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Формирование популяционного генофонда потенциально 
угрожающих биобезопасности зоонозных вирусов
Львов Д.К.1, Гулюкин М.И.2, Забережный А.Д.2, Гулюкин А.М.2

1Институт вирусологии имени Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия; 
2ФГБНУ «Федеральный научный центр экспериментальной ветеринарии имени К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко РАН», 
109428, Москва, Россия

Проведён анализ возможного формирования популяционного генофонда вирусов с респираторной переда-
чей, способных к развитию пандемий, на различных этапах эволюции биосферы. Наземное формирование 
генофондов поксвирусов (подсемейство Entomopoxvirinae) могло начаться с их перехода с голосеменных 
растений на членистоногих (карбон, 375 млн лет назад) с дальнейшей эволюцией, связанной с грызунами в 
палеоцене (75–70 млн лет назад) и разделением на роды (300–500 тыс. лет назад) и респираторной пере-
дачей (эпидемии) среди людей (10–2 тыс. лет до н.э.). Возможен возврат натуральной оспы.
Реликты ортомиксовирусов (род Isavirus), возможно, были связаны с рыбами (Ichthya) (силур, 500–400 млн 
лет назад), а затем их эволюция была тесно связана с птицами (меловой период, 135–110 млн лет на-
зад) с разделением на роды и респираторной передачей среди людей c эпидемическим распространением  
(10–2 тыс. лет до н.э.). Последующие пандемии гриппа А могут быть катастрофичными по числу жертв и 
экономическому ущербу. 
Коронавирусы начали формировать генофонд, взаимодействуя с земноводными (подсемейство Letoviri-
nae), но в основном с рукокрылыми (Chiroptera) в третичном периоде (110–85 млн лет назад), образуя также 
переход на парнопалых (эоцен, 70–60 млн лет назад) и лишь 10–2 тыс. лет до н.э. приобретя способность 
к респираторной передаче (в первую очередь, вероятно, представителями рода Alphacoronavirus), обосо-
бились в сезонную инфекцию людей. Подобная ситуация возможна в ближайшем будущем с SARS-CoV-2. 
Эпидемические катаклизмы, более серьезные, чем COVID-19, связанные с зоонозными вирусами, веро-
ятно, возникнут и в будущем. Необходим постоянный мониторинг популяционных генофондов зоонозных 
вирусов.

Ключевые слова: эволюция; популяционный генофонд; Poxiviridae; Orthomyxoviridae; Coronaviridae; пти-
цы; грызуны; летучие мыши; филогенетика.
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Formation of population gene pools of zoonotic viruses, potentially  
threatening biosafety
Dmitry K. Lvov1, Michail I. Gulyukin2, Alexey D. Zaberezhniy2, Alexey M. Gulyukin2

1D.I. Ivanovsky Institute of Virology. N.F Gamaleya National Research Center of Epidemiology and Microbiology of the 
Ministry of Health of the Russian Federation, Russian Federation, Moscow, 123098, Russia;
2Federal State Budget Scientific Institution «Federal Scientific Center VIEV», 109428, Moscow, Russia
The possible formation of population gene pools of zoonotic viruses with a respiratory route of transmission and 
a possibility of a pandemic at different stages of biosphere evolution is analyzed. Forming of Poxviruses (En-
tomopoxvirinae) gene pool could be the beginning of transformation from Plants to Arthropoda (Carbon – 375 
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million years ago) with further evolution connected with Rodentia (Pliocene – 75–70 million years ago) and further 
separation of genera (500–300 thousand years ago), and respiratory transmission (epidemics) between humans 
(10–2 thousand years BC). Smallpox comeback would be possible. Orthomyxoviruses relicts (genus Isavirus) 
were possibly connected with Ichthya (Silurian – 500–410 million years ago), and then close interaction with Aves 
(the Cretaceous, 125–110 million years ago) with the division of genera and respiratory transmission (epidemics) 
between humans (10–2 thousand BC). Next pandemic of influenza A could be catastrophic in terms of the number 
of victims and economic damage. 
Coronaviruses formed a gene pool by interaction with Amphibia (subfamily Letovirinae) and then with Chiroptera 
in Tertiary (110–75 million years ago) with transformation to Artiodactyla (Eocene – 70–60 million years ago), 
and only 10–2 thousand years BC acquired the ability to a respiratory transmission and became Alphaviruses, 
a seasonal infection of humans. A similar situation is possible in the near future with SARS-CoV-2. Pandemics 
associated with zoonoses even more serious than COVID-19 are likely. Constant monitoring of populational gene 
pools of zoonotic viruses is necessary

Keywords: evolution; populational gene pools; viral population; Poxviridae; Orthomyxoviridae; Coronaviridae; 
Aves, Rodentia; Chiroptera; phylogenetics. 
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Возникшая в 2019 г. и переросшая в пандемию эпи-
демия COVID-19 вызвала необходимость вернуться 
к проблеме новых и возвращающихся (emerging –  
reemerging) инфекций. Рождение вирусологии как 
науки и её развитие являются историей этой про-
блемы [1]. Неожиданно возникающие чрезвычайные 
эпидемические ситуации в результате природных 
катаклизмов или криминальных действий представ-
ляют угрозу национальной и глобальной биобезо-
пасности, поскольку борьба на этапе их возникнове-
ния трудна или невозможна. Вирусы поражают всё 
живущее на земле – представителей царств Вирусов 
(вирофаги), Архей, Бактерий, Водорослей, Расте-
ний, Грибов, Простейших, Животных и человека  
(табл. 1). Все вирусные инфекции человека изначаль-
но были зоонозами, возбудители которых в результате 
эволюции преодолели межвидовой (межтаксонный) 
барьер и со временем стали циркулировать в челове-
ческой популяции, превратившись в зооантропонозы 
и антропонозы. С появлением у гоминин Homo sapi-
ens артикуляции в современной эпохе четвертичного 
периода кайнозойской эры появилась возможность 
передачи вирусов (оспа, грипп, комплекс сезонных 
респираторных вирусов) респираторным путём. Од-
нако этому предшествовали эволюционные события 
в популяциях вирусов и их хозяев длиной порядка  
3,5 млрд лет, связанные с эволюцией среды обитания. 
Важнейшими этапами являлись появление прокариот 

в архее, эукариот в протерозое, зарождение основ-
ных типов животных в кембрии, возникновение рыб 
в силуре, земноводных в девоне, пресмыкающихся 
в карбоне-юре (палеозой–мезозой), насекомоядных 
млекопитающих и птиц в меловом периоде мезозоя, 
летучих мышей в третичном периоде кайнозоя, гры-
зунов в палеоцене, парнопалых в эоцене (см. табл. 1).

Все эти события предшествовали появлению че-
ловека. В палеоцене появились первые приматы, 
а останки первых предков человека (семейство Pon-
gidae) отнесены к олигоцену. Гоминиды появились 
в плиоцене, а питекантропы и другие гоминины (род 
Homo) установлены в плейстоцене четвертичного пе-
риода. Предки H. sapiens уже в начале современного 
периода начали взаимодействовать с популяциями ви-
русов животных. А после появления у гомининов ар-
тикуляции стали активно распространяться вирусы, 
способные к респираторной передаче (см. табл. 1). 
Одомашнивание животных, проходившее 20–10 тыс. 
лет назад, существенно активизировало переход ви-
русов животных на людей [2]. Эволюция вирусов 
в природных экосистемах в результате изменений их 
популяционного генофонда создаёт угрозу постоян-
ного появления новых генетических кластеров. Эти 
процессы лежат в основе возникновения новых и воз-
вращающихся инфекций.

Процесс межпопуляционного взаимодействия виру-
сов и их хозяев в меняющихся условиях среды обита-
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ния, другими словами, экологии вирусов, определяет 
изменения популяционного генофонда – его эволю-
цию. Популяция является единицей эволюции. Изу-
чение популяционного генофонда и направленности 
его изменений имеет исключительно важное значение 
в раскрытии причин, ведущих к возникновению эпи-
зоотий и эпидемий [3]. Как происходит выплеск ви-
русных популяций из обычных экологических ниш, 
где популяции сохраняются в период между эпидеми-
ями, почему меняются свойства популяций? Ответы 
на эти вопросы необходимы для прогноза возникнове-
ния чрезвычайных эпидемических ситуаций. Поэтому 
необходимы системные исследования по раскрытию 
основных закономерностей, обеспечивающих сохра-
нение вирусов в биосфере, выявлению молекуляр-
но-генетическими методами путей их эволюционной 
изменчивости, определению основных законов движе-
ния генетического материала в вирусных популяциях 
и формирования их генофонда.

В процессе эволюции складываются наиболее 
удачные с точки зрения сохранения видов взаимо-
отношения между вирусами и хозяевами [3, 4], что 
чаще всего соответствует среднему уровню виру-
лентности возбудителя и восприимчивости хозяи-
на. Например, персистенция вирусов в организме 
птиц и летучих мышей обеспечивает их диссеми-
нацию на огромной территории в период сезонных 
миграций. Эпидемии и эпизоотии чаще всего яв-
ляются лишь эпизодом в существовании вирусной 
популяции. Они происходят, например, в случае ви-
русов гриппа A (H5N1) при перемещении от диких 
птиц к домашним. Циркулирующие среди диких 
птиц в результате длительной (возможно, на протя-
жении десятков миллионов лет) взаимной адапта-
ции низковирулентные штаммы трансформируются 
в высоковирулентные, в частности, в результате за-
мены E627K в белке PB2 [5].

За последние 120 лет в мире, в том числе и в Рос-
сии, возникли и распространились не менее 10 пан-
демий и панзоотий, вызванных зоонозными вируса-
ми с воздушно-капельным (алиментарным у птиц) 
путём заражения. Летальность среди людей бы-
ла в пределах 0,1–50%, среди домашних птиц –  
20–90%. Жертвами стали порядка 500 млн человек 
(табл. 2), экономический ущерб превысил сотни 
миллиардов, возможно, триллионы долларов. В при-
родных биомах эти или генетически близкие возбу-
дители циркулируют среди грызунов (вирус оспы –  
Poxiviridae; Orthopoxvirus), птиц (вирусы гриппа – 
Orthomyxoviridae; Alphainfluenzavirus), летучих мы-
шей (коронавирусы – Coronaviridae, Betacoronavirus; 
подроды Merbecovirus и Sarbecovirus).

Семейство Orthomyxoviridae, возможно, начало 
формироваться (род Isavirus) с силурийского периода 
палеозойской эры (более 400 млн лет назад) в связи 
с появлением рыб. В карбоне (378–325 млн лет назад) 
с появлением наземных членистоногих (Arthropoda) 
могли появиться представители родов Thogotovirus 
и Quaranjavirus. В меловом периоде мезозойской эры 
(110–135 млн лет назад) стало возможным формиро-
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вание рода Alphainfluenzavirus, представители которо-
го тесно связаны с птицами (см. табл. 1). 

В карбоне могли возникнуть поксвирусы (под-
семейство Entomopoxvirinae), адаптированные 
к насекомым (Insecta). Дальнейшая эволюция пок-
свирусов (подсемейство Chordopoxvirinae) продол-
жалась в популяциях грызунов (Rodentia) в палео-
цене (75–70 млн лет назад) с дальнейшей эволюци-
ей в популяциях парнопалых (Artiodactyla) в эоцене  
(70–60 млн лет назад). Окончательное разделение 
поксвирусов на роды произошло уже в современную 
эпоху четвертичного периода около 500 тыс. лет назад  
(табл. 3, рис. 1) [6–9]. Основными природными хо-
зяевами остались грызуны (Rodentia) (см. табл. 2). 
Они служат основным природным резервуаром для 
ортопоксвирусов. Природные очаги расположены на 
огромной территории — от тропических пустынь 
до субарктической тундры (см. рис. 1) [9]. Теорети-
чески возможен возврат проникновения вируса нату-
ральной оспы, как это по крайней мере трижды про-
исходило в прошлом [6–10]. Кстати, использование 
вируса оспы террористами, по мнению американских 
аналитиков, сравнимо по ущербу со взрывом водо-
родной бомбы [11]. Летальность при заболеваемости 
оспой достигает 40–60% при воздушно-капельном 
пути заражения. 

Очевидно, что подобный ход эволюции зоонозных 
ортопоксвирусов нельзя исключить в будущем, с по-
степенным переходом от диких животных к домаш-
ним, а затем и к человеку [8–10, 12]. Тревогу вызывают 
участившиеся в последние годы, включая 2020 г., мас-
совые вспышки оспы обезьян среди людей в Африке. 
Исследования показали, что природным резервуаром 
вируса являются грызуны – по крайней мере 4 вида 
белок (Sciuridae: Rodentia) в Западной и Центральной 

Рис. 1. Активизация очагов существующих ортопоксвирусов в мире после ликвидации натуральной оспы.
Fig. 1. Activation of foci of existing Orthopoxviruses in the world after the eradication of smallpox.

Африке, у которых установлено заболевание при бес-
симптомном течении инфекции. Таким образом, оспа 
обезьян фактически – оспа белок и других грызунов 
[13–21]. В последние годы в Бразилии, Индии, Паки-
стане регистрируются вспышки среди домашних жи-
вотных и контактирующих с ними людей, вызывае-
мые зоонозными осповирусами, связанными с грызу-
нами. Мы изолировали осповирус Мурман от полевки 
экономки Microtus oeconomus в незаселенной Ло-
возерской тундре Кольского полуострова [22]. На ос-
нове секвенирования генома выявлены 11 изолиро-
ванных в Африке, Азии и Америке ортопоксвирусов. 
По расчету специалистов из новосибирского ФБУН 
ГНЦ «Вектор» Роспотребнадзора, произведенному 
на основании  анализа скорости накопления мутаций 
в геноме, разделение поксвирусов из вируса-прароди-
теля началось около 500 тыс. лет назад. Расчеты пока-
зали, что эволюционно близкие к вирусу натуральной 
оспы виды оспы верблюдов и африканских голола-
пых песчанок (Tatera) выделились из единого предка 
около 4 тыс. лет назад [6, 7, 23, 24]. Все это опреде-
ляет возможность выплеска вируса в популяцию лю-
дей на фоне практического отсутствия коллективного 
иммунитета (рис. 2) [9]. Последствия будут катастро-
фическими. Это определяет необходимость разрабо-
ток противооспенной вакцины четвертого поколения 
и эффективных и безопасных химиопрепаратов.

Особенно опасны вирусы с высокой степенью из-
менчивости генома — в первую очередь, вирусы 
семейства Orthomyxoviridae. Четыре рода вирусов 
гриппа (Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gam-
mainfluenzavirus и Deltainfluenzavirus) передаются 
респираторным путём и вызывают ежегодные эпиде-
мии и пандемии среди людей, а при передаче через 
воду и корм — эпизоотии и панзоотии диких и до-
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машних животных, прежде всего птиц. Вирусы родов 
Thogotovirus и Quaranjavirus, обнаруженные и на тер-
ритории России, передаются чувствительным позво-
ночным животным и человеку через укусы иксодовых 
и аргасовых клещей. Вирусы рода Isavirus поражают 
рыб (рис. 3) [9].

Наибольшее значение в рамках проблемы новых 
инфекций имеют вирусы гриппа А. Сегментирован-
ный геном содержит 8 генов, кодирующих вирусные 
белки, что создает условия для рекомбинаций генов 
в случае одновременной репликации двух и более 
вирусов в одном организме. Возникающие рекомби-
нанты, обеспечивая высокую степень изменчивости, 
могут иметь различные биологические и антигенные 
свойства, что помогает им (в случае включения в по-
пуляционный генофонд) преодолевать защитные кле-
точные системы хозяина и обеспечивает в ряде случа-
ев возникновение панзоотий и пандемий [25]. 

Вирусы гриппа А широко распространены в биос-
фере, по последним данным, даже в океанском план-

ктоне, но основным природным резервуаром являют-
ся птицы. Эти популяционные взаимосвязи прочно 
установилось с мелового периода мезозойской эры 
(100–130 млн лет назад). И лишь 2–10 тыс. лет до 
н. э., с возникновением первых цивилизаций, вирусы 
гриппа А, изменив рецепторную аффинность с α2-
3 на α2-6, приобрели способность к респираторной 
передаче среди людей с возникновением эпидемий, 
а позднее – пандемий. В наши дни людей на Зем-
ле на несколько порядков больше, чем можно было 
бы ожидать для популяций млекопитающих нашего 
размера. Это идеальные условия для возникновения 
пандемий. Природные очаги вирусов гриппа широко 
распространены и в настоящее время. Обследование 
нами территории Северной Евразии выявило цирку-
ляцию среди птиц 15 из 18 известных субтипов виру-
сов гриппа А, в том числе Н5, с которым связана воз-
никшая в 2003 г. тяжелейшая эпизоотия, а затем пан-
зоотия среди домашних птиц (рис. 4) [25]. Погибли 
и были уничтожены сотни миллионов птиц в странах 
Юго-Восточной Азии и Океании. Заражались и гибли 
люди (см. табл. 3) [26]. В апреле 2005 г. на озере Ку-
кунор в провинции Цинхай КНР, в северо-восточной 
части Тибетского плато, вспыхнула эпизоотия среди 
диких птиц. Во время весеннего перелета вирусные 
штаммы переместились на север, вдоль Джунгарско-
го миграционного русла, между Тянь-Шанем и Мон-
гольским Алтаем, связывающего Юго-Восточную 
Азию со Средней Азией и Западной Сибирью. За-
падно-Сибирские высоковирулентные штаммы HPAI 
формируют достаточно компактную генетическую 
Цинхай-Сибирскую группу 2.2. 

В начале апреля 2008 г. вирус проник с мигриру-
ющими птицами на территорию юга Приморского 
края, распространившись далее на север. С появ-
лением Уссурийского клайда в Северной Евразии 
сформировались генетические кластеры: Цинхай-Си-
бирский кластер (2.2) — в западном, Уссурийский 
(2.3.2) — в восточном секторе Северной Евразии 

Рис. 2. Продолжительность противооспенного 
поствакцинального иммунитета.

Fig. 2. Duration of smallpox post-vaccination immunity.

Рис. 3. Филогенетическая структура семейства Orthomyxoviridae.
Fig. 3. Phylogenetic structure of the Orthomyxoviridae family.
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(рис. 4). Смертность от птичьего гриппа H5N1 в ми-
ре среди людей продолжает оставаться очень высо-
кой — 60%. Это выше, чем при натуральной оспе. 
На июль 2020 г. в мире выявлено 879 случаев среди 
людей в 16 странах Юго-Восточной Азии, Египте. 
Вирус продолжает циркулировать в природных био-
мах на территории России [27, 28]. 

Инфекционный процесс начинается с прикрепле-
ния вируса гриппа к клеточному рецептору – про-
изводному сиаловой кислоты, присоединенному 
к галактозе или глюкозамину α2-3- или α2-6-связью, 
которая опознается вирусами гриппа в зависимости 
от хозяйской принадлежности. Вирусы гриппа чело-
века инфицируют клетки, на которых представлены 
α2-6-рецепторы, расположенные на назальной слизи-
стой оболочке. Содержание этих рецепторов посте-
пенно убывает в ряду: носоглотка, трахея, бронхи, 
бронхиолы. α2-3-Рецепторы выявлены на бронхио-
лярных и альвеолярных клетках с убыванием вверх 
по респираторному тракту, а у птиц – на клетках 
эпителия кишечника [27]. Новый пандемический ви-
рус H1N1pdm09, появившийся на границе Мексики 
и США, является реассортантом двух свиных вирусов 
американского и евро-азиатского генотипов. Вирус 
сменил рецепторную специфичность с α2-3 на α2-6, 
получив возможность репродукции в верхних отде-
лах респираторного тракта, и приобрел тем самым 
уникальную способность вирусов гриппа к неограни-
ченному распространению с заметной смертностью 
среди людей (см. табл. 3). 

Рост вирулентности, в частности, связан с мутацией 
в рецепторсвязывающем сайте 222 гемагглютинина  
НА1 с заменой аспарагиновой кислоты на глицин или 
аспарагин. Вирус в этом случае меняет рецепторную 
специфичность с α2-6 на α2-3 и приобретает способ-
ность к поражению нижних отделов респираторного 
тракта, вызывая пневмонию с летальным исходом. 
Мы провели генетическую экспертизу свыше 100 ма-
териалов от больных с летальным исходом. Смерть 
наступила во всех случаях от первичной пневмонии. 
В 70% случаев секвенирование выявило мутанты 
пандемического вируса в легочной ткани умерших 
пациентов, невакцинированных и не получавших на 
ранних сроках противовирусных препаратов. Мутан-
ты при этом потеряли способность (α2-6 аффинность 
рецепторов) к респираторной передаче. В случае её 
сохранения (α2-3–α2-6) последствия могут быть ка-
тастрофическими, экспериментальная возможность 
таких событий доказана [29, 30].

С февраля 2013 г., т.е. в начале сезона весенней 
миграции птиц, в Китае была выявлена заболевае-
мость людей, этиологически связанная с другим ви-
русом птичьего гриппа A – H7N9. На середину сентя-
бря 2019 г. лабораторно подтверждены 1567 случаев 
заражения людей с 40% летальностью, как при нату-
ральной оспе. Вирус появился в результате реассорта-
ции вирусов гриппа А диких птиц. Он был занесен на 
территорию России дикими птицами с образованием 
природных очагов инфекции. Затем вирус был достав-
лен мигрирующими птицами из Азиатской тундры на 

Рис. 4. Последствия проникновения высоковирулентного вируса гриппа A (H5N1) в Северную Евразию (весна 2005 г. – весна 2008 г.).
Fig. 4. Consequences of the penetration of a highly virulent A (H5N1) influenza virus into Northern Eurasia (spring 2005 – spring 2008).
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Тихоокеанское побережье Америки, а впоследствии 
по миграционным руслам за 2–3 года проник в цен-
тральную и восточную части континента [9].

Необходимо заблаговременное изготовление кан-
дидатов вакцинных штаммов для использования при 
будущих гриппозных пандемиях. К настоящему вре-
мени в мире биоинженеры уже сконструировали по-
рядка 20 вакцинных штаммов ко всем известным гене-
тическим клайдам вируса Н5 и другим зоонозным ви-
русам гриппа А (табл. 4) [31]. Основные исследования 
проведены в США, существенный вклад внесли китай-
ские и британские исследователи. В РФ получен толь-
ко один штамм [32]. Наличие этих штаммов не предот-
вратит катастрофу, но минимизирует последствия. 

Необходима также дальнейшая разработка проти-
вовирусных химиопрепаратов с новым механизмом 
действия. Весьма перспективен, в частности, Балок-
савир (Baloxavir Marboxil), разработанный фирмой 
Roche в 2018 г., блокирующий на ранней стадии ре-
пликацию вируса за счет ингибирования эндонукле-
азы полимеразного комплекса. Препарат уже зареги-
стрирован в США, Японии и ряде других стран и не-
обходим в качестве резерва. 

Нами была проанализирована ситуация с вирусом 
рода Betacoronavirus (Coronaviridae: Coronavirinae) 

[33, 34]. Основным природным резервуаром вирусов 
подсемейства Coronavirinae являются летучие мыши 
(см. табл. 2) [35–42]. Причём сходные с эпидемиче-
скими вирусы выделены, помимо Китая, от летучих 
мышей в Западной Европе [43–45], Америке [46,47], 
Африке [48, 49].

Взаимная адаптация популяций летучих мышей 
и коронавирусов могла начаться в третичном перио-
де кайнозойской эры (110–85 млн лет назад) с после-
дующим формированием подсемейства Orthocoro-
navirinae. В отряд Рукокрылых (Chiroptera) входит 
не менее 16 семейств, 170 родов и около 850 видов, 
он занимает по числу видов второе место после гры-
зунов. Рукокрылые служат очень важным природ-
ным резервуаром для зоонозных вирусов. Накопился 
огромный популяционный генофонд, позволяющий 
распространяться представителям этого подсемей-
ства (Coronavirinae) среди птиц и млекопитающих, 
включая людей, хищных, непарнопалых, парнопа-
лых, грызунов, зайцеобразных, насекомоядных (см. 
табл. 2). Представители подсемейства Letovirinae, 
адаптированные к земноводным (Amphibia), возмож-
но, относятся к реликтовым видам, формирование 
которых могло начаться в девоне палеозойской эры 
(около 400 млн лет назад) (см. табл. 1 и 2). 

