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Введение. Вирусы герпеса человека (ВГЧ), образу-
ющие достаточно многочисленное семейство и вызыва-
ющие различные заболевания, после первичного инфи-
цирования могут персистировать в латентной форме и 
реактивироваться при снижении иммунитета или вслед-
ствие других причин. Изученность их встречаемости в 
популяции, возможных взаимосвязей в ходе инфициро-
вания и персистенции, факторов риска и взаимораспре-
деления в органах и тканях инфицированных пациентов 
остается недостаточной [1]. 

Герпесвирусы человека 7 типа (ВГЧ-7) относятся 
к семейству Herpesviridae, подсемейству Betaherpes-
virinae, роду Roseolovirus [1;3]. Среди герпесвирусов 
человека ВГЧ-7 наиболее близок к вирусу герпеса че-
ловека 6 типа (ВГЧ-6), который также относится к ро-
зеоловирусам, то есть вирусам, вызывающим розеолу 
у детей [1].

Геномные структуры (колинеарность) ВГЧ-7 и ВГЧ-
6 схожи, но гомология между геномами незначительная, 
и геном ВГЧ-7 приблизительно на 10% короче. Вирусы 
обладают антигенным родством, что приводит к кросс-
реактивности в серологических реакциях [4]. В отличие 
от ВГЧ-6, у которого выявляют 2 генетических вариан-
та А и В, внутривидовая вариабельность ВГЧ-7 менее 
выражена, генетические варианты у ВГЧ-7 в настоящее 
время не выделяют.

ГВЧ 6 и 7-го типа дети заражаются в младенческом 
возрасте или в раннем детстве, после чего вирусы перси-
стируют в организме пожизненно [5]. Первичная инфек-
ция сопровождается неспецифическим лихорадочным 
заболеванием или проявляется как синдром розеолы [6]. 
После первичной инфекции ВГЧ-6 вирус остается пер-
систирующим или латентным с множественной локали-
зацией в мононуклеарных клетках периферической кро-
ви, в слюнных железах, центральной нервной системе. 
У иммунокомпрометированных лиц реактивация ВГЧ-6 
сопровождается лихорадкой, энцефалитом, сыпью, от-
торжением трансплантированных органов [7, 8].

ВГЧ 7 типа – лимфотропный вирус, генетически 
тесно связанный с ВГЧ-6 [9]. ВГЧ-7 вызывает розеолу 
у детей реже, чем ВГЧ-6. Заражение ВГЧ-7 происходит 
позднее, но клиническая картина неотличима от зара-
жения ВГЧ-6. Заражение ВГЧ-6 и ВГЧ-7 могут вести к 
тяжёлым неврологическим осложнениям, включая эн-
цефалит и синдром Гийена-Барре [10].

ВГЧ-7 обладает избирательным тропизмом только 
к CD+ Т-лимфоцитам. ВГЧ-7 выявляют в лимфоидной 
ткани, слюнных железах, миндалинах, печени, почках, 
лёгких, кожных покровах. После проникновения ВГЧ-7 
в организм через кровь или дыхательные пути, о меха-
низмах развития заболевания имеется мало сведений. 
Предполагается, что очагами латентной инфекции ВГЧ-
7 являются CD4

+ Т-лимфоциты [9].
Наибольшую опасность ВГЧ-7, как и другие розео-

ловирусы, представляет его реактивация, которая может 
вызвать серьёзные заболевания у иммунокомпромети-
рованных лиц. К этой категории лиц относятся реци-
пиенты трансплантатов гемопоэтических стволовых 
клеток, реципиенты паренхиматозных органов, а также 
пациенты с синдромом приобретенного иммунодефици-
та (СПИД) [10, 11].

Вышеперечисленное диктует необходимость разработ-
ки диагностических методов (систем) для индикации и 
идентификации розеоловирусов в клиническом материале.

Цель исследования – разработка тест-системы для 
выявления ВГЧ 7 типа методом ПЦР.

Материал и методы. Сравнительный анализ и вы-
равнивание нуклеотидных последовательностей про-
ведён с использованием сетевого сервиса Nucleotide 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), выбор 
участков, пригодных для подбора амплификационных 
мишеней проведён с использованием авторской про-
граммы [12], анализ специфичности праймирования 
in silico проведён c использованием сетевого сервиса 
PRIMER BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

Выделение ДНК из клинического материала про-
водили с использованием наборов Рибопреп (Интер-
лабсервис, Россия). ДНК элюировали в 100 мкл 0,1 М 
Трис-ЭДТА буфер (pH 8,3). В ПЦР брали 5 мкл. Ампли-
фикацию проводили в 30 мкл раствора, содержащего 50 
мМ Tris-HCl pH – 8,3, 22 мМ (NH4)2SO4, 3,5 мM MgCl2, 
0,05% Tween 20, 100 мкМ dNTP, 2,5 ЕД Taq-ДНК поли-
меразы. Режим амплификации: 40 циклов 95о 10 с, 60о 
20 с, 72о 10 секунд. Праймеры и искусственную матрицу 
синтезировали в ЗАО «Евроген» (Москва, Россия), зон-
ды в ООО «ДНК-синтез» (Москва, Россия). В качестве 
положительного контроля использована синтетическая 
однонитевая ДНК, воспроизводящая последователь-
ность ампликона. ПЦР проводили на приборе CFX-96 
(Bio-Rad, США).

