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Резюме 
Введение. В настоящее время проводятся интенсивные исследования по поиску новых препаратов для лечения 
COVID-19, включая изыскание альтернативных противовирусных методов лечения. Полисахариды морских бак-
терий (ПС) представляют собой безопасные, биоразлагаемые и биосовместимые полимеры с широким спектром 
биологической активности, в числе которой способность оказывать противовирусные и иммуномодулирующие 
эффекты. В связи с этим ПС привлекают пристальное внимание учёных как перспективный источник проти-
вовирусных лекарственных субстанций. Цель — оценка влияния ПС из 3 разных видов морских бактерий на экс-
прессию поверхностных маркеров активации клеток врождённого иммунитета и изучение противовирусной 
активности этих ПС в отношении вируса SARS-CoV-2. Материал и методы. Влияние ПС на экспрессию поверх-
ностных маркеров активации клеток врождённого иммунитета исследовали методом проточной цитофлуори-
метрии. Изучение анти-SARS-CoV-2 активности ПС в отношении ранней стадии жизненного цикла вируса 
изучали методом ингибирования цитопатогенного действия вируса (в МТТ-тесте) и методом полимеразной цеп-
ной реакции в режиме реального времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ). Результаты. Установлено, 
что исследуемые ПС из морских бактерий, различающиеся по химической структуре, в условиях in vitro акти-
вируют клетки врождённого иммунитета (моноциты, нейтрофилы, NK-клетки). Результаты, полученные как в 
тесте ингибирования цитопатогенного действия вируса, так и по снижению уровня РНК вируса SARS-CoV-2 про-
демонстрировали анти-SARS-CoV-2 активность исследуемых ПС. Наибольшую активность проявил ПС1, эффек-
тивно ингибируя ранние стадии взаимодействия SARS-CoV-2 с клеткой. Заключение. Исследуемые ПС можно 
считать перспективным источником противовирусных лекарственных субстанций. 
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Abstract 
Background. Intensive research is currently underway to find new drugs to treat COVID-19, including the search for alter-
native antiviral treatments. Marine bacteria polysaccharides (PSs) are safe, biodegradable, and biocompatible polymers 
with a wide range of biological activity, including the ability to exert antiviral and immunomodulatory effects. In this regard, 
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Введение 
Коронавирус тяжёлого острого респиратор-

ного синдрома 2-го типа (SARS-CoV-2 - severe acute 
respiratory coronavirus 2) (Nidovirales: Coronaviridae, 
Betacoronavirus) является этиологическим агентом 
смертельно опасного для человека коронавирус-
ного заболевания (COVID-19 — coronavirus disease 
2019) [1, 2]. Долгое время коронавирусы рассмат-
ривались как ветеринарная проблема [3]; лишь в 
начале XXI века стал очевиден значительный эпи-
демический потенциал этих вирусов [4–7]; а разра-
зившаяся в 2020–2023 гг. пандемия COVID-19 [7–10] 
подтвердила предположения отечественных спе-
циалистов о существовании у коронавирусов пан-
демического потенциала [3, 10]. 

В настоящее время проводятся интенсивные 
исследования по поиску новых препаратов для 
лечения COVID-19, в т. ч. изыскание альтернатив-
ных противовирусных методов лечения [1, 11–14]. 
Перспективными источниками анти-SARS-CoV-2 
являются морские организмы, продуцирующие 
уникальные химические соединения, включая по-
лисахариды, аминокислоты, гликозиды, полифе-
нолы, алкалоиды, терпеноиды, пептиды, сте-
роиды и др., проявляющие антивирусную 
активность [15–21] (что вполне закономерно, учи-
тывая колоссальное количество и многообразие 
вирусов Океана [22]). Морские микроорганизмы 
выгодно отличаются от других морских источников, 
поскольку имеют высокие темпы роста и продук-
тивности биомассы [20]. Полисахариды морских 
бактерий (ПС) — это углеводородные биополимеры, 
секретируемые одноклеточными микроорганиз-
мами, представителями морской флоры и фауны, 
которые могут находиться на внешней поверхно-
сти клеточных стенок, в слизистой капсуле или в 
окружающей среде [15, 21]. Микробные ПС могут 
существовать в виде гомо- или гетерополисаха-
ридов с различными свойствами, такими как со-
став моносахаридов, структурная конформация, 
молекулярная масса и функциональные группы. 
Благодаря полимерной повторяющейся структуре 

эти ПС способны к поливалентным взаимодей-
ствиям, которыми не обладают мономерные по-
лисахариды. В этой связи ПС могут быть модифи-
цированы путём присоединения лигандов, 
определяющих множественное связывание с ре-
цепторами на поверхности клеток–мишеней [23] 
или вирусов [24]. 

ПС из морских микроорганизмов представ-
ляют собой безопасные, биоразлагаемые и био-
совместимые полимеры и проявляют широкий 
спектр биологической активности, в числе кото-
рой способность оказывать иммуномодулирую-
щие и противовирусные эффекты, в связи с чем 
привлекают пристальное внимание учёных как 
перспективный источник противовирусных ле-
карственных субстанций [15, 20, 21, 23–25]. 

Цель работы — оценка влияния ПС из 3-х 
разных видов морских бактерий на экспрессию 
поверхностных маркеров активации клеток 
врождённого иммунитета и изучение противови-
русной активности этих ПС в отношении вируса 
SARS-CoV-2. 

