарозного гидрогеля с формированными микролунка-
ми. 

 
 

Рис. 1. Общая схема получения сфероидов с помощью штампов, изготовленных  
на 3D-принтере 

Заражение сфероидов SARS-CoV-2 проводили штаммами из Коллекции патогенных микроор-
ганизмов НИИЭМ им. Г.П. Сомова Роспотребнадзора [5]: SARS-CoV-2/Russia_Vladivostok/5130/2020 
(Wuhan-подобный геновариант; VGARus ID: prim000098; GenBank ID: OQ363272; GISAID ID: 
EPI_ISL_16756941), SARS-CoV-2/Russia_Vladivostok/6843/2021 (геновариант Delta; VGARus ID: 
prim000021; GenBank ID: OQ318410; GISAID ID: EPI_ISL_16641839) и SARS-CoV-
2/Russia_Vladivostok/Р63/2023 (геновариант Omicron; VGARus ID: prim0002; GenBank ID: OR083734; 
GISAID ID: EPI_ISL_17738935) [9, 13]. 

Двухдневные сфероиды, выращенные агарозных микролунках, инкубировали с вирусом в те-
чение 2 ч (инфицирующая доза вируса – 2 lg(ТЦИД50)/мл. После инкубации сфероиды трижды отмы-
вали фосфатно-солевым буферным раствором и переносили в 96-луночный планшет с адгезивным 
покрытием (Jet Bio Filtration, Китай). Инфицированные сфероиды культивировали в среде DMEM с 
антибиотиком-антимикотиком (Gibco, США) и 1% ФБС в течение 4 сут., после чего планшет подверга-
ли заморозке для лизиса клеток и полученный материал направляли на тестирование методом ОТ-
ПЦР в реальном времени (рис. 2). 
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Рис. 2. Общая схема инфицирования сфероидов SARS-CoV-2 

 

Выявление SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР в реальном времени проводили в смеси культу-
ральной жидкости и клеточного лизата. Выделение нуклеиновых кислот производилось с помощью 
набора «РИБО-преп» (AmpliSens, Россия), индикация РНК SARS-CoV-2 – использованием набора 
«ОТ-ПЦР-РВ-SARS-CoV-2» (Синтол, Россия). 

Результаты и обсуждение 
Клеточные сфероиды линии HEK-293T в агарозных микролунках формировались стабильно и 

уже через 48 часов образовывали плотные агрегаты (рис. 3).  
 

 
 

Рис. 3. Сфероиды в микролунках агарозного геля через 48 ч после посева 
 

Сфероиды сохраняли стабильную форму в течение последующих суток культивирования и 
могли быть перенесены в планшеты с адгезивным покрытием для дальнейших экспериментов. При 
инфицировании сфероидов различными геновариантами SARS-CoV-2 (Wuhan, Delta, Omicron) было 
показано, что вирус эффективно реплицируется в данной системе (табл. 1). 

Таблица 1. 
Репликация разных штаммов SARS-CoV-2 в сфероидах 

 

Характеристика штамма SARS-CoV-2 Предельный цикл (Ct) в ОТ-ПЦР 

название геновариант перед заражением после заражения 

Russia_Vladivostok/5130/2020 Wuhan 15,3 ± 0,2 11,9 ± 0,5 

Russia_Vladivostok/6843/2021 Delta 19,4 ± 0,5 15,2 ± 1,0 

Russia_Vladivostok/Р63/2023 Omicron 20,1 ± 0,2 15,9 ± 0,3 
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Согласно результатам ОТ-ПЦР-анализа, через 4 сут. после заражения имело место увеличе-
ние концентрации вируса. Полученные данные свидетельствуют о том, что 3D-культура HEK-293T 
обеспечивает благоприятные условия для размножения SARS-CoV-2 и может рассматриваться как 
перспективная модель для изучения вируса. Эффективность репликации была характерна для всех 
протестированных геновариантов, что подтверждает универсальность предложенной модели. 