Для получения аналитических характеристик гото-
вили линейку десятикратных разведений искусственной 
матрицы в диапазоне концентраций 108 – 10 ГЭ/мкл. В 
буфер для разведения добавляли препараты ДНК, выде-
ленной из крови человека, для максимального прибли-
жения к условиям клинических исследований.

Результаты. В данной работе исследовали присут-
ствие вирусов герпеса человека ВГЧ-6 и ВГЧ-7, кото-
рые, также как и цитомегаловирус, ВГЧ-5, относятся 
к бета-герпесвирусам, а также вируса Эпштейн-Барра 
(ВЭБ, семейство гамма-герпесвирусов) в клинических 
образцах. Для этих целей определяли наличие специфи-
ческой вирусной ДНК в предоставленных пробах слю-
ны и сыворотки пациентов при помощи ПЦР в режиме 
реального времени. 

В первом эксперименте 10 образцов слюны, ПЦР-
положительных на ДНК ВГЧ-6, были дополнительно 
проанализированы при помощи качественной ПЦР в ре-
альном времени для определения ВГЧ-7. В 4-х из деся-
ти случаев (40,0%) при тестировании была обнаружена 
ДНК ВГЧ-7, что свидетельствует о возможной перси-
стенции у значительной части пациентов обоих вирусов. 

Во втором эксперименте было использовано 20 об-
разцов слюны и 10 образцов сыворотки, положитель-
ных в исследовании на ВГЧ-6. 15 из 20 (75%) образцов 
слюны и только один из 10 образцов (10%) сыворотки 
показали присутствие ВГЧ-7, позволяя предположить 
схожий профиль выявляемости данных вирусов в слю-
не пациентов и существование возможных различий по 
их обнаружению в крови при клиническом проявлении 
инфекции.
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В третьей подборке были собраны 10 проб слюны, 
положительных на ВЭБ, которые также были проверены 
в исследовании на ВГЧ7 и показали присутствие только 
1-й (10%) положительной пробы, предполагая достаточ-
но редкую персистенцию ВГЧ-7 и ВЭБ в противополож-
ность ВГЧ-6.

Подбор последовательностей праймеров. Прай-
меры подбирали на основании анализа полногеномных 
последовательностей ВГЧ-7, имеющихся в базе нукле-
отидных последовательностей GenBank на 14.01. 2022 
г. В качестве референс последовательности выбрана 
последовательность ВГЧ-7 AF037218.1. В аннотации 
к данной последовательности указано, что фрагмент 
с координатами 1..10034 представлен в геноме как по-
вторяющаяся последовательность. После выравнивания 
этого фрагмента с использованием BLAST выяснилось, 
что копии данного фрагмента не у всех ВГЧ-7 представ-
лены полноценно. В частности, в последовательности 
U43400.1 одна из копий встречалась в усечённом виде 
– недоставало 4-х тыс. нуклеотидов. Исходя из этого, 
для дальнейшего анализа выбран фрагмент с коорди-
натами 3990-9720, который присутствовал во всех 3-х 
имеющихся в базе данных полногеномных последова-
тельностях ВГЧ-7. В результате последующего анализа 
внутривидовой вариабельности и температурных про-
филей плавления фрагмента 3990-9720 при использо-
вании собственной оригинальной программы выбрано 
2 участка, которые положены в основу разработки 2-х 
альтернативных систем праймеров: HV7IT+HV7JBr и 
HV7NA+HV7NIr.

Оценка специфичности работы праймеров. Ре-
зультаты in silico анализа специфичности подобранных 
праймеров представлены в табл. 1.

Праймеры обладают 100% гомологией и с последо-
вательностями ВГЧ-7, при отсутствии какой-либо гомо-
логии с другими вирусами и организмами.

Поскольку разрабатываемая тест-систем предназна-
чена для клинической лабораторной диагностики образ-
цов, полученных от человека, содержащих большое ко-
личество ДНК хозяина, то остается риск формирования 
неспецифических продуктов. Для оценки этого риска 
проведена эмпирическая оценка специфичности работы 
праймеров на отрицательных образцах ДНК человека. С 
каждой парой праймеров проведён анализ 4-х образцов 
ДНК человека, с доказанным отсутствием ВГЧ-7. Ре-
зультаты постановки ПЦР представлены на рис. 1, а,б.

