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Резюме
Введение. Противовирусное действие ряда препаратов связано с модификацией липидной мембраны ви-
русов вследствие их применения. Один из возможных механизмов такой модификации вирусной мембраны 
заключается в экстракции холестерина из мембран вирионов. 
Цель работы. Изучить методику определения инфекционного и гемагглютинирующего титра вируса гриппа 
птиц по изменению микровязкости вирусной мембраны после инкубации с фосфолипидными модификато-
рами ‒ бесхолестериновыми липосомами, состоящими из фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина 
в мольном отношении 1 : 2, в течение 48 ч. 
Материалы и методы. Процесс экстракции подтверждали двумя методами: гель-фильтрацией с радиоак-
тивно меченными липосомами и вирионами, а также по изменению величины поляризации флуоресцент-
ного зонда 1-анилинонафталин-8-сульфонат-аниона (8-АНС) в вирусной мембране. 
Результаты. Обнаружена корреляционная связь между изменением инфекционного и гемагглютинирую-
щего титра и микровязкостью вирусной мембраны. 
Заключение. Предложенная в работе методика позволяет проводить количественное определение ин-
фекционной и гемагглютинирующей активности вируса гриппа в зависимости от изменений микровязкости 
мембран вирусов после взаимодействия фосфолипидных модификаторов. Представляется возможным ис-
пользовать выявленную зависимость для определения инфекционной и гемагглютинирующей активности 
вируса гриппа в пределах одного серотипа в клинической лабораторной диагностике, применяя различные 
флуоресцентные зонды. В качестве липофильных модификаторов вирусной мембраны можно использо-
вать не только липосомы определенного состава, но и такие соединения, как этиленгликоль, эритрит, гли-
церин.

Ключевые слова: бесхолестериновые липосомы; вирус гриппа; экстракция холестерина; микровяз-
кость вирусной мембраны; лабораторная диагностика
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Abstract
Introduction. The antiviral action of a number of drugs is associated with their modification of the lipid membrane of 
viruses. One of the possible mechanisms of such modification of the viral membrane is the extraction of cholesterol 
from the membranes of virions.
Objective of the study. A method has been developed for determining the infectious and hemagglutinating titer 
of avian influenza virus by changing the microviscosity of the viral membrane after incubation with phospholipid 
modifiers, using cholesterol-free liposomes consisting of phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine in a 
molar ratio of 1 : 2 for 48 hours as an example.
Materials and methods. The extraction process was confirmed by two methods: gel filtration with radioactively 
labeled liposomes and virions, and by changing the polarization value of the fluorescent probe 1-anilinonaphthalene-
8-sulfonate anion (8-ANS) in the viral membrane.
Results. A correlation was found between the change in infectious and hemagglutinating titer and the microviscosity 
of the viral membrane.
Conclusion. In this regard, it seems possible to use this dependence to determine the infectious and 
hemagglutinating activity of the influenza virus within one serotype in clinical laboratory diagnostics, using various 
fluorescent probes. It should be noted that not only liposomes of a certain composition can be used as lipophilic 
modifiers of the viral membrane, but also such compounds as ethylene glycol, erythritol, glycerol.

Keywords: cholesterol-free liposomes; influenza virus; cholesterol extraction; microviscosity of the viral membrane; 
laboratory diagnostics 
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Введение

На сегодняшний день имеется значительное количе-
ство работ, посвященных изучению противовирусного 
действия липосом в комплексе с разными химически-
ми соединениями и методам изучения механизмов 
взаимодействия таких липосом с разными оболочеч-
ными вирусами [1–9]. Обмен липидами с липосома-
ми приводит к изменению физических характеристик 
локального окружения белковых антигенов вируса 
гриппа и к невозможности изменения их конформации 
при взаимодействии с рецепторами клетки-хозяина. 
При этом в литературе отсутствует информация о на-
личии зависимости между величинами инфекционно-
го и гемагглютинирующего титра вируса гриппа от фи-

зических характеристик вирусной мембраны. Одной 
из таких характеристик, которую достаточно просто 
определить, используя различные флуоресцентные 
зонды, является микровязкость, что может являться 
диагностическим признаком. Изменение микровязко-
сти зависит от содержания холестерина в мембране. 

