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Резюме 
В связи с пандемией COVID-19 мировая фарминдустрия достигла впечатляющих результатов по разработке и 
внедрению в клиническую практику различных типов вакцин, вызывающих формирование приобретённого 
иммунитета против коронавируса SARS-CoV-2. Однако на данный момент ни у одной из них нет заявленной сто-
процентной гарантии защиты. При заболевании COVID-19 наиболее уязвимыми в отношении возникновения 
тяжёлых осложнений являются пациенты с сопутствующей патологией. Аэрозольный путь передачи SARS-CoV-2 
способствует молниеносному распространению новой коронавирусной инфекции среди людей, находящихся 
закрытых помещениях с плохой вентиляцией, в условиях большой скученности. В связи с этим крайне актуаль-
ной проблемой является поиск лекарственных препаратов, обладающих местной противовирусной актив-
ностью, которые, в совокупности с ограничительными мерами и масочным режимом, потенциально могут 
снизить вероятность заражения коронавирусом. В настоящем экспериментальном исследовании на культуре 
клеток Vero CCL81 (ATСС) изучена местная противовирусная активность препарата «Тимоген®» спрей в отноше-
нии вируса SARS-CoV-2 в сравнении с антисептиком «Мирамистин®» раствор. В результате эксперимента у обоих 
препаратов в исследуемых концентрациях не было выявлено токсического действия на клетки Vero. В серии 
опытов местную противовирусную активность против SARS-CoV-2 показал препарат «Тимоген®» спрей при титре 
вируса 5,2 lg ТЦИД50. Таким образом, препарат «Тимоген®», спрей назальный дозированный, имеет высокий по-
тенциал как лекарственное средство местного применения для профилактики и лечения заболевания COVID-19, 
что требует дополнительного подтверждения в релевантных клинических исследованиях. 
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Abstract 
On account of the COVID-19 pandemic, the global pharmaceutical industry has achieved impressive results in 
the development and introduction of various types of vaccines causing the formation of acquired immunity 
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Введение 

Высокая скорость распространения заболе-
вания COVID-19 по всему миру наряду с массовыми 
спорадическими вспышками инфекций, вызван-
ных новым штаммом коронавируса SARS-CoV-2, 
при отсутствии их взаимосвязи с температурой 
окружающей среды, предопределила уточнение и 
более глубокое изучение механизмов передачи 
респираторных вирусов в человеческой популя-
ции [1, 2]. Экспериментальные модели по изуче-
нию распространения коронавирусной инфекции 
привели к выделению из воздушно-капельного 
нового самостоятельного пути передачи — аэро-
зольного, определяющего основные эпидемиоло-
гические характеристики COVID-19 [3, 4]. Благо-
даря аэрозольному пути передачи вирус 
SARS-CoV-2 может продолжительное время сохра-
нять жизнеспособность в закрытых пространствах 
и помещениях [1]. Всемирная организация здра-
воохранения (ВОЗ) в своих рекомендация советует 
придерживаться правила избегания «трёх К»: кры-
тых помещений, в которых люди держатся кучно 
или контактируют [5]. Полученные данные при-
вели к введению жёстких ограничительных мер 
практически во всех странах мира, заключаю-
щихся в первую очередь в запрете массовых ме-
роприятий, обязательном ношении медицинских 
масок в местах скопления людей и социальном 
дистанцировании [6]. Указанные мероприятия на-
правлены на минимизацию вероятности зараже-
ния населения с целью недопущения перегрузки 
системы здравоохранения и не предполагают сто-
процентной гарантии защиты от инфекции [7]. Од-
нако в условиях мировой глобализации, когда 
большинство населения проживает в крупных го-
родах и мегаполисах, ежедневное пользование об-
щественным транспортом и услугами крупных 
торговых учреждений потенциально уменьшает 
эффективность ограничительных мер [8]. Некото-
рые страны Европейского союза по этой причине 

ввели правила по обязательному ношению рес-
пираторов класса защиты FFP2 в магазинах и об-
щественном транспорте [9].  