Таблица 4. Генетические клайды вируса гриппа A птиц субтипов H5, H7, H9, H1 
Table 4. Genetic clades of subtypes A(H5), A(H7), A(H9), and A(H1) of Influenza virus A 

Генетический клайд 
(подтип)

Genetic clade (subtype)

Хозяин (птицы)
Host (birds)

Распространение
Distribution

Наличие кандидата  
в вакцинные процедуры

Availability of vaccine candidate
1. H5N1 Дикие и домашние Евразия, Африка +
1.1. H5N1 Домашние Юго-Восточная Азия +
1.1.2. H5N1 Дикие Юго-Восточная Азия +
2.1.1. H5N1 Домашние КНР +
2.1.3.2. H5N1 Домашние Юго-Восточная Азия +
2.1.3.2а H5N1 Домашние Юго-Восточная Азия +
2.2. H5N1 Дикие, домашние КНР, РФ, Евразия, Африка +
2.2.1. H5N1 Домашние Африка (Египет), Азия (Турция) +
2.2.1.1. H5N1 Домашние Африка (Египет) +
2.2.1.2. H5N1 Дикие и домашние Евразия, Африка (Египет) +
2.3.2.1. H5N1 Дикие КНР +
2.3.2.1а H5N1 Домашние Индия, КНР, Непал, Бангладеш, РФ +
2.3.1.1с H5N1 Домашние Юго-Восточная Азия, Африка (Камерун) +
2.3.2.1а H5N1 Дикие, домашние Бангладеш*, Индия*, Непал +
2.3.2.1в КНР +
2.3.2.1с H5N1 Домашние Юго-Восточная Азия +
2.3.4.4h H5N8 Дикие и домашние КНР*, Лаос, Япония, Вьетнам*, Египет* +
2.3.4.2. H5N8 Домашние, дикие Бангладеш, КНР, Казахстан, Ирак* +
2.3.4.4а H5N8 Дикие и домашние Азия, Европа, Африка, Америка, Польша* +
2.3.4.4с H5N2 Дикие и домашние КНР*, Южная Корея, Вьетнам, Япония, Филиппины +
2.3.4.4e H5N2/N8 Домашние КНР, Камбоджа*, Болгария*, Германия* –
2.3.4.4.b H5N8 Дикие, домашние Чехия*, Грузия, Нидерланды, Черногория, Венгрия*, РФ* –
7.1. H7N9 Домашние Вьетнам +
7.2. H7N9/N2 Дикие КНР, Нидерланды* +

H7N4 Домашние КНР –
H9N2 Дикие, домашние Азия, Африка +
H1N2 Домашние (свиньи) США*, Бразилия*, Германия* –

* Циркуляция в 2020 г.
* Circulation in 2020.
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Возникшая в 2019 г. пандемия, вызванная вирусом 
SARS-Cov-2, совместными усилиями будет суще-
ственно ослаблена. Но нет причин для исчезновения 
вызвавшего её этиологического агента. Вероятно, 
SARS-Cov-2, снизив вирулентность, останется цир-
кулировать в популяциях людей в обозримом буду-
щем в качестве сезонного респираторного вируса, 
наряду с коронавирусами, принадлежащими роду 
Alphacoronavirus (подрод Duvinacovirus, HCoV), 
и другими сезонными респираторными вирусами: 
семейства Orthomyxoviridae (вирусы гриппа A/H1N-
1pdm2009, A/H3N2, В); семейства Paramyxoviridae 
(Paramyxovirinae) рода Rubulavirus (HPIV-2,4), рода 
Respirovirus (HPIV-1,3 – вирусы парагриппа челове-
ка), рода Pneumovirus (HRSV – респираторно-син-
цитиальный вирус человека), рода Metapneumovirus 
(HMPV — метапневмовирус человека); семейства –  
Picornaviridae рода Enterovirus (HEV-D – энтеровирус 
D человека), 152 серотипа (прежде HRV — риновирус 
человека); семейства Adenoviridae рода Mastadenovi-
rus, в который входят 54 серотипа 7 аденовирусов чело-
века (HAdV-A, HAdV-B, HAdV-C, HAdV-D, HAdV-E, 
HAdV-F, HAdV-G); семейства Parvoviridae рода Bo-
cavirus (HBV – бокавирус человека) (см. табл. 2).  
Все сезонные вирусы с респираторной передачей 
у человека относятся к семействам, представители 
которых имеют очень широкий круг хозяев, особенно 
среди млекопитающих (см. табл. 2).

Технология метагеномного секвенирования (или 
next generation sequencing), основанная на секвени-

ровании совокупной нуклеиновой кислоты и даль-
нейшем биоинформационном анализе, предоставила 
новые возможности быстрой идентификации уже 
изолированных вирусов и для поиска новых вирусов 
непосредственно в биопробах. Современными мето-
дами изучена таксономия 80 зоонозных вирусов, изо-
лированных в результате многолетнего мониторинга 
в разных экосистемах Северной Евразии. По резуль-
татам этой работы показано, что на территории Се-
верной Евразии циркулируют зоонозные вирусы, при-
надлежащие как минимум к 17 родам и 8 семействам. 
Проведен филогенетический анализ выделенных 
штаммов [27]. Современные методы дают возмож-
ность анализировать виром, т.е. всю совокупность 
вирусов, ассоциированных с хозяином. Таким обра-
зом, метагеномное секвенирование дает возможность 
быстро идентифицировать новые или дивергентные 
вирусы, определять возможный источник появления 
новых зоонозных инфекций, анализировать струк-
туру вирома животных с целью контроля изменений 
в его структуре, приводящих к появлению новых па-
тогенов, проводить геномный анализ дивергентных 
штаммов для усовершенствования молекулярных 
методов диагностики. Современные молекулярно-ге-
нетические методы могут служить универсальным 
инструментом для диагностики вирусных инфекций 
непосредственно в клинических образцах [9]. 

Исследования по экологии вирусов, направленные 
на изучение закономерностей межпопуляционных 
взаимоотношений между зоонозными вирусами и их 

Таблица 5. Примеры современного распространения вирусов среди различных представителей эукариотов 
Table 5. Examples of present distribution of viruses among different representatives of Eukaryotes

Вирусы
Viruses

Хозяева 
Hosts

семейство 
family

геном
genome 

водо-
росли
Algae

расте-
ния

Plantae

простей-
шие

Protozoa

грибы
Fungi

животные 
Animalia

человек 
Homo

беспозвоноч-
ные

Invertebrata

позвоноч-
ные

Vertebrata 
Endornavir-
idae

Двунитчатая РНК, 14–18 тыс. н.о.
dsRNA, linear, 14–18 kb 

+ + – + – – –

Reoviridae Двунитчатая РНК, 9–12 сегментов, 
19–32 тыс. н.о.
dsRNA, 9–12 segments, 19–32 kb

– + + + + + +

Metaviridae Однонитчатая РНК(+), линейная, 
4–10 тыс. н.о., наличие обратной 
транскриптазы 
ssRNA(+), 4–10 kb, presence of reverse 
transcriptase

– + – + + – –

Pseudoviridae Однонитчатая РНК(+), линейная,  
5–9 тыс. н.о., наличие обратной 
транскриптазы
ssRNA(+), linear, 5–9 kb, presence  
of reverse transcriptase

+ + – + + – –

Rhabdoviridae Однонитчатая РНК(–), линейная, 
11–15 тыс. н.о.
ssRNA(–), linear, 11–15 kb

– + – – + + +

Iridoviridae Двунитчатая ДНК, 140–300 тыс. н.о.
dsDNA, linear, 140–300 kb

– – – – + + –

Herpesviridae Двунитчатая ДНК, линейная,  
125–241 тыс. н.о.
dsDNA, linear 124–241 kb

– – – – + + +
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позвоночными хозяевами в различных экосистемах, 
проводились в СССР с 1970-х гг. Существовала об-
ширная программа, курируемая Всесоюзным центром 
экологии, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
[50]. Некоторые направления исследований Центра 
были сравнимы с деятельностью американской Epi-
demic Intelligence Service [51–53]. Основными зада-
чами были изучение экологии и эволюции зоонозных 
вирусов, угрожающих биобезопасности, и анализ их 
возможностей распространения в рамках климатиче-
ских поясов и различных ландшафтных зон от Аркти-
ки до субтропиков [54, 55]. Структура Всесоюзного 
центра экологии включала более 20 опорных баз, ра-
ботавших по единой программе унифицированными 
методами. Самостоятельным блоком были исследо-
вания по птицам в рамках Всесоюзного орнитологи-
ческого комитета, курируемого Институтом биологии 
РАН и Институтом вирусологии им. Д.И. Иванов-
ского РАМН [56]. Близкие по задачам исследования 
за рубежом проводились в виде обширной программы 
по изучению птиц Азии [57]. Другим специфическим 
направлением было изучение особенностей циркуля-
ции вирусов в высоких широтах, причем было уста-
новлено циркумполярное распространение ряда уни-
кальных зоонозных вирусов [58]. Была реализована 
отдельная программа по экологии вирусов гриппа 
в природных экосистемах и при появлении нового 
пандемического вируса A/H1N1pdm2009 [25–28]. 

Приведём примеры распространения вирусов сре-
ди разных представителей эукариотов (табл. 5) [60]. 
По крайней мере, представителям семейств Reoviri-
dae и Rhabdoviridae удалось в результате длительной 
эволюции присоединить к числу хозяев простейших, 
растения и других эукариотов, включая человека. 

Филогенетический анализ выявляет связи семейств 
Iridoviridae и Ascoviridae (вирусы насекомых Lepidop-
tera), Mimiviridae (вирусы простейших) и Poxviridae; 
у семейства Herpesviridae с Myoviridae (вирусы архей 
и бактерий). Можно предположить переход вирусов 
Adenoviridae от пресмыкающихся к птицам и парнопа-
лым. У представителей семейства Reoviridae некоторое 
сходство обнаружено с Totyviridae (вирусы вызывают 
латентную инфекцию грибов и простейших) и Cysto-
viridae (вирусы патогенных для растений бактерий). 
В семействе Reoviridae наиболее древними были виру-
сы морских простейших (Mimoreovirus), рыб (Aquareo-
virus), растений (Orizavirus, Fijivirus) и насекомых-пере-
носчиков (Idnareovirus, Dinovernavirus, Phytoreovirus), 
грибов (Mycoreovirus) [59]. Существенно позднее сфор-
мировались вирусы позвоночных – птиц, млекопитаю-
щих (включая человека) при наличии членистоногих 
переносчиков (Coltivirus, Orbivirus, Seadornavirus) или, 
при их отсутствии, с респираторным и алиментарным 
путями передачи (Orthoreovirus, Rotavirus), что заняло 
не менее 550 млн лет (см. табл. 1).

Приведенные примеры указывают на зависимость 
формирования популяционного генофонда вирусов 
от эволюции их хозяев, что, в свою очередь, определя-
ется изменчивостью среды обитания (геологические 
катаклизмы, состояние Мирового океана и атмосфе-

ры, климата и т. д.). При транстаксонном переходе 
вирусов популяционный генофонд, в частности, обе-
спечивал изменение путей заражения от контактного 
(у архей, бактерий, водорослей, грибов, простейших) 
к трансмиссивному через членистоногих (у растений 
и позвоночных), фекально-оральному (позвоночные, 
человек), респираторному (человек). 

Процесс появления новых вирусных инфекций че-
ловека определяется высокой генетической измен-
чивостью вирусов и экологическими особенностями 
их природного резервуара [60]. Основной механизм 
адаптации вирусов к человеку связан с рекомбинаци-
ями и мутациями в определенных регионах вирусно-
го генома. Молекулярные факторы патогенности ви-
русов могут включать гены рецептор-связывающих 
белков, репликативного комплекса и другие регионы. 
Однако, как именно происходит появление и отбор 
таких вариантов на популяционном уровне, остается 
недостаточно изученным. Неизвестно, какие именно 
рецепторы используют вирусы в природных биомах 
и какую роль в преодолении межтаксонного барьера 
играет промежуточный хозяин.

Описание вирусного разнообразия в природных 
биомах и изучение эволюционных процессов, при-
водящих к появлению новых вирусных инфекций, 
являются актуальными фундаментальными задачами 
и имеют серьёзное прикладное значение в контроле 
появления новых и возвращающихся вирусных ин-
фекций и минимизации последствий их появления. 
Очевидно, что чрезвычайные эпидемические ситу-
ации, значительно более серьёзные, чем COVID-19, 
будут возникать и в обозримом будущем. Это требует 
объединения усилий, желательно на международном 
уровне, направленных на минимизацию последствий 
возникающих катаклизмов. Для этого необходимо 
проведение постоянного мониторинга популяцион-
ных генофондов потенциально опасных вирусов, пре-
жде всего способных к респираторной передаче.
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Наблюдаемая во всем мире тенденция распространения устойчивости патогенных микроорганизмов к анти-
биотикам диктует необходимость поиска альтернативных решений для лечения и контроля бактериальных 
инфекций. Одним из перспективных решений считается фаготерапия – использование бактериофагов, ви-
русов бактерий, которые в процессе цикла размножения уничтожают клетки хозяев. Одна из особенностей 
бактериофагов, одновременно являющаяся и достоинством, и недостатком терапевтического подхода, – их 
высокая специфичность в отношении бактериальных хозяев. В большинстве случаев инфекционный диа-
пазон бактериофагов ограничен таксономическим видом или даже группой штаммов внутри вида бактерий. 
Наиболее перспективным вариантом фаготерапии является изготовление персонализированных препара-
тов из набора индивидуальных охарактеризованных фагов. Регистрация препаратов с вариабельным со-
ставом выходит за рамки стандартизированных процедур регуляторных органов. В настоящем обзоре был 
проведен анализ текущих законодательных норм фармацевтического рынка стран, занимающих первые 10 
позиций по валовому внутреннему продукту, с точки зрения регистрации фаговых препаратов. Также нами 
были обозначены процедуры, которые эти страны могут внедрить в фаготерапии в повседневную практику.
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A review of the regulatory framework for personalized bacteriophages 
registration 
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The increasing trend in antimicrobial resistance of pathogenic bacteria dictates the need for alternative solutions. 
Bacteriophages are bacterial viruses that kill their hosts during the lifecycle. The high specificity of phages makes 
the production of personalized cocktails the best option. Registration of drugs with variable composition lies beyond 
the current legal policies. In the present review, we studied the regulatory framework of the top 10 world economies 
from the point of personalized bacteriophages registration. We underlined procedures that countries can learn from 
each other.
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Введение
Вопрос устойчивости патогенных микроорганиз-

мов к антибиотикам был впервые обозначен в 1945 г. 
первооткрывателем пенициллина Александром Фле-
мингом [1]. Новые классы антибиотиков, появившие-
ся благодаря успехам молекулярной биологии и син-
тетической химии, стали временным решением про-
блемы. Однако широкое бесконтрольное применение 
антибиотиков привело к повсеместному распростра-
нению и расширению количества мультирезистент-
ных, экстремально резистентных и панрезистентных 
штаммов возбудителей бактериальных инфекций. 
По прогнозам, к 2050 г. количество смертей от устой-
чивых к антибиотикам бактерий может превысить ко-
личество смертей от онкологических заболеваний [2].

Литические бактериофаги (фаги) – вирусы, инфи-
цирующие бактерии и разрушающие их клетки в про-
цессе жизненного цикла, – являются альтернативным 
инструментом в борьбе с патогенами. Первые попыт-
ки применения фагов для лечения бактериальных 
инфекций (фаготерапии) были предприняты непо-
средственно после их открытия, и в 1920–1930-х гг. 
фаготерапия достаточно активно применялась в ме-
дицинской практике. Однако на тот момент были ма-
ло изучены природа взаимодействия фага и бактерии, 
принципы культивирования фагов, создания и при-
менения фаговых препаратов. Созданные в 1940-х гг.  
антибиотики значительно превосходили фаговые 
препараты по эффективности, воспроизводимости 
действия и простоте применения [3]. Вследствие 
этого во второй половине ХХ в. фаготерапия ограни-
ченно применялась только в странах бывшего СССР 
и Польше. Вопрос о регистрации препаратов бакте-
риальных вирусов с вариабельным составом перед 
регуляторами фармацевтического рынка не возникал. 
Отсутствие общепринятых подходов является суще-
ственной преградой для выхода препаратов бактерио-
фагов на мировой фармацевтический рынок, хотя фа-
готерапевтический подход в последние десятилетия 
серьёзно рассматривается мировой медициной. Цель 
данного обзора – анализ законодательных норм лиди-

рующих по уровню валового внутреннего продукта 
стран с точки зрения новых подходов к созданию пре-
паратов бактериофагов. Список стран был составлен 
на основании оценки Международного валютного 
фонда [4]. Помимо этого, нами были проанализиро-
ваны инновационные регистрационные подходы, ре-
ализованные в некоторых странах, и перспективы их 
конверсии. 

Персонализированные препараты бактериофагов
Существует два принципиальных подхода к соз-

данию препаратов бактериофагов. Образно их срав-
нивают с магазинами готового платья (Prêt-à-Porter) 
и ателье (Sur-mesure) [5]. Традиционный подход 
подразумевает создание препаратов бактериофагов 
с максимально широким спектром инфекционного 
действия с фиксированным составом. Необходимо 
отметить, что методы производства и регистрации 
таких препаратов глубоко исследованы и внедрены 
в практику. Однако практическое применение фик-
сированных комбинаций сопряжено с рядом суще-
ственных недостатков. Первым из них является спо-
собность бактерии к изменчивости и приобретению 
резистентности к конкретному фагу в процессе те-
рапии. В большинстве случаев такой процесс при-
водит к снижению патогенности микроорганизма 
и повышает вероятность эрадикации возбудителя 
средствами иммунной системы пациента [6, 7]. Та-
ким образом, при необходимости повторной фаготе-
рапии препарат широкого спектра не будет обладать 
требуемым терапевтическим эффектом. Другим не-
достатком является сложность взаимодействия бак-
териофага и иммунной системы пациента. Резуль-
таты многочисленных исследований не позволяют 
однозначно утверждать о влиянии антител против 
бактериофагов на эффективность инфицирования 
бактериальных клеток, но вероятность того, что 
повторное применение препарата не окажет необ-
ходимого эффекта, сохраняется [8, 9]. Ещё одним 
недостатком фиксированных коктейлей является 
широта фаготипов некоторых патогенов. Например, 
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комбинация нескольких генетически похожих фагов 
достаточно эффективна против большинства клини-
ческих изолятов Staphylococcus aureus, но в то же 
время препарат, включающий 14 разнородных фа-
гов, не давал стабильного эффекта при лечении ин-
фекций, вызванных E. coli [6]. Выходом могут быть 
производство и регистрация широкого спектра кок-
тейлей с фиксированным составом, адаптированных 
к циркулирующим в определенной географической 
области или медицинском центре штаммам. Однако 
это влечёт значительный рост затрат на создание та-
ких лекарств.

Второй, «персонализированный», подход подра-
зумевает применение препарата из одного или не-
скольких фагов против штамма патогена у конкрет-
ного пациента или когорты пациентов с инфекцией, 
вызванной одним типом возбудителя, чувствитель-
ного к этому препарату. Этот подход лишен выше-
перечисленных недостатков. Выбор компонентов 
индивидуального препарата осуществляется из ши-
рокой панели исчерпывающе охарактеризованных 
фагов. Возможен промышленный выпуск индиви-
дуальных фагов, которые будут комбинироваться 
медицинским персоналом непосредственно перед 
введением пациенту. Альтернативно бактериофаги 
могут выпускаться биотехнологическим предприя-
тием в виде готовых фармацевтических субстанций, 
комбинировать которые будут производственные от-
делы аптек по требованиям лечебно-профилактиче-
ских учреждений. 

Регуляторные парадигмы регистрации  
бактериофагов

Существующий в настоящее время механизм реги-
страции фармацевтических субстанций и лекарствен-
ных препаратов заметно ограничивает возможность 
реализации персонализированных подходов [10]. Ре-
гистрация одного лекарственного средства требует 
длительных клинических испытаний и существен-
ных инвестиций, сумма которых может достигать  
2,6 млрд долл. [11]. В случае синтезированных низ-
комолекулярных соединений или биомолекул окупа-
емость инвестиций обеспечивается патентной защи-
той, однако, как следует из судебной практики, бак-
териофаги не могут являться объектом патентования 
[12]. Для того чтобы разрешить данное противоречие 
и повысить интерес игроков фармацевтического рын-
ка к разработке таких препаратов, регуляторы долж-
ны внедрить изменённые механизмы регистрации 
бактериофагов медицинского назначения. Благодаря 
процессам интеграции и гармонизации международ-
ного фармацевтического пространства перед регу-
ляторными органами открывается возможность ис-
пользования зарубежного опыта, что может ускорить 
процесс создания одновременно надёжной и гибкой 
системы экспертизы препаратов бактериофагов. Од-
нако опуб ликованные к настоящему времени работы 
рассматривают подходы, реализованные в ограничен-
ном количестве стран, что препятствует реализации 
упомянутых возможностей [3, 10].

Страны, в которых отсутствует возможность 
регистрации персонализированных коктейлей 

бактериофагов
Китай. Регулятором национального фармацев-

тического рынка является NMPA (National Medical 
Products Administration) Китайской Народной Респу-
блики. Обращение лекарственных препаратов закре-
плено в законе Drug Administration Law, норматив-
ным документом для процесса регистрации является 
Provisions for drug regulation. В стране действует на-
циональная фармакопея ChP.

В соответствии с требованиями закона при подаче 
заявления на регистрацию заявитель обязан указы-
вать полный состав препарата и его физико-хими-
ческие свойства (статьи 11 и 12 Provisions for drug 
regulation). Особых механизмов регистрации биоло-
гических препаратов не предусмотрено. Бактерио-
фаги не включены в государственную фармакопею 
и, следовательно, не рассматриваются регуляторны-
ми органами как потенциальные лекарственные сред-
ства. Экстемпоральное изготовление лекарственных 
препаратов не является распространённой практикой 
на китайском фармацевтическом рынке в связи с не-
достаточным развитием системы лекарственного обе-
спечения населения [13].

Таким образом, Китай, являясь вторым по размеру 
фармацевтическим рынком в мире [14], закрыт для 
обращения персонализированных препаратов бакте-
риофагов. 

Бразилия. Национальным регулятором фармацев-
тического рынка является ANVISA (Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária). В стране приняты следую-
щие нормативные документы в области регистрации 
биопрепаратов: закон 6.360 от 1976 г., директивы 
RDC 55/2010 в области маркетингового разрешения 
и RDC 55/2010 в области показателей качества.

Согласно данному законодательству, бактерио-
фаги классифицируются как биопрепараты (ста-
тья 2 RDC 55/2010). Пункт XVIII статьи 30, пункт 4 ста-
тьи 31 и часть II статьи 34 раздела V закона 6.360 гла-
сят, что в составе регистрационного досье должны 
быть представлены полный состав биопрепарата, све-
дения о первичной, вторичной, третичной и четвер-
тичной структурах действующего вещества, а также 
физико-химические и иммунологические характери-
стики. Указаний на возможность регистрации препа-
ратов с вариабельным составом в данных законах нет.

Практика экстемпорального изготовления лекар-
ственных препаратов является широко распространён-
ной в Бразилии [15]. Обращение фармацевтических 
субстанций регулируется директивой RDC 57/2009. 
Согласно части 5 приложения к данной директиве, за-
явление о регистрации субстанции должно содержать 
сведения о структуре активного ингредиента и его 
физико-химических свойствах. Подача заявлений на 
регистрацию фармацевтических субстанций с вариа-
тивным составом не предусмотрена.

Необходимо отметить, что в стране реализована 
программа так называемого «сострадательного ис-
пользования» (compassionate use), основанная на ста-
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тье 37 Хельсинкской декларации и законодательно 
закреплённая в директиве Resolution 38 от 13 авгу-
ста 2013 г. Согласно этой программе, пациент может 
получить доступ к незарегистрированным препара-
там, если его состояние является редким или серьёз-
ным. Нам не удалось обнаружить в медицинской ли-
тературе описанных примеров использования бакте-
риофагов в рамках указанной программы.

По оценкам экспертов, неизменно высокие затраты 
на лечение бедных слоёв населения Бразилии дик-
туют необходимость в выводе на рынок недорогих 
препаратов, однако существующие регуляторные ме-
ханизмы делают появление на этом рынке бактерио-
фагов невозможным [16].

