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Прошло уже более 30 лет с тех пор, как была 
завершена программа глобальной ликвидации оспы 
путем иммунизации большей части населения Земли 
против данного заболевания. В результате сегодня 
в мире сложилась довольно опасная ситуация, при 
которой более половины населения Земли не имеет 
иммунитета против ортопоксвирусных инфекций. В 
этой связи актуальность проблемы разработки лекар-
ственных препаратов против этих заболеваний резко 
возрастает. 

К настоящему времени за рубежом разрабаты-
ваются противооспенные лекарственные средства, 
такие как CMX-001 и ST-246 [14]. При этом оценку 
эффективности их противовирусного действия осу-
ществляют не только на культурах клеток, но и с ис-
пользованием модельных животных. Что касается 
вируса оспы обезьян (ВОО), то в качестве таких жи-
вотных ряд исследователей использует нечеловекоо-

бразных приматов, луговых собачек, африканских 
белок и иммунодефицитных мышей [6]. В то же вре-
мя для работающей в России с вирусами натуральной 
оспы и оспы обезьян организации ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» использование этих видов модельных жи-
вотных крайне затруднительно. Это связано с чрез-
вычайно высокой стоимостью нечеловекообразных 
обезьян и большими сложностями приобретения лу-
говых собачек и африканских белок из стран дальне-
го зарубежья, связанными с регулярным проведени-
ем экспортного и таможенного контролей. С другой 
стороны, использование иммунодефицитных мышей 
BALB/с для заражения неадекватно моделирует ин-
фекционный процесс, который возникает во время 
вспышки оспы обезьян среди людей, так как реально 
это заболевание, в основном, было зарегистрировано 
у людей с нормальной иммунной системой.

Целью настоящих исследований является изуче-
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ние возможности использования мыши в качестве 
модельного животного для оценки эффективности 
лечебно-профилактического действия разрабатывае-
мых нами препаратов против оспы обезьян.

Материалы и методы

Все эксперименты были проведены в лаборато-
рии с максимальным уровнем биологической защи-
ты (BSL-4) с использованием изолирующих пневмо-
костюмов на базе ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», Россия.

Вирус. В работе использовали Центрально-
Африканский штамм вируса оспы обезьян V79-1-
005, полученный из Государственной коллекции 
возбудителей вирусных инфекций и риккетсиозов 
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Используя данный штамм, 
был приготовлен препарат вируссодержащей суспен-
зии путем культивирования на культуре клеток Vero 
(биологическая концентрация препарата составляла 
5,0·106 бляшкообразующих единиц в 1 мл – БОЕ/мл). 
Препарат в дальнейшем использовался для инфици-
рования мышей. Вируссодержащий материал перед 
экспериментами хранили при температуре –70 °C.

Химические соединения. В работе были ис-
пользованы два химических соединения, синтези-
рованных в Новосибирском институте органиче-
ской химии (НИОХ) им. Н.Н.Ворожцова СО РАН, 
ранее проявивших противовирусную активность 
в отношении ортопоксвирусов in vitro: 7-[N`-(4-
Трифторметилбензоил)-гидразинокарбонил]- 
три ци кло[3.2.2.02,4]нон-8-ен-6-карбоновая кислота 
(НИОХ-14) и Гидрат N-{3,5-диоксо-4-аза тет ра ци-
кло[5.3.2.02,6.08,10]додец-11-ен-4-ил}-2-гидро кси бен-
за мида (НИОХ-32) [5]. В качестве положительно-
го контроля использовали химическое соединение 
с установленной противооспенной актив ностью 
4-трифторметил-N-(3,3a,4,4a,5,5a,6,6a-ок та гидро-
1,3-диоксо-4,6-етеноцикло проп[f]изо ин дол-2(1H)-
ил)-бензамид (ST-246), синтезированное в НИОХ 
им. Н.Н.Во рожцова СО РАН по описанной методике 
[8]. Все лабораторные образцы химических соеди-
нений были охарактеризованы и паспортизованы.

Животные. В исследованиях использовали ин-
тактных беспородных разнополых белых 8–15-су-
точных мышей ICR (массой 9–11 г), полученных из 
питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор».