Наиболее тяжёлое клиническое течение 
COVID-19 с более высоким риском возникновения 
летальных осложнений наблюдается у пациентов 
с такими сопутствующими хроническими заболе-
ваниями, как гипертоническая болезнь, сахарный 
диабет и хроническая сердечная недостаточность 
[10]. Диагноз гипертоническая болезнь предпола-
гает постоянный приём пациентом гипотензивных 
лекарственных препаратов, одной из групп кото-
рой являются ингибиторы или антагонисты ре-
цептора ангиотензин-превращающего фермента 
2 (ACE2) [11]. На сегодняшний день не выявлено 
существенных гендерных, расовых или возраст-
ных различий в содержании АСЕ2 в тканях чело-
века. Установлено, что рецепторы к АСЕ2, активно 
экспрессирующиеся эпителиальными клетками, 
альвеолярными клетками лёгких, гепатоцитами, 
а также клетками почечных канальцев, и по боль-
шей части ответственны за проникновение коро-
навируса SARS-CoV-2 в клетку-хозяина и организм 
в целом [12, 13]. Первый контакт вируса с организ-
мом происходит в специфической иммунной среде 
носоглотки, поэтому крайне важно обеспечить 
функционирование адекватных защитных меха-
низмов от патогенов непосредственно на слизи-
стой оболочке носа. В настоящее время различ-
ными научными группами во всём мире активно 
ведётся поиск и разработка АСЕ2 ассоциирован-
ных пептидов, способных воздействовать на свя-
зывание вируса SARS-CoV-2 c ACE2 [14].  

Таким образом, в сложившейся ситуации ак-
туальным является поиск лекарственных препа-
ратов, которые в совокупности с физическими 
ограничительными мерами, будут способны за 
счёт своего местного защитного действия мини-
мизировать вероятность вирусного заражения, 
в том числе и новым штаммом коронавируса 
SARS-CoV-2 [5, 15].  
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against the SARS-CoV-2 coronavirus into clinical practice. However, none of them currently show the declared 
one hundred percent guarantee of protection. In the case of the COVID-19 disease, patients with concomitant 
pathologies are the most vulnerable to the occurrence of severe complications. The aerosol route of transmission 
of SARS-CoV-2 contributes to the emergence of outbreaks of the new coronavirus infection in crowded places and 
closed rooms with poor ventilation. In this regard, an urgent problem is the search for drugs with local antiviral 
activity, which, together with restrictive measures and mask wearing policy, can potentially reduce the likelihood 
of contracting coronavirus. In this experimental in vitro study on Vero CCL81 cell culture (ATCC), the local anti-
viral activity of the drug Thymogen® spray against the SARS-CoV-2 virus was studied in comparison with the an-
tiseptic Miramistin® solution. As a result of the experiment, no toxic effects on Vero cells were detected in the 
drugs in the studied concentrations. In a series of experiments, Thymogen® spray showed local antiviral activity 
against SARS-CoV-2 when the virus titer was 5,2 lg TCID50. Therefore, the drug Thymogen® dosed nasal spray has 
high potential as a topical drug for prevention and treatment of COVID-19 disease, which requires additional con-
firmation in relevant clinical studies.  
 
Keywords: Thymogen; spray; coronavirus; antiviral activity; Vero; SARS-CoV-2; COVID-19; in vitro. 
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 Одним из таких препаратов, представленных 
на фармацевтическом рынке Российской Федера-
ции и стран СНГ, является «Тимоген®» в лекарст-
венной форме спрея назального дозированного, 
применяемого местно для профилактики и ком-
плексной терапии острых и хронических вирусных 
и бактериальных заболеваний верхних дыхатель-
ных путей у взрослых и детей с 1 года. Фармако-
логический эффект препарата обусловлен регу-
лирующим влиянием на реакции клеточного 
иммунитета, а также усилением гуморального им-
мунитета и неспецифической резистентности на 
уровне целостного организма [16]. 

Цель исследования —– изучение in vitro мест-
ной противовирусной активности препарата «Ти-
моген®», спрей назальный дозированный (готовая 
лекарственная форма, 25 мкг/доза), в отношении 
коронавируса SARS-CoV-2. 

