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коронавирусной инфекции 
О.С. Глотов1, 2, 4, А.Н. Чернов5, А.И. Коробейников3, 
Р.С. Калинин4, В.В. Цай4, А.Ю. Анисенкова1, 3, С.П. Уразов1, 
А.Л. Лапидус3,  С.В. Мосенко1, С.Г. Щербак1, 3

1 Городская больница № 40 Курортного административного района, 
197706, Российская Федерация, Санкт-Петербург, Сестрорецк, ул. Борисова, 9
2 Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта, 
199034, Российская Федерация, Санкт-Петербург, Менделеевская линия, 3
3 Санкт-Петербургский государственный университет, 
199034, Российская Федерация, Санкт-Петербург, Университетская наб., 7
4 Детский научно-клинический центр инфекционных болезней Федерального медико-биологического агентства,
197022, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 9
5 Институт экспериментальной медицины, 
197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Академика Павлова, 12

Аннотация
Во время пандемии COVID-19 актуальным является выявление новых белковых и генных мишеней коронавируса 
(SARS-CoV-2) и организма человека, которые могут оказаться маркерами тяжести и исхода заболевания. 
Цель: провести генетический анализ образцов РНК SARS-CoV-2 и установить корреляции генетических показателей 
и характера SNP с клиническими данными и степенью тяжести инфекции COVID-19.
Материал и методы. В исследование включены образцы вирусной РНК, выделенной от 56 пациентов с инфекцией 
COVID-19, находившихся на лечении в ГБУЗ «Городская больница № 40» Санкт-Петербурга в период с 18.04.2020 по 
31.01.2021 г. Пациентам проводили объективный осмотр с оценкой параметров гемодинамики, дыхательной системы, 
оценку по шкале NEWS (National Early Warning Score), компьютерную томографию (КТ) органов грудной клетки, 
лабораторные исследования: клинический анализ крови, определение уровней ферретина, С-реактивного белка 
(СРБ), интерлейкина-6 (ИЛ-6), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), Д-димера, креатинина, глюкозы. У всех пациентов был 
положительный тест на РНК SARS-CoV-2, выполненный методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism) в вирусной РНК идентифицировали через создание библиотек кДНК таргетным секвениро-
ванием (MiSeq Illumina). 
Биоинформационный анализ генома вируса был проведен при помощи вычислительной цепочки viralrecon v2, 
с последующей аннотацией вариантов утилитам Pangolin и Nextstrain. Визуализация собранных геномов была 
проведена с помощью программы Integrative Genomics Viewer (IGV). Статистическую обработку данных (описательная 
статистика, графический анализ взаимосвязей данных из разных таблиц) выполняли с помощью прибора GraphPad 
на платформе Prism 8.01. 
Результаты. Проведен сравнительный анализ частот SNP в геноме вируса в образцах у погибших и выписанных 
пациентов. Идентифицированы SNP, ассоциированные с риском летального исхода (OR > 1), нейтральные SNP 
(OR = 1) и протективные SNP (OR < 1). Пациенты были инфицированы 14 линиями SARS-CoV-2, пять из которых 
(B.1.1.129, B.1.1.407, B.1.1.373, B.1.1.397 и B.1.1.152) имели российское происхождение. Установлены положительные 
корреляционные зависимости между средним количеством SNP, несинонимичными SNP, SNP в S-белке со степенью 
дыхательной недостаточности, суммой баллов по шкале NEWS, формой заболевания по КТ, длительностью лечения 
на искусственной вентиляции легких (ИВЛ), исходом заболевания, уровнями ЛДГ, глюкозы, Д-димера, ферритина, ко-
личеством РНК в ПЦР тесте. SNP в S-белке отрицательно коррелируют с уровнем лейкоцитов и нейтрофилов.
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Выводы. Результаты позволяют предположить влияние генетических факторов SARS-CoV-2 на степень тяжести те-
чения и риск летального исхода заболевания.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, инфекция COVID-19, гены, SNP, степень тяжести, клинические симптомы, 
биохимические маркеры, корреляции.
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The lineage of coronavirus SARS-CoV-2 of Russian origin: 
Genetic characteristics and correlations with clinical 
parameters and severity of coronavirus infection
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Abstract
The identification of new SARS-CoV-2 and human protein and gene targets, which may be markers of the severity and 
outcome of the disease, are extremely important during the COVID-19 pandemic. The goal of this study was to carry out 
genetic analysis of SARS-CoV-2 RNA samples to elucidate correlations of genetic parameters (SNPs) with clinical data and 
severity of COVID-19 infection.
Material and Methods. The study included viral RNA samples isolated from 56 patients with COVID-19 infection who 
received treatment at the City Hospital No. 40 of St. Petersburg from 04/18/2020 to 04/18/2021. Patients underwent physical 
examination with the assessments of hemodynamic and respiratory parameters, clinical risk according to National Early 
Warning Score (NEWS), computed tomography (CT) of the chest, and laboratory studies including clinical blood analysis, 
assessment of ferritin, C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), lactate dehydrogenase (LDH), D-dimer, creatinine, and 
glucose levels. All patients tested positive for SARS-CoV-2 RNA by polymerase chain reaction (PCR). Single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in viral RNA were identified through the creation of cDNA libraries by targeted sequencing (MiSeq 
Illumina). Bioinformatic analysis of viral samples was performed using the viralrecon v2 pipeline with the further annotation via 
Pangolin and Nextlade. Sampled genomes were visualized using the Integrative Genomics Viewer (IGV) software. Statistical 
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Введение
Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19, на-

чавшись в конце 2019 г. в китайском Ухане, в 2020–2021 гг.
распространилась на 222 страны мира, включая и Рос-
сию, и вызвала более 190 млн случаев инфицирования и 
более 4 млн летальных исходов во всем мире [1]. Высокая 
скорость распространения и степень тяжести заболева-
ния COVID-19 отчасти обусловлены высокой скоростью 
мутационного процесса в геноме вируса. Установлено, 
что геном SARS-CoV-2 состоит из одноцепочечной РНК, 
содержащей регуляторные последовательности и 10 от-
крытых рамок считывания (ORF), которые транскрибиру-
ются с образованием мРНК функциональных белков, из 
которых мутации в РНК-полимеразе (ORF8), РНК-прай-
мазе (ORF6), S-белке коррелируют с вирулентностью ви-
руса и степенью тяжести коронавирусной инфекции [2]. 

Многочисленные исследования по секвенированию 
образцов РНК SARS-CoV-2 установили различные гене-
тические подтипы коронавируса. На основании анализа 
SNP в образцах из эндемического региона Чанчуань 
Инь определены четыре генотипа SARS-CoV-2: генотип I 
(11083G>T), генотип II (26144G>T), генотип III (8782C>T,
28144T>C), генотип IV (241C>T, 3037C>Т, 14408С>Т, 
23403А>G) [3]. Позже, в октябре 2020 г., в образцах 
от пациентов из штата Рио-де-Жанейро (Бразилия) 
были обнаружены мутации в S-белке, одна из которых 
(Е484К) оказалась наиболее клинически значимой, 
вследствие чего данный вариант и получил свое назва-
ние 484K.V2 [4]. 

В декабре 2020 г. были зарегистрированы варианты 
B.1.1.7 и B.1.351 (501Y.V2) коронавируса из Великобри-
тании и Южной Африки, содержащие, соответственно, 
нуклеотидные замены 69-70del, Y144del и N501Y, K417N, 

data processing (descriptive statistics and graphical analysis of data relationships from diff erent tables) was performed using 
a GraphPad device on the Prism 8.01 platform. 
Results. A comparative analysis of SNP frequencies in the virus genome in samples from deceased and discharged patients 
was carried out. The SNPs associated with risk of death (OR > 1), neutral SNPs (OR = 1), and protective SNPs (OR < 1) 
were identifi ed. Patient samples were infected with 14 lines of SARS-CoV-2, fi ve of which (B.1.1.129, B.1.1.407, B.1.1.373, 
B.1.1.397, and B.1.1.152) were of Russian origin. The SNPs in the samples infected with the strains of non-Russian origin 
were associated with an increased risk of mortality (OR = 2.267, 95% confi dence interval 0.1594-8.653) compared to the 
SNPs in the samples obtained from the group of patients infected with the strains of Russian origin. Positive correlations 
were identifi ed between the average SNP number, nonsynonymous SNPs, and S-protein SNPs with the degree of respiratory 
failure, total NEWS score, CT-based form of disease, duration of treatment with mechanical ventilation, disease outcome, 
levels of LDH, glucose, D-dimer, and ferritin, and RNA amount in the PCR test. S-protein SNPs negatively correlated with the 
leukocyte and neutrophil counts.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19 infection, genes, SNP, severity, clinical symptoms, biochemical 
markers, correlations.
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E484K в S-белке [5]. При анализе последовательностей 
405871 образцов из базы GISAID в конце 2020 г. были 
выявлены варианты B.1.427 и B.1.429 коронавируса из 
Южной и Северной Калифорнии [6]. По состоянию на 
22 января 2021 г. CAL.20C был обнаружен в 26 штатах 
и других странах [6]. В январе 2021 г. были обнаружены 
P.1 и P.2 (подлиния B.1.128) варианты, включающие 10 
уникальных мутаций (E484K и N501K и др.) в S-белке, в 
42% протестированных образцов из Манауса, Бразиль-
ского штата Амазонас [7]. 

В декабре 2020 г. появились данные о распростра-
нении линий B.1.1.31 и B.1.1.317 SARS-CoV-2, имеющих 
российское происхождение, в Великобритании, США, 
Японии, Сингапуре, Турции Таиланде, Швейцарии и 
Бразилии [8]. Однако до настоящего времени не прове-
ден обстоятельный генетический анализ линий B.1.1.31 
и B.1.1.317, не установлены корреляции с клиническими 
симптомами и степенью тяжести коронавирусного забо-
левания. 

Цель исследования: провести генетический анализ 
образцов РНК SARS-CoV-2 и установить корреляции ге-
нетических показателей и SNP с клиническими данными 
и степенью тяжести инфекции COVID-19.

Материал и методы 
Общая и клиническая характеристика пациентов

В исследование включены образцы вирусной РНК, вы-
деленные от 56 пациентов с инфекцией COVID-19, нахо-
дившихся на лечении в ГБУЗ «Городская больница № 40» 
Санкт-Петербурга в период с 18.04.2020 по 31.01.2021 г., 
имевших положительный результат теста на наличие 
РНК SARS-CoV-2 методом амплификации нуклеиновых 
кислот в полимеразной цепной реакции (ПЦР). Исследо-
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Выводы. Результаты позволяют предположить влияние генетических факторов SARS-CoV-2 на степень тяжести те-
чения и риск летального исхода заболевания.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, инфекция COVID-19, гены, SNP, степень тяжести, клинические симптомы, 
биохимические маркеры, корреляции.
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Abstract
The identification of new SARS-CoV-2 and human protein and gene targets, which may be markers of the severity and 
outcome of the disease, are extremely important during the COVID-19 pandemic. The goal of this study was to carry out 
genetic analysis of SARS-CoV-2 RNA samples to elucidate correlations of genetic parameters (SNPs) with clinical data and 
severity of COVID-19 infection.
Material and Methods. The study included viral RNA samples isolated from 56 patients with COVID-19 infection who 
received treatment at the City Hospital No. 40 of St. Petersburg from 04/18/2020 to 04/18/2021. Patients underwent physical 
examination with the assessments of hemodynamic and respiratory parameters, clinical risk according to National Early 
Warning Score (NEWS), computed tomography (CT) of the chest, and laboratory studies including clinical blood analysis, 
assessment of ferritin, C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), lactate dehydrogenase (LDH), D-dimer, creatinine, and 
glucose levels. All patients tested positive for SARS-CoV-2 RNA by polymerase chain reaction (PCR). Single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in viral RNA were identified through the creation of cDNA libraries by targeted sequencing (MiSeq 
Illumina). Bioinformatic analysis of viral samples was performed using the viralrecon v2 pipeline with the further annotation via 
Pangolin and Nextlade. Sampled genomes were visualized using the Integrative Genomics Viewer (IGV) software. Statistical 
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Введение
Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19, на-

чавшись в конце 2019 г. в китайском Ухане, в 2020–2021 гг.
распространилась на 222 страны мира, включая и Рос-
сию, и вызвала более 190 млн случаев инфицирования и 
более 4 млн летальных исходов во всем мире [1]. Высокая 
скорость распространения и степень тяжести заболева-
ния COVID-19 отчасти обусловлены высокой скоростью 
мутационного процесса в геноме вируса. Установлено, 
что геном SARS-CoV-2 состоит из одноцепочечной РНК, 
содержащей регуляторные последовательности и 10 от-
крытых рамок считывания (ORF), которые транскрибиру-
ются с образованием мРНК функциональных белков, из 
которых мутации в РНК-полимеразе (ORF8), РНК-прай-
мазе (ORF6), S-белке коррелируют с вирулентностью ви-
руса и степенью тяжести коронавирусной инфекции [2]. 

