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Резюме 
Введение. Ротавирусная инфекция ежегодно вызывает более 250 млн эпизодов острых гастроэнтеритов, из ко-
торых примерно 130 000 случаев у детей в возрасте до 5 лет заканчиваются летально. В связи с этим, поиск пре-
паратов для лечения ротавирусной инфекции представляется крайне актуальным. Цель работы — оценить 
противовирусную активность препарата «Цитовир®-3» в отношении ротавируса человека на клеточной модели 
инфекции. Материал и методы. Объектами исследования являлись смесь активных действующих веществ и 
отдельных компонентов, идентичных по составу и соотношению, содержащиеся в лекарственном препарате 
«Цитовир®-3». Исследование проводилось с использованием культуры клеток почки обезьяны МА-104 и лабо-
раторного штамма ротавируса группы А человека — 568, генотип G3P. При выполнении работы были использо-
ваны культуральные, вирусологические, молекулярно-биологические и статистические методы. Результаты и 
обсуждение. Анализ выживаемости клеток MA-104 в присутствии препарата «Цитовир®-3» показал, что в диапа-
зоне концентраций от 100 до 200 мкг/мл препарат воспроизводимо проявлял противовирусную активность, что 
выражалось в повышенной, по сравнению с вирусным контролем, выживаемости клеток. «Цитовир®-3» в неток-
сичной концентрации 150 мкг/мл на всех сроках наблюдения подавлял репродукцию ротавируса на 1,0–2,0 lg 
ТЦД₅₀/мл при различных схемах внесения в культуру клеток, что сопровождалось достоверным снижением кон-
центрации вирусной РНК и цитопротекторным действием.  
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Введение 
В странах с низким охватом вакцинацией про-

тив ротавирусной инфекции именно ротавирусы 
группы А (РВА) являются основной причиной ост-
рых гастроэнтеритов и госпитализации детей с 
данной нозологией в возрасте до 5 лет. Ежегодно 
в мире ротавирусная инфекция вызывает более 
250 млн эпизодов диареи, из которых примерно 
130 000 случаев у детей в возрасте до 5 лет закан-
чиваются летально [1]. 

Патогенные для человека ротавирусы отно-
сятся к виду Rotavirus A, рода Rotavirus, семейства 
Sedoreoviridae. Геном этих возбудителей представ-
лен 11 сегментами двухцепочечной РНК, коди-
рующих синтез 12 белков [2]. Большинство цир-
кулирующих РВА человека относятся к трём 
эволюционным линиям, которые отличаются 
констелляциями генома: Wa — DS-1 и AU-1-по-
добные штаммы [3].  

В настоящее время специфические антиро-
тавирусные препараты отсутствуют. Лечение ро-
тавирусного энтерита проводится преимуще-
ственно симптоматическими средствами и 
включает комплекс мероприятий, где, помимо 
основных процедур по восстановлению водно-
электролитного баланса и детоксикации, назна-
чаются диета и биологические препараты на ос-
нове пробиотиков и пребиотиков для коррекции 
нарушений биоценоза кишечника в случаях при-
соединения вторичной бактериальной инфек-
ции [4]. Потенциальные лекарственные препа-
раты, описанные в научной литературе, 
являются противовирусными препаратами ши-
рокого спектра действия и не являются специ-
фичными для ротавирусов [5]. В связи с этим, 
поиск препаратов для лечения ротавирусного 
энтерита остаётся актуальным. 

Цель исследования — оценка противовирус-
ной активности препарата «Цитовир®-3» в отно-

шении ротавируса человека на клеточной модели 
инфекции. 

Задачи: 
1. Оценка цитотоксичности препарата 

«Цитовир®-3» и препарата сравнения/положи-
тельного контроля Умифеновир с определением 
максимально переносимой концентрации (МПК) 
и ЦТД₅₀ в культуре клеток МА-104 in vitro.  

2. Оценка противовирусной активности 
смеси действующих веществ, используемой в 
готовых лекарственных формах препарата  
«Цитовир®-3» и препарата сравнения/положи-
тельного контроля Умифеновир. 

Материал и методы 
При выполнении исследования были использованы ме-

тоды культивирования клеток млекопитающих, оценка выжи-
ваемости клеток в тесте МТТ, титрование вируса по цитопато-
генному действию (ЦПД), количественное определение 
ротавирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ, статистические методы. 

Образцы исследуемых препаратов и их приготовление. 
Образец смеси активных действующих веществ препарата 
«Цитовир®-3» — альфа-глутамил-триптофан, аскорбиновая 
кислота и бендазола гидрохлорида, а также отдельные ком-
поненты этих препаратов были предоставлены АО «МБНПК 
«Цитомед» (Санкт-Петербург, Россия). Препаратом сравнения 
при оценке противовирусной активности являлась субстан-
ция препарата Умифеновир (синтезирован в ЦХЛС-ВНИХФИ 
Москва, Россия). 

Приготовление раствора препарата «Цитовир®-3». 
Сухую субстанцию препарата растворяли в стерильной воде 
до концентрации 10 мг/мл (сток-раствор) и далее разводили 
до необходимых концентраций с использованием поддержи-
вающей среды.  

Приготовление раствора препарата Умифеновир. К 5 мг 
субстанции Умифеновира добавляли 0,5 мл этилового спирта 
и оставляли при 37°С на 30 мин до полного растворения.  
К полученному раствору добавляли 4,5 мл дистиллированной 
воды. Итоговый раствор с концентрацией 1  мг/мл и далее 
разводили до необходимых концентраций с использованием 
поддерживающей среды. 