Материал и методы 
Обоснование экспериментальной модели. Настоящее 

исследование основано на адаптированных эксперименталь-
ных опытах in vitro из методических указаний Росздравнад-
зора, содержащих описание методов изучения и оценки ви-
рулицидной активности дезинфицирующих средств и 
субстанций [17]. Местную противовирусную активность ис-
следуемых препаратов изучали по динамике тканевой цито-
патогенной дозы вируса SARS-CoV-2, вызывающей гибель 50% 
клеток монослоя (ТЦИД50). Задачей экспериментального ис-
следования не ставилось достижение уровня ТЦИД50 до нуля, 
так как изучение препаратов предполагало их использование 
в рамках рабочего терапевтического диапазона без достиже-
ния абсолютного вирулицидного дезинфицирующего дей-
ствия. Эффективность местных антисептических противови-
русных свойств препаратов оценивали по статистически 
значимому снижению ТЦИД50 в соответствующих разведе-
ниях вирусной культуры. 

Штамм вируса и культура клеток. Изучение местной про-
тивовирусной активности препаратов проводилось в культуре 
клеток Vero CCL81 (ATСС) из коллекции НИИВС им. И. И. Меч-
никова. В работе использовался лабораторный штамм коро-
навируса SARS-CoV-2 «Дубровка» (идентификационный номер 
GenBank: MW161041.1). 

Исследуемый препарат. Исходный образец препарата 
«Тимоген®» спрей назальный дозированный разводили пи-
тательной средой ДМЕМ с 1% эмбриональной сывороткой 
коров, L-глутамином (300 мкг/мл) и гентамицином (40 
мкг/мл). Препарат готовили в 6 разведениях: исходный пре-
парат, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500. Приготовленные разведения 
препарата инкубировали 30 мин с культуральной жидкостью, 
содержащей вирус SARS-CoV-2, разведённый 1:2 и 1:100 в ро-
стовой среде (РС), что соответствует титру вируса 6,9 и 5,2 
lgТЦИД50, соответственно.  

Препарат сравнения. Исходный образец препарата «Ми-
рамистин®» раствор готовили по той же схеме, что и исследуе-
мый препарат «Тимоген®» спрей. Препарат «Мирамистин®» рас-
твор готовили в 2 разведениях: исходный препарат и 1:100 [18]. 
Приготовленные разведения препарата инкубировали 30 мин 
с культуральной жидкостью, содержащей вирус SARS-CoV-2, раз-
ведённый 1:2 и 1:100 в РС, что соответствует титру вируса 6,9 
и 5,2 lgТЦИД50/мл, соответственно.  

Контроль. В качестве отрицательного контроля была 
использована культуральная жидкость. В качестве вирусного 
контроля выступала чистая вирусная культура в аналогичных 
разведениях 1:2 и 1:100 в РС, что соответствует титру вируса 

6,9 и 5,2 lgТЦИД50/мл, соответственно. Для исключения эф-
фекта цитотоксичности препарата «Тимоген®» спрей были 
приготовлены такие же разведения препарата на РС, которые 
были проинкубированы с культуральной жидкостью без ви-
руса. После инкубирования был определён инфекционный 
титр проб путём титрования вируса по конечной точке.  

Определение титра вируса путём титрования по конеч-
ной точке. В стерильных пробирках для титрования готовили 
10-кратные разведения каждой пробы (с 10-1 до 10-7). Приго-
товленные разведения в объёме 200 мкл вносились в 96-лу-
ночные планшеты с культурой клеток Vero CCL81. Планшеты 
инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37°С в течение 5 сут до 
появления цитопатического действия (ЦПД) в клетках вирус-
ного контроля. Учёт результата проявления ЦПД в клетках 
проводили с использованием количественного микротетразо-
лиевого теста (МТТ). Расчёт титра вируса проводили с исполь-
зованием формулы Ramakrishnan M. A. в программе Excel [19]. 

Исследование местной противовирусной активности. 
Изучение местного противовирусного действия препарата 
«Тимоген®» спрей в отношении коронавируса SARS-CoV-2 в 
культуре клеток Vero CCL81 было проведено путём титрования 
инкубированного с препаратом вируса с использованием ко-
личественного теста МТТ. Для исследования был выбран сле-
дующий диапазон разведений: неразведённый препарат, 1:5, 
1:10, 1:50, 1:100, 1:500. В качестве препарата сравнения исполь-
зовался «Мирамистин®» раствор неразведённый и в разведе-
нии 1:1000. Препараты инкубировались 30 мин в РС. В двух 
сериях опытов были использованы 2 разведения вируса для 
инкубации (1:2 и 1:100), что соответствует титрам вируса 6,9 и 
5,2 lgТЦИД50/мл.  