Многочисленные исследования по секвенированию 
образцов РНК SARS-CoV-2 установили различные гене-
тические подтипы коронавируса. На основании анализа 
SNP в образцах из эндемического региона Чанчуань 
Инь определены четыре генотипа SARS-CoV-2: генотип I 
(11083G>T), генотип II (26144G>T), генотип III (8782C>T,
28144T>C), генотип IV (241C>T, 3037C>Т, 14408С>Т, 
23403А>G) [3]. Позже, в октябре 2020 г., в образцах 
от пациентов из штата Рио-де-Жанейро (Бразилия) 
были обнаружены мутации в S-белке, одна из которых 
(Е484К) оказалась наиболее клинически значимой, 
вследствие чего данный вариант и получил свое назва-
ние 484K.V2 [4]. 

В декабре 2020 г. были зарегистрированы варианты 
B.1.1.7 и B.1.351 (501Y.V2) коронавируса из Великобри-
тании и Южной Африки, содержащие, соответственно, 
нуклеотидные замены 69-70del, Y144del и N501Y, K417N, 

data processing (descriptive statistics and graphical analysis of data relationships from diff erent tables) was performed using 
a GraphPad device on the Prism 8.01 platform. 
Results. A comparative analysis of SNP frequencies in the virus genome in samples from deceased and discharged patients 
was carried out. The SNPs associated with risk of death (OR > 1), neutral SNPs (OR = 1), and protective SNPs (OR < 1) 
were identifi ed. Patient samples were infected with 14 lines of SARS-CoV-2, fi ve of which (B.1.1.129, B.1.1.407, B.1.1.373, 
B.1.1.397, and B.1.1.152) were of Russian origin. The SNPs in the samples infected with the strains of non-Russian origin 
were associated with an increased risk of mortality (OR = 2.267, 95% confi dence interval 0.1594-8.653) compared to the 
SNPs in the samples obtained from the group of patients infected with the strains of Russian origin. Positive correlations 
were identifi ed between the average SNP number, nonsynonymous SNPs, and S-protein SNPs with the degree of respiratory 
failure, total NEWS score, CT-based form of disease, duration of treatment with mechanical ventilation, disease outcome, 
levels of LDH, glucose, D-dimer, and ferritin, and RNA amount in the PCR test. S-protein SNPs negatively correlated with the 
leukocyte and neutrophil counts.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19 infection, genes, SNP, severity, clinical symptoms, biochemical 
markers, correlations.
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E484K в S-белке [5]. При анализе последовательностей 
405871 образцов из базы GISAID в конце 2020 г. были 
выявлены варианты B.1.427 и B.1.429 коронавируса из 
Южной и Северной Калифорнии [6]. По состоянию на 
22 января 2021 г. CAL.20C был обнаружен в 26 штатах 
и других странах [6]. В январе 2021 г. были обнаружены 
P.1 и P.2 (подлиния B.1.128) варианты, включающие 10 
уникальных мутаций (E484K и N501K и др.) в S-белке, в 
42% протестированных образцов из Манауса, Бразиль-
ского штата Амазонас [7]. 

В декабре 2020 г. появились данные о распростра-
нении линий B.1.1.31 и B.1.1.317 SARS-CoV-2, имеющих 
российское происхождение, в Великобритании, США, 
Японии, Сингапуре, Турции Таиланде, Швейцарии и 
Бразилии [8]. Однако до настоящего времени не прове-
ден обстоятельный генетический анализ линий B.1.1.31 
и B.1.1.317, не установлены корреляции с клиническими 
симптомами и степенью тяжести коронавирусного забо-
левания. 

Цель исследования: провести генетический анализ 
образцов РНК SARS-CoV-2 и установить корреляции ге-
нетических показателей и SNP с клиническими данными 
и степенью тяжести инфекции COVID-19.

Материал и методы 
Общая и клиническая характеристика пациентов

В исследование включены образцы вирусной РНК, вы-
деленные от 56 пациентов с инфекцией COVID-19, нахо-
дившихся на лечении в ГБУЗ «Городская больница № 40» 
Санкт-Петербурга в период с 18.04.2020 по 31.01.2021 г., 
имевших положительный результат теста на наличие 
РНК SARS-CoV-2 методом амплификации нуклеиновых 
кислот в полимеразной цепной реакции (ПЦР). Исследо-
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вание было одобрено экспертным советом по этике СПб 
ГБУЗ «Городская больница № 40» (протокол № 171 от 18 
мая 2020 г.).

У 25 пациентов (45,5%) заболевание закончилось ле-
тальным исходом (табл. 1).

Таблица 1. Общая характеристика пациентов с COVID-19 
Table 1. General characteristics of patients

Параметры
Parameters 

Исход пациентов
Patient Outcome

Выписанные
Discharged

Умершие
Died

Число пациентов
Number of patients 31 25

Мужчины 
Men 17 11

Женщины
Women 14 14

Возраст, лет
Age, year 64,6  ± 16,6 69,2  ± 14,8

Легкая степень тяжести 
заболевания
Mild disease severity 

4 –

Среднетяжелая степень тяжести 
заболевания
Moderate to severe disease severity

14 –

Тяжелая степень тяжести 
заболевания
Severe degree of disease severity 

13 25

РНК, нг
RNA, ng 26,0  ± 4,9 25,4  ± 5,0

Для всех пациентов собирались данные: эпидемио-
логического анамнеза, наличие клинических симптомов 
(кашель, одышка, повышение температуры, лихорадка, 
слабость, потеря обоняния и вкуса, тяжесть в груди),  
степень дыхательной недостаточности. Учитывалось 
наличие сопутствующих заболеваний (ишемическая бо-
лезнь сердца (ИБС), острый коронарный синдром (ОКС), 
цереброваскулярная болезнь (ЦВБ), состояния после ин-
сульта или инфаркта (ПИКС), сахарный диабет, ревмато-
идный артрит, хроническая болезнь почек, хроническая 
обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), бронхиальная 
астма, хронический бронхит, гидроторакс. Выяснялись 
степень тяжести заболевания: легкая, средняя, тяжелая 
и крайне тяжелая, информация о дне заболевания при 
обращении в больницу. 

Также проводился объективный осмотр с оценкой 
параметров гемодинамики, дыхательной системы (ча-
стота дыхательных движений (ЧДД), частота сердечных 
сокращений (ЧСС), артериальное давление (АД), SpO2, 
степень дыхательной недостаточности). Осуществля-
лась оценка по шкале NEWS (National Early Warning 
Score), рекомендованной к использованию для пациен-
тов с COVID-19 [9]. Проводилась компьютерная томо-
графия (КТ) органов грудной клетки с оценкой формы 
заболевания по 4-значной шкале без внутривенного 
контрастного усиления (КT-1, КT-2, КT-3, КT-4). Выполня-
лись лабораторные исследования (клинический анализ 
крови, биохимический минимум, определение уровней 
ферретина, С-реактивного белка (СРБ), IL-6, лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ), Д-димера, креатинина, глюкозы). 
Проводилась электрокардиография, при необходимости 
использовались дополнительные инструментальные  
методики.

Терапия пациентов с коронавирусной инфекцией
Лечение инфекции COVID-19 и ее осложнений вклю-

чало противовирусные препараты, профилактику гипер-
коагуляции и синдрома диссеминированного внутрисо-
судистого свертывания (ДВС-синдрома). У пациентов 
с прогрессирующим течением заболевания для пре- 
дупреждения или лечения цитокинового шторма (ЦШ) 
стандартная терапия была дополнена назначением пато-
генредуцированной плазмы реконвалесцентов, антици-
токиновых препаратов: ингибиторов рецептора интерлей-
кина-6 (IL-6) (тоцилизумаба, олокизумаба, левилимаба), 
IL-1 (канакинумаба, RH104), JAK-киназ (тофацитиниба, 
руксолитиниба, барицитиниба), тирозинкиназы Bcr–Abl 
(радотиниба), в ряде случаев – глюкокортикостероидов. 
По показаниям проводили этапную респираторную те-
рапию, антибактериальную терапию, лечение сепсиса и 
септического шока, экстракорпоральную детоксикацию и 
гемокоррекцию, экстракорпоральную мембранную окси-
генацию.

Выделение РНК
Выделение РНК из мазков носоглотки проводили со-

гласно инструкции к набору реагентов для экстракции 
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) [10]. Кон-
центрацию РНК измеряли на флуориметре Quantus с ис-
пользованием набора QuantiFluor RNA System (Promega). 
Оценку качества РНК выполняли при помощи прибора 
4200 TapeStation System и набора High Sensitivity RNA 
ScreenTape Analysis. Отбор положительных проб (с Cq < 
25) для дальнейшего исследования проводили с помо-
щью Real-Time PCR с одним из наборов для диагностики 
вируса SARS-CoV-2.

RT-PCR анализ
RT-PCR анализ проводили с помощью наборов реа-

гентов для выявления РНК коронавируса SARS-CoV-2 в 
клиническом материале (производство НИИ эпидемио-
логии и микробиологии имени Пастера) и GeneFinderTM 
COVID-19 plus RealAmp (OSANG Helthcare Co., Ltd., 
Korea) на приборах CFX96 Real-Time PCR Detection 
System (Biorad, USA).

Секвенирование
Для исследования вируса методом таргетного секве-

нирования выделяли кДНК с использованием следую-
щих наборов: Mint-2 cDNA synthesis kit (Евроген, Россия), 
Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis kit for RT-
qPCR (ThermoFisher, USA). Оценка качества полученной 
кДНК проводилась с  помощью прибора 4200 TapeStation 
System и набора D1000 ScreenTape и High Sensitivity 
D1000 ScreenTape, концентрацию измеряли на флуо-
риметре Quantus с использованием набора QuantiFluor 
dsDNA System (Promega, USA). После получения подхо-
дящих по качеству образцов кДНК проводили подготовку 
библиотек для секвенирования по протоколу с использо-
ванием набора Illumina DNA Prep with Enrichment Kit для 
MiSeq Illumina [11]. Исследование полного транскриптома 
выполняли с помощью набора для подготовки библиотек 
MGIEasy RNA Library Prep Set User Manual на приборе 
MGISEQ-2000. 
Биоинформатический анализ

Биоинформатический анализ включал в себя сборку 
с использованием существующего референсного генома 
вируса при помощи вычислительной цепочки viralrecon 
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v2 [12] с последующей аннотацией вариантов утилитам 
Pangolin и Nextstrain. Также обработку данных после 
секвенирования на приборе MiSeq выполняли при помо-
щи сервиса basespace.illumina с использованием прило-
жения «DRAGEN RNA Pathogen Detection». Визуализа-
ция генома производилась в программе The Integrative 
Genomics Viewer (IGV).
Статистический анализ

Статистическую обработку данных (описательная 
статистика, графический анализ взаимосвязей данных из 
разных таблиц) выполняли с помощью прибора GraphPad 
на платформе Prism 8.01. Взаимосвязи категориальных 
показателей (пола, степени и формы патологических 
процессов, жалоб) выявлялись с помощью χ2- критерия 
Пирсона и точного критерия Фишера. Пороговые уровни 

для возраста, индекса NEWS и лабораторных данных 
определяли с помощью метода иерархической кластери-
зации. Отношение шансов OR (odds ratio, OR) и границы 
95% доверительного интервала (CI) выполняли с помо-
щью калькулятора на портале www.medstatistic.ru [13].

