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ABSTRACT

Despite vaccine availability, the global spread of COVID-19 continues, largely facilitated by emerging
SARS-CoV-2 mutations. Our earlier research documented that a specific combination of plant-derived
compounds can inhibit SARS-CoV-2 binding to its ACE2 receptor and controlling key cellular
mechanisms of viral infectivity. In this study, we evaluated the efficacy of a defined mixture of plant
extracts and micronutrients against original SARS-CoV-2 and its Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa,
and Mu variants. The composition containing vitamin C, N-acetylcysteine, resveratrol, theaflavin,
curcumin, quercetin, naringenin, baicalin, and broccoli extract demonstrated a highest efficacy by
inhibiting the receptor-binding domain (RBD) binding of SARS-CoV-2 to its cellular ACE2 receptor by
90%. In vitro exposure of test pseudo-typed variants to this formula for 1 h before or simultaneously
administrated to human pulmonary cells resulted in up to 60% inhibition in their cellular entry.
Additionally, this composition significantly inhibited other cellular mechanisms of viral infectivity,
including the activity of viral RdRp, furin, and cathepsin L. These findings demonstrate the efficacy of
natural compounds against SARS-CoV-2 including its mutated forms through pleiotropic mechanisms.
Our results imply that simultaneous inhibition of multiple mechanisms of viral infection of host cells
could be an effective strategy to prevent SARS-CoV-2 infection.
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INTRODUCTION

Despite availability of vaccines and drastic public health measures, the spread of SARS-CoV-
2 infection continues [1]. According to the WHO, as of August 31, 2021, there have been
almost 217 million cases worldwide, resulting in more than 4.51 million deaths [2].

Within one year of the pandemic, several variants of SARS-CoV-2 virus have emerged
including: United Kingdom B.1.1.7 (Alpha) variant, South Africa B.1.315 (Beta), Brazil P.1
(Gamma), and mutated forms from India known as lineage B.1.617.1 (Kappa) and B.1.617.2
(Delta) [3]. All of these variants spread to other countries, with each mutation potentially
giving rise to further variants such as originated in Japan R.1 variant having a mutation
E484K located in the spike protein giving "increased resistance" to antibodies generated by
the current vaccines [4], as well as a D614G mutation giving increased infectiousness and
present in all other variants that have surpassed the Alpha strain [5]. Clinical reports also
show that the British variant can infect patients, who have received the vaccine developed
against the original SARS-CoV-2, thereby challenging any claim of its universal efficacy [6].
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РЕЗЮМЕ

Несмотря на наличие вакцин, COVID-19 продолжает распространяться по всему миру, чему в зна-
чительной степени способствуют возникающие мутации SARS-CoV-2. Проведенное нами ранее 
исследование показало, что специфическая комбинация соединений растительного происхождения 
может ингибировать связывание SARS-CoV-2 с его рецептором ACE2 и контролировать ключевые 
клеточные механизмы инфицирования вирусом. В этом исследовании оценивали эффективность 
определенной смеси растительных экстрактов и микроэлементов против исходного SARS-CoV-2 и 
его вариантов альфа, бета, гамма, дельта, каппа и мю. Наибольшую эффективность продемонстри-
ровала композиция, содержащая витамин С, N-ацетилцистеин, ресвератрол, теафлавин, куркумин, 
кверцетин, нарингенин, байкалин и экстракт брокколи, которая на 90 % ингибировала связывание 
рецептор-связывающего домена (RBD) SARS-CoV-2 с его клеточным рецептором ACE2. Обработка 
этой композицией in vitro тестируемых псевдотипированных вариантов в течение 1 ч до введения в 
клетки легких человека или одновременно с введением приводила к 60-процентному ингибирова-
нию их проникновения в клетки. Кроме того, эта композиция значимо ингибировала другие клеточ-
ные механизмы инфицирования вирусом, включая активность вирусного RdRp, фурина и катепси-
на L. Эти результаты демонстрируют эффективность природных соединений против SARS-CoV-2, 
включая его мутантные формы, благодаря плейотропным механизмам. Результаты исследования 
показывают, что одновременное ингибирование нескольких механизмов инфицирования вирусом 
клеток-хозяев может оказаться эффективной стратегией предотвращения инфекции SARS-CoV-2.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на наличие вакцин и радикальные меры, принимаемые общественным здраво-
охранением, инфекция SARS-CoV-2 продолжает распространяться [1].По данным ВОЗ, 
по состоянию на 31 августа 2021 г. в мире зарегистрировано почти 217 млн случаев за-
болевания, которые привели к смерти более 4,51 млн человек [2]. В течение одного года 
пандемии появилось несколько вариантов вируса SARS-CoV-2, в том числе: вариант 
B.1.1.7 (альфа) в Великобритании, вариант B.1.315 (бета) в Южной Африке, вариант P.1 
(гамма) в Бразилии и мутантные формы в Индии, так называемые линии B.1.617.1 (кап-
па) и B.1.617.2 (дельта) [3].Все эти варианты распространились в другие страны, причем 
каждая мутация потенциально может привести к появлению новых вариантов, как, на-
пример, возникший в Японии вариант R.1 с мутацией E484K, локализованной в S-белке 
(«шипе»), которая придает «повышенную устойчивость» к антителам, вырабатывающим-
ся в ответ на существующие вакцины [4], а также мутация D614G, придающая повышен-
ную контагиозность и имеющаяся у всех других вариантов, превзошедших штамм альфа 
[5]. Отчеты о клинических исследованиях также показывают, что британский вариант 
способен заражать пациентов, привитых вакциной, разработанной против оригинального 
SARS-CoV-2. Таким образом, это ставит под сомнение любые заявления об универсаль-
ной эффективности вакцины [6].
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Недавно были получены данные о том, что новый вари-
ант мю и вариант R.1 могут избегать воздействия антител, 
образующихся после применения вакцин против ориги-
нального SARS-CoV-2 [7]. Таким образом, не является не-
ожиданным тот факт, что в связи с быстро появляющими-
ся мутациями SARS-CoV-2 и необходимостью разработки 
новых вакцин потенциально для каждого нового варианта, 
а также с вытекающими научными, экономическими и со-
циальными последствиями такой стратегии окончательно 
взять продолжающуюся пандемию COVID-19 под кон-
троль будет затруднительно.