Статистический анализ. Статистическую обработку по-
лученных количественных данных проводили с помощью 
программы Microsoft Office Excel 365. Для сравнения двух не-
зависимых групп использовался непараметрический крите-
рий U Манна–Уитни. 

Результаты и обсуждение 

 Для исключения эффекта цитотоксичности 
препаратов «Тимоген®» спрей и «Мирамистин®» 
раствор параллельно были приготовлены такие 
же разведения препаратов на РС без вируса, ко-
торые были проинкубированы с культуральной 
жидкостью без вируса. Изучение этих разведений 
не выявило изменений в культуре клеток Vero 
CCL81, что свидетельствует об отсутствии их ток-
сического действия на клетки.  

 В первом опыте при инкубировании с высо-
кой дозой вируса (титр 6,9 lgТЦИД50/мл разведе-
ние 1:2) нами не была выявлена противовирусная 
активность препаратов «Тимоген®» спрей и «Ми-
рамистин®» раствор во всех изученных разведе-
ниях, титр вируса экспериментальных образцов 
практически не отличался от титра вируса в ви-
русном контроле (табл. 1).  

Для уточнения эффекта во втором опыте для 
инкубации была использована меньшая доза ви-
руса — разведение 1:100 (табл. 2).  

Проведённые исследования показали, что 
наибольшей противовирусной активностью 
обладает «Тимоген®» спрей в неразведённом со-
стоянии (2,83 lgТЦИД50 по сравнению с вирусным 
контролем 5,17 lgТЦИД50 для вирусного контроля 
при разведении вируса 1:100, p<0,05). Титр вируса 
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при инкубации с препаратом сравнения «Мира-
мистин®» раствор во всех опытах не отличался от 
такового в вирусном контроле.  

 Одной из лекарственных форм препарата 
«Тимоген®» является спрей назальный дозиро-
ванный, что явилось основанием для изучения 
его местной противовирусной активности в от-
ношении коронавируса SARS-CoV-2. Препаратом 
сравнения был выбран «Мирамистин®» раствор. 
Оба препарата, согласно инструкциям по меди-
цинскому применению, безопасны в отношении 
кожных покровов и слизистых оболочек чело-
века. С целью изучения их местной противови-
русной активности была использована адапти-
рованная методика исследования местного 
дезинфицирующего действия из методических 
указаний (МУ) 3.5.2431-08 «Изучение и оценка ви-
рулицидной активности дезинфицирующих 
средств» Роспотребнадзора. Согласно МУ основ-
ным критерием дезинфицирующего действия 
препаратов и субстанций является подавление 
инфекционности вирусов на исследуемых объ-
ектах не менее чем на 4 lgТЦИД50 (то есть, степень 
инактивации должна быть не менее 99,99%) [17]. 
Целью настоящего эксперимента было изучение 
местной противовирусной активности за счёт ан-
тисептического действия при подавлении инфек-
ционности коронавируса более чем на 2 lgТЦИД50. 
Среди всех опытных образцов препаратов в иссле-
дуемых объектах достижение местной противови-
русной активности по указанным критериям вы-
явлено у препарата «Тимоген®» спрей назальный 

дозированный в неразведённом образце и разве-
дении вируса SARS CoV-2 в соотношении 1:100. 

