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Основные моменты
- Современный уровень синтетической биологии позволяет создавать вирусы с дополнительными функци-
ями (Gain-of-function, GOF), способные вызывать инфекционные процессы у людей, животных и растений.
- Инфекционный процесс, вызванный вирусом с GOF, может развиваться с нетипичными симптомами и  
поражениями внутренних органов, что затрудняет своевременную диагностику и снижает эффективность 
лечения.
- Конвенционных механизмов, блокирующих создание и распространение синтетических патогенов, не  
существует.
- Цифровизация синтетической биологии позволяет передавать патогены в любую точку мира в виде цифро-
вых данных и воссоздавать их в условиях in vitro.
Актуальность. Технологии синтетической биологии, включая редактирование генома, доступны даже не-
большим лабораториям и бесконтрольно используются для модификации вирусных патогенов, поражающих 
человека, животных и растения.
Цель исследования – показать, как за рубежом в рамках технологий синтетической биологии могут создавать-
ся вирусы с GOF и их потенциальное поражающее действие.
Источниковая база исследования. Англоязычные публикации из базы PubMed.
Метод исследования. Аналитический. Применялись рекомендации PRISMA. 
Результаты. Конструирование синтетических вирусов осуществляется преимущественно двумя методами: 
cборка по Гибсону (Gibson assembly); и рекомбинация, ассоциированная с трансформацией (Transformation-
Associated Recombination, TAR), включая TAR-клонирование в дрожжах Saccharomyces cerevisiae. Вирусные 
геномы собираются из олигонуклеотидных фрагментов, в которые предварительно вносятся целевые моди-
фикации. Данный подход позволяет получать синтетические вирусы с GOF. В ходе исследования были иденти-
фицированы молекулярные маркеры, позволяющие отличать синтетические вирусы от природных штаммов.
Заключение. Современные достижения синтетической биологии создают новую реальность – возможность 
ведения биологической войны, в которой будет невозможно распознать сам ее факт; тех, кто ее ведет; и ка-
кими поражающими средствами. Сложившаяся ситуация формирует принципиально новую парадигму био-
логических угроз в сферах медицины, ветеринарии и агрокультуры, что требует разработки международных 
механизмов управления возникающими рисками.

Ключевые слова: сборка по Гибсону; синтетические вирусы; синтетическая биология;  TAR-клонирование; 
Gain-of-function
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Enhancing viral pathogen functions – how it's done within 
synthetic biology technologies abroad
Mikhail V. Supotnitskiy, Natalia V. Shachneva

Highlights
- Modern synthetic biology technologies enable the creation of gain-of-function (GOF) viruses capable of causing 
infectious processes in humans, animals, and plants.
- GOF virus-induced infections may present with atypical symptoms and internal organ damage, complicating timely 
diagnosis and reducing treatment efficacy.
- There are no conventional mechanisms to prevent the creation and spread of synthetic pathogens.
- The digitization of synthetic biology allows pathogens to be transmitted as digital data and reassembled in vitro.
Relevance. Synthetic biology technologies, including genome editing and virus synthesis, are now accessible even to 
small laboratories and are actively used to modify pathogens affecting humans, animals, and plants.
Purpose of the study is to demonstrate how GOF viruses can be created abroad using synthetic biology technologies 
and assess their potential pathogenic effects. 
Study base sources. English-language publications from the PubMed database.
Method. Analytical approach, following PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) guidelines.
Results. Currently, synthetic virus construction primarily employs two methods: Gibson assembly, Transformation-
associated recombination (TAR), including TAR cloning in Saccharomyces cerevisiae yeast.Viral genomes are 
assembled from oligonucleotide fragments with targeted modifications, enabling the production of synthetic viruses 
with designed properties, including GOF traits. The study also identified molecular markers distinguishing synthetic 
viruses from natural strains.
Conclusion. Advances in synthetic biology have created a new reality – the potential for biological warfare where the fact 
of an attack, its perpetrators, and the means used may remain undetectable. This situation establishes a fundamentally 
new paradigm of biological threats to medicine, veterinary science, and agriculture, necessitating the development of 
international risk management mechanisms.
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Существующие подозрения об ис-
кусственном происхождении пандемии 
COVID-19 требуют понимания возможно-
стей ученых в конструировании новых па-
тогенных организмов. Особые опасения вы-
зывают патогены с усиленными функциями 
(Gain-of-function, GOF), создаваемые в 
рамках технологий синтетической биологии.

Цель исследования – показать, как за ру-
бежом в рамках технологий синтетической 
биологии могут создаваться вирусы с GOF и 
их потенциальное поражающее действие.

Источниковая база исследования. Англо- 
язычные публикации из базы PubMed.

Метод исследования. Аналитический. 
Применялись рекомендации PRISMA 
(Preferred Reporting Items for Systematic 
Reviews and Meta-Analyses)1.

Для достижения поставленной цели мы 
рассмотрели:

- терминологическую базу данных иссле-
дований;

- существующие подходы к конструиро-
ванию геномов опасных вирусных патогенов 
на примерах восстановления вируса оспы ло-
шадей и коронавирусов;

- применение технологии к вирусам сель-
скохозяйственных животных и растений;

- возможности идентификации вирусов, 
полученных методами синтетической био-
логии.

Но сначала определимся с терминами в их 
логической связи.

