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Резюме

Цель настоящего исследования – оценить фунгицидное действие химерной формы рекомбинантного интерфе-
рона альфа-2б, слитого с аполипопротеином А-I человека, полученного биосинтезом в дрожжах Pichia рastoris, 
в отношении значимых грибных патогенов – возбудителей заболеваний человека и растений. Материал и мето-
ды. Оценку фунгицидной активности химерного цитокина проводили с использованием метода агаровых бло-
ков против грибных патогенов: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Aspergillus spp. и Penicillum spp. Фун-
гицидное действие оценивали визуально и микроскопированием участка тела гриба, окрашенного метиленовым 
синим, всхожесть спор грибов – методом пересева, цитотоксичность препаратов интерферонов – на культуре 
клеток Vero. Результаты и их обсуждение. Исследуемые рекомбинантные интерфероны подавляют рост и раз-
множение грибов-патогенов. Наибольшим эффектом обладает химерный интерферон в отношении патогенных 
грибов A. alternate, Penicillum в концентрации 15 нг/мл, ингибирование спорообразования грибов F. oxysporum 
и Aspergillus до 87 % достигается при концентрации 150 нг/мл. Цитотоксичность химерного цитокина состав-
ляет 5,8 мкг/мл, что значительно больше токсичных концентраций для грибов. Заключение. Новый химерный 
интерферон альфа-2б может быть использован в качестве иммунотерапевтического средства, обладающего фун-
гицидной активностью. 
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Abstract 

The purpose of this study is to evaluate the fungicidal effect of a chimeric form of recombinant interferon alpha-2b, 
fused with human apolipoprotein A-I, obtained by biosynthesis in the yeast Pichia рastoris, against significant fungal 
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pathogens – pathogens of human and plant diseases. Material and methods. The fungicidal activity of the chimeric 
cytokine was assessed using the agar block method against fungal pathogens: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, 
Aspergillus spp. and Penicillum spp. The fungicidal effect was assessed visually and by microscopy of a section of 
the fungal body stained with methylene blue, the germination of fungal spores – by subculture, the cytotoxicity of 
interferon preparations – on Vero cell culture. Results and discussion. The studied recombinant interferons suppress the 
growth and reproduction of pathogenic fungi. Chimeric IFN has the greatest effect against pathogenic fungi A. alternate, 
Penicillum at a concentration of 15 ng/ml; inhibition of sporulation of fungi F. oxysporum and Aspergillus up to 87 % 
is achieved at a concentration of 150 ng/ml. The cytotoxicity of the new chimeric cytokine is 5,8 μg/ml, which is 
significantly more than toxic concentrations for fungi. Conclusions. The chimeric form of interferon alpha-2b can be 
used as an immunotherapeutic agent with fungicidal activity.
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Введение

Системные грибковые инфекции представ-
ляют серьезную угрозу для человека, особенно 
для лиц с ослабленным иммунитетом, и по не-
которым оценкам ежегодно являются причиной 
смерти 1,6 млн человек [1]. За последние десяти-
летия распространенность грибковых инфекций 
возросла с связи с увеличением использования 
иммунодепрессантов в онкологии или трансплан-
тации, а также у пациентов с различными имму-
нодефицитами.

Грибковые патогены у людей вызывают ши-
рокий спектр инфекций, а воздействие грибко-
вых компонентов, включая споры, в помещени-
ях является фактором развития респираторной 
аллергии (аллергического ринита и бронхиаль-
ной астмы), а также атопического дерматита [2]. 
Высокой сенсибилизирующей способностью об-
ладают грибки рода Candida albicans, Aspergillus 
fumigatus, Alternaria alternata, Cladosporium 
herbarum, Penicillium notatum [3]. К примеру, Asp. 
fumigatus за последнее десятилетие стал одним 
из наиболее клинически значимых грибковых па-
тогенов. Попадая через носовые пазухи в легкие, 
данный возбудитель может стать причиной раз-
вития серьезных легочных заболеваний, особен-
но у пациентов с иммунодефицитом [4]. Повы-
шенная чувствительность к A. alternata зачастую 
приводит к развитию аллергической астмы и 
атопического дерматита [5]. Виды рода Fusarium 
являются значимыми патогенами растений, но 
также вызывают широкий спектр поверхностных 
(кератит, онихомикоз) или дессиминированных 
инфекций, причем последние встречаются ис-

ключительно у пациентов с тяжелым иммуноде-
фицитом [6]. 

