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Резюме

Цель исследования – определить эффективность рекомбинантного человеческого интерферона лямбда 1 
(ИФН-λ1) в отношении аденовируса человека 5 серотипа на культуре клеток конъюнктивы человека Chang con-
junctiva clone 1-5c-4. Материал и методы. Дизайн исследования представлял собой три экспериментальные 
схемы, отражающие профилактический и два варианта лечебно-профилактического режима лечения (с посто-
янным присутствием вируса в культуральной среде и с удалением его после адсорбции). Противовирусную 
активность ИФН-λ1 определяли по количеству жизнеспособных клеток после воздействия вируса (МТТ-тест). 
Результаты и их обсуждение. Установлено, что ИФН-λ1 обладает противовирусной активностью в отноше-
нии аденовируса человека in vitro при введении по профилактической и лечебно-профилактической схеме и 
дозе инфицирования 1 и 10 ТЦИД50 (50%-я тканевая цитопатическая инфекционная доза), но не 100 ТЦИД50. 
Противовирусный эффект применения ИФН-λ1 в лечебно-профилактическом режиме при дозе инфицирования 
1 ТЦИД50 был сопоставим с таковым у ИФН-α. При этом оба интерферона не оказывали токсического действия 
на культуру клеток даже в концентрации 84 и 58 мкг/мл соответственно. Противовирусная активность и отсут-
ствие цитотоксического действия создают основу для дальнейшего изучения возможности создания лекарствен-
ного препарата на основе ИФН-λ1 с целью лечения вирусных заболеваний конъюнктивы глаза.
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Abstract

The aim of the study was to determine the efficacy of recombinant human interferon lambda 1 (IFN-λ1) against human 
adenovirus serotype 5 in a culture of human conjunctival cells Chang conjunctiva clone 1-5c-4. Material and methods. 
The study design consisted of three experimental schemes, reflecting a prophylactic and two options for a therapeutic 
and prophylactic treatment regimen (with the constant presence of the virus in the culture medium and with its removal 
after adsorption). The antiviral activity of IFN-λ1 was determined by the number of viable cells after exposure to the 
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virus (MTT test). Results and discussion. It has been established that IFN-λ1 has antiviral activity against human 
adenovirus in vitro under a prophylactic and therapeutic-prophylactic scheme of administration at an infection dose of 
1 and 10 TCID50 (50% tissue culture infectious dose), but not at an infection dose of 100 TCID50. The antiviral effect of 
the use of IFN-λ1 in a therapeutic and prophylactic regimen at an infection dose of 1 TCID50 was comparable to that of 
IFN-α. At the same time, both interferons did not have a toxic effect on the cell culture even at a concentration of 84 and 
58 µg/ml, respectively. The antiviral activity and the absence of cytotoxic action provide the basis for further study of 
the possibility of development of based on IFN-λ1 drug for eye conjunctiva viral diseases treatment.
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Введение

В настоящее время известно о семи основных 
видах аденовирусов человека (HAdV) с более чем 
90 различными субтипами, при этом постоянно 
продолжают обнаруживаться новые типы адено-
вирусов [1]. HAdV вызывают широкий спектр за-
болеваний, одними из самых распространенных 
являются респираторные инфекции. Человек, ин-
фицированный HAdV, чрезвычайно заразен в те-
чение инкубационного периода, который обычно 
составляет от 4 до 8 дней, но может длиться и 24 
дня в зависимости от серотипа HAdV [2]. 

Поражение глазного яблока может быть как 
самостоятельным заболеванием, так и осложне-
нием респираторной инфекции. Частота аденови-
русных поражений среди пациентов с клиниче-
ским диагнозом инфекционного конъюнктивита 
может варьировать от 15 до 70 % [3, 4], при этом 
особенностью течения аденовирусного конъюн-
ктивита является высокая частота поражения 
роговицы и развитие кератоконъюнктивита, что 
может приводить к необратимому снижению зри-
тельных функций. HAdV обнаруживается в конъ-
юнктиве больных через 10 дней после начала за-
болевания, при этом больше половины пациентов 
еще контагиозны, а некоторые остаются носите-
лями вируса [5]. В случае острого геморрагиче-
ского конъюнктивита аденовирусы серотипов 2, 
3, 4, 5 и 19 также могут быть обнаружены в конъ-
юнктиве через несколько месяцев после начала 
заболевания [6]. 

