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Резюме 
Актуальность. Респираторно-синцитиальный вирус широко распространён в популяции и представляет серь-
ёзную опасность для людей, находящихся в группе риска. Среди них можно назвать младенцев, пожилых людей 
и людей с ослабленным иммунитетом. Несмотря на то, что недавно были одобрены вакцины против респира-
торно-синцитиального вируса для беременных женщин и людей преклонного возраста, повсеместно одобрен-
ного препарата для эффективной этиотропной терапии всё ещё не существует. Цель. Оценка противовирусной 
активности трёх производных полимерных электролитов, показавших эффективность в отношении широкого 
спектра вирусов на предыдущих этапах работы, при инкапсуляции их в микрочастицы карбоната кальция. Ме-
тоды. Инкапсуляция полимерных электролитов проводилась методом абсорбции и методом соосаждения. Эф-
фективность инкапсуляции оценивалась методом спектрометрии. Для исследования размеров и морфологии 
полученных носителей и инкапсулированных препаратов полимерных электролитов был использован про-
свечивающий электронный микроскоп. Для исследования коллоидной стабильности полученных носителей и 
инкапсулированных препаратов полимерных электролитов был использован метод динамического светорас-
сеяния. Оценка цитотоксичности соединений проводилась на культуре клеток HEp-2 при помощи МТТ-теста. Де-
текцию вируса при измерении противовирусной активности соединений осуществляли при помощи 
иммуноферментного анализа (cell-ELISA). Результаты. По результатам спектрофотометрического исследования 
наиболее эффективным способом включения соединений в носители оказалась методика соосаждения. При до-
бавлении полимерных соединений в микрочастицы CaCO₃ носители сохраняют первоначальный размер и 
структуру. Изучение противовирусной активности соединений показало, что инкапсуляция может способство-
вать снижению их цитотоксичности с сохранением противовирусных свойств. Заключение. Таким образом, даль-
нейшие исследования данной группы веществ и способов их доставки являются перспективными для создания 
эффективного и безопасного противовирусного препарата широкого спектра действия. 
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Введение 
Современная система здравоохранения по-

стоянно принимает меры с целью защиты насе-
ления как от повсеместно распространённых, так 
и неизвестных инфекционных заболеваний. Воз-
никновение и распространение вирусных инфек-
ций в настоящее время происходит практически 
без контроля из-за процессов глобализации, мас-
сового распространения авиаперевозок и сосре-
доточения населения в крупных мегаполисах [1]. 
Тем не менее, несмотря на усилия медицинского 
сообщества, угроза вирусных инфекций, варь-
ирующихся по тяжести и распространённости, 
сохраняется. Такие события, как пандемия SARS-
CoV-2, подтверждают, что вирусные инфекции 
продолжают представлять опасность для жизни 
людей по всему миру [2]. 

Передающиеся воздушно-капельным путём 
респираторные заболевания вызываются одной из 
самых распространённых групп вирусов. Основная 
опасность данных вирусов — быстрый способ пе-
редачи от человека к человеку. К этой группе от-
носятся грипп [3], риновирусная [4], коронавирус-
ная, респираторно-синцитиальная вирусная  [5], 
аденовирусная и парагриппозная [6], а также ме-
тапневмовирусная инфекции [7]. Большая часть 
данных вирусов вызывает регулярные эпидемии в 
холодное время года, которые могут перерасти в 
пандемии, захватывающие весь земной шар.  

Высокая скорость размножения и наличие по-
стоянных мутационных процессов вирусов приво-
дит к возникновению широкого разнообразия ва-
риантов и штаммов, имеющих конкурентное 
преимущество в определённых обстоятельствах. 

Это приводит к вероятности возникновения штам-
мов с повышенной вирулентностью, которые могут 
послужить причиной возникновения пандемий. 
Также важно помнить, что появление резистентных 
штаммов к существующим химиопрепаратам прак-
тически неизбежно при их широком применении. 

Респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) — 
широко распространённый возбудитель острых 
респираторных инфекций, поражающий преиму-
щественно детей младшего возраста (до двух 
лет), но также представляющий значительную 
угрозу для пожилых людей и лиц с ослабленным 
иммунитетом [8]. 

Существует несколько подходов для борьбы 
с респираторными вирусными инфекциями (в 
частности, РСВ). Кроме вакцинации, наиболее ак-
тивно применяется поддерживающее лечение, на-
правленное на облегчение симптомов заболева-
ния и общую поддержку организма. Другим 
подходом является этиотропная терапия, где ос-
новная цель препаратов — подействовать на при-
чину заболевания, непосредственно на вирус. 
Противовирусные препараты делятся на не-
сколько классов, в зависимости от белковой ми-
шени и вируса, на который они действуют. Напри-
мер, ингибитор нейраминидазы осельтамивир 
блокирует проникновение вириона через мем-
брану и почкование с неё [9]. Также широко рас-
пространены препараты, относящиеся к классу 
нуклеозидных аналогов, например, препарат ши-
рокого спектра действия рибавирин [10], который 
назначают при тяжёлых случаях заболевания РСВ, 
однако его применение сопряжено с тяжёлыми 
последствиями для организма. 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 11–1226

3 Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, Russia 
4 ITMO University, St. Petersburg, Russia 

Abstract 
Background. Respiratory syncytial virus is widespread in the population and poses a serious danger to people at risk. Among 
them are infants, the elderly, and people with weakened immune systems. Despite the fact that respiratory syncytial virus 
vaccines have recently been approved for pregnant women and the elderly, there is still no universally approved drug for effec-
tive etiotropic therapy. The aim of the study was to evaluate the antiviral activity of three polymer electrolyte derivatives, 
which showed effectiveness against a wide range of viruses at previous stages of work, upon encapsulation in calcium car-
bonate microparticles. Methods. The encapsulation of polymer electrolytes was carried out by the absorption method and 
the coprecipitation method. The encapsulation efficiency was evaluated by spectrometry. A transmission electron microscope 
was used to study the size and morphology of the obtained carriers and encapsulated preparations of polymer electrolytes. 
The dynamic light scattering method was used to study the colloidal stability of the obtained carriers and encapsulated spe-
cimens of polymer electrolytes. The cytotoxicity of the compounds was evaluated on HEp-2 cell culture using an MTT assay. 
Virus detection when measuring the antiviral activity of compounds was carried out using enzyme immunoassay (cell-ELISA). 
Results. The results of spectrophotometry led to the conclusion that the method of coprecipitation is the most effective way 
to incorporate compounds into carriers. When polymer compounds are added to CaCO₃ microparticles, the carriers retain 
their original size and structure. The study of the antiviral activity of the compounds showed that encapsulation can help re-
duce their cytotoxicity while maintaining antiviral properties. Conclusion. Thus, further studies of this group of substances 
and their delivery methods are promising for the creation of an effective and safe broad-spectrum antiviral drug. 
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Наибольший интерес для исследователей 
представляют препараты широкого спектра дей-
ствия, ввиду универсальности и простоты приме-
нения на практике. Одним из вариантов получения 
противовирусного препарата широкого спектра 
действия можно назвать использование водорас-
творимых полиэлектролитов, которые позволяют 
синтезировать на их основе полимеры заданной 
молекулярной массы и архитектуры с широкой ва-
риацией функциональных групп. Строение поли-
меров позволяет блокировать связывание между 
поверхностными рецепторами вируса и клетки. 

В одном из исследований было описано ис-
пользование метоксиполиэтиленгликоля (MPEG) 
в качестве противововирусного агента в отноше-
нии РСВ. MPEG-модификация либо РСВ, либо 
клетки–хозяина является высокоэффективной 
профилактической стратегией для предотвраще-
ния вирусной инфекции [11]. 