Цель – разработать метод, позволяющий опреде-
лять инфекционный и гемагглютинирующий титр 
вируса гриппа в зависимости от изменения микро-
вязкости вирусной мембраны после взаимодействия 
с бесхолестериновыми липосомами. 

Материалы и методы
Объектом исследования служил штамм вируса грип-

па птиц А/Маллард Пенсильвания/10218/84 (H5N2). 
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Вирус выращивали на 10-дневных куриных эмбри-
онах. Исходный инфекционный титр вируса состав-
лял 7,0 ± 0,2 lg 50% эмбриональных инфицирующих 
доз в 1 мл (ЭИД50/мл). Изучение противовирусного 
действия вируса проводили в перевиваемой культуре 
клеток MDCK (клетки почек собаки Мадина–Дар-
би). Клетки линии MDCK высевали на 24-луночные 
планшеты и инкубировали 14–24 ч до формирования 
монослоя, занимающего от 80 до 90% ростовой по-
верхности. Затем вносили в лунки по 0,1  мл вирус-
содержащей жидкости (множественность инфекции 
составляла 0,01 ТЦД50/кл (50% тканевая цитопати-
ческая доза на клетку)) в среде альфа-МЕМ и инку-
бировали в течение 72 ч в атмосфере СО2 при 36 °С. 
После инкубации клетки промывали средой МЕМ 
и вносили бесхолестериновые липосомы в лун-
ки планшетов с монослоем клеток в объеме 0,5  мл. 
Планшеты с клетками инкубировали в атмосфере СО2 
при 36 °С в течение 30 мин. Затем в культуральной 
жидкости определяли инфекционный и гемагглю-
тинирующий титр вируса. Инфекционность вируса 
определяли по титрованию в 10-дневных куриных 
эмбрионах при их заражении в аллантоисную по-
лость. Инфекционный титр рассчитывали по методу 
Рида–Менча. Реакцию гемагглютинации проводили 
стандартным образом с использованием куриных 
эритроцитов [10]. Исходный гемагглютинирующий 
титр составлял 2048 ГАЕ/мл. Липосомы получали 
по стандартному методу с незначительными модифи-
кациями [11]. Препарат фосфатидилхолина (Sigma, 
США) в концентрации 1–2 мг/мл в растворе 0,01 М 
KCl инкубировали при 70 °С в течение 10 мин, также 
использовали препараты смеси фосфатидилэтанола-
мина и фосфатидилхолина (Sigma, США) в мольном 
соотношении 2 : 1. Размеры и частичную концентра-
цию липосом определяли спектрофотометрически 
с помощью фотоэлектроколориметра (ФЭК) по ме-
тоду Геллера [12]. Для стабилизации липосом добав-
ляли полиэтиленгликоль 6000 (Sigma, США) в конеч-
ной концентрации 2,5 мМ. Распределение липосом 
из смеси фосфолипидов по размерам представляло 
собой гамма-распределение со средним радиусом ли-
посом –R = 85 ± 2,5 нм, средний индекс полидисперно-
сти липосомальных дисперсий составлял менее 0,1. 
Средняя частичная концентрация липосом из смеси 
фосфолипидов составила  ––N = (6,45 ± 0,1) × 1015 см3. 
Определение степени окисленности липосом прово-
дили по общепринятой методике с расчетом индекса 
окисленности (ИО): 