Результаты
Нами было выявлено всего 389 вариантов в РНК 

SARS-CoV-2, из них 263 (67,6%) были связаны с амино-
кислотной заменой в белках, 126 синонимичных мутаций 
(32,4%), причем 139 (35,7%)  в образцах пациентов с ле-
тальным исходом. Вначале изучали корреляцию общего 
количества, количества несинонимичных, молчащих му-
таций, и мутаций в S-белке SARS-CoV-2 со степенью тя-
жести коронавирусного заболевания (табл. 2). 

Таблица 2. Количество мутаций в SARS-CoV-2 в зависимости от степени тяжести заболевания
Table 2. The number of mutations in SARS-CoV-2 depending on the severity of the disease

Степень тяжести 
COVID-19

Severity of COVID-19 

Среднее количество 
мутаций

Average number of mutations

Среднее количество 
несинонимичных мутаций
Average number of nonsyn-

onymous mutations

Среднее количество 
молчащих мутаций

Average number of silent 
mutations

Среднее количество 
мутаций в S-белке

Average number of mutations 
in S-protein

I (n = 4) 11,0  ± 0,2 7,0  ± 1,4 4,0  ± 1,4 1,0
II (n = 14) 11,4  ± 1,9 8,3  ± 1,9 3,3  ± 1,6 2,0  ± 1,0
III (n = 13) 13,0  ± 3,6 9,0  ± 2,4 4,0  ± 2,1 2,2  ± 1,0***
Умершие, III
Died, 3 (n = 25) 17,1  ± 5,0 10,6  ± 3,0 6,6 ± 2,2 1,6 ± 0,9

Примечание: *** – статистическая значимость при p < 0,001. Легкая степень тяжести обозначена I, среднетяжелая степень – II, тяжелая степень – III,  
все умершие пациенты имели тяжелую III степень тяжести инфекции COVID-19. 

Note: *** statistical signifi cance at p < 0.001. Mild, moderate, and high severity degress are designated by I, II, and III, respectively. All patients who died had 
degree III severity of COVID-19 infection. 

Из данных таблицы 2 следует, что только количество 
мутаций в S-белке в образцах пациентов с III степенью 
тяжести было достоверно выше (p < 0,001), чем число му-
таций в образцах пациентов с I степенью тяжести заболе-
вания. Также отмечалась тенденция к росту общего числа 
и несинонимичных мутаций у умерших лиц по сравнению 

с пациентами с I степенью тяжести заболевания. Далее 
для обнаруженных мутаций оценивали их потенциальную 
опасность, т. е. ассоциацию со степенью тяжести заболе-
вания, рассчитывая частоты и OR в группах выписанных и 
умерших пациентов. Частоты и значения OR удалось оце-
нить только для 38 (9,7%) мутаций (табл. 3). 

Таблица 3. Сравнение частот мутаций в генах вируса SARS-CoV-2 со степенью тяжести заболевания
Table 3. Association of the frequencies of mutations in the genes of SARS-CoV-2 virus with the severity of the disease

Ген 
Gene

Нуклеотидная 
позиция

Nucleotide position

Аминокислотная 
замена Amino acid 

substitution
Белок Protein

Выписанные 
Discharged

Умершие
Died Отношение 

шансов
OR

Доверительный 
интервал
95% CIЧастота

Frequency
Частота 

Frequency
5’UTR 21С>T – – – 0,095 3,522 0,342–36,216
5’UTR 241C>T – – 0,928 0,954 1,615 0,137–19,068
ORF1a 346C>T – Nsp1 – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF1a 872G>A Asp203Asn

Nsp2
0,071 – 0,439 0,043–4,516

ORF1a 1648C>T – 0,036 0,095 2,947 0,249–34,85
ORF1a 1681G>T Glu472Asp 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307
ORF1a 3037C>T Phe924Phe

Папаин-подобная 
протеаза (PL2pro),

Nsp3
Papain-like protease 

(PL2pro),
Nsp3

0,758 0,864 1,727 0,379–7,864
ORF1a 3058A>G – 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1a 3737C>T Pro1158Ser 0,107 0,095 0,912 0,139–6,005
ORF1a 4965C>T Thr1567Ile 0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
ORF1a 5040>G – 0,143 0,136 1,042 0,207–5,237
ORF1a 7296C>T Ala2344Val 0,071 – 0,439 0,043–4,516
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вание было одобрено экспертным советом по этике СПб 
ГБУЗ «Городская больница № 40» (протокол № 171 от 18 
мая 2020 г.).

У 25 пациентов (45,5%) заболевание закончилось ле-
тальным исходом (табл. 1).

Таблица 1. Общая характеристика пациентов с COVID-19 
Table 1. General characteristics of patients

Параметры
Parameters 

Исход пациентов
Patient Outcome

Выписанные
Discharged

Умершие
Died

Число пациентов
Number of patients 31 25

Мужчины 
Men 17 11

Женщины
Women 14 14

Возраст, лет
Age, year 64,6  ± 16,6 69,2  ± 14,8

Легкая степень тяжести 
заболевания
Mild disease severity 

4 –

Среднетяжелая степень тяжести 
заболевания
Moderate to severe disease severity

14 –

Тяжелая степень тяжести 
заболевания
Severe degree of disease severity 

13 25

РНК, нг
RNA, ng 26,0  ± 4,9 25,4  ± 5,0

Для всех пациентов собирались данные: эпидемио-
логического анамнеза, наличие клинических симптомов 
(кашель, одышка, повышение температуры, лихорадка, 
слабость, потеря обоняния и вкуса, тяжесть в груди),  
степень дыхательной недостаточности. Учитывалось 
наличие сопутствующих заболеваний (ишемическая бо-
лезнь сердца (ИБС), острый коронарный синдром (ОКС), 
цереброваскулярная болезнь (ЦВБ), состояния после ин-
сульта или инфаркта (ПИКС), сахарный диабет, ревмато-
идный артрит, хроническая болезнь почек, хроническая 
обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), бронхиальная 
астма, хронический бронхит, гидроторакс. Выяснялись 
степень тяжести заболевания: легкая, средняя, тяжелая 
и крайне тяжелая, информация о дне заболевания при 
обращении в больницу. 

Также проводился объективный осмотр с оценкой 
параметров гемодинамики, дыхательной системы (ча-
стота дыхательных движений (ЧДД), частота сердечных 
сокращений (ЧСС), артериальное давление (АД), SpO2, 
степень дыхательной недостаточности). Осуществля-
лась оценка по шкале NEWS (National Early Warning 
Score), рекомендованной к использованию для пациен-
тов с COVID-19 [9]. Проводилась компьютерная томо-
графия (КТ) органов грудной клетки с оценкой формы 
заболевания по 4-значной шкале без внутривенного 
контрастного усиления (КT-1, КT-2, КT-3, КT-4). Выполня-
лись лабораторные исследования (клинический анализ 
крови, биохимический минимум, определение уровней 
ферретина, С-реактивного белка (СРБ), IL-6, лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ), Д-димера, креатинина, глюкозы). 
Проводилась электрокардиография, при необходимости 
использовались дополнительные инструментальные  
методики.

Терапия пациентов с коронавирусной инфекцией
Лечение инфекции COVID-19 и ее осложнений вклю-

чало противовирусные препараты, профилактику гипер-
коагуляции и синдрома диссеминированного внутрисо-
судистого свертывания (ДВС-синдрома). У пациентов 
с прогрессирующим течением заболевания для пре- 
дупреждения или лечения цитокинового шторма (ЦШ) 
стандартная терапия была дополнена назначением пато-
генредуцированной плазмы реконвалесцентов, антици-
токиновых препаратов: ингибиторов рецептора интерлей-
кина-6 (IL-6) (тоцилизумаба, олокизумаба, левилимаба), 
IL-1 (канакинумаба, RH104), JAK-киназ (тофацитиниба, 
руксолитиниба, барицитиниба), тирозинкиназы Bcr–Abl 
(радотиниба), в ряде случаев – глюкокортикостероидов. 
По показаниям проводили этапную респираторную те-
рапию, антибактериальную терапию, лечение сепсиса и 
септического шока, экстракорпоральную детоксикацию и 
гемокоррекцию, экстракорпоральную мембранную окси-
генацию.

Выделение РНК
Выделение РНК из мазков носоглотки проводили со-

гласно инструкции к набору реагентов для экстракции 
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) [10]. Кон-
центрацию РНК измеряли на флуориметре Quantus с ис-
пользованием набора QuantiFluor RNA System (Promega). 
Оценку качества РНК выполняли при помощи прибора 
4200 TapeStation System и набора High Sensitivity RNA 
ScreenTape Analysis. Отбор положительных проб (с Cq < 
25) для дальнейшего исследования проводили с помо-
щью Real-Time PCR с одним из наборов для диагностики 
вируса SARS-CoV-2.

RT-PCR анализ
RT-PCR анализ проводили с помощью наборов реа-

гентов для выявления РНК коронавируса SARS-CoV-2 в 
клиническом материале (производство НИИ эпидемио-
логии и микробиологии имени Пастера) и GeneFinderTM 
COVID-19 plus RealAmp (OSANG Helthcare Co., Ltd., 
Korea) на приборах CFX96 Real-Time PCR Detection 
System (Biorad, USA).

Секвенирование
Для исследования вируса методом таргетного секве-

нирования выделяли кДНК с использованием следую-
щих наборов: Mint-2 cDNA synthesis kit (Евроген, Россия), 
Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis kit for RT-
qPCR (ThermoFisher, USA). Оценка качества полученной 
кДНК проводилась с  помощью прибора 4200 TapeStation 
System и набора D1000 ScreenTape и High Sensitivity 
D1000 ScreenTape, концентрацию измеряли на флуо-
риметре Quantus с использованием набора QuantiFluor 
dsDNA System (Promega, USA). После получения подхо-
дящих по качеству образцов кДНК проводили подготовку 
библиотек для секвенирования по протоколу с использо-
ванием набора Illumina DNA Prep with Enrichment Kit для 
MiSeq Illumina [11]. Исследование полного транскриптома 
выполняли с помощью набора для подготовки библиотек 
MGIEasy RNA Library Prep Set User Manual на приборе 
MGISEQ-2000. 
Биоинформатический анализ

Биоинформатический анализ включал в себя сборку 
с использованием существующего референсного генома 
вируса при помощи вычислительной цепочки viralrecon 
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v2 [12] с последующей аннотацией вариантов утилитам 
Pangolin и Nextstrain. Также обработку данных после 
секвенирования на приборе MiSeq выполняли при помо-
щи сервиса basespace.illumina с использованием прило-
жения «DRAGEN RNA Pathogen Detection». Визуализа-
ция генома производилась в программе The Integrative 
Genomics Viewer (IGV).
Статистический анализ

Статистическую обработку данных (описательная 
статистика, графический анализ взаимосвязей данных из 
разных таблиц) выполняли с помощью прибора GraphPad 
на платформе Prism 8.01. Взаимосвязи категориальных 
показателей (пола, степени и формы патологических 
процессов, жалоб) выявлялись с помощью χ2- критерия 
Пирсона и точного критерия Фишера. Пороговые уровни 

для возраста, индекса NEWS и лабораторных данных 
определяли с помощью метода иерархической кластери-
зации. Отношение шансов OR (odds ratio, OR) и границы 
95% доверительного интервала (CI) выполняли с помо-
щью калькулятора на портале www.medstatistic.ru [13].