На фармацевтическом рынке доминиру-
ют четыре основных класса противогрибковых 
средств: азолы, ингибирующие синтез эргостери-
на; полиены, взаимодействующие со стеролами 
мембран грибов; эхинокандины, ингибирующие 
синтез глюканов; и фторированные пиримидины, 
нарушающие метаболизм пиримидинов, что при-
водит к ингибированию биосинтеза ДНК и РНК 
[7]. Однако высокая смертность от грибковых 
инвазий, длительный курс лечения, узкий спектр 
активности и высокая токсичность противогриб-
ковых агентов определяют необходимость разра-
ботки новых терапевтических стратегий борьбы 
с грибковыми инфекциями. Иммуномодулирую-
щая терапия в сочетании с существующей про-
тивогрибковой терапией является все более при-
знанной стратегией в их лечении. Существующие 
методы иммунотерапии, включающие примене-
ние рекомбинантного интерферона-γ и GМ-CSF, 
широко используются для лечения микозов у па-
циентов с ослабленным иммунитетом [8, 9]. 

Интерфероны I типа играют решающую роль 
в противовирусной защите хозяина, и противо-
вирусные препараты на их основе широко пред-
ставлены на фармацевтическом рынке. Однако 
в последнее время появляется все больше до-
казательств важной роли интерферонов I типа 
в защите от инфекций, вызванных грибковыми 
патогенами [10, 11]. Целью настоящей работы 
являлось изучение возможности использования 
пролонгированной формы ИФН альфа-2б, слито-
го с аполипопротеином А-I человека, в качестве 
противогрибкового агента в отношении ряда воз-
будителей заболеваний у растений и человека. 
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Материал и методы 
Выделение патогенных грибов
Фунгицидное действие препаратов интер-

ферона исследовали в отношении патогенных 
грибов Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, 
Aspergillus spp., Penicillum spp. Грибы A. alternata 
(Fr.) Keissl. и F. oxysporum Schlecht., которые были 
выделены из пораженных клубней картофеля 
сорта Розара (г. Новосибирск, Дзержинский рай-
он) в 2022 г. стандартным методом [12], Aspergillus 
spp. и Penicillum spp. – из почвенных образцов Но-
восибирской области стандартным посевом на 
чашки Петри на среду Чапека и выращиванием 
при 25 °С.

Оценка фунгицидного действия 
рекомбинантных интерферонов

Исследование фунгицидной активности про-
водили на препаратах рекомбинантных интерфе-
ронов альфа-2б, полученных биосинтезом в Pichia 
pastoris – как аутентичного интерферона (рИФН), 
так и его химерной формы с аполипопротеином 
А-I (рИФН-АI) [13]. Первоначально проводили 
раститровку концентраций рИФН для выясне-
ния рабочего диапазона его фунгицидной актив-
ности. Фунгицидное действие рекомбинантных 
интерферонов против выделенных патогенов из-
учали с использованием методики агаровых бло-
ков. В питательную среду Чапека вносили рИФН 
в концентрациях 1,5, 15 и 150 нг/мл и разливали 
в чашки Петри. Предварительно готовили чашки 
с A. alternate и F. oxysporum, доращивая до состо-
яния полного покрытия мицелием гриба поверх-
ности агара. На одинаковом расстоянии от центра 
колонии по окружности вырезали кусочки мице-
лия размером 1×1 см2 и помещали в центр каж-
дой чашки (опытных и контрольных образцов). 
Все патогены оценивали в пяти повторах. Фун-
гицидное действие интерферонов оценивали по 
величине диаметра колонии гриба в сравнении с 
контролем (среда Чапека без цитокина). Выбран-
ную рабочую концентрацию рИФН использова-
ли далее для оценки фунгицидной активности 
химерного цитокина в отношении A. alternata, 
F. oxysporum, Aspergillus spp. и Penicillum spp. В 
качестве положительного контроля использовали 
коммерческий препарат ИФН альфа-2б «Альте-
вир» («Фармстандарт», РФ) (далее – ИФН). Учет 
проводили на 2-е, 4-е, 7-е и 10-е сутки. Фунги-
цидное действие препаратов оценивали по вели-
чине диаметра колонии и количеству колоний. На 
10-е сутки выполняли микроскопирование стан-
дартно окрашенных метиленовым синим фитопа-
тогенных грибов (Axio Lab.A1, Zeiss AG, Герма-
ния), оценивая состояние мицелия и конидий. На 

10-е сутки пересеивали спорообразующие грибы 
из контрольных и опытных чашек на среды без 
добавок цитокинов. Подсчитывали количество 
новых колоний. 

