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В настоящее время все большее место в противовирусной терапии отводится различным 
полиэлектролитам. Для полиэлектролита полиаллиламина с молекулярной массой 
6000 Да показана противовирусная активность в отношении вирусов гриппа, кори, про-
стого герпеса 1-го типа и цитомегаловируса. Ранее нами была определена нетоксическая 
концент-рация полиаллиламина, равная 30 мкМ, при которой сохраняется противови-
русный эффект для кори и гриппа, но отсутствует токсическое воздействие на клетки. 
При этом известно, что одновременное воздействие на вирус физических факторов сре-
ды и химических соединений способствует более выраженному снижению инфекцион-
ности вируса. Одним из таких физических факторов является температура, воздействие 
которой на вирус приводит к его инактивации. Изучение параметров термоинактивации 
имеет важное практическое значение при разработке противогриппозных вакцин, а так-
же для изучения снижения инфекционной активности вирусных частиц при оседании их 
на различных поверхностях. В связи с этим особый интерес представляет изучение кине-
тических и термодинамических характеристик процесса термоинактивации вируса грип-
па в присутствии противовирусного соединения полиаллиламина. В настоящей работе 
мы показали, что процесс термоинактивации вируса гриппа в присутствии полиаллила-
мина в интервале температур 38–60°С описывается кинетикой реакции первого порядка. 
Термодинамические параметры термоинактивации указывают на вовлечение в процесс 
инактивации поверхностных белков вируса гриппа вследствие взаимодействия с ними 
полиаллиламина. Полученные результаты указывают на возможность использования 
полиаллиламина в качестве соединения, ускоряющего процесс термической инактива-
ции вируса гриппа. 

Ключевые слова: полиэлектролит, полиаллиламин, вирус гриппа, термоинактивация,  
гемагглютинирующая активность, инфекционность вируса

В настоящее время ужесточаются требования 
по получению инактивированных гриппозных 
вакцин с целью снижения поствакцинальных  
осложнений. Для инактивации вирусов гриппа 
применяют различные физические, химические 
и биологические методы [1–4]. Применение толь-
ко физических методов часто бывает недостаточ-
ным для инактивации вакцинного штамма вируса, 
в связи с чем дополнительно используются раз-
личные химические соединения, вызывающие 
инактивацию антигенных белков вируса, в  част-
ности гемагглютинина, при повышении темпера-
туры. При этом происходит снижение гемагглю-
тинирующей активности (ГА) вируса и его 
инфекционности. В данной работе таким соеди-
нением является полиэлектролит (ПЭ) полиалли-

ламин (ПАА) с молекулярной массой 6000 Да, для 
которого ранее нами был выявлен противовирус-
ный эффект в отношении вирусов кори и  гриппа 
в  концентрации 30 мкМ [5], проявляющийся 
в  снижении их инфекционности при отсутствии 
токсического действия данного ПЭ на клетки.

Материалы и методы
Вирус гриппа. Штамм вируса гриппа  

A/BANGKOK/1/1979(Н3N2) получен из коллек-
ции Научно-исследовательского института вак-
цин и  сывороток имени И.И. Мечникова (Мо-
сква, Россия) в виде вируссодержащей суспензии, 
материал хранили при температуре -80°С. 

Полиэлектролит. В работе использовали ПЭ – 
гидрохлорид ПАА с молекулярной массой 
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Рис. 1. Графическая оценка термической инактивации. А – изменение гемагглютинирующей активности вируса гриппа  
A/BANGKOK/1/1979(Н3N2) в присутствии 30 мкМ ПАА, рН = 7,4. Ось абсцисс – время, мин; ось ординат – ГАЕ, %. Б – изме-
нение инфекционной активности вируса гриппа A/BANGKOK/1/1979(Н3N2) в присутствии 30 мкМ ПАА, рН = 7,4. Ось  
абсцисс – время, мин; ось ординат – ФОЕ, %.

Mw  =  6000 Да в конечной концентрации 30 мкМ 
(Sigma, США). Раствор ПАА в фосфатном буфере 
имел значение рН = 7,4. 

Культура клеток. Клетки эпителия почки 
спаниеля MDCK II выращивали на среде DMEM 
с добавлением пенициллина (100 ед./мл), стрепто-
мицина (100 мкг/мл) и 10% фетальной телячьей 
сыворотки в атмосфере 5% СО2 при температуре 
37°С. Жизнеспособность клеток оценивали с по-
мощью МТТ-теста [8]. В основе этого колори- 
метрического метода лежит способность клеток 
метаболизировать тетразолиевый краситель МТТ, 
изменяя его окраску. Интенсивность окрашива-
ния определяли спектрофотометрически через 
24 и 48 ч при длине волны 590 нм. 