Результаты
Нами было выявлено всего 389 вариантов в РНК 

SARS-CoV-2, из них 263 (67,6%) были связаны с амино-
кислотной заменой в белках, 126 синонимичных мутаций 
(32,4%), причем 139 (35,7%)  в образцах пациентов с ле-
тальным исходом. Вначале изучали корреляцию общего 
количества, количества несинонимичных, молчащих му-
таций, и мутаций в S-белке SARS-CoV-2 со степенью тя-
жести коронавирусного заболевания (табл. 2). 

Таблица 2. Количество мутаций в SARS-CoV-2 в зависимости от степени тяжести заболевания
Table 2. The number of mutations in SARS-CoV-2 depending on the severity of the disease

Степень тяжести 
COVID-19

Severity of COVID-19 

Среднее количество 
мутаций

Average number of mutations

Среднее количество 
несинонимичных мутаций
Average number of nonsyn-

onymous mutations

Среднее количество 
молчащих мутаций

Average number of silent 
mutations

Среднее количество 
мутаций в S-белке

Average number of mutations 
in S-protein

I (n = 4) 11,0  ± 0,2 7,0  ± 1,4 4,0  ± 1,4 1,0
II (n = 14) 11,4  ± 1,9 8,3  ± 1,9 3,3  ± 1,6 2,0  ± 1,0
III (n = 13) 13,0  ± 3,6 9,0  ± 2,4 4,0  ± 2,1 2,2  ± 1,0***
Умершие, III
Died, 3 (n = 25) 17,1  ± 5,0 10,6  ± 3,0 6,6 ± 2,2 1,6 ± 0,9

Примечание: *** – статистическая значимость при p < 0,001. Легкая степень тяжести обозначена I, среднетяжелая степень – II, тяжелая степень – III,  
все умершие пациенты имели тяжелую III степень тяжести инфекции COVID-19. 

Note: *** statistical signifi cance at p < 0.001. Mild, moderate, and high severity degress are designated by I, II, and III, respectively. All patients who died had 
degree III severity of COVID-19 infection. 

Из данных таблицы 2 следует, что только количество 
мутаций в S-белке в образцах пациентов с III степенью 
тяжести было достоверно выше (p < 0,001), чем число му-
таций в образцах пациентов с I степенью тяжести заболе-
вания. Также отмечалась тенденция к росту общего числа 
и несинонимичных мутаций у умерших лиц по сравнению 

с пациентами с I степенью тяжести заболевания. Далее 
для обнаруженных мутаций оценивали их потенциальную 
опасность, т. е. ассоциацию со степенью тяжести заболе-
вания, рассчитывая частоты и OR в группах выписанных и 
умерших пациентов. Частоты и значения OR удалось оце-
нить только для 38 (9,7%) мутаций (табл. 3). 

Таблица 3. Сравнение частот мутаций в генах вируса SARS-CoV-2 со степенью тяжести заболевания
Table 3. Association of the frequencies of mutations in the genes of SARS-CoV-2 virus with the severity of the disease

Ген 
Gene

Нуклеотидная 
позиция

Nucleotide position

Аминокислотная 
замена Amino acid 

substitution
Белок Protein

Выписанные 
Discharged

Умершие
Died Отношение 

шансов
OR

Доверительный 
интервал
95% CIЧастота

Frequency
Частота 

Frequency
5’UTR 21С>T – – – 0,095 3,522 0,342–36,216
5’UTR 241C>T – – 0,928 0,954 1,615 0,137–19,068
ORF1a 346C>T – Nsp1 – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF1a 872G>A Asp203Asn

Nsp2
0,071 – 0,439 0,043–4,516

ORF1a 1648C>T – 0,036 0,095 2,947 0,249–34,85
ORF1a 1681G>T Glu472Asp 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307
ORF1a 3037C>T Phe924Phe

Папаин-подобная 
протеаза (PL2pro),

Nsp3
Papain-like protease 

(PL2pro),
Nsp3

0,758 0,864 1,727 0,379–7,864
ORF1a 3058A>G – 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1a 3737C>T Pro1158Ser 0,107 0,095 0,912 0,139–6,005
ORF1a 4965C>T Thr1567Ile 0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
ORF1a 5040>G – 0,143 0,136 1,042 0,207–5,237
ORF1a 7296C>T Ala2344Val 0,071 – 0,439 0,043–4,516
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Как следует из данных из таблицы 3, мутации мож-
но сгруппировать в 3 кластера. В первую группу вклю-
чены мутации, потенциально ассоциированные с тяже-
стью коронавирусной инфекции и летальным исходом  
(OR > 1). Они локализованы в генах, кодирующих лидер-
ную 5›-концевую cap-область и белки Nsp1, Nsp2, Nsp3, 
Nsp4, PНК-зависимую РНК-полимеразу (Nsp12), геликазу 
(Nsp13), S-белок, Orf3a и в 3’-концевую poly-A-последо-
вательность. Ко второй группе относились нейтральные 

Ген  
Gene

Нуклеотидная 
позиция 

Nucleotide position

Аминокислотная 
замена Amino acid 

substitution
Белок Protein

Выписанные 
Discharged

Умершие 
Died Отношение 

шансов 
OR

Доверительный 
интервал 
95% CIЧастота 

Frequency
Частота  

Frequency
ORF1a 8944T>C Gly2893Gly

Nsp4
0,036 0,095 2,700 0,229–31,894

ORF1а 9967C>T Leu3234Leu 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1а 10046G>T Val 3261Phe – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF1a 11916C>T Ser3884Leu Nsp7 0,143 0,046 0,313 0,032–3,021
ORF1a 13554C>T –

РНК-полимераза, Nsp12
RNA polymerase, Nsp12

0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1b 14408C>T Pro323Leu 0,892 1,0 1,167 0,980–1,389
ORF1b 15738 C>T – 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307

ORF1b 16775A>G Tyr103Cys Геликаза, Nsp13
Helicase, Nsp13 0,071 0,227 3,824 0,664–22,005

ORF1b 17082A>G – 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894

ORF1b 18479A>G Lys1671Arg Эндонуклеаза
Endonuclease 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307

ORF1b 19839T>C – ЭндоРНКаза,Nsp15
EndoRNase, Nsp15 0,107 0,095 0,600 0,099–3,623

ORF1b 20028T>C – – 0,143 0,095 0,600 0,099–3,623
S 22020T>C Met153Thr

S-белок
S-protein

0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
S 23403A>G Asp614Gly 0,928 0,954 1,615 0,137–19,068
S 23586A>G Gln675Arg 0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
S 23604С>A Pro681His 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
S 24095G>T Ala845Ser 0,071 - 0,439 0,043–4,516
S 24383A>G Thr941Ala 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
S 25046C>T Phe1162Ser – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF3a 25910A>G Asp173Gly Orf3a – 0,095 3,522 0,342–36,216

N 28881G>A Arg203Lys N-белок нуклокапсида
N-nucleocapsid protein 1,0 1,0 1,000 –

N 28882G>A Arg203Arg – 1,0 1,0 1,000 –
N 28883G>A Gly204Arg – 1,0 1,0 1,000 –
N 28905C>T Ala211Val – 0,250 18,1 1,400 0,405–4,836
N 28975G>T Met 234 Ile – 0,071 – 0,439 0,043–4,516
N 29422G>A – – – 0,095 3,522 0,342–36,216

3’UTR 29708C>T – – – 0,095 3,522 0,342–36,216

Окончание  табл. 3 
End of  table  3

мутации (OR = 1), локализованные в генах, кодирующих 
Nsp3 и N-белки. Третий кластер образовали потенциаль-
но протекторные мутации (OR < 1), локализованные в ге-
нах, кодирующих белки: Nsp2, Nsp3, Nsp7, эндонуклеазу 
(Nsp14), эндоРНКазу (Nsp15), S- и N-белки.

В результате анализа мутаций с помощью утилит 
Nextclade и Pangolin, а также программы IGV мы устано-
вили типы линий вируса, инфицирующие каждый обра-
зец (табл. 4). 

Таблица 4. Линии SARS-CoV-2, инфицирующие образцы пациентов из Санкт-Петербурга
Table 4. SARS-CoV-2 lines, infecting patient samples from St. Petersburg

Линия вируса
Virus lineage

Часто встречаемые страны в родословной
Common countries in pedigree

Количество образцов 
Number of samples

Исход (выписан) 
Outcome Discharged

Исход (умер) 
Outcome Died 

Линии нероссийского генеза
Lines of non-Russian genesis

B.1 UK 33,0%, USA 13,0%, Japan 9,0% 3 1 2

B.1.1 UK 33,0%, USA 13,0%, Japan 9,0% 19 8 11

B.1.1.29 USA 100,0% 2 1 1

B.1.1.174 USA 74,0%, Ireland 4,0%, Turkey 3,0%, UK 
3,0%, India 2,0% 1 0 1
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Таблица 5. Корреляции общего количества, несинонимичных и мутаций в S-белке линий SARS-CoV-2 с клиническими симптомами, сопутствующи-
ми заболеваниями, биохимическими маркерами
Table 5. Correlations of total number, nonsynonymous mutations, and mutations in the S-protein of SARS-CoV-2 lines with clinical symptoms, concomitant 
diseases, and biochemical markers

Линия вируса 
Virus line

Коэффициент корреляции r, уровень значимости p 
Correlation coeffi  cient, r, signifi cance level p

Параметр
Parameterсреднее количество

SNP
Average number of SNPs

Среднее количество 
несинонимичных SNP

Average number of nonsynony-
mous SNPs

Среднее
количество SNP в S-белке
Average number of SNPs in 

S-protein

0,62 (p = 0,03) 0,65 (p = 0,02) – Слабость
Weakness

0,71 (p = 0,009) – –

Степень дыхательной 
недостаточности при выписке

Grade of respiratory failure at dis-
charge

Линия вируса
Virus lineage

Часто встречаемые страны в родословной
Common countries in pedigree

Количество образцов 
Number of samples

Исход (выписан)
Outcome Discharged

Исход (умер) 
Outcome Died 

B.1.1.57 South Africa 84,0%, India 5,0%, Russia 4,0%, 
Zimbabwe 3,0%, Japan 1,0% 1 1 0

B.1.610 UK 50,0%, Spain 20,0%, Turkey 10,0%, USA 
5,0%, Japan 3,0% 1 0 1

B.1.1.155 United Kingdom 100,0% 2 1 1
Общее количество образцов 

Total number of samples 29 12 17

Отношение шансов (Odds ratio OR) 2,267 95% CI 0,594–8,653
Линии российского генеза
Lines of Russian genesis

 B.1.1.129 Russia 90,0%, Germany 8,0%, Mexico 2,0% 2 1 1

B.1.1.407 Russia 81,0%, Germany 5,0%, Indonesia 
5,0%, USA 5,0%, Finland 5,0% 4 2 2

B.1.1.373 Russia 81,0%, Estonia 5,0%, UK 5,0%, Hong 
Kong 2,0%, Indonesia 2,0% 5 4 1

B.1.1.397 Russia 46,0%, Estonia 14,0%, Latvia 10,0%, 
Israel 10,0%, Finland 4,0% 2 2 0

B.1.1.152 Russia 82,0%, Germany 14,0%, Finland 5,0% 1 1
Общее количество образцов 

Total number of samples 14 8 5

Отношение шансов (Odds ratio OR) 0,230 95%CI 0,05–-0,889

Линии смешанного генеза
Lines of mixed genesis

B.1.1.317 Germany 46,0%, Russia 25,0%, Estonia 5,0%, 
Finland 4,0%, USA 3,0% 4 3 1

B.1.1.141 Latvia 53,0%, Russia 23,0%, Germany 11,0%, 
Sweden 3,0%, Georgia 2,0% 1 1 0

Общее количество образцов 
Total number of samples 5 4 1

Примечание: для 9 образцов происхождение вируса невозможно было определить. 

