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РЕЗЮМЕ 

Цель: изучить цитотоксический, иммунологический и противовирусный эффект препарата хилопарин-комод® in vitro. Материал 
и методы. Для работы использовали перевиваемые культуры нормальных клеток конъюнктивы человека Chang conjunctiva  
и клеток почки обезьян Vero. Цитотоксическое действие препарата хилопарин-комод® определяли по влиянию на жизнеспособ-
ность клеток и оптической плотности (ОП) монослоя культуры клеток Chang conjunctiva методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) с МТТ. Влияние препарата на функциональную активность клеток конъюнктивы оценивали по продукции цитокинов на 
уровне их транскрипции in vitro. Противовирусное действие препарата хилопарин-комод® изучали на линии клеток Vero, инфи-
цированных вирусом простого герпеса тип 1 (ВПГ-1) и ВПГ тип 2 (ВПГ-2). Вирусную активность ВПГ-1 и ВПГ-2 и противогерпе-
тический эффект после воздействия препарата оценивали методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Результаты. Значи-
тельного цитотоксического влияния на метаболизм клеток конъюнктивы препарата хилопарин-комод® в разведениях от 1/2 до 
1/2048 не выявлено (по сравнению с контролем). Воздействие препарата в разведениях 1/40 и 1/1000 на культуру клеток 
конъюнктивы приводило к подавлению продукция мРНК интерферона λ-1 (ИФНλ-1) и мРНК ИФНλ-2 по сравнению с контролем. 
В разведении препарата 1/1000 не определялась продукция мРНК интерлейкина-6 (ИЛ-6) при одновременном наличии мРНК 
ИЛ-10. В различных разведениях препарата количество копий вирусной ДНК ВПГ-1 снижалось по сравнению с контролем во 
всех случаях, наибольший противовирусный эффект достигнут в разведении 1:2. Воздействие препарата хилопарин-комод® на 
культуру клеток, зараженных ВПГ-2, в разведениях 1:2 и 1:5 приводило к снижению уровня репликации вируса в 300 и 40 раз, 
соответственно. Заключение. Препарат хилопарин-комод® обладает противовоспалительным эффектом, проявляющимся в по-
давлении синтеза мРНК острофазного провоспалительного цитокина ИЛ-6 и стимуляции продукции мРНК противовоспалитель-
ного ИЛ-10, не оказывая при этом цитотоксического действия на клетки конъюнктивы. Доказанный противовирусный эффект 
препарата позволяет рекомендовать включение хилопарин-комод® в схему терапии пациентов с вирусной офтальмопатологией.
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Purpose: to study the cytological, immunological and antiviral effects of the HILOPARIN-KOMOD® drug in vitro. Material and 
methods. We used transplantable cultures of normal cells of the human Chang conjunctiva, and the kidney cells of the Vero monkeys. 
The cytotoxic effect of the HILOPARIN-KOMOD® was determined by the effect on the cell viability, and by optical density (OP) of the 
monolayer of the Chang conjunctiva cell culture using the enzyme immunoassay (ELISA) with MTT. The effect of the drug on the 
functional activity of conjunctival cells was evaluated by the production of cytokines at the level of their in vitro transcription. The 
antiviral effect of the drug HILOPARIN-KOMOD® was studied on the Vero cell line infected with herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 
and HSV type 2 (HSV-2). The viral activity of HSV-1 and HSV-2 and the antiherpetic effect after the drug was evaluated by polymerase 
chain reaction (PCR). Results. No significant cytotoxic effect on the metabolism of conjunctival cells of the preparation HILOPARIN-
KOMOD® in dilutions from 1/2 to 1/2048 was revealed (in comparison with the control). The effect of the drug in dilutions of 1/40 
and 1/1000 on the culture of the conjunctival cells resulted in suppression of the production of interferon λ-1 mRNA (IFNλ-1) and 
IFNλ-2 mRNA compared to the control. In the dilution of preparation 1/1000, the production of mRNA of interleukin-6 (IL-6) was 
not revealed with simultaneous presence of IL-10 mRNA. In different dilutions of the drug, the number of copies of HSV-1 virus DNA 
decreased in comparison with the control in all cases, the greatest antiviral effect was achieved in a 1: 2 dilution. The effect of the 
preparation HILOPARIN-KOMOD® on the culture of cells infected with HSV-2 in dilutions of 1: 2 and 1: 5 led to a decrease in the 
level of viral replication by 300 and 40 times, respectively. The conclusion. The drug HILOPARIN-KOMOD® has an anti-inflammatory 
effect that manifests itself in suppressing the synthesis of the mRNA of the acute phase proinflammatory cytokine IL-6 and stimulating 
the production of anti-inflammatory IL-10 mRNA, without having a cytotoxic effect on conjunctival cells. The proven antiviral effect 
of the drug makes it possible to recommend the inclusion of HILOPARIN-KOMOD® in the scheme of therapy of patients with viral 
ophthalmopathology.
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ВВЕДЕНИЕ