В нашей предыдущей работе было показано, 
что модификация полистиролсульфоната натрия 
путём введения в его структуру звеньев другого 
строения представляет интерес при изучении 
влияния химического строения сополимеров на 
противовирусную активность. Данный подход 
показал высокую эффективность в предыдущем 
исследовании [12], где группа производных по-
листиролсульфоната натрия показала противо-
вирусную активность в отношении широкого 
спектра вирусов, в том числе РСВ. 

В связи с отсутствием эффективных и без-
опасных средств этиотропной терапии против 
РСВ разработка новых противовирусных препа-
ратов для борьбы с этим вирусом является акту-
альным направлением в фармакологии. Такими 
препаратами могут стать полимеры, обладающие 
потенциалом для лечения и профилактики ви-
русных инфекций различной этиологии. 

В процессе работы с соединениями встаёт 
вопрос об их модификации с целью улучшения 
противовирусных свойств соединений и для 
уменьшения токсичности. Соединение можно 
модифицировать добавлением новых функцио-
нальных групп, однако альтернативным спосо-
бом является инкапсуляция препаратов в мик-
роносители. Данных подход позволяет не только 
повлиять на токсические характеристики моле-
кулы, но и открывает возможность для лучшей 
доставки лекарственного соединения. 

Среди множества видов частиц, применимых 
в области доставки терапевтических веществ, в 
данной работе были использованы микроча-
стицы СаСО₃. Данный материал является широко 
изучаемым в сфере наномедицины благодаря 
своим привлекательным физико-химическим 
свойствам и сферической морфологии при полу-
чении определённой модификации кристалли-
ческой структуры.  

Цель работы заключалась в создании более 
эффективных форм доставки препаратов, при 
помощи инкапсуляции исследуемых веществ в 
микрочастицы CaCO₃ и исследовании противо-
вирусной активности и цитотоксичности трёх 
наиболее перспективных сополимеров стирол-
сульфоната натрия. 

Материал и методы 
Исследуемые соединения. В работе использовали три 

препарата, продемонстрировавшие наиболее широкий спектр 
противовирусной активности по результатам предыдущих ис-
следований, — R66, R8 и R41. Методика синтеза описана в пре-
дыдущей работе [12]. 

Синтез носителей для инкапсулированной формы пре-
паратов. В качестве носителей исследуемых соединений были 
синтезированы микроразмерные частицы карбоната кальция 
(CaCO₃). Для этого 2,5 мл воды Milli-Q, 615 мкл водного рас-
твора CaCl₂ (1 М) и 615 мкл водного раствора Na₂CO₃ (1 М) пе-
ремешивали вместе при комнатной температуре в течение 
30 с. Полученную суспензию многократно промывали водой 
Milli-Q и очищали центрифугированием в течение 1 мин при 
4000 об/мин после реакции. 

Клеточные культуры и вирус. В работе использовалась 
клеточная культура: HEp-2 (клетки эпидермоидной карциномы 
гортани человека), полученная из коллекции клеточных куль-
тур лаборатории химиотерапии вирусных инфекций ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава России.  

Клеточную культуру рассевали за сутки до исследования 
на плоскодонные культуральные 96-луночные планшеты в 
концентрации 3×105 клеток/мл. Для культивирования исполь-
зовалась ростовая среда ДМЕМ (Биолот, Россия), содержащая 
10% фетальной бычьей сыворотки (Биолот, Россия), а также 
20 мкг/мл ципрофлоксацина. Инкубация проводилась при 
37°С в присутствии 5% СО₂.  

Использованные вирусы: респираторно-синцитиальный 
вирус, штамм А2, был получен из рабочей коллекции лабора-
тории химиотерапии вирусных инфекций ФГБУ «НИИ гриппа 
им. А. А. Смородинцева» Минздрава России. 

Инкапсуляция полимерных электролитов и исследо-
вание её эффективности. Для получения инкапсулированных 
препаратов полимерных электролитов были опробованы не-
сколько методов: методика адсорбции и методика соосажде-
ния. Для адсорбции, полученные микрочастицы CaCO₃ (п. 2.2) 
были осаждены методом центрифугирования и к осадку были 
добавлены растворы электролитов. Смесь инкубировалась 
при постоянном перемешивании в течение 1 ч. 