Страны, в которых может быть упрощена  
регистрация препаратов бактериофагов по факту 

регистрации в другой стране
Канада. Регулятором фармацевтического рынка на 

федеральном уровне в Канаде является подразделение 
Министерства здравоохранения Health Products and 
Food Branch. Основной законодательный акт в области 
обращения лекарств – Food and Drug Regulations. Бак-
териофаги включены в указанный закон как возможные 
терапевтические агенты. Однако нормативная база со-
стоит из определения бактериофагов (пункт C.04.137) 
и указаний на срок хранения (пункт C.04.138). Тре-
бований к составу, показателям качества и степени 
вариабельности фаговых композиций не имеется. Су-
щественным дополнением к закону является уведом-
ление Notice – Mandatory use of the Electronic Common 
Technical Document (eCTD). Данный документ вводит 
электронную форму общего технического документа 
eCTD как обязательную для отправки заявления на 
регистрацию. Такая форма предусматривает регистра-
цию препаратов с фиксированным составом и не даёт 
возможностей для вариабельности. 

Экстемпоральное изготовление лекарств в Канаде 
регулируется правилами Policy on Manufacturing and 
Compounding Drug Products in Canada (POL-0051). Со-
гласно подпункту j правила 5.1, экстемпоральные лекар-
ства могут быть изготовлены только из ингредиентов, 
официально зарегистрированных в Канаде или представ-
ленных в фармакопеях других стран (международной, 
американской, французской, китайской, британской, ка-
надской и национальном формуляре). Несмотря на то что 
в данный момент ни в одном из указанных документов 
нет частных или общих статей на препараты бактериофа-
гов, появление таковых даёт право на изготовление пер-
сонализированных препаратов на территории Канады.

Таким образом, канадский рынок закрыт для произ-
водства персонализированных бактериофагов, но от-
крыт для непрямой регистрации фармацевтических 
субстанций.

Япония. Главным регулятором фармацевтического 
рынка является PMDA (Pharmaceuticals and medical 
devices agency). Правила в области обращения лекар-
ственных средств изложены в законе The Law on Se-
curing Quality, Efficacy and Safety of Products including 
Pharmaceuticals and Medical Devices (PMD Act).

Согласно уведомлению Notification 899, по-
сле 1 июля 2003 г. заявление на маркетинговое раз-
решение нового препарата должно соответствовать 
форме M4: The Common technical document, выпущен-
ной Международным союзом по гармонизации (ICH). 
Модуль 3 данной формы требует предоставить по-
следовательность аминокислот, посттрансляционные 
формы, информацию о биологической активности, 
чистоте и иммунохимических свойствах регистриру-
емого препарата. Возможность регистрации препара-
та с вариабельным составом не предусмотрена. 

Однако пункт (II) статьи 14-3 PMD Act разрешает 
министру здравоохранения выдавать маркетинго-
вое разрешение в случае, если препарат получил его 
в стране, система регистрации препаратов которой эк-
вивалентна японской. Список таких стран утвержда-
ется кабинетом министров. 

Практика экстемпорального изготовления ле-
карств регулируется положением Guidelines for 
Pharmaceutical Manufacturing in the Hospital and Use 
within the Hospital. Согласно данному документу, ле-
карства, являющиеся инвазивными для организма 
пациента (например, в инъекционных формах) или 
изготавливаемые путём смешивания готовых препа-
ратов, могут состоять только из препаратов, одобрен-
ных фармацевтическим законодательством. 

Таким образом, несмотря на отсутствие эффектив-
ных механизмов регистрации биологических препа-
ратов с персонализированным составом, японский 
фармацевтический рынок открыт для косвенного вы-
хода путём регистрации вариабельных коктейлей бак-
териофагов в других странах. 

Страны, в которых бактериофаги применяются  
в рамках «сострадательного использования»

США. Фармацевтический рынок США регулиру-
ет FDA (Food and Drug Administration), полномочия 
по регистрации биологических препаратов возложе-
ны на департамент в составе администрации – CBER 
(Center for Biologics Evaluation). Нормативная база 
для регулирования регистрации биологических про-
дуктов изложена в секции 351 закона Public Health 
Service Act, а также в параграфе 355 закона Federal 
Food, Drug, and Cosmetic Act (FFDCA). 

Согласно пункту (B)(1)(c) параграфа 355 FFDCA, 
регистрационное досье на новый лекарственный пре-
парат должно содержать полную информацию о его 
составе. Возможность указать вариативный состав 
не предусмотрена.

Следует отметить, что на территории США существу-
ет ряд прецедентов по использованию терапии бакте-
риофагами в рамках доктрины «сострадательного ис-
пользования», которая носит название Expanded access 
to experimental biologics. Однако указанный механизм 
не является достаточным основанием для широкого 
внедрения медицинских бактериофагов. Подробный 
обзор перспектив «сострадательного использования» 
бактериофагов можно найти в научной литературе [17].

Существует ряд регуляторных механизмов, кото-
рые могут быть использованы как основа модерниза-
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ции регистрационных требований к персонализиро-
ванным коктейлям бактериофагов. На конец 2019 г. 
в США зарегистрированы так называемые «нестан-
дартизованные экстракты аллергенов». Они отли-
чаются от обычных экстрактов отсутствием феде-
ральных стандартных образцов, с которыми препа-
рат можно было бы сравнивать по составу. Высокая 
клиническая эффективность указанных экстрактов 
послужила причиной создания особых механизмов 
регистрации. Так, эксперты FDA принимали поло-
жительное решение по результатам описания одно-
го клинического случая, если в него была включена 
группа сравнения, или двух или более подробно опи-
санных случаев без групп сравнения [18].

Практика экстемпорального изготовления лекар-
ственных препаратов в США регламентируется па-
раграфом 353а FFDCA. Согласно положениям этого 
параграфа, индивидуальные лекарственные средства 
могут быть изготовлены из готовых препаратов или 
субстанций, включенных в состав национального 
формуляра USP-NF. Поскольку бактериофаги не фи-
гурируют в составе данного формуляра, экстемпо-
ральное изготовление коктейлей невозможно.

Несмотря на то что в настоящее время в США не су-
ществует устойчивого подхода к регистрации коктейлей 
бактериофагов с вариабельным составом, применение 
фагов в рамках «сострадательного использования», су-
ществующие альтернативные механизмы регистрации 
биологических препаратов и высокий уровень осведом-
лённости регуляторов существенно повышают вероят-
ность выхода персонализированных фагопрепаратов на 
национальный фармацевтический рынок.

Индия. Регулятором национального фармацев-
тического рынка выступает CDSCO (Central Drug 
Standard Control Organization). Принципы обращения 
лекарственных средств закреплены в законе Rules and 
regulations of drug and cosmetics act. 

Указанный закон признаёт бактериофаги как тера-
певтические агенты и относит к списку С препаратов 
(пункт 14, Schedule C). Пункт (с) правила 122 зако-
на гласит, что препараты списков C и С(1) должны 
удовлетворять требованиям части XI списка F, однако 
в действующей редакции закона данная часть исклю-
чена. Такое отсутствие нормативной документации 
в области контроля качества препятствует регистра-
ции препаратов бактериофагов в стране. Однако вве-
дение стандартов, допускающих возможность произ-
водства коктейлей вариабельного состава, разрешит 
регуляторный парадокс и закончит формирование 
механизмов регистрации.

Также интересным регуляторным прецедентом яв-
ляется открытость системы регистрации внешнему 
миру. Согласно статье 122 акта, клинические исследо-
вания могут быть опущены в тех случаях, когда новое 
лекарство уже разрешено к применению и использу-
ется на протяжении нескольких лет в других странах. 
Возможность использования данной статьи определя-
ется CDSCO в каждом конкретном случае.

Другим фактором, который может положительно 
повлиять на конструктивное изменение механизмов 

регистрации персонализированных фагопрепаратов, 
является практика «сострадательного использования» 
бактериофагов организацией Vitalis phage therapy 
(Индия). На данный момент некоммерческая органи-
зация не проводит терапию самостоятельно, но явля-
ется посредником института бактериофагов им. Элиа-
вы (Грузия), предоставляя возможность согражданам 
получить медицинскую помощь в случаях инфекций, 
вызванных полирезистентными бактериями. 

Возможность выхода персонализированных кок-
тейлей бактериофагов на рынок в рамках экстемпо-
рально изготовленных препаратов существенно огра-
ничена слабой инфраструктурой, недостаточной нор-
мативной базой и низкой квалификацией персонала 
в данной области [19].

Таким образом, сочетание опыта применения бак-
териофагов в рамках «сострадательного использо-
вания» и возможностей для построения механизма 
регистрации персонализированных коктейлей вкупе 
с высокими темпами роста фармацевтического рынка 
делают Индию привлекательной страной для разви-
тия фаготерапии.

Страны, в которых статус препаратов  
бактериофагов не определён

Участники Европейского Союза. На момент на-
писания настоящей публикации процесс выхода 
Великобритании из ЕС не завершился, а локальные 
регуляторы фармацевтического рынка не сформиро-
вали собственные парадигмы регистрации, отличные 
от общеевропейских. В свете этого Великобритания 
рассматривается в рамках регуляторного ландшафта 
ЕС. Руководство фармацевтическим рынком Европей-
ского союза осуществляет EMA (European Medicines 
Agency). Для законодательных норм ЕС характерны 
одновременные унификация в области ключевых по-
ложений и региональная диверсификация в области 
частных практик. Основы обращения лекарственных 
средств изложены в директиве Directive 2001/83/EC –  
European Commission. Требования к регистрацион-
ному досье изложены в руководстве A guideline on 
summary of product characteristics (SmPC). В качестве 
стандартизованной принята форма регистрационного 
досье M4: The Common technical document.

Пункт 8.3 (с) указанной директивы, а также требо-
вания руководства и формы досье не предусматрива-
ют вариабельности состава препарата, заявляемого 
на регистрацию. Потенциальным механизмом реги-
страции персонализированных коктейлей бактерио-
фагов может стать «подход с определением риска», 
введённый в действие руководством Guideline on 
the risk-based approach according to annex I, part IV 
of Directive 2001/83/EC applied to advanced therapy 
medicinal products. Данный подход позволяет ограни-
чивать степень необходимых доклинических и кли-
нических испытаний для получения маркетингового 
разрешения, но применяется только для группы пре-
паратов ATMP (advanced therapy medicinal product), 
описанной в положении EC Regulation (EC) 1394/2007 
of the European parliament and the council от 13 ноя-
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бря 2007 г. На сегодняшний день нет официального 
заявления EMA о том, включаются ли бактериофаги 
в указанную группу, однако европейские эксперты 
фармацевтического рынка высказываются против та-
кого включения [10, 20, 21].   

Руководство Data requirements for multi-strain 
dossiers for Inactivated vaccines against avian influenza 
(AI), blue tongue (BT) and foot-and-mouth disease 
(FMD) определяет несколько регуляторных концеп-
ций, которые могут стать основой для развития ме-
ханизмов регистрации персонализированных препа-
ратов бактериофагов. Первой концепцией является 
«мультиштаммовое досье» для регистрации ветери-
нарных вакцин. При подаче заявления на регистра-
цию заявитель должен указать максимальное коли-
чество штаммов, которые могут входить в её состав. 
Разрешение выдаётся на целое досье, в рамках кото-
рого владелец может производить разные штаммы для 
адаптации к существующей эпидемиологической об-
становке. Внутри досье информация, общая для всех 
возможных штаммов, заявляется однократно. Другой 
концепцией является понятие «гомологичных групп» 
для аллергенных экстрактов. Так как определение 
всех необходимых параметров для каждого индиви-

дуального аллергена или их смесей не представляется 
возможным, заявитель имеет право экстраполировать 
данные о стабильности, безопасности, качестве и эф-
фективности с одного репрезентативного источника 
на всех членов гомологичной группы. 

Практика экстемпорального изготовления лекар-
ственных препаратов в странах Европейского со-
юза регламентируется резолюцией Совета Евро-
пы Resolution CM/Res(2016)1 on quality and safety 
assurance requirements for medicinal products prepared 
in pharmacies for the special needs of patients. Индиви-
дуальные препараты могут быть изготовлены только 
из заранее зарегистрированных фармацевтических 
субстанций. Обзор судебной практики, обуславлива-
ющей данное положение, изложен в публикации [22]. 

Пользуясь возможностью диверсификации ре-
гионального законодательства, органы управления 
здраво охранения Бельгии внедрили в стране систему 
изготовления персонализированных фаговых кок-
тейлей с использованием концепции магистральной 
формулы. При этом отсутствие регистрации индиви-
дуальных бактериофагов на территории ЕС обходит-
ся разрешением, получаемым в сертифицированных 
национальных лабораториях. Указанная процедура 

Рис. 1. Статус механизмов регистрации и использования персонализированных препаратов бактериофагов.
Fig. 1. The current status of personalized bacteriophages use and registration mechanisms.
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может стать основой для конверсии принципа маги-
стральной формулы в других странах организации. 
Подробное описание истории, целей и процедуры 
внедрения бельгийской стратегии может быть найде-
но в публикации [23].

Траектория развития механизмов регистрации 
препаратов медицинских бактериофагов

Как следует из представленных данных, текущий 
статус законодательства в области обращения пер-
сонализированных препаратов бактериофагов в рас-
смотренных странах варьирует от отсутствия реги-
страционных механизмов до разработанных на ло-
кальном уровне стандартов, позволяющих вводить 
такие препараты в клиническую практику (рис. 1). 
На основании опыта государств, рассмотренных 
в данном обзоре, мы сформулировали следующую 
модель развития регистрационных процессов в ука-
занной области (рис. 2). Безусловно, такой сценарий 
действий не является строго детерминированным, 
и регуляторные органы могут напрямую внедрять 
успешный зарубежный опыт на национальных фар-
мацевтических рынках. Однако, несмотря на ука-
занные выше процессы гармонизации (например, 
широкое распространение общего технического до-
кумента в регистрационном досье), исторический 
опыт и сложившиеся десятилетиями парадигмы 
фармацевтической экспертизы биологических пре-
паратов потребуют от законодательных органов не-
стандартных решений. 

Заключение
Персонализированные препараты бактериофагов 

являются наиболее перспективным методом тера-
пии устойчивых к антибиотикам инфекций. Несмо-
тря на увеличивающийся интерес к данной тематике 

за рубежом, на данный момент большинство рассмо-
тренных стран не располагает регуляторными меха-
низмами, позволяющими регистрировать такие пре-
параты. Однако открытость рынков ряда государств 
к регистрации препаратов, одобренных к обращению 
в других странах, и существующие альтернативные 
подходы регистрации некоторых биопрепаратов мо-
гут стать основой для внедрения персонализирован-
ной фаготерапии в обозримом будущем.
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Анализ циркуляции коронавирусов человека
Яцышина С.Б., Мамошина М.В., Шипулина О.Ю., Подколзин А.Т., Акимкин В.Г.

ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора, 111123, Москва, Россия

Введение. Появление в конце 2019 г. нового коронавируса SARS-CoV-2, ставшего причиной пандемии, 
породило массу вопросов относительно эпидемиологии нового заболевания COVID-19 и известных ранее 
инфекций, вызываемых коронавирусами, которым по причине более лёгкого течения заболеваний уделяли 
мало внимания. 
Цель данной работы – многолетнее ретроспективное исследование распространённости и особенностей 
циркуляции эпидемических коронавирусов человека в Москве при проведении рутинного скрининга.
Материал и методы. Методом полимеразной цепной реакции с детекцией в режиме реального времени ис-
следовали на РНК эпидемических коронавирусов человека (HCoVs) мазки из носо- и ротоглотки 16 511 боль-
ных острой респираторной инфекцией (ОРИ) в возрасте от 1 мес до 95 лет (58,3% составили дети), собран-
ные с января 2016 г. по март 2020 г., и мазки 505 условно-здоровых детей, собранные в 2008, 2010 и 2011 гг.
Результаты. HCoVs обнаруживали у 2,6–6,1% обследованных больных в год, статистически значимо чаще 
у взрослых по сравнению с детьми, без различий по полу. На пике заболеваемости в декабре 2019 г. HCoVs 
обнаружены у 13,7% обследованных, что в 2 раза выше среднемноголетнего уровня данного месяца. У 
больных ОРИ детей до 6 лет HCoVs выявляли статистически значимо чаще, чем у здоровых (3,7 vs 0,7%, 
p = 0,008).
Заключение. HCoVs циркулируют ежегодно, демонстрируя в Московском регионе зимне-весеннюю сезон-
ность с пиком в декабре. За годы наблюдения эпидемическая активность HCoVs росла до максимальных 
значений в декабре 2019 г. – феврале 2020 г., снизившись в марте до среднемноголетнего уровня. На фоне 
растущего количества случаев завоза SARS-CoV-2 в Москву в марте 2020 г. частота выявления HCoVs рез-
ко понизилась, что, по-видимому, отражает наличие конкуренции между разными коронавирусами и под-
тверждает специфичность выявления HCoVs использованным в данной работе диагностическим набором.

Ключевые слова: коронавирусы; полимеразная цепная реакция; сезонность; эпидемическая активность.
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Analysis of human coronaviruses circulation
Svetlana B. Yatsyshina, Marina V. Mamoshina, Olga Yu. Shipulina, Alexandr T. Podkolzin,  
Vasiliy G. Akimkin

Central Research Institute for Epidemiology of the Federal Service for Supervision of Consumer Rights Protection and 
Human Welfare, Moscow, 111123, Russia 
Introduction. The novel SARS-CoV-2 coronavirus, which emerged at the end of 2019 and caused a worldwide 
pandemic, triggered numerous questions about the epidemiology of the novel COVID-19 disease and about well-
known coronavirus infections, which used to be given little attention due to their mild symptoms. 
The purpose: The routine screening-based multiyear retrospective observational study of prevalence and 
circulation patterns of epidemic-prone human coronaviruses in Moscow.
Material and methods. The real-time polymerase chain reaction was used to detect RNA of human coronaviruses 
(HCoVs) in nasal and throat swabs from 16,511 patients with acute respiratory infection (ARI), aged 1 month to 95 
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род Embecovirus) были открыты в 2004 и 2005 гг. со-
ответственно.

Вирионы коронавирусов представляют собой ча-
стицы размером 120 нм, сферической формы, содер-
жащие нуклеокапсид (геномную РНК, связанную 
с нуклеопротеином (N)) спиральной формы, покры-
тый липидной мембраной со встроенными белками: 
гликопротеином (spike, S), формирующим булаво-
видные отростки, гемагглютинин-эстеразой (HE), 
мембранным протеином (М) и малым мембранным 
протеином оболочки (E) [9]. Проникновение в клетки 
слизистых оболочек происходит посредством связы-
вания гликопротеина S со специфичными рецептора-
ми, причём коронавирусы животных и разные виды 
HCoVs используют для этого различные рецепторы 
[10].

Геном коронавирусов, самый протяжённый среди 
всех РНК-содержащих вирусов, представлен однони-
тевой линейной молекулой РНК положительной по-
лярности размером 27–32 тыс. нуклеотидов.

В результате рекомбинации РНК коронавирусов 
разных видов могут появляться новые варианты, 
приобретающие нехарактерный тканевый тропизм, 
более высокую вирулентность и способность пре-
одолевать межвидовой барьер [11–13]. Подобные 
рекомбинационные события между геномами коро-

years (children accounted for 58.3%) from January 2016 to March 2020, and swabs from 505 relatively healthy 
children in 2008, 2010 and 2011.
Results. HCoVs were yearly found in 2.6–6.1% of the examined patients; the detection frequency was statistically 
higher in adults that in children, regardless of sex. At the height of the disease incidence in December 2019, HCoVs 
were detected in 13.7% of the examined, demonstrating a two-fold increase as compared to the multi-year average 
for that month. The statistical frequency of HCoV detection in ARI pediatric patients under 6 years was significantly 
higher than in their healthy peers (3.7 vs 0.7%, p = 0.008).
Conclusion. HCoVs circulate annually, demonstrating a winter-spring seasonal activity pattern in the Moscow 
Region and reaching peak levels in December. Over the years of observation, the HCoV epidemic activity reached 
maximum levels in December 2019 – February 2020 and decreased in March to the multi-year average. Amid 
a growing number of SARS-CoV-2 cases imported to Moscow in March 2020, the HCoV detection frequency 
dropped sharply, which, apparently, can be explained by the competition between different coronaviruses and by 
the specificity of HCoV detection with the diagnostic test kit used in this study.
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Введение 
Коронавирусы, как возбудители инфекций живот-

ных и человека, широко распространены в природе. 
Они относятся к семейству Coronaviridae, подсемей-
ству Orthocoronavirinae, в котором выделяют 4 рода: 
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus 
и Gammacoronavirus [1]. Представители родов Gam-
macoronavirus и Deltacoronavirus инфицируют преи-
мущественно птиц. Вирусы родов Alphacoronavirus 
и Betacoronavirus обнаруживают у млекопитающих.

Коронавирусы человека (HCoV), циркулирующие 
ежегодно в популяции людей, т. е. эпидемические 
коронавирусы, вызывают острые респираторные 
инфекции (ОРИ) [2], затрагивающие, как правило, 
верхние дыхательные пути [3–6]. В редких случаях 
они ассоциируются с поражением нижних дыхатель-
ных путей [7], описаны случаи выделения коронави-
русов человека от больных пневмонией [8].

Среди эпидемических коронавирусов человека 
(HCoVs) в настоящее время выделяют 4 вида.

Human coronavirus 229E (род Alphacoronavirus под-
род Duvinacovirus) и Betacoronavirus 1 (ранее называл-
ся HCoV-OC43; род Betacoronavirus подрод Embecovi-
rus) известны с середины 1960-х гг. Human coronavirus 
NL63 (род Alphacoronavirus, подрод Setracovirus) 
и Human coronavirus HKU1 (род Betacoronavirus под-
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Материал и методы 
Исследовали мазки из носо- и ротоглотки 16 511 

пациентов с симптомами ОРИ, собранные с янва-
ря 2016 г. по март 2020 г. в процессе рутинного скри-
нинга по определению этиологии ОРИ в Москве. Из-
вестно о возрасте 16 385 человек, о поле 16 404 об-
следованных. Возраст больных варьировал от 1 мес 
до 95 лет, 58,3% обследованных составили дети в воз-
расте от 1 мес до 18 лет. 

В анализ также включены результаты исследования 
мазков из носо- и ротоглотки, собранных в 2008, 2010 
и 2011 гг. у 505 условно-здоровых детей без призна-
ков респираторной инфекции на момент обследования 
в возрасте от 1 мес до 18 лет (56,2% младше 6 лет) [28].

РНК HCoVs обнаруживали с дифференциа-
цией по родам: Alphacoronavirus (HCoV NL63 
и HCoV 229E) и Betacoronavirus (HCoV HKUI, HCoV 
ОC43) методом ПЦР с детекцией в режиме реального 
времени с помощью набора реагентов «АмплиСенс 
ОРВИ-скрин-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзо-
ра) по инструкции производителя на приборах для 
ПЦР с детекцией в режиме реального времени: Rotor-
Gene 6000 (Corbett Research, Австралия), Rotor-Gene 
Q (QIAGEN GmbH, Германия), ДТ-96 (ООО «НПО 
ДНК-Технология», Россия).

Мазок из носо- и ротоглотки брали согласно ме-
тодическим рекомендациям «Лабораторная диагно-
стика гриппа и других ОРВИ методом полимеразной 
цепной реакции» МР 3.1.0117-17 и клиническим ре-
комендациям «Лабораторная диагностика гриппа 

навирусов летучих мышей и других животных, за-
креплённые естественным отбором, способствовали 
появлению в популяции людей высоковирулентных 
для человека коронавирусов: SARS-CoV, возбуди-
теля тяжёлого острого респираторного синдрома 
(ТОРС) [14, 15], MERS-CoV, возбудителя ближне-
восточного респираторного синдрома [16], и SARS-
CoV-2, возбудителя COVID-19 [17], в 2002, 2012 
и 2019 гг. соответственно.

HCoVs, по-видимому, также возникли в результа-
те рекомбинационных событий с участием разных 
видов коронавирусов млекопитающих [18, 19], с ко-
торыми они имеют общего предка, существовавшего 
миллионы лет назад [20].