Note: The origin of the virus could not be determined in nine samples.

Окончание  табл. 4
End of  table  4

Из данных таблицы 4 следует, что пациенты из 
Санкт-Петербурга были инфицированы 14 линиями 
SARS-CoV-2. Причем 14 образцов (29,8%) из 47, пред-
ставленных в таблице, были инфицированы 5 линиями 
вируса российского происхождения. В целом OR для 5 
линий вируса, имеющих российское происхождение, со-
ставил 0,441 (95% CI = 0,116–1,684). Это свидетельствует 
о том, что мутации в линиях SARS-CoV-2 нероссийско-

го генеза ассоциированы c повышенным риском (OR = 
2,267, 95% СI = 0,1594–8,653) летального исхода в группе 
российских пациентов. 

Также мы оценили корреляции общего количества, 
несинонимичных и мутаций в S-белке линий SARS-CoV-2 
с клиническими данными, сопутствующими заболевания-
ми, биохимическими маркерами и исходом  заболевания 
(табл. 5). 
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Как следует из данных из таблицы 3, мутации мож-
но сгруппировать в 3 кластера. В первую группу вклю-
чены мутации, потенциально ассоциированные с тяже-
стью коронавирусной инфекции и летальным исходом  
(OR > 1). Они локализованы в генах, кодирующих лидер-
ную 5›-концевую cap-область и белки Nsp1, Nsp2, Nsp3, 
Nsp4, PНК-зависимую РНК-полимеразу (Nsp12), геликазу 
(Nsp13), S-белок, Orf3a и в 3’-концевую poly-A-последо-
вательность. Ко второй группе относились нейтральные 

Ген  
Gene

Нуклеотидная 
позиция 

Nucleotide position

Аминокислотная 
замена Amino acid 

substitution
Белок Protein

Выписанные 
Discharged

Умершие 
Died Отношение 

шансов 
OR

Доверительный 
интервал 
95% CIЧастота 

Frequency
Частота  

Frequency
ORF1a 8944T>C Gly2893Gly

Nsp4
0,036 0,095 2,700 0,229–31,894

ORF1а 9967C>T Leu3234Leu 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1а 10046G>T Val 3261Phe – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF1a 11916C>T Ser3884Leu Nsp7 0,143 0,046 0,313 0,032–3,021
ORF1a 13554C>T –

РНК-полимераза, Nsp12
RNA polymerase, Nsp12

0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
ORF1b 14408C>T Pro323Leu 0,892 1,0 1,167 0,980–1,389
ORF1b 15738 C>T – 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307

ORF1b 16775A>G Tyr103Cys Геликаза, Nsp13
Helicase, Nsp13 0,071 0,227 3,824 0,664–22,005

ORF1b 17082A>G – 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894

ORF1b 18479A>G Lys1671Arg Эндонуклеаза
Endonuclease 0,071 0,046 0,619 0,052–7,307

ORF1b 19839T>C – ЭндоРНКаза,Nsp15
EndoRNase, Nsp15 0,107 0,095 0,600 0,099–3,623

ORF1b 20028T>C – – 0,143 0,095 0,600 0,099–3,623
S 22020T>C Met153Thr

S-белок
S-protein

0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
S 23403A>G Asp614Gly 0,928 0,954 1,615 0,137–19,068
S 23586A>G Gln675Arg 0,107 0,046 0,433 0,042–4,485
S 23604С>A Pro681His 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
S 24095G>T Ala845Ser 0,071 - 0,439 0,043–4,516
S 24383A>G Thr941Ala 0,036 0,095 2,700 0,229–31,894
S 25046C>T Phe1162Ser – 0,095 3,522 0,342–36,216
ORF3a 25910A>G Asp173Gly Orf3a – 0,095 3,522 0,342–36,216

N 28881G>A Arg203Lys N-белок нуклокапсида
N-nucleocapsid protein 1,0 1,0 1,000 –

N 28882G>A Arg203Arg – 1,0 1,0 1,000 –
N 28883G>A Gly204Arg – 1,0 1,0 1,000 –
N 28905C>T Ala211Val – 0,250 18,1 1,400 0,405–4,836
N 28975G>T Met 234 Ile – 0,071 – 0,439 0,043–4,516
N 29422G>A – – – 0,095 3,522 0,342–36,216

3’UTR 29708C>T – – – 0,095 3,522 0,342–36,216

Окончание  табл. 3 
End of  table  3

мутации (OR = 1), локализованные в генах, кодирующих 
Nsp3 и N-белки. Третий кластер образовали потенциаль-
но протекторные мутации (OR < 1), локализованные в ге-
нах, кодирующих белки: Nsp2, Nsp3, Nsp7, эндонуклеазу 
(Nsp14), эндоРНКазу (Nsp15), S- и N-белки.

В результате анализа мутаций с помощью утилит 
Nextclade и Pangolin, а также программы IGV мы устано-
вили типы линий вируса, инфицирующие каждый обра-
зец (табл. 4). 

Таблица 4. Линии SARS-CoV-2, инфицирующие образцы пациентов из Санкт-Петербурга
Table 4. SARS-CoV-2 lines, infecting patient samples from St. Petersburg

Линия вируса
Virus lineage

Часто встречаемые страны в родословной
Common countries in pedigree

Количество образцов 
Number of samples

Исход (выписан) 
Outcome Discharged

Исход (умер) 
Outcome Died 

Линии нероссийского генеза
Lines of non-Russian genesis

B.1 UK 33,0%, USA 13,0%, Japan 9,0% 3 1 2

B.1.1 UK 33,0%, USA 13,0%, Japan 9,0% 19 8 11

B.1.1.29 USA 100,0% 2 1 1

B.1.1.174 USA 74,0%, Ireland 4,0%, Turkey 3,0%, UK 
3,0%, India 2,0% 1 0 1
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Таблица 5. Корреляции общего количества, несинонимичных и мутаций в S-белке линий SARS-CoV-2 с клиническими симптомами, сопутствующи-
ми заболеваниями, биохимическими маркерами
Table 5. Correlations of total number, nonsynonymous mutations, and mutations in the S-protein of SARS-CoV-2 lines with clinical symptoms, concomitant 
diseases, and biochemical markers

Линия вируса 
Virus line

Коэффициент корреляции r, уровень значимости p 
Correlation coeffi  cient, r, signifi cance level p

Параметр
Parameterсреднее количество

SNP
Average number of SNPs

Среднее количество 
несинонимичных SNP

Average number of nonsynony-
mous SNPs

Среднее
количество SNP в S-белке
Average number of SNPs in 

S-protein

0,62 (p = 0,03) 0,65 (p = 0,02) – Слабость
Weakness

0,71 (p = 0,009) – –

Степень дыхательной 
недостаточности при выписке

Grade of respiratory failure at dis-
charge

Линия вируса
Virus lineage

Часто встречаемые страны в родословной
Common countries in pedigree

Количество образцов 
Number of samples

Исход (выписан)
Outcome Discharged

Исход (умер) 
Outcome Died 

B.1.1.57 South Africa 84,0%, India 5,0%, Russia 4,0%, 
Zimbabwe 3,0%, Japan 1,0% 1 1 0

B.1.610 UK 50,0%, Spain 20,0%, Turkey 10,0%, USA 
5,0%, Japan 3,0% 1 0 1

B.1.1.155 United Kingdom 100,0% 2 1 1
Общее количество образцов 

Total number of samples 29 12 17

Отношение шансов (Odds ratio OR) 2,267 95% CI 0,594–8,653
Линии российского генеза
Lines of Russian genesis

 B.1.1.129 Russia 90,0%, Germany 8,0%, Mexico 2,0% 2 1 1

B.1.1.407 Russia 81,0%, Germany 5,0%, Indonesia 
5,0%, USA 5,0%, Finland 5,0% 4 2 2

B.1.1.373 Russia 81,0%, Estonia 5,0%, UK 5,0%, Hong 
Kong 2,0%, Indonesia 2,0% 5 4 1

B.1.1.397 Russia 46,0%, Estonia 14,0%, Latvia 10,0%, 
Israel 10,0%, Finland 4,0% 2 2 0

B.1.1.152 Russia 82,0%, Germany 14,0%, Finland 5,0% 1 1
Общее количество образцов 

Total number of samples 14 8 5

Отношение шансов (Odds ratio OR) 0,230 95%CI 0,05–-0,889

Линии смешанного генеза
Lines of mixed genesis

B.1.1.317 Germany 46,0%, Russia 25,0%, Estonia 5,0%, 
Finland 4,0%, USA 3,0% 4 3 1

B.1.1.141 Latvia 53,0%, Russia 23,0%, Germany 11,0%, 
Sweden 3,0%, Georgia 2,0% 1 1 0

Общее количество образцов 
Total number of samples 5 4 1

Примечание: для 9 образцов происхождение вируса невозможно было определить. 

Note: The origin of the virus could not be determined in nine samples.

Окончание  табл. 4
End of  table  4

Из данных таблицы 4 следует, что пациенты из 
Санкт-Петербурга были инфицированы 14 линиями 
SARS-CoV-2. Причем 14 образцов (29,8%) из 47, пред-
ставленных в таблице, были инфицированы 5 линиями 
вируса российского происхождения. В целом OR для 5 
линий вируса, имеющих российское происхождение, со-
ставил 0,441 (95% CI = 0,116–1,684). Это свидетельствует 
о том, что мутации в линиях SARS-CoV-2 нероссийско-

го генеза ассоциированы c повышенным риском (OR = 
2,267, 95% СI = 0,1594–8,653) летального исхода в группе 
российских пациентов. 

Также мы оценили корреляции общего количества, 
несинонимичных и мутаций в S-белке линий SARS-CoV-2 
с клиническими данными, сопутствующими заболевания-
ми, биохимическими маркерами и исходом  заболевания 
(табл. 5). 
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Данные таблицы 5 свидетельствуют, что среднее ко-
личество SNP линий SARS-CoV-2 российского происхож-
дения коррелирует со слабостью, степенью дыхательной 
недостаточности при выписке, суммой баллов NEWS при 
выписке, формой заболевания по КТ к началу терапии и 
при выписке, количеством суток на искусственной вен-
тиляции легких (ИВЛ), исходом заболевания и уровнем 
ЛДГ. Среднее количество несинонимичных SNP и SNP в 
S-белке коррелируют с уровнем глюкозы и отрицательно 
коррелируют с уровнем лейкоцитов и нейтрофилов. Кро-
ме того, среднее количество несинонимичных SNP также 
коррелирует со слабостью и формой заболевания по КТ к 
началу терапии и при выписке.

Среднее количество SNP, несинонимичных и SNP в 
S-белке линий SARS-CoV-2 нероссийского происхожде-
ния положительно коррелирует cо слабостью (p = 0,02). 