Для соосаждения, в процессе синтеза CaCO₃ (п. 2.2) поли-
мерные электролиты были растворены в 2,5 мл воды Milli-Q 
и использованы в процессе синтеза, согласно описанному 
протоколу.  

Исследование эффективности инкапсуляции было про-
ведено методом спектрофотометрии. Для этого для соедине-
ний R66, R8 и R41 были построены калибровочные кривые, 
соотносящие значения адсорбции и концентрцию образцов 
(λ=271 nm для R8, λ=226 nm для R41, λ=262 nm для R66) (рис. 1). 

Для исследования эффективности инкапсуляции соеди-
нений после процесса инкапсуляции образцы были осаждены 
методом центрифугирования и надосадочная жидкость была 
использована для получения спектра адсорбции. Эффектив-
ность инкапсуляции была высчитана как % от изначально до-
бавленной концентрации соединения. 

Снимки частиц на просвечивающем электронном мик-
роскопе. Для исследования размеров и морфологии получен-
ных носителей и инкапсулированных препаратов полимерных 
электролитов был использован просвечивающий электрон-
ный микроскоп (ПЭМ) JEOL JEM-1011 (JEOL Ltd., Япония). 
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Оценка стабильности инкапсулированных препаратов 
полимерных электролитов. Для исследования коллоидной ста-
бильности полученных носителей и инкапсулированных препа-
ратов полимерных электролитов был использован метод дина-
мического светорассеяния. Для этого образцы инкубировались 
в физрастворе (0,9% NaCl) на протяжении 48 ч. В определённые 
временные точки (1 ч, 24 ч и 48 ч) были измерены гидродинами-
ческие диаметры с использованием Nano Particle Size Analyzer 
(Jinan Winner Particle Instrument Stock Co., Ltd., Китай). 

Для исследования удержания полимерных электролитов 
носителями полученные инкапсулированные формы были 
отмыты водой Milli-Q трижды, и надосадочные жидкости 
были измерены методом спектрофотометрии. После этого ин-
капсулированные формы были инкубированны в физра-
створе на протяжении 48 ч, и в определённые временные 
точки (1 ч, 3 ч, 6 ч, 24 ч, 48 ч) надосадочные жидкости были 
измерены методом спектрофотометрии. 

Оценка цитотоксичности препаратов. Цитотоксичность 
исследуемых препаратов была оценена на культуре клеток 
НЕр-2 при помощи МТТ-теста. Из 96-луночного планшета с кле-
точной культурой удаляли ростовую среду, вносили серию 
2-кратных разведений препаратов на поддерживающей среде 
(стартовая концентрация 2000 мкг/мл), а в ряд клеточного конт-
роля вносили среду без препарата. Далее 96-луночный планшет 
с разведениями препарата инкубировали в течение 6 сут. 

После окончания инкубации из 96-луночного планшета 
удаляли поддерживающую среду и добавляли раствор МТТ в 
концентрации 0,5 мкг/мл, после чего инкубировали в течение 
1,5 ч при температуре 37°С и 5% СО₂. По окончании срока ин-
кубации раствор МТТ удаляли, растворяли осадок в растворе 
ДМСО и определяли оптическую плотность раствора при 
длине волны λmax=570 нм. 

На основании полученных данных с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prizm 5.0 была определена ЦТД₅₀ 
(концентрация препарата, вызывающая гибель 50% клеток). 

Оценка противовирусной активности препаратов в от-
ношении респираторно-синцитиального вируса, штамма А2. 
Для оценки противовирусной активности веществ в отноше-
нии респираторно-синцитиального вируса готовили серию из 
пяти трёхкратных разведений раствора полимера, начиная от 
ЦТД₅₀, в двойной концентрации и семи десятикратных разве-
дений вируса. Из 96-луночных планшетов с клеточной куль-
турой HЕp-2 удаляли ростовую среду и промывали один раз 
поддерживающей средой ДМЕМ («Биолот», Россия), 20 мкг/мл 
ципрофлоксацина, 2% ФБС («Биолот», Россия), после чего до-
бавляли полимер по 100 мкл на лунку и равный объём вируса, 
далее 1 ч инкубировали при 37°С и 5% СО₂. После планшеты 
промыли поддерживающей средой, снова добавляли 100 мкл 
препарата на лунку и равный объём поддерживающей среды, 
инкубировали в течение 6 сут при 37°С и 5% СО₂. 