Логическая связь терминов. Термин 
генная инженерия относится к любому при-
менению инструментов молекулярной био-
логии для изменения генетического кода ор-
ганизма, а биотехнология является отраслью 
его промышленного применения. Генная ин-
женерия охватывает развивающиеся дисци-
плины синтетической биологии, использу-
ющей рациональный инженерный подход к 
созданию генетического материала (реструк-
туризация, перекодирование, минимизации 
геномов и др.). Среди них:

синтетическая геномика – предполагает 
создание вирусов, бактерий и эукариоти-
ческих клеток на основе искусственных ге-
номов, в ее рамках химически синтезируются 
целые хромосомы и геномы, и ими заменяют 
их естественные аналоги [1];

1	 PRISMA. URL: https://www.prisma-statement.org/ (дата обращения: 10.04.2025).

обратная генетика вирусов – частный 
случай синтетической биологии. Такое на-
звание произошло из-за того, что для полу-
чения способных к размножению РНК-ви-
русов ученые «идут» не от ДНК к РНК, как 
это обычно происходит в клетке при синтезе 
белка, а наоборот, от РНК вируса к компле-
ментарной ей ДНК (кДНК), а с нее с помощью 
РНК-полимеразы фага Т7 «обратно» к инфек-
ционной РНК. Синтезированная плюс-цепь 
РНК коронавирусного генома имитирует 
клеточную матричную РНК (мРНК) и эффек-
тивно распознается трансляционным аппа-
ратом клетки-хозяина, что приводит к немед-
ленному запуску продукции инфекционных 
вирусных частиц [1, 2];

синтетическая жизнь – биологическая 
система, созданная путем внедрения искус-
ственно синтезированного генома в при-
родную клетку-реципиент, где: полностью 
замененная хромосома осуществляет кон-
троль над всеми клеточными процессами; 
фенотипические характеристики строго со-
ответствуют заданным параметрам; сохра-
няется способность к неограниченной про-
лиферации с наследованием искусственного 
генома [3];

синтетическая клетка – минимальная 
жизнеспособная единица синтетической 
жизни, характеризующаяся: полной заменой 
природного генома синтетической ДНК; со-
хранением основных признаков жизни (ме-
таболизм, репликация, адаптация); програм-
мируемыми функциональными свойствами; 
стабильным наследованием искусственного 
генетического материала в поколениях [3].

Все вышеупомянутые области исследо-
ваний имеют пересекающиеся пространства 
и их разработки влияют друг на друга. 

Усиление и утрата функции патогена – 
что это? Эксперименты, в результате которых 
появляются патогены с дополнительной 
функциональностью (увеличивают способ-
ность возбудителя вызывать заболевание 
путем повышения вирулентности, приобре-
тения патогенности или трансмиссивности; 
устойчивые к антибактериальным и анти-
вирусным лекарственным препаратам; спо-
собные преодолевать иммунитет, созданный 
доступными вакцинами, и др.), классифици-
руются как исследования по приобретению 
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Усиление функций вирусных патогенов – как это делается за рубежом в рамках технологий...

функции (Gain-of-function, GOF); а генетиче-
ские изменения, приводящие к ослаблению 
патогенов (снижение способности патогена 
вызывать заболевание; повышение его чув-
ствительности к лекарственным препаратам 
и т.п.), классифицируются как исследования 
по потери функции (loss-of-function, LOF)2.

В исследованиях GOF и LOF используются 
одни и те же методы, оборудование и приемы. 

Существующие подходы к конструиро-
ванию геномов опасных патогенов. Син-
тезировать в условия in vitro полный геном 
простейшего клеточного организма или ви-
руса в настоящее время невозможно – нет 
технологий химического синтеза ДНК, по-
зволяющих сборку цепочек нуклеотидов не-
обходимой длины [4]. Современные ДНК-син-
тезаторы способны создавать цепочки ДНК 
в пределах 200–250 пар нуклеотидов (п.н.) 
При увеличении их длины выход продукта 
и точность синтеза падают [3]. Первый пол-
ностью синтезированный геном клеточного 
организма, Mycoplasma genitalium, содержит 
583 тысяч п.н. (т.п.н.) [5], средний геном коро-
навирусов 28–32 т.п.н. [6], геном ортопоксви-
русов 140–280 т.п.н. [7]. Поэтому их собирают 
из фрагментов.

Наиболее распространенный способ син-
теза длинных цепочек ДНК в условиях in vitro  
разработан Дэниелем Дж. Гибсоном. Он по-
зволяет одновременно объединять до 15 фраг- 
ментов ДНК на основе идентичности после-
довательностей. Для этого необходимо, чтобы 
ДНК фрагменты перекрывались с соседними 
фрагментами ДНК примерно на 20–40 п.о. 
Экзонуклеаза обнажает 3ʹ-концы линейной 
ДНК; затем фрагменты, имеющие перекрыва-
ющуюся терминальную гомологию, отжига-
ются и служат праймерами для ДНК-полиме-
разы, которая заполняет пробелы; наконец, 
ДНК-лигаза запечатывает разрезы. Образу-
ются замкнутые кольцевые молекулы ДНК. 
Первый геном искусственной клетки собрали 
с использованием этого метода. Основные до-
стоинства метода: универсальность в генети-
ческой модификации – позволяет проводить 
направленный мутагенез с высокой точно-
стью, включая: вставки и делеции заданных 
последовательностей; точечные мутации –  
снипсы (SNPs) в специфических сайтах; уда-
ление нестабильных или мешающих эле-
ментов (например, шпилек или повторов); 
эффективность сборки – одновременное со- 
единение нескольких фрагментов ДНК за 
одну реакцию без необходимости поэтапных 

2	 Schuerger C, Batalis St, Quinn K, et al. Understanding the Global Gain-of-Function Research Landscape. Center 
for Security and Emerging Technology. 2023. August. URL: https://github.com/georgetown-cset/gain-of-function-
survey/tree/main (дата обращения: 12.05.2025).

лигирований; совместимость с другими мето-
дами – может использоваться в комбинации 
с CRISPR/Cas9 или TAR-клонированием для 
сложных генетических конструкций [5, 8].

Как и все методы синтеза длинных це-
почек ДНК, работающих в условиях in vitro, 
сборка Гибсона ограничена количеством сши- 
ваемых фрагментов в одной реакции, что тре-
бует поэтапной процедуры сборки все более 
крупных конструкций геномной ДНК [8].