Материал и методы 
Полисахариды из морских микроорганизмов были по-

лучены в лаборатории морской гликобиологии Тихоокеанского 
института биоорганической химии им. Г. Б. Елякова ДВО РАН: 

• ПС1 выделен из Pseudoalteramonas nigrifaciens КММ 156 
и состоит из тетрасахаридных повторяющихся звеньев, со-
держащих два остатка L-Rha, один остаток 2-ацетамидо-2-дез-
окси-D-глюкозы (D-GlcpNAc) и один остаток 3-О-[(R)-1-кар-
боксиэтил]-D-глюкозы [α-D-Glcp3(R-Lac), глюколактиловой 
кислоты [26] (рис. 1). 

• ПС2 выделен из Cobetia litoralis KMM 3890T и пред-
ставляет О-специфический полисахарид, состоящий из раз-
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PSs attract the close attention of scientists as a promising source of antiviral medicinal substances. The aim of the work is 
to evaluate the effect of PSs from 3 different species of marine bacteria on the expression of surface activation markers of 
innate immunity cells and to study their antiviral activity against the SARS-CoV-2 virus. Methods. The effect of PSs on the 
expression of surface activation markers of innate immunity cells was studied by flow cytofluorometry. The study of the 
anti-SARS-CoV-2 activity of the PSs at the early stages of the virus life cycle was evaluated by inhibiting the cytopathogenic 
effect of the virus (in the MTT assay) and by real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR-RV). Results. 
It was found that the studied PSs, differing in chemical structure, induced activation of innate immunity cells (monocytes, 
neutrophils, NK cells) in vitro. The results obtained both in the test of inhibition of the cytopathogenic effect of the virus 
and in reducing the level of RNA of the SARS-CoV-2 virus demonstrated the anti-SARS-CoV-2 activity of the PSs. PS1 showed 
the greatest activity, effectively inhibiting the early stages of SARS-CoV-2 interaction with the cell. Conclusion. The studied 
PSs can be considered a promising source of antiviral medicinal substances. 
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Рис. 1. Структура ПС1. 
Fig. 1. Structure of PS1.
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ветвлённых трисахаридных повторяющихся звеньев, состоящих 
из D-глюкозы (D-Glcр), D-маннозы (D-Manр) и сульфатирован-
ной по положению О-5 3-дезокси-D-манноокт-2-улозоновой 
кислоты (Kdop5S) [27] (рис. 2). 

• ПС3 выделен из Idiomarina abyssalis КММ 227T и 
также представляет О-специфический полисахарид, со-
стоит из сульфатированных пентасахаридных повторяю-
щихся звеньев и содержит два остатка 2-ацетамидо-2-дез-
окси-D-глюкуроновой кислоты (D-GlcpNAcA), L-рамнозы 
(L-Rhap), 2,4-диацетамидо-2,4,6-тридезокси-D-глюкозы (D-
QuipNAc4NAc), а также сульфатированный по положению 
О-2 остаток 3,6-дидезокси-3-(4-гидроксибутирамидо)-D-
глюкозы [D-Quip2S3N(4Hb)] [28] (рис. 3). 

Цитометрические методы осуществлялись с использо-
ванием периферической крови с гепарином (25 ЕД/мл), полу-
ченной от здоровых доноров (n=6), не страдавших инфекцион-
ными заболеваниями и не предъявлявших на момент 
обследования жалоб соматического характера. Все доноры 
дали письменное информированное согласие на участие в ис-
следовании, и протокол исследования был одобрен Комитетом 
по этике «НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г. П. Со-
мова» Роспотребнадзора (протокол № 2 от 16.11.2021). Иссле-
дуемые ПС вносили в кровь в конечной концентрации 
100 мкг/мл (оптимальную дозу определили в предварительных 
экспериментах). В контрольные пробы вносили физиологиче-
ский раствор. Уровень экспрессии молекул оценивали через 
24 ч методом цитометрического анализа в программе «Cell 
Quest» на проточном цитометре BD FACSCalibur («Becton Dick-
inson», США) c использованием моноклональных антител к мо-
лекулам CD56-FITC, CD56-PE, CD3-APC, TLR2-PE, TLR4-PE, HLA-
DR-PE, CD69-PE, CD62L-FITC, CD62L-PE, CD11b-PE, CD54-PE, 
CD14-FITC, CD16-PE («Beckman Coulter») и соответствующих 
изотипических контролей. Гейтирование субпопуляций грану-
лоцитов, основную часть которых составляют нейтрофилы, 
осуществляли по прямому (FSC) и боковому (SSC) светорассея-
нию. Моноциты дифференцировали от других клеток по па-
раметрам FSC и SSC, а также по экспрессии клетками молекул 
CD14. NK-клетки идентифицировали как CD3-CD56+ клетки. 
В каждой пробе анализировали не менее 10⁴ клеток. 