 Результаты настоящего исследования хо-
рошо согласуются с данными литературы о том, 
что короткие триптофан-содержащие пептиды, 
соответствующие общей формуле А-(Х)n-Trp, где: 
А — аминокислота с алифатическим или карбок-
сил-содержащим радикалом, Х — любая амино-
кислота, n — количество аминокислотных остат-
ков от 0 до 3, способны ингибировать АСЕ2 как in 
vitro, так и ex vivo [20–22]. Также было установлено, 
что α-глутамил-триптофан (Тимоген) в клетках 
HUVEC (пупочная вена человека) обладает значи-
тельным ингибирующим потенциалом относи-
тельно рецепторов АСЕ2; так в этом исследовании 
его IC50 составило 120±12,4 мкМ. Таким образом, 
совокупность данных по местной противовирус-
ной активности in vitro изучаемого лекарствен-
ного препарата Тимоген в виде спрея, данных по 
аэрозольному пути передачи SARS-CoV-2, роли 
рецепторов ACE2 в патогенезе COVID-19, а также 
по взаимодействию этих рецепторов с трипто-
фан-содержащими пептидами, делает актуаль-
ным проведение клинических исследований пре-
парата Тимоген с целью профилактики и лечения 
новой коронавирусной инфекции. 

Заключение 
 В результате экспериментальных исследова-

ний у препаратов «Тимоген®» спрей и «Мирами-
стин®» раствор в исследуемых концентрациях не 
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Таблица 1. Противовирусная активность препаратов «Тимоген®» спрей и «Мирамистин®» раствор в отношении 
коронавируса SARS-CоV-2 в культуре клеток Vero CCL81 (титрам вируса 6,9 lgТЦИД50/мл, разведение вируса 1:2) 
Table 1. Antiviral activity of Timogen® spray and Miramistin® solution against SARS-CoV-2 coronavirus in Vero CCL81 
cell culture (virus titer 6.9 lgTCID50/ml, virus dilution 1:2)

Препараты                                                                               «Тимоген®»                                   «Мирамистин®»              Вирусный 
                                                                                                                спрей                                                   раствор                        контроль 
Разведения                                                 НП*        1:5       1:10     1:50    1:100   1:500           НП*   1:1000                               
Титр вируса lgТЦИД50/мл##               4,17#     4,50#     5,50     5,50     4,50#      4,83            4,50#     4,50#                          4,83 

Примечание. * — неразведённый препарат; ## — начальный титр вируса 6,9 lgТЦИД50/мл.; # — достоверность 
по отношению к вирусному контролю p>0,05. 
Note: * — undiluted preparation; ## — initial titer of the virus 6.9 lgTCID50/ml; # — reliability in relation to viral control 
P>0.05

Таблица 2. Противовирусная активность препаратов «Тимоген®» спрей и «Мирамистин®» раствор в отношении 
коронавируса SARS-CоV-2 в культуре клеток Vero CCL81 (титр вируса 5,2 lgТЦИД50/мл, разведение вируса 1:100) 
Table 2. Antiviral activity of Timogen® spray and Miramistin® solution against SARS-CoV-2 coronavirus in Vero CCL81 
cell culture (virus titer 5.2 lgTCID50/ml, virus dilution 1:100)

Препараты                                                                               «Тимоген®»                                   «Мирамистин®»              Вирусный 
                                                                                                                спрей                                                   раствор                        контроль 
Разведения                                                 НП*        1:5       1:10     1:50    1:100   1:500           НП*   1:1000                               
Титр вируса lgТЦИД50/мл###            2,83##     4,93#     5,17     5,17     4,83#      5,17            4,50#     4,83#                          5,17

Примечание. * — неразведённый препарат; ### — начальный титр вируса 5,2 lgТЦИД50/мл.; # — достоверность 
по отношению к вирусному контролю p>0,05; ## – достоверность по вирусному контролю p<0,05. 
Note: * — undiluted preparation; ### — initial virus titer 5.2 lgTCID50/ml; # — reliability in relation to viral control 
P>0.05; ## — reliability for viral control P<0.05



выявлено токсического действия на клетки Vero.  
Из всех исследуемых образцов местную про-

тивовирусную активность против SARS-CoV-2 по-
казал неразведённый препарат «Тимоген®» спрей 
при титре вируса 5,2 lgТЦИД50/мл, что соответ-
ствует разведению вируса в рабочей среде 1:100.  

Таким образом, препарат «Тимоген®» спрей на-
зальный дозированный, обладает выраженными 
защитными свойствами, и может рассматриваться 
в качестве лекарственного средства местного при-
менения для профилактики и лечения заболева-
ния COVID-19. Полученные результаты, без-
условно, требуют дальнейшего подтверждения в 
релевантных клинических исследованиях. 
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