При выполнении статистической обработки 
полученных результатов определяли значения 
медианы, первого и третьего квартилей (Me [Q1; 
Q3]). Достоверность различий с контролем вы-
числяли с помощью непараметрического крите-
рия Манна–Уитни и считали статистически зна-
чимыми при p < 0,05.

Оценка цитотоксичности препаратов ин-
терферона на клетках Vero

Исследование цитотоксичности рекомби-
нантных ИФН проводили в сравнении с препа-
ратом «Альтевир». Клетки Vero культивировали 
в 48-луночных планшетах до монослойной куль-
туры, вносили цитокины в концентрациях 1, 3, 6, 
9 и 27 мкг/мл и культивировали в течение 24 ч. 
Клетки с планшета снимали TrypLE, ресуспен-
дировали в 100 мкл фосфатно-солевого буфера и 
подсчитывали общее количество в каждой лунке 
с использованием проточного цитометра CytoFlex 
S100 (Beckman Coulter, США). Анализ проводили 
в трех повторах. Данные выражали в виде средне-
го арифметического и ошибки среднего (M ± m).

Результаты и их обсуждение
Фунгицидное действие 
На 5-е сутки предынкубации патогенных гри-

бов F. oxysporum и A. alternate с рИФН его ин-
гибирующее действие наблюдалось при концен-
трациях 150 и 15 нг/мл (рис. 1). В дальнейшем 
для анализа влияния фунгицидной активности 
рИФН-АI использовали дозу 15 нг/мл – мень-
шую из концентраций, оказывающих значимый 
эффект. В качестве положительного контроля ис-
пользовали ИФН.

На 2-е сутки предынкубации A. аlternate с 
15 нг/мл рИФН-АI происходило сокращение пло-
щади мицелия по сравнению с контролем, однако 
диаметр колонии не изменился. На 4-е сутки ин-
кубации с ИФН диаметр колонии составил 2,61 
[2,5; 2,73] мм и имел статистически значимое от-
личие от контроля – 2,95 [2,78; 3,2] мм и рИФН-
АI – 2,93 [2,9; 3,03] мм. Химерная форма незна-
чительно замедляла рост колонии, что видно на 
рис. 2, однако существенно ингибировала споро-
образование. Для полного ингибирования требу-
ется, видимо, не только повышение дозы цитоки-
на до 150 нг/мл, но и, возможно, комбинация с 
препаратами, замедляющими и ингибирующими 
рост колоний. Цитокины, особенно рИФН-АI, на 
7-е сутки роста существенно угнетали репродук-
тивную эффективность гриба: если в контроле ко-
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личество колоний составляло 195,5 [177,2; 205,5], 
то в присутствии 15 нг/мл ИФН – 62,5 [58,0; 
66,5], в присутствии 15 нг/мл рИФН-АI – 24,0 
[22,0; 26,5]. После 10 суток роста гриба на сре-
дах с цитокинами был произведен пересев гриба 
на среду, не содержащую добавок, для уточнения 
ингибирующего действия препаратов. Результа-
ты микроскопирования грибов A. аlternata также 
выявили фунгистатический эффект рИФН-АI: в 
опытных вариантах наблюдались разрушенные 
гифы мицелия, сниженное количество конидий и 
уменьшение размеров спор (см. рис. 2.). 

При предынкубации F. оxysporum с исследу-
емыми цитокинами на 2-е сутки эксперимента 
диаметр колоний значимо уменьшался относи-
тельно контроля (3,4 [3,4; 3,5] мм) только в слу-
чае рИФН-АI – 3,2 [3,2; 3,2] мм, p < 0,05; для 
рИФН соответствующее значение составило 3,6 
[3,4; 3,6] мм, p > 0,05); на 4-е сутки достоверных 
различий по диаметру колоний для цитокинов, 
взятых в концентрации 15 нг/мл, не наблюдалось. 
На 7-е сутки мицелий заполнял весь объем чашки 
Петри в контрольных образцах; в образцах, со-
держащих цитокины, мицелий был частично ре-
дуцирован. Также в случае с рИФН-АI, взятым в 
концентрации 150 нг/мл, наблюдалась значитель-
ная редукция спорообразования F. оxysporum – на 
87 % относительно контроля (соответственно 41,5 
[32,75; 52,5] и 325 [301; 378,25] спор, p < 0,05; 
для рИФН – 279,5 [268,0; 288,8], p > 0,05). Пе-
ресев спор с образцов, растущих в присутствии 
15 нг/мл цитокинов, несмотря на 10-кратное сни-
жение их концентрации в питательной среде, вы-
звал ингибирование роста колоний гриба (рис. 3). 