Линия вируса 
Virus line

Коэффициент корреляции r, уровень значимости p  
Correlation coefficient, r, significance level p

Параметр
Parameterсреднее количество

SNP
Average number of SNPs

Среднее количество 
несинонимичных SNP

Average number of nonsynony-
mous SNPs

Среднее
количество SNP в S-белке
Average number of SNPs in 

S-protein

Российского 
генеза
Lines of Russian 
genesis

0,67 (p = 0,01) – – NEWS при выписке (сумма баллов)
NEWS score at discharge

0,75 (p = 0,008) 0,66 (p = 0,02) –

Форма забол. по КТ 1–4 к началу 
терапии

Disease form according to CT 1–4 at 
the beginning of therapy

0,82 (p = 0,006) 0,76 (p = 0,02) –

Форма заболевания по КТ 1–4 при 
выписке

Disease form according to CT 1–4 at 
discharge

0,73 (p = 0,009) – –
Количество суток на ИВЛ

Number of days on mechanical 
ventilation

0,62 (p = 0,03) – Исход заболевания
Outcome of disease

– –0,52 (p = 0,05) –0,57 (p = 0,05) Лейкоциты
Leukocytes

– –0,52 (p = 0,05) –0,54 (p = 0,05) Нейтрофилы Neutrophils

0,83 (p = 0,009) – – ЛДГ
LDH

– 0,68 (р = 0,02) 0,81 (p = 0,002) Глюкоза
Glucose

Нероссийского 
генеза
Lines of non-Rus-
sian genesis

– –0,44 (p = 0,03) – Одышка
Dyspnea

0,49 (p = 0,02) 0,50 (p = 0,02) 0,46 (p = 0,02) Слабость
Weakness

0,43 (p = 0,04) – –
Применение системных 

кортикостероидов
Systemic corticosteroid use

– – 0,41 (p = 0,05) Количество РНК
RNA amount

0,42 (p = 0,04) – –
Койко-дни

Length of hospital stay (days in 
hospital)

0,49 (p = 0,05) 0,50 (p = 0,05) – Д-димер
D-dimer

– – 0,85 (p = 0,03) Ферритин
Ferritin

Окончание  табл. 5 
End of  table  5

Среднее количество SNP и несинонимичных SNP поло-
жительно коррелирует с уровнем Д-димера (p = 0,05). 
Среднее количество SNP также коррелирует с примене-
нием кортикостероидов и количеством койко-дней. Сред-
нее количество несинонимичных SNP отрицательно кор-
релирует с одышкой. Число SNP в S-белке коррелирует с 
количеством РНК и уровнем ферритина. 

Обсуждение
В данном исследовании мы изучали корреляцию 

общего количества, несинонимичных мутаций, молча-
щих-мутаций и мутаций в S-белке SARS-CoV-2 со сте-
пенью тяжести вирусной инфекции и установили, что 
количество мутаций в S-белке было выше (p < 0,001) в 
образцах пациентов с III  степенью тяжести, чем в об-
разцах от пациентов со II степенью тяжести коронави-
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русной инфекции. Коллективом авторов из университета 
Кейо (Токио, Япония) при проведении секвенирования 
геномной РНК SARS-CoV-2 из образцов от 90 пациентов 
с инфекцией COVID-19 и при изучении ассоциации ви-
русных гаплотипов с тяжестью заболевания путем под-
счета количества мутаций, обнаружено, что количество 
несинонимичных мутаций (особенно Pro108Ser в 3 химо-
трипсиноподобной протеазе (3CLpro) и Pro151Leu 
в N-белке нуклеокапсида) обратно коррелирует 
(OR = 0,24; 95% CI = 0,07–0,88; p = 0,032) со степенью 
тяжести инфекции COVID-19 и потребностью в кисло-
родной терапии [14]. 

Нами также оценены частоты и OR SNP для степе-
ни тяжести инфекции COVID-19. При этом OR мутаций 
рассчитывали, когда мутация присутствовала в 2 и бо-
лее образцах (частота > 5%) в обоих группах пациентов 
(выписанные и умершие) (см. табл. 3). Интересно, что 
75,8% образцов наших пациентов были инфицированы 
IV генотипом (241C>T, Nsp3: 3037C>Т; Nsp12, РНК по-
лимераза: 14408С>Т, Pro323Leu; S-белок: 23403А>G, 
Asp614Gly) SARS-CoV-2, установленным Чанчуань Инем 
[6]. Гаплотип 3037C>T, 14408C>T, 23403A>G и SNP
241C>T наиболее часто встречаются в образцах из Ев-
ропы, отражая европейское происхождение вируса. На-
пример, в исследовании, проведенном международным 
коллективом авторов из Вьетнама, Австралии, Велико-
британии и США, данный мутантный гаплотип обнаружен 
в 90% (40 из 44) образцов пациентов из Великобритании 
(n = 15), России (n = 6), Германии (n = 5), Франции (n = 4), 
Италии (n = 2), Испании (n = 2), Нидерландов (n = 1), 
Вьетнама (n = 6) и стран Азии (n = 3). Также у данных 
пациентов вместе с этой группой мутаций в 75% (33 из 
44) геномов наблюдались SNP в N-белке 28881G>A, 
28882G>A, 28883G>C [16]. 

В наших образцах SNP 28881G>A, 28882G>A, 28883G 
>C присутствовали в 100% образцов, что указывает на их 
нейтральный характер и на происхождение вируса, отно-
сящегося в кладе 20B линии B1.1 [14]. Данные мутации 
локализуются в небольшом участке (194-204) аминокис-
лотной последовательности N-белка. Поскольку N-белок 
участвует в упаковке вирусной РНК в спиральный рибо-
нуклеокапсид, мутации 28881G>A, 28882G>A, 28883G>C 
могут повышать эффективность транскрипции субгеном-
ных РНК, способствуя выживанию клеток, репликации и 
персистентности вируса [15]. 

В 47 из 50 (94%) наших образцов также наблюдал-
ся SNP 241C>T, локализованный в 5’-нетранслируемой 
области (5’UTR) вирусной РНК. Эта замена имеет одни 
из самых высоких частот 0,758 (9673/12754) и 0,809 
(36786/45494) соответственно в США и мире, влияет на 
регуляцию транскрипции и экспрессии генов вируса и его 
репликацию [16]. SNP 14408C>T (Pro323Leu) и мутация 
13554C>T, ассоциированные с тяжелым течением и ле-
тальным исходом, также обнаружены в РНК-зависимой 
РНК-полимеразе (белок RdRp или Nsp12) с частотами 
0,940 (47 из 50) и 0,06 (3 из 50) в образцах наших па-
циентов. Первая из этих мутаций также является наи-
более распространенной в образцах из США (AF 0,464, 
5918/12754) [16]. О биологической роли этой мутации до 
сих пор ведется дискуссия. R. Wang и соавт. считают, что 
поскольку обе аминокислоты пролин (Pro) и лейцин (Leu) 
являются неполярными и алифатическими, в связи с 
этим Pro323Leu может не оказывать влияния на функцию 
белка Nsp12 [16]. 

В 94% (47/50) образцов пациентов встречается SNP 
23403A>G (Asp614Gly) в гене S-белка, связанный с заме-
ной аспарагиновой кислоты в положении 614 на глицин 
и повышенным риском тяжелого течения или летального 
исхода пациентов. Как уже упоминалось, этот SNP ча-
сто сочетается с тремя другими SNP (241C>T, 3037C>T 
и 14408C>T) и наследуется как гаплотип [17]. Исследо-
ватели из Гарвардского, Вашингтонского (США) и Шеф-
филдского университетов (Великобритания), изучив кли-
нические данные и генетические последовательности 
SARS-CoV-2 у 999 пациентов с COVID-19, установили, 
что вариант Arg614Gly коррелирует с высоким уровнем 
вирусной РНК в верхних дыхательных путях и скоростью 
трансмиссии у пациентов по сравнению с диким типом. 
Это указывает на более высокую инфицированность 
Gly614. Однако B. Korber и соавт. не смогли установить 
ассоциации между D614G и продолжительностью госпи-
тализации, т. е. степенью тяжести заболевания, что сви-
детельствует о повышенной инфекционности D614G и об 
отсутствии его влияния на тяжесть клинического исхода 
болезни [17]. 

Поскольку нами показано (см. табл. 1), что среднее 
количество SNP имеет тенденцию к увеличению при по-
вышении степени тяжести инфекции COVID-19, а сумма 
баллов по шкале NEWS используется для определения 
степени тяжести состояния пациентов, то между дан-
ными показателями может наблюдаться положительная 
корреляция. 

Ученые из госпиталя Королевского колледжа (Лон-
дон, Великобритания) исследовали маркеры крови и 
физиологические параметры у 1276 пациентов с тяже-
лым исходом инфекции COVID-19 через 14 сут после 
госпитализации для улучшения применения шкалы 
NEWS2. Разработанная авторами модель NEWS2 и воз-
раст для тяжелой инфекции COVID-19 имела площадь 
под кривой 0,700. Эти данные мы использовали при 
своей оценке риска [18]. В исследовании норвежских 
ученых, проведенном на 66 пациентах, 23% из которых 
имели тяжелую и крайне тяжелую степень заболева-
ния, показано, что оценка NEWS2 ≥ 6 при поступлении 
характеризует тяжелое течение инфекции COVID-19 
с чувствительностью 80,0% и специфичностью 84,3% 
[19]. В нашей выборке вследствие большого разброса 
не было статистически значимых различий по средне-
му индексу NEWS при поступлении у пациентов, ин-
фицированных линиями коронавируса нероссийского 
генеза, – 4,7 (диапазон 0–12) и у пациентов, инфици-
рованных линиями российского происхождения, – 4,2 
(диапазон 0–9). Средний индекс NEWS при поступлении 
у пациентов, в дальнейшем имевших тяжелое течение 
заболевания, составил 5,35 ± 0,39 баллов, против 
2,23 ± 0,50 баллов у пациентов легкого и среднетяжело-
го течения.

Нами выявлены корреляции среднего количества 
SNP в линиях вируса российского генеза со степенью 
дыхательной недостаточности при выписке и продолжи-
тельностью пребывания пациента на ИВЛ (см. табл. 5). 
В силу того, что патогенез коронавируса SARS-CoV-2 
включает инфицирование бронхолегочного древа и раз-
витие острой респираторной недостаточности, степень 
дыхательной недостаточности и длительность нахож-
дения пациента на ИВЛ может отражать тяжесть забо-
левания. Например, американские ученые из больницы 
Инова Фэйрфакса (Вирджиния, США) изучили клиниче-
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Данные таблицы 5 свидетельствуют, что среднее ко-
личество SNP линий SARS-CoV-2 российского происхож-
дения коррелирует со слабостью, степенью дыхательной 
недостаточности при выписке, суммой баллов NEWS при 
выписке, формой заболевания по КТ к началу терапии и 
при выписке, количеством суток на искусственной вен-
тиляции легких (ИВЛ), исходом заболевания и уровнем 
ЛДГ. Среднее количество несинонимичных SNP и SNP в 
S-белке коррелируют с уровнем глюкозы и отрицательно 
коррелируют с уровнем лейкоцитов и нейтрофилов. Кро-
ме того, среднее количество несинонимичных SNP также 
коррелирует со слабостью и формой заболевания по КТ к 
началу терапии и при выписке.

Среднее количество SNP, несинонимичных и SNP в 
S-белке линий SARS-CoV-2 нероссийского происхожде-
ния положительно коррелирует cо слабостью (p = 0,02). 