Был тщательно изучен механизм проникновения SARS-
CoV-2 в клетку, и установлено, что он опосредуется S-бел-
ком, расположенным на поверхности вируса. S-белок пред-
ставляет собой тример с тремя рецептор-связывающими 
головками S1, расположенными на верхушке ножки S2, 
слитой с тримерной мембраной [8]. Белок-шип S1 на SARS-
CoV-2 содержит рецептор-связывающий домен (RBD), 
который связывается с клеткой-мишенью с помощью че-
ловеческого рецептора ACE2 (hACE2), присутствующего 
на поверхности многих типов клеток, и протеолитически 
активируется протеазами человека. Проникновение в клет-
ки-хозяева является важной детерминантой инфекционно-
сти вируса и патогенеза инфекции [9—11].

В процессе инфицирования SARS-CoV-2 клеток уча-
ствует несколько ферментативных белков хозяина, в том 
числе трансмембранная сериновая протеаза 2 (TMPRSS2), 
фурин, катепсин L, а также РНК-зависимая РНК-полиме-
раза (RdRp), катализирующая размножение вирусной РНК 
[12]. РНК-зависимая РНК-полимераза (RdRP) — это кон-
сервативный по своей структуре вирусный фермент, не 
имеющий гомологов в клетке-хозяине. Она представляет 
интерес для разработки селективных ингибиторов как по-
тенциально более безопасная альтернатива для лечения 
COVID-19, не влияющая непосредственно на белки клеток 
человека [13].

Применение природных соединений благодаря их ши-
рокому плейотропному действию дает возможность с вы-
соким пределом безопасности контролировать несколько 
механизмов, связанных с инфекцией SARS-CoV-2. С мо-
мента появления COVID-19 эффективность таких соеди-
нений в качестве ингибиторов была показана в нескольких 
исследованиях  [14—17]. В наших предыдущих исследова-
ниях также была установлена эффективность воздействия 
соединений растительного происхождения на несколь-
ко клеточных механизмов инфицирования SARS-CoV-2 
[18—20]. В настоящем исследовании проводилась оценка 
эффективности определенной комбинации микроэлемен-
тов и растительных экстрактов против недавно появив-
шихся мутантных форм SARS-CoV-2 и активности клю-
чевых ферментов, участвующих в вирусном процессинге 
в альвеолярных клетках человека. Этот подход направлен 
на одновременное ингибирование нескольких клеточных 
механизмов инфицирующей способности SARS-CoV-2, 
независимо от мутации и/или подтипа, и тем самым от-
крывает новые возможности для глобального контроля 
пандемии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные линии, вирусные частицы и антитела

Клетки A549 и VeroE6 были получены из Американской 
коллекции типовых культур (Манассас, штат Виргиния, 
США). Клетки hACE2/A549 (т. е. клетки A549 со стабиль-
ной гиперэкспрессией рецептора ACE2 человека) и псев-
дотипированные частицы с инкапсулированным S-белком 
SARS-CoV-2 и eGFP-люциферазой были приобретены у 