Рис. 1.  Диаметр колоний грибов A. alternate (а) и F. oxysporum (б) на 5-е сутки роста; * – отличие от величины 
показателя группы контроля статистически значимо при р < 0,05

Fig. 1.  Diameter of colonies of A. alternate (а) and F. oxysporum fungi (б) on the 5th day of growth; *p < 0.05 compared 
to control

Рис. 2.  Репрезентативные фотографии A. аlternate: 
А – контроль, Б – ИФН, В – рИФН-АI; верхний 
ряд – рост в течение двух суток; средний ряд – 
мицелий и споры гриба в контроле и в присут-
ствии 15 (К1) и 150 нг/мл рИФН-АI (К2); ниж-
ний ряд – пересев 10-суточного гриба на среду, 
не содержащую добавок

Fig. 2.  Representative photographs of A. аlternate: A – 
control, Б – IFN, В – rIFN-AI; top row – growth 
over 2 days; middle row – mycelium and spores 
of the fungus in the control and in the presence 
of rIFN-AI – К1 (15 ng/ml) and К2 (150 ng/ml); 
bottom row – reseeding of a 10-day-old fungus 
onto a medium without additives
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ставляло 314 [192,2; 352,5], 164,0 [113,0; 200,0] 
и 472,0 [399,0; 728,0] соответственно. При пере-
севе 10-суточного гриба в контроле наблюдалось 
полное и плотное заполнение чашки грибом, в 
присутствии ИФН и рИФН-АI ИФН (15 нг/мл) 
количество колоний уменьшалось, в последнем 
случае – более выраженно.

Известно, что препараты интерферонов наря-
ду с высокой противовирусной активностью про-

Рис. 3.  Репрезентативные фотографии F. оxysporum: 
А – контроль, Б – ИФН, В – рИФН-АI; К1 – 15 
нг/мл рИФН-АI, К2 – 150 нг/мл рИФН-АI. Верх-
ний ряд – рост  в течение семи суток; сред-
ний ряд – споры (640×); нижний ряд – пересев 
10-суточного гриба на среду, не содержащую 
добавок

Fig. 3.  Representative photographs of F. оxysporum. 
A – control, Б – IFN, В – rIFN-AI; К1 – 15 ng/
ml rIFN-AI, К2 – 150 ng/ml rIFN-AI. Top row – 
growth over 7 days; middle row – spores, (640x); 
bottom row – reseeding of a 10-day-old mushroom 
on a medium that does not contain additives

Фунгицидное действие в отношении 
Penicillum spp.

На 4-е и 7-е сутки предынкубации Penicillum 
с ИФН и рИФН-АI количество колоний статисти-
чески значимо отличалось от контроля, соответ-
ственно 32,5 [25,8; 37,0], 23,5 [19,5; 27,5] и 48,5 
[45,8; 52,0]; 23,5 [16,5; 32,0], 27,5 [15,0; 38,5], 
48,0 [43,5; 59,0]; цитокины подавляют рост коло-
ний Penicillum, как видно на рис. 4. Пересев спор 
на среду, не содержащую цитокинов, выявил 
существенную разницу в разрастании мицелия 
гриба. В контроле рост колонии происходил во 
всех направлениях, заполняя весь объем чашки; 
в присутствии ИФН образовалась одна сплошная 
тонкая пленка гриба, рИФН-АI задерживал рост 
колоний, уменьшая как их количество, так и раз-
мер.

Фунгицидное действие в отношении Asper-
gillus spp.

ИФН и рИФН-АI статистически значимо 
ингибировали рост колоний относительно кон-
троля (рис. 5), на 7-е сутки их количество со-

Рис. 4.  Репрезентативные фотографии Penicillum: 
А – контроль, Б – ИФН, В – рИФН-АI. Верхний 
ряд – рост  в течение четырех суток; нижний 
ряд – пересев 10-суточного гриба на среду, не 
содержащую добавок

Fig. 4.  Representative photographs of Penicillum. А – 
control, Б – IFN, В – rIFN-AI. Top row – growth 
over 4 days; bottom row – reseeding a 10-day-old 
mushroom onto a medium that does not contain 
additives

Рис. 5.  Репрезентативные фотографии Aspergillus: 
А – контроль, Б – ИФН, В – рИФН-АI. Верх-
ний ряд – рост  в течение семи суток; нижний 
ряд – пересев 10-суточного гриба на среду, не 
содержащую добавок

Fig. 5.  Representative photographs of Aspergillus: А – 
control, Б – IFN, В – rIFN-AI. Top row – growth 
over 7 days; bottom row – reseeding of a 10-day-
old fungus on a medium not containing additives
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являют токсическое действие в отношении клеток 
млекопитающих (рис. 6). Анализ цитотоксично-
сти полученных нами рекомбинантных интерфе-
ронов показал, что она проявлялась уже начиная 
с 1 мкг/мл; 50%-я ингибирующая концентрация 
для рИФН составила 7,6±0,45 мкг/мл, для ИФН – 
2,6±0,4 мкг/мл, для рИФН-АI – 5,8±0,45 мкг/мл. 