После этого лунки планшета фиксировали 100 мкл 80% 
раствора ацетона. Наличие вируса в клетках определяли с по-
мощью иммуноферментного анализа (cell-ELISA).  

Титр вируса рассчитывали по методу Рида и Менча и вы-
ражали в 50% тканевых инфекционных дозах (ТИД₅₀). На ос-
новании полученных данных рассчитывали 50% ингибирую-
щую концентрацию (ЭД₅₀). Критерием активности препарата 
служил химиотерапевтический индекс (ХТИ), представляющий 
собой отношение ЦТД₅₀ к ЭД₅₀. Препараты, имеющие ХТИ выше 
10, считаются перспективными для дальнейшего изучения. 

Результаты и обсуждение 
Получение инкапcулированных препаратов 

полимерных электролитов. Опытные образцы 
СаСО₃ были получены методом соосаждения со-
лей CaCl₂ (1 М) и Na₂CO₃ (1 М) в присутствии воды 
при непрерывном перемешивании. Использо-
ванная методика получения частиц является из-
вестной и была ранее применена в работах по 
созданию систем доставки диагностических и те-
рапевтических химических соединений [13]. 

Инкапсулированные препараты полимерных 
электролитов были получены методиками ад-
сорбции и соосаждения для исследования наи-
более оптимального метода инкапсуляции соеди-
нений. По результатам спектрофотометрического 
исследования (рис. 2) наиболее эффективным 
способном включения соединений в носители яв-
ляется методика соосаждения, показавшая эф-
фективность более 75% для всех видов соедине-
ний, а именно 94±3,76 для R8, 82±3,28 для R41 и 
78±3,12 для R66. 

Полученные носители и инкапсулированные 
препараты были исследованы с использованием 
ПЭМ (рис. 3, a). Носители CaCO₃ до процесса ин-
капсуляции демонстрируют сферическую мор-
фологию с размерами в диапазоне 2–6 мкм. 
Изображения инкапсулированных препататов 
демонстрируют подобные характеристики, что 
говорит о неизменности носителя при добавле-
нии полимерных соединений в его структуру. 
Коллоидная стабильность полученных носите-
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Рис. 1. Калибровочные кривые для соединений R66, R8 и R41 
Fig. 1. Calibration curves for compounds R66, R8, and R41



лей и инкапсулированных препаратов также 
подтверждается малыми изменениями гидроди-
намических диаметров образцов (рис. 3, b). 

Исследование степени удержания и высвобож-
дения запакованных соединений в носители CaCO₃ 
показало следующее: в процессе отмывок инкап-
сулированных форм препаратов мы наблюдаем вы-
текание около 12% соединений для R66 и около 20% 
соединений для R41. Тем временем соединение R8 
демонстрирует сильную связь с носителем и выте-
кания в процессе отмывок не происходит. После 

3  этапа отмывки процент удержания соединений 
показал более 80% от изначально запакованного 
вещества (рис. 4, a). Результаты последующего ис-
следования вытекания соединений в течение 48 ч 
соотносится с данными степени удержания 
(рис. 4, b). На представленном графике можно уви-
деть, что инкапсулированная форма соединения 
R41 характеризуется пролонгированным высво-
бождением, демонстрируя вытекание около 90% 
соединения на 48 ч. При этом соединения R66 и R8 
обладают более сильной связью с носителем и де-
монстрируют не более 10% вытекания на 48 ч.  