GenScript (Пискатауэй, штат Нью-Джерси, США). Псевдо-
типированная ΔG-люцифераза (G*ΔG-люцифераза) rVSV 
была получена от Kerafast (Бостон, штат Массачусетс, 
США). Альфа-, бета-, гамма-, дельта-, каппа-, мю- и голые 
псевдотипированные частицы SARS-CoV-2 с eGFP-лю-
циферазой были получены от BPS Bioscience (Сан-Диего, 
штат Калифорния, США). Все остальные соединения были 
получены от Sigma (Сент-Луис, штат Миссури, США), за 
исключением экстракта брокколи, который был получен 
от Bulk Supplements (Хендерсон, штат Невада, США).

Композиции растительного происхождения

Комбинации природных соединений, изученные в этом ис-
следовании, представлены в таблице 1. Исходные растворы 
этих комбинаций готовили в диметилсульфоксиде (ДМСО) 
с концентрацией 50 мг/мл и хранили при температуре −20 
°C до проведения анализа. Для экспериментов маточный 
раствор разбавляли до конечных концентраций, указанных 
на рисунках, 1 × фосфатно-солевым буфером (1 × ФСБ), 
рекомендованным производителем используемого набора 
(анализы ферментной активности) или соответствующей 
средой для культивирования клеток (клеточные анализы).

Связывание псевдотипированных вирионов 
SARS-CoV-2 с рецептором hACE2

Эксперимент проводили согласно ранее опубликованной 
нами методике [18, 19]. Вкратце, исходный псевдотипи-
рованный вирион с инкапсулированным S-белком SARS-
CoV-2 и eGFP-люциферазой или его варианты инкубирова-
ли при температуре 37 °C с 0—100 мг/мл смеси V в течение 
1 часа перед добавлением в монослой клеток hACE2/A549 
или добавляли одновременно к клеткам hACE2/A549. Клет-
ки инкубировали еще 48 ч при температуре 37 °С. После 
48-часового периода инкубации эффективность трансдук-
ции количественно оценивали путем регистрации актив-
ности люциферазы с использованием системы анализа 
люциферазы (Promega, Мэдисон, штат Висконсин, США) и 
спектрофлуориметра (Tecan Group Ltd., Меннедорф, Швей-
цария). Положительным контролем были голые псевдоти-
пированные частицы SARS-CoV-2 с eGFP-люциферазой, 
а отрицательным контролем были псевдотипированные 
частицы rVSV с ΔG-люциферазой. Данные представлены 
в виде % от контроля без добавления смеси V (среднее ± 
стандартное отклонение (SD), n = 5).

Анализ активности RdRp in vitro

Активность RdRp in vitro оценивали с использовани-
ем набора для анализа РНК-полимеразы SARS-CoV-2 
(ProFoldin, Хадсон, штат Массачусетс, США).
Таблица 1.Протестированные в исследовании комбинации 
растительных экстрактов и микроэлементов
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Вещество Смесь А Смесь B Смесь C Смесь V Смесь E
Экстракты зеленого чая + + +
Ресвератрол + + + + +
Экстракт брокколи + + + + +
Куркумин + + + + +
Кверцетин + + + + +
Нарингенин + + + + +
Байкалин + + + + +
Теафлавин + + +
Витамин С + + + + +
N-ацетилцистеин + + +
Фукоидан + +
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в соответствии с протоколом изготовителя. Вкратце, 0,5 
г/л 50 × рекомбинантного RdRp или 20 г/л клеточного ли-
зата [для трансдукции клеток лентивирусом c RdRp SARS-
CoV-2 и eGFP-люциферазой (GenScript, Пискатауэй, штат 
Нью-Джерси, США) и клетки VeroE6 высевали в 6-луноч-
ный планшет в присутствии полной питательной среды 
и обрабатывали 8 мкл/мл полибрена (Sigma, Сент-Луис, 
Миссури, США) в течение 30 минут с последующим до-
бавлением лентивируса с RdRp SARS-CoV-2 и eGFP-люци-
феразой при множественном заражении (MOI = 5) [ранее 
полученные предварительные результаты показали, что 
при этом MOI может быть достигнуто почти 100 % частота 
трансдукции] и с инокуляцией с центрифугированием при 1 
000 × g в течение 1,5 часа. Через 24 ч инкубации при темпе-
ратуре 37 °С клетки подпитывали свежей полной питатель-
ной средой. Через 48 ч после инокуляции клетки отделяли с 
помощью 1 мМ ЭДТА, трижды промывали 1 × ФСБ с добав-
лением 3 % эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС)], ин-
кубировали с 2,5 мкл 50 × буфера, 20 мкл воды (только при 
использовании рекомбинантного фермента RdRp) и 1,0 г/л 
смеси V с концентрациями 0—100 мкг/мл в течение 15 мин 
при комнатной температуре с последующим добавлением 
мастер-микса, содержащего 0,5 мкл из 50 × NTP и 0,5 мкл 
из 50 × матрицы (одноцепочечного полирибонуклеотида). 
Реакционную смесь (25 мкл) инкубировали в течение 2 ч 
при температуре 34 °С, затем реакцию останавливали до-
бавлением 65 мкл 10 × флуоресцентного красителя и через 
10 мин регистрировали сигнал флуоресценции при длинах 
волн возбуждения/испускания 488/535 нм с использованием 
флуоресцентного спектрометра (Tecan, Group Ltd., Менне-
дорф, Швейцария). Положительный контроль содержал 100 
мкг/мл ремдесивира. Результаты выражены в % от контроля 
без добавления смеси V (среднее ± стандартное отклонение 
(SD), n = 5).