В настоящее время нет зарегистрированных 
и применяющихся в клинической практике этио-
тропных препаратов для лечения аденовирусной 
инфекции, в том числе при поражении глаза. В 
США разработана живая аттенуированная перо-
ральная вакцина, которая используется только 

для вакцинации военнослужащих [7]. Одной из 
стратегий терапии и профилактики вирусных за-
болеваний является применение лекарственных 
препаратов на основе рекомбинантных интерфе-
ронов (ИФН). В настоящее время активно изуча-
ется противовирусное действие ИФН III типа 
(ИФН-λ). Показано, что ИФН-λ 1 типа (ИФН-λ1) 
представляют собой «сторожевые молекулы» 
анатомических эпителиальных барьеров и про-
являют активность сразу после контакта клеток 
с вирусом. В настоящее время установлено, что 
ИФН-λ1 могут успешно применяться для лече-
ния вирусного гепатита, вирусного энцефалита, 
коронавирусной инфекции и др. [8, 9]. Выполне-
ны исследования по применению ИФН-λ для ле-
чения герпес-вирусного кератита [10, 11], однако 
нам не встретилось публикаций о работах, по-
священных возможности использования ИФН-λ1 
при инфицировании HAdV эпителия передней 
поверхности глаза.

Цель настоящего исследования – изучение 
противовирусной активности рекомбинантного 
человеческого ИФН-λ1 в отношении аденовиру-
са человека серотипа 5 in vitro на культуре клеток 
конъюнктивы человека Chang conjunctiva clone 
1-5c-4.

Материал и методы

В работе использовали HAdV серотипа 5 из 
коллекции ФБУН «Государственный научный 
центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» 
Роспотребнадзора («Вектор»), размножение ко-
торого осуществляли в клетках линии HeLa 
(карцинома шейки матки человека) из коллек-
ции культур клеток «Вектор». Для определения 
противовирусной активности использовали ли-
нии клеток нормальной конъюнктивы человека 
Chang conjunctiva clone 1-5c-4, полученные из 
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коллекции культур клеток «Вектор» и Коллекции 
перевиваемых соматических клеток позвоночных 
Национального исследовательского центра эпи-
демиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи 
(НИЦЭМ). Клетки выращивали в среде следую-
щего состава: среда DMEM (Gibco, США) с 5 % 
фетальной бычьей сыворотки (Gibco) и антибио-
тиками (Anti-Anti, Gibco, США). Поддержива-
ющая среда отличалась только количеством фе-
тальной сыворотки (2 %). Для отмывания клеток 
использовали раствор Хенкса («Вектор»).

В качестве объекта исследования был исполь-
зован рекомбинантный человеческий ИФН-λ1 
(АО «Сибирский центр фармакологии и биотех-
нологии») в концентрации 0,84 мг/мл, в качестве 
препарата сравнения – рекомбинантный челове-
ческий ИФН-α2b (АО «Сибирский центр фар-
макологии и биотехнологии») в концентрации 
0,58 мг/мл (препараты на его основе применяют-
ся в офтальмологической практике). Степень чи-
стоты препаратов > 97 % (хроматограф жидкост-
ный АctaPurifier100, GE Healthcare, США). 

Противовирусную активность определяли 
по количеству жизнеспособных клеток после 
воздействия вируса и различных схем введения 
препарата в МТТ-тесте. Метод основан на спо-
собности живых клеток поглощать и накапливать 
суправитальный краситель нейтральный красный 
в лизосомах благодаря электростатическому при-
тяжению. Повреждение лизосомальных мембран 
приводит к снижению накопления красителя, по-
этому окрашивание происходит пропорциональ-
но количеству жизнеспособных клеток.

Дизайн исследования представлял собой три 
экспериментальные схемы, отражающие модель 
профилактического режима и два варианта лечеб-
но-профилактического режима лечения. Первый 
этап был одинаков для всех схем: лунки 96-лу-
ночного планшета засевали культурой клеток 
с посевной дозой 2×104 клеток на лунку. После 
формирования 80%-го монослоя в культуральную 
среду вносили разведения (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 
1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560) тестируемых 
препаратов, используя по три лунки на каждое 
разведение. Клетки инкубировали 24 часа при 
37 °С в атмосфере с 5 % СО2. Затем культураль-
ную среду удаляли и вносили HAdV серотипа 5 в 
дозах 1, 10 и 100 ТЦИД50 (50%-я тканевая цитопа-
тическая инфекционная доза) на лунку в объеме 
100 мкл. Далее схемы различались.