Полученные данные согласуются с результатами других исследований [31, 35, 36], где пока-
зано, что 3D-культуры эффективно воспроизводят патогенез вирусных инфекций, а также могут  пре-
восходить традиционные монослойные культуры. В частности, ранее было продемонстрировано, что 
трёхмерные клеточные системы обеспечивают более длительное сохранение вируса, отражают осо-
бенности цитопатического действия и позволяют изучать влияние факторов микроокружения на ре-
пликацию SARS-CoV-2. Таким образом, полученные результаты подтверждают, что применение 3D-
культур является перспективным направлением для фундаментальных и прикладных вирусологиче-
ских исследований. 

Выводы 
Разработана и апробирована модель инфекции SARS-CoV-2 на основе трёхмерных сферои-

дов из клеток культуры HEK-293T. Показано, что сфероиды формируются воспроизводимо и сохра-
няют стабильность в условиях рутинного культивирования, обеспечивая благоприятную среду для 
репликации вируса. 

Полученные результаты подтверждают перспективность использования сфероидов как экспе-
риментальной модели для изучения фенотипических особенностей вирусов, а также для прикладных 
задач – скрининга противовирусных соединений и оценки цитопатического действия. Представленный 
подход может служить основой для дальнейшего развития методов моделирования коронавирусной 
инфекции in vitro. 
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РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ МАРКЕРОВ ВИРУСА 
ГЕПАТИТА B СРЕДИ ВЗРОСЛОГО НАСЕЛЕНИЯ 
КРУПНОГО ПРОМЫШЛЕННОГО РЕГИОНА 
 

А. В. Полянина, А. А. Корнева, А. Д. Кашникова, А. А. Новоселова, 
А. А. Залесских, О. В. Антипова, Н. Н. Зайцева  
ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии 
и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной» Роспотребнадзора, 
г. Нижний Новгород, Российская Федерация 
 
Вирусный гепатит B (ГВ) остается одной из наиболее значимых медико-социальных про-
блем глобального здравоохранения. Целью исследования явилось изучение распространён-
ности маркеров вируса ГВ (ВГВ) среди взрослого населения крупного промышленного реги-
она. Материалы и методы. Материалом для исследования послужили образцы сывороток 
крови взрослого населения (n=467, мужчины/женщины — 179/288; средний возраст соста-
вил – 45,6 лет), которые были распределены по возрастным группам: 20-29 лет, 30-39 лет, 
40-49 лет, 50-59 лет и старше 60 лет. Серологические (HBsAg, анти-HBs, анти-HBcore) и 
молекулярно-биологические (ДНК ВГВ) маркеры ГВ определялись методом ИФА и ПЦР с ис-
пользованием отечественных тест-систем. Результаты. Доминирующим условием со-
хранения эпидемиологически значимого резервуара ВГВ среди взрослого населения области 
остается низкий уровень популяционного иммунитета среди лиц старше 30 лет, обуслав-
ливая сохраняющуюся эпидемиологическую значимость ГB в регионе и необходимость оп-
тимизации региональных профилактических мероприятий с учётом возрастных особенно-
стей иммунного ответа.   
Ключевые слова: вирусный гепатит В, распространенность, вакцинопрофилактика, по-
ствакцинальный иммунитет 
 
PREVALENCE OF HEPATITIS B VIRUS MARKERS AMONG ADULTS IN A LARGE INDUSTRIAL 
REGION  
 
A.V. Polyanina, A.A. Korneva, A.D. Kashnikova, A.A. Novoselova, A.A. Zalesskikh, 
O.V. Antipova, N. N. Zaitseva 
FBUB Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology named after 
Academician I.N. Blokhina" Rospotrebnadzor, Nizhny Novgorod, Russian Federation 
 
Viral hepatitis B (HBV) remains one of the most significant medical and social problems of global 
health.  
The aim of the study was to study the prevalence of hepatitis B virus (HBV) markers among the adult 
population of a large industrial region. Materials and methods. The study material included serum 
samples from adults (n=467, men/women — 179/288; average age was 45.6 years), divided into age 
groups: 20-29 years, 30-39 years, 40-49 years, 50-59 years and over 60 years. Serological (HBsAg, 
anti-HBs, anti-HBcore) and molecular biological (HBV DNA) markers of hepatitis B were determined 
by ELISA and PCR using domestic test systems. Results. The dominant condition for maintaining an 