Анализ активности фурина

Влияние смеси V на ферментативную активность фурина 
оценивали с использованием набора для анализа актив-
ности фурина SensoLyte Rh110 (AnaSpec, Фремонт, штат 
Калифорния, США) в соответствии с протоколом произ-
водителя. Вкратце, смесь V в концентрациях 5 и 10 мкг/
мл смешивали с рекомбинантным белком фурином в тече-
ние 15 минут с последующим добавлением флуорогенного 
субстрата фурина Rh110. Образцы инкубировали в тече-
ние 1 ч при температуре 22 °С и регистрировали флуорес-
ценцию при длинах волн возбуждения/испускания 490/520 
нм с помощью флуоресцентного спектрометра (Perseptive 
Biosystems Cytofluor 4000, Фрамингем, штат Массачусетс, 
США). Положительный контроль в виде пептидилхлорме-
тилкетона (деканоил-Арг-Вал-Лиз-Арг-ХМК) содержал 
0,1 мкМ. Данные представлены в виде % от контроля без 
добавления смеси V (среднее ± стандартное отклонение 
(SD), n = 5).

Анализ активности катепсина L

Влияние смеси V на активность рекомбинантного катепси-
на L оценивали с использованием набора для анализа ак-
тивности катепсина L (BPS Bioscience, Сан-Диего, штат 
Калифорния, США) в соответствии с протоколом произ-
водителя. Вкратце, смесь V в концентрациях 5 и 10 мкг/
мл добавляли к катепсину L (0,2 мЕд/мкл) на 15 минут 
при температуре 22 °C перед добавлением флуорогенного 
субстрата (Ac-FR-AFC) (10 мкМ) и дополнительно инку-
бировали в течение 60 мин при комнатной температуре. 
Положительный контроль содержал только катепсин L, а 

отрицательный контроль содержал катепсин L и ингиби-
тор катепсина L E-64 (25 мкМ). Флуоресценцию регистри-
ровали при длинах волн возбуждения/испускания 360/480 
нм с помощью флуоресцентного спектрометра (Tecan 
Group Ltd., Меннедорф, Швейцария). Данные представле-
ны в виде % от контроля без добавления смеси V (среднее 
± стандартное отклонение (SD), n = 5).

Жизнеспособность

Анализ жизнеспособности клеток проводили с использо-
ванием субстрата МТТ. Вкратце, 40 × 103 клеток A549 на 
лунку обрабатывали различными концентрациями смеси 
V отдельно или в комбинации с витамином D и цинком в 
течение до 48 часов. Затем лунки промывали 1 × ФСБ и до-
бавляли полную питательную среду с 5 мг/мл МТТ с после-
дующей инкубацией в течение 4 часов при температуре 37 
°С. Затем культуральную среду отсасывали и добавляли 100 
мкг метанола. Оптическую плотность измеряли при длине 
волны 570 нм с помощью флуоресцентного спектрометра 
(Molecular Devices, Сан-Хосе, штат Калифорния, США). 
Данные представлены в виде % от контроля без добавления 
смеси V (среднее ± стандартное отклонение (SD), n = 8).

Статистический анализ

Данные для всех экспериментов представлены в виде сред-
него значения и стандартного отклонения не менее чем 
для трех независимых экспериментов. Сравнение между 
различными выборками проводилось с использованием 
двустороннего Т-критерия в программе Microsoft Office 
Excel. Различия между образцами считались значимыми 
при P-значениях менее 0,05.