Наблюдение за инфицированными животными 
осуществляли в течение 7–21 сут с момента зараже-
ния. Животных содержали на стандартном рационе с 
достаточным количеством воды согласно ветеринар-
ному законодательству и в соответствии с требова-
ниями по гуманному содержанию и использованию 
животных в экспериментальных исследованиях [4].

Изучение накопления вируса в легких мышей. 
При изучении динамики накопления вируса в легких 
мышей было использовано по 3 животных на каж-
дую временную точку (3, 5, 7, 10-е сутки), которых 
эвтаназировали методом цервикальной дислокации и 
брали легкие с целью приготовления 5 % гомогена-

тов этих органов путем их механической дезинтегра-
ции с помощью пестика в ступке с речным песком и 
добавлением 4 мл раствора Хенкса. 

При проведении исследований по определению 
ИД50 (по наличию вируса в легких мышей) ВОО и 
оценке эффективности действия испытываемых 
препаратов легкие инфицированных мышей для ви-
русологических исследований забирали только на 
7-е сутки.

Перед титрованием гомогенаты легких инфици-
рованных мышей хранили при температуре –70 °C.

Метод инфицирования мышей. Перед интрана-
зальным (и/н) заражением мышей наркотизировали с 
помощью эфирного наркоза. Определение 50 % инфи-
цирующих доз (ИД50) осуществляли двумя способа-
ми: по клиническим признакам заболевания (КИД50) 
и по наличию вируса в легких мышей (ЛИД50) через 
7 сут после заражения. При этом мышей заражали 
ВОО по 4 головы на дозу (101–105 БОЕ/гол.), исполь-
зуя разведения с 10- или 100-кратным шагом, вводя 
вируссодержащую жидкость по 0,03 мл суммарно в 
обе ноздри. При изучении динамики накопления ви-
руса в легких мышей инфицирование этих животных 
осуществляли тем же способом, используя дозу за-
ражения 105 БОЕ/гол. ВОО. При изучении эффектив-
ности действия лекарственных препаратов мышей 
заражали дозами 1 и 10 ЛИД50 ВОО.

Схемы применения химически синтезирован-
ных соединений у инфицированных животных. 
Химически синтезированные соединения НИОХ-32, 
НИОХ-14 и ST-246 животным вводили перорально в 
дозе 30 и 60 мкг/г массы мыши за 1 сут до заражения 
ВОО и далее в течение 7 сут после заражения (п/з).

Вирусологический анализ проб. Определение 
концентрации и наличия жизнеспособного вируса в 
образцах гомогенатов легких животных проводили 
традиционным методом подсчета количества бляшек 
на монослое культуры клеток Vero в разведениях об-
разцов [11]. Минимальное количество вируса, кото-
рое могло быть выявлено при использованном нами 
методе титрования, составляло 1,7 lg БОЕ/легкие.

Электронно-микроскопическое исследование. 
Через 7 сут после и/н заражения мышей вскрыва-
ли, иссекали трахею и легкие и фиксировали в 4 % 
растворе параформальдегида при 4 °С в течение 
10 сут. Затем образцы промывали раствором Хенкса 
(буфер), дофиксировали 1 % раствором осмиевой 
кислоты, обезвоживали по стандартной методике в 
растворах этилового спирта возрастающей концен-
трации и ацетоне и заливали в смесь эпон-аралдит. 
Ультратонкие срезы готовили на микротоме Райхерт-
Янг (Австрия), контрастировали уранилацетатом и 
цитратом свинца. Срезы исследовали в электронном 
микроскопе JEM 1400 (Jeol, Япония), фотосъемку 
проводили с помощью встроенной цифровой камеры 
Jeol и цифровой камеры бокового ввода Veleta (SIS, 
Германия).

Статистическая обработка результатов. 
Статистическую обработку и сравнение результатов 
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осуществляли стандартными методами [3]. В слу-
чаях, когда в гомогенатах легких инфицированных 
мышей вирус ВОО не выявлялся из-за существую-
щего порога чувствительности метода титрования, 
использовали значение минимального количества 
вируса, выявляемого при использованном нами ме-
тоде титрования (1,7 lg БОЕ/легкие).

Сравнение долей инфицированных и неинфи-
цированных мышей в экспериментальных группах 
проводили по критерию χ2 и точному тесту Фишера 
[3]. Различия считали достоверными на 5 % уровне 
значимости (при p ≤ 0,05).