Приготовление раствора аскорбиновой кислоты (АК). 
Сухую субстанцию препарата растворяли в стерильной воде 
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Abstract 
Introduction. Rotavirus infection causes more than 250 million episodes of acute gastroenteritis annually, of which 
approximately 130,000 cases in children under 5 years of age are fatal. In this regard, the search for drugs for the treat-
ment of rotavirus infection seems extremely relevant. The aim of the research was to evaluate the antiviral activity of 
Cytovir®-3 against human rotavirus on a cellular infection model. Material and methods. The objects of the study were 
a mixture of active ingredients and individual components, identical in composition and ratio, contained in Cytovir®-3. 
The study was carried out using a monkey kidney cell culture MA-104 and a laboratory strain of human group A rota-
virus — 568, genotype G3P. Cultural, virological, molecular biological and statistical methods were used during the 
study. Results and discussion. Analysis of the survival of MA-104 cells in the presence of Cytovir®-3 showed that in the 
concentration range from 100 to 200 µg/ml, the drug reproducibly exhibited antiviral activity, which was expressed 
in increased cell survival compared to the viral control. Cytovir®-3 in a non-toxic concentration of 150 µg/ml sup-
pressed the reproduction of rotavirus by 1.0-2.0 lg СC₅₀/ml with various schemes of introduction into cell culture at 
all periods of observation, which was accompanied by a significant decrease in the concentration of viral RNA and a 
cytoprotective effect.  
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до концентрации 2,9  мг/мл (сток-раствор, соответствующий 
концентрации «Цитовир®-3» 10 мг/мл) и далее разводили до не-
обходимых концентраций с использованием поддерживающей 
среды. Приготовление раствора «Цитовир®-3» без АК. Сухую 
субстанцию препарата, предоставленную АО «МБНПК «Цито-
мед» (смесь альфа-глутамил-триптофан натрия 0,5 мг и бенда-
зола гидрохлорида 20 мг), растворяли в стерильной воде до 
концентрации 7,1 мг/мл (сток-раствор, советующий концент-
рации «Цитовир®-3» 10 мг/мл) и далее разводили до необходи-
мых концентраций с использованием поддерживающей среды.  

Культура клеток. Исследование выполняли на клетках 
почки обезьяны МА-104. Клетки культивировали при 37°С в 
питательной среде Игла МЕМ на основе буфера Эрла  
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 5% эмбриональной телячьей 
сыворотки («Gibco»), 300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко»), 
40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко») в атмосфере с 5% СО₂. 

Клетки МА-104, достигшие полного монослоя, трипсини-
зировали, разводили питательной средой до концентрации 
100 тыс. клеток/мл и за три дня до постановки эксперимента за-
севали в 12-луночные, 24-луночные или 96-луночные планшеты.  

Оценка цитотоксичности препаратов в тесте МТТ с опре-
делением МПК и ЦТД₅₀ в культуре клеток МА-104. Из полу-
ченных препаратов готовили разведения для определения 
МПК и цитотоксической дозы 50 (ЦТД₅₀) в клетках МА-104. Для 
препаратов, исследуемых на наличие противовирусной актив-
ности («Цитовир®-3» и Умифеновир), при приготовлении раз-
ведений использовали поддерживающую среду с трипсином 
с последующей инкубацией в поддерживающей среде в атмо-
сфере 5% CO₂ при 37°С в течение 4 суток (без смены среды). По 
окончании срока инкубации оценивали выживаемость клеток 
(проявление цитотоксичности препаратов) с использованием 
теста МТТ. 

На 3-и сутки после внесения исследуемых образцов про-
водили микроскопическое исследование монослоя клеток на 
наличие признаков токсичности. Далее в колориметрическом 
тесте МТТ спектрофотометрически оценивали выживаемость 
клеток. В лунки 96-луночного планшета с клетками добавляли 
по 20 мкл раствора МТТ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide) («ПанЭко», Россия) с концентрацией 
5 мг/мл и инкубировали при 37°C в атмосфере 5% CO₂ в тече-
ние 2 ч. Культуральную жидкость отбирали и добавляли в 
лунки по 100 мкл ДМСО («Sigma-Aldrich», кат.номер D4540-1L) 
в каждую лунку. С помощью планшетного спектрофотометра 
определяли оптическую плотность каждой лунки при 530 нм 
с учётом фоновых значений при 620 нм. Выживаемость клеток 
рассчитывали по формуле: 

  ОП₅₃₀ опытной пробы 
Выживаемость = —————————————— × 100%, где 

 ОП₅₃₀ клеточного контроля 

ОП₅₃₀ опытной пробы — среднее значение оптической 
плотности (ОП) в лунках с исследуемым препаратом; ОП₅₃₀ 
клеточного контроля — среднее значение оптической плот-
ности в лунках с клеточной культурой без препарата. Далее 
оценивали разведение препарата, соответствующее МПК, то 
есть разведение, достоверно не изменяющее значение ОП по 
сравнению с контролем клеток. Полулетальные концентрации 
(ЦТД₅₀) рассчитывали с помощью онлайн-калькулятора Quest 
Graph™ IC₅₀ Calculator [6]. 