Этические аспекты

Исследование проводилось без участия испытуемых-лю-
дей. Поэтому этическое одобрение ЭСО и информирован-
ное согласие не применимы.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Подбор наиболее эффективной композиции природных сое-
динений по степени ингибирования связывания RBD виру-
са с рецептором hACE2

Результаты на рис. 1 демонстрируют эффективность 
ингибирования связывания RBD SARS-CoV-2 с эпители-
альными клетками легких, избыточно экспрессирующими 
рецептор ACE2 человека, различными комбинациями рас-
тительных экстрактов и микроэлементов. Все пять компо-
зиций оказывали ингибирующее действие на связывание 
RBD с уровнем 50 % и выше. Наиболее выраженное инги-
бирование, т. е. на 90 % по сравнению с контролем, было 
достигнуто при применении смеси V в концентрации 10 
мкг/мл (рис. 1А). Добавление витамина D или цинка к сме-
си V не усиливало ингибирование связывания RBD с чело-
веческим рецептором ACE2, как показано на рис. 1B.

Влияние смеси V на прикрепление SARS-CoV-2 и его 
псевдотипизированных вариантов к клеткам и проникнове-
ние в них

Влияние различных схем применения смеси V на при-
крепление и проникновение в клетку псевдотипированных 
вариантов с инкапсулированным S-белком и eGFP-люцифе-
разой тестировали с использованием клеток A549/hACE2. 
Результаты, представленные на рис. 2А, показывают, что 
обработка смесью V псевдовирионов до инфицирования 
ими клеток легких человека эффективно снижала проник-



Beta, Gamma, Delta, Kappa, and Mu variants for 1 h before
their adding to A549/hACE2 cells, resulted in decreased viral
entry by 39%, 48%, and 42%, 57%, 51%, 39%, and 24%,
respectively. Figure 2B shows the effects of MixV on the test
variants cellular entry inhibition when it was applied
simultaneously with pseudo-typed virions and A549/hACE2
cells. In the presence of MixV at 10 mg mL�1 concentration,
the cellular entry of Alpha virions was inhibited by 38%,
Beta by 48% and Gamma by 41%. The inhibitory effect of
the MixV on original SARS-CoV-2 virions entry was 57%
and Delta, Kappa and Mu variants 64%, 42%, and 24%,
respectively. The results presented on Fig. 3A show that
MixV applied at 5 and 10 mg mL�1 was not affecting viability
of A549/hACE2 cells and the administration of vitamin D3
alone or with zinc did not have additional impact on their
survival (Fig. 3B).

Effect of MixV on viral RdRp polymerase

In our study we also tested whether MixV acts beyond the
binding steps of the SARS-CoV-2 infection process, by

examining its effect on other important cellular mechanisms
in viral infection, such as the activity of RdRp, which is
essential for viral replication. As presented in Fig. 4A,
enzymatic activity of recombinant SARS-CoV-2 RdRp was
significantly inhibited by 53% in the presence of MixV at
10 mg mL�1. Neither Vitamin D3 nor zinc enhanced this
inhibitory effect. A similar inhibitory effect of MixV on
RdRp activity was also observed when using the lysate of
cells overexpressing RdRp protein (Fig. 4B).

Effect of MixV on host cellular proteases

It has been documented that various specific host cell pro-
teases, including furin and cathepsin L, are required to
facilitate SARS-CoV-2 cellular entry by enzymatic “priming”
spike proteins and viral egress. In our study, we applied cell-
free assays to study direct effects of MixV on activity of these
enzymes. As presented in Fig. 5A, we observed inhibition of
the activity of furin by 12% and 34% with MixV applied at 5
and 10mg mL�1, respectively. This inhibitory effect of MixV
was further enhanced in the presence of vitamin D resulting

Fig. 1. Effect of test compositions on SARS-CoV-2 RBD-spike protein attachment to lung epithelial cells. Inhibitory effect of Mixes A, B, C, V,
and E on viral SARS-CoV-2 RBD binding to human ACE2 receptor (A). Inhibitory effect of MixV in the presence of vitamin D and zinc on
viral SARS-CoV-2 RBD binding to human ACE2 receptor (B); control – 0.25% DMSO, positive and negative controls was provided by the
manufacturer of the kit; data are presented as % of control ± SD; * P ≤ 0.001; VD3 – 25-hydroxy Vitamin D3 at 25mg mL�1, Zn – zinc