Оценка потенциального влияния офтальмологи-
ческих препаратов на различные клеточные культуры 
становится рутинным методом изучения их свойств, 
при этом в качестве материала принято использовать 
различные клеточные линии [1–7]. Достаточно широко  
в культурах клеток проводят сравнение цитотоксично-
сти различных групп препаратов (антимикробных ка-
пель, нестероидных противовоспалительных препара-
тов, слезозаместителей и проч.), но лишь единичные ра-
боты1 посвящены как изучению местных цитокиновых 
реакций в клеточных культурах, зараженных вирусами, 
1  Mezentseva M.V., Suetina I.A., Russu L.I., Firsova E.L., Gushhina E.A. Effect of 

Single-Walled Carbone Nanotubes on Biological Properties of the cell Cultures 
of Human Embryonic Fibroblasts. Third International Scientific and Practical 
Conference “Science and Society” ISPC. 2013;3:175–84.

так и влиянию офтальмологических препаратов на сни-
жение вирусных титров [8, 9].

Цель исследования: изучить цитотоксический, им-
мунологический и противовирусный эффект препарата 
хилопарин-комод® in vitro.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследовании использовали перевиваемую куль-
туру клеток почки обезьян Vero и перевиваемую куль-
туру нормальных клеток конъюнктивы человека Chang 
conjunctiva (клон 1-5 С-4; каталожный номер АТСС-CCL 
20.2). Клетки культивировали в 96-луночных планше-
тах Costar в среде Игла МЕМ производства Московско-
го института полиомиелита и вирусных энцефалитов  
им. М.П. Чумакова с добавлением 10%-ной фетальной 
сыворотки телят фирмы «ПанЭко».
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Исследования in vitro проводили с использованием 
вирусов из Государственной коллекции вирусов ФГБУ 
НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи: вирус простого герпеса тип 
1 (ВПГ-1) и вирус простого герпеса тип 2 (ВПГ-2), раз-
множенные на клетках Vero. Инфекционную активность 
вирусов определяли по методу Рида и Менча, инфицируя 
монослой клеточных культур десятикратными разведе-
ниями вирусной суспензии. Культуры клеток, инфициро-
ванные вирусами, инкубировали при температуре 37 °С, 
влажности 98  % и содержании в атмосфере углекислого 
газа не более 5 %. Время инкубации для клеток, инфици-
рованных ВПГ-1, составляло 24 часа, ВПГ-2 — 48 часов.

Культуру клеток Chang conjunctiva использовали для 
определения цитотоксичности раствора увлажняющего 
офтальмологического хилопарин-комод® (гиалуроновой 
кислоты натриевая соль 1 мг + гепарин натрия 1300 ед., 
лимонная кислота безводная, натрия цитрат дигидрат, 
глицерол, вода). Кроме того, определяли влияние препа-
рата на экспрессию генов цитокинов клетками культуры 
Chang conjunctiva. Противовирусную активность препа-
рата хилопарин-комод® исследовали на инфицирован-
ной ВПГ-1 и ВПГ-2 культуре клеток Vero.