Вирусный штамм SARS-CoV-2/Vladivostok/5130/2020 
(Ухань-подобный генотип B1.1.397) был получен из коллекции 
ФГБНУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г. П. Со-
мова» Роспотребнадзора (ID в VGARus prim000098, GISAID 
EPI_ISL_16756941, GenBank OQ363272) [9]. Штамм был выделен 
из назофарингеального смыва пациента с клинически и ла-
бораторно подтверждённым диагнозом COVID-19 путём после-
довательного пассирования на модели культуры клеток почки 
африканской зелёной мартышки (Vero E6), полученной из Го-
сударственного научного центра вирусологии и биотехнологии 
(ВЕКТОР, Новосибирск, Россия). Штамм накапливали в Vero 
E6 с использованием среды DMEM (Биолот, Санкт-Петербург, 
Россия), в которую добавляли 10% эмбриональную телячью 
сыворотку (ЭТС) (Биолот, Санкт-Петербург, Россия) и 100 ЕД/мл 
гентамицина (Дальхимфарм, Хабаровск, Россия) при 37°C, 5% 
CO₂. В поддерживающей среде концентрация ЭТС была сни-
жена до 1%. Концентрация клеток во всех опытах составляла 
10⁴ клеток/мл. Инфекционный титр SARS-CoV-2 в культуре 
клеток Vero E6 после 5-го пассажа составил 5,8 lg(TCID₅₀/мл) 
(50% tissue cytopathic infectious dose per 1 ml — 50% тканевых 
цитопатических инфекционных доз в 1 мл). Все эксперименты 
с инфекционным вирусом проводились в помещении с уров-

нем биологической безопасности 3 ФГБНУ «НИИ эпидемио-
логии и микробиологии им. Г. П. Сомова» Роспотребнадзора. 

Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ) проводи-
лась с помощью набора реагентов для выявления РНК коро-
навируса SARS-CoV-2 методом ПЦР-РВ (Синтол, Россия) на ана-
лизаторе Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия) в соответствии 
с инструкцией производителя. 

Цитотоксическая активность соединений оценивалась 
с учётом жизнеспособности клеток в МТТ-тесте [29–31]. На 
24-часовой монослой клеток, выращенных в 96-луночных 
планшетах наносили тестируемые вещества в различных кон-
центрациях (5–2000 мкг/мл) и культивировали при 37°С в ат-
мосфере 5% CO₂ в течение 5 сут. После инкубации добавляли 
5 мг/мл МТТ (бромид метилтиазолилтетразолия) (Sigma-Ald-
rich, США) и инкубировали 2 ч при 37 С. Клетки с внутрикле-
точными кристаллами формазана растворяли изопропано-
лом. Оптическую плотность измеряли при λ=540 нм на 
планшетном ридере (LabSystems). Индекс цитотоксичности 
(CI(C) — cytotoxicity index) при данной концентрации (C) те-
стируемого препарата — полисахаридов (ПС) и Рибавирина® 
(референсный препарат) — рассчитывали по формуле: 

CI(C) = (1 – Ds/D0) × 100% (1) 
где Ds — оптическая плотность в МТТ-тесте клеток, об-

работанных тестируемыми соединениями; D0 — оптическая 
плотность в МТТ-тесте контрольных (не обработанных тести-
руемыми соединениями) клеток. Значение 50% цитотоксиче-
ской дозы (CD₅₀ — 50% thе cytotoxicity dose), вдвое снижающей 
жизнеспособность клеток по сравнению с контролем, рас-
считывали с помощью линейно-логарифмической интер-
поляции как корень уравнения 

CI(CD₅₀) = 50% (2) 
Максимально нецитотоксичной дозой (MNCD — maxi-

mum non-cytotoxic dose) тестируемых соединений считалась 
концентрация, удовлетворяющая уравнению: 

CI(MNCD) = 10% (3) 
Изучение анти-SARS-CoV-2 активности исследуемых 

соединений на ранние стадии жизненного цикла SARS-CoV-2 
изучали с помощью оценивания уровня подавления цитопа-
тогенного действия (ЦПД) вируса (с помощью МТТ-теста) и 
репликации вируса (с помощью ОТ-ПЦР-РВ). Монослой кле-
ток Vero E6, выращенный в 96-луночных планшетах, инфи-
цировали штаммом SARS-CoV-2/Vladivostok/5130/2020 в дозах 
1,0 lg(TCID₅₀/мл) и 2,0 lg(TCID₅₀/мл); ПС и Рибавирин добав-
ляли в концентрациях от 5 мкг/мл до 500 мкг/мл и при MNCD 
(см. далее) (ОТ-ПЦР-РВ) по нескольким схемам, согласно [17, 
18]: клетки обрабатывали ПС или Рибавирином за 1 ч до ин-
фицирования (профилактическое действие); в другом вари-
анте клетки обрабатывали вирусом и ПС или Рибавирином 
одновременно (одновременное действие). Обработанные 
клетки инкубировали в течение 5 сут при 37°C, 5% СО₂. 

• МТТ-тест для оценки анти-SARS-CoV-2-ак-
тивности исследуемых соединений в конкретной 
концентрации оценивали на основе индекса про-
текции (PI(С) — protection index): 

PI(С)=(Dsi – Di)/(D0 – Di) × 100% (4) 
где D0 — оптическая плотность в МТТ-тесте 

контрольных (не обработанных тестируемыми со-
единениями) клеток; Di — оптическая плотность в 
МТТ-тесте инфицированных клеток без препарата; 
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Рис. 2. Структура ПС2. 
Fig. 2. Structure of PS2.
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Рис. 3. Структура ПС3. 
Fig. 3. Structure of PS3.
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Dsi — оптическая плотность в МТТ-тесте инфицированных 
клеток в присутствии препарата. 