 

Вирус. Для проведения исследования использовали ро-
тавирус человека, штамм 568, генотип G3P [3], полученный из 
Государственной коллекции вирусов (номер в ГКВ — 2288). 
Ротавирус выращивали в культуре клеток МА-104. Для акти-
вации к вирусному материалу добавляли трипсин до концент-
рации 5 мкг/мл. Инкубировали смесь 1 ч при 37°C. После ак-
тивации разбавляли вирус поддерживающей средой с 
трипсином 2 мкг/мл. Удаляли ростовую среду из флакона и 
трижды промывали монослой клеток поддерживающей сре-
дой (5 мл среды на флакон). Вносили вирус при желаемой 
MOI, инкубировали 1 ч в атмосфере 5% CO₂ при 37°C. После 
инкубации с вирусом добавляли необходимый объём поддер-
живающей среды с трипсином. Инкубировали в CO₂-инкуба-
торе при 37°C до появления ЦПД (от 3 до 5 сут). Состав поддер-
живающей среды: среда Игла МЕМ на основе буфера Эрла 
(«ПанЭко», Россия), 300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко»), 
40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко»), 2 мкг/мл трипсина («Sigma»). 

Титрование вируса по цитопатогенному действию 
(ЦПД). Титр ротавируса определяли по конечной точке про-
явления ЦПД в культуре клеток МА-104. Перед началом тит-
рования вирусный материал размораживали при комнатной 
температуре, проводили его активацию добавлением трип-
сина до конечной концентрации 5 мкг/мл и инкубировали 
смесь 1 ч при 37⁰С. После активации, готовили последова-
тельные десятикратные разведения вируса в поддерживаю-
щей среде с трипсином. Далее из лунок планшета удаляли 
ростовую среду, трёхкратно промывали монослой поддержи-
вающей средой (чтобы избавиться от следов сыворотки) и 
вносили разведения вируса с последующей инкубацией в 
течение 4 сут в СО₂-инкубаторе при температуре 37⁰С. Учёт 
результатов титрования проводили визуально путём микро-
скопического исследования клеточного монослоя на наличие 
характерного ЦПД на 4-е сутки после заражения (округление 
и открепление клеток от монослоя). Титр вируса рассчиты-
вали, как описано в работе M. A. Ramakrishnan и соавт. [7], и 
выражали в lg ТЦД₅₀/мл. 

Количественное определение ротавирусной РНК ме-
тодом обратной транскрипции (ОТ)-ПЦР-РВ. Выделение ви-
русной РНК из культуральной жидкости проводили набором 
реагентов «МагноСорб» («ООО «НекстБио», Россия), согласно 
инструкции производителя. Идентификацию ротавируса и 
количественное определение вирусной РНК проводили ме-
тодом ПЦР-РВ с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ). Для 
выявления вирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ были исполь-
зованы праймеры и зонды к гену NSP3 [8] (табл. 1).  

Образец в объёме 9 мкл, смешанный с праймерами RA1 
и RA3, в объёме 1 мкл и с концентрацией 6 пмоль/мкл, пред-
варительно прогревался при температуре 95°С в течение 
5 мин. К полученному образцу добавляли 15 мкл реакционной 
смеси для обратной транскрипции, которая содержала 10 мкл 
«2,5х реакционной смеси для ПЦР-РВ -Taq» («Синтол», Россия), 
0,6 мкл «Обратной транскриптазы MMLV» (50 ед.; «Синтол», 
Россия) и 4,4 мкл деионизованной воды. Обратная транскрип-
ция ставилась по следующему температурно-временному ре-
жиму: 10 мин — 45°С, 2 мин — 95°С. К полученной ДНК добав-
лялось 25 мкл реакционной смеси, содержащей по 6 пмоль 
каждого праймера и 5 пмоль зонда; 10 мкл реакционной смеси 
с Taq-полимеразой; 11 мкл воды. Температурно-временной 
режим: 95°С — 90 с (1 цикл); 95°С — 20 с, 59°С — 35 с (45 циклов). 
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Таблица 1. Последовательность праймеров и зонда для выявления РНК 
Table 1. Sequence of primers and a probe for RNA detection 
Праймер                                                      Последовательность 
RA1                                                              ACC ATC TWC ACА TGA CCC TC 
RA2                                                              ACC ATC TTC ACG TAA CCC TC 
RA3                                                              GGT CAC ATA ACG CCC CTA TA 
ROTAz                                                         ROX -TGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAp- RTQ-21 
RaC-f                                                           ACCATCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAAAAC 
RaC-r                                                           GGTCACATAACGCCCCTATAGCCATTTAGGTTTTTGACAGTGTTAGCTTTT 



Реакцию ПЦР-РВ проводили в амплификаторе ДТ-prime-4 
(«ДНК-технология», Россия). Значение порогового цикла в 
ПЦР-РВ (ПЦ) определяли автоматически с помощью про-
граммы RealTime_PCR v.7.7 («ДНК-Технология») на основании 
математического анализа формы кривой амплификации (ме-
тод геометрический, Cp). Все праймеры и зонды синтезиро-
ваны в OOO «Синтол» (Россия). 

Для количественного определения вирусной РНК в каче-
стве калибратора использовали разведения синтетических 
олигонуклеотидов RaC-f и RaC-r с известной концентрацией, 
соответствующих по координатам амплифицируемому фраг-
менту генома (см. табл. 1). Калибровочные образцы готовились 
следующим образом: каждый олигонуклеотид был разбавлен 
до разведения 10–4, после чего они были смешаны в равных 
объёмах. Далее готовилась реакционная смесь: 20 мкл реак-
ционной смеси с Taq-полимеразой, 20 мкл воды и 10 мкл смеси 
олигонуклеотидов, и ставилась реакция при следующем тем-
пературно-временном режиме: 2 мин — 95°С; 10 мин — 55°С. 
Далее полученный дуплекс ДНК использовали для приготов-
ления ряда последовательных десятикратных разведений. 