Определение цитотоксического действия препа-
рата. Токсичность изучали при внесении разных кон-
центраций препарата хилопарин-комод® на монослой 
культуры клеток Chang conjunctiva. Цитопатическое 
действие (ЦПД) лекарственного средства оценивали 
по количеству жизнеспособных клеток. Для этой цели 
использовали инвертированный микроскоп. Кроме 
того, проводили исследование оптической плотности 
(ОП) монослоя клеток методом иммуноферментно-
го анализа (ИФА) с МТТ. Монослой культуры клеток 
культивировали в присутствии лекарственного препа-
рата, добавленного в соответствующих концентрациях, 
в течение 72 часов при 37  °С, 5  % СО2. Концентрацию 
препарата, ингибирующую значение ОП на 50 % по срав-
нению с клеточным контролем, принимали за 50%-ную 
цитотоксическую дозу (ЦТД50).

Исследование экспрессии генов цитокинов в кле-
точных культурах. Влияние препарата хилопарин-
комод® на экспрессию генов цитокинов проводили  
в клеточных культурах Chang Conjunctiva после их инку-
бации с препаратами в течение 36 часов. Клеточные ли-
нии рассеивали в 24-луночные панели в посевной дозе 
(200  000  кл./мл) с последующей инкубацией в течение 
24 часов до образования монослоя. Далее после смены 
среды в лунки вносили препарат в разведении 1/2, 1/10, 
1/40, 1/1000. Экспрессия генов интерлейкина (ИЛ)-1β, 
ИЛ-2, -4, -6, -8, -10, -12, -17, -18, фактора некроза опухо-
ли (ФНО)-α, интерферона (ИФН)-α, ИФН-β, -γ, -λ1, -λ2, 
-λ3 оценивали с использованием метода полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
по активности их матричной РНК (мРНК) [10, 11]. В ка-
честве положительного контроля использовали β-актин. 
Фрагменты ДНК после проведения ОТ-ПЦР определяли 
электрофоретически в 2,5%-ном агарозном геле с до-

бавлением бромистого этидия (3,8-диамино-6-этил-5-
фенилфенантридиумбромид). Маркер для электрофоре-
за фирмы Promega (G 1758) использовали для идентифи-
кации нуклеотидных последовательностей.

Определение противовирусной активности пре-
парата in vitro. Противовирусное действие препара-
та хилопарин-комод® изучали на пермиссивной линии 
клеток для герпеса Vero. Оценку противовирусной эф-
фективности используемого лекарственного препарата 
осуществляли в соответствии с требованиями МЗСР РФ 
и ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицин-
ского применения»2. Система оценки противовирусного 
действия веществ в культуре клеток включала в себя ко-
личественное изучение подавления развития репродук-
ции вирусов герпеса в культуре клеток. Вирусную актив-
ность ВПГ-1 и ВПГ-2 и противогерпетический эффект 
после воздействия препарата оценивали методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в полуколичественной 
модификации с использованием тест-системы «Ампли-
Сенс ВПГ I, II-430» (Центральный НИИ эпидемиологии 
МЗ РФ, Москва). Учет продуктов ПЦР-амплификации 
проводили с помощью электрофореза в 2%-ном агароз-
ном геле в УФ-свете (λ = 302 нм) по наличию или отсут-
ствию на электрофореграммах специфических полос ам-
плифицированной ДНК. В качестве красителя использо-
вали бромистый этидий.

Длина амплифицированных специфических фраг-
ментов ДНК для ВПГ-1, -2 составляла 430 пн. Положи-
тельными считали образцы, содержавшие специфиче-
скую полосу на уровне 430 пн большей или меньшей 
интенсивности. Отрицательными считали образцы, не 
содержавшие полосы на указанном уровне. Противо-
вирусную эффективность препарата также определяли 
по цитопатическому действию (ЦПД) в инвертирован-
ном микроскопе и методом ИФА с МТТ. Инфекционный 
титр вируса TCID50 исследовали общепринятым мето-
дом десятикратных разведений. Математическую обра-
ботку результатов исследований выполняли с использо-
ванием статистических программ Biostat, позволяющих 
объективно оценить количественные результаты [12].