Сведения об эпидемиологии инфекции, вызван-
ной HCoVs, отрывочны: полученные в разные годы 
в отдельных группах пациентов, они не позволяют 
однозначно судить о сезонности коронавирусной ин-
фекции и распространённости HCoVs в различных 
возрастных группах больных ОРИ. Разные исследова-
тели сообщают о зимних, весенних или летних подъё-
мах заболеваемости [21–27]. 

Долгосрочные исследования циркуляции коронави-
русов человека в России не проводили.

Целью данной работы стало многолетнее ретро-
спективное исследование распространённости эпи-
демических коронавирусов человека в Москве при 
проведении рутинного скрининга методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с детекцией в режиме 
реального времени.
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Рис. 1. Распространённость эпидемических коронавирусов в динамике за 5 лет. 
По оси абсцисс – годы наблюдения (с января 2016 г. по март 2020 г.); по оси ординат слева – абсолютное число обследованных и положительных 

случаев, справа – доля положительных случаев.
Fig. 1. Prevalence of epidemic-prone coronaviruses over 5 years. 

The horizontal line – years of observation (from January 2016 to March 2020); the vertical line, on the left – the absolute number of the observed and positive 
cases; on the right – the proportion of positive cases.
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и других ОРВИ методом полимеразной цепной реак-
ции» (2016 г.)1, объединяя в пробирке с 0,5 мл транс-
портной среды, и хранили до исследования при тем-
пературе от +4 до +8 °С не более 3 сут.

Статистический анализ включал проверку распре-
делений на нормальность и расчёт критерия χ2 Пир-
сона с использованием программы SPSS Statistics 
v. 18, 95% доверительный интервал (ДИ) вычисляли 
по методу Вальда [29].

Результаты
HCoVs обнаруживались ежегодно, демонстрируя 

экспоненциальную динамику увеличения к 2020 г. до-
ли положительных находок с 2,6 до 6,1% числа обсле-
дованных больных. Вирусы, относящиеся к роду Al-
phacoronavirus (Alpha-HCoV), ежегодно встречались 
в 1,5–3 раза чаще, чем Betacoronavirus (Beta-HCoV) 
(рис. 1). 

В циркуляции HCoVs наблюдалась выраженная 
зимне-весенняя сезонность (рис. 2). Подъём забо-
леваемости, вызванной HCoVs, отмечался с ноября 
по май, когда они выявлялись более чем у 3% обсле-
дованных с ОРИ; пик приходился на декабрь–февраль 
(7,4–5,5%). В летние месяцы доля инфицированных 
HCoVs не превышала 0,5% (см. рис. 2). Частота обна-
ружения Alpha-HCoV ежемесячно была в несколько 
раз выше, чем Beta-HCoV.

С ноября 2019 г. по февраль 2020 г. отмечено пре-
вышение эпидемической активности HCoVs: уве-

личение частоты выявления в 2 раза относительно 
среднемноголетнего уровня (СМУ) для каждого ме-
сяца наблюдения. На пике подъёма в декабре 2019 г. 
(рис. 3) частота выявления HCoVs составила 13,7% 
(СМУ 7,0%), в январе–феврале – 8% (СМУ 3,1 и 4,2 %),  
а в марте резко снизилась до 4,1% (СМУ 4,2%).

Представляет интерес вопрос распространённости 
инфекции у больных разного пола и возраста.

Суммарная доля коронавирусной инфекции среди 
больных ОРИ женщин оказалась выше, чем мужчин 
(4,6 vs 3,7; p = 0,013), однако в разные годы эти по-
казатели варьировали (табл. 1), что не позволяет сде-
лать вывод о наличии статистически значимых разли-
чий распространённости HCoVs у лиц разного пола. 

Распространённость коронавирусной инфек-
ции у больных ОРИ разного возраста отражена 
в табл. 2. Чёткий возрастной пик отсутствует, одна-
ко в целом HCoVs статистически чаще выявлялись 
у взрослых, чем у детей (5,43%; 95% ДИ 4,92–6,0 
vs 3,19%; 95% ДИ 2,86–3,56; p < 0,01) (рис. 4).

При обследовании группы детей без симптомов ОРИ 
HCoVs были обнаружены в 12 (2,1%; 95% ДИ 1,23–
4,11%) из 505 случаев, положительные результаты 
встречались во все сезоны, однако более половины 
из них (7 случаев) были выявлены весной.

У условно-здоровых детей в возрасте до 6 лет 
HCoVs выявлялись статистически значимо реже, чем 
у детей того же возраста с симптомами ОРИ (0,7% 
vs 3,7%; p = 0,008). Распространённость HCoVs 
у больных ОРИ старше 6 лет и условно-здоровых того 
же возраста не имела статистически значимых разли-
чий: 66 (2,4%) из 2803 vs 10 (4,5%) из 221 (р = 0,047).

1Клинические рекомендации. https://fedlab.ru/upload/medialibrary/
b71/_-_-_-_-_06122016.pdf (дата обращения: 23.06.2020).

Рис. 2. Сезонная распространённость эпидемических коронавирусов за 5 лет наблюдения (с января 2016 г. по март 2020 г.).
По оси абсцисс – месяцы наблюдения. По оси ординат слева – совокупное абсолютное число обследованных и положительных случаев, справа – доля 

положительных случаев помесячно за весь период наблюдения.
Fig. 2. Seasonal prevalence of epidemic-prone coronaviruses over 5 years of observation (from January 2016 to March 2020).

The horizontal line – months of observation. The vertical line, on the left – the total absolute number of the observed and positive cases; on the right – the 
proportion of positive cases per month for the entire observation period.
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Обсуждение
Полученные данные свидетельствуют о том, что 

HCoVs циркулируют ежегодно, их активность в Мо-
сковском регионе повышается в зимне-весенний пе-
риод с пиком в декабре. Выявленный нами характер 
сезонности согласуется с данными исследования 
в Норвегии [30], тогда как в Израиле и Гонконге от-
мечена весенне-летняя активность [27, 31]. По-види-
мому, это связано с климатическими особенностями 
регионов, влияющими на циркуляцию HCoVs, как 
и других респираторных вирусов [32].

Частота выявления HCoVs в нашем исследовании 
соответствует таковой в других странах [2, 27, 30, 33].

К сожалению, большинство опубликованных иссле-
дований касались только детского контингента. В един-
ственном опубликованном исследовании, проведённом 
в США на выборке больных в возрасте 0–96 лет, сред-
ний возраст инфицированных HCoVs составил 22 года 
[33]. По нашим данным, средний возраст больных, ин-
фицированных HCoVs, – 24 года, медиана – 23 года.

HCoVs обнаружены нами у 2,1% условно-здоровых 
детей. Сходные с нашими результаты (1,9%) получе-

Таблица 1. Частота выявления коронавирусов у больных острыми респираторными инфекциями разного пола
Table 1. Coronavirus detection frequency in female and male patients with acute respiratory infection

Годы 
Years

Женщины
Females

Мужчины
Males

коли-
чество 

обследо-
ванных

number of 
the exa-
mined

число лиц с 
положительным 

результатом иссле-
дования на Beta-
HCoV, абс. (%)

number of individ-
uals tested positive 

for Beta-HCoV, 
abs. (%)

число лиц с 
положительным 

результатом 
исследования на 

Alpha-HCoV,  
абс. (%)

number of individ-
uals tested positive 
for Alpha-HCoV, 

abs. (%)

общее число лиц 
с положитель-

ным результатом 
исследования на 
HCoV, абс. (%)

total number 
of individuals 

tested positive for 
HCoV, abs. (%)

количе-
ство  

обследо-
ванных
number  

of the ex-
amined 

число лиц с 
положительным 

результатом 
исследования на 

Beta-HCoV,  
абс. (%)

number of individ-
uals tested positive 

for Beta-HCoV, 
abs. (%)

число лиц с по-
ложительным 

результатом ис-
следования на 
Alpha-HCoV, 

абс. (%)
number of in-

dividuals tested 
positive for 

Alpha-HCoV, 
abs. (%)

общее число лиц 
с положитель-

ным результатом 
исследования на 
HCoV, абс. (%)

total number 
of individuals 

tested positive for 
HCoV, abs. (%)

2016 1115 7 (0,63; 95% 
ДИ* 0,25–1,29)

29 (2,60; 95% 
ДИ 1,75–3,71)

36 (3,23; 95% 
ДИ 2,27–4,44) 1167 4 (0,34; 95% 

ДИ 0,09–0,88)
18 (1,54; 
95% ДИ 

0,92–2,43)
22 (1,89; 95% 
ДИ 1,19–2,84)

2017 1352 10 (0,74; 95% 
ДИ 0,36–1,36)

21 (1,55; 95% 
ДИ 0,96–2,36)

31 (2,29; 95% 
ДИ 1,56–3,24) 1453 18 (1,24; 95% 

ДИ 0,74–1,95)
25 (1,72; 
95% ДИ 

1,12–2,53)
43 (2,96; 95% 
ДИ 2,15–3,97)

2018 1687 5 (0,30; 95% ДИ 
0,1–0,69)

45 (2,67; 95% 
ДИ 1,95–3,55)

50 (2,96; 95% 
ДИ 2,21–3,89) 1671 4 (0,24; 95% 

ДИ 0,07–0,61)
26 (1,56; 
95% ДИ 

1,02–2,27)
30 (1,80; 95% 
ДИ 1,21–2,55)

2019 1966 29 (1,48; 95% 
ДИ 0,99–2,11)

104 (5,29; 95% 
ДИ 4,34–6,37)

133 (6,77; 95% 
ДИ 5,69–7,97) 1955 16 (0,82; 95% 

ДИ 0,47–1,33)
70 (3,58; 95% 
ДИ 2,8–4,5)

86 (4,40; 95% 
ДИ 3,53–5,4)

2020
(январь–
март)
(January–
March)

2085 39 (1,87; 95% 
ДИ 1,33–2,55)

87 (4,17; 95% 
ДИ 3,36–5,12)

126 (6,04; 95% 
ДИ 5,06–7,15) 1953 29 (1,48; 95% 

ДИ 1,0–2,13)
91 (4,66; 
95% ДИ 

3,77–5,69)
120 (6,14; 95% 
ДИ 5,12–7,3)

Всего
Total 8205 90 (1,10; 95% 

ДИ 0,88–1,35)
286 (3,49; 95% 
ДИ 3,11–3,91)

376 (4,58; 95% 
ДИ 4,15–5,06) 8199 71 (0,87; 95% 

ДИ 0,68–1,09)
230 (2,81; 
95% ДИ 

2,47–3,19)
301 (3,67; 95% 
ДИ 3,28–4,1)

Примечание. * Здесь и в табл. 2: ДИ – доверительный интервал.
Note. * Here and in table 2: CI – confidence interval.

Таблица 2. Распространённость коронавирусов в разных возрастных группах больных острыми респираторными инфекциями
Table 2. Coronavirus prevalence in different age groups of patients with acute respiratory infection

Возраст, 
годы
Age, 
years

Количество 
обследованных

Number  
of the examined

Число лиц с положительным 
результатом исследования на 

HCoV, абс. (%)
Number of individuals tested 
positive for HCoV, abs. (%)

Число лиц с положительным резуль-
татом исследования на Beta-HCoV, 

абс. (%)
Number of individuals tested positive 

for Beta-HCoV, abs. (%)

Число лиц с положительным резуль-
татом исследования на Alpha-HCoV, 

абс. (%)
Number of individuals tested positive 

for Alpha-HCoV, abs. (%)
< 1 1451 50 (3,45; 95% ДИ 2,57–4,52) 14 (0,96; 95% ДИ 0,53–1,61) 36 (2,48; 95% ДИ 1,74–3,42)
1–2 1259 47 (3,73; 95% ДИ 2,76–4,93) 10 (0,79; 95% ДИ 0,38–1,46) 37 (2,94; 95% ДИ 2,08–4,03)
3–5 4042 142 (3,51; 95% ДИ 2,97–4,13) 37 (0,92; 95% ДИ 0,65–1,26) 105 (2,60; 95% ДИ 2,13–3,14)
6–17 2803 66 (2,35; 95% ДИ 1,83–2,99) 16 (0,57; 95% ДИ 0,33–0,93) 50 (1,78; 95% ДИ 1,33–2,35)
18–44 5003 253 (5,06; 95% ДИ 5,26–5,7) 58 (1,16; 95% ДИ 0,88–1,5) 195 (3,90; 95% ДИ 2,19–4,47)
45–59 1213 83 (6,84; 95% ДИ 5,49–8,41) 20 (1,65; 95% ДИ 1,01–2,54) 63 (5,19; 95% ДИ 4,01–6,6)
> 60 614 35 (5,70; 95% ДИ 4,0–7,84) 4 (0,65; 95% ДИ 0,18–1,66) 31 (5,05; 95% ДИ 3,46–7,09)
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ны исследователями из Словении [25]. В Нидерлан-
дах HCoVs выявляли у детей контрольной группы 
с большей частотой (10%) [30].

В нашем исследовании у детей в возрасте до 6 лет 
с симптоматикой ОРИ статистически значимо чаще 
обнаруживались HCoVs, чем у здоровых того же воз-
раста, аналогично данным исследователей из Слове-
нии [25]. Тогда как среди детей 6–18 лет частота выяв-
ления HCoVs у больных и здоровых была практиче-
ски одинакова, что совпадает с данными норвежских 
исследователей [30].

Такие возрастные различия, по-видимому, можно 
объяснить более лёгким и даже бессимптомным тече-
нием инфекции у детей старшего возраста вследствие 
приобретённого анамнестического иммунитета. 
У больных ОРИ взрослых распространённость коро-

навирусной инфекции оказалась выше, чем у детей, 
что может быть связано со снижением анамнестиче-
ского иммунитета с возрастом.

Оба рода HCoVs демонстрировали одинаковую 
сезонность циркуляции, но сезонные подъёмы забо-
леваемости Beta-HCoV не были столь выраженными 
по сравнению с Alpha-HCoV, а распространённость 
первого среди детей и взрослых была практически 
одинаковой.

По данным сероэпидемиологических исследова-
ний, IgG к разным видам HCoVs обнаруживаются до-
вольно часто, особенно у взрослых. От 91 до 100% об-
следованных в США лиц старше 50 лет имели IgG 
ко всем четырём HCoVs в сыворотке крови и в 8–30% 
случаев – секретируемые слизистой носоглотки IgA, 
что свидетельствует о широкой распространённости 

Рис. 3. Распространённость эпидемических коронавирусов с сентября 2019 г. по март 2020 г.
Fig. 3. Prevalence of epidemic-prone coronaviruses from September 2019 to March 2020.

Рис. 4. Распространённость эпидемических коронавирусов у детей и взрослых. Вертикальная шкала – доля положительных случаев.
Fig. 4. Prevalence of epidemic-prone coronaviruses in children and adults. The vertical line – the proportion of positive cases.
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инфекции и возможности повторного заражения ко-
ронавирусами одного и того же вида [34].

Экспериментальным путём показано отсутствие 
кросс-реактивности нейтрализующих антител 
к HCoVs разных родов и внутри одного рода Beta- 
HCoV [35, 36].

Наши данные о более высокой частоте выявления 
HCoVs у взрослых, чем у детей, в совокупности с ре-
зультатами иммунологических исследований зару-
бежных коллег позволяют предполагать формирова-
ние непродолжительной иммунологической защиты 
после инфицирования и возможность повторных слу-
чаев заражения HCoVs разных видов.

Более резкое по сравнению с предыдущими сезо-
нами снижение частоты обнаружения HCoVs в мар-
те 2020 г. на фоне роста случаев завоза SARS-CoV-2 
в Москву может быть следствием конкуренции между 
разными коронавирусами и, бесспорно, подтверждает 
специфичность выявления РНК HCoVs использован-
ным в данной работе диагностическим набором.

Заключение
Проведённое ретроспективное исследование по-

зволило оценить распространённость и выявить 
особенности циркуляции HCoVs в Москве за 5 лет 
(с 2016 по 2020 гг.). Циркуляция HCoVs характеризо-
валась зимне-весенней сезонностью c преобладанием 
Alpha-HCoVs, без различий по полу. Распространён-
ность HCoVs варьировала от 2,6 до 6,1% числа об-
следованных больных в год с превышением в 2 раза 
СМУ в эпидемическом сезоне 2019–2020 гг. У детей 
до 6 лет с симптомами ОРИ HCoVs выявлялись стати-
стически значимо чаще, чем у условно-здоровых того 
же возраста, что свидетельствует о значимости возбу-
дителей для развития инфекции. При инфицировании 
HCoVs детей старшего возраста, возможно, имеющих 
защитный анамнестический иммунитет, заболевание,  
по-видимому, протекает в лёгкой и бессимптомной 
форме, что может объяснять одинаковую частоту 
выявления вирусов у лиц с наличием и отсутствием 
респираторной симптоматики. Обнаруженный нами 
рост частоты выявления HCoVs у взрослых можно 
объяснить отсутствием перекрёстной реакции ней-
трализующих антител к разным HCoVs и снижением 
уровня антител с возрастом.

В последние годы эпидемическая активность коро-
навирусов человека нарастала, достигнув максимума 
в декабре 2019 г. – феврале 2020 г., что совпало с по-
явлением в Китае нового коронавируса SARS-CoV-2, 
относящегося к роду Betacoronavirus. Это совпадение 
могло быть не случайностью, а закономерным отра-
жением активизации эволюционных процессов в по-
пуляции коронавирусов млекопитающих, изучение 
которых заслуживает отдельного внимания.
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Введение. Актуальнейшей проблемой современной медицины является борьба с заболеванием, вызывае-
мым вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), – ВИЧ-инфекцией. Применяемые химические соединения 
улучшили ситуацию для инфицированных, однако они токсичны, нарушают обмен веществ и не могут из-
бавить организм от интегрированного вируса. Появление резистентных штаммов ВИЧ делает эти лечебные 
средства неэффективными. Часто смерть ВИЧ-инфицированных наступает в результате развития оппорту-
нистических инфекций, вызванных вирусами семейства Herpesviridae. Поэтому ак туален поиск новых ле-
чебных и профилактических препаратов, менее токсичных, активных в отношении нескольких вирусов одно-
временно. Базидиомицеты, высшие грибы, являются источником лекарственных соединений, обладающих 
антимикробными и противовирусными свойствами. Гуминовые соединения (ГС) различной природы также 
обладают противовирусной активностью. 
Цель исследования – получение и испытание нетоксичных препаратов из базидиомицета Inonotus obliquus 
и ГС из бурых углей в отношении вирусов, патогенных для человека: ВИЧ и вируса простого герпеса (ВПГ).
Материал и методы. На модели лимфобластоидных клеток MT-4, инфицированных штаммами ВИЧ, тип 1  
(ВИЧ-1), и монослойной культуры клеток Vero, инфицированной ВПГ, тип 1 (ВПГ-1), изучена противови-
русная активность экстрактов меланина, полученных из культивируемой культуры гриба чага Inonotus 
obliquus, и ГС – из бурого угля Канско-Ачинского месторождения с использованием вирусологических и 
статистических методов исследования.
Результаты и обсуждение. Установлено, что все исследованные соединения не обладали цитотоксиче-
ским действием на клетки при концентрации 100 мкг/мл. Показано, что экстракты базидиомицетов и ГС об-
ладают противовирусной активностью в отношении ВИЧ-1 и ВПГ-1. ЭК50 (50% эффективная концентрация) 
в отношении ВИЧ-1 составила 3,7–5,0 мкг/мл, индекс селективности – 28–35. Противогерпетическая актив-
ность обнаружена при дозе 50–100 мкг/мл. Противовирусная эффективность меланиновых соединений 
установлена как при «профилактической» (за 2 ч до инфицирования клеток), так и при «лечебной» схе-
ме введения препаратов как в отношении ВИЧ-1, так и ВПГ-1. Наличие противовирусной активности 
меланина и ГС в отношении РНК-содержащего вируса ВИЧ-1 и ДНК-содержащего вируса ВПГ-1 в нашем 
исследовании совпадает с результатами ряда авторов в отношении вирусов гриппа, герпеса, ВИЧ, ге-
патита В, Коксаки, осповакцины, что позволяет высказать предположение о том, что тип нуклеиновой 
кислоты вируса не играет принципиальной роли в антивирусном действия этих препаратов. Очевидно 
также, что ГС эффективны как в отношении вирусов с оболочкой, так и безоболочечных вирусов.
Заключение. В целом можно заключить, что для меланиновых и гуминовых соединений характерна 
низкая токсичность при наличии и вирулицидной, и противовирусной активности. Это позволяет рас-
сматривать исследованные соединения как основу для создания безопасных лекарственных средств, 
эффективных в отношении возбудителей различных вирусных инфекций.
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Antiviral activity of extracts of basidiomycetes and humic compounds 
substances against Human Immunodeficiency Virus (Retroviridae: 
Orthoretrovirinae: Lentivirus: Human immunodeficiency virus 1) and Herpes 
Simplex Virus (Herpesviridae: Simplexvirus: Human alphaherpesvirus 1)
Dmitry N. Nosik1, Nickolay N. Nosik1, Tamara V. Teplyakova2, Olga A. Lobach1, Irina A. Kiseleva1,  
Nina G. Kondrashina1, Marina S. Bochkova1, Grigoriy G. Ananko2 
1The D.I. Ivanovsky Institute of Virology FSBI «National Research Center of Epidemiology and Microbiology named after 
honorary academician N.F. Gamaleya» of the Ministry of Health of Russia, 123098, Moscow; 
2FBU State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» of Rospotrebnadzor, 630559, Koltsovo district, 
Novosibirsk region.
Introduction. One of the most urgent problem of modern medicine is the fight against the disease caused by 
the Human Immunodeficiency Virus (HIV) – HIV infection. The chemical compounds have improved the situation 
for infected people, but they are toxic, disrupt the metabolism and cannot eliminate the integrated virus from the 
body. The emergence of resistant HIV strains makes these treatments ineffective. Often, the death of HIV-infected 
people occurs as a result of the development of opportunistic infections caused by viruses of the Herpesviridae 
family. Therefore, the search for new therapeutic and preventive drugs that are less toxic and active against several 
viruses at the same time is relevant. Basidiomycetes, higher fungi, are a source of medicinal compounds that have 
antimicrobial properties, as well as antiviral ones. Humic compounds (HS) of various nature also have antiviral 
activity.
The aim of the study was to obtain nontoxic compounds from the basidiomycete Inonotus obliquus and humic 
compounds from brown coals and to test their activity against viruses that are pathogenic to humans: HIV and 
Herpes Simplex Virus (HSV).
Material and methods. The antiviral activity of melanin extracts obtained from the culture of the chaga fungus 
Inonotus obliquus and HS from the brown coal of the Kansko-Achinsk Deposit was studied using a model of MT-4 
lymphoblastoid cells infected with HIV type 1 (HIV–1) strains and a monolayer culture of Vero cells infected with 
HSV type 1 (HSV-1) using virological and statistical research methods.
Results and discussion. It was found that all the studied compounds did not have a cytotoxic effect on cells at a 
concentration of 100 mcg/ml. It was shown that extracts of basidiomycetes and HS have antiviral activity against 
HIV-1 and HSV-1. EC50 (50%-effective concentration) for HIV-1 was 3.7–5.0 mcg/ml, selectivity index 28–35. 
Antiherpetic activity was detected at a dose of 50–100 mcg/ml. The antiviral effectiveness of melanin compounds 
was established both in the «preventive» (2 hours before cell infection) and in the «therapeutic» regimen of drug 
administration, both for HIV-1 and HSV-1. The presence of antiviral activity of melanin and HS in relation to the 
RNA-containing HIV-1 virus and DNA-containing HSV-1 virus in our study coincides with the results of a number of 
authors in relation to influenza viruses, herpes virus, HIV, hepatitis B virus, Coxsackievirus, smallpox vaccine virus, 
which suggests that the type of nucleic acid in the virus does not play a fundamental role in the antiviral action of 
these drugs. It is also clear that HS is effective against both enveloped and non-enveloped viruses.
Conclusion. In general, it can be concluded that melanin and humic compounds are characterized by low toxicity 
in the presence of both virucidal and antiviral activity. This allows us to consider the studied compounds as the 
basis for creating safe medicines that are effective against pathogens of various viral infections.
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Введение
Актуальнейшей проблемой современной медицины 

является борьба с заболеванием, вызываемым вирусом 
иммунодефицита человека (ВИЧ), – ВИЧ-инфекцией, 
которая за короткий срок привела к заражению и смер-
ти миллионов человек. Применяемые химические со-
единения улучшили ситуацию для инфицированных, 
однако они токсичны для человека, нарушают обмен 
веществ и не могут избавить организм от интегриро-
ванного вируса [1–3]. Появление резистентных штам-
мов ВИЧ делает эти лечебные средства неэффективны-
ми. Течение ВИЧ-инфекции тесно связано с развитием 
оппортунистических инфекций, и часто смерть боль-
ных наступает в результате развития вирусных инфек-
ций, вызванных вирусами семейства Herpesviridae. 