Оценка противовирусной активности препаратов по 
выживаемости клеток. Для изучения противовирусной ак-
тивности в клетках МА-104 исследуемые препараты исполь-
зовали в различных разведениях. Эксперименты проводили 
по двум схемам применения: 1) Лечебно-профилактическая: 
внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования; 2) 
Лечебная: внесение препарата одновременно с вирусным ин-
фицированием (0 ч);  

Противовирусную активность препаратов исследовали 
при двух дозах заражения — 100 и 20 ТЦД₅₀/лунку. 

Эти разведения вносили в клетки согласно схеме экс-
перимента с последующей инкубацией в атмосфере 5% CO₂ 
при 37°С в течение 4 сут. По окончании срока инкубации оце-
нивали проявление лечебной и лечебно-профилактической 
активности препаратов по выживаемости клеток с исполь-
зованием теста МТТ. 

Оценка противовирусной активности препаратов по 
репродуктивной активности вируса. «Цитовир®-3», отдельные 
компоненты препарата «Цитовир®-3» и препарат сравнения в 
наиболее эффективной концентрации вносили в лунки 12-лу-
ночного планшета по двум схемам: 1) Лечебно-профилакти-
ческая: внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирова-
ния; 2) Лечебная: внесение препарата одновременно с 
вирусным инфицированием (0 ч);  

Противовирусную активность препаратов исследовали 
при дозе заражения 100 ТЦД₅₀/лунку. Исследуемые разведения 
препаратов вносили в трёх повторах в лунки 12-луночного 
планшета с клетками с последующей инкубацией в атмосфере 
5% CO₂ при 37°С в течение 4 сут (опционально: через 3 ч прово-
дили замену смеси препаратов с вирусом на поддерживающую 
среду с трипсином, содержащую препараты в исследуемых кон-
центрациях в объёме 1 мл, и инкубировали в течение 4 сут). 

Ежедневно проводили микроскопическое исследование 
клеток. Отбор культуральной среды проводили на 1-, 2-е и 

3-и сутки после внесения смеси: по 30 мкл культуральной 
жидкости каждого повтора объединяли в одной пробирке 
для титрования вируса и по 100 мкл в 4 повторах для опреде-
ления концентрации вирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ. Ото-
бранные образцы хранили при температуре минус 80°С до ре-
гистрации результатов исследования. 

Статистическая методология и обработка данных. Ста-
тистическую обработку данных проводили с использованием 
программного обеспечения Graphpad Prism v.5.03. Достовер-
ность разницы между оцениваемыми параметрами прово-
дили с использованием t-теста при 95% доверительном ин-
тервале. Полулетальные концентрации (ЦТД₅₀ и ИК₅₀) 
рассчитаны с помощью онлайн-калькулятора Quest Graph™ 
IC₅₀ Calculator [6]. При выполнении математического анализа 
различия считали статистически значимыми при p�0,05. 

Результаты 
Оценка цитотоксичности исследуемых 

препаратов по результатам МТТ-теста. Данные 
по выживаемости клеток, полученные в МТТ-те-
сте, хорошо согласовались с микроскопическим 
исследованием монослоя на 4-е сутки после вне-
сения препарата. Результаты представлены в 
табл. 2.  

Из полученных результатов следует, что МПК 
для препарата «Цитовир®-3» составила 150 мкг/мл. 
Данные по выживаемости клеток, полученные в 
МТТ-тесте, хорошо согласовались с микроскопи-
ческим исследованием монослоя на 4-е сутки 
после внесения препарата. Значение ЦТД₅₀ для 
препарата «Цитовир®-3» в культуре клеток МА-104 
составило 281,5 мкг/мл. 

В эксперименте были изучены следующие 
концентрации препарата «Цитовир®-3» без АК: 
2.9, 14.5, 21.8, 29, 43.5, 58, 87, 116, 145 мкг/мл (соот-
ветствуют концентрациям «Цитовир®-3»: 10, 50, 
75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 мкг/мл). Результаты 
определения выживаемости клеток в присут-
ствии препарата «Цитовир®-3» в МТТ-тесте пред-
ставлены в табл. 3. 

Полученные результаты свидетельствуют, что 
в повторном эксперименте МПК «Цитовир®-3» без 
АК составила 58 мкг/мл, что соответствует кон-
центрации 200 мкг/мл для препарата «Цитовир®-3». 
Значение ЦТД₅₀ для препарата «Цитовир®-3» без 
АК в культуре клеток МА-104 составило 88 мкг/мл, 
что примерно соответствует концентрации полной 
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Таблица 2. Определение цитотоксичности препарата Цитовир-3 в МТТ-тесте 
Table 2. Determination of the cytotoxicity of Cytovir-3 using the MTT assay  
Концентрация Цитовир-3, мкг/мл    КК            10              50             75             100          150           200       300       400       500 
Выживаемость, %                                        100±6     77±7*     67±22*    64±11*    86±12*   61±17*    60±10*  47±6    33±8     30±3 
Примечание. Здесь и в табл. 3–5: КК — клеточный контроль; * — диапазон концентраций до достижения ЦТД₅₀.  
Note. Here and tables 3–5: КК — cell control; * — concentration range until CC₅₀ (50% cytotoxic concentration) is reached.

Таблица 3. Определение цитотоксичности препарата Цитовир-3 (без АК*) в МТТ-тесте 
Table 3. Determination of cytotoxicity of Cytovir-3 (without AA*) in the MTT assay 
Концентрация Цитовир-3         КК            2.9           14.5          21.8            29          43.5            58             87            116           145 
(без АК), мкг/мл                                     
Выживаемость, %                        100±14    79±20*    76±16*    76±17*    71±12*   79±14*    77±15*   60±17*     44±13      41±11 
Примечание. АК — аскорбиновая кислота.  
Note. АК — ascorbic acid (AA).