Схема 1. Через 30 мин после заражения кле-
ток в лунки вновь вносили исследуемый образец 
(разведения от 1:10 до 1:2560) в 100 мкл поддер-
живающей среды и инкубировали при 37 °C в ат-
мосфере с 5 % СО2 в течение 72 ч. В этом случае 
вирус после адсорбции не удаляли, клетки инку-

бировали в культуральной среде с исследуемым 
препаратом или препаратом сравнения. 

Схема 2. Через 30 мин после заражения клетки 
отмывали раствором Хенкса, чтобы удалить ви-
рус, после чего вновь вносили исследуемый обра-
зец (разведения от 1:10 до 1:2560) в 100 мкл под-
держивающей среды и инкубировали при 37 °C в 
атмосфере с 5 % СО2 в течение 72 ч. В этом слу-
чае вирус после адсорбции удаляли, клетки инку-
бировали в культуральной среде с исследуемым 
препаратом или препаратом сравнения.

Схема 3. Через 30 мин после заражения клет-
ки отмывали раствором Хенкса, после чего вно-
сили поддерживающую среду без исследуемых 
образцов и инкубировали при 37 °C в атмосфере 
с 5 % СО2 в течение 72 ч. В этом случае вирус 
после адсорбции удаляли, клетки инкубировали в 
культуральной среде без препаратов.

Контроль вируса осуществляли путем про-
ведения тех же манипуляций, но без добавления 
препаратов интерферонов. В качестве контроля 
среды использовали среду с незараженными ви-
русом клетками без добавления препаратов.

Через трое суток после заражения клетки 
окрашивали нейтральным красным и определяли 
оптическую плотность при длине волны 490 нм. 
Эффективную дозу противовирусной активности 
(ED50) рассчитывали как дозу препарата, в кото-
рой он ингибирует вирусную репродукцию на 
50 %. 

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили, вычисляя среднее ариф-
метическое значение (М), ошибку среднего ариф-
метического значения (m), и представляли в виде 
M ± m.

Результаты и их обсуждение

ИФН-λ1 и ИФН-α2b даже при минимальном 
разведении 1:10 (соответственно 84 и 58 мкг/мл) 
не оказывали токсического действия на клетки 
Chang conjunctiva clone 1-5c-4. 

В таблице представлена противовирусная 
активность ИФН-λ1 и ИФН-α2b при заражении 
клеток HAdV в дозе 1, 10 и 100 ТЦИД50 на лун-
ку. Схема 1 отражает лечебно-профилактический 
режим введения интерферонов при аденовирус-
ной инфекции конъюнктивы глаза и представля-
ет собой модельный эксперимент постоянного 
присутствия вируса и лекарственного препарата 
в клеточной культуре на протяжении 72 ч после 
инфицирования. Как видно из таблицы, при дозе 
заражения 1 ТЦИД50 оба препарата обладают 
антивирусной активностью. В экспериментах по 
схемам 2 (моделирует лечебно-профилактиче-
ский режим введения препаратов, когда не про-
никший в клетки вирус элиминирован, но воз-
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действие интерферонов на клетки продолжается) 
и 3 (отражает профилактический режим введе-
ния препаратов) 24-часовая экспозиция клеток 
конъюнктивы препаратами интерферонов перед 
заражением вирусом в дозе 1 ТЦИД50 также обе-
спечивала хорошую противовирусную защиту. С 
определненой долей допущения можно сказать, 
что при дозе заражения 1 ТЦИД50 по схемам 2 
и 3 ИФН-λ1 проявил антивирусную активность 
на уровне препарата ИФН-α2b. Кроме того, по 
схемам 2 и 3 для каждого препарата получены 
схожие результаты, из чего можно сделать вывод, 
что внесение в культуральную среду препаратов 
после адсорбции вируса, по-видимому, не влияет 
на уровень их противовирусного действия.

Тестирование антивирусной активности ин-
терферонов при десятикратном увеличении дозы 
аденовируса (10 ТЦИД50 на лунку) в эксперимен-
те по схеме 1 показало, что выраженным проти-
вовирусным действием обладал только препарат 
сравнения ИФН-α2b. В то же время при прове-
дении экспериментов по схемам 2 и 3 ИФН-λ1 
оказывал противовирусное действие, хотя и в бо-
лее высоких концентрациях, чем ИФН-α2b. При 
увеличении дозы аденовируса до 100 ТЦИД50 на 
лунку противовирусную активность, практиче-
ски одинаковую при всех трех схемах проведения 
эксперимента, демонстрировал только ИФН-α2b 
(см. таблицу). 