В настоящее время для конструи-
рования длинных фрагментов ДНК- и 
РНК-геномов вирусов предпочтение отда-
ется способу рекомбинации, связанному с 
трансформацией (transformation-associated  
recombination, TAR; TAR-клонирование; 
TAR-клонинг) в пекарских дрожжах 
Saccharomyces cerevisiae. Их способность 
эффективно и с высокой точностью сши-
вать вместе линейные молекулы ДНК, пред-
ставляющие собой гомологичные участки 
длиной всего 40 п.н. на концах, вывело из 
тупика конструирование крупных геномов, 
опиравшихся на методы in vitro. Дрожжи 
S. cerevisiae естественным образом поддер-
живают геном размером 12 Мб, состоящий 
из 16 хромосом в диапазоне 230–1500 т.п.о. 
в его гаплоидной версии, и могут суще-
ствовать как полиплоид. Они чрезвычайно 
устойчивы к изменениям в содержании и 
архитектуре генома. В рамках TAR-клониро-
вания конструирование геномов патогенов 
проводится с использованием следующих  
инструментов [9–10]:

- искусственной хромосомы дрожжей 
(Yeast Artifcial Chromosome, YAC) – это скон-
струированная векторная система, пред-
назначенная для репликации подобно хро-
мосоме и стабильного сохранения больших 
фрагментов ДНК в клетках дрожжей;

- бактериальной искусственной хромо-
сомы (Bacterial Artifcial Chromosome, BAC) –  
конструкция ДНК, используемая для клони-
рования больших последовательностей ДНК 
в бактериях, чаще всего в Escherichia coli.  
Технологии BAC основаны на природных 
плазмидах, таких как конъюгативные F-плаз-
миды (обычно 94,5 т.п.н.), эффективно ими-
тирующие естественные хромосомные ме-
ханизмы, и способные стабильно сохранять 
большие вставки ДНК;

- сочетанием обоих подходов (YAC-BAC).
На практике последовательность вирус-

ного генома делят на несколько фрагментов 
для последующей гомологичной рекомби-



Journal of NBC Protection Corps. 2025. V. 9. No 3218‌

БИ
О

Л
О

ГИ
ЧЕ

СК
А

Я 
БЕ

ЗО
П

АС
Н

О
С

ТЬ
 И

 З
А

Щ
И

ТА
 О

Т 
БИ

О
Л

О
ГИ

ЧЕ
СК

И
Х 

УГ
РО

З
BI

O
LO

G
IC

A
L 

SE
CU

RI
TY

 A
N

D
 P

RO
TE

C
TI

O
N

 A
G

A
IN

ST
 B

IO
LO

G
IC

A
L 

TH
RE

AT
S

Supotnitskiy M.V., Shachneva N.V.
Супотницкий М.В., Шачнева Н.В.

нации в S. cerevisiae. В стратегии на основе 
YAC перекрывающиеся фрагменты ДНК3 
доставляются в дрожжи S. cerevisiae вместе 
с линеаризованным YAC/TAR-вектором. Го-
мологичная рекомбинация в дрожжевых 
клетках собирает фрагменты ДНК, формируя 
YAC-вектор и получается плазмида YAC, со-
держащая полноразмерную кДНК вируса. 
Плазмида YAC трансфицируется в чувстви-
тельные клетки, где и происходит сборка ви-
русной частицы. В стратегии на основе BAC 
для соединения полноразмерного вирус-
ного генома с вектором BAC используются 
сайты рестрикции и другие методы. Затем 
вектор трансформируется в E. coli для ам-
плификации, а очищенная двухрепликонная 
плазмида BAC трансфицируется в чувстви-
тельные клетки (рисунок 1).

3	 Для генома РНК-вируса такие фрагменты получают обратной транскрипцией, т.е. сшиваются  
фрагменты кДНК.

Специализированные «крючки» (hook 1 и 
hook 2) на концах вектора TAR представляют 
собой перекрывающиеся последовательно- 
сти, которые обеспечивают точную вставку 

Рисунок 1 – Обзор стратегий и процессов, связанных 
с созданием инфекционных клонов вирусов с использо-
ванием YAC, BAC и комбинированных систем YAC-BAC. 
А – Амплификация генома вируса. Б – Системы на ос-
нове YAC. В – Системы на основе BAC. Г – Гибридные 
системы YAC-BAC (рисунок адаптирован авторами из 
работы Y. Wu с соавт. [2])
Figure 1: Overview of strategies and processes involved in 
the creation of infectious viral clones using YAC, BAC, and 
hybrid YAC-BAC systems. A, Viral genome amplification. Б, 
YAC-based systems. В, BAC-based systems. Г, Hybrid YAC-
BAC systems (the figure is adapted by the authors from  
Y. Wu et al. [2])

Рисунок 2 – Схема TAR-клонинга целевого гена или  
региона ДНК. Этап 1 – Подготовка вектора. Этап 2 –  
Котрансформация. Линеаризованный вектор + геном-
ную ДНК вводят в дрожжи S. cerevisiae. Этапы 3 и 4 – 
Рекомбинация между таргетными последовательно-
стями в векторе и соответствующими участками в 
фрагменте геномной ДНК. «Крючки» вектора находят 
гомологичные участки в геномной ДНК, происходит 
«сшивание» в кольцевую молекулу с нужным геном. 
Этап 5 – Перенос выделенных TAR-молекул, содержа-
щих интересующий регион, из дрожжевых клеток в 
бактериальные с помощью электропорации. Этап 6 –  
Секвенирование или функциональный анализ (рису-
нок адаптирован авторами из работы N. Kouprina,  
V. Larionov [9])
Figure 2: Schematic of TAR cloning for target gene/DNA 
region isolation. Step 1, Vector preparation. Step 2, Co-
transformation. Linearized vector + genomic DNA are 
introduced into S. cerevisiae yeast. Steps 3–4, Homologous 
recombination between vector targeting sequences 
and genomic DNA fragments. Vector “hooks” identify 
homologous regions, enabling circularization with the 
desired gene. Step 5, Transfer of isolated TAR molecules 
(containing target region) from yeast to bacterial cells via 
electroporation. Step 6, Sequencing or functional analysis 
(the figure is adapted by the authors from N. Kouprina,  
V. Larionov [9])
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целевого фрагмента. Совместная трансфор- 
мация вектора и целевого фрагмента в 
дрожжах запускает гомологичную рекомби-
нацию, обусловленную врожденными спо-
собностями дрожжей к репарации ДНК, что 
приводит к бесшовной сшивке фрагментов, т.е.  
без лишних нуклеотидов в местах их инте-
грации. YAC позволяют сохранять и изучать 
более крупные фрагменты геномной ДНК в 
их естественном контексте (до 2000 т.п.о.); 
BAC – менее емкая система (300 т.п.о.), но 
проще в обращении и модификации с по-
мощью стандартных методов молекулярной 
биологии [2]. Последовательность ТAR-кло-
нинга генов показана на рисунке 2.