Результаты и обсуждение

Первая серия экспериментальных исследований 
была проведена c целью определения ИД50 и ЛД50 
ВОО (штамм V79-1-005 Центрально-Африканского 
происхождения) у 8-15-суточных беспородных мы-
шей ICR при и/н способе заражения. При этом у ин-
фицированных мышей лишь в максимальной дозе 
заражения (5 lg БОЕ) отмечались ярко выраженные 
признаки заболевания: взъерошенность шерсти, 
гнойный конъюнктивит и блефарит. С учетом дан-
ных клинических проявлений КИД50 у этих живот-
ных составила 4,8 lg БОЕ/гол. Ряд ученых, проводя 
подобного рода исследования по и/н инфицирова-
нию мышей Центрально-Африканским штаммом 
ВОО (высоковирулентный для человека) [6, 7], за-
регистрировал у них лишь скудную симптоматику: 
взъерошенность шерсти (не считая снижение массы 
тела), которая отсутствовала у мышей, зараженных 
Западно-Африканским штаммом ВОО (низковиру-
лентный для человека). При этом авторам не удалось 
определить ИД50 для Центрально-Афри кан ского 
штамма ВОО по описанной клинической картине за-
болевания у этих животных. Наличие более богатой 
симптоматики у инфицированных животных в наших 
экспериментах по сравнению с таковой зарубежных 
исследователей объясняется, вероятно, существен-
ной разницей в возрасте взятых в эксперименты мы-
шей: в нашем случае были использованы животные 
меньшего возраста. 

Некоторыми учеными были получены данные 
о 100 % летальности мышей при интраназальном 
инфицировании штаммом Копенгаген ВОО в дозе 
6 lg БОЕ/гол. [12]. Такое несоответствие с нашими 
результатами объясняется, скорее всего, различием 
используемых в экспериментах штаммов ВОО и доз 
заражения. 

В связи с тем, что значение КИД50 ВОО у мы-
шей оказалась достаточно высокая для оценки эф-
фективности лечебно-профилактического действия 
разрабатываемых препаратов, нами была проведена 
вторая серия экспериментов с целью определения 
ИД50 ВОО у данного вида животных по другому бо-
лее чувствительному методу ее оценки – по наличию 
ВОО в легких. Для определения данного показателя 
на первом этапе необходимо было изучить динами-

ку накопления вируса в легких мышей. В результа-
те этого исследования было определено, что макси-
мальное накопление вируса в этом органе у живот-
ных происходит через 7 сут п/з (более 4,5 lg БОЕ/
лег.). После чего было определено значение ЛИД50 
по накоплению вируса в легких через 7 сут п/з, кото-
рое составило 2,35 lg БОЕ/гол. и оказалось на 2,45 lg 
ниже, чем значение КИД50, полученное по наличию 
внешних клинических признаков заболевания у мы-
шей. Следует отметить, что при использовании ин-
траназального метода заражения мышей около 97 % 
вируссодержащего материала попадает в желудочно-
кишечный тракт и лишь около 3 % – в респиратор-
ный (наши неопубликованные данные, полученные 
с использованием физической метки). Если учесть 
только количество апплицированного в дыхательном 
тракте материала, то ЛИД50 ВОО для мышей в нашем 
случае должна быть существенно ниже (на 1,5 lg) и 
составить около 0,85 lg БОЕ/органы дыхания (лег-
кие, трахея), что свидетельствует о высокой чувстви-
тельности данного вида животных к ВОО.

Электронно-микроскопическое исследование 
трахеи и бронхов мышей через 7 сут п/з выявило 
деструктивные изменения реснитчатых эпителио-
цитов, в которых зачастую разрушается апикальная 
плазмалемма, наблюдается нарушение строения и 
слущивание ресничек. В эпителии воздухоносных 
путей отмечаются некрозы, в области которых ло-
кализуется клеточный детрит, форменные элементы 
крови и волокна фибрина. Обращает на себя внима-
ние массивная инфильтрация респираторной ткани 
воспалительно-клеточными элементами, встречают-
ся активированные макрофаги (содержат многочис-
ленные псевдоподии и секреторные гранулы в цито-
плазме).