aspartate at 2.5 mg mL�1

Fig. 2. Effect of MixV on SARS-CoV-2 eGFP-luciferase pseudo-typed variants entry. hACE2/A549 cells were inoculated with six different
variants of SARS-CoV-2 pseudo-virions encapsulated with spike proteins and treated with MixV at designated concentrations either as a
pre-treatment (A) or as a simultaneous exposure (B). Control – 0.05% DMSO, negative control – pseudo-typed ΔG-luciferase (G*ΔG-

luciferase) rVSV, positive control – bald SARS-CoV-2 eGFP-luciferase pseudo-virions; # P ≤ 0.05, Δ P ≤ 0.01, * P ≤ 0.001
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новение всех протестированных вариантов SARS-CoV-2 в 
клетки. Таким образом, применение смеси V в концентра-
ции 10 мкг/мл к исходному штамму SARS-CoV-2 и его ва-
риантам альфа, бета, гамма, дельта, каппа и мю в течение 
1 ч до их добавления к клеткам A549/hACE2 приводило к 
снижению проникновения вируса в клетки на 39 %, 48 % и 
42 %, 57 %, 51 %, 39 % и 24 % соответственно. На рис. 2B 
показано влияние смеси V на ингибирование проникнове-
ния в клетки тестируемых вариантов при одновременном 
применении к псевдотипированным вирионам и клеткам 
A549/hACE2. В присутствии смеси V в концентрации 10 
мкг/мл проникновение в клетку вирионов варианта альфа 
ингибировалось на 38 %, бета — на 48 % и гамма — на 41 
%. Ингибирующий эффект смеси V на проникновение ви-
рионов исходного SARS-CoV-2 составил 57 %, а вариантов 
дельта, каппа и мю — 64 %, 42 % и 24 % соответственно. 
Результаты, представленные на рис. 3А, показывают, что 
смесь V, применяемая в концентрациях 5 и 10 мкг/мл, не 
влияла на жизнеспособность клеток A549/hACE2, а вве-
дение витамина D3 отдельно или с цинком не оказывало 
дополнительного влияния на их выживаемость (рис. 3В).

Влияние смеси V на вирусную полимеразу RdRp

В нашем исследовании также изучалось, действует ли 
смесь V после этапов связывания в процессе инфициро-
вания SARS-CoV-2, путем оценки ее влияния на другие 

важные клеточные механизмы при вирусной инфекции, 
такие как активность RdRp, которая играет ключевую роль 
в репликации вируса. Как показано на рис. 4А, фермента-
тивная активность рекомбинантного RdRp SARS-CoV-2 в 
значительной степени ингибировалась на 53 % в присут-
ствии смеси V в концентрации 10 мкг/мл. Ни витамин D3, 
ни цинк не усиливали этот ингибирующий эффект. Ана-
логичный ингибирующий эффект смеси V на активность 
RdRp наблюдался и при использовании лизата клеток с 
гиперэкспрессией белка RdRp (рис. 4Б).

Влияние смеси V на протеазы клеток-хозяев

Документально подтверждено, что для облегчения про-
никновения SARS-CoV-2 в клетки необходимы различные 
специфические протеазы клеток-хозяев, включая фурин и 
катепсин L, которые облегчают выход вируса за счет фер-
ментативного «примирования» S-белков. В нашем иссле-
довании применялись бесклеточные анализы для изучения 
прямого воздействия смеси V на активность этих фермен-
тов. Как показано на рис. 5А, при применении смеси V в 
концентрациях 5 и 10 мкг/мл наблюдалось ингибирование 
активности фурина на 12 % и 34 % соответственно. Этот 
ингибирующий эффект смеси V дополнительно усиливал-
ся в присутствии витамина D, приводя к 54 -процентно-
му ингибированию. Комбинация смеси V с витамином D 
и цинком дополнительно снижала активность фурина на 

ис. 1. Влияние тестируемых композиций на прикрепление RBD S-белка SARS-CoV-2 к эпителиальным клеткам легких. 
Ингибирующее действие смесей A, B, C, V и E на связывание RBD вируса SARS-CoV-2 с рецептором ACE2 человека 
(A).Ингибирующее действие смеси V в присутствии витамина D и цинка на связывание RBD вируса SARS-CoV-2 с 
рецептором ACE2 человека (B); контроль — 0,25 % ДМСО, положительный и отрицательный контроли предоставлены 
производителем набора; данные представлены в % от контроля ± стандартное отклонение; * P < 0,001; VD3 — 25-гидрок-
сивитамин D3 в концентрации 25 мкг/мл, Zn — цинк аспартат в концентрации 2,5 мкг/мл