Работу этих стратегий и процессов рас-
смотрим ниже на конкретных примерах по-
лучения синтетических ДНК- и РНК-вирусов.

Конструирование синтетических ор-
топоксвирусов – вирус лошадиной оспы. 
Вирус лошадиной оспы (Horsepox virus, 
HPXV) изолирован от лошади в Монголии 
в 1976 г. – изолят MNR-76. Его геном состав-
ляет 212 т.п.о. Он содержит инвертированные 
терминальные повторы длиной 7,5 т.п.о. и не 
имеет обширных тандемных терминальных 
повторов. Филогенетический анализ кон-
сервативного региона показал тесную связь 
HSPV с секвенированными изолятами ви-
руса осповакцины (VACV) и вируса оспы 
кроликов [12].

Работа по восстановлению HPXV прово-
дилась с целью показать возможность соз-
дания вымершего ортопоксвируса по его не-
полной ДНК последовательности [13]4.

Технически эта задача имела сложное ре-
шение по следующим причинам: геном HPXV 
огромен даже для ортопоксвирусов, синте-
зировать его в условия in vitro в виде одной 
последовательности невозможно; нуклео-
тидная последовательность генома вируса 
не была определена полностью, шпилечные 
теломеры концевых его участков, определя-
ющие инициацию репликации, регуляцию 
транскрипции генов и упаковку в вирионы, 
расшифрованы не были; поксвирусы не могут 
быть просто извлечены из трансфициро-
ванных клеток, поскольку их ДНК не явля-
ется инфекционной.

X.D. Yao и D.H. Evans [14] ранее пока-
зали, что клетки, инфицированные вирусом 
фибромы Шопа (Shope fibroma virus, SFV – 
4	 Department of Medical Microbiology & Immunology and Li Ka Shing Institute of Virology, University of Alberta, 
Edmonton, Alberta, Canada, Tonix Pharmaceuticals, Inc., New York, New York, United States of America.
5	 Каким методом синтезированы такие последовательности ДНК, не указано.
6	 По меткому замечанию К. Вентера, «вирус вне клетки не живее кристалла соли» [3]. Способность к воспро-
изводству он получает только, если его геном сможет мобилизовать ресурсы клетки, что и сделано в данном 
эксперименте благодаря вирусу-помощнику – SFV.

вирус семейства Poxviridae), обеспечивают 
клеточную среду, способную собирать из ре-
стрикционных фрагментов ДНК геном VACV. 
Этим воспользовались R.S. Noyce с соавт. [13] 
для восстановления вируса HPXV, способ-
ного к репликации в клетках и заражению 
животных. Их эксперимент выполнен следу-
ющим образом.

Дизайн генома синтетического химерного 
HPXV (synthetic chimeric HPXV, scHPXV) 
основан на опубликованной последователь-
ности штамма HPXV MNR-76 (GenBank, 
регистрационный номер DQ792504). Его 
разделили на десять фрагментов с перекры-
вающимися последовательностями с каждым 
соседним фрагментом (не менее 1,0 т.п.н.), обе-
спечивающих достаточную гомологию для 
поддержки рекомбинации между совместно 
трансфицированными фрагментами. Кон-
цевые 40 п.н. из последовательности HPXV не 
были включены в синтетические фрагменты 
ITR. Шпилечные теломеры заменили двумя 
синтетическими шпилечными структурами 
на основе последовательностей штамма 
VACV WR. Все фрагменты ДНК HPXV были 
синтезированы компанией GeneArt и постав-
лены в виде плазмидных клонов в E. coli5. 
ДНК концевых шпилек VACV были приоб-
ретены у Integrated DNA Technologies в виде 
157-нуклеотидных фрагментов ДНК. Их до-
бавили к левому и правому фрагментам ITR 
в случайной ориентации с использованием 
сшивки ДНК-лигазой таким образом, чтобы 
сохранить всю исходную опубликованную 
последовательность HPXV. В качестве мар-
кера, позволяющего отобрать клоны scHPXV, 
в локус HPXV095 (тимидинкиназа) внутри 
третьего фрагмента была вставлена кассета, 
кодирующая желтый флуоресцентный белок, 
слитый с белком гуанинфосфорибозилтранс-
феразой (YFP-gpt), находящимся под кон-
тролем раннего-позднего промотора покс- 
вируса. Схема сконструированного генома 
scHPXV YFP-gpt::095 приведена на рисунке 3.

Сборку генома вируса проводили транс-
фекцией клеток BGMK (клетки почек зеленой 
мартышки), предварительно инфициро-
ванных SFV. Размножившиеся вирусы6 со-
бирали путем замораживания-оттаивания, 
разбавляли и повторно высевали на переви-
ваемые клетки почки африканской зеленой 
мартышки (BSC-40). scHPXV YFP-gpt::095 от-
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бирали, используя желтую флуоресценцию 
в качестве критерия отбора. Затем селекци-
онный маркер YFP-gpt удаляли с помощью го-
мологичной рекомбинации. Для этого фирме 
ThermoFisher Scientific был заказан фрагмент 
ДНК длиной 1349 п.н., кодирующий нуклео-
тиды HPXV 91573–92921, и включающий ген 
HPXV095 плюс ~ 400 п.н. гомологии, флан-
кирующие обе стороны локуса тимидинки-
назы. Эта ДНК была клонирована в коммер-
ческий вектор, предоставленный GeneArt. 
Для замены кассеты YFP-gpt клетки и «воз-
вращения на место» локуса тимидинки-
назы, клетки BSC-40 инфицировали scHPXV 
YFP-gpt::095, а затем трансфицировали в них 
линеаризованную плазмиду и типовыми ви-
русологическими методами выделяли нефлу- 
оресцентные вирусы. Геном scHPXV был де-
понирован в GenBank под номером доступа 
KY349117. Сравнить его биологические свой-
ства с таким же вирусом, циркулирующим в 
природе, невозможно, так как его природный 
резервуар неизвестен, у лошадей в настоящее 
время его не находят.