В связи с этим ак туален поиск новых лечебных 
и профилактических препаратов, менее токсичных, 
активных в отношении нескольких вирусов одновре-
менно, способных также атаковать резервуары вируса, 
пока недоступные для проникновения существующих 
лекарств. Поэтому заявление, прозвучавшее во Все-
мирной Организации Здравоохранения еще в 1989 г. 
о необходимости обратить внимание на возможности 
этномедицины, фитотерапии и использование нату-
ральных продуктов для борьбы с ВИЧ/СПИДом, и се-
годня не потеряло своей актуальности [3].

Базидиомицеты, высшие грибы, используемые 
в пищу, являются источником лекарственных соеди-
нений, обладающих антимикробными свойствами, 
в том числе противовирусными [4]. Большинство 
исследователей связывают эти эффекты с наличием 
в грибах меланинов – высокомолекулярных гетеро-
генных полимеров, представленных в виде черных 
и коричневых пигментов. Темный цвет меланинов 
определяется тем, что они не излучают поглощен-
ный видимый или невидимый свет, а преобразуют 
энергию во вращательную и вибрационную актив-
ность внутри молекулы, рассеивая ее в виде тепла. 
Свободные электроны, способные к обменному вза-
имодействию, определяют антиоксидантные свой-
ства меланинов [5].

Меланины повышают толерантность грибов к эко-
логическим стрессам, улучшая их выживаемость. 
Они защищают грибковые структуры от ультрафио-
летового излучения, повышенной температуры, вы-
сыхания, окислителей, токсичных соединений и атак 
микробов благодаря своей хелатирующей способно-
сти [5, 6]. Имеется ряд данных о непосредственном 
взаимодействии молекул меланина с вирионами, на-
ходящимися в межклеточной среде [7]. Имеется так-
же предположение, что экстракт чаги ингибировал 

репродукцию вируса простого герпеса (ВПГ-1), воз-
действуя на вирусные гликопротеины [8]. 

Гуминовые соединения (ГС) (производное от ла-
тинского humus – «земля» или «почва») различной 
природы также обладают широким спектром актив-
ностей, поскольку сами являются важнейшими ком-
понентами биосферы. Они участвуют в миграции 
катионов, снижают негативное действие токсичных 
веществ, влияют на развитие организмов и тепловой 
баланс планеты [9].

Установлена противовирусная активность ГС в от-
ношении различных вирусов с оболочкой и без ли-
пидной оболочки: вируса гриппа А, ВПГ-1, цитомега-
ловируса, ВИЧ, вируса Коксаки [10, 11]. 

Целью данных исследований было получение и ис-
пытание нетоксичных препаратов из базидиомицета 
Inonotus obliquus и ГС из бурых углей в отношении 
ряда вирусов, патогенных для человека, таких как 
ВИЧ-1 и ВПГ-1.

Материал и методы
Вирусы. В качестве источника ВИЧ использовали 

штамм ВИЧ-1899А (субтип В; Германия), штамм ВИЧ-
1ИВ735 (субтип В; Россия), штамм ВИЧ-1ИВ741 (субтип 
АЕ; Россия) из коллекции штаммов ВИЧ Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

В работе использовали ВПГ-1, штамм Л2, получен-
ный из Государственной коллекции вирусов Инсти-
тута вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИ-
ЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

Клетки. Для работы с ВИЧ использовали переви-
ваемые лимфобластоидные клетки человека МТ-4. 
Для работы с ВПГ использовали перевиваемую куль-
туру клеток почки зеленых мартышек Vero. Клеточ-
ные культуры получены из коллекции культур клеток 
Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

Исследование цитотоксического действия пре-
паратов. Исследуемые образцы добавляли к клет-
кам в различных концентрациях. Инкубировали 
клетки при 37°С в атмосфере с 5% СО2 и 98% влаж-
ности 1–5 дней (в зависимости от типа клеток). 
Учет результатов: определение жизнеспособности 
и количества клеток при помощи красителя.

Исследование противовирусного действия образ-
цов в отношении ВИЧ-1. Внесение исследуемого 
образца в различных дозах проводили одновремен-
но с инфицированием вирусом в дозе 0,01 ТЦИД50/
клетку (50% тканевая цитопатическая инфекционная 
доза) или при предварительной 2-часовой инкуба-
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ции. Инкубацию клеток проводили в течение 5 дней 
при 37°С в атмосфере с 5% СО2 и 98% влажности. 
Учет результатов осуществляли окрашиванием кле-
ток с помощью тетразолиевого красителя (методом 
МТТ) cо спектрофотометрией и световой микроско-
пией – исследованием цитопатического эффекта ви-
руса (ЦПЭ) и вирус-индуцируемого синцития (синци-
тий – конгломерат нескольких клеток с общей клеточ-
ной оболочкой, образовавшейся в результате слияния 
их мембран), определением антигена вируса в культу-
ральной жидкости инфицированных клеток.

Степень защиты клеток от цитодеструктивного 
действия вируса определяли по формуле:

                       А - В % защиты = ------------ х 100, 
                       К - В

где А – число жизнеспособных клеток в опытной группе;
В – то же в инфицированной культуре (контроль 

вируса); 
К – то же в неинфицированной культуре (контроль 

клеток).
Определение антигена вируса в культуральной 

жидкости инфицированных клеток проводили мето-
дом иммуноферментного анализа с использованием 
коммерческого набора GENSCREENТМ ULTRA HIV 
Ag-Ab фирмы BIO-RAD согласно инструкции изго-
товителя. Результаты учитывали с помощью фото-
метра Stat Fax-3200 производства США при длине 
волны 450/630 нм. Чувствительность тест-системы –  
менее 25 пкг/мл. 

Исследование противовирусного действия образ-
цов в отношении ВПГ-1. В монослойную культуру 
клеток Vero вносили испытуемые образцы в различ-
ных концентрациях с вирусом в дозе 100 ТЦИД50 
одновременно или за 2 ч до инфицирования. Кон-
тролем служили клетки, не обработанные исследуе-
мыми веществами и инфицированные ВПГ-1. Опыт-
ные и контрольные клетки в 96-луночных панелях 
помещали в инкубатор при 37°С и 5,0% СО2 до по-
ражения 100% клеток в контроле. Учет проводили 
микроскопически и методом МТТ (с помощью тет-
разолиевого красителя). 

Получение культуральных меланинов (образцы 14-
23, 15-48, 15-54, 16-32, 16-42). Для получения мелани-
нов в глубинной культуре использовали штамм гриба 
чага Inonotus obliquus F-1244, выращенный на глюко-
зо-триптонной среде следующего состава, г/л: глюкоза –  
30; триптон – 2,5; дрожжевой экстракт – 1,25; KH2PO4 –  
1,1; K2HPO4 – 4,4; MgSO4 – 0,25; рН 7,0–8,0. Культи-
вирование осуществлялось в 0,75 л колбах на качалке 
при 200 об./мин, 26°С в течение 12 сут, до максималь-
ного накопления меланинов. Для выделения мелани-
нов, секретированных в среду, сначала фильтрованием 
отделяли мицелий, а затем меланины осаждали соля-
ной кислотой. Меланины из мицелия экстрагирова-
ли 2% NaOH, отделяли экстракт центрифугированием, 
а затем меланины также осаждали соляной кислотой. 
Меланины подвергали очистке посредством 6-кратно-
го переосаждения. После очистки и высушивания пре-
парат меланина представлял собой черные кристал-

лы с ярким мерцающим блеском. После измельчения 
кристаллов меланин представлял собой темно-бурый 
порошок. 

Получение образцов ГС (образцы 12-47, 14-46, 14-
75, 14-80, 14-82, 16-35). В качестве источника ГС 
использовали бурый уголь Канско-Ачинского место-
рождения, предварительно измельченный в мельнице 
(размер частиц до 0,25 мм). Для получения водора-
створимых соединений порошок обрабатывали 2,5% 
раствором аммиака в гомогенизаторе, с последую-
щим отделением нерастворимой фракции и очисткой 
ГС методом 6-кратного переосаждения по методике, 
описанной ранее [12].

Методы статистической обработки результа-
тов. Статистический анализ данных описательной 
статистики и определения коэффициента Стьюдента 
проводили с помощью программы BioStat 2009 (Ana-
lystSoft). Уровень значимости (α) был равен 0,05.

Результаты исследования

1. Антиретровирусная активность гуминовых и 
 меланиновых веществ в культуре клеток 

Результаты антиретровирусной активности образ-
цов представлены в табл. 1–2.

Полученные данные (см. табл. 1) показали, что 
наименьшей цитотоксичностью обладал образец 14-
82. При концентрации 50–400 мкг/мл жизнеспособ-
ность клеток составила 97,7–95,9% соответственно 
по сравнению с контролем. Наибольшая цитоток-
сичность обнаружена у образца 15-54 – при концен-
трации 400 мкг/мл жизнеспособность клеток соста-
вила 69,2%. В целом все исследованные соединения 
не обладали цитотоксическим действием на клетки 
при концентрации 100 мкг/мл. СТ50 (50% среднеток-
сичная концентрация) для соединений 16-32 и 16-35 
составила 140 и 130 мкг/мл соответственно.

Противовирусная активность в отношении ВИЧ-1 
обнаружена у образцов 12-47, 14-23, 14-46, 14-75, 14-
80, 14-82, 16-32, 16-35 при концентрации 10–400 мкг/
мл. Наибольшей противовирусной активностью в от-
ношении ВИЧ-1 обладали образцы 16-32, 16-35 – при 
концентрации 10 мкг/мл отмечена 92,4–94,1% защита 
клеток от ЦПЭ вируса и отсутствовали вирус-инду-
цированные синцитии, а также обнаружено снижение 
на 60,3–81,6% уровня вирусного антигена в культу-
ральной жидкости ВИЧ-инфицированных клеток. ЭК50 
(50% эффективная концентрация) препарата 16-32 –  
3,7 мкг/мл, 16-35 – 5,0 мкг/мл. Индекс селективности 
для препарата 16-32 – 35, 16-35 – 28. При этом препа-
раты были эффективны в отношении штаммов ВИЧ-1 
разных субтипов, выделенных в разных регионах мира 
(Западная Европа и Россия) (см. табл. 2).

2. Противогерпетическая активность гуминовых  
и меланиновых веществ в культуре клеток. 

Результаты исследования противогерпетической 
активности гуминовых и меланиновых веществ пред-
ставлены в таблицах 3 и 4.

В отношении ВПГ-1 также наблюдался про-
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Таблица 1. Исследование противовирусной активности образцов на модели клеток человека (МТ-4), инфицированных ВИЧ-1 
Тable 1. Study of antiviral activity of samples on a model of human cells (MT-4) infected with HIV-1

Образец
Sample

Концентрация, 
мкг/мл

Concentration, 
mcg/ml

Без вируса (токсичность)
 No virus (toxicity)

**ВИЧ-инфекция
**HIV-infection

*жизнеспособность клеток, %
*Cell viability, %

ЦПЭ-синцитии, %
CPE- syncytia,%

защита клеток, %
Cell protection,%

cнижение уровня вирусного антигена, %
Reduction of the level of viral antigen, %

12-47 150 91,4 ± 0,02 0 68,0 ± 0,01 74,9 ± 0,01
125 93,2 ± 0,02 0 60,8 ± 0,02 67,6 ± 0,03
100 98,4 ± 0,03 0 50,4 ± 0,03 65,1 ± 0,02
75 98,8 ± 0,02 0 46,7 ± 0,02 63,7 ± 0,03
50 99,2 ± 0,04 10 31,2 ± 0,04 52,0 ± 0,04
25 99,4 ± 0,05 100 12,8 ± 0,05 34,4 ± 0,05

14-23 150 89,0 ± 0,02 0 73,6 ± 0,01 66,8 ± 0,03
125 90,4 ± 0,01 0 71,9 ± 0,02 61,0 ± 0,02
100 97,2 ± 0,03 0 63,4 ± 0,01 58,3 ± 0,04
75 97,8 ± 0,02 0 63,2 ± 0,02 58,1 ± 0,04
50 98,6 ± 0,04 10 37,8 ± 0,03 54,9 ± 0,05
25 99,8 ± 0,05 10 29,5 ± 0,04 5,7 ± 0,02

14-46 150 92,0 ± 0,03 0 79,9 ± 0,01 63,2 ± 0,02
125 93,0 ± 0,02 0 78,0 ± 0,02 54,7 ± 0,04
100 97,3 ± 0,02 0 60,7 ± 0,02 51,3 ± 0,05
75 97,8 ± 0,03 0 59,3 ± 0,04 50,1 ± 0,03
50 98,4 ± 0,03 0 54,2 ± 0,05 48,6 ± 0,04
25 98,8 ± 0,04 10 49,9 ± 0,05 36,0 ± 0,05

14-75 400 85,8 ± 0,03 0 89,0 ± 0,02 98,2 ± 0,01
200 87,4 ± 0,03 0 88,6 ± 0,01 97,7 ± 0,02
100 87,9 ± 0,04 10 68,9 ± 0,02 58,1 ± 0,05
50 89,0 ± 0,05 100 47,0 ± 0,03 5,1 ± 0,05

14-80 400 89,9 ± 0,02 0 89,0 ± 0,02 97,3 ± 0,03
200 91,1 ± 0,03 0 85,8 ± 0,03 96,6 ± 0,04
100 92,7 ± 0,04 10 68,1 ± 0,04 32,3 ± 0,05
50 94,3 ± 0,05 100 21,7 ± 0,05 7,2 ± 0,01

14-82 400 95,9 ± 0,03 0 95,6 ± 0,01 98,4 ± 0,02
200 96,4 ± 0,03 0 86,7 ± 0,02 97,3 ± 0,03
100 96,8 ± 0,03 0 84,3 ± 0,04 96,4 ± 0,03
50 97,7 ± 0,04 10 59,1 ± 0,04 23,8 ± 0,02

15-48 400 81,1 ± 0,05 10 27,0 ± 0,03 1,1 ± 0,05
200 82,2 ± 0,05 100 13,5 ± 0,03 0,8 ± 0,04
100 83,3 ± 0,03 100 5,7 ± 0,05 0,7 ± 0,03
50 83,6 ± 0,04 100 5,3 ± 0,05 0,2 ± 0,05

15-54 400 69,2 ± 0,04 100 7,1 ± 0,04 4,4 ± 0,05
200 70,1 ± 0,02 100 3,2 ± 0,05 3,8 ± 0,05
100 70,8 ± 0,04 100 0,2 ± 0,05 2,1 ± 0,05
50 71,2 ± 0,05 100 0 0,5 ± 0,04

Контроль клеток 
Cell Control

100 0 – –

Контроль вируса 
Virus Contol

– 100 – –

 Примечание: * – жизнеспособность клеток по отношению к интактному контролю  клеток, %; ** – внесение препаратов одновременно 
с инфицированием.

Note: * – cell viability in comparison to intact control cells, %;  ** – introduction of compounds simultaneously with infection.

тивовирусный эффект исследованных соедине-
ний: 12-47, 14-46, 15-48, 15-54, 16-32 (см. табл. 3, 4). 
В контрольных культурах клеток (инфицированных 
ВПГ-1 и не обработанных исследуемыми соедине-
ниями) через 48 ч развивался вирус-индуцирован-
ный ЦПЭ. ГС (образцы №12-47 и 14-46) защищали 
клетки от цитопатического действия ВПГ-1 при ми-

нимальных концентрациях 100 мкг/мл для №12-47 
и 150 мкг/мл – для  №14-46 (см. табл. 4). В случае 
меланиновых соединений противовирусный эффект 
был несколько выше – противогерпетическая актив-
ность отмечена уже при дозе препарата 50 мкг/мл. 
Предварительная инкубация клеток с препаратом 
в течение 2 ч увеличивала противовирусный эффект.
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Обсуждение
Желание использовать возможности природы 

для борьбы с инфекционными заболеваниями у че-
ловечества было всегда. С древних времен люди 
лечились травами, растениями, грибами, минера-
лами и т.п. 

Поэтому в конце прошлого и начале этого века 
многие грибы исследовали на противовирусную 
активность и обнаружили в некоторых из них со-
единения, обладающие противовирусным эффек-
том в отношении патогенных для человека вирусов 
[4–7, 13].

Экстракты из базидиальных грибов подавляли 
репродукцию вирусов гриппа, ортопоксвирусов, 
ВПГ 1 и 2 типов, вируса Западного Нила, ВИЧ, ви-
руса гепатита В [13–17].

Особый интерес представляют соединения 
из гриба чага, Inonotus obliquus, который содержит 
широкий спектр биологически активных веществ, 
основным компонентом которых является меланин. 

В разных научных коллективах получены сходные 
данные о выраженном антиретровирусном и про-
тивогерпетическом эффекте соединений из Inon-
otus obliquus [17–20]. Эффективные в отношении 
ВИЧ-1 ингибирующие концентрации препаратов 
расположены в пределах 0,5–100 мкг/мл и, несо-
мненно, зависят от технологических моментов по-
лучения соединений.

Следует отметить, что противовирусная актив-
ность меланиновых соединений установлена как 
при профилактической (за 2 ч до инфицирования 
клеток), так и при лечебной схеме введения препа-
ратов как в отношении ВИЧ-1, так и ВПГ-1. 

У препаратов, полученных из базидиомицетов, 
имеется также вирулицидная активность. В работе 
И.А. Разумова и соавт. (2010) [21] описана проти-
вовирусная активность водных экстрактов и по-
лисахаридных фракций, полученных из мицелия 
и плодовых тел высших грибов. Однако из схемы 
экспериментов следует, что вирусы первоначаль-
но инкубировались с исследуемыми соединения-

Таблица 2. Противовирусная активность образцов водного раствора ГС и меланина из жидкой биомассы штамма чаги F-1244 на модели 
клеток человека, инфицированных различными штаммами ВИЧ-1 (концентрация 10 мкг/мл)
Table 2. Antiviral activity of samples of an aqueous solution of humic compound and melanin from the liquid biomass of the F-1244 chaga strain on 
a model of human cells infected with various HIV-1 strains (concentration 10 mcg/ml)

Образец
Sample

Защита клеток от цитодеструктивного действия вируса, %
Protection of cells from the cytodestructive action of the virus, %

Штаммы вируса иммунодефицита человека
 Human Immunodeficiency Virus strains

ВИЧ-1899А (субтип В)
HIV-1899A (subtype B)

ВИЧ-1ИВ735 (субтип В)
HIV-1IV735 (subtype B)

ВИЧ-1ИВ741 (субтип АЕ)
HIV-1IV741 (subtype AE)

Гуминовое соединение 
Humic compound (16-35)

92,7 ± 0,02 93,2 ± 0,02 93,2 ± 0,03

Меланин
Melanin (16-32)

81,9 ± 0,03 82,3 ± 0,04 92,4 ± 0,02

Таблица 3. Противогерпетическое действие гуминовых соединений в культуре клеток Vero
Table 3. Antiherpetic effect of humic compounds in Vero cell culture

Концентрации испытуемых 
веществ, мкг/мл

Concentrations of the tested 
substances, mcg/ml

Защита от цитопатического действия 100 ТЦИД50 ВПГ-1, %
Protection from cytopathic action 100 TCID50 HSV-1, %

№12-47 №14-46 Контроль ВПГ-1
Control HSV-1

100,0
150,0
200,0
300,0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

75,0 ± 0,04
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

0,0
0,0
0,0
0,0

Таблица 4. Противогерпетическое действие меланиновых веществ в культуре клеток Vero
Table 4. Antiherpetic effect of melanin substances in Vero cell culture

Схема применения испытуемых 
веществ

Scheme of application of the tested 
substances

Концентрация ве-
ществ, мкг/мл

The concentration of 
substances, mcg/ml

Степень защиты клеток от 100 ТЦИД50 вируса, %
The degree of protection of cells from 100 TCID50 virus, %

контроль
Control

15-48 15-54 16-32

Одновременно с инфицированием
Simultaneously with the infection

50
100
250

0
0
0

87,5 ± 0,02
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

За 2 ч до инфицирования
2 hours before infection

50
100
250

0
0
0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0

100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
100,0 ± 0,0
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ми в течение 1 ч, а затем эту суспензию вносили 
в культуру клеток. Это означает, что фактически 
исследована вирулицидная активность веществ, 
т.к. препараты, действующие на вирус вне клетки, 
называют вирулицидными, а препараты, действую-
щие внутри клетки, – противовирусными.

Источниками гуминовых кислот служат бурый 
уголь, торф, лечебные грязи. В этих случаях обна-
ружена противовирусная активность в отношении 
вирусов гриппа человека и птиц, вирусов герпеса, 
ВИЧ [6, 9, 10, 22]. Время добавления препаратов по-
казывает, что ГС обладают противовирусной актив-
ностью как на стадии проникновения ВИЧ в клетку, 
так и на стадии обратной транскрипции РНК в ДНК, 
а также на стадии интеграции вирусной ДНК в геном 
клетки-хозяина [11, 23, 24]. Влияние полимера гуми-
новой кислоты на раннюю стадию репликации герпе-
свируса было подтверждено результатами экспери-
ментов на животных [25].

Нами также подтверждена противовирусная эф-
фективность ГС, полученных на основе бурого 
угля Канско-Ачинского месторождения, в отноше-
нии ВИЧ-1 и ВПГ-1.

Наличие у ГС из угля вирулицидной активности, 
по нашему мнению, требует экспериментально-
го уточнения. В работе Г.В. Корнилаевой и соавт. 
(2010) [26] предлагается применение этих препара-
тов в качестве микробицидных средств в связи с их 
высоким индексом селективности. В описании ис-
следований указывается, что клетки предваритель-
но инкубировали с соединениями, затем заражали 
вирусом (ВИЧ-1) и после 24 ч инкубации клеток 
с вирусом в присутствии препаратов не связавший-
ся вирус удаляли низкоскоростным центрифугиро-
ванием. Это означает, что контакта вируса с препа-
ратом вне клетки не было. 

Анализируя наш опыт, а также опыт коллег в ис-
следованиях активности веществ при одновременном 
инфицировании клеток и добавлении препаратов на 
определенный период времени, необходимо отме-
тить, что фактически изучались два вида активности: 
противовирусная и вирулицидная. С одной стороны, 
действие соединений на вирус вне клетки – вирули-
цидный эффект, а с другой – на вирус, который попал 
в клетку, – противовирусный эффект. 

Только в случае внесения препарата в уже заражен-
ные клетки можно говорить об «истинно» противови-
русном действии. Однако и здесь требуется уточнение –  
если исследуемое вещество осталось в культураль-
ной среде до момента учета результатов, то вполне 
вероятна возможность действия препарата вне клетки 
на вирионы, выходящие из инфицированных клеток, 
что представляет собой вирулицидный эффект. 

Результаты исследования противовирусной ак-
тивности меланина и ГС в отношении РНК-содер-
жащего вируса ВИЧ-1 и ДНК-содержащего вируса 
ВПГ-1 в нашем исследовании совпадают с резуль-
татами ряда авторов в отношении вирусов гриппа, 
герпеса, ВИЧ, гепатита В, Коксаки, осповакцины 
[8, 10, 11, 13–16, 18, 22–25], что позволяет высказать 

предположение о том, что тип нуклеиновой кисло-
ты у вируса не играет принципиальной роли в ан-
тивирусном действии этих препаратов. Очевидно 
также, что ГС эффективны как в отношении вирусов 
с оболочкой, так и безоболочечных вирусов.

Заключение 
В целом можно заключить, что для меланино-

вых и гуминовых соединений характерна низкая 
токсичность при наличии и вирулицидной, и про-
тивовирусной активности. Это позволяет рассма-
тривать исследованные соединения как основу для 
создания безопасных лекарственных средств, эф-
фективных в отношении возбудителей различных 
вирусных инфекций.