(D233– D300)
ИО = –––––––––– (1),

(D215– D300)
где D233, D215 и D300 – оптическая плотность ана-

лизируемого образца, измеренная относитель-
но 95% этилового спирта на спектрофотометре Anthos 
Zenyth 200th (Biochrom, Великобритания) при длинах 
волн 233, 215 и 300 нм соответственно. Стабильность 
липосомальной дисперсии оценивали по измене-
нию размеров частиц в зависимости от срока хране-
ния (при температуре 4 °С в течение 20 сут), свето-

пропусканию при длине волны 640 нм с помощью 
спектрофотометра Anthos Zenyth 200th (Biochrom, 
Великобритания) и дзета-потенциалу (ζ) который 
определяли по электрофоретической подвижности 
липосом в дисперсии методом микроэлектрофореза 
с помощью прибора Zetasizer-2 (Великобритания). 
С целью выявления экстракции холестерина липо-
сомами применяли гель-фильтрацию и радиометрию 
меченных 14С-холестерином вирионов и 3Н-инулином 
липосом в колонке для гель-фильтрации с сефаро-
зой 4В (Sigma, США). Отсутствие вирионов в филь-
трате в обоих случаях контролировали с помощью 
реакции гемагглютинации [10]. Радиометрию образ-
цов осуществляли с помощью радиометра (БЛ-БДБ-2, 
РФ). Для определения изменения микровязкости ли-
пидной мембраны вирионов и липосом применялся 
флуоресцентный зонд 8-АНС («Sigma», США) в ко-
нечной концентрации 10 мкМ. Для определения ве-
личины поляризации (Р) использовали спектрофлюо-
риметр Флюорат-02-Панорама (РФ), λвозб = 360 нм,  
λэмис = 400–550 нм. Величину Р определяли по форму-
ле Перрена–Яблонского:

    (2),

где Р – поляризация флуоресценции зонда в мембра-
не; V – молярный объем зонда, τ0 – время жизни флуо-
ресценции, Р0 – предельная поляризация флуоресцен-
ции зонда, η – вязкость среды, R – газовая постоянная, 
T – температура среды, равная 298 К, κ – постоянная 
Больцмана. Поляризацию флуоресценции зонда в ви-
русном инокуляте определяли до добавления липосом 
и после инкубации с липосомами, как описано выше, 
в течение 48 ч. Контрольный препаратом являлся ви-
русный инокулят. Количественной оценкой противо-
вирусного действия липосом являлась величина ΔT 
(lgЭИД50/мл), равная разности инфекционных титров 
до и после внесения липосом. Статистическую обра-
ботку результатов, полученных из 4-кратных повторов 
каждого эксперимента, проводили стандартными ме-
тодами с помощью Microsoft Excel 2010 с проверкой 
выборки на нормальное распределение с помощью 
критерия Колмогорова и расчета t-критерия, различия 
считали достоверными при p ≤ 0,05. 

Результаты
На первом этапе исследований было проведено 

изучение стабильности липосомальных дисперсий. 
На рис. 1 представлена зависимость, отражающая 
стабильность липосомальных дисперсий в зависи-
мости от срока хранения при 4 °С. На рисунке вид-
но незначительное, в пределах ошибки, увеличение 
среднего радиуса липосом в дисперсии при хранении. 
Светопропускание липосомальной дисперсии при 
температуре 25 °С и длине волны 640 нм составля-
ло 75%, что соответствует требованиям Государствен-
ной фармакопеи РФ. Известно, что устойчивость 
коллоидных растворов наблюдается при значениях 
дзета-потенциала более 30 мВ по абсолютному значе-
нию [13]. Среднее абсолютное значение дзета-потен-
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циала липосом составило ζ = 65 ± 1,5 мВ. Значение 
ИО исходной дисперсии липосом составило 0,1, при 
хранении в течение 20 сут при температуре 4 °С ИО 
незначительно увеличился до 0,15. В обоих случаях 
ИО не превышал предельного значения, равного 0,4.