Гемагглютинирующая активность вируса. ГА 
вируса определяли с помощью реакции гемагглю-
тинации с использованием 1,5%-ой суспензии ку-
риных эритроцитов [9, 10]. Исходная ГА штамма 
составила 32 ГАЕ/мл (единиц гемагглютинирую-
щей активности/мл).

 Инфекционность вируса. Инфекционный титр 
вируса определяли по количеству фокусобразую-
щих единиц (ФОЕ) и выражали в ФОЕ/мл [11]. Ви-
русную суспензию добавляли к монослою клеток 
MDCK II. Концентрация клеток в лунке составля-
ла 5∙104 клеток. Множественность инфекции со-
ставляла 0,01. Инфицирование проводили 1  ч 
в  темноте при комнатной температуре, после чего 
удаляли вирусную суспензию. Затем клетки выра-
щивали в 5% СО2 при 37°С в среде DMEM–Avicel 
с  добавлением 1,25% микрокристаллической цел-
люлозы (Sigma, США), 0,36% бычьего сывороточ-
ного альбумина и трипсина, обработанного инги-
битором химотрипсина L-тозиламид-2-фенилэтил- 
хлорметилкетоном (Sigma, США) в  концентрации 
1 мкг/мл. Через 29 ч культуральную жидкость сли-
вали, клетки фиксировали в течение 90 мин ледя-

ным 70%-ным этанолом. Затем обрабатывали мы-
шиными антителами к белку NP вируса гриппа, 
а  после – вторичными антимышиными антитела-
ми, меченными пероксидазой хрена (Sigma, США). 
С целью выявления пероксидазы хрена готовили 
два раствора: первый – диметилформамид – 2,5 мл, 
3-амино-9-этилкарбазол – 10  мг, второй –  
Н2О2 0,2  мл в 0,2 М ацетатном буфере, рН = 5,0. 
Два раствора смешивают и  инкубировали 20 мин 
при комнатной температуре. Далее плашку скани-
ровали и подсчитывали число ФОЕ. Исходное зна-
чение инфекционного титра вируса составило 
5,4∙106 ФОЕ/мл. 

Термоинактивация вируса. Термоинактива-
ция вируса гриппа проводилась в отсутствие 
и  при добавлении ПАА в вируссодержащую су-
спензию в конечной концентрации 30 мкМ. Ин-
кубация проходила в диапазоне температур 45–
60°С для определения снижения по отношению к 
исходной, принятой за 100%, ГА (ГАЕ, %) в тече-
ние 60 мин и при температуре 38–60°С для опре-
деления снижения по отношению к исходному, 
принятому за 100%, инфекционного титра (ФОЕ, 
%) в течение 180 мин. Все эксперименты с виру-
сом гриппа проводились в лаборатории детских 
вирусных инфекций отдела вирусологии НИИ 
вакцин и  сывороток имени И.И. Мечникова. 
Статистическую обработку результатов, получен-
ных из четырехкратных повторов каждого экспе-
римента, проводили с помощью параметрическо-
го t-критерия Стьюдента при доверительной 
вероятности 0,95 в  Excel 2010 (Microsoft Office). 
Аппроксимацию кинетических кривых также 
проводили в Excel 2010.

Результаты и обсуждение
Как следует из приведенных на рис. 1 (А, Б) 

кинетических кривых для ГА и инфекционного 
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титра вируса гриппа, процесс термоинактивации 
в присутствии 30 мкМ ПАА описывается кинети-
кой реакции первого порядка:

,ink
inR R→ 	 (1)
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[ ]
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in
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k t
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где R и Rin – активная и инактивированная фор-
мы вируса соответственно, [Rt] – ГА и инфекци-
онный титр вируса в момент времени t процесса 
термоинактивации в присутствии 30 мкМ ПАА, 
[R0] – исходная ГА и инфекционный титр, kin – 
константа скорости термоинактивации, мин-1, 
которую находили с помощью аппроксимации 
кинетических зависимостей термоинактивации 
экспоненциальными функциями с показателем 
экспоненты – -kint. В табл. 1, 2 приведены значе-
ния констант скоростей термоинактивации 
в присутствии 30 мкМ ПАА и без добавления ПЭ. 
Из результатов, приведенных в табл. 1, 2 видно, 
что константы скорости термоинактивации 
в присутствии 30 мкМ ПАА выше, чем при инак-
тивации в отсутствие ПЭ. Это может быть объяс-
нено инактивирующим вкладом ПАА, связываю-