Литература 
1. Руководство по применению антиретровирусных препаратов 

у взрослых и подростков, инфицированных ВИЧ-1. М.: Р.Ва-
лент; 2011.

2. Носик Д.Н., Носик Н.Н. ВИЧ-инфекция: профессиональный 
риск и экстренная профилактика. М.; 2004.

3. Смирнов Ю.А., Носик Н.Н., Носик Д.Н. Подходы к фитоте-
рапии ВИЧ-инфекции. Традиционная медицина. 2017; 4(51): 
26–34. 

4. Теплякова Т.В. Высшие грибы Западной Сибири – перспектив-
ные объекты для биотехнологии лекарственных препаратов. 
Новосибирск; 2014.

5. Lopusiewicz L. Isolation, characterisation and biological activity of 
melanin from Exidia nigricans. World Sci. News. 2018; 91: 111–29. 

6. Попов А.И., Зеленков В.Н., Теплякова Т.В. Биологическая ак-
тивность и биохимия гуминовых веществ. Часть 1. Биохимиче-
ский аспект (обзор литературы). Вестник Российской Академии 
естественных наук. 2016; 16(1): 11–8.

7. Ананько Г.Г., Казачинская Е.И., Косогова Т.А., Теплякова Т.В. 
Механизмы антигерпетической активности меланина чаги 
(Inonotus obliquus). В кн.: Дьяков Ю.Т., Сергеев Ю.В., ред. Со-
временная микология в России. Материалы четвертого съезда 
микологов России. Том 7. М.; 2017: 395–7.

8. Pan H.H., Yu X.T., Li T., Wu H.L., Jiao C.W., Cai M.H., et al. Aque-
ous extract from a Chaga medicinal mushroom, Inonotus obliquus 
(higher Basidiomycetes), prevents Herpes Simplex Virus entry 
through inhibition of viral-induced membrane fusion. Int. J. Med. 
Mushrooms. 2013; 15(1): 29–38. https://doi.org/10.1615/intjmed-
mushr.v15.i1.40

9. Попов А.И., Зеленков В.Н., Теплякова Т.В. Биологическая 
активность и биохимия гуминовых веществ. Часть 2. Меди-
ко-биологический аспект. Обзор литературы. Вестник Россий-
ской Академии естественных наук. 2016; 16(5): 9–15.

10. Jacob K.K., Prashob P.K.J., Chandramohanakumar N. Humic 
substances as a potent biomaterials for therapeutic and drug delivery 
system – a review. Int. J. App. Pharm. 2019; 11(3): 1–4. https://doi.
org/10.22159/ijap.2019v11i3.31421

11. Kornilaeva G.V., Siniavin A.E., Schultz A., Germann A., Moog C., 
Von Briesen H., et al. The differential Anti-HIV effect of a new 
humic substance-derived preparation in diverse cells of the im-
mune system. Acta Naturae. 2019; 11(2): 68–76. https://doi.
org/10.32607/20758251-2019-11-2-68-76 

12. Теплякова Т.В., Ананько Г.Г., Ильичева Т.Н., Казачинская Е.И., 
Носик Н.Н., Носик Д.Н. и др. Противовирусное средство на ос-
нове гуминовых кислот. Патент РФ №2678986; 2019.

13. Рытик П.Г., Горовой Л.Ф., Кучеров И.И., Сенюк О.Ф. Антире-
тровирусная активность некоторых видов базидиальных гри-
бов. СПИД, рак и общественное здоровье. 2007; 11(1): 59–61.

14. Brandt C.R., Pirano F. Mushroom antiviral. Recent Res. Dev. Anti-
microb. Agent Chemother. 2000; 4(1): 11–26.

15. Теплякова Т.В., Булычев Л.Е., Косогова Т.А., Ибрагимова Ж.Б., 
Юрганова И.А., Кабанов А.С. и др. Противовирусная активность 
экстрактов из базидиальных грибов в отношении ортопоксвиру-
сов. Проблемы особо опасных инфекций. 2012; (3): 99–101.

16. Gao Y., Zhou Sh., Huang M., Xu A. Antibacterial and antiviral 
value of the genus Ganoderma P.Karst. Species (Aphyllophoromy-
cetideae): a review. Int. J. Med. Mushroom. 2003; 5(3): 235–46. 
https://doi.org/10.1615/InterJMedicMush.v5.i3.20



283

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2020; 65(5)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-5-4

ORIGINAL RESEARCH

17. Теплякова Т.В., Гашникова Н.М., Балахнин С.М., Косогова Т.А. 
Антиретровирусная активность экстрактов из чаги, меланина и 
гуминовых соединений. В кн.: Современная микология в Рос-
сии. Материалы 3-го съезда микологов России. Том 3. М.; 2012: 
419–20. 

18. Разумов И.А., Казачинская Е.А., Пучкова Л.И., Косогова Т.А., 
Горбунова И.А., Локтев В.Б. и др. Протективная активность 
водных экстрактов из высших грибов при экспериментальной 
герпесвирусной инфекции у белых мышей. Антибиотики и хи-
миотерапия. 2013; 58(9-10): 8–12.

19. Полковникова М.В., Носик Н.Н., Гараев Т.М., Кондрашина Н.Г., 
Финогенова М.П., Шибнев В.А. Изучение противогерпетиче-
ских свойств экстрактов из березового гриба Inonotus obliquus. 
Вопросы вирусологии. 2014; 59(2): 45–8.

20. Шибнев В.А., Гараев Т.М., Финогенова М.П., Калнина Л.Б., 
Носик Д.Н. Противовирусное действие водных экстрактов бе-
резового гриба Inonotus obliquus на вирус иммунодефицита че-
ловека. Вопросы вирусологии. 2015; 60(2): 35–8.

21. Разумов И.А., Косогова Т.А., Казачинская Е.А., Пучкова Л., 
Щербакова Н.С., Горбунова И.А. и др. Противовирусная актив-
ность водных экстрактов и полисахаридных фракций, получен-
ных из мицелия и плодовых тел высших грибов. Антибиотики 
и химиотерапия. 2010; 55(9-10): 14–8.

22. Ilycheva T.N., Balakhnin S.M., Gashnikova N.M., Durymanov 
A.G., Anan’ko G.G., Kosogova T.A., et al. Antiviral Activity of Hu-
mic Substances. In: Third International Conference of CIS IHSS 
on Humic Innovative Technologies Tenth International Conference 
daRostim «Humic Substances and Other Biologically Active Com-
pounds in Agriculture» HIT-daRostim-2014. Moscow; 2014.

23. Schneider J., Weis R., Maenner C., Kary B., Werner A., Stubert B.J., 
et al. Inhibition of HIV-1 in cell culture by synthetic humate ana-
logues derived from hydroquinone: mechanism of inhibition. Virol-
ogy. 1996; 218(2): 389–95. https://doi.org/10.1006/viro.1996.0208

24. Zhernov Y., Karamov E., Perminova I., Khaitov M.R., Khaitov R.M. 
Humic substance-based antivirals: antiretroviral activity, mecha-
nisms of action, and impact on mucosal immunity. Allergy. 2017; 
72(S103): 164–5.

25. Neyts J., Snoeck R., Wutzler P., Cushman M., Klöcking R., Helbig 
B., et al. Poly (hydroxy) carboxylates as selective inhibitors of Cy-
tomegalovirus and Herpes simplex virus replication. Antivir. Chem. 
Chemother. 1992; 3(4): 215–22. 

26. Корнилаева Г.В., Перминова И.В., Гилязова А.В., Хаметова 
К.М., Каратов Э.В. Гуминовые вещества как перспективные 
соединения для создания микробицидных препаратов. Россий-
ский иммунологический журнал. 2010; 4(3): 255–60.

R E F E R E N C E S

1. Guidelines for the use of antiretroviral drugs in adults and 
adolescents infected with HIV-1 [Rukovodstvo po primeneniyu 
antiretrovirusnykh preparatov u vzroslykh i podrostkov, 
infitsirovannykh VICh-1]. Moscow: R.Valent; 2011. (in Russian) 

2. Nosik D.N., Nosik N.N. HIV Infection: Occupational Risk and 
Emergency Prevention [VICh-infektsiya: professional’nyy risk i 
ekstrennaya profilaktika]. Moscow; 2004. (in Russian)

3. Smirnov Yu.A., Nosik N.N., Nosik D.N. Approaches to phytotherapy 
of HIV infection. Traditsionnaya meditsina. 2017; 4(51): 26–34. (in 
Russian)

4. Teplyakova T.V. Higher Mushrooms of Western Siberia – Promising 
Objects for Biotechnology of Medicinal Products [Vysshie griby 
Zapadnoy Sibiri – perspektivnye ob”ekty dlya biotekhnologii 
lekarstvennykh preparatov]. Novosibirsk; 2014. (in Russian)

5. Lopusiewicz L. Isolation, characterisation and biological activity of 
melanin from Exidia nigricans. World Sci. News. 2018; 91: 111–29. 

6. Popov A.I., Zelenkov V.N., Teplyakova T.V. Biological activity and 
biochemistry of humic substances. Part 1. Biochemical aspect (a 
review). Vestnik Rossiyskoy Akademii estestvennykh nauk. 2016; 
16(1): 11–8. (in Russian)

7. Anan’ko G.G., Kazachinskaya E.I., Kosogova T.A., Teplyakova 
T.V. Mechanisms of antiherpetic activity of chaga melanin (Inonotus 
obliquus). In: D’yakov Yu.T., Sergeev Yu.V., ed. Modern Mycology 
in Russia. Materials of the fourth Congress of mycologists of Russia. 
Volume 7 [Sovremennaya mikologiya v Rossii. Materialy chetvertogo 
s”ezda mikologov Rossii. Tom 7]. Moscow; 2017: 395–7. (in Russian)

8. Pan H.H., Yu X.T., Li T., Wu H.L., Jiao C.W., Cai M.H., et al. 
Aqueous extract from a Chaga medicinal mushroom, Inonotus 
obliquus (higher Basidiomycetes), prevents Herpes Simplex Virus 
entry through inhibition of viral-induced membrane fusion. Int. 

J. Med. Mushrooms. 2013; 15(1): 29–38. https://doi.org/10.1615/
intjmedmushr.v15.i1.40

9. Popov A.I., Zelenkov V.N., Teplyakova T.V. Biological activity and 
biochemistry of humic substances. Part 2. Medico-biological aspect 
(a review). Vestnik Rossiyskoy Akademii estestvennykh nauk. 2016; 
16(5): 9–15. (in Russian)

10. Jacob K.K., Prashob P.K.J., Chandramohanakumar N. Humic 
substances as a potent biomaterials for therapeutic and drug delivery 
system – a review. Int. J. App. Pharm. 2019; 11(3): 1–4. https://doi.
org/10.22159/ijap.2019v11i3.31421

11. Kornilaeva G.V., Siniavin A.E., Schultz A., Germann A., Moog 
C., Von Briesen H., et al. The differential Anti-HIV effect of a 
new humic substance-derived preparation in diverse cells of the 
immune system. Acta Naturae. 2019; 11(2): 68–76. https://doi.
org/10.32607/20758251-2019-11-2-68-76 

12. Teplyakova T.V., Anan’ko G.G., Il’icheva T.N., Kazachinskaya E.I., 
Nosik N.N., Nosik D.N., et al. Antiviral agent based on humic acids. 
Patent RF № 2678986; 2019. (in Russian)

13. Rytik P.G., Gorovoy L.F., Kucherov I.I., Senyuk O.F. Anti-Retrovi-
ral activity of some types of basidial fungi. SPID, rak i obshchest-
vennoe zdorov’e. 2007; 11(1): 59–61. (in Russian)

14. Brandt C.R., Pirano F. Mushroom antiviral. Recent Res. Dev. Anti-
microb. Agent Chemother. 2000; 4(1): 11–26.

15. Teplyakova T.V., Bulychev L.E., Kosogova T.A., Ibragimova 
Zh.B., Yurganova I.A., Kabanov A.S., et al. Antiviral activity of 
extracts from basidiomycetes for orthopoxviruses. Problemy osobo 
opasnykh infektsiy. 2012; (3): 99–101. (in Russian)

16. Gao Y., Zhou Sh., Huang M., Xu A. Antibacterial and antiviral 
value of the genus Ganoderma P.Karst. Species (Aphyllophoromy-
cetideae): a review. Int. J. Med. Mushroom. 2003; 5(3): 235–46. 
https://doi.org/10.1615/InterJMedicMush.v5.i3.20

17. Teplyakova T.V., Gashnikova N.M., Balakhnin S.M., Kosogova 
T.A. Anti-Retroviral activity of extracts from chaga, melanin and 
humic compounds. In: Modern Mycology in Russia. Materials of 
the 3rd Congress of mycologists of Russia. Volume 3 [Sovremen-
naya mikologiya v Rossii. Materialy 3-go s”ezda mikologov Rossii. 
Tom 3]. Moscow; 2012: 419–20. (in Russian)

18. Razumov I.A., Kazachinskaya E.A., Puchkova L.I., Kosogova T.A., 
Gorbunova I.A., Loktev V.B., et al. Protective activity of aqueous 
extracts from higher mushrooms against Herpes sipmlex virus 
type-2 on albino mice model. Antibiotiki i khimioterapiya. 2013; 
58(9-10): 8–12. (in Russian)

19. Polkovnikova M.V., Nosik N.N., Garaev T.M., Kondrashina N.G., 
Finogenova M.P., Shibnev V.A. A study of the antiherpetic activi-
ty of the chaga mushroom (Inonotus obliquus) extracts in the vero 
cells infected with the herpes simplex virus. Voprosy virusologii. 
2014; 59(2): 45–8. (in Russian)

20. Shibnev V.A., Garaev T.M., Finogenova M.P., Kalnina L.B., Nos-
ik D.N. Antiviral activity of aqueous extracts of the birch fungus 
Inonotus obliquus on the human immunodeficiency virus. Voprosy 
virusologii. 2015; 60(2): 35–8. (in Russian)

21. Razumov I.A., Kosogova T.A., Kazachinskaya E.A., Puchkova 
L., Shcherbakova N.S., Gorbunova I.A., et al. Antiviral activity 
of aqueous extracts and polysaccharide fractions from mycelium 
and fruit bodies of higher fungi. Antibiotiki i khimioterapiya. 2010; 
55(9-10): 14–8. (in Russian)

22. Ilycheva T.N., Balakhnin S.M., Gashnikova N.M., Durymanov 
A.G., Anan’ko G.G., Kosogova T.A., et al. Antiviral Activity of Hu-
mic Substances. In: Third International Conference of CIS IHSS 
on Humic Innovative Technologies Tenth International Conference 
daRostim «Humic Substances and Other Biologically Active Com-
pounds in Agriculture» HIT-daRostim-2014. Moscow; 2014.

23. Schneider J., Weis R., Maenner C., Kary B., Werner A., Stubert B.J., 
et al. Inhibition of HIV-1 in cell culture by synthetic humate ana-
logues derived from hydroquinone: mechanism of inhibition. Virol-
ogy. 1996; 218(2): 389–95. https://doi.org/10.1006/viro.1996.0208

24. Zhernov Y., Karamov E., Perminova I., Khaitov M.R., Khaitov R.M. 
Humic substance-based antivirals: antiretroviral activity, mecha-
nisms of action, and impact on mucosal immunity. Allergy. 2017; 
72(S103): 164–5.

25. Neyts J., Snoeck R., Wutzler P., Cushman M., Klöcking R., Helbig 
B., et al. Poly (hydroxy) carboxylates as selective inhibitors of Cy-
tomegalovirus and Herpes simplex virus replication. Antivir. Chem. 
Chemother. 1992; 3(4): 215–22. 

26. Kornilaeva G.V., Perminova I.V., Gilyazova A.V., Khametova 
K.M., Karatov E.V. Humic acids as the promising ingredient for 
microbicides design. Rossiyskiy immunologicheskiy zhurnal. 2010; 
4(3): 255–60. (in Russian)



284

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2020; 65(5)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-5-5

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2020

Интерферон-регулирующая активность противовирусного 
лекарственного средства целагрип и его влияние  
на экспрессию генов врожденного иммунитета  
и образование активных форм кислорода у больных 
фолликулярной лимфомой
Наровлянский А.Н.1, Полосков В.В.1, Иванова А.М.1, Кравченко С.К.2, Бабаева Ф.Э.2,  
Сычевская К.А.2, Мезенцева М.В.1, Суетина И.А.1, Руссу Л.И.1, Изместьева А.В.1,  
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3Институт химии и физики полимеров Академии наук Республики Узбекистан, 100128, Ташкент, Узбекистан

Введение. Лекарственные средства из группы индукторов интерферона (IFN) «включают» синтез интер-
феронов 1-го типа (IFN-I) и индуцируют экспрессию IFN-стимулированных генов (ISG), которые регулируют 
реакции врожденного иммунитета и защищают хозяина от инфекционных агентов и опухолевой патологии.
Цель исследования – определить роль лекарственного средства (ЛС) целагрип (ЦА) в активации генов 
врожденного иммунитета и влиянии на продукцию активных форм кислорода у больных фолликулярной 
лимфомой (ФЛ). Задачи: изучить интенсивность продукции активных форм кислорода (АФК) и уровень экс-
прессии генов IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(ТР53) и USP18 в ответ на обработку ЦА клеток крови боль-
ных ФЛ. 
Материал и методы. В исследовании участвовали первичные онкологические пациенты с диагнозом ФЛ 
и здоровые добровольцы, у которых выполнен кинетический анализ динамики продукции АФК клетками 
крови и определена экспрессия группы генов методом полимеразной цепной реакции в реальном времени 
в ответ на обработку ЦА. 
Результаты и обсуждение. Выявлено статистически достоверное снижение продукции АФК клетками кро-
ви больных ФЛ и здоровых добровольцев в присутствии ЦА (P < 0,05). Кратность стимуляции генов ISG15, 
P53(ТР53) и USP18 в группе больных ФЛ значительно превышала таковую в группе здоровых доброволь-
цев. При обработке ЦА клеток крови становится возможным разделить больных ФЛ на группы с положи-
тельным и отрицательным ответом в соответствии с уровнем экспрессии гена USP18.
Выводы. ЦА снижает продукцию АФК и одновременно стимулирует активность генов врожденного имму-
нитета ISG15, P53(ТР53) и USP18 в клетках крови больных ФЛ.

Ключевые слова: индуктор интерферона; фолликулярная лимфома; активные формы кислорода; экс-
прессия генов; интерферон-стимулированные гены.
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Interferon-regulating activity of the celagrip antiviral drug and its influence  
on formation of reactive oxygen species and expression of innate immunity 
genes in the follicular lymphoma patients
Alexander N. Narovlyansky1, Vladislav V. Poloskov1, Alla M. Ivanova1, Sergej K. Kravchenko2,  
Fatima E. Babayeva2, Kseniya A. Sychevskaya2, Marina V. Mezentseva1, Irina A. Suetina1,  
Leonid I. Russu1, Annа V. Izmest’eva1, Tatiana P. Ospelnikova1, Abdushukur A. Sarymsakov3,  
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Introduction. Medicines from the group of interferon inducers (IFNs) “swith on” the synthesis of type 1 interferons 
(IFN-I) and induce the expression of IFN-stimulated genes (ISGs) that regulate innate immunity reactions and 
protect the host from infectious agents and the tumour pathology. 
The purpose of the study was to determine the role of the drug celagrip (CA) in the activation of innate immunity genes 
and the effect on the production of reactive oxygen species (ROS) in patients with follicular lymphoma (FL). Objectives: 
to study the intensity of ROS production and the level of expression of the IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(TP53) and 
USP18 genes in response to the treatment of blood cells of patients with FL with the preparation of CA.
Material and methods. The study involved primary cancer patients diagnosed with follicular lymphoma (FL) 
and healthy volunteers. A kinetic analysis of the dynamics of production of reactive oxygen species (ROS) was 
performed in whose blood cells, and the expression of the group of genes was determined by real-time PCR in 
response to CA processing.
Results and discussion. ROS production by blood cells of patients with FL and volunteers in the presence of CA 
significantly decreased (P < 0.05). The level of gene expression of ISG15, P53(TR53) and USP 18 in the group of 
patients with FL was significantly higher than that in the group of volunteers. When treating blood cells with CA, 
it becomes possible to divide patients with FL into groups with a positive and negative response in accordance 
with the level of expression of the USP18 gene. We divided FL patients into groups with a positive and negative 
response in accordance with the level of USP18 gene expression after treatment of blood cells with CA.
Conclusions. The CA drug reduces the production of ROS and simultaneously stimulates the activity of the innate 
immunity genes ISG15, P53(TP53) and USP18 in the blood cells of patients with FL.

Keywords: interferon inducer; follicular lymphoma, reactive oxygen species; gene expression; interferon-stimu-
lated genes.
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Введение
Лекарственные средства (ЛС) из группы индукто-

ров интерферона (IFN) «включают» синтез интер-
феронов 1-го типа (IFN-I) и вызывают экспрессию 
IFN-стимулированных генов (ISG), которые регули-
руют реакции врожденного иммунитета и защищают 
хозяина от инфекционных агентов и опухолевой па-
тологии [1–3].

Установлено, что стимулированный IFN продукт 
гена 15 (ISG15) представляет собой убиквитин-по-
добный белок, который в процессе, называемом 
ISGylation, ковалентно связывается с целевыми бел-
ками через каскад ферментов. Кроме того, ISG15 су-
ществует в свободной форме как внутриклеточный 
и как секретируемый белок [4]. Большинство функ-
ций ISG15 и ISGylation связаны с ответом на пато-
ген, а также с участием в ряде ключевых клеточных 
процессов: трансляции белка, реорганизации цито-
скелета, секреции экзосом, аутофагии, поддержании 
стабильности генома и предупреждении развития 
злокачественных новообразований [5, 6]. С функци-
онированием ISG15 тесно связана убиквитин-специ-
фическая протеаза 18 (USP18), которая противодей-
ствует ISGylation и к тому же является критическим 
отрицательным регулятором IFN-ответа [7]. USP18 
индуцируется при окислительном стрессе и защища-
ет клетки от оксидативного стресс-индуцированно-
го апоптоза, по-видимому, через регулирование Р53 
и каспазы 3 [8].

Активные формы кислорода (АФК) образуются 
в различных клеточных компартментах и играют важ-
ную роль в сигнальных путях. Избыточный уровень 
АФК приводит к развитию ряда патологий, в том чис-
ле злокачественных новообразований, сердечно-сосу-
дистых, нейродегенеративных и метаболических на-
рушений. Окислительный стресс может способство-
вать возникновению опухоли, ее прогрессированию 
и сопротивлению терапии через повреждение ДНК, 
перепрограммирование клеточного метаболизма 
и передачу сигналов. Повышенная продукция АФК 
может также вызывать гибель опухолевых клеток [9]. 

Нами ранее было показано [10], что новое проти-
вовирусное  ЛС целагрип [«celagrip» (ЦА)], которое 
разрешено Минздравом Республики Узбекистан (РУ) 
в качестве профилактического и лечебного средства 
при гриппе и ОРВИ [11], может регулировать экс-
прессию генов ряда цитокинов в клетках лимфомы 
Бёркитта (ЛБ) – IFN-λ, интерлейкинов (IL)-1β, -6, 
-8 и -10. Также нами была обнаружена взаимосвязь 
IFN-индуцирующего действия ЦА с экспрессией гена 
ISG15 и продукцией АФК в перевиваемых культурах 
клеток ЛБ, продуцирующих и не продуцирующих 
антигены вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) [12]. Од-
нако исследования в вышеуказанных работах были 
проведены только с использованием перевиваемых 
линий клеток. В настоящей работе изучено действие 
IFN-индуцирующего ЛС ЦА на экспрессию ряда ге-
нов врожденного иммунитета и продукцию АФК 
в клетках крови больных фолликулярной лимфомой 
(ФЛ).

Цель исследования – определить роль ЦА в ак-
тивации генов врожденного иммунитета и влиянии 
на продукцию АФК у больных ФЛ. Задачи: изучить 
интенсивность продукции АФК и уровень экспрес-
сии генов IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(ТР53) 
и USP18 в ответ на обработку ЦА клеток крови боль-
ных ФЛ. 

Материал и методы
В исследовании принимали участие 14 первичных 

онкологических пациентов 32–72 лет (4 мужчины 
и 10 женщин), ранее не получавших лечение. Ди-
агноз: ФЛ 1–2 цитологических типов у 9 и 3А/Б –  
у 5 пациентов, с обширным вовлечением в патологи-
ческий процесс различных лимфоузлов, костей, кост-
ного мозга. 