С целью проверить гипотезу экстракции холестерина 
из вирусной мембраны, после инкубации с вирионами, 
меченными 14С-холестерином в течение 5 ч, дисперсию 
с меченными 3Н-инулином липосомами фракциониро-
вали по размерам гель-фильтрацией на сефарозе 4В. 
Было обнаружено, что основная часть меченых липидов 
находится в составе частиц, совпадающих по своим раз-
мерам с исходными липосомами. Совпадали не только 
средние размеры, но и распределение по размерам. Не-
большая фракция липосом в результате взаимодействия 
с вирионами превратилась в более крупные агрегаты. 
В их составе также присутствовал вирусный холесте-
рин (рис. 2). Экстракция холестерина из вирионов воз-
можна только при контактном взаимодействии липосом 
и вирионов. Такая ситуация может наблюдаться при 
разрушении двойного электрического слоя вирусных 
мембран липосомами. Экстракция холестерина бесхо-
лестериновыми липосомами приводила к снижению 
микровязкости вирусных мембран, что было подтверж-
дено с помощью определения величины поляризации 

флуоресценции зондов по формуле (2). Расчеты пока-
зали уменьшение микровязкости вирусных мембран  
с (5,0 ± 0,4) × 10–3 Па∙с до (1,0 ± 0,05) × 10–3 Па∙с в тече-
ние 48 ч после инкубации с липосомами. В вирусном 
контроле уменьшение микровязкости мембран не про-
исходило. На основании полученных результатов было 
сделано предположение о возможной корреляции ин-
фекционной и гемагглютинирующей активности вируса 
от микровязкости мембран вирионов, и, поскольку из-
менение микровязкости вирусной мембраны вызывает 
изменение пространственного расположения антиген-
ных белков, последнее может быть использовано в каче-
стве диагностического признака. Были  получены зави-
симости инфекционного и гемагглютинирующего титра 
от микровязкости вирусных мембран с высоким коэф-
фициентом корреляции. На рис. 3 представлена убы-
вающая линейная зависимость инфекционного титра 
от микровязкости мембраны вируса. Для гемагглюти-
нирующего титра была получена убывающая экспонен-
циальная зависимость (рис. 4). На графиках приведены 
уравнения линий тренда, по которым можно рассчиты-
вать показатели инфекционной и гемагглютинирующей 
активности по экспериментально определенным значе-
ниям микровязкости мембран для конкретного штамма 
вируса гриппа.
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Рис. 1. Изменение размеров липосом при 4 °С в течение 20 сут.

Fig. 1. Change in liposome size at 4 °C for 20 days.

Рис. 2. Гель-фильтрация радиоактивно меченых 3Н-инулином липосом без холестерина и 14С-холестерином вирионов гриппа.
Fig. 2. Gel filtration of radioactively labeled 3H-inulin-free cholesterol-liposomes and 14C-cholesterollabeled influenza virions.
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В ПОМОЩЬ ВИРУСОЛОГУ

Заключение
Таким образом, предложенная в работе методика 

позволяет проводить количественное определение 
инфекционной и гемагглютинирующей активности 
вируса гриппа в зависимости от изменений микро-
вязкости мембран вирусов после взаимодействия 
фосфолипидных модификаторов. Данный метод мо-
жет найти применение в вирусологических исследо-
ваниях и клинической лабораторной диагностике при 
определении инфекционной и гемагглютинирующей 
активности вирусов гриппа. 

Следует отметить, что изменение микровязкости 
вирусной мембраны может происходить при взаимо-
действии с любыми другими фосфолипидными моди-
фикаторами, которые можно использовать для опре-
деления вышеуказанных титров вируса гриппа.
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Рис. 3. Зависимость инфекционного титра вируса от микровязкости вирусной мембраны.
Fig. 3. Dependence of infectious titer of the virus on the microviscosity of the viral membrane.

Рис. 4. Зависимость гемагглютинирующего титра вируса от микровязкости вирусной мембраны.
Fig. 4. Dependence of the hemagglutinating titer of the virus on the microviscosity of the viral membrane.
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