Получение синтетических производ- 
ных SARS-CoV-2. Х. Xie с соавт. [15] собрали 
производные SARS-CoV-2 из 7 синтетических 
фрагментов ДНК. Сначала их клонировали в 
плазмиды, затем в условиях in vitro с помощью 
ДНК-лигазы фага Т4 сшивали в полнораз-
мерную ДНК SARS-CoV-2. Полноразмерную 
плюс-РНК вируса получали на матрице ДНК 
РНК-полимеразой. С помощью электропо-
рации ее вводили в пермиссивные клетки 
(Vero E6 или BHK-21), где она запускала 
сборку вирусных частиц за счет ресурсов 
клетки. Полногеномным секвенированием 
по Сэнгеру подтверждали соответствие РНК 
синтетического SARS-CoV-2 консенсусной 
последовательности SARS-CoV-2.

Платформа, использующая для создания 
синтетических РНК-вирусов TAR-техноло- 
гию, более функциональна. T.N. Thao с соавт.  
[16] из восьми перекрывающихся фрагментов 
ДНК воссоздали вирус гепатита мышей 

MHV A59 и коронавирус ближневосточ-
ного респираторного синдрома (MERS-CoV). 
Так же они клонировали другие коронави-
русы: HCoV-229E2, HCoV-HKU1, MERS-CoV-
Riyadh-1734-2015; и вирусы других семейств, 
такие как вирус Zika из семейства Flaviviridae 
(GenBank: KX377337) и респираторно-син-
цитиальный вирус человека из семейства 
Pneumoviridae (hRSV). Клонирование этих ви-
русных геномов с помощью технологии TAR 
во всех случаях было успешным, независимо 
от источника вируса, матрицы нуклеиновой 
кислоты или количества фрагментов ДНК. 
Клонирование hRSV-B осуществлено без  
какой-либо предварительной информации 
о геноме вируса, непосредственно из клини-
ческого образца (носоглоточный аспират) из 
четырех перекрывающихся фрагментов ДНК 
(GenBank: MT107528).

Синтетические копии вирусов могут по 
биологическим свойствам не отличаться от 
циркулирующих в природе. По данным Ch. Ye  
с соавт. [17] синтетический SARS-CoV-2 при 
интраназальном инфицировании золотых 
сирийских хомячков проявлял ту же спо-
собность к репликации, вирулентность и 
патогенность, что и естественный изолят 
SARS-CoV-2.

Изучение биологии химерных корона-
вирусов. V.D. Menachery с соавт. [18] методом 
обратной генетики был создан ранее не су-
ществовавший вирус – SHC014-MA15, спо-
собный к репликации в дыхательных путях 
человека и животных. Для этого в нуклео-
тидную последовательность субъединицы S1, 
циркулирующего среди летучих мышей ко-
ронавируса SHC014 – ближайшего «родствен-
ника» SARS-CoV, и не проявившего себя в ка-
честве патогена для людей из-за различия по 
14 аминокислотным остаткам в участке шипа, 
связывающегося с ACE2 человека, были вне-
сены точечные изменения. Исследователи за-
менили нуклеотидную последовательность 
гена, кодирующего субъединицу S1 у SHC014, 
на аналогичную от SARS-CoV. Остальные 
гены, т.е. те, которые определяют форми-
рование транскрипционного комплекса ви-
русной репликации и сборку его частиц в 
клетке, изменениям не подвергались.

Моноклональные антитела (мАТ) широ-
кого защитного спектра (109.8, SHC014-MA15, 
230.15 и 227.14), показавших хороший ней-
трализующий эффект против SARS-CoV, 
оказались неэффективными в отношении 
SHC014-MA15.

Эксперименты с синтетическими коро-
навирусами, поражающими сельскохозяй-
ственных животных. В последние годы в 
конструирование химер стали вовлекаться 

Рисунок 3 – Промежуточный геном scHPXV, исполь-
зованный для получения химерного варианта вируса 
оспы лошадей (рисунок адаптирован авторами из ра-
боты R.S. Noyce с соавт. [13])
Figure 3: Intermediate scHPXV genome used to generate a 
chimeric horsepox virus variant (the figure is adapted by the 
authors from R.S. Noyce et al. [13])
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коронавирусы сельскохозяйственных жи-
вотных. С применением CRISPR/Cas9-техно-
логии получен дельта-коронавирус свиней 
(Porcine deltacoronavirus, PDCoV), обнару-
женный в Гонконге в 2012 г. Это новый и 
плохо изученный коронавирус, вызыва-
ющий острую диарею и высокую летальность 
среди заболевших поросят. У ветеринаров 
он вызывает опасения из-за широкого круга 
межвидовых носителей, включая людей. 
Куры, индюшата и телята могут быть экспе-
риментально заражены PDCoV. Сконструи-
рованный с помощью TAR инфекционный 
клон PDCoV, обладает биологическими ха-
рактеристиками, схожими с характеристи-
ками штамма дикого типа [19]. То есть это 
очередной «фальшивый вирус», способный 
появиться на животноводческих фермах не-
зависимо от своих природных резервуаров.

Результаты отдельных экспериментов по-
зволили показать возможность повышения 
вирулентности синтетических коронави-
русов и обнаружить изменения в патогенезе 
вызванной ими болезни. Например, введе-
нием фуринового сайта в S-белок вируса 
бронхита кур (infectious bronchitis virus, 
IBV), вызывающего у молодняка поражение 
органов дыхания, репродуктивных органов 
и нефрозонефритный синдром, была пере-
ключена его тропность с клеток дыхательных 
путей и мочеполовой системы на клетки ЦНС. 
Наблюдались поражения ЦНС: значительная 
гиперплазия микроглии, образование микро-
глиальных узелков и периваскулярные вос-
палительные инфильтраты в ткани мозга [20].