Параллельно была сформирована группа сравнения 
относительно здоровых добровольцев без онкологи-
ческих заболеваний, 3 мужчины и 2 женщины 18–24 
лет. У всех здоровых добровольцев и больных изучи-
ли уровень спонтанной продукции АФК и продукцию 
АФК в присутствии ЦА при концентрациях в реак-
ционной смеси 0,5 и 0,05 мг/мл, а также определя-
ли уровень экспрессии генов IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, 
BCL2, P53(ТР53) и USP18.

Взятие крови: кровь больных ФЛ и здоровых до-
бровольцев в стерильных условиях забирали из лок-
тевой вены утром натощак в вакуумную пробирку  
(V = 5 мл) с гепарином натрия для хемилюминес-
центного метода и с цитратом натрия для проведения 
обратной транскрипции и полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ). Все иссле-
дования выполняли в день забора крови.

Соблюдение этических стандартов. Всех пациен-
тов обследовали после поступления в стационар со-
гласно правовым аспектам оказания медицинской по-
мощи с получением от них информированного пись-
менного согласия. Больные проходили обследование 
и лечение в ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава 
России в отделении интенсивной высокодозной хи-
миотерапии гемобластозов с круглосуточным и днев-
ным стационарами. 

Препарат. ЦА является натриевой солью сопо-
лимера (1→4)-6-0-карбоксиметил-β-D-глюкозы, 
(1→4)-β-D-глюкозы, (2→24)2,3,14,15,21,24,29,32-ок-
тагидрокси-23-(карбоксиметоксиметил)-7,10-ди-
метил-4,13-ди(2-пропил)-19,22,26,30,31-пентаок-
сагенацикло [23,3,2,216O5,28O9,18O12,17] дотриактон-
та 1,3,5(28),6,6(27),9(18),10,12(17),13,15-декаена; 
препарат предоставлен Институтом химии и физики 
полимеров Академии наук Республики Узбекистан. 

Определение уровня экспрессии генов IFN-α2, 
IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(ТР53) и USP18. Цельную 
кровь больных ФЛ (n = 14) и добровольцев (n = 5) раз-
водили в 3 раза в среде RPMI-1640 с глютамином, 
содержащей 10% сыворотки эмбрионов крупного ро-
гатого скота и антибиотики. Разведенную кровь раз-
ливали по 1,8 мл и добавляли по 200 мкл ЦА с рас-
чётом получения конечных концентраций 0,5 и 0,05 
мг/мл, в контрольный образец добавляли 200 мкл 



PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2020; 65(5)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-5-5

ORIGINAL RESEARCH

287

среды RPMI-1640. Пробы инкубировали в термоста-
те в течение 2 ч. Затем образцы центрифугировали 
при 1000 об./мин 10 мин. Осадки лизировали с помо-
щью лизирующего буфера из набора «РНК-экстран» 
от компании «Синтол».

Олигонуклеотидные ПЦР-праймеры. Использова-
ли готовые структуры олигонуклеотидных прайме-
ров, ранее рассчитанные в программе Primer 3 Blast 
NCBI GB и апробированные к исследованным видам 
мРНК: Р53(ТР53) [13], IFN-α2, BCL2 [14], IFN-λ1, 
ISG15 [15], USP18 [16], глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа (GAPDH) [17]. Синтез олигонуклеотидов 
осуществлён фирмой «Синтол» (Россия).

Выделение РНК. Суммарную РНК выделяли с помо-
щью готового набора для выделения РНК «РНК-экс-
тран» от компании «Синтол». 

Реакция ОТ. Реакцию ставили с помощью готового 
набора для проведения ОТ компании «Синтол» с уни-
версальным праймером random 6 согласно инструкции 
по применению. Полученные кДНК хранили при –70°С. 

ОТ-ПЦР-РВ проводили на амплификаторе CFX-96, 
как описано ранее [12]. Обработка данных амплифи-
кации выполнена в программе CFX Manager Software 
Gene expression analysis (Bio-Rad, США) в автомати-
ческом режиме. Определены стандартные отклоне-
ния величин Cq ± SD логарифмической фазы и из-
менения уровней в опытных пробах (ΔCq ± SD). Ген 
«домашнего хозяйства» GAPDH был использован как 
стабильный референс-нормализатор генной экспрес-
сии. Изменения генной активности (2аΔСq) оцени-
вали относительно контроля (контрольного образца), 
принятого равным 1. Cпецифичность ДНК-продуктов 
устанавливали по Т-плавления.

Кинетический анализ динамики продукции АФК 
клетками крови у больных ФЛ и здоровых добро-
вольцев проводили хемилюминесцентным методом 
[18] в присутствии люминола (конечное разведение 
в реакции 5,6×10-4 М). Постановку реакции проводи-
ли в 96-луночных планшетах в объеме 200 мкл/лунку. 
В каждом постановочном варианте проводили не ме-
нее 3 повторов, из которых рассчитывали средний по-
казатель. Оценку спонтанной и индуцированной ЦА 
хемилюминесценции осуществляли в течение 90 мин 
при температуре 37°С на приборе Synergy H1 (BioTek, 
USA). При измерении учитывали максимальные пока-
затели спонтанной и индуцированной интенсивности 
свечения (I), а также площадь (S) под кривой динами-
ки свечения за период наблюдения. Для определения 
интенсивности продукции АФК в каждом временном 
периоде определяли индекс активации (activation 
index – AI) в соответствии с формулой: AI(I)=Iопыт/Iспон 
или AI(S)=Sопыт/Sспон. 

Статистическую обработку результатов про-
водили непараметрическим методом с исполь-
зованием программного обеспечения Microsoft 
Excel 2010 (14.0.6024.10000) и статистической про-
граммы BioStat (версия 7). Различия в группах оцени-
вали по U-критерию Манна–Уитни, а также согласно 
серийному критерию Вальда–Вольфовица для двух 
независимых выборок; P < 0,05.

Результаты
Продукция АФК клетками крови больных ФЛ 

и здоровых добровольцев. 
 Сравнили продукцию АФК клетками крови боль-

ных ФЛ и здоровых добровольцев по показателям 
I и S в присутствии ЦА в двух концентрациях (0,5 
и 0,05 мг/мл). Выявили статистически достоверное 
снижение показателей AI(I) и AI(S) (рис. 1) у больных 
ФЛ по сравнению с добровольцами (P < 0,05).
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Рис. 1. Продукция АФК клетками крови больных ФЛ (n = 14) 
и здоровых добровольцев (n = 5) по показателям AI(I) и AI(S) 

в присутствии ЦА за период измерения (t = 90 мин). Выяв-
лено статистически достоверное снижение AI(I) и AI(S) при 

обработке ЦА (0,5 и 0,05 мг/мл) клеток крови больных ФЛ по 
сравнению со здоровыми добровольцами (P < 0,05). Оценку 

спонтанной и индуцированной ЦА хемилюминесценции осу-
ществляли на приборе Synergy H1 (BioTek, USA). AI определя-
ли в соответствии с формулой AI(I)=Iопыт/Iспон или AI(S)=Sопыт/Sспон, 
где I – максимальные показатели спонтанной и индуцированной 

интенсивности свечения; S – площадь под кривой динамики 
спонтанного и индуцированного свечения за период наблюдения.
По оси абсцисс – обозначение показателей и концентрации лекарствен-
ного средства целагрип; по оси ординат – значение индекса активации. 
АФК – активные формы кислорода; ФЛ – фолликулярная лимфома;  

AI –  индекс активации; ЦА – целагрип.
Fig. 1. Production of ROS by blood cells of patients with FL (n = 
14) and healthy volunteers (n = 5) by the indicators of AI (I) and 
AI (S) in the presence of the СA for the measurement period (t = 

90 min). A statistically significant decrease in the AI (I) and AI (S) 
indices was revealed during the treatment with CA (0.5 and 0.05 
mg/ml) of blood cells of patients with FL compared with healthy 
volunteers (P < 0.05). Evaluation of spontaneous and induced CA 

chemiluminescence was carried out using a Synergy H1 device 
(BioTek, USA). The AI was determined in accordance with the 

formula AI (I) = Iexpert / Ispon or AI (S) = Sexpert / Sspon, where I 
are the maximum indices of spontaneous and induced luminescence 

intensity; S is the area under the curve of the dynamics of 
spontaneous and induced luminescence over the observation period.
On X-axis – designation of indicators and concentration of the CA; on Y-axis  
the value of the activation index. ROS – Reactive Oxygen Species; FL – 

Follicular Lymphoma; AI – activation index; CA – celagrip. 
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Экспрессия группы генов интерферона и сигналь-
ных молекул IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(TP53) 
и USP18. При сравнении генной экспрессии в группах 
больных ФЛ и добровольцев были выявлены различ-
ные уровни стимуляции при обработке ЦА (рис. 2 А, 
В). Как видно на рис. 2, кратность стимуляции (КС) ге-
нов ISG15 (КС 2,81 и 5,41), P53(ТР53) (КС 8,55 и 4,47), 
USP18 (КС 5,79 и 3,36) в группе больных ФЛ достовер-
но превышала КС ISG15 (КС 1,40 и 0,81), P53(ТР53) 
(КС 0,87 и 1,25), USP18 (2,41 и 2,31) в группе здоровых 
добровольцев при обработке клеток крови ЦА в концен-

трации 0,5 или 0,05 мг/мл соответственно (P < 0,005 со-
гласно критерию серий Вальда–Вольфовица). 

При этом не обнаруживается значимой КС генов 
IFN-α2, BCL2, IFN-λ1 при обработке клеток крови ЦА 
как у больных ФЛ, так и у здоровых добровольцев. 
КС генов IFN-α2, BCL2, IFN-λ1 в ответ на действие 
ЦА находилась на уровне экспрессии генов в кон-
трольной группе без обработки ЦА (то есть фактиче-
ски стимуляция отсутствовала), поэтому мы считали 
такую КС незначимой, и данная группа генов далее 
не рассматривалась.
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Рис. 2. Действие ЦА на экспрессию генов IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(ТР53) и USP18 у больных ФЛ (n = 14) и здоровых до-
бровольцев (n = 5). Экспрессию генов определяли с помощью ОТ-ПЦР-РВ, как описано в разделе «Материал и методы».

А. КС генов ISG15 (КС 2,81), P53(ТР53) (КС 8,55), USP18 (КС 5,79) в группе больных ФЛ достоверно превышала КС генов ISG15 (КС 1,40), P53(ТР53) 
(КС 0,87), USP18 (2,41) в группе здоровых добровольцев при обработке клеток крови ЦА в концентрации 0,5 мг/мл (*P < 0,005 согласно критерию 

серий Вальда–Вольфовица). 
В. КС генов ISG15 (КС 5,41), P53(ТР53) (КС 4,47), USP18 (КС 3,36) в группе больных ФЛ достоверно превышала КС генов ISG15 (КС 0,81), P53(ТР53) 
(КС 1,25), USP18 (2,31) в группе здоровых добровольцев при обработке клеток крови ЦА в концентрации 0,05 мг/мл (*P < 0,005 согласно критерию 

серий Вальда–Вольфовица).
По оси ординат показана кратность стимуляции генов. По оси абсцисс – название генов интерферонов (IFN) и сигнальных молекул. КС генов IFN-α2, 
BCL2, IFN-λ1 при обработке клеток крови ЦА как у больных ФЛ, так и у здоровых добровольцев не является значимой. ФЛ – фолликулярная лимфома; 
ЦА – целагрип; КС – кратность стимуляции; IFN-α2 – альфа-2-интерферон; IFN-λ1 – лямбда-1-интерферон; ISG15 – ИФН-стимулированный ген 15; 
BCL2 – регулятор апоптоза Bcl-2 (B-cell lymphoma 2); P53(ТР53) – ген-супрессор (ТР53) опухолей; USP18 – ген, кодирующий убиквитин-специфическую 
пептидазу 18; ОТ-ПЦР-РВ – обратная транскрипция и полимеразная цепная реакция в режиме реального времени; *статистически достоверные значения.

Fig. 2. The effect of CA on the expression of genes IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(TP53) and USP18 in patients with FL (n = 14) and 
healthy volunteers (n = 5). Gene expression was determined by Real-Time qRT-PCR as described in the Material and Methods section. 

А. MoS of genes ISG15 (2.81), P53(TP53) (8.55), USP18 (5.79) in the group of FL patients significantly exceeded MoS of genes ISG15 (1.40), P53(TP53) 
(0,87), USP18 (2.41) in a group of healthy volunteers when treating blood cells with CA at a concentration of 0.5 mg/ml (*P < 0.005 according to the criterion 

series of Wald–Wolfowitz).
В. MoS of genes ISG15 (5.41), P53(TP53) (4.47), USP18 (3.36) in the group of FL patients significantly exceeded MoS of genes ISG15 (0.81), P53(TP53)  
(1.25), USP18 (2.31) in a group of healthy volunteers when treating blood cells with CA at a concentration of 0.05 mg/ml (*P < 0.005 according to the criterion 

series of Wald–Wolfowitz).
Y-axis shows the multiplicity of gene stimulation. X-axis shows the names of the interferon genes and signaling molecules. FL – Follicular Lymphoma; CA – 
 celagrip; MoS – Multiplicity of Stimulation; IFN-α2 – Alfa-2-Interferon; IFN-λ1 – Lambda-1-Interferon; ISG15 – Interferon-stimulated gene 15; BCL2 – apop-
tosis regulator (B-cell lymphoma 2); P53(ТР53) – a tumor suppression, gene that codes for a protein that regulates the cell cycle; USP18 – a Protein Coding gene  
of Ubiquitin Specific Peptidase 18; Real-Time qRT-PCR – Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; *statistically reliable values.
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Сравнение кратности стимуляции ЦА генов 
врожденного иммунитета в клетках крови боль-
ных ФЛ, распределенных в соответствии с положи-
тельным (n = 7) и отрицательным (n = 5) USP18-от-
ветом. В таблице представлены группы больных ФЛ 
и здоровых добровольцев, различающихся по КС гена 
USP18 в ответ на обработку клеток крови ЦА. При КС 

>2 больных считали чувствительными к действию 
ЦА, при КС <2 – не чувствительными к действию ЦА.

Как показано на рис. 3, при обработке клеток 
крови ЦА у больных ФЛ с положительным ответом 
по сравнению с больными с отрицательным ответом 
по гену USP18 (КС 9,82 против 0,98; Р = 0,0058, при 
обработке ЦА 0,5 мг/мл – рис. 3, А и КС 6,14 про-
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Рис. 3. Действие ЦА на экспрессию генов IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53(ТР53) и USP18 в клетках крови больных ФЛ, распреде-
ленных в соответствии с положительным (n = 7) и отрицательным (n = 5) USP18-ответом. Генную экспрессию анализировали  

с помощью ОТ-ПЦР-РВ, как описано в разделе «Материал и методы».
А. Обработка клеток крови ЦА в концентрации 0,5 мг/мл. Сравнение КС генов в клетках крови больных ФЛ с положительным и отрицательным от-
ветом по USP18: КС по гену USP18 9,82 против 0,98; *Р = 0,0058; КС по гену ISG15 4,94 против 0,94; P = 0,4649; КС по гену P53(TP53) 13,62 против 

0,58; *Р = 0,0424.
В. Обработка клеток крови ЦА в концентрации 0,05 мг/мл. Сравнение КС генов в клетках крови больных ФЛ с положительным и отрицательным от-
ветом по USP18: КС по гену USP18 6,14 против 0,57; *Р = 0,0045; КС по гену ISG15 10,45 против 0,34; Р = 0,1229; КС по гену P53(TP53) 8,07 против 

0,47; *Р = 0,0284.
По оси ординат показана КС генов. По оси абсцисс – название генов интерферонов и сигнальных молекул. Статистическая обработка согласно 
U-критерию Манна–Уитни; ФЛ – фолликулярная лимфома; ЦА –  целагрип; КС – кратность стимуляции; IFN-α2 – альфа 2-интерферон; IFN-λ1 –  
лямбда-1-интерферон; ISG15 – ИФН-стимулированный ген 15; BCL2 – регулятор апоптоза Bcl-2 (B-cell lymphoma 2); P53(ТР53) – ген-супрессор 
(ТР53) опухолей; USP18 – ген, кодирующий убиквитин-специфическую пептидазу 18; ОТ-ПЦР-РВ – обратная транскрипция и полимеразная цепная 

реакция в режиме реального времени; *статистически достоверные значения.
Fig. 3. The effect of CA on the expression of genes IFN-α2, IFN-λ1, ISG15, BCL2, P53 (TP53) and USP18 genes in the blood cells of FL 

patients, distributed according to positive (n = 7) and negative (n = 5) USP18 responses. Gene expression was determined by Real-Time qRT-
PCR as described in the Material and Methods section. 

A. Treatment of blood cells with CA at a concentration of 0.5 mg/ml. Comparison of MoS genes in blood cells of FL patients with USP18-positive and USP18-
negative responses: MoS for the USP18 gene is 9.82 versus 0.98; P = 0.0058; MoS for the ISG15 gene 4.94 versus 0.94; P = 0.4649; MoS for gene P53(TP53) 

13.62 versus 0.58; P = 0.0424.
B. Treatment of blood cells with CA at a concentration of 0.05 mg / ml. Comparison of MoS genes in blood cells of FL patients with USP18-positive and 
USP18-negative responses: MoS for the USP18 gene is 6,14 versus 0,57; Р = 0,0045; MoS for the ISG15 gene is 10,45 versus 0,34; Р = 0,1229; MoS for gene 

P53(TP53) is 8,07 против 0,47; Р = 0,0284.
Y-axis shows the multiplicity of gene stimulation. X-axis shows the names of the interferon genes and signaling molecules. Statistical processing according to 
the Mann–Whitney U-test; FL – Follicular Lymphoma; CA – celagrip; MoS – Multiplicity of Stimulation; IFN-α2 – Alfa-2-Interferon; IFN-λ1 – Lambda-1-
Interfe ron; ISG15 – Interferon-stimulated gene 15; BCL2 – apoptosis regulator (B-cell lymphoma 2); P53(ТР53) – a tumor suppression, gene that codes for a 
protein that regulates the cell cycle; USP18 – a Protein Coding gene of Ubiquitin Specific Peptidase 18; Real-Time qRT-PCR – Real-Time Quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction; * statistically reliable values.
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тив 0,57; Р = 0,0045, при обработке ЦА 0,05 мг/мл –  
рис. 3, В) также наблюдается высокая КС генов 
ISG15 (КС 4,94 против 0,94; P = 0,4649 при обработ-
ке ЦА 0,5 мг/мл – рис. 3, А и КС 10,45 против 0,34; 
Р = 0,1229, при обработке ЦА 0,05 мг/мл – рис. 3, В) 
и P53(TP53) (КС 13,62 против 0,58; Р = 0,0424 при 
обработке ЦА 0,5 мг/мл – рис. 3, А и КС 8,07 про-
тив 0,47; Р = 0,0284 при обработке ЦА 0,05 мг/мл –  
рис. 3, В). При этом не отмечено достоверных из-
менений КС в отношении добровольцев с положи-
тельным ответом по гену USP18 по сравнению с до-
бровольцами с отрицательным ответом по тому же 
гену (данные не показаны). КС генов IFN-α2, BCL2, 
IFN-λ1 при обработке клеток крови ЦА как у боль-
ных ФЛ, так и у здоровых добровольцев не является 
значимой. 

Обсуждение
В ранее проведенных исследованиях на клеточных 

культурах, продуцирующих и не продуцирующих ан-
тигены ВЭБ, была обнаружена взаимосвязь между 
генерацией АФК и экспрессией генов врожденного 
иммунитета ISG15 и ТР53 при воздействии ЛС ЦА. 
Данные свидетельствовали о возможном выявлении 
с помощью ЦА IFN-опосредованных ответов генов 
врожденного иммунитета при онкопатологии, которые 
могли бы быть связаны с продукцией АФК. Для про-
верки этого предположения нами проведены исследо-
вания на группе больных ФЛ и сравнительной группе 
здоровых добровольцев. При этом исследовали ряд 
генов врожденного иммунитета IFNα, IFNλ, ISG15, 
P53(TP53), BCL2 и USP18. Полученные данные свиде-
тельствовали о способности противовирусного ЛС ЦА 
в клетках крови больных ФЛ влиять на образование 
АФК и экспрессию ряда генов врожденного иммуни-
тета. Показано, что достоверно снижается продукция 
АФК у больных ФЛ по сравнению со здоровыми до-
бровольцами и возрастает уровень экспрессии генов 
USP18, ISG15 и P53(TP53) при обработке ЦА в концен-
трациях 0,5 и 0,05 мг/мл.

Известно, что АФК образуются как естественные 
побочные продукты нормальной клеточной активно-
сти [19, 20]. Повышение уровня АФК нарушает гомео-
стаз, структуру и функции клеток и приводит к окисли-

тельному стрессу. Смещение клеточного окислитель-
но-восстановительного баланса является фактором 
риска развития различных патологий [21]. АФК мо-
гут вызывать нарушения в ДНК-последовательности, 
делеции, мутации, генные перестройки, приводящие 
к включению апоптозных сигналов, последующей 
гибели клеток или инактивации генов-супрессоров 
опухоли либо к активации протоонкогенов. Напротив, 
антиканцерогенные средства могут ингибировать об-
разование АФК, окислительное повреждение ДНК, 
приводя к снижению апоптоза [22]. В нашем исследо-
вании ЦА подавлял образование АФК у больных ФЛ. 
ФЛ, как хорошо известно, это индолентная лимфома 
с хорошим ответом на лечение, длительными ремис-
сиями заболевания и медленным прогрессированием. 
Медиана выживаемости 80% больных при современ-
ном лечении составляет более 15 лет. Тем не менее 
примерно 20% пациентов составляют прогностиче-
ски неблагоприятную группу: заболевание рецидиви-
рует в ранние сроки, в течение 1–2 лет от достиже-
ния первой ремиссии. Оксидативный стресс, мутации 
TP53 и транслокации MYC, Bcl-2 и Bcl-6 при многих 
новообразованиях связываются с этиологией и пло-
хим прогнозом [23]. Известно, что риск возникнове-
ния неходжкинской лимфомы связан с воспалением, 
а один из возможных механизмов может включать 
окислительный стресс, поскольку АФК могут гене-
рировать провоспалительные сигналы [24]. По-ви-
димому, ЦА, подавляя генерацию АФК, у некоторых 
больных может способствовать снижению продукции 
провоспалительных цитокинов. Например, при обра-
ботке ЦА клеток крови больных ФЛ мы наблюдали 
(предварительные данные) подавление продукции IL-
1 и IL-6 у 3 из 10 больных, у которых выявлялось сни-
жение образования АФК, у остальных наблюдались 
разнонаправленные изменения.

Одним из ключевых компонентов врожденного им-
мунного ответа является активация сигнальных путей 
IFN 1-го типа, которые индуцируются при вирусной 
инфекции и при развитии рака. IFN 1-го типа как уча-
ствует в антивирусном ответе, так и подавляет проли-
ферацию клеток и способствует апоптозу [25]. ISG15 
индуцируется при действии IFN 1-го типа [26, 27] при 
вирусной инфекции [28, 29], и может функциониро-

Распределение больных фолликулярной лимфомой (ФЛ) и здоровых добровольцев по кратности стимуляции гена USP18 в ответ на обра-
ботку клеток крови ЦА
Distribution of patients with follicular lymphoma (FL) and healthy volunteers according to the multiplicity of USP18 gene stimulation in response to 
the treatment of blood cells with  CA

№
п/п

Группа
Group

Число больных/здоровых
The number of patients / healthy

Кратность стимуляции гена 
USP18

USP18 gene stimulation ratio
1 Больные ФЛ, чувствительные к действию ЦА

Patients with FL sensitive to CA
7 > 2

2 Больные ФЛ, не чувствительные к действию ЦА
Patients with FL, not sensitive to the action of CA

5 < 2

3 Здоровые добровольцы, чувствительные к действию ЦА
Healthy volunteers sensitive to CA

2 > 2

4 Здоровые добровольцы, не чувствительные к действию ЦА
Healthy volunteers, not sensitive to the action of CA

3 < 2
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вать как онкогенный белок в случае нарушения регуля-
ции ISG15 [30, 31] и/или как белок-супрессор опухоли 
[32–34]. Как говорилось выше, ISG15 является убикви-
тин-подобным белком и осуществляет ISGylation. Было 
показано, что ISGylation может происходить котранс-
ляционно на вновь синтезированных белках без явной 
специфичности к мишени [35]. ISGylation является 
обратимой реакцией, и основным ISG15-деконъюги-
рующим ферментом in vivo считается USP18/UBP43 
[36]. Недавние исследования показали, что USP18 мо-
жет выступать в качестве онкогена при различных ви-
дах рака [37]. Известно также [38], что нокдаун USP18 
может привести к снижению жизнеспособности кле-
ток и увеличению апоптотической гибели клеток при 
окислительном стрессе. Показано, что ISGylation Р53 
играет критическую роль в ингибировании роста кле-
ток и, следовательно, в подавлении развития опухоли 
в условиях повреждения ДНК [39]. 