Рис. 2.Влияние смеси V на проникновение псевдотипированных вариантов SARS-CoV-2 с eGFP-люциферазой. Клет-
ки hACE2/A549 инокулировали шестью различными вариантами псевдовирионов SARS-CoV-2 с инкапсулированным 
S-белками и обрабатывали смесью V в указанных концентрациях либо предварительно (A), либо одновременно (B).
Контроль — 0,05 % ДМСО, отрицательный контроль — псевдотипированная ΔG-люцифераза (G*ΔG-люцифераза) rVSV, 



Fig. 4. Effect of MixV on viral RdRp. Effects of MixV alone (A) and in combination with vitamin D3 and zinc (B) on activity of SARS-CoV-2
RdRp. Purified recombinant RdRp enzyme in VeroE6 cells was incubated with MixV at designated concentrations for 15min at RT. After
application of reaction mix composed of NTPs and RNA template incubation was carry out for 2h at 34 8C. Signal was measured in 10min

at extension/emission5 488/535 nm with spectrofluorometer. Control – 0.05% DMSO, positive control – 100mg mL�1 remdesivir;
Δ P ≤ 0.01, * P ≤ 0.001; VD3 – 25-hydroxy Vitamin D3 at 25mg mL�1, Zn – zinc aspartate at 2.5mg mL�1

Fig. 5. Effect of MixV on cellular proteases. Effect of MixV on furin activity (A). Furin as a recombinant protein was incubated with MixV
alone or in combination with vitamin D and zinc at indicated concentrations for 15min followed by addition of fluorogenic Rh110 furin
substrate, and incubation for 1h at 22 8C. Effect of MixV on cathepsin L activity (B and C). Cathepsin L as a recombinant protein was
incubated with MixV alone or in combination with vitamin D and zinc at indicated concentrations for 1 h at 22 8C followed by the
application of 10mM of fluorogenic substrate for 30min. Control – 0.05% DMSO, positive control – 25mg mL�1 E-64; # P ≤ 0.05,

* P ≤ 0.001, VD3 – 25-hydroxy Vitamin D3 at 25mg mL�1, Zn – zinc aspartate at 2.5mg mL�1

Fig. 3. Viability of human lung epithelial cells. Effects of MixV on survival of A549/hACE2 cells (A). Effects of MixV its combination with
vitamin D3 and zinc on survival of A549/hACE2 cells (B). Viability of A549/hACE2 cells was assessed using MTT method as described in
Experimental Procedures section; controls – 0.05% DMSO; * P ≤ 0.001 VD3 –25-hydroxy Vitamin D3 at 25mg mL�1, Zn – zinc aspartate at

2.5 mg mL�1
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Рис. 5.Влияние смеси V на протеазы клеток. Влияние смеси V на активность фурина (A). Фурин как рекомбинантный 
белок инкубировали со смесью V отдельно или в комбинации с витамином D и цинком в указанных концентрациях в те-
чение 15 минут с последующим добавлением флуорогенного субстрата фурина Rh110 и инкубировали в течение 1 ч при 
температуре 22 °С. Влияние смеси V на активность катепсина L (B и C). Катепсин L как рекомбинантный белок инкуби-
ровали со смесью V отдельно или в комбинации с витамином D и цинком в указанных концентрациях в течение 1 ч при 
температуре 22 °C с последующим нанесением 10 мкМ флуорогенного субстрата на 30 мин. Контроль — 0,05 % ДМСО, 
положительный контроль — 25 мкг/мл Е-64; # Р < 0,05, * P < 0,001 VD3 — 25-гидрокси-витамин D3 в концентрации 25 
мкг/мл, Zn — аспартат цинка в концентрации 2,5 мкг/мл

Рис. 4.Влияние смеси V на вирусную RdRp. Влияние смеси V отдельно (A) и в сочетании с витамином D3 и цинком (B) на 
активность RdRp SARS-CoV-2. Очищенный рекомбинантный фермент RdRp в клетках VeroE6 инкубировали со смесью 
V в указанных концентрациях в течение 15 минут при комнатной температуре. После нанесения реакционной смеси, со-
стоящей из NTP и матрицы РНК, проводили инкубацию в течение 2 ч при температуре 34 °С. Сигнал измеряли в течение 
10 мин при длинах волн возбуждения/испускания 488/535 нм спектрофлуориметром. Контроль — 0,05 % ДМСО, поло-
жительный контроль — ремдесивир 100 мкг/мл; Δ Р < 0,01, * P < 0,001; VD3 — 25-гидрокси-витамин D3 в концентрации 
25 мкг/мл, Zn — аспартат цинка в концентрации 2,5 мкг/мл