Расчет коэффициента подавления (КП) вируса про-
водили по формуле:

К = титр вируса в контроле (lg) / титр вируса в опыте (lg),
КП = (К – 1) / К × 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В нашей предыдущей публикации мы изложили 
алгоритм работы с клеточными культурами при ис-
следовании свойств офтальмологических препаратов, 
включающий два последовательных этапа: 1) получение 
ориентировочных нетоксичных для данной клеточной 
культуры концентраций готовых лекарственных форм 
2 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных 

средств. Ч. 1. Министерство здравоохранения и социального развития РФ. 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» под 
общей редакцией А.Н. Миронова, 2012.
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препаратов с помощью МТТ-метода; 2) изучение про-
дукции цитокинов при определенных разведениях (кон-
центрациях) глазных капель [2]. Аналогичного алгорит-
ма мы придерживались и в данной серии экспериментов: 
на первом этапе работы мы получили спектр нетоксич-
ных разведений изучаемого препарата, а в дальнейшем 
провели изучение продукции цитокинов с учетом полу-
ченных данных.

Как следует из табл. 1, при использовании стандарт-
ной методики по методу МТТ в культуре клеток конъ-
юнктивы во всех разведениях препарата в диапазоне от 
1/2 до 1/2048 не определялось значительного цитотокси-
ческого влияния на метаболизм клеток в культуре (по 
сравнению с контролем). Это позволило на втором этапе 
работы проводить изучение цитокинового статуса в кле-
точной культуре в широком диапазоне концентраций.

Таблица 1. Определение влияния препарата хилопарин-комод® на клетки Chang conjunctiva с помощью МТТ-метода

Table. 1. Determination of the effect of hiloparin-komod® on the Chang conjunctiva cells using the MTT method

Препарат 
разведения

Remedies dilutions

Показатели оптической плотности (ОП) при длине волны 545 нм
Optical density at 545 nm

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048

Хилопарин-комод®
Hiloparin-komod® 0.61 ± 0.028 0.82 ± 0.041 0.922 ± 0.028 0.922 ± 0.056 0.835 ± 0.038 0.9 ± 0.042 0.898 ± 0.04 0.867 ± 0.028 0.835 ± 0.11 0.75 ± 0.08 0.738 ± 0.033

Контроль
Control 0.776 ± 0.074

Для простоты эксперимента нами были взяты толь-
ко четыре целых разведения препарата (1/2–1/1000) 
(табл. 2). В разведениях препарата 1/2 и 1/10 продукция 
генов цитокинов была непоказательной (результаты в та-
блице не приводятся). В разведениях 1/40 и 1/1000 в кле-
точной культуре определялась продукция генов ИФН-α  
и ИФН-β, вместе с тем эти же мРНК определялись и в кон-
троле (отмечено в таблице синим цветом). В разведении 
1/1000 при добавлении хилопарин-комод® определялись 
мРНК ИЛ-18 и мРНК ФНО-α (синий цвет), но они также 
присутствовали и в контрольных лунках. В разведениях 
1/40 и 1/1000 не определялась продукция мРНК ИФН-λ1  
и мРНК ИФН-λ2 по сравнению с контролем (выделено 
зеленым цветом). В разведении препарата 1/1000 не опре-
делялась продукция мРНК ИЛ-6 при одновременном на-
личии мРНК ИЛ-10 (выделено желтым цветом).