Линия вируса 
Virus line

Коэффициент корреляции r, уровень значимости p  
Correlation coefficient, r, significance level p

Параметр
Parameterсреднее количество

SNP
Average number of SNPs

Среднее количество 
несинонимичных SNP

Average number of nonsynony-
mous SNPs

Среднее
количество SNP в S-белке
Average number of SNPs in 

S-protein

Российского 
генеза
Lines of Russian 
genesis

0,67 (p = 0,01) – – NEWS при выписке (сумма баллов)
NEWS score at discharge

0,75 (p = 0,008) 0,66 (p = 0,02) –

Форма забол. по КТ 1–4 к началу 
терапии

Disease form according to CT 1–4 at 
the beginning of therapy

0,82 (p = 0,006) 0,76 (p = 0,02) –

Форма заболевания по КТ 1–4 при 
выписке

Disease form according to CT 1–4 at 
discharge

0,73 (p = 0,009) – –
Количество суток на ИВЛ

Number of days on mechanical 
ventilation

0,62 (p = 0,03) – Исход заболевания
Outcome of disease

– –0,52 (p = 0,05) –0,57 (p = 0,05) Лейкоциты
Leukocytes

– –0,52 (p = 0,05) –0,54 (p = 0,05) Нейтрофилы Neutrophils

0,83 (p = 0,009) – – ЛДГ
LDH

– 0,68 (р = 0,02) 0,81 (p = 0,002) Глюкоза
Glucose

Нероссийского 
генеза
Lines of non-Rus-
sian genesis

– –0,44 (p = 0,03) – Одышка
Dyspnea

0,49 (p = 0,02) 0,50 (p = 0,02) 0,46 (p = 0,02) Слабость
Weakness

0,43 (p = 0,04) – –
Применение системных 

кортикостероидов
Systemic corticosteroid use

– – 0,41 (p = 0,05) Количество РНК
RNA amount

0,42 (p = 0,04) – –
Койко-дни

Length of hospital stay (days in 
hospital)

0,49 (p = 0,05) 0,50 (p = 0,05) – Д-димер
D-dimer

– – 0,85 (p = 0,03) Ферритин
Ferritin

Окончание  табл. 5 
End of  table  5

Среднее количество SNP и несинонимичных SNP поло-
жительно коррелирует с уровнем Д-димера (p = 0,05). 
Среднее количество SNP также коррелирует с примене-
нием кортикостероидов и количеством койко-дней. Сред-
нее количество несинонимичных SNP отрицательно кор-
релирует с одышкой. Число SNP в S-белке коррелирует с 
количеством РНК и уровнем ферритина. 

Обсуждение
В данном исследовании мы изучали корреляцию 

общего количества, несинонимичных мутаций, молча-
щих-мутаций и мутаций в S-белке SARS-CoV-2 со сте-
пенью тяжести вирусной инфекции и установили, что 
количество мутаций в S-белке было выше (p < 0,001) в 
образцах пациентов с III  степенью тяжести, чем в об-
разцах от пациентов со II степенью тяжести коронави-

Глотов О.С., Чернов А.Н., Коробейников А.И. и др. 
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русной инфекции. Коллективом авторов из университета 
Кейо (Токио, Япония) при проведении секвенирования 
геномной РНК SARS-CoV-2 из образцов от 90 пациентов 
с инфекцией COVID-19 и при изучении ассоциации ви-
русных гаплотипов с тяжестью заболевания путем под-
счета количества мутаций, обнаружено, что количество 
несинонимичных мутаций (особенно Pro108Ser в 3 химо-
трипсиноподобной протеазе (3CLpro) и Pro151Leu 
в N-белке нуклеокапсида) обратно коррелирует 
(OR = 0,24; 95% CI = 0,07–0,88; p = 0,032) со степенью 
тяжести инфекции COVID-19 и потребностью в кисло-
родной терапии [14]. 

Нами также оценены частоты и OR SNP для степе-
ни тяжести инфекции COVID-19. При этом OR мутаций 
рассчитывали, когда мутация присутствовала в 2 и бо-
лее образцах (частота > 5%) в обоих группах пациентов 
(выписанные и умершие) (см. табл. 3). Интересно, что 
75,8% образцов наших пациентов были инфицированы 
IV генотипом (241C>T, Nsp3: 3037C>Т; Nsp12, РНК по-
лимераза: 14408С>Т, Pro323Leu; S-белок: 23403А>G, 
Asp614Gly) SARS-CoV-2, установленным Чанчуань Инем 
[6]. Гаплотип 3037C>T, 14408C>T, 23403A>G и SNP
241C>T наиболее часто встречаются в образцах из Ев-
ропы, отражая европейское происхождение вируса. На-
пример, в исследовании, проведенном международным 
коллективом авторов из Вьетнама, Австралии, Велико-
британии и США, данный мутантный гаплотип обнаружен 
в 90% (40 из 44) образцов пациентов из Великобритании 
(n = 15), России (n = 6), Германии (n = 5), Франции (n = 4), 
Италии (n = 2), Испании (n = 2), Нидерландов (n = 1), 
Вьетнама (n = 6) и стран Азии (n = 3). Также у данных 
пациентов вместе с этой группой мутаций в 75% (33 из 
44) геномов наблюдались SNP в N-белке 28881G>A, 
28882G>A, 28883G>C [16]. 

В наших образцах SNP 28881G>A, 28882G>A, 28883G 
>C присутствовали в 100% образцов, что указывает на их 
нейтральный характер и на происхождение вируса, отно-
сящегося в кладе 20B линии B1.1 [14]. Данные мутации 
локализуются в небольшом участке (194-204) аминокис-
лотной последовательности N-белка. Поскольку N-белок 
участвует в упаковке вирусной РНК в спиральный рибо-
нуклеокапсид, мутации 28881G>A, 28882G>A, 28883G>C 
могут повышать эффективность транскрипции субгеном-
ных РНК, способствуя выживанию клеток, репликации и 
персистентности вируса [15]. 

В 47 из 50 (94%) наших образцов также наблюдал-
ся SNP 241C>T, локализованный в 5’-нетранслируемой 
области (5’UTR) вирусной РНК. Эта замена имеет одни 
из самых высоких частот 0,758 (9673/12754) и 0,809 
(36786/45494) соответственно в США и мире, влияет на 
регуляцию транскрипции и экспрессии генов вируса и его 
репликацию [16]. SNP 14408C>T (Pro323Leu) и мутация 
13554C>T, ассоциированные с тяжелым течением и ле-
тальным исходом, также обнаружены в РНК-зависимой 
РНК-полимеразе (белок RdRp или Nsp12) с частотами 
0,940 (47 из 50) и 0,06 (3 из 50) в образцах наших па-
циентов. Первая из этих мутаций также является наи-
более распространенной в образцах из США (AF 0,464, 
5918/12754) [16]. О биологической роли этой мутации до 
сих пор ведется дискуссия. R. Wang и соавт. считают, что 
поскольку обе аминокислоты пролин (Pro) и лейцин (Leu) 
являются неполярными и алифатическими, в связи с 
этим Pro323Leu может не оказывать влияния на функцию 
белка Nsp12 [16]. 

В 94% (47/50) образцов пациентов встречается SNP 
23403A>G (Asp614Gly) в гене S-белка, связанный с заме-
ной аспарагиновой кислоты в положении 614 на глицин 
и повышенным риском тяжелого течения или летального 
исхода пациентов. Как уже упоминалось, этот SNP ча-
сто сочетается с тремя другими SNP (241C>T, 3037C>T 
и 14408C>T) и наследуется как гаплотип [17]. Исследо-
ватели из Гарвардского, Вашингтонского (США) и Шеф-
филдского университетов (Великобритания), изучив кли-
нические данные и генетические последовательности 
SARS-CoV-2 у 999 пациентов с COVID-19, установили, 
что вариант Arg614Gly коррелирует с высоким уровнем 
вирусной РНК в верхних дыхательных путях и скоростью 
трансмиссии у пациентов по сравнению с диким типом. 
Это указывает на более высокую инфицированность 
Gly614. Однако B. Korber и соавт. не смогли установить 
ассоциации между D614G и продолжительностью госпи-
тализации, т. е. степенью тяжести заболевания, что сви-
детельствует о повышенной инфекционности D614G и об 
отсутствии его влияния на тяжесть клинического исхода 
болезни [17]. 

Поскольку нами показано (см. табл. 1), что среднее 
количество SNP имеет тенденцию к увеличению при по-
вышении степени тяжести инфекции COVID-19, а сумма 
баллов по шкале NEWS используется для определения 
степени тяжести состояния пациентов, то между дан-
ными показателями может наблюдаться положительная 
корреляция. 

Ученые из госпиталя Королевского колледжа (Лон-
дон, Великобритания) исследовали маркеры крови и 
физиологические параметры у 1276 пациентов с тяже-
лым исходом инфекции COVID-19 через 14 сут после 
госпитализации для улучшения применения шкалы 
NEWS2. Разработанная авторами модель NEWS2 и воз-
раст для тяжелой инфекции COVID-19 имела площадь 
под кривой 0,700. Эти данные мы использовали при 
своей оценке риска [18]. В исследовании норвежских 
ученых, проведенном на 66 пациентах, 23% из которых 
имели тяжелую и крайне тяжелую степень заболева-
ния, показано, что оценка NEWS2 ≥ 6 при поступлении 
характеризует тяжелое течение инфекции COVID-19 
с чувствительностью 80,0% и специфичностью 84,3% 
[19]. В нашей выборке вследствие большого разброса 
не было статистически значимых различий по средне-
му индексу NEWS при поступлении у пациентов, ин-
фицированных линиями коронавируса нероссийского 
генеза, – 4,7 (диапазон 0–12) и у пациентов, инфици-
рованных линиями российского происхождения, – 4,2 
(диапазон 0–9). Средний индекс NEWS при поступлении 
у пациентов, в дальнейшем имевших тяжелое течение 
заболевания, составил 5,35 ± 0,39 баллов, против 
2,23 ± 0,50 баллов у пациентов легкого и среднетяжело-
го течения.

Нами выявлены корреляции среднего количества 
SNP в линиях вируса российского генеза со степенью 
дыхательной недостаточности при выписке и продолжи-
тельностью пребывания пациента на ИВЛ (см. табл. 5). 
В силу того, что патогенез коронавируса SARS-CoV-2 
включает инфицирование бронхолегочного древа и раз-
витие острой респираторной недостаточности, степень 
дыхательной недостаточности и длительность нахож-
дения пациента на ИВЛ может отражать тяжесть забо-
левания. Например, американские ученые из больницы 
Инова Фэйрфакса (Вирджиния, США) изучили клиниче-
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ские параметры и исходы 1023 пациентов с инфекцией 
COVID-19, из которых 164 (16,0%) проводилась инвазив-
ная ИВЛ. У 70 из 164 (42,7%) пациентов терапия закон-
чилась летальным исходом. Умершие пациенты были 
старше, чем выписанные (средний возраст – 66 против 
55 лет, p < 0,0001) [20].

В настоящем исследовании нами также установ-
лены корреляционные зависимости между общим ко-
личеством, несинонимичных и SNP в S-белке линий 
SARS-CoV-2 и одышкой, риском летального исхода, 
уровнем ферритина, Д-димера и глюкозы (см. табл. 5). 
Американские исследователи из Темплавского универ-
ситета (Филадельфия, США), оценив биохимические 
показатели (уровень лейкоцитов, AЛТ, АСТ, билирубин, 
креатинин, СРБ, ЛДГ, Д-димер, тропонин I) у 513 па-
циентов с инфекцией COVID-19, из которых 64 были с 
ЦШ, установили зависимость тяжести заболевания от 
снижения количества лимфоцитов (p < 0,001), увеличе-
ния нейтрофилов (p < 0,001), СРБ (р = 0,016), Д-димера  
(р = 0,002), ЛДГ (p < 0,001), тропонина I (p = 0,045) и АСТ 
(р = 0,028) [21]. В другой работе на 164 пациентах так-
же установлена зависимость тяжести инфекции с повы-
шенными уровнями Д-димера (p = 0,005) и ферритина  
(p = 0,016) [20].