Значение 50% эффективной дозы (ED₅₀ — 50% effective 
dose) рассчитывали с помощью линейно-логарифмической 
интерполяции как корень уравнения 

PI(ED₅₀) = 50% (5) 
Итоговая противовирусная активность соединения оце-

нивалась с использованием индекса селективности (SI — se-
lectivity index): 

SI=CD₅₀/ED₅₀ (6) 
• ОТ-ПЦР-РВ для оценки анти-SARS-CoV-2-активности 

исследуемых соединений проводили, как описано выше, на 
основе порогового цикла амплификации (Ct — treshold am-
plification cycle). Значение Ct � 36 принималось за отсутствие 
в образцах РНК SARS-CoV-2. 

Индекс протекции по результатам ОТ-ПЦР-РВ (PCRPI(С) — 
PCR-based protection index) для исследуемых соединений в кон-
кретной концентрации оценивали по формуле: 

 
PCRPI(С) = (2       –1) × 100% (7) 

где Cto — значение Ct в ОТ-ПЦР-РВ для контрольных (не 
обработанных тестируемыми соединениями) клеток; Cti — 
значение Ct в ОТ-ПЦР-РВ для инфицированных клеток без 
препарата; Ctsi — значение Ct в ОТ-ПЦР-РВ для инфицирован-
ных клеток в присутствии препарата. Все отрицательные 
значения Ct � 36 округлялись до 36 (в частности, заведомо 
Cto = 36). Легко видеть, что PCRPI(С), если тестируемый пре-
парат абсолютно не обладает никакой способностью снижать 
репродукцию вируса (т. е. Ctsi = Cti), и PCRPI(С) = 100%, если те-
стируемый препарат полностью подавляет вирусную репро-
дукцию (т. е. Ctsi = Cto). 

Статистический анализ полученных данных проводили 
с помощью Statistica ver. 10.0 (StatSoft, Польша) и макросов 
собственных разработок в MS Excel ver. 2010 (Microsoft, США). 

Выборочные данные характеризовали с помощью среднего 
значения (M) и стандартного отклонения выборочного сред-
него (m) в форме M±m. Оценку различий для групп экспери-
ментальных значений проводили с использованием критерия 
Манна–Уитни–Вилкоксона с пороговым уровнем значимости. 

Результаты 
Как известно, движение к очагу воспаления 

нейтрофилов, являющихся одними из главных 
эффекторных клеток врождённого иммунитета, 
начинается с серии адгезионных событий, каждое 
из которых связано с изменением экспрессии 
ряда поверхностных молекул, в частности селек-
тинов и интегринов. 

При изучении уровня экспрессии молекул ад-
гезии нейтрофилами под влиянием исследуемых 
ПС установлено, что значительно по сравнению 
с контролем (р�0,05) уменьшалась экспрессия 
L-селектинов (CD62L), но увеличивалась экспрес-
сия интегринов (CD11b) на мембранах клеток, что 
свидетельствует о мобилизации и активации эф-
фекторных клеток, готовности их к миграции. 
Наибольший эффект по интенсивности экспрес-
сии CD11b на нейтрофилах оказывал ПС1, уве-
личивая этот показатель до 2191±52,1 при конт-
рольных значениях 303±10,8 (p�0,05) (табл. 1). 

Также наблюдалось увеличение плотности 
экспрессии молекул активации CD69 и сигналь-
ных молекул CD14 на нейтрофилах (см. табл. 1). 
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Ctsi – Cti –––––––– Cto – Cti

Таблица 1. Уровень экспрессии молекул на поверхности клеток врождённого иммунитета после инкубации 
с полисахаридами (ПС) (100 мкг/мл) 
Table 1. The level of molecules expression on the surface of innate immune cells after incubation with polysaccharides 
(100 µg/ml) 
№ образца                                                       Антигены (маркеры) клеточной мембраны нейтрофилов 
                                                      CD69                CD62L              CD11b                TLR2                   TLR4                  CD14                  CD16 
                                                       MFI                     MFI                     MFI                     MFI                     MFI                     MFI                     MFI 
Контроль                           20,5±1,4          106,0±4,3        303,0±10,8         39,8±0,6            14,3±1,5           17,7±1,4        1326,2±25,1 
ПС1                                     109,0±5,4*        14,4±1,5*      2191,0±52,1*       36,6±1,1           17,7±1,8*          21,8±4,3        782,0±29,0* 
ПС2                                      30,6±1,3*          17,2±1,6*      1630,0±36,7*     44,8±1,02*        10,0±1,04        172,0±9,4*     2040,1±81,8* 
ПС3                                      46,3±4,1*          13,2±1,4*      1789,0±38,9*     45,2±1,97*         13,1±1,2         114,0±5,5*      1096,0±3,1* 
№ образца                                                           Антигены (маркеры) клеточной мембраны моноцитов 
                                                                   CD62L               CD11b                TLR2                   TLR4                 CD14                  CD16 
                                                                      MFI                     MFI                    MFI                      MFI                    MFI                      MFI 
Контроль                                        34,1±0,6           733±38,1         117±18,7            15,4±0,5         1461±20,5          24,8±1,5 
ПС1                                                    29,0±0,8*       1816±111,9*       103±6,9              30±1,8*         1102±28,6*         65,4±2,9* 
ПС2                                                    30,1±0,4*        1221±63,4*      226±11,1*           13,0±0,4        1742±33,5*         40,2±2,9* 
ПС3                                                    30,6±0,6*        1040±47,2*         132±7,6            19,9±0,6*       1614±21,9*       56,8±3,02* 
№ образца                                                           Антигены (маркеры) клеточной мембраны NK-клеток 
                                                                   CD62L               CD11b         CD56bright            CD16              НLA-DR               CD54 
                                                                      MFI                     MFI                       %                        MFI                       %                           % 
Контроль                                        45,5±0,8           131±16,9          10,4±1,3            398±40,4           4,3±0,3             15,0±1,2 
ПС1                                                    39,9±0,7*         608±10,2*        26,1±1,3*          262±14,5*        13,9±0,6*          69,8±3,9* 
ПС2                                                     45,5±0,8          193±14,9*         14,0±2,0            314±45,8           4,9±0,4            33,5±3,4* 
ПС3                                                     46,6±0,9          186±15,7*         12,2±1,3           274±10,9*          9,9±0,5*           63,2±2,2* 
Примечание. Показатели M±m, n=6; * — различия значимы по отношению к контролю уровень достоверности 
р�0,05 MFI (mean fluorescence intensity) — средняя интенсивность флуоресценции — отражает количество мо-
лекул, экспрессированных на клеточной мембране; % — процент клеток, экспрессирующих соответствующие 
маркеры. 
Note. The results were shown as M±m, N=6; * — marks confidence level P�0,05 — the differences are significant in 
relation to the control; MFI (mean fluorescence intensity) — reflects the number of molecules expressed on the cell mem-
brane; % — average percentage of cells expressing corresponding markers. 