На отрицательных образцах, т. е. в отсутствии специ-
фической матрицы, при наличии высокой концентрации 
ДНК человека возможно образование неспецифических 
продуктов на поздних циклах амплификации. При этом 
для системы праймеров HV7IT+HV7JBr пересечение 
порога амплификации Ct происходит на более поздних 
циклах (29-31), а для системы HV7NA+HV7NIr -– на бо-
лее ранних (26-30). Наименьший уровень неспецифич-
ности  показала система HV7IT+HV7JBr, для которой 
разработан Taqman-зонд. Работа системы с зондом на 
линейке разведений положительной матрицы продемон-
стрирована на рис.2.

Значения Ct, полученные на разных разведениях ма-
трицы и аналитические характеристики системы, рас-
считанные на этом основании, приведены в табл. 2 и 3.

Разработанная тест-система использована для из-
учения распространения ВГЧ-7 в слюне пациентов, 
положительных на ВГЧ-6 или вирус Эпштейн-Барра 
(ВЭБ). Проанализировано 30 образцов слюны, ПЦР-
положительных на ДНК ВГЧ-6. В 19 из 30 образцов 
слюны (63,3%) при тестировании обнаружена ДНК 
ВГЧ-7, что свидетельствует о совместной персистенции 
обоих вирусов у значительной части пациентов.

В другой независимой подборке, состоящей из 10 
проб слюны, положительных на ВЭБ, исследование на 
ВГЧ-7 выявило только 1 (10%) положительную пробу, 

Т а б л и ц а  1
Специфичность праймеров в «Primer Blast»

Номер последовательности Организм Длина продукта HV7IT HV7JBr

KF558370.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

U43400.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

U43400.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

U43400.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

U43400.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

П р и м е ч а н и е . Точками обозначены гомологичные позиции.
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Т а б л и ц а  2
Значения Ct на разных разведениях матрицы

Разведение матрицы Концентрация матрицы
копий/мкл

Повторность
Ct средняя

1 2 3 4

-12 60 35,66 - 35,42 - 35,5

-11 600 32,87 - 33,03 33,27 33,1

-10 6000 29,72 29,83 29,33 29,5 29,6

-9 60000 26,22 26,48 26,14 26,43 26,3

-8 600000 23,19 23,16 23,01 23,04 23,1

Рис. 1. Кривые амплификации, полученные с использованием систем праймеров. а –  HV7IT+HV7JBr;  б –  HV7NA+HV7NIr.

Рис. 2. Работа системы HV7IT+HV7JBr+pbHV7IY на поло-
жительной матрице. Линейка разведений 10-8-10-12.

 Т а б л и ц а  3
Аналитические характеристики тест-системы 

HV7IT+HV7JBr+pbHV7IY

Показатель Значение

E (%) 103,6

М (Ct) -3,158

R 0,99

R2 0,998

LOD (Копий/реакцию) 60

П р и м е ч а н и е . E – эффективность ПЦР, M – среднее количество 
циклов необходимое для увеличения количества ПЦР продукта на 
порядок, R – коэффициент корреляции, R2 – коэффициент детерми-
нации, LOD (limit of detection) – предел чувствительности [15].

Т а б л и ц а  4
Сравнение выявляемости ВГЧ-7 и ВГЧ-6 с результатами, полученными для клинических образцов

№ Образцы слюны положительные  
ВГЧ7/ВГЧ6

Образцы сыворотки положительные 
ВГЧ7/ВГЧ6

Образцы слюны положительные  
ВГЧ7/ВЭБ

1 4/10 – 40%

2 15/20 – 75% 1/10 – 10%

3 1/10 – 10%
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что предполагает достаточно редкую совместную пер-
систенцию ВГЧ-7 и ВЭБ в противоположность ВГЧ-6.

Шесть положительных проб слюны в тестах с раз-
работанной тест-системой на ВГЧ-7,  повторно иссле-
дованы методом ПЦР в реальном времени на наличие 
вирусной ДНК с использованием альтернативной тест-
системы на выявление ВГЧ 6 и 7 типов, производства 
ООО «Нанодиагностика». Подтверждено наличие ДНК 
ВГЧ 6 и 7 типов.

На основании полученных данных можно предполо-
жить, что ВГЧ6 и ВГЧ-7, относящиеся к одной и той же 
бета-группе герпесвирусов, могут иметь сходную картину 
распределения в слюне инфицированных пациентов. Срав-
нение выявляемости ВГЧ-7 и ВГЧ-6 с результатами, полу-
ченными для образцов, содержащих ДНК ВЭБ, указывает 
на меньшую вероятность такой корреляции (табл. 4).

Полученные результаты могут свидетельствовать 
о необходимости более детального исследования рас-
пределения ВГЧ-6 и ВГЧ-7 в пробах пациентов, пред-
полагающих присутствие герпесвирусной инфекции. 
Клинические проявления при возможной реактивации 
данных герпесвирусов также требуют дополнительного 
изучения.

Заключение. Разработана отечественная ПЦР тест-
система, которая позволяет эффективно детектировать 
ДНК ВГЧ-7 в клинических образцах.
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