Оценка эффекта подавления размножения виру-
сов герпеса 1-го и 2-го типа при добавлении препарата 
хилопарин-комод® в культуру клеток Vero

Результаты оценки эффекта подавления размноже-
ния вирусов герпеса при добавлении в культуру клеток 
препарата хилопарин-комод® отражены в табл. 3. В раз-
личных разведениях препарата количество копий вирус-
ной ДНК снижалось по сравнению с контролем (выде-
лено красным) во всех случаях, наибольший противови-
русный эффект был достигнут в разведении 1:2 (желтый 
цвет). При этом уровень репликации ВПГ-1 снизился 
в 800 раз и составил 1,1·104 копий ДНК в 1 мл. Размно-
жение вируса при этом подавлялось на 2lg, коэффици-
ент подавления вируса составил 36 %. При разведениях 
препарата 1:5 и 1:10 отмечалось подавление размноже-
ния вируса на 1,5lg и 1,25lg, соответственно, и снижение 
уровня репликации ВПГ-1 в 30–50 раз (1,7·105 и 2,8·105, 
соответственно). В разведении 1:20 подавления размно-
жения вируса практически не отмечалось (минималь-
ный среди всех разведений КП — 4,9 %).

Таблица 2. Продукция генов цитокинов (мРНК) клетками культу-
ры Chang conjunctiva с разведениями препарата хилопарин-комод®

Table 2. Production of cytokine genes (mRNA) by cells of Chang 
conjunctiva culture with dilutions of the hiloparin-komod®

мРНК цитокинов
mRNA of the 

cytokines

Разведения препарата
Dilutions drug Контроль

Control
1/40 1/1000

ИФН-α
IF-α + + +

ИФН-γ
IF-γ – – –

ИФН-β
IF-β + + +

ИФН-λ1
IF-λ1 – – +

ИФН-λ2
IF-λ2 – – +

ИФН-λ3
IF-λ3 – – –

ИЛ-1
IL-1 – – –

ИЛ-2
IL-2 – – –

ИЛ-4
IL-4 – – –

ИЛ-6
IL-6 – – +

ИЛ-8
IL-8 – – –

ИЛ-10
IL-10 – + –

ИЛ-12
IL-12 – – –

ИЛ-17
IL-17 – – –

ИЛ-18
IL-18 – + +

ФНО-α
TNF-α – + +
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При добавлении препарата хилопарин-комод® в куль-
туру клеток, зараженных ВПГ-2, в разведениях 1:2 и 1:5 
отмечено снижение уровня репликации ВПГ-2 в 300  
и 40  раз, соответственно. При этом определялось по-
давление размножения вируса на 2–2,5lg (коэффициент 
подавления равен 50 %). При разведении препарата 1:10 
отмечено только снижение уровня репликации ВПГ-2  
в 30 раз (КП равен 12,5 %), в разведении 1:20 подавления 
вирусной популяции не отмечено (КП = 0 %).

Таблица 3. Оценка эффекта подавления репликации ВПГ-1  
и ВПГ-2 в культуре клеток Vero при добавлении препарата хило-
парин-комод®

Table 3. Evaluation of the effect of suppressing the replication of 
HSV-1 and HSV-2 in Vero cell culture with the addition of the drug 
hiloparin-komod®

Разведения 
препарата

Dilutions drug

Инфекционный 
титр TCID50 (lg)
Infectious titre 

TCID50 (lg)

Dlg

Коэффициент 
подавления 

размножения 
вируса (КП, %)