Молекулы СD69 относятся к самым ранним ин-
дуцибельным поверхностным маркерам, которые 
не экспрессируются на интактных клетках, а по-
являются после активации клеток различными 
стимулами. 

Под влиянием ПС1 увеличивалась экспрессия 
мембранных молекул TLR4, а под влиянием ПС2 
и ПС3 — TLR2 на нейтрофилах. Для TLR харак-
терна низкая плотность экспрессии по отноше-
нию к другим мембраносвязанным белкам. Мар-
кер TLR4, экспрессируется на всех нейтрофильных 
гранулоцитах, его основной функцией является 
распознавание липополисахаридов грамотрица-
тельных бактерий [32], а интенсивность его экс-
прессии быстро увеличивается в ответ на воздей-
ствие РАМР (pathogen-associated molecular patterns) 
инфекционных агентов и уменьшается при отсут-
ствии взаимодействия с лигандами [33].  

Однако одним из функциональных ограниче-
ний данного маркера является тот факт, что его 
распознавание возможно только при условии экс-
прессии на клеточной мембране вспомогательной 
корецепторной молекулы CD14. Последующий за-
пуск каскада процессов активации нейтрофилов 
после взаимодействия комплекса TLR4–CD14 с ли-
гандом регулируется со стороны иммунной си-
стемы большим количеством цитокинов и других 
регуляторных молекул  [34]. Под влиянием ПС2 и 
ПС3 наблюдалось увеличение экспрессия сигналь-
ной молекулы CD14 на нейтрофилах в 6–10 раз по 
сравнению с контролем (p�0,05). Кроме того, ПС1 
и ПС3 снижали уровень экспрессии низкоаффин-
ного рецептора для Fc-фрагмента иммуноглобули-
нов CD16, а ПС2 увеличивал этот показатель 
(см. табл. 1). CD16 экспрессируется на поверхности 
нейтрофилов, моноцитов, макрофагов, NK-клеток 
и играет важную роль в стимуляции мобилизации 
Са2+ и дегрануляции нейтрофилов, а также способен 
активировать дегрануляцию, фагоцитоз и окисли-
тельный взрыв, которые обеспечивают удаление 
опсонизированных патогенов нейтрофилами [35]. 

Влияние исследуемых ПС на экспрессию мо-
лекул адгезии моноцитами было аналогично с их 
действием на нейтрофилы: снижение уровня экс-
прессии CD62L и возрастание CD11b, причём наи-
больший эффект на экспрессию CD11b оказывал 
ПС1. Все ПС индуцировали значимые изменения 
уровня рецепторов TLR на мембранах моноцитов: 
ПС1 и ПС3 увеличивали уровень экспрессии TLR4, 
а ПС2 приводил к возрастанию TLR2 (см. табл. 1). 

Известно, что микробные ЛПС и ПС на пер-
вом этапе инициируют в клетке два основных про-
цесса, связанных с изменением количества рецеп-
торов CD14: слущивание (шеддинг) молекул с 
мембран и транслокацию внутриклеточных мо-
лекул на поверхность клетки. В зависимости от 
того, какой из процессов преобладает, наблюда-
ется уменьшение или увеличение мембранных 

молекул и возрастание молекул растворимых ре-
цепторов CD14 (sCD14), играющих роль в транс-
портировке ЛПС к мембранам клеток [36]. В на-
шем случае ПС1 снижал, а ПС2 и ПС3 увеличивали 
уровень экспрессии CD14 на моноцитах. 

Все ПС вызывали возрастание экспрессии 
CD16, в большей степени ПС1, увеличивая плот-
ность этих молекул (MFI) до 65,4±2,9 при конт-
рольных показателях 24,8±1,5 (см. табл. 1). Таким 
образом, увеличивалась популяция моноцитов 
CD14+CD16+, которая характеризуется более вы-
соким уровнем фагоцитоза, продукции провос-
палительных цитокинов и большим потенциалом 
антигенпредставляющей функции [37]. 