Эксперименты с синтетическими ви-
русами, поражающими сельскохозяй-
ственные растения. Большая часть насе-
ления мира удовлетворяет свои потребности 
в калориях за счет растительной пищи, такой 
как пшеница, рис и кукуруза. Весь опыт че-
ловеческой цивилизации свидетельствует 
о том, что массовый голод по жертвами со-
поставим с применением ядерного оружия 
[21]. В практическом аспекте, уничтожение 
сельскохозяйственных посевов – наиболее 
древнее средство тотальной войны, позво-
ляющее не убивая людей и животных, не 
разрушая городов и предприятий, победить 
сильного врага [22]7.

Синтетические вирусы растений – новый 
инструмент биологической войны. Большин-
ство вирусов растений имеют небольшие ге-
номы из одноцепочечной РНК (+) – т.е. «го-
товой» мРНК, которую рибосомы растения 

7	 Описания наиболее опасных патогенов растений приведены в работах [23–25]; достижения Холодной  
войны в практике войны против сельскохозяйственных растений, приведены в нашей работе [26].

могут сразу транслировать в белок без стадии 
ДНК-транскрипции в ядре. Ими можно мани-
пулировать через кДНК вируса, транскриби-
ровать in vitro или in planta (введение кДНК в 
растение через агробактерию, где она транс-
крибируется в вирусную РНК с помощью бе-
лок-синтезирующей системы растения).

Для получения синтетических вирусов 
растений используются методы обратной 
генетики (РНК-вирусы) и сборки круп-
ноблочных синтетических ДНК-последова-
тельностей (ДНК-вирусы). Основная цель 
сборки инфекционных клонов – создание 
плазмидных векторов, содержащих точную 
копию вирусного генома, способную в подхо-
дящих условиях запустить инфекцию, ими-
тирующую естественную.

Поражения синтетическими вирусами 
растений на больших площадях возможно 
распространением с беспилотников:

- аэрозолей и капель генетически мо-
дифицированных бактерий Agrobacterium 
tumefaciens, содержащих плазмидные век-
торы с копиями вирусных геномов;

- углеродных нанотрубок (УНТ) и маг-
нитных наночастиц, загруженных ДНК, ко-
дирующей геномы вирусов [27];

- синтетических вирусов с клонирован-
ными генами белков, вызывающих патоло-
гические процессы у растений и способных 
передаваться между ними [28].

Новой двойной технологией можно счи-
тать редактирование генома растений с по-
мощью вирусных векторов, кодирующих ги-
довую РНК (guide RNAs, gRNAs: гРНК), в том 
числе CRISPR-Cas9 [29].

Применение Agrobacterium. Важным от-
крытием в вирусологии растений стало до-
казательство способности почвенной бак-
терии A. tumefaciens – возбудителя коронной 
галловой болезни (образование опухолей) у 
более чем 140 видов растений, способности 
инициировать вирусные инфекции после 
обработки их листьев штаммами, содержа-
щими инфекционные клоны растительных 
вирусов [30]. Способ заражения растений по-
средством Agrobacterium разработан почти 
30 лет назад. Он заключался в нанесении 
на ткани растения раствора, содержащего  
A. tumefaciens, 5 % сахарозы и 500 мкл/л ор-
ганосиликонового поверхностно-активного  
вещества (ПАВ) Silwet L-77. Сахароза и ПАВ 
играют в этой рецептуре решающую роль 
в успешной трансформации растений [31]. 
Agrobacterium способны инфицировать дву-
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дольные и однодольные растения, а также 
травянистые и древесные культуры, включая 
цитрусовые, виноград и яблоню [32].

Одна или несколько копий вирусных ге-
номов встраиваются между левой и правой 
границами T-ДНК плазмиды, пригодной для 
репликации в Agrobacterium. При контакте 
бактерий с растительными тканями T-ДНК 
кассеты переносятся в клетки хозяина, и 
транскрипция с последующей трансляцией 
T-ДНК приводит к синтезу вирусных ком-
понентов, необходимых для инициации ин-
фекционного процесса. T-ДНК кассеты не 
требуют стабильной интеграции в геном хо-
зяина. Для заражения растения достаточно и 
временной экспрессии трансгена [32].

Обобщающая схема сборки инфекци-
онных клонов вирусов растений показана на 
рисунок 4.

Ниже приведены несколько примеров, 
показывающие возможности синтетической 
биологии для получения вирусов растений с 
усиленными функциями.

Применение вируса табачной мозаики для 
инициирования ложной патологии растений. 
Объектом таких исследований стал вирус та-
бачной мозаики (Tobacco mosaic virus, TMV) –  
одноцепочечный РНК-вирус с положи-
тельным геномом, поражающий в основном 
растения из семейства пасленовых и, что 
особенно важно, табака. Он проникает в рас-
тение через микротравмы на поверхности ли-
стьев или стеблей, и передается от растения 
к растению. В окружающей среде устойчив к 
физическим факторам.

Геном TMV расшифрован в 1982 г., но не 
полностью. Инфекционной эталонной по-
следовательности молекулы ДНК до 2014 г. 
не существовало. B. Cooper [28] из Лабора-
тории геномики и улучшения сортов сои 
Минсельхоза США, синтезировал такую по-
следовательность ДНК из перекрывающихся 
олигонуклеотидов учитывая консенсус с 
другими последовательностями TMV. ДНК 
была транскрибирована в РНК (1-34CE-30) и 
упакована в вирионы с помощью очищенного 
капсида TMV. Полученный синтетический 
вирус (FL-TMV-NA) вызывал характерные 
симптомы болезни у табака. Затем были соз-
даны химеры ДНК TMV с ДНК капсидного 
белка вируса мозаики томата (Tomato mosaic 
virus, ToMV) и вируса полосатой мозаики 
ячменя (Barley stripe mosaic virus, BSMV). 
Вирус, экспрессирующий капсидный белок 
ToMV, у Nicotiana sylvestris (1-34CE-ToMV CP-
30), вызывал симптомы болезни, похожие на 
симптомы ToMV, т.е. в данном эксперименте 
был получен вирус с GOF, вводящий в за-
блуждение относительно этиологии болезни 

[28]. Таким образом, приобретение TMV уси-
ленных функций проявилось расширением 
круга хозяев и способностью вызывать ин-
фекцию у растений табака с нехарактерными 
для нее симптомами болезни.