Viral suppression 
ratio

Копии ДНК, мл
Copies of 
DNA, ml

Вирус герпеса 1-го типа (ВПГ-1 ВН-5)
Herpes simplex virus type 1

1:2 3,5 2,0 36.3 1,1·104

1:5 4,0 1,5 27.5 1,7·105

1:10 4,25 1,25 22.7 2,8·105

1:20 5,25 0,25 4.9 1,1·106

Контроль ВПГ-1 ВН-5
Control HSV-1 5,5 0 0 8,7·106

Вирус герпеса 2-го типа (ВПГ-2 УС-1)
Herpes simplex virus type 2

1:2 1.5 2.5 50.1 6,6·102

1:5 2.0 2.0 50.0 5,5·103

1:10 3.5 0.5 12.5 7,8·103

1:20 4.0 0 0 1,9·105

Контроль ВПГ-2 УС-1
Control HSV-2 4,0 0 0 2,2·105

ОБСУЖДЕНИЕ

В целом, исследование спектра продукции генов ци-
токинов клетками культуры конъюнктивы под воздей-
ствием комбинированных офтальмологических препа-
ратов с ожидаемым иммунотропным влиянием на ткани 
дает возможность прогнозировать эти эффекты in vivo. 
В нашей предыдущей работе при изучении в таких ус-
ловиях влияния комбинации Офтальмоферон + Брокси-
нак нами было показано, что совместное использование 
этих препаратов приводит к формированию адекватного 
противовирусного и противовоспалительного цитоки-
нового ответа — наблюдается продукция мРНК ИФН-α, 
ИФН-λ, ИЛ-2 и ИЛ-12, что является научным обоснова-
нием для успешного применения данной комбинации 
лекарственных препаратов для лечения воспалительных 
заболеваний конъюнктивы и роговицы [2].

Хилопарин-комод® — офтальмологический препарат 
с успешным и длительным опытом применения в каче-
стве увлажняющего поверхность глаза и слезозамести-
тельного средства [13]. Попытка рассмотрения его с точ-
ки зрения «противовирусного» или как минимум имму-
нотропного средства неслучайна. Во-первых, у нас име-
ется собственный эмпирический положительный опыт 
его использования в клинической практике в качестве 
препарата с мощным реабилитационным эффектом,  
а во-вторых, в состав препарата входят такие активные 
биохимические вещества с многочисленными эффекта-
ми, как гепарин и гиалуроновая кислота [14–16]. С этой 
точки зрения детальное изучение свойств препарата  
в клеточных культурах представляет как научный, так  
и практический интерес. Примечательно, что в разведе-
ниях препарата 1/2 и 1/10 ни один из цитокинов вообще 
не определялся, а в меньших концентрациях нами об-
наружена продукция некоторых из них. Так, например,  
в разведениях 1/40 и 1/1000 обращает на себя внимание 
выработка клетками культуры мРНК ИФН-α и -β, но 
продукция этих же цитокинов определяется и в контро-
ле, поэтому говорить о стимулирующем эффекте хило-
парин-комод® этих двух видов ИФН неправомочно. Ана-
логично нельзя утверждать, что хилопарин-комод® сти-
мулирует выработку мРНК ИЛ-18 и ФНО-α, поскольку 
они определяются и в контрольных пробах. Судя по от-
сутствию продукции мРНК ИФН-λ1 и -λ2 по сравнению 
с контролем, препарат может оказывать ингибирующее 
действие на эти виды ИФН.

Самым неожиданным результатом изучения продук-
ции генов цитокинов клетками конъюнктивы оказался 
противовоспалительный эффект препарата, проявив-
шийся в подавлении синтеза острофазного провоспали-
тельного цитокина мРНК ИЛ-6 и стимуляции продук-
ции мРНК ИЛ-10 (в разведениях 1/40 и 1/1000), обладаю-
щего, наоборот, противовоспалительными свойствами. 
ИЛ-10 — это цитокин с выраженным противовоспа-
лительным эффектом [18]. Он способен подавлять ли-
хорадку как проявление воспалительной реакции. Вы-
рабатывают ИЛ-10 Т-клетки и моноциты (макрофаги). 
ИЛ-10 ингибирует продукцию ИФН-γ Т-лимфоцитами 
и ЕК, продукцию всех провоспалительных цитокинов 
макрофагами, экспрессию рецепторов ФНО-α и ИЛ-12 
на естественных киллерах. Способность ИЛ-10 ингиби-
ровать продукцию ИЛ-1, -6, ФНО-α макрофагами и их 
окислительный взрыв связан с его способностью угне-
тать продукцию ИЛ-12. Таким образом, иммунологиче-
ский ответ, который получен от клеток конъюнктивы 
человека при добавлении препарата хилопарин-комод®, 
свидетельствует о преимущественно противовоспали-
тельном действии препарата, что может быть обуслов-
лено как самим гепарином, так и высокомолекулярной 
гиалуроновой кислотой, входящей в его состав [17].

Ключевой цифрой, на которую стоит обратить вни-
мание при оценке потенциального противовирусного 
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