Главная функция NK-клеток — элиминация 
заражённых и повреждённых клеток организма. 
На основе плотности молекул CD56 и CD16 на кле-
точной поверхности выделяют две подгруппы 
NK-клеток человека: NK-клетки CD56dimCD16bright 
и CD56brightCD16dim, каждая из которых играет осо-
бую роль в иммунном ответе человека. В перифе-
рической крови более 90% NK-клеток принадле-
жат к субпопуляции CD56dimCD16bright, которые 
являются медиаторами цитотоксичности. Они 
экспрессируют высокий уровень киллерных им-
муноглобулиноподобных рецепторов (KIR), низ-
кий уровень CD94/NKG2A, а также экспрессируют 
CXCR1, рецептор провоспалительного цитокина 
IL-8. Напротив, субпопуляция NK-клеток 
CD56brightCD16dim составляет менее 10% NK-клеток 
периферической крови, обладает сниженной ци-
тотоксической активностью, доминирует в лим-
фатических узлах, а также тканях, отвечая за про-
дукцию цитокинов и хемокинов. Активацию 
NK-клеток индуцирует появление CD56bright 
NK-клеток, способных продуцировать провоспа-
лительные цитокины IFN-γ, TNF-α и IL-12 [38]. 

В результате нашего исследования установ-
лено, что субпопуляционный состав NK-клеток 
изменился следующим образом: увеличилось от-
носительное количество способных продуциро-
вать цитокины CD56bright NK-клеток под действием 
ПС1 до 26,1±1,3% (в контроле —10,4±1,3%). При 
этом плотность рецепторов CD16 значимо снизи-
лась после инкубации NK-клеток с ПС1 и ПС3. 
Отмечено также возрастание плотности молекул 
адгезии CD11b на NK-клетках под действием ПС, 
но эффект ПС1 был более выражен по сравнению 
с ПС2 и ПС3. Значимое снижение селектина 
CD62L наблюдалось только при инкубации кле-
ток крови с ПС1 (см. табл. 1). Изменение экспрес-
сии молекул адгезии определяет особенности ак-
тивации и осуществление эффекторных функций 
клеток. 

 Исследуемые ПС увеличивали относитель-
ное количество NK-клеток, экспрессирующих 
маркеры иммуноглобулинов CD54, а ПС1 и ПС3 
увеличивали и экспрессию маркера активации 
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HLA-DR (см. табл. 1). Молекулы межклеточной 
адгезии ICAM-1 (CD54) экспрессируются на клет-
ках при активации и участвуют в обеспечении 
адгезии нейтрофилов, моноцитов и лимфоцитов 
к активированному сосудистому эндотелию с 
последующей их экстравазацией и миграцией в 
очаг воспаления. Молекулы СD54 также функ-
ционируют как сигнальные и принимают участие 
в передаче сигнала с клеточной мембраны 
внутрь клетки и запуске каскада событий, ре-
зультатом чего является продукция супероксид-
ных радикалов [39]. 

HLA-DR-экспрессирующие NK-клетки про-
являют большую литическую способность и экс-
прессируют хемокиновый рецептор, связанный как 
с привлечением клеток к очагу воспаления, так и с 
возвращением их в лимфатический узел. Показано, 
что HLA-DR-экспрессирующие NK-клетки могут иг-
рать существенную роль во время инициации и 
усиления воспалительных реакций, обеспечивая 
регуляцию иммунного ответа. Кроме того, вы-
явлена корреляция между процентом NK-клеток, 
экспрессирующих HLA-DR, и уровнем транскрип-
ции генов IFN-γ NK-клетками [40]. 

Экспрессия маркера CD16 на NK-клетках под 
влиянием ПС снижалась (см. табл. 1). Известно, 
что связывание NK-клеток с лигандом CD16 ин-
дуцирует транскрипцию мембранных активных 
белков, таких как IL-2-R (CD25) и провоспали-
тельных цитокинов IFN-γ и TNF-α [41]. 

Таким образом, ПС эффективно воздей-
ствуют на клетки врождённого иммунитета (ней-
трофилы, моноциты и NK-клетки), увеличивая 
уровень экспрессии активационных и сигналь-
ных молекул. Наиболее выраженное действие 
оказывает ПС1.  

В следующей серии экспериментов проведена 
оценка цитотоксичности исследуемых ПС, которая 
показала, что эти соединения обладали низкой 
цитотоксической активностью по отношению к 
Vero E6: CD₅₀ � 2000 мкг/мл; MNCD = 250±23 мкг/мл. 
Для Рибавирина как референсного препарата 
CD₅₀ = 730±88 мкг/мл, MNCD = 150±18 мкг/мл.  

Исследование влияния ПС на ранние стадии 
жизненного цикла SARS-CoV-2 продемонстриро-
вало, что эти соединения наиболее эффективно по-
давляли репликацию вируса при условии одновре-
менной обработки клеток Vero E6 вирусом и ПС. 
По данным МТТ-теста наиболее высокую проти-
вовирусную активность проявлял ПС1: при зара-
жающей дозе 2,0 lg(TCID₅₀/мл), CD₅₀ = 96,0 мкг/мл; 
при заражающей дозе 1,0 lg(TCID₅₀/мл) (табл. 2, 
рис. 1). Необходимо отметить, что при предвари-
тельной обработке клеток ПС (профилактиче-
ское действие) более высокая ингибирующая ак-
тивность отмечена для ПС2 (табл. 2, рис. 4). При 
этом Рибавирин проявлял незначительную анти-
SARS-CoV-2 активность только при одновремен-
ном воздействии на клетки. 