Нами также установлены положительные корреля-
ции между средним количеством SNP в образцах и фор-
мой заболевания по КТ к началу терапии и при выписке  
(см. табл. 5). Поскольку наблюдается увеличение 
среднего количества SNP по мере тяжести инфекции 
COVID-19 (см. табл. 1), а форма заболевания по КТ от-
ражает степень поражения легких при данном заболе-
вании, то могут существовать корреляции между коли-
чеством SNP и формой заболевания по КТ и степенью 
тяжести инфекции COVID-19. Например, в исследова-
нии, проведенном турецкими авторами на 130 пациен-
тах с инфекцией COVID-19, выявлена положительная 
корреляция между степенью поражения легких на КТ и 
уровнем ферритина в сыворотке (ρ = 0,530; p = 0,0001), 
Д-димера (ρ = 0,375; p = 0,0001). Таким образом, в груп-
пе КТ-положительных пациентов установлена положи-
тельная корреляция уровней ферритина и Д-димера в 
сыворотке с тяжестью и генерализацией заболевания 
по данным КТ [22]. Эти данные также согласуются с 
нашими результатами, свидетельствующими об увели-
чении уровней Д-димера и ферритина у пациентов с III 
степенью тяжести инфекции.

Выводы
В нашем исследовании образцы пациентов из 

Санкт-Петербурга были инфицированы 14 линиями 
SARS-CoV-2, из которых 5 имели российское происхож-
дение. Выявлено, что мутации в линиях SARS-CoV-2 
нероссийского генеза ассоциированы c повышенным ри-
ском летального исхода в группе российских пациентов.

Количество SNP в S-белке в образцах пациентов с III 
степенью тяжести было выше (p < 0,001), чем число SNP 
в образцах пациентов со II степенью тяжести инфекции 
COVID-19. 

Сравнительный анализ частот для каждого SNP в 
группах образцов пациентов с риском летального исхо-
да позволил сгруппировать SNP в 3 кластера: I) инфек-
ции, ассоциированные с тяжестью COVID-19 и риском 
летального исхода (OR > 1), локализованные в 5’-конце-
вой cap-области и генах, кодирующих Nsp1, Nsp2, Nsp3, 
Nsp4 белки, PНК-зависимую-РНК-полимеразу (Nsp12), 
геликазу (Nsp13), S, Orf3a белки и 3’-концевую poly-A-по-
следовательность. II) нейтральные SNP (OR = 1), локали-
зованные в генах, кодирующих Nsp3 и N-белки. III) потен-
циально протекторные SNP (OR < 1), локализованнные в 
генах, кодирующих Nsp2, Nsp3, Nsp7 белки, эндонуклеазу 
(Nsp14), эндоРНКазу (Nsp15), S- и N-белки.

Установлены положительные корреляционные зависи-
мости между средним количеством SNP линий SARS-CoV-2 
российского происхождения со слабостью, степенью ды-
хательной недостаточности при выписке, суммой баллов 
NEWS при выписке, формой заболевания по КТ к началу 
терапии и при выписке, количеством суток на ИВЛ, исходом 
заболевания и уровнем ЛДГ. Среднее количество несино-
нимичных SNP и SNP в S-белке положительно коррелируют 
с уровнем глюкозы и отрицательно  с уровнем лейкоцитов 
и нейтрофилов. Среднее количество несинонимичных SNP 
также положительно коррелирует со слабостью и формой 
заболевания по КТ к началу терапии и при выписке.

Среднее количество SNP, несинонимичных и SNP в 
S-белке линий SARS-CoV-2 нероссийского происхожде-
ния положительно коррелируют cо слабостью (p = 0,02). 
Среднее количество SNP и несинонимичных SNP поло-
жительно коррелирует с уровнем Д-димера (p = 0,05). 
Среднее количество SNP коррелирует с применением 
кортикостероидов и количеством койко-дней. Среднее 
количество несинонимичных SNP отрицательно корре-
лирует с одышкой. Число SNP в S-белке коррелирует с 
количеством РНК и уровнем ферритина.
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ские параметры и исходы 1023 пациентов с инфекцией 
COVID-19, из которых 164 (16,0%) проводилась инвазив-
ная ИВЛ. У 70 из 164 (42,7%) пациентов терапия закон-
чилась летальным исходом. Умершие пациенты были 
старше, чем выписанные (средний возраст – 66 против 
55 лет, p < 0,0001) [20].

В настоящем исследовании нами также установ-
лены корреляционные зависимости между общим ко-
личеством, несинонимичных и SNP в S-белке линий 
SARS-CoV-2 и одышкой, риском летального исхода, 
уровнем ферритина, Д-димера и глюкозы (см. табл. 5). 
Американские исследователи из Темплавского универ-
ситета (Филадельфия, США), оценив биохимические 
показатели (уровень лейкоцитов, AЛТ, АСТ, билирубин, 
креатинин, СРБ, ЛДГ, Д-димер, тропонин I) у 513 па-
циентов с инфекцией COVID-19, из которых 64 были с 
ЦШ, установили зависимость тяжести заболевания от 
снижения количества лимфоцитов (p < 0,001), увеличе-
ния нейтрофилов (p < 0,001), СРБ (р = 0,016), Д-димера  
(р = 0,002), ЛДГ (p < 0,001), тропонина I (p = 0,045) и АСТ 
(р = 0,028) [21]. В другой работе на 164 пациентах так-
же установлена зависимость тяжести инфекции с повы-
шенными уровнями Д-димера (p = 0,005) и ферритина  
(p = 0,016) [20].

Нами также установлены положительные корреля-
ции между средним количеством SNP в образцах и фор-
мой заболевания по КТ к началу терапии и при выписке  
(см. табл. 5). Поскольку наблюдается увеличение 
среднего количества SNP по мере тяжести инфекции 
COVID-19 (см. табл. 1), а форма заболевания по КТ от-
ражает степень поражения легких при данном заболе-
вании, то могут существовать корреляции между коли-
чеством SNP и формой заболевания по КТ и степенью 
тяжести инфекции COVID-19. Например, в исследова-
нии, проведенном турецкими авторами на 130 пациен-
тах с инфекцией COVID-19, выявлена положительная 
корреляция между степенью поражения легких на КТ и 
уровнем ферритина в сыворотке (ρ = 0,530; p = 0,0001), 
Д-димера (ρ = 0,375; p = 0,0001). Таким образом, в груп-
пе КТ-положительных пациентов установлена положи-
тельная корреляция уровней ферритина и Д-димера в 
сыворотке с тяжестью и генерализацией заболевания 
по данным КТ [22]. Эти данные также согласуются с 
нашими результатами, свидетельствующими об увели-
чении уровней Д-димера и ферритина у пациентов с III 
степенью тяжести инфекции.

Выводы
В нашем исследовании образцы пациентов из 

Санкт-Петербурга были инфицированы 14 линиями 
SARS-CoV-2, из которых 5 имели российское происхож-
дение. Выявлено, что мутации в линиях SARS-CoV-2 
нероссийского генеза ассоциированы c повышенным ри-
ском летального исхода в группе российских пациентов.

Количество SNP в S-белке в образцах пациентов с III 
степенью тяжести было выше (p < 0,001), чем число SNP 
в образцах пациентов со II степенью тяжести инфекции 
COVID-19. 

Сравнительный анализ частот для каждого SNP в 
группах образцов пациентов с риском летального исхо-
да позволил сгруппировать SNP в 3 кластера: I) инфек-
ции, ассоциированные с тяжестью COVID-19 и риском 
летального исхода (OR > 1), локализованные в 5’-конце-
вой cap-области и генах, кодирующих Nsp1, Nsp2, Nsp3, 
Nsp4 белки, PНК-зависимую-РНК-полимеразу (Nsp12), 
геликазу (Nsp13), S, Orf3a белки и 3’-концевую poly-A-по-
следовательность. II) нейтральные SNP (OR = 1), локали-
зованные в генах, кодирующих Nsp3 и N-белки. III) потен-
циально протекторные SNP (OR < 1), локализованнные в 
генах, кодирующих Nsp2, Nsp3, Nsp7 белки, эндонуклеазу 
(Nsp14), эндоРНКазу (Nsp15), S- и N-белки.

Установлены положительные корреляционные зависи-
мости между средним количеством SNP линий SARS-CoV-2 
российского происхождения со слабостью, степенью ды-
хательной недостаточности при выписке, суммой баллов 
NEWS при выписке, формой заболевания по КТ к началу 
терапии и при выписке, количеством суток на ИВЛ, исходом 
заболевания и уровнем ЛДГ. Среднее количество несино-
нимичных SNP и SNP в S-белке положительно коррелируют 
с уровнем глюкозы и отрицательно  с уровнем лейкоцитов 
и нейтрофилов. Среднее количество несинонимичных SNP 
также положительно коррелирует со слабостью и формой 
заболевания по КТ к началу терапии и при выписке.

Среднее количество SNP, несинонимичных и SNP в 
S-белке линий SARS-CoV-2 нероссийского происхожде-
ния положительно коррелируют cо слабостью (p = 0,02). 
Среднее количество SNP и несинонимичных SNP поло-
жительно коррелирует с уровнем Д-димера (p = 0,05). 
Среднее количество SNP коррелирует с применением 
кортикостероидов и количеством койко-дней. Среднее 
количество несинонимичных SNP отрицательно корре-
лирует с одышкой. Число SNP в S-белке коррелирует с 
количеством РНК и уровнем ферритина.
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Анализ коэкспрессии генов плацентарного 
транскриптома как основа для поиска ключевых 
сигнальных путей и биомаркеров больших 
акушерских синдромов
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Аннотация
Цель: изучение молекулярных механизмов развития заболеваний группы больших акушерских синдромов (БАС) на 
уровне транскриптома материнской части плаценты человека.
Материал и методы. С помощью базы данных Gene Expression Omnibus (GEO) был осуществлен поиск результатов 
полногеномного профилирования плацентарной ткани человека для следующих фенотипов: физиологическая 
беременность, преэклампсия (ПЭ), невынашивание беременности и задержка роста плода (ЗРП). Было отобрано 11 
наборов данных, которые были дополнены результатами собственного исследования, суммарно в интегративный 
анализ был включен 481 образец плацентарной ткани человека. Биоинформатическая обработка и статистический 
анализ данных были выполнены в программной среде R 3.6.1 с использованием пакетов Bioconductor. Итоговые набо-
ры данных, объединенные по трем патологиям беременности, были использованы для поиска общих молекулярных 
мишеней БАС посредством анализа взвешенных сетей коэкспрессии генов (WGCNA). Функциональную аннотацию 
генов и полученных кластеров осуществляли в базе данных DAVID, сеть белок-белковых взаимодействий продуктов 
генов была построена с использованием программного обеспечения STRING, центральные гены для сети были иден-
тифицированы с помощью анализа MCC плагина сytoHubba программного обеспечения Cytoscape 3.7.2.
Результаты. Получена таблица уровней экспрессии 15167 генов в 246 образцах. Иерархическая кластеризация этой 
сети позволила обнаружить 55 модулей коэкспрессирующихся генов в группе с ПЭ, 109 – в группе с преждевременными 
родами (ПР), 75 – для больных ЗРП и 56 – для контрольной группы. Результаты анализа общности набора моду-
лей коэкспрессии для изучаемых фенотипов свидетельствуют о наличии общего кластера, состоящего из 8 генов, 
специфичного только для больных ПЭ и ЗРП, а также модуля коэкспрессии из 23 генов, характерного только для 
больных ПР и ЗРП. Для данных генов была построена сеть белок-белковых взаимодействий, в которой центральное 
место заняли гены SOD1, TXNRD1 и UBB. Оценив топологию сети в cytoHubba, были идентифицированы 6 наиболее 
функционально активных генов (rank ˂ 5): SOD1, TKT, TXNRD1, GCLM, GOT1, ACO1.
Заключение. Полученные результаты позволили идентифицировать перспективные генетические маркеры преэ-
клампсии, задержки роста плода и невынашивания беременности, а также обозначить наиболее важные общие моле-
кулярные механизмы данных заболеваний, протекающие в плацентарной ткани.
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