композиции «Цитовир®-3» равной 300 мкг/мл. Дан-
ные по выживаемости клеток, полученные в МТТ-
тесте, хорошо согласовались с микроскопическим 
исследованием культуры клеток на 4-е сутки после 
внесения препарата. 

Сопоставление результатов оценки цитоток-
сичности полной композиции препарата и Цито-
вира-3 без АК показало, что основной вклад в ин-
дукцию цитотоксичности композиции, наиболее 
вероятно, вносит бендазола гидрохлорид, так как 
доклиническое изучение отдельных компонентов 
не показало наличия токсических свойств у α-глу-
тамил-триптофана натрия. 

Были изучены следующие концентрации 
препарата сравнения Умифеновир: 7,5, 10, 12,5, 
15, 17,5, 20, 25, 30, 50 мкг/мл. Результаты опреде-
ления выживаемости клеток в присутствии пре-
парата Умифеновир в МТТ-тесте представлены в 
табл. 4. 

МПК препарата Умифеновир составила при-
мерно 20 мкг/мл. Данные по выживаемости кле-
ток, полученные в МТТ-тесте, также согласовались 
с микроскопическим исследованием монослоя на 
4-е сутки после внесения препарата. Точное значе-
ние ЦТД₅₀ для препарата Умифеновир в культуре 
клеток МА-104 составило 28,5 мкг/мл.  

Оценка противовирусной активности Ци-
товир-3 по выживаемости клеток. Первона-
чально противоротавирусное действие препа-
рата «Цитовир®-3» в культуре клеток МА-104 

было изучено c использованием метода ингиби-
рования цитопатического действия. В культуру 
клеток добавляли препарат «Цитовир®-3» в диа-
пазоне концентраций, включая МПК, — 10, 50, 
75, 100, 150, 200, 300 и 400 мкг/мл и на 4-е сутки, 
после развития ЦПД в лунках вирусного конт-
роля эффект ингибирования оценивался коли-
чественно с помощью МТТ-теста. Препарат 
сравнения Умифеновир использовали в диапа-
зоне концентраций, включая МПК, — 7,5, 10, 12,5, 
15, 17,5, 20, 25, 30, 50 мкг/мл. Для заражения кле-
точной культуры применяли две дозы — 100 и 
20 ТЦД₅₀/мл. Препараты суспендировали с двумя 
разыми дозами вируса и вносили в культуру кле-
ток МА-104 согласно схемам:  

1. Лечебно-профилактическая: внесение 
препарата за 2 ч до вирусного инфицирования.  

2. Лечебная: внесение препарата одновре-
менно с вирусным инфицированием (0 ч).  

Анализ выживаемости клеток в присутствии 
препарата «Цитовир®-3» в культуре клеток MA-104 
показал, что в диапазоне концентраций от 100 до 
200 мкг/мл (концентрации, сопоставимые с МПК, 
близкие к ЦТД₅₀) препарат воспроизводимо про-
являет противовирусную активность, что выра-
жается в повышенной в сравнении с вирусным 
контролем выживаемости клеток (табл. 5, 6). Наи-
более выраженная защита от ЦПД проявилась 
при лечебно-профилактической схеме внесения 
препарата.  
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Таблица 4. Определение цитотоксичности препарата Умифеновир в МТТ-тесте 
Table 4. Determination of the cytotoxicity of Umifenovir in the MTT test 
Концентрация                                   КК            7,5             10            12,5            15          17,5            20             25             30              50 
Умифеновира, мкг/мл                      
Выживаемость, %                        100±11    59±9*      58±7*     56±17*    51±17*   57±19*    62±20*    44±19        4±1          3±0 

Таблица 5. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 в отношении ротавируса группы А, штамм 568, 
в культуре клеток МА-104 (внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования) 
Table 5. Antiviral activity of Cytovir-3 against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (the drug was admin-
istered 2 hours prior to viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           10*           50*                75*         100*          150*            200*            300*            400*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               108±6     76±58#      13±8           42±28   93±16**  116±32**   109±20**  107±26**      40±11      18±20 
20 ТЦД₅₀/лунку                                   82±70#  105±17#        45±18    94±6**    81±17**        69±6           25±6           26±6       42±43 
Примечание. Здесь и в табл. 6–9: КК — клеточный контроль; ВК — вирусный контроль; * — концентрации 
препарата Цитовир-3; ** — диапазон выживаемости клеток на фоне применения препарата; # — необъяснимо 
высокая выживаемость клеток. 
Note. Here and tables 6–9: КК — cellular control; ВК — viral control; * — concentrations of Cytovir-3; ** — range of cell 
survival during the use of the drug; # — inexplicably high cell survival.

Таблица 6. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 в отношении ротавируса группы А, штамм 568, 
в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 6. Antiviral activity of Cytovir-3 against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (administered simul-
taneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           10*           50*                75*         100*          150*            200*            300*            400*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               103±8      33±34     52±33         41±25  70±29 **  66±18 **      60±6 **        21±2           18±2       20±13 
Примечание. КК — клеточный контроль; ВК — вирусный контроль; * — концентрации препарата Цитовир-3; 
** — диапазон выживаемости клеток на фоне применения препарата. 
Note. КК — cellular control; ВК — viral control; * — concentrations of Cytovir-3; ** — range of cell survival during the 
use of the drug.



Концентрация полумаксимального ингиби-
рования (ИК₅₀) «Цитовир®-3» при лечебно-про-
филактической схеме составила 83,06 мкг/мл при 
дозе заражения 100 ТЦД₅₀/лунку.  