Анти-SARS-CoV-2 активность ПС из морских 
бактерий была также изучена с использованием 
ОТ-ПЦР-РВ. Наиболее выраженное снижение 
уровня РНК SARS-CoV-2 обнаружено при одновре-
менном воздействии ПС при MNCD = 250 мкг/мл 
и заражающей дозе 2,0 lg(TCID₅₀/мл) на Vero E6 
(табл. 3). Установлено, что при указанных усло-
виях ПС1 наиболее эффективно подавляет репро-
дукцию вируса (по сравнению с контролем), за-
щищая в среднем 42% инфицированных клеток 
(р�0,05). При этом индексы протекции ПС2 и ПС3 
составляли 22 и 15%, соответственно. В то же 
время при предварительной обработке клеток ис-
следуемыми соединениями в концентрации 
250  мкг/мл и при инфекционной дозе вируса 
2,0  lg  (TCID₅₀/мл) снижение вирусной репродук-
ции было менее выраженным, и индекс протек-
ции в среднем для всех полисахаридов составлял 
около 9% (см. табл. 3). 

Таким образом, результаты, полученные 
как в тесте ингибирования цитопатогенного 
действия вируса (МТТ-тест), так и по снижению 
уровня РНК вируса SARS-CoV-2 (ОТ-ПЦР-РВ) 
продемонстрировали антикоронавирусную ак-
тивность исследуемых ПС. Наибольший эффект 
показал ПС1, который проявляет значительную 
антикоронавирусную активность, эффективно 
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Таблица 2. Анти-SARS-CoV-2 активность полисахаридов из морских бактерий (МТТ-тест) 
Table 2. Anti-SARS-CoV-2 activity of polysaccharides from marine bacteria (MTT assay) 
Соединения                                           Профилактическое действие                                     Одновременное действие  
                                                            1,0 lg(TCID₅₀/мл)            2,0 lg(TCID₅₀/мл)          1,0 lg(TCID₅₀/мл)             2,0 lg(TCID₅₀/мл) 
                                                    ED₅₀, мкг/мл        SI        ED₅₀, мкг/мл        SI        ED₅₀, мкг/мл        SI          ED₅₀, мкг/мл        SI 
ПС1                                               185±20         10,8±1,3        410±45         4,9±0,6            63±7           31,6±3,0           96±10          20,8±2,5 
ПС2                                               128±14         15,6±1,7        253±28         7,9±0,9            83±9           24,0±2,5          182±20        10,9±1,3 
ПС3                                               238±26          8,4±0,9          581±64         3,4±0,4          113±12        17,7±1,9          289±32          6,9±0,9 
Рибавирин                                               Н/а                                        Н/а                         160±18         4,6±0,6           207±23          3,5±0,4 
Примечание. Результаты представлены M±σ и включают данные трех экспериментов; ED₅₀ — 50% вирус-инги-
бирующая концентрация соединений; SI — селективный индекс соединений (SI=CD₅₀/ED₅₀); TCID₅₀/мл — 50%  
тканевая цитопатическая инфекционная доза вируса; Н/а — нет активности. 
Note. The results were shown as M±σ and include data of 3 experiments; ED₅₀ — 50% virus inhibition concentration of the 
compounds; SI — selective index of compounds (SI=CD₅₀/ED₅₀); TCID₅₀/ml — 50% tissue cytopathic infectious dose of 
the virus; Н/а — no activity.



ингибируя ранние стадии взаимодействия 
SARS-CoV-2 с клеткой. 

Обсуждение 
Как показали результаты проведённых ис-

следований, наибольшую анти-SARS-CoV-2 и им-
муномодулирующую активность проявил ПС1 из 
P. nigrifaciens КММ 156. Каждый из исследуемых 
образцов ПС имеет уникальную последователь-
ность, конфигурацию и тип замещения индиви-
дуальных моносахаридных остатков внутри по-
вторяющейся структурной единицы. Кроме того, 
ПС2 и ПС3 являются сульфатированными по 
определённым положениям в отличие от ПС1. 

Тестирование исследуемых ПС в МТТ-тесте 
показало, что эти соединения обладают низкой 
цитотоксической активностью по отношению к 
Vero E6: CD₅₀ � 2000 мкг/мл. 

Что касается токсичности микробных ПС, ра-
нее нами была показано, что эти ПС нетоксичны 

при парентеральном введении лабораторным 
животным и не индуцируют апоптоз лимфоцитов 
и нейтрофильных лейкоцитов периферической 
крови человека [42]. Также ранее нами выявлено 
иммунокорригирующее и противовирусное дей-
ствие ПС из P. nigrifaciens KMM 156 в отношении 
вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) (Amarillovi-
rales: Flaviviridae, Flavivirus). Максимальная кон-
центрация этого ПС (1000 мкг/мл) вызывала сни-
жение титров вируса на 4,0 lg(TCID₅₀/мл), 
подавляя репродукцию вируса на 66,7% [43]. 