Превращение латентного вируса рас-
тений в инфекционный. Вирус латентной 
инфекции алжирского винограда (Grapevine 
Algerian latent virus, GALV) – представитель 
рода Tombusvirus, впервые выделен в 1989 г. 
из винограда (Vitis spp.) алжирского проис-
хождения. Впоследствии его обнаруживали 
в пробах воды на западе Сицилии, из канав 
и ручьев в сельскохозяйственных районах 
Германии, а также у культивируемых декора-
тивных растений. За 20 лет, предшествующих 

Рисунок 4 – Схема сборки инфекционных клонов рас 
вирусов растений. Справа, сверху вниз, представлены 
ключевые этапы сборки: i – идентификация вируса с 
помощью короткочитаемого секвенирования; ii – раз-
работка регуляторного элемента (например, рибози-
ма) для повышения эффективности инокуляции; iii – 
одностадийная сборка генома вируса и регуляторных 
элементов в бинарный вектор на основе перекрываю-
щей-ПЦР; iv – проверка полноразмерных клонов секве-
нированием (в данной работе короткочитаемое секве-
нирование Illumina); v – тесты на инфекционность с 
помощью Agrobacterium-опосредованной инокуляции 
(pTi, дефектная Ti-плазмида); vi – конструирование ви-
русных векторов для экспрессии гетерологичных бел-
ков в растениях (рисунок адаптирован авторами из 
работы F. Pasin et al. [27])
Figure 4: Schematic of infectious clone assembly for plant 
viruses. The key assembly steps are shown on the right (top 
to bottom): i, virus identification via short-read sequencing; 
ii, regulatory element design (e.g., ribozyme) to enhance 
inoculation efficiency; iii, one-step assembly of viral 
genome and regulatory elements into a binary vector using 
overlap extension PCR; iv, full-length clone verification by 
sequencing (Illumina short-read sequencing in this study);  
v, infectivity testing via Agrobacterium-mediated 
inoculation (using a disarmed Ti plasmid, pTi); vi, engineering 
of viral vectors for heterologous protein expression in plants 
(the figure is adapted by the authors from F. Pasin et al. [27])
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исследованию итальянских ученых A. Lovato 
с соавт.8 [33], сообщений о естественном за-
ражении винограда GALV не поступало, 
сведения об искусственной инокуляции ви-
ноградных растений отсутствовали. Эпиде-
мическое исследование кДНК, полученных 
от 152 растений винограда с симптомами, 
похожими на вирусные, не выявило присут-
ствия GALV ни в одном из образцов.

Исследователи провели филогенетиче-
ский анализ всех известных последователь-
ностей GALV и эпидемическое исследование 
образцов виноградной лозы для выявления 
вируса. Клон GALV-Nf под контролем промо-
тора фага T7 был химически синтезирован на 
основе полноразмерной последовательности 
изолята вируса, выделенного из декоратив-
ного ядовитого растения из Южной Америки –  
Solanum mammosum (nipplefruit, Содомское 
яблоко), единственно доступного на момент 
разработки проекта. Его вставили в бинар- 
ный вектор pK7WG2-MCS.HRz.GALV-Nf [33].

Инфекционные транскрипты GALV-Nf 
протестировали на N. benthamiana. Через 4 сут  
на инокулированных листьях появились сли-
вающиеся хлоротические пятна, а через 7 сут 
после инокуляции, начиная с проксимальной 
части листа, развился системный хлороз 
жилок. Ультраструктурные изменения, вы-
званные GALV-Nf у N. benthamiana, были ана-
логичны тем, которые вызывают вирусы рода 
Tombusvirus у других растений. Специфиче-
ский инфекционный процесс подтвержден 
серологическим и молекулярным анализами. 
Растения винограда, взятые в эксперимент, 
представляли различные генотипы, выра-
щенные из соматических эмбрионов, чтобы 
избежать возможного влияния необнару-
женных вирусов или вироидов. Через 5 нед. 
после инфильтрации на молодых листьях 
обнаружены симптомы болезни. Наблю-
дали неравномерное хлоротическое окраши-
вание основных жилок листьев у растений 
V. riparia, небольшое закручивание краев 
листьев вверх у растений сорта Султания 
(Sultanina) и легкое крапчатое окрашивание 
листьев у растений сорта Корвина (Corvina 
Veronese). Эффективность заражения состав-
ляла ~90 %. Наиболее уязвимым к синтетиче-
скому GALV-Nf оказался сорт Неббиоло.

Ультраструктурный анализ листьев вино-
градной лозы, пораженных GALV-Nf, показал 
наиболее сильное поражение клеток, приле-
гающих к мелким жилкам, особенно в губ-
чатом мезофилле [33].

Одной из причин приобретения GALV 
усиленных функций, проявившихся в инфек-

8	 Университеты в Милане, Вероне, Тоскане и ряд других организаций.

ционности для отдельных сортов винограда, 
стало использование полноразмерной после-
довательности изолята вируса ядовитого рас-
тения S. mammosum, которая не содержала 
«ошибок», т.е. отдельных точечных мутаций 
в геноме этого же вируса из виноградной 
лозы алжирского происхождения. 