Примечательно, что повышенная выживае-
мость клеток проявилась также в присутствии 
«Цитовир®-3» без АК при дозах заражения 20 и 
100 ТЦД₅₀/лунку (табл. 7, 8).  

Таким образом, анализ выживаемости кле-
ток MA-104 в присутствии препарата «Цито-
вир®-3» показал, что в диапазоне концентраций 
от 100 до 200 мкг/мл (концентрации, сопостави-
мые с МПК и близкие к ЦТД₅₀) препарат вос-
производимо проявляет признаки противови-
русной активности, сопоставимые с препаратом 
сравнения (Умифеновир, табл. 9), что выража-
ется в повышенной по сравнению с вирусным 
контролем выживаемости клеток. Изучение 
противовирусной активности «Цитовир®-3» без 
АК позволило обнаружить, что решающая роль 
в индукции противовирусных свойств комплекс-
ного препарата принадлежит двум другим ком-
понентам «Цитовир®-3» — бендазолу и альфа-
глутамил-триптофану. 

Оценка противовирусной эффективности 
препарата Цитовир-3 по влиянию на уровень ре-
продукции ротавируса. Была исследована способ-
ность препарата «Цитовир®-3» и его отдельных 
компонентов в нетоксичных концентрациях подав-
лять вирусную репродукцию в культуре клеток. 

В лунки, содержащие монослой модельной 
культуры клеток, вносили композицию «Цито-
вир®-3», а, так же её отдельные компоненты и пре-
парат сравнения в наиболее эффективной неток-

сичной концентрации и вирусную суспензию по 
двум схемам: 1) Лечебно-профилактическая: вне-
сение препарата за 2 ч до вирусного инфициро-
вания; 2) Лечебная: внесение препарата одновре-
менно с вирусным инфицированием (0 ч). 

Первоначально противовирусную актив-
ность препаратов исследовали с использованием 
одной дозы заражения 100 ТЦД₅₀/лунку, по-
скольку в предыдущих экспериментах при дан-
ной дозе стабильно срабатывал вирусный конт-
роль. Отбор культуральной среды проводили на 
1-е, 2-е и 3-и сутки после заражения для титро-
вания вируса и определения концентрации ви-
русной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ.  

В табл. 10 представлены результаты оценки 
вирусной репродукции в присутствии компози-
ции «Цитовир®-3» и препарата сравнения (кон-
центрация вирусной РНК и титр вируса) в разные 
периоды наблюдения. 

Результаты (Опыт 1). Анализ накопления 
вирусной РНК выявил снижение концентрации 
вирусной РНК в присутствии «Цитовир®-3» и Уми-
феновира на 2-е и 3-и сутки наблюдения. При од-
новременном внесении препарата и вируса досто-
верные различия «Цитовир®-3» и Умифеновира с 
вирусным контролем по концентрации вирусной 
РНК появляются на 2-е (р<0,05) и на 3-и сутки на-
блюдения (р<0,001).  

Выявленное в ходе исследования негативное 
влияние «Цитовир®-3» и Умифеновира на накоп-
ление ротавирусной РНК согласовалось с накоп-
лением в культуральной жидкости инфекцион-
ного ротавируса (табл. 11, 12). Пониженный по 
сравнению с вирусным контролем уровень ви-
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Таблица 7. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 без АК в отношении ротавируса группы А, 
штамм 568, в культуре клеток МА-104 (внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования) 
Table 7. Antiviral activity of Cytovir-3 without AA against group A rotavirus, strain 568, in cell culture MA-104 (the drug 
was administered 2 hours prior to viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           2,9*        14,5*            21,8*        29*          43,5*             58*              87*             116*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку              104±17       8±0         10±5            29±5      26±10      44±11       68±10**        38±7        54±20**       7±1 
20 ТЦД₅₀/лунку                                      6±1       36±36         28±22   52±15**   51±10**     100±7**      48±11       55±18**     13±6 

Таблица 8. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 без АК в отношении ротавируса группы А, 
штамм 568, в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 8. Antiviral activity of the drug Cytovir-3 without AA against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture 
(administered simultaneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           2,9*        14,5*            21,8*        29*          43.5*             58*              87*             116*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку              108±13       9±0         12±1            19±9      32±11     55±11**       62±3**         44±5         56±4**       12±4 
20 ТЦД₅₀/лунку                                   31±24     37±37         39±19    60±7**     63±9**       61±14**     56±6***       60±6**     43±28  
 
Таблица 9. Противовирусная активность препарата Умифеновир в отношении ротавируса группы А, штамм 
568, в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 9. Antiviral activity of the drug Umifenovir against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (administered 
simultaneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           7,5*          10*              12,5*        15*          17,5*             20*              25*               30*            ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               100±6        6±1          7±1            29±13   51±10**      42±6           41±7         37±22           9±2          17±1 
20 ТЦД₅₀/лунку                                    15±3       22±7            31±8     55±2**      46±11          35±8           16±3            7±1          12±2 
 



русной репродукции (разница в 1,0–2,0 lg 
ТЦД₅₀/мл) в присутствии «Цитовир®-3» отмечался 
при разных схемах эксперимента и на всех сроках 
наблюдения. В присутствии Умифеновира подав-
ление вирусной репродукции проявилось на 1-е 
и 2-е сутки при лечебной схеме эксперимента и 
на всех сроках наблюдения при лечебно-профи-
лактической схеме. 

Результаты (Опыт 2). Во время выполнения 
второго независимого эксперимента в методику 
внесено изменение: введена двукратная отмывка 

клеток от вируса через 3 ч после заражения. Цель 
изменений — минимизировать «фон» при оценке 
вирусной репродукции методом ПЦР-РВ. Кроме 
того, отмывка могла снизить реальную дозу зара-
жения. Опыт 2 проводили только при одновре-
менном внесении ротавируса (табл. 13, 14). 