Обсуждение
Впервые установлено прямое фунгистатичес-

кое действие интерферонов I типа на спорообра-
зующие грибы A. alternate, F. oxysporum, Penicil-
lum, Aspergillus, проявленное в ингибировании 
разрастания мицелия и нарушении спорообразо-
вания. Все эти патогенные грибы являются силь-
ными аллергенами и представляют серьезную 
опасность при наличии фона иммунодефицита 
хозяина. В случае A. alternate и Penicillum кон-
центрация рИФН-АI 15 нг/мл позволяет достичь 
ингибирование споробразования до 87 %, для по-
лучения аналогичного результата в отношении 
грибов F. oxysporum и Aspergillus требовалось 
10-кратное превышение концентрации химерно-
го цитокина (150 нг/мл). 

В последнее время появляется все боль-
ше данных об участии интерферонов I типа в 
противогрибковом иммунитете. Полиморфизмы 
генов, связанных с ИФН-I, ассоциированы с по-
вышенной предрасположенностью к кандидо-
зам [14] и аспергиллезу [15]. Обнаружено, что 
секреция ИФН-I зависит от опосредованного 
дектином-1 распознавания β-глюкана клеточной 
стенки A. fumigatus [10]. От функционирования 

β-глюкансинтазы зависит целостность клеточ-
ной стенки грибов, фермент широко распро-
странен среди грибов родов Candida, Aspergillus, 
Cryptococcus и Pneumocystis и является мишенью 
широко назначаемых противогрибковых пре-
паратов, таких как эхинокандины, угнетающие 
синтез клеточной стенки гриба путем ингиби-
рования данного фермента [16]. Блокирование 
β-глюкансинтазы приводит к отрицательной об-
ратной связи, вызывая остановку клеточного 
цикла. Возможно, что химерная форма интер-
ферона, ингибируя спорообразование, нарушает 
целостность клеточной стенки гриба. Поскольку 
естественным свойством апо А-I является спо-
собность связывания белков и липидов [17, 18], 
он может взаимодействовать со сфинголипида-
ми клеточной стенки гриба, которые участвуют 
в устойчивости гриба против фунгицидных пре-
паратов, а также модулируют иммунный ответ 
хозяина [19]. Грибковые сфинголипиды связаны 
с различными липидными микродоменами [20]. 
Можно предположить, что молекулы химерной 
формы ИФН с апо А-I, взаимодействуя с мембра-
ной клетки патогенного гриба, вызывают измене-
ния в липидных рафтах, тем самым угнетая его 
защитные силы. Противогрибковые препараты 
обладают прямыми фунгицидными или фунги-
статическими свойствами, а эффект всех видов 
интерферонов рассматривают через взаимодей-
ствие с клетками иммунной системы хозяина 
[21, 22]. В данной работе показано значительное 
прямое влияние химерной формы ИФН на споро-
образование четырех исcледованных грибов, при 
этом стоит отметить, что 50%-я токсичность для 
эукариотических клеток достигается при ее кон-
центрации 5,8 мкг/мл. Таким образом, токсичные 
концентрации цитокинов для грибных патогенов 
значительно меньше концентраций, токсичных 
для клеток млекопитающих, что позволяет рас-
сматривать интерфероны I типа и рИФН-АI в 
качестве адъювантных препаратов в сочетании 
с типичными противогрибковыми препаратами 
для лечения заболеваний, вызванных этими пато-
генами.

Заключение
Впервые показано, что интерфероны I типа 

оказывают прямое ингибирующее влияние на 
грибы, воздействуя большей частью на стадию 
спорообразования, при этом химерная форма ци-
токина проявляет значительно более выраженное 
фунгистатическое воздействие и, вероятно, мо-
жет применяться в качестве адъювантной тера-
пии микозов.

Рис. 6.  Цитотоксический эффект рекомбинантных 
интерферонов на клетках Vero.

Fig. 6.  Cytotoxic effect of recombinant interferons on Vero 
cells.
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