Идентификация вирусов, полученных 
методами синтетической биологии. Теоре-
тически, если синтез нуклеотидной после-
довательности был проведен с идеальной 
точностью, и она собрана методом бес-
шовной сборки (например, Gibson Assembly), 
то «фальшивый вирус» на уровне генома 
неотличим от природного. Однако есть  
нюансы:

- в геноме могут быть обнаружены замены 
нуклеотидной последовательности синтези-
руемого вируса на взятые от других вирусов. 
Например, как это сделали R.S. Noyce с соавт. 
[13], собиравшие геном scHPXV – они заме-
нили его шпилечные теломеры (сведения о 
которых в базах отсутствовали) двумя извест-
ными синтетическими шпилечными струк- 
турами, взятыми из генома VACV WR. Для 
синтеза Bat-SCoV, SARS-подобного вируса 
летучих мышей, M.M. Becker с соавт. [34]  
использовали функциональные 5'-UTR и 
регуляторные последовательности транс-
крипции от SARS-CoV, поскольку нуклео-
тидная последовательность 5'-UTR Bat-SCoV 
оказалась неполной;

- внесены изменения в критически важные 
для проявления вирулентности и специфич-
ности участки генома вируса, например, вве-
дение последовательности для расщепления 
фурином между последовательностями, ко-
дирующими S1- и S2-субъединицы спайко-
вого белка вируса бронхита кур [19]; или за-
мена нуклеотидной последовательности гена, 
кодирующего субъединицу S1 у коронави-
руса летучих мышей SHC014, на аналогичную 
от SARS-CoV [17];

- признаки консенсусного проектиро-
вания – последовательность ДНК синтези-
рована из перекрывающихся олигонуклео-
тидов, и подогнана под консенсус с другими 
последовательностями (т.е. такого индиви-
дуального генома в природе не существует), 
как это сделал B. Cooper [28] с геном TMV, и  
M.M. Becker с соавт. [34] при сборке генома 
вируса летучих мышей – Bat-SCoV;

- наличие «шрамов сборки» – если исполь-
зовался небесшовный метод клонирования, 
например, по рестрикционным сайтам, в 
этом случае об искусственном происхож-
дении вируса говорят последовательности 
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сайтов рестрикции (EcoRI оставляет шрам 
GAATTC, BamHI – GGATCC) или линкеров;

- обнаружение генома вымершего вида 
[13, 35]; 

- обнаружение сайта LoxP, оставшегося 
после TAR-сборки, если использовалась тех-
нология точного редактирования генома 
с помощью системы Cre-рекомбиназа-loxP 
(сайт связывания белка Cre). Между сайтами 
LoxP можно удалять, инвертировать или 
вставлять гены, но сайт остается [36];

- наличие адаптивных мутаций, появив-
шихся при пассировании синтезированных 
крупных ДНК-содержащих вирусов в куль-
турах клеток [37];

- невозможность в ходе синтеза ДНК пра-
вильно воспроизвести метки эпигенетиче-
ской регуляции (паттерны метилирования, 
ошибки в укладке РНК – некорректные петли 
в шпильках и др.), регулирующие активность 
генов, не изменяя саму последовательность 
ДНК [38];

- «чужие» промоторные последователь-
ности векторов в геноме жертвы. Например, 
в Т-клетках умерших от Т-клеточной лей-
кемии детей, обнаружен интегрировавшийся 
с их геномом ретровирусный вектор с кло-
нированным трансгеном LMO2 (кодирует 
транскрипционный активатор факторов, 
необходимый для дифференциации эритро-
цитов в костном мозге) и регуляторными эле-
ментами. При расследовании данного случая 
обнаружено, что этот ген находится под кон-
тролем LTR вируса мышиной лейкемии Мо-
лони, в геноме человека никогда не встречав-
шегося [39];

- филогенетические аномалии: рекомби-
нации между далекими штаммами, которые 
маловероятны в природе, варианты вируса 
без установленных предков [40];

- статистика кодонов – искусственные 
геномы могут демонстрировать неестест-
венную оптимизацию кодонов, что можно 
выявить с помощью индекса адаптации ко-
донов (Codon Adaptation Index, CAI)9;

- «цифровые опечатки», оставленные ком-
мерческими синтезаторами ДНК в виде спе- 
цифических паттернов мутаций. Они могут 
проявляться в виде: подмены оснований; 
случайной «потери» олигонуклеотидных 
блоков – их не включают в итоговую расшиф-
ровку ДНК; ошибок при сборке фрагментов –  

9	 Codon Adaptation Index. URL: https://en.wikipedia.org/wiki/Codon_Adaptation_Index (дата обращения: 
10.08.2025).
10	 Биоинформатическая обработка данных секвенирования. URL: https://sesana.ru/bioinformaticheskaya-
obrabotka-dannykh-sekvenirovaniya (дата обращения: 10.08.2025).

например, некоторые фрагменты ошибочно 
помечаются как повторы, неправильно про-
исходит соединение фрагментов; SNP-пат-
терны (снипсы), как ошибки Taq-полимеразы 
при синтезе фрагментов и др.10;

- «водяные знаки» в межгенных последо-
вательностях, оставляемые честолюбивыми 
синтетическими биологами (примерно так, 
как художник ставит свою подпись на кар-
тине). Используются разные кодоны для 
представления каждой из двадцати букв 
аминокислотного «алфавита». Каждые три 
нуклеотида в этой записи соответствуют 
определенной аминокислоте, входящей в со-
став природных белков. Таких аминокислот  
всего 20, каждая из них, помимо традици-
онного химического названия, обозначается 
одной из букв латинского алфавита [3].

Заключение
Приведенные данные показывают со-

стоявшийся переход синтетической био-
логии в цифровую, позволяющую распро-
странять опасные патогены в любую часть 
мира в цифровом формате с последующей 
«материализацией» в лабораторных усло-
виях. Технологический уровень синтетиче-
ской биологии пока не позволяет ей выйти за 
пределы геномов вирусов и одноклеточных 
организмов. Однако он позволяет созда-
вать вирусы с GOF, способные вызывать ин-
фекционный процесс у людей, животных и 
растений. Добавленные функции включают 
расширение круга инфицируемых видов жи-
вотных и растений; появление патогенности 
для людей у вирусов, ранее для них непато-
генных; и способность вызывать инфекцию 
с нехарактерными для ее типичного течения 
симптомами болезни и поражениями вну-
тренних органов. Технологии, позволяющие 
получение вирусов с GOF, доступны ши-
рокому кругу исследователей уже не менее  
30 лет. Наиболее универсальной в настоящее 
время является платформа синтетической  
геномики TAR. Конвенционных меха-
низмов, блокирующих распространение 
синтетических патогенов не существует. 
Фактически мы имеем дело с новой реаль-
ностью биологических угроз в медицине, 
животноводстве и растениеводстве, требу-
ющей разработки международных методов  
контроля.
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