При оценке концентрации вирусной РНК в 
первый день, статистически значимых результа-
тов по сравнению с вирусным контролем не на-
блюдалось. На второй день концентрация вирус-
ной РНК в присутствии композиции «Цитовир®-3» 
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Таблица 10. Концентрация вирусной РНК в культуре клеток МА-104 на 1-е, 2-е и 3-и сутки в присутствии 
Цитовир-3 и Умифеновира при разных схемах внесения препаратов (доза заражения — 100 ТЦД₅₀/лунку) 
Table 10. Concentration of viral RNA in the MA-104 cell culture on days 1, 2, and 3 in the presence of Cytovir-3 and 
Umifenovir with different drug administration regimens (infection dose — 100 CC₅₀/well) 
Препараты                                                                                             Концентрация РНК, lg копий РНК/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 

Внесение препаратов одновременно с вирусной нагрузкой 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                        7,36±6,52                                     8,31±7,62*                                  9,31±8,70** 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                  7,05±6,33                                     8,43±7,01*                                  9,08±8,79** 
Вирусный контроль                                             7,52±7,32                                      9,07±8,60                                     9,99±9,30 
Клеточный контроль                                                <3,0                                                <3,0                                               <3,0 

Внесение препаратов за 2 ч до заражения ротавирусом 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                        7,42±6,65                                      8,40±7,99                                     9,37±8,74 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                  7,28±6,53                                      8,21±8,02                                     9,04±9,12 
Вирусный контроль                                             7,27±7,07                                      9,20±8,91                                     9,80±9,18 
Клеточный контроль                                                <3,0                                                <3,0                                               <3,0 
Примечание. * — p<0,05; ** — p<0,01 — различия достоверны по отношению к вирусному контролю. 
Note. * — p<0.05; ** — p<0.01 — differences are significant in relation to viral control. 
Таблица 11. Титр вируса в культуре клеток МА-104 на 1–3-е сутки в присутствии Цитовир-3 и Умифеновира 
при одновременном внесении ротавируса 
Table 11. Virus titer in MA-104 cell culture on days 1-3 in the presence of Cytovir-3 and Umifenovir with the simultaneous 
introduction of rotavirus 
Препараты                                                                                                             Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                              2,17                                                 5,5                                                  6,5 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                        2,5                                                  4,83                                                 8,5 
Вирусный контроль                                                  3,83                                                7,17                                                 7,5 
Клеточный контроль                                                <1,0                                                <1,0                                               <1,0 
Таблица 12. Титр ротавируса в культуре клеток МА-104 на 1-е, 2-е и 3-и сутки при внесении Цитовир-3 и Уми-
феновира за 2 ч до заражения 
Table 12. Rotavirus titer in MA-104 cell culture on days 1, 2, and 3; Cytovir-3 and Umifenovir were added 2 hours before 
infection 
Препараты                                                                                                             Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                              2,83                                                6,17                                               6,17 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                        2,5                                                   5,5                                                  5,5 
Вирусный контроль                                                  3,83                                                7,83                                               8,17 
Клеточный контроль                                                <1,0                                                <1,0                                               <1,0 
 Таблица 13. Концентрация вирусной РНК в культуре клеток МА-104 на 1–3 сутки после внесения Цитовир-3, 
Цитовир-3 без АК, АК и Умифеновира при одновременном внесении ротавируса  
Table 13. Concentration of viral RNA in the MA-104 cell culture on days 1-3 after the addition of Cytovir-3, Cytovir-3 
without AA, AA and Umifenovir with the simultaneous addition of rotavirus 
Препараты                                                                                                                   Концентрация РНК, lg копий РНК/мл 
                                                                                                                                    1-е сутки                       2-е сутки                       3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                                                            4,74±4,41                    6,57±6,32**                     8,29±7,90 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                                                     5,55±5,03                      7,21±7,16                       8,20±7,89 
Цитовир-3 без АК (соотв. 150 мкг/мл Цитовир-3)                    5,38±5,40                     6,97±7,10*                      8,22±7,26 
Вирусный контроль                                                                                 5,67±5,56                      8,10±8,03                       9,03±8,70 
Клеточный контроль                                                                                   <3,0                                 <3,0                                  <3,0 
Примечание. * — p<0,05; ** — p<0,001 — различия достоверны по отношению к вирусному контролю. 
Note. * — p<0.05; ** — p<0.001 — differences are significant in relation to viral control.



была достоверно ниже вирусного контроля 
(р<0,001), так же, как и при использовании ком-
позиции «Цитовир®-3» без АК (р<0,05) и только 
АК (р<0,05). На третий день различия между пре-
паратами и вирусным контролем вновь стали ста-
тистически незначимыми (см. табл. 14). 

Пониженный по сравнению с вирусным конт-
ролем уровень вирусной репродукции (разница 
в 1,0–2,0 lg ТЦД₅₀/мл) в присутствии «Цитовир®-3» 
ГЛС и «Цитовир®-3» без АК отмечался на всех сро-
ках наблюдения. В присутствии Умифеновира по-
давление вирусной репродукции проявилось, но 
в меньшей степени. 

В клеточном контроле монослой клеток пол-
ностью сохранен, присутствуют единичные 
«всплывшие» клетки (рис. 1). 