щимся с поверхностными белками вириона, 
в  процесс термоинактивации, что приводило 
к увеличению скорости снижения ГА и инфекци-
онного титра вируса. Используя кинетические 
параметры термоинактивации вируса гриппа 
и  теорию активированного комплекса Эйринга, 
определили термодинамические параметры тер-
моинактивации в  присутствии и в отсутствие 
ПАА: активационные энтальпия ΔH≠ и энтропия 
ΔS≠ (рис. 2):

,
H S

b RT R
in

k T
k e e

h

≠ ≠∆ ∆−
=

	
(3)

где T – температура, kb – постоянная Больцмана, 
равная 1,38∙10-23 Дж/К, h – постоянная Планка, 
равная 6,62∙10-34 Дж∙с.

Значения активационной энтальпии и энтро-
пии в отсутствие ПАА для ГА и инфекционности 
вируса составили: ΔH1

≠ = –124,5±8,1 кДж/моль, 
ΔH2

≠ = –141,27±4,6 кДж/моль; ΔS1
≠  = 

= 63,14±1,8 кДж/К∙моль, ΔS2
≠ = 104,75±5,4 кДж/

К∙моль соответственно. Значения активационной 
энтальпии и энтропии в присутствии 30 мкМ ПАА 
для ГА и инфекционности вируса были следующи-
ми: ΔH1

≠  =  –373,95±14,7 кДж/моль, ΔH2
≠ = 

Таблица 1

Константы скорости термоинактивации вируса гриппа в отсутствие ПАА

kin, мин -1 Т = 38˚С Т = 45˚С Т = 50˚С Т = 55˚С Т = 60˚С
Термоинактивация гемагглютинирующей 
активности вируса (p < 0,05) – (2,780,05)∙10-5 (1,510,024)∙10-4 (3,430,062)∙10-4 (2,320,05)∙10-4

Термоинактивация инфекционности 
вируса (p < 0,05) (2,870,048)∙10-6 (1,320,01)∙10-5 (3,290,061)∙10-5 (4,500,078)∙10-5 (1,300,02)∙10-5

Таблица 2

Константы скорости термоинактивации вируса гриппа в присутствии 30 мкМ ПАА

kin, мин -1 Т = 38˚С Т = 45˚С Т = 50˚С Т = 55˚С Т = 60˚С
Термоинактивация гемагглютинирующей 
активности вируса (p < 0,05) – (8,00,09) ∙10-5 (1,100,02)∙10-3 (4,00,06)∙10-2 (6,50,08)∙10-2

Термоинактивация инфекционности 
вируса (p < 0,05) (2,00,04)∙10-3 (4,010,07)∙10-3 (1,900,022)∙10-2 1,50∙10-2 (1,050,02)∙10-1

Рис. 2. Определение энтальпии и энтропии термоинактивации вируса гриппа А/BANGKOK/1/1979(Н3N2) в присутствии 
30 мкМ ПАА и без добавления ПАА, рН = 7,4 Ось абсцисс – 1/Т, 1/К; ось ординат – ln(kin/T).
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= –142,93±4,8 кДж/моль; ΔS1
≠ = 871,4±21,2 кДж/

К∙моль, ΔS2
≠ = 160,44±5,8 кДж/К∙моль соответ-

ственно. Полученные значения термодинамиче-
ских параметров термоинактивации можно интер-
претировать следующим образом. Высокие 
отрицательные значения активационной энталь-
пии для ГА и инфекционного титра указывают на 
наличие процесса инактивации поверхностных 
белков вириона, причем более высокое значение 
активационной энтальпии для инфекционного 
титра связано с вовлечением в процесс снижения 
инфекционной активности вируса только белко-
вых структур без включения в процесс рибонукле-
опротеина. Высокие положительные значения ак-
тивационной энтропии характерны при наличии 
гидрофобного эффекта в процессе инактивации 
поверхностных гликопротеинов вириона. Показа-
тели активационной энтальпии термоинактива-
ции вируса в присутствии 30 мкМ ПАА значитель-
но выше для ГА, а для инфекционного титра 
значимо не отличаются от таковой для термоинак-
тивации в отсутствие ПАА. Это объясняется  
взаимодействием ПАА с поверхностными глико-
протеинами вириона гриппа, вносящим дополни-
тельный энергетический вклад в процесс термои-
нактивации. Примерно одинаковые значения 
активационной энтропии для инфекционного ти-
тра могут объясняться наличием взаимодействия 
ПАА не только с поверхностными белками, но 
и  с  рибонуклеопротеином вируса. Высокое поло-
жительное значение активационной энтропии 
термоинактивации ГА вируса в присутствии ПАА 
связано с процессом дегидратации поверхностных 
белков при их инактивации. Дополнительную ин-
формацию о термодинамическом вкладе ПАА 
в процесс дегидратации поверхностных гликопро-
теинов при термоинактивации вируса может дать 
значение инкремента молярной теплоемкости Δcp. 
Зная активационную энтропию и используя фор-
мулу (4), можно рассчитать инкремент молярной 
теплоемкости термоинактивации ГА и инфекци-
онного титра вируса: 

ln ,T m p
m

T
S S c

T
≠ ≠  

∆ = ∆ + ∆    	
(4)