Учитывая, что активность продукта гена USP18 
связывается с подавлением ферментативной актив-
ности ISG15 и супрессией интерферонового ответа, 
мы сгруппировали больных ФЛ и здоровых добро-
вольцев по уровню стимуляции гена USP18 на обра-
ботку ЦА. Такое разделение было обосновано тем, 
что как больные ФЛ, так и здоровые добровольцы ли-
бо отвечали, либо не отвечали активацией гена USP18 
на обработку ЦА (см. табл. 1). Например, у больно-
го 2 с высокой КС по гену USP18 в ответ на обработ-
ку ЦА (КС 46,6 и 10,3 при обработке ЦА в концен-
трации 0,5 и 0,05 мг/мл соответственно) наблюдали 
также высокую КС экспрессии генов ISG15 (КС 15,6 
и 64,5 при обработке ЦА в концентрациях 0,5 и 0,05 
мг/мл соответственно) и Р53(ТР53) (КС 80,3 и 25,3 
при обработке ЦА в концентрациях 0,5 и 0,05 мг/мл 
соответственно). В то же время у больного 3, у ко-
торого не определялась экспрессия гена USP18 в от-
вет на обработку ЦА (КС 0,6 и 0,7 при обработке ЦА 
в концентрациях 0,5 и 0,05 мг/мл соответственно), 
также отсутствовала экспрессия остальных исследо-
ванных генов (КС по генам ISG15, P53(TP53), IFN-α, 
IFN-λ, BCL2 находилась в пределах значений 0,01–
1,4). Мы выдвинули рабочую гипотезу, что высокая 
КС гена USP18 может свидетельствовать о подавле-
нии пути проведения ИФН-сигнала, поскольку из-
вестно, что USP18 функционирует также как крити-
ческий отрицательный регулятор IFN ответа и от-
меняет вызванную продуктом гена ISG15 ISGilation, 
которая может стимулировать белок Р53 и каспазу-3 
и тем самым способствовать апоптозу [8, 36]. В таком 
случае ЦА, по-видимому, может являться детектиру-
ющим агентом, на основании применения которого 
могут быть определены активность генов врожден-
ного иммунитета и возможность связать их c прогно-
стическими параметрами течения антивирусного или 
противоопухолевого процесса. Перспективность та-
кого подхода покажут дальнейшие исследования.

Выводы
1. При сравнении продукции АФК клетками крови 

больных ФЛ и здоровых добровольцев в присутствии 

ЦА выявлено статистически достоверное снижение 
показателей AI(I) и AI(S) у больных ФЛ по сравнению 
с добровольцами (P < 0,05). 

2. КС генов ISG15, P53(ТР53) и USP18 в группе 
больных ФЛ значительно превышала таковую в груп-
пе добровольцев (P < 0,005). Не обнаруживается зна-
чимой КС генов IFN-α2, BCL2, IFN-λ1 при обработке 
клеток крови ЦА как у больных ФЛ, так и у здоровых 
добровольцев. 

3. При обработке клеток крови ЦА у больных ФЛ 
с положительным ответом по гену USP18 также на-
блюдается высокая КС генов ISG15 и P53(TP53) 
по сравнению с больными с отрицательным ответом 
по этому гену.

4. ЦА снижает продукцию АФК и одновременно 
стимулирует активность генов врожденного иммуни-
тета ISG15, P53(ТР53) и USP18 в клетках крови боль-
ных ФЛ.
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Напряжённость иммунитета против кори у сотрудниц 
родильного блока в городе Москве
Костинов М.П.1,2, Журавлев П.И.1, Пахомов Д.В.1, Шмитько А.Д.1, Полищук В.Б.1,  
Филатов Н.Н.1,2, Гладкова Л.С.3,, Рыжов А.А.1

1ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, 105064, Москва, Россия; 
2ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» Минздрава России  
(Сеченовский Университет), 119991, Москва, Россия; 
3ГБУЗ «Городская клиническая больница им. Д.Д. Плетнёва Департамента здравоохранения г. Москвы», 105077,  
Москва, Россия

Введение. Корь остаётся актуальной проблемой российского здравоохранения, несмотря на проводимую 
вакцинопрофилактику, наблюдается рост заболеваемости. Особенно важна профилактика кори в группах 
риска, а также среди медицинских работников для предотвращения внутрибольничных вспышек инфек-
ции. Продолжительность поствакцинального иммунитета в период элиминации кори изучена недостаточно, 
поэтому часто лица, переболевшие корью в детстве или имеющие 1–2 прививки против заболевания, с 
возрастом, в отсутствие естественной бустеризации, утрачивают защитные антитела.
Цели и задачи. Изучить напряжённость специфического иммунитета к кори у сотрудниц родильного отделения. 
Материал и методы. В исследовании участвовала 271 сотрудница родильного блока в возрасте от 21 до 
93 лет (262 образца сыворотки). Уровень специфических антител (АТ) класса G (IgG) к вирусу кори в сы-
воротках крови исследовали методом иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием стандартного 
набора реагентов для иммуноферментного количественного определения IgG фирмы «ВЕКТОР-БЕСТ». 
Результат считался отрицательным, если концентрация IgG-АТ к вирусу кори в исследуемом образце была 
менее или равна 0,18 МЕ/мл, и положительным – более 0,18 МЕ/мл. 
Результаты. Среди сотрудниц число серонегативных составило от 0% до 30,8% с максимумом в возрасте 
31–35 лет. Наименьшую долю серонегативных и наибольшую долю серопозитивных женщин наблюдали 
среди представителей пожилого возраста – > 60 лет.
Обсуждение. Показана выраженная тенденция к росту доли лиц со средними уровнями АТ с возрастом и 
к спаду доли лиц с низкими уровнями АТ. Доля серонегативных женщин среди сотрудниц превышала реко-
мендуемый уровень, что делает возможной внутрибольничную вспышку при заносе инфекции.
Выводы. Авторы статьи рекомендуют включить серологическое исследование на напряжённость иммун-
ного ответа против кори в стандарт обследования взрослых перед вакцинацией. 

Ключевые слова: корь; антитела; вакцинация; иммунный ответ; сотрудницы родильного блока; меди-
цинские работники.
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Intensity of the immunity against measles in employees of the maternity unit  
in Moscow
Michail P. Kostinov1,2, Pavel I. Zhuravlev1, Dmitry V. Pakhomov1, Anna D. Shmit’ko1, 
Valentina B. Polishchuk1, Nikolay N. Filatov1,2, Liliya S. Gladkova3, Alexey A. Ryzhov1

1I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 105064, Russia; 
2I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991, Russia; 
3D.D. Pletnev city Clinical Hospital Of the Moscow Department of Health, Moscow, 10507, Russia;
Introduction. Measles remains an urgent problem in Russian healthcare. Despite the ongoing vaccination, there 
is an increase in the incidence of measles. Prevention of measles is particularly important in high-risk groups, 
as well as among healthcare professionals to prevent hospital-acquired outbreaks of infection. The duration of 
post-vaccination immunity during the elimination of measles has not been sufficiently studied, so often people who 
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Одной из особенностей распространения кори на 
данном этапе является рост заболеваемости среди 
взрослых, что обусловлено высокими показателями 
вакцинопрофилактики детского населения. Так, на-
пример, в 2001–2014 гг. пациенты взрослого возраста 
составляли более 50%. При этом, несмотря на успехи 
медицины в борьбе с другими инфекционными ви-
русными заболеваниями (ВИЧ, грипп, вирусные гепа-
титы, герпес и т.д.), специфическая противовирусная 
терапия кори отсутствует, и единственным средством 
предотвратить и остановить развитие эпидемии яв-
ляется иммунопрофилактика. Наибольших успехов 
в полной ликвидации заболеваемости корью достигли 
страны Северной и Южной Америки.

Ситуация, сложившаяся в России, показывает, что 
вакцинопрофилактика такой социально значимой ин-
фекции, как корь, была и остаётся стратегическим 
направлением в борьбе с ней до полной элиминации 
этого заболевания. В силу очень высокой контагиоз-
ности кори (инкубационный период заболевания со-
ставляет от 14 до 15 дней, 1 больной заражает 17–20 
человек) прервать цепочку передачи инфекции среди 

have had measles in childhood or have 1–2 vaccinations against the disease lose their protective antibodies with 
age in the absence of natural boosterization.
Goals and objectives. To study the intensity of specific immunity to measles in employees of the maternity unit. 
Material and methods. The study involved 271 employees of the maternity unit aged 21 to 93 years (262 serum 
samples). The level of IgG antibodies (Ab) to the measles virus in the blood serum was studied by ELISA using a stan-
dard set of reagents for the quantitative determination of IgG by «VECTOR-BEST». The result was considered neg-
ative if the concentration of IgG to the measles virus in tested sample was ≤ 0.18 IU/ml and positive – if > 0.18 IU/ml. 
Results. The number of seronegatives ranged from 0% to 30.8% in female employees with its maximum at age 
of 31–35 years. The lowest proportion of seronegative and the highest proportion of seropositive women were 
observed among the elderly, > 60 years.
Discussion. There is a marked tendency for an increase of the proportion of persons with average Ab levels 
with age and a decrease of the proportion of persons with low Ab levels. The percentage of seronegative women 
among employees exceeded the recommended level, which makes it possible for an nosocomial outbreak when 
an infection is introduced.
Conclusion. The authors recommend that serological testing for the intensity of the immune response against 
measles should be included in the standard of  the  pre-vaccination screening for adults 
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Введение. Несмотря на многолетние усилия по эли-
минации кори, планы ликвидации заболевания к 2015 г., 
ситуация в России и мире продолжает оставаться на-
пряжённой. После минимальных достигнутых цифр 
заболеваемости в 2008 г. (всего заболели 27 человек, 
из них 20 взрослых) наблюдается рост заболеваемости. 
На фоне очевидных успехов вакцинопрофилактики 
и снижения заболеваемости также наблюдались сни-
жение интереса медицинских работников и населения 
к иммунопрофилактике кори и непонимание рисков 
заболевания. Всё это привело к увеличению заболевае-
мости корью, вплоть до крупных вспышек и эпидемий. 
Так, например, в 2019 г. в Демократической Республи-
ке Конго было выявлено 310 тыс. случаев заболевания 
корью, 6 тыс. заболевших умерли. 

По оценкам ВОЗ, для ликвидации этой, крупней-
шей в прошлом году, эпидемии кори необходимо 
дополнительно более 40 млн долл. [1]. Наибольшее 
количество случаев кори регистрируется в бедных 
и развивающихся странах, откуда происходит рас-
пространение инфекции воздушно-капельным путём 
в благополучные страны.
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населения возможно только благодаря созданию бо-
лее высокого популяционного иммунитета, чем это 
требуется при других инфекциях.

В настоящее время для профилактики кори при-
меняются живые вирусные вакцины, обладающие 
высокой иммуногенностью, они формируют специ-
фический иммунитет, сопоставимый с таковым по-
сле перенесенной инфекции. К тому же иммунитет 
после вакцинации развивается на несколько дней бы-
стрее, чем это происходит естественным путём [2]. 
В течение вакцинального процесса формируется как 
клеточный, так и гуморальный иммунитет, стимули-
руется синтез интерферона. В связи с тем что анализ 
клеточного иммунитета производится лишь в науч-
ных целях и затруднен, оценка поствакцинального 
иммунитета к кори осуществляется определением 
IgG-АТ различными методами [3]. После вакцинации 
IgA-, IgM- и IgG-АТ выявляются как в сыворотке, так 
и в секретах слизистых оболочек. В исследовании 
установлено, что IgG-АТ после повторной вакцина-
ции определяются в защитных титрах не менее 10 лет 
[4]. Уровень сероконверсии, в зависимости от исполь-
зуемого штамма, составляет 95–99%. Ревакцинация 
против кори (вакциной с любым вакцинным штам-
мом) и контакт с диким возбудителем кори приводят 
к увеличению уровней АТ [3, 5, 6]. При этом следует 
отметить, что участившиеся в последние годы слу-
чаи выявления кори в подростковых и взрослых (80% 
всех заболевших) коллективах во многом связаны 
с усилившимися в стране, особенно в Москве и дру-
гих крупных городах, миграционными процессами, 
что существенно повышает риск заражения корью 
лиц старшего возраста и приумножает число источ-
ников инфекции среди этого контингента населения. 
Стоит отметить, что в последние годы характер эпи-
демического процесса кори в России всё больше за-
висит от эпидемической ситуации в сопредельных го-
сударствах, и в стране часто регистрируют завозные 
случаи кори.

Для того чтобы в каждом конкретном случае сде-
лать оптимальный выбор вакцин и дать пациентам 
обоснованные рекомендации, необходимо не только 
обладать знаниями о реактогенности и иммуногенно-
сти препаратов, но и иметь оперативную информацию 
об изменениях стратегии и тактики вакцинопрофи-
лактики, о возможных отдалённых последствиях при-
менения того или иного иммунобиологического пре-
парата или отказа от его использования и т.д. В этой 
связи необходимо увеличить охват первой и второй 
прививками против кори до максимально возможно-
го, но не менее 95%, определять группы риска, осо-
бенно среди взрослого населения до 35 лет, с целью 
экстренной вакцинации, постоянно повышать ка-
чество эпидемиологического надзора на отдельных 
территориях за счёт усиления контроля работы реги-
ональными лабораториями, наладить в региональных 
лабораториях тестирование всех подозрительных на 
корь заболеваний, освоить выделение вируса кори 
от больных и проведение геномного секвенирования 
новых изолятов вируса кори, циркулирующих на тер-

ритории России, с созданием отечественного банка 
данных.

По данным предыдущих лет, около 45% заболевших 
корью составляют взрослые, в том числе – в 15% всех 
случаев – медицинские работники, 13,7% из них 
не имеют иммунитета к вирусу кори (при норматив-
ных показателях не более 7%) [7, 8]. Наибольшее ко-
личество незащищённых было в группе 18–35 лет –  
20%, в том числе с документальным подтверждени-
ем одной прививки – 19,3%, что более чем в 2 раза 
выше нормативного показателя. При этом среди забо-
левших корью медработников практически половина 
были привиты.

Среди жителей города Ростова-на-Дону отмече-
но 12,8% серонегативных лиц среди взрослых в воз-
расте 22–28 лет, из них 80% были привиты в соответ-
ствии с Национальным календарём профилактиче-
ских прививок [9].

При обследовании женщин 18–45 лет в Москве бы-
ло выявлено 21,5% и 29,1% беременных и неберемен-
ных, серонегативных к кори, соответственно, а уров-
ни защитных АТ составляли 0,6–1,15 МЕ/мл [10–12].

Таким образом, количества серопозитивных взрос-
лых недостаточно для формирования коллективного 
иммунитета против кори, в такой популяции может 
возникнуть эпидемия. При этом в литературе не уда-
лось найти данных об уровне специфического имму-
нитета к вирусу кори у сотрудников акушерско-ги-
некологической службы. Учитывая их постоянные 
контакты с беременными, родильницами и новоро-
ждёнными, последствия внутрибольничной вспышки 
кори могут оказаться более тяжёлыми, чем в других 
случаях.

Цели и задачи. Изучить напряжённость специфи-
ческого иммунитета к кори у сотрудниц родильного 
отделения.

Материал и методы
Для исследования были отобраны 262 образца сы-

воротки крови сотрудниц родблока одного из круп-
ных стационаров города Москвы в 2018 г., согласно 
Постановлению главного государственного санитар-
ного врача по г. Москве №15 от 07 августа 2017 г. 
Уровень специфических антител (АТ) класса G (IgG) 
к вирусу кори в сыворотках крови исследовали мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) с исполь-
зованием стандартного набора реагентов для имму-
ноферментного количественного определения IgG 
фирмы «ВЕКТОР-БЕСТ». Оценку специфической ак-
тивности сыворотки проводили согласно инструкции 
по применению. Полученные результаты оценива-
лись как положительные или отрицательные. Резуль-
тат считался отрицательным, если концентрация IgG-
АТ к вирусу кори в исследуемом образце была менее 
или равна 0,18 МЕ/мл и положительными – более 0,18 
МЕ/мл. Уровни противокоревых АТ условно распре-
делены на низкие – <1 ,0 МЕ/мл, средние –1,0–5,0 
МЕ/мл и высокие – > 5,0 МЕ/мл. 

Сотрудницы родблока были распределены 
на 10 групп в зависимости от возраста с интер-
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валом 5 лет, начиная с 21 года. В 1-ю группу во-
шли 7 женщин –25 лет, во 2-ю – 17 26–30 лет, в 3-ю –  
13 31–35 лет, в 4 – 32 36–40 лет, в 5-ю – 36 41–45 лет, 
в 6-ю – 41 46–50 лет, в 7-ю – 32 51–55 лет, в 8-ю –  
42 56–60 лет, в 9-ю – 36 61–65 лет, в 10-ю – 15 женщин 
> 65 лет.

Сравнение уровня АТ между возрастными группами 
проводилось методом Манна–Уитни. Сравнение доли 
серонегативных респондентов в зависимости от воз-
раста проводилось критерием χ2. Описательная ста-
тистика количественных данных представлена меди-
аной и интерквартильным размахом, качественных –  
долей респондентов с рассматриваемым признаком 
в группе с указанием 95% доверительного интервала, 
рассчитанного методом Клоппера–Пирсона.

Результаты 
При исследовании 272 сывороток крови сотруд-

ниц родблока в возрасте от 21 до 93 лет выявлено 
отсутствие защитных уровней АТ у 13% сотрудников 
(табл. 1). Наиболее высокие доли лиц, имеющих АТ 
ниже защитного уровня, отмечались во 2-й и 3-й воз-
растной группах и составили 29,4 и 30,8% соответ-
ственно, а наиболее низкие – в старших возрастных 
группах в возрасте от 56 лет, в которых менее 5% ре-
спондентов не имеют защитных уровней АТ. Доли 

серонегативных лиц достоверно отличались во 2, 3 
и 4-й группах при сравнении с 8, 9 и 10-й. В 5-й груп-
пе достоверные отличия установлены только при 
сравнении с 8-й и 9-й группами (табл. 2). 

Анализ серопозитивных лиц среди сотрудников 
родблока с распределением значений уровней проти-
вокоревых АТ на низкие, средние и высокие показал, 
что в группах от 21 до 40 лет регистрируется боль-
шее количество сывороток с низкими значениями –  
от 75,0% до 50% (рисунок, см. табл. 2). Показана вы-
раженная тенденция к росту доли лиц со средними 
уровнями АТ с возрастом и к спаду доли лиц с низки-
ми уровнями АТ. Так, у лиц в возрастных группах 56–
60, 61–65 и старше 65 лет доля лиц со средними уров-
нями АТ составляет 81, 77, и 87% соответственно. 
Выявление низких уровней IgG-АТ к вирусу кори 
у значительной доли (35,6% из 236 обследуемых всех 
возрастов) лиц вызывает озабоченность, посколь-
ку с возрастом они становятся серонегативными –  
группой риска по инфицированию корью. В связи 
с этим сотрудники больницы указанных возрастных 
групп нуждаются в последующем мониторировании 
уровня АТ к вирусу кори для принятия своевремен-
ного решения о вакцинации. Статистический анализ 
распределения уровней АТ в различных возрастных 
группах сотрудниц родблока с помощью критерия 

Таблица 1. Уровни IgG-антител к вирусу кори у сотрудниц родблока в зависимости от возраста
Table 1. Levels of IgG-antibodies to the measles virus in employees of the maternity unit, depending on age

Группа женщин
Group of 
women

Количество
Number of participants

Серонегативные результаты 
(<0,18 МЕ/мл), абс. (%)

Seronegative results (<0.18 IU/
ml), abs. (%)

Серопозитивные результаты 
(>0,18 МЕ/мл), абс. (%)

Seropositive results (>0.18 IU/
ml), abs. (%)

Средний уровень IgG-АТ, 
МЕ/мл

The average level of IgG Ab,  
IU/ml

1 7 1 (14,3) 6 (85,7) 0,32
2 17 5 (29,4) 12 (70,6) 0,42

3 13 4 (30,8) 9 (69,2) 0,35

4 32 7 (21,9) 25 (78,1) 0,7
5 36 7 (19,4) 29 (80,6) 0,68
6 41 6 (14,6) 35 (85,4) 1,3
7 32 3 (9,4) 29 (90,6) 1,47
8 42 2 (4,7) 40 (95,3) 2,55
9 36 1 (2,8) 35 (97,2) 2,36
10 15 0 (0) 15 (100) 3,47

Таблица 2. Распределение уровней антител к вирусу кори среди различных возрастных групп сотрудниц родблока, абс. (%)
Table 2. Distribution of antibody levels to the measles virus among different age groups of maternity unit employees, abs. (%)

Уровни IgG-АТ, 
МЕ/мл

IgG-ab levels, 
UE/ml

Возрастные группы
Age groups

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Низкий (<1,0)
Low (<1,0)

3 (50) 9 (75)* 6 (66,7) 14 (56)* 13 (44,8)* 13 (37,1)* 10 (34,5)* 7 (17,1)* 7 (20)* 2 (13,3)*

Средний 
(1,0–5,0)
Middle  
(1,0–5,0)

3 (50) 3 (25) 3 (33,3) 11 (44) 15 (51,7) 22 (62,9) 19 (65,5) 33 (80,5) 27 (77,1) 13 (86,7)

Высокий 
(>5,0)
High (>5,0)

0 0 0 0 1 (3,5) 0 0 1 (2,4) 1 (2,9) 0

* p < 0,05. 
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защитных АТ у всех работников медицинских орга-
низаций. Также необходима разъяснительная работа 
среди женщин детородного возраста о необходимости 
вакцинопрофилактики и подготовки к беременности, 
в том числе проведения серологического контроля 
напряжённости иммунитета не только к краснухе, 
но и к кори с последующей вакцинацией в случае не-
обходимости. 
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Распределение уровней антител к вирусу кори среди различных 
возрастных групп, %. 

Distribution of antibody levels to the measles virus among different 
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χ2-квадрат показал наличие достоверных различий  
(p < 0,05) в долях лиц с низкими уровнями АТ между 
группами старших возрастов (группы 6–10), где ре-
гистрировались от 13 до 37% лиц с низкими уровня-
ми IgG-АТ к вирусу кори, и в группах лиц молодого 
возраста (2–5), в которых лица с низкими уровнями 
IgG-АТ к вирусу кори составляли от 45 до 75% числа 
серопозитивных (табл. 3).

Обсуждение
Таким образом, полученные нами данные по количе-

ству серонегативных взрослых в целом повторяют дан-
ные ранее выполненных исследований [7–12]. С уче-
том напряжённой эпидемической ситуации по заболе-
ваемости корью и наличия значительной прослойки 
серонегативных сотрудниц родильного блока (13%), 
что значительно выше нормативного показателя – 7%, 
можно предположить возникновение внутрибольнич-
ной вспышки кори в случае заноса инфекции. Нема-
ловажную роль в развитии очагов инфекции играют 
роженицы, среди которых доля серонегативных бо-
лее 20%, к тому же сопутствующая беременности па-
тология способствует нарушению передачи материн-
ских АТ плоду и ещё большему увеличению когорты 
незащищённых от вируса кори младенцев на первом 
году жизни [8, 10, 11].  К тому же соматическая патоло-
гия у детей и взрослых вызывает снижение специфи-
ческого иммунитета к кори [13–18].

Выводы
Первичной мерой иммунопрофилактики кори в дан-

ной ситуации является тотальный контроль уровней 
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