Противовирусная активность в отношении 
респираторно-синцитиального вируса в чистом 
и инкапсулированном виде. Соединение R66 в ин-
капсулированной форме показало уменьшение 
ЦТД₅₀ препарата, то есть препарат стал более цито-
токсичным при одновременном увеличении ЭД₅₀. 

Таким образом, для препарата R66 инкап-
суляция привела к уменьшению ХТИ, что сви-
детельствует о меньшей перспективности при-
менения его в инкапсулированной форме в 
сравнении с исходной (таблица). 

 При инкапсуляции соединения R41 наблю-
далось снижение противовирусной активности, 
однако ЦТД₅₀ стала выше, чем в исходной форме.  

Наиболее эффективной оказалась инкапсуля-
ция соединения R8, где при аналогичном значении 
ЭД₅₀ наблюдается увеличение цитотоксической 
дозы в два раза. Таким образом, инкапсуляция 
данного соединения может положительно повли-
ять на степень цитотоксичности, при этом не ухуд-

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 11–12 29

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 3. a — ПЭМ изображения носителей CaCO₃ и инкапcулированных препаратов полимерных электролитов. 
Масштабные отрезки соответствуют 2 мкм; b — график изменения гидродинамического диаметра (Дг) CaCO₃ 
и инкапсулированных препаратов в процессе инкубации в физрастворе.  
Fig. 3. a — TEM images of CaCO₃ carriers and encapsulated polymer electrolyte preparations. Scale bars correspond 
to 2 µm. b — Graph of changes in the hydrodynamic diameter (Dh) of CaCO₃ and encapsulated preparations during 
incubation in saline.

Рис. 2. График эффективности инкапсуляции (%) по-
лимерных электролитов в носители CaCO₃ методами 
соосаждения и адсорбции. 
Fig. 2. Graph of encapsulation efficiency (%) of polymer 
electrolytes in CaCO₃ carriers by coprecipitation and ad-
sorption methods.



шая показатели 50% эффективной дозы, что в 
итоге позволяет получить препарат с более высо-
ким химиотерапевтическим индексом. 

Заключение 
В ходе проведённой научно-исследователь-

ской работы была подтверждена противовирусная 
эффективность инкапсулированных полимерных 
форм веществ в отношении респираторно-синци-
тального вируса штамма А2. 

Полученные результаты показали, что ин-
капсуляция соединений может способствовать 
снижению их цитотоксичности с сохранением их 
противовирусных свойств. Таким образом, даль-
нейшие исследования данной группы веществ и 
способов их доставки являются перспективными 
для создания эффективного и безопасного пре-

парата широкого противовирусного спектра дей-
ствия. Среди исследуемых веществ наиболее пер-
спективным является R8. Для R8 отмечена низ-
кая степень цитотоксичности — 400 мкг/мл в 
сочетании с выраженным противовирусным дей-
ствием (значение ЭД₅₀=1,3 мкг/мл). 
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Рис. 4. a — график удержания (%) полимерных электролитов носителями CaCO₃ в процессе отмывок; b — 
график вытекания (%) полимерных электролитов из носителей в процессе инкубации в физрастворе.  
Fig. 4 . a — graph of retention (%) of polymer electrolytes by CaCO₃ carriers during washing; b — graph of leakage (%) 
of polymer electrolytes from carriers during incubation in saline solution.

Противовирусная активность инкапсулированных и чистых соединений в отношении респираторно-син-
цитиального вируса штамма А2 на культуре клеток Hep-2 
Antiviral activity of encapsulated and pure compounds against respiratory syncytial virus strain A2 in Hep-2 cell 
culture 
Препарат                                           В чистом виде                                                                      Инкапсулированный 
                            ЦТД₅₀, мкг/мл     ЭД₅₀, мкг/мл                  ХТИ                ЦТД₅₀,мкг/мл      ЭД₅₀,мкг/мл                  ХТИ 
R66                             275,6                           0,5                            551,2                          150                            1,2                             125 
R41                              35,6                            0,2                            178,0                          150                              3                                50 
R8                               191,0                           1,3                            146,9                          400                            1,3                           307,7 
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