где TS ≠∆  – изменение активационной энтропии 
для температуры T, TS ≠∆  – изменение активацион-
ной энтропии для температуры Tm, Tm = 334 К.

По графическим зависимостям уравнения (4) 
TS ≠∆  от были определены значения инкремента 

молярной теплоемкости Δcp как угловые коэффи-
циенты уравнений линейной аппроксимации. По-
лученные значения Δcp отрицательны и равны: 
Δcp1 = –1,14 0,08 кДж/К∙моль и Δcp2 = –0,44 
0,06 кДж/К∙моль для термоинактивации ГА и ин-
фекционного титра вируса гриппа соответствен-
но. Отрицательные значения инкремента моляр-
ной теплоемкости для термоинактивации ГА 
вируса указывают на наличие перехода «клубок-
дегидратированная расплавленная глобула» [7] 
в присутствии 30 мкМ ПАА. Полученные данные 
соответствуют значениям активационной энтро-
пии для термоинактивации ГА вируса.

Борьба с пандемиями гриппа и других респи-
раторных оболочечных вирусов, в том числе 
COVID-19, требует разработки новых методов 
профилактики острых респираторных вирусных 
инфекций, в том числе химиопрепаратов, оказы-
вающих инактивирующее действие на все анти-
генные белки вируса. Отдельного внимания  
заслуживает одновременное применение физиче-
ских и  химических факторов инактивации виру-
сов. Полученные нами результаты показывают, 
что использование ПАА в совокупности с  повы-
шенной температурой вызывает эффективную 
и достаточно быструю инактивацию вируса грип-
па, при этом используемый ПЭ оказывает инакти-
вирующее действие в отношении всех поверхност-
ных гликопротеинов вириона. Применение ПАА 
совместно c температурной инактивацией вируса 
может найти применение в технологии получения 
инактивированных, в  том числе инактивирован-
ных цельновирионных вакцин против гриппа. 

Работа выполнена в рамках программы 
«Russian Academic Excellence Project 5-1». Ис-
следования проведены без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.
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SHORT COMMUNICATION

Thermoinactivation kinetics of strain А/BANGKOK/1/1979(Н3N2) 
influenza virus in the presence of polyallylamine

N.A. Kontarov1,2,* , E.I. Dolgova2 , E.O. Kontarova3 ,  
I.V. Pogarskaya2 , N.V. Yuminova2 
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Currently, an increasing place in antiviral therapy given to various polyelectrolytes. For 
polyelectrolyte polyallylamine with a molecular weight of 6000 Da, antiviral activity shown 
against influenza viruses, measles, herpes simplex type 1 and cytomegalovirus. A non-toxic 
concentration of 30 was determined, at which the antiviral effect for measles and flu is preserved, 
but there is no toxic effect on cells. At the same time, it known that the simultaneous effect of 
physical environmental factors and chemical compounds on the virus contributes to a more 
pronounced decrease in the infectivity of the virus. One of these physical factors is the 
temperature, the effect of which on the virus leads to its inactivation. The study of thermal 
inactivation parameters is of great practical importance in the development of influenza 
vaccines, as well as for studying the decrease in the infectious activity of viral particles when they 
settle on various surfaces. In this connection, it is of particular interest to study the kinetic and 
thermodynamic characteristics of the process of thermal inactivation of the influenza virus in the 
presence of the antiviral compound polyallylamine. In this paper, we have shown that the 
process of thermal inactivation of the influenza virus in the presence of polyallylamine in the 
temperature range 38–60°C described by the first-order reaction kinetics. Thermodynamic 
parameters of thermal inactivation indicate the involvement of surface proteins of the influenza 
virus in the process of inactivation as result of the interaction of polyallylamine with them. The 
results obtained indicate the possibility of using polyallylamine as a compound that accelerates 
the process of thermal inactivation of the influenza virus.

Keywords: polyelectrolyte, polyallylamine, influenza virus, thermal inactivation, hemagglutinating 
activity, viral infectivity
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