По данным ряда авторов механизмы противо-
вирусного действия микробных ПС универсальны. 
Они реализуются как системно, так и при местном 
воздействии ПС. Системное действие ПС может 
проявляться путём стимуляции факторов врож-
дённого и адаптивного иммунитета, реализации 
противовоспалительной, антиоксидантной и др. ви-
дов активности [44]. Ускорение элиминации вируса 
из организма может быть связано со стимуляцией 
функциональной активности клеток врождённого 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Таблица 3. Анти-SARS-CoV-2 активность полисахаридов из морских бактерий (ОТ-ПЦР-РВ) 
Table 3. Anti-SARS-CoV-2 activity of polysaccharide from marine bacteria (RT-PCR) 
Соединения                   Профилактическое действие                                                       Одновременное действие  
 
                                              Ctsi                     Ctsi – Cti      (2      – 1) × 100,%                                Ctsi                      Ctsi – Cti      (2      – 1) × 100,% 
ПС1                            18,8±2,2*              2,4±0,3                8,8±1,1                                  26,3±3,4*               9,9±1,3               41,9±5,0  
ПС2                            19,9±2,4*              3,5±0,4               13,1±1,7                                 22,0±2,6*               5,6±0,7               21,9±2,8 
ПС3                            17,9±2,1*              1,5±0,2                5,4±0,7                                  20,3±2,4*               3,9±0,5               14,8±1,8 
Рибавирин              16,9±1,9               0,5±0,1                1,7±0,2                                  19,8±2,2*               3,4±0,4               12,7±1,5  
Примечание. Ct – пороговый цикл; Cto – значение Ct для контрольных клеток (не обработанных тестируемыми 
соединениями), (Cto=36); Cti — среднее значение Ct для инфицированных клеток без препарата (контроль вируса), 
(Cti=16,4±1,8); Ctsi — среднее значение Ct для инфицированных образцов после обработки полисахаридами. По-
казатели M±m в трёх независимых экспериментах. * — уровень достоверности р�0,05 при сравнении показателей 
Ctsi с таковыми Cti. 
Note. Ct – the threshold cycle; Cto — Ct value for control cells (not treated with tested compounds), (Cto=36); Cti — average 
Ct value for infected cells without the drug (virus control), (Cti=16.4±1.8); Ctsi — average Ct value for infected samples after 
treatment with polysaccharides. The results were shown as M±m and include data of 3 experiments. * — marks confidence 
level P�0,05 when comparing Ctsi values with Cti values.

Ctsi – Cti –––––––– Cto – Cti

Ctsi – Cti –––––––– Cto – Cti

Рис. 4. Селективный индекс (SI) полисахаридов из морских бактерий при разных схемах их применения. 
Fig. 4. The selective index (SI) of polysaccharides from marine bacteria in different application schemes. 



иммунитета — пролиферации и цитотоксической 
активности NK-клеток и выработки провоспали-
тельных цитокинов с противовирусной актив-
ностью (интерферонов 1-го типа) [44, 45]. NK-клетки 
одними из первых реагируют на вирусные инфек-
ции. Цитотоксическая функция NK-клеток реали-
зуется посредством разных механизмов, включая 
участие рецепторов апоптоза, лиганд Fas (FasL) и 
лиганд, индуцирующий апоптоз, связанный с фак-
тором некроза опухоли (TRAIL), а также экзоцитоз 
цитолитических гранул, содержащих перфорины 
и гранзимы [46].  

Механизм противовирусного действия ПС 
также может осуществляться путём блокирования 
прикрепления и проникновения вируса в клетки, 
ингибируя либо связывание вируса со специфи-
ческими рецепторами клеток хозяина, либо пря-
мой инактивацией вирусных частиц [15, 24]. Так, 
ранее нами показано, что под воздействием ПС из 
P. nigrifaciens KMM 156 на клетки цельной крови, 
инфицированной ВКЭ, восстанавливалось инду-
цированное вирусом снижение экспрессии кле-
точных маркеров CD69, HLA-DR и СD107a на мем-
бране моноцитов, NK и CD8+ T-клеток и продукции 
иммунокомпетентными клетками провоспали-
тельных цитокинов (IL-1, IL-6, IL-8, IFNα, IFNγ). Этот 
ПС ингибировал репликацию вируса в клетках ли-
нии СПЭВ (почки эмбриона свиньи), снижая ко-
личество инфицированных клеток и уровень ви-
русной нагрузки, т. е. проявлял выраженный 
противовирусный эффект [43]. 

Выводы 
1. Исследуемые ПС из морских бактерий 

P. nigrifaciens KMM 156 (ПС1), K. litoralis KMM 3890T 
(ПС2), I. abyssalis KMM 227T (ПС3), различающиеся 

по химической структуре, активируют клетки 
врождённого иммунитета (нейтрофилы, моно-
циты, естественные NK-киллеры), усиливая их 
способность к миграции, изменяя уровень экс-
прессии молекул адгезии и увеличивая их эффек-
торный потенциал.  

2. ПС из морских бактерий проявляют анти-
коронавирусную активность, эффективно инги-
бируя ранние стадии взаимодействия SARS-CoV-2 
с клеткой. 

3. Исследуемые ПС можно считать перспек-
тивным источником противовирусных лекарст-
венных субстанций, в т. ч. в борьбе с вирусом 
SARS-CoV-2. Однако для изучения углублённых 
механизмов противовирусного действия этих ПС 
требуются дальнейшие исследования. 
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