Морфологические признаки репродукции ВОО 
отмечаются в клетках эпителиальной выстилки тра-
хеи и бронхов, соединительной ткани собственной 
пластинки слизистой оболочки, в макрофагах и в эн-
дотелиальных клетках сосудов подслизистой основы. 
Зоны некроза содержат многочисленные «обломки» 
зараженных клеток, не поддающиеся идентифика-
ции. На срезах инфицированных клеток прослежива-
ются последовательные стадии морфогенеза вируса: 
полумесяцы, сферические незрелые вирионы и зре-
лые вирусные частицы кирпичеобразной формы с 
центрально расположенным нуклеоидом двояковог-
нутой формы (рисунок). Морфологические характе-
ристики репродукции ВОО в клетках легких мышей 
соответствуют таковым для ортопоксвирусов, опи-
санных в литературе [1, 2, 10, 13]. Некротические 
изменения слизистой оболочки трахеи и бронхов 
распространяются до собственной пластинки слизи-
стой. В целом, представленные экспериментальные 
данные соответствуют описанным патоморфологи-
ческим изменениям при и/н инфицировании орто-
поксвирусами.

В следующей серии экспериментов проводили 
оценку эффективности лечебно-профилактического 
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действия препаратов на мышах по накоплению ВОО 
в легких через 7 сут п/з, используя для инфицирова-
ния этих животных две дозы вируса: 1 и 10 ЛИД50 
(2,35 и 3,35 lg БОЕ/гол. соответственно). Результаты 

этих исследований представлены в табл. 1 и 2. Из 
данных табл. 1 видно, что группы мышей по веро-
ятности инфицирования, получавшие разные дозы 
исследуемых препаратов (30 мкг/г и 60 мкг/г мас-
сы мыши), не отличались от контроля. По данным 
табл. 2 отмечено, что количество инфицированных 
мышей при введении препаратов ST-246 и НИОХ-14 
достоверно ниже, чем в контроле (при p ≤ 0,05). Было 
установлено, что НИОХ-32 достоверно не отличался 
по этому признаку от контроля. Также отмечено, что 
при использовании НИОХ-14 и ST-246 в одинаковых 
дозах эти препараты не отличались между собой по 
эффективности действия. Подобного рода экспери-
менты были проведены зарубежными исследовате-
лями по оценке эффективности действия ST-246 на 
различных видах животных. В этих экспериментах 
также отмечался выраженный противовирусный эф-
фект данного препарата [9, 15]. 

Вышеприведенные исследования по оценке эф-
фективности лечебно-профилактического действия 
разрабатываемых препаратов против оспы обезьян, а 
также ранее полученные нами данные с применени-
ем этих химических соединений на ортопоксвирусах 
in vitro убедительно показали возможность исполь-
зования 8–15-суточных мышей ICR (массой 9–11 г) 
для этой цели в качестве модельного животного. При 
этом величина противовирусного действия исследуе-
мых препаратов может быть определена по показа-
телю подавления накопления ВОО в легких мышей 
на 7-е сутки после и/н инфицирования. Также важ-
ными аргументами, подтверждающими возможность 
применения этого животного в качестве модельного, 
являются следующие: мыши обладают высокой чув-
ствительностью к ВОО при респираторном инфици-
ровании; при этом первичное размножение вируса у 
мышей и человека наблюдается в органах дыхатель-
ного тракта; виды первичных клеток-мишеней для 
ВОО у мышей и морфологические характеристики 
его репродукции в клетках легких этих животных 
характерны для ортопоксвирусных инфекций. В ли-
тературе не представлено данных прямых исследова-
ний таких клеток при ортопоксвирусных инфекциях 
у людей. У лабораторных животных в эксперимен-
тах показано, что первичными клетками-мишенями 

Репродукция Центрально-Африканского штамма V79-1-005 виру-
са оспы обезьян в клетках респираторного отдела легкого мыши 
через 7 сут после интраназального заражения. Просвечивающая 
электронная микроскопия ультратонких срезов
А – вирусные частицы различной степени зрелости в цитоплазме клетки 
воспалительного очага (показано стрелкой). На врезке – увеличенный 
участок, содержащий вирусную фабрику: 1 – нейтрофил, содержащий 
гранулы; Б – кровеносный сосуд артериального типа. В просвете рас-
полагается зараженный ВОО макрофаг (2), вирусные частицы показаны 
белыми стрелками. Эндотелиоциты некротизированы, в одном из них 
(3) локализуются вирусные частицы. Черными стрелками показана ба-
зальная мембрана сосуда. Во врезке – увеличенный фрагмент снимка; 
В – макрофаг, стрелками указаны зрелые частицы вируса оспы обезьян; 
Г – клетка соединительной ткани, содержащая вирусные частицы (по-
казано стрелками)