Противовирусная активность полной компози-
ции «Цитовир®-3», а также «Цитовир®-3» без АК и 
Умифеновира проявилась и при микроскопиче-
ском изучении монослоя на 2–4-е сутки наблюде-
ния. Наиболее выраженное ЦПД наблюдалось на 
4-е сутки после заражения в лунках с вирусным 
контролем (рис. 2). Во всех лунках с Умифенови-
ром, «Цитовир®-3» без АК и «Цитовир®-3» на 2–4-е 
сутки наблюдалось менее выраженное ЦПД по 
сравнению с вирусным контролем после зараже-
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Рис. 1. Культура клеток МА-104 на 4-е сутки (клеточный 
контроль). 
Fig. 1. MA-104 cell culture on day 4 (cell control).

Рис. 2. Культура клеток МА-104 на 4-е сутки после за-
ражения — вирусный контроль.  
Примечание. Монослой полностью дезинтегрирован, 
клетки разрушены и находятся во взвешенном состоя-
нии.  
Fig. 2. MA-104 cell culture on the 4th day after infection - 
viral control. 
Note. The monolayer is completely disintegrated, the cells 
are destroyed and are in a suspended state. 

Рис. 3. Культура клеток МА-104 в присутствии Цито-
вира-3 без аскорбиновой кислоты на 4-е сутки после 
заражения. 
Fig. 3. Culture of MA-104 cells in the presence of Cytovir-3 
without ascorbic acid on the 4th day after infection.

Таблица 14. Титр вируса в культуре клеток МА-104 на 1–3 сутки после внесения Цитовира-3 ГЛС, Цитовира-3 
без АК, АК и Умифеновира при одновременном внесении ротавируса 
Table 14. Virus titer in MA-104 cell culture on days 1-3 after the addition of Cytovir-3 FPP, Cytovir-3 without AA, AA and 
Umifenovir with simultaneous addition of rotavirus 
Препараты                                                                                                                                   Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                                                                    1-е сутки                       2-е сутки                       3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                                                                   2,5                                  3,83                                  6,17 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                                                            2,5                                  5,50                                  6,83 
Цитовир-3 без АК (соотв. 150 мкг/мл Цитовир-3)                         2,83                                  4,5                                    7,5 
Вирусный контроль                                                                                      3,83                                 6,17                                  8,17 
Клеточный контроль                                                                                   <1,0                                 <1,0                                  <1,0 



ния. Наиболее выраженный цитопротекторный 
эффект Умифеновира, «Цитовир®-3» без аскорби-
новой кислоты и «Цитовир®-3» проявился на 4-е 
сутки после заражения (см. рис. 3–5). 

Как показало выполненное исследование в 
присутствии Умифеновира, «Цитовир®-3» без 
АК и полной композиции «Цитовир®-3» моно-
слой клеток сохранял определённую целост-
ность, но часть клеток все же погибла или нахо-
дилась во взвешенном состоянии (см. рис. 3–5). 
В наибольшей степени, по сравнению с другими 
препаратами, монослой сохранился в присут-
ствии препарата, представляющего полную 
композицию «Цитовир®-3» (см. рис. 5).  

Заключение 
В результате изучения противовирусной ак-

тивности комплексного трехкомпонентного им-
муностимулирующего препарата «Цитовир®-3», 
содержащего аскорбиновую кислоту, бендазол и 
альфа-глутамил-триптофан, было установлено 
что его МПК составляет 150 мкг/мл, а ЦТД₅₀ — 
281,5 мкг/мл. Выявлено, что в диапазоне концент-
раций от 100 до 200 мкг/мл, сопоставимых с МПК 
и близких к ЦТД₅₀, препарат «Цитовир®-3» вос-
производимо проявляет противовирусную актив-
ность в отношении ротавируса, которая вы-
является путём достоверного повышения 
выживаемости клеток MA-104, в сравнении с ви-
русным контролем. Препарат «Цитовир®-3» в кон-
центрации 150 мкг/мл при одновременном (ле-
чебная схема) внесении с возбудителем и за 2 ч 
до вирусного инфицирования (лечебно-профи-
лактическая схема), на всех сроках наблюдения 
подавляет репродукцию ротавируса на 1,0–2,0 lg 

ТЦД₅₀/мл, что сопровождается достоверным сни-
жением концентрации вирусной РНК и цитопро-
текторным действием. Таким образом, по резуль-
татам проведённого исследования можно 
предположить, что «Цитовир®-3» оказывает про-
тивовирусное действие на этапе прилипания ви-
руса к поверхности клеток и последующего его 
проникновения внутрь энтероцита. 

Изучение противовирусной активности ком-
позиции «Цитовир®-3» без аскорбиновой кислоты 
показало, что определяющая роль в проявлении 
противовирусных свойств препарата принадле-
жит двум компонентам «Цитовира®-3», а именно: 
бендазола гидрохлориду и α-глутамил-трипто-
фану натрия. 

Данные, полученные в ходе выполнения дан-
ного исследования, могут служить основанием 
для дальнейшего проведения доклинических и 
клинических исследований по применению раз-
личных лекарственных форм препарата «Цито-
вир®-3» с целью профилактики и раннего лече-
ния (в первые часы/сутки после инфицирования) 
ротавирусной инфекции как у детей (лекарствен-
ные формы препарата «Цитовир®-3» — сироп (для 
детей) и порошок для приготовления раствора 
для приёма внутрь (для детей), так и у взрослых 
пациентов.  
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Fig. 4. Culture of MA-104 cells in the presence of Umifenovir 
on the 4th day after infection.

Рис. 5. Культура клеток МА-104 в присутствии Цито-
вира-3 на 4-е сутки после заражения. 
Fig. 5.  Culture of MA-104 cells in the presence of Cytovir 3 
on the 4th day after infection.
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