Рис. 3. Жизнеспособность эпителиальных клеток легких человека. Влияние смеси V на выживаемость клеток A549/
hACE2 (A).Влияние смеси V в комбинации с витамином D3 и цинком на выживаемость клеток A549/hACE2 (A).Жизне-
способность клеток A549/hACE2 оценивали с использованием метода МТТ, как описано в разделе «Экспериментальная 
часть»; контроль — 0,05 % ДМСО; * P < 0,001 VD3 — 25-гидрокси-витамин D3 в концентрации 25 мкг/мл, Zn — аспартат 
цинка в концентрации 2,5 мкг/мл



in 54% inhibition. A combination of MixV with vitamin D
and zinc even further decreased furin activity by 78%. As
shown in Fig. 5B, the MixV, although mildly, also was
effective in decreasing activity of cathepsin L involved in
SARS-CoV-2 endosomal egress. In the presence of 10 mg
mL�1 MixV enzymatic activity of cathepsin L was reduced
by 14%, and addition of vitamin D3 did not have a signifi-
cant effect on cathepsin L inhibition.

DISCUSSION

Our study represents a new comprehensive approach to
COVID-19 with its aim at controlling not one but several
cellular mechanisms associated with SARS-CoV-2 infectivity
at once. Our results show that a defined combination of
active plant components and selected micronutrients (MixV)
can significantly affect critical steps required for cellular
infectivity of the original SARS-CoV-2 strain and its mutated
forms Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa, and Mu, by
inhibiting viral attachment to cellular ACE2 receptors,
decreasing availability of these receptors on human lung cells,
and decreasing activity of viral RdRp necessary for viral
replication. In addition, these natural compounds interfered
with cellular entry of the virions by decreasing activity of
important enzymes such as furin and cathepsin L (see Fig. 6).

These findings further expand on our earlier study using
SARS-CoV-2 virion particles, which identified core in-
gredients in this combination, which were effective in
inhibiting viral binding to hACE2 receptor and decreasing
expression of ACE2 receptors on human small alveolar
epithelial cells [21]. Taking into account immediate avail-
ability and high safety profile of these natural compounds,
their application as preventive measures, e.g. as an adjunct to
vaccines and therapies of COVID, is plausible.

While all tested nutrient combinations (A, B, C, D and E)
were effective in blocking RBD binding to ACE2 by about
50%, the MixV demonstrated the highest, 90% inhibition of
viral binding. This would indicate that synergistic or at least
additive effect could play a role here, not excluding other,

e.g., allotropic, interactions between the compounds of
MixV and RBD/ACE2.

Our study investigated inhibitory effects of MixV on
cellular internalization of both SARS-CoV-2 virions and its
mutated forms using different pattern of exposure of these
virions to MixV and human lung cells. As such, we incu-
bated test virions with MixV for 1 h before their exposure to
the cells and combined MixV with virions and cells simul-
taneously. The results indicate that maximum inhibition of
cellular transduction by these virions can be obtained when
all of these elements interacted at the same time. This would
imply that this mixture affects metabolic aspects of cell-vi-
rions interactions rather than acts on the virus itself.
Although its efficacy in inhibiting viral internalization was
not virus specific, MixV was nevertheless most effective in
inhibiting the original SARS-CoV-2 and Delta variants
compared to other mutated forms.

In addition to the inhibitory effect of MixV on cellular
attachment and entry of SARS-CoV-2 virions, we also
observed that MixV affected cellular mechanisms involved
in endosomal egress and multiplication of the virus by
decreasing activity of enzymes involved in viral cellular
processing. Among the proteolytic enzymes involved in
these processes, the activity of cathepsin L and furin has
been shown to be important for pathogenicity of SARS-
CoV-2 [22, 23]. It also has been shown that furin action
towards the SARS-CoV-1 spike protein is necessary for the
fusion of virions with host membranes, without directly
affecting viral infectivity [24]. It appears that effective con-
trol and treatment of SARS-CoV-2 infection might neces-
sitate simultaneous inhibition of several proteases to
effectively obstruct these pathological conversions.

Here we have shown that, in addition to impairing viral
binding to hACE2 overexpressing lung epithelial cells, the
MixV decreased activity of membrane protease furin and
endosomal cathepsin L. The reduction of the activity of these
enzymes was observed at non-toxic MixV concentrations.
This effect is significant, as the lack of the additional furin
cleavage site on the SARS-CoV-1 spike protein has a sub-
stantial influence on its infectivity [25].

Fig. 6. Schematic representation of the effects of MixV on