Таблица 1
Результаты изучения лечебно-профилактической активности препаратов по подавлению накопления вируса оспы обезьян  

в легких мышей на 7-е сутки после интраназального инфицирования 1 ИД50

Номер интраназально  
инфицированного вирусом  

животного

Концентрация ВОО в легких инфицированных мышей, обработанных разными дозами исследуемых препаратов,  
в lg БОЕ/легкие

НИОХ-14 
(30 мкг/г)

НИОХ-14 
(60 мкг/г)

ST-246 
(30 мкг/г)

ST-246 
(60 мкг/г)

Контроль*

1 3,24 <1,70 3,16 3,13 3,72
2 <1,70 <1,70 2,3 <1,70 3,28
3 <1,70 <1,70 3,19 <1,70 3,62
4 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70
5 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70
6 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70 <1,70

*Мышам контрольной группы перорально вводили раствор метилцеллюлозы с твином-80, который использовали для растворения препаратов 
НИОХ и ST-246;  в случаях, когда в гомогенатах легких инфицированных мышей вирус ВОО не выявлялся из-за существующего порога чувстви-
тельности метода титрования, использовали значение минимального количества вируса, выявляемого при использованном нами методе титрования 
(1,7 lg БОЕ/легкие).
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у мышей для вирусов эктромелии [10] и оспы коров 
являются макрофаги [1, 2, 13]. Для ВОО при аэро-
зольном заражении обезьян первичными мишеня-
ми служат макрофаги и дендритные клетки [16]. 
Электронно-микроскопическое исследование у мы-
шей установило, что вирус оспы коров реплициру-
ется в эпителии носа, поддерживающих и базальных 
клетках обонятельного эпителия, эпителии и гладко-
мышечных клетках бронхиол, фибробластах, пери-
нейральных и периостеальных фибробластах, сосу-
дистых гладкомышечных клетках, макрофагах [13]. 
Аналогичный набор клеток-мишеней выявлен нами 
у мышей, инфицированных и/н ВОО. 

Таким образом, установлено, что КИД50 ВОО 
у и/н зараженных мышей, оцениваемая по наличию 
внешних клинических признаков заболевания (взъе-
рошенность шерсти, гнойный конъюнктивит и бле-
фарит), составляет 4,8 lg БОЕ/гол., а ЛИД50, оценива-
емая по наличию вируса в легких мышей через 7 сут 
п/з, равна 2,35 lg БОЕ/гол. Виды первичных клеток-
мишеней для ВОО у мышей и морфологические ха-
рактеристики его репродукции в клетках легких этих 
животных соответствуют ортопоксвирусной инфек-
ции согласно литературным данным. Исследуемые 
препараты ST-246 и НИОХ-14, применяемые перо-
рально 1 раз в сутки (за 1 сут до заражения и 7 сут 
п/з) в дозах 30 и 60 мкг/г массы мыши, проявляли 
значимый лечебно-профи лакти че ский эффект, реги-
стрируемый по вероятности инфицирования живот-
ных через 7 сут п/з 10 ЛИД50 ВОО.

В рамках полученных результатов была про-
демонстрирована возможность использования 
8–15-су точных мышей ICR (массой 9–11 г) в каче-
стве модельного животного для оценки эффектив-
ности лечебно-профилактического действия разра-
батываемых препаратов против оспы обезьян. Кроме 
того, учитывая тот факт, что оспа обезьян у человека 
клинически протекает идентично натуральной оспе, 
а также не существует животных, чувствительных 
к вирусу натуральной оспы, заболевание у которых 

протекает сходно с оспой человека, предложенная в 
данной работе модель на основе мышей линии ICR и 
вируса оспы обезьян может быть использована для 
оценки эффективности препаратов против натураль-
ной оспы.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства образования и науки Российской 
Федерации в рамках государственного контракта 
№ 14.518.11.7035
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