Поскольку выраженную противовирусную 
активность ИФН-λ1 проявлял лишь при инфици-
рующей дозе 1 ТЦИД50 на лунку, тестирование на 
второй культуре клеток Chang conjunctiva clone 
1-5c-4, полученной из коллекции НИЦЭМ, мы 

провели только с этой дозой вируса (см. таблицу). 
Полученные данные позволяют сделать вывод о 
том, что эффективная противовирусная доза пре-
паратов ИФН-λ1 и ИФН-α2b достигает сходных 
значений при тестировании на клетках Chang 
conjunctiva clone 1-5c-4, полученных из разных 
коллекций культур.

Заключение

В результате проведенных экспериментов по-
казано, что для рекомбинантного человеческого 
ИФН-λ1 характерна выраженная противовирус-
ная активность в клетках конъюнктивы человека 
при заражении HAdV серотипа 5 в дозе 1 ТЦИД50 
и 10 ТЦИД50, но при эскалации инфицирующей 
дозы в 10 раз (100 ТЦИД50) ИФН-λ1 не прояв-
ляет противовирусной активности, что согласу-
ется с недавно опубликованными данными [12]. 
При инфицирующей дозе HAdV 1 и 10 ТЦИД50 
ИФН-λ1 способен реализовать свой эффект при 
профилактическом и лечебно-профилактическом 
режиме воздействия, в последнем случае при 
дозе 1 ТЦИД50 эффективность ИФН-λ1 и ИФН-α 
сопоставима (рисунок).

Тот факт, что в лечебном режиме ИФН-λ1 
оказывал противовирусное действие в более вы-
соких концентрациях по сравнению с ИФН-α2b, 
был ожидаем, поскольку из ранних исследований 
известно о преимущественной противовирус-
ной активности интерферонов альфа по сравне-
нию с интерферонами лямбда. Их принципиаль-
ная разница проявляется в скорости реализации 
противовирусного эффекта, а также в количестве 
побочных эффектов, что особенно важно при дли-
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Таблица. Антивирусная активность препаратов интерферонов в отношении HAdV на культуре клеток 
Chang conjunctiva clone 1-5c-4 при различных схемах эксперимента

Table. Antiviral activity of interferon preparations against HAdV in the cell culture Chang conjunctiva clone 
1-5c-4 under various experimental schemes

Схема Доза вируса, 
ТЦИД50

Препарат, мкг/мл
Источник клеток

ИФН-λ1 ИФН-2αb

1
1

42,3 ± 2,9 7,3 ± 0,5 «Вектор»
42,0 ± 9,3 7,3 ± 0,5 «НИЦЭМ»

10 > 42 14,5 ± 3,9 «Вектор»
100 > 42 25,0 ± 3,7 «Вектор»

2
1

3,3 ± 0,7 2,1 ± 0,4 «Вектор»
3,2 ± 0,5 2,0 ± 0,2 «НИЦЭМ»

10 22,0 ± 4,9 5,1 ± 1,1 «Вектор»
100 > 42 29,0 ± 4,2 «Вектор»

3
1

3,0 ± 0,8 2,2 ± 0,6 «Вектор»
3,0 ± 0,6 1,8 ± 0,4 «НИЦЭМ»

10 23,0 ± 5,1 4,0 ± 0,6 «Вектор»
100 > 42 29 ± 3,7 «Вектор»
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Рис.  Определение противовирусной активности пре-
паратов интерферона при дозе вируса 1 ТЦИД50

Fig.  Antiviral activity of interferon drugs against HAdV in 
a dose of 1 TCID50

тельных курсах лечения [9, 13]. Таким образом, в 
проведенном исследовании установлена факти-
ческая противовирусная активность ИФН-λ1 в 
отношении HAdV на клетках конъюнктивы че-
ловека при дозах заражения 1 и 10 ТЦИД50 и от-
сутствие его цитотоксического действия на эту 
культуру даже при концентрации 84 мкг/мл. Это 
обстоятельство, в свою очередь, и объясняет ин-
терес к разработке лекарственных препаратов на 
основе интерферонов лямбда, в том числе для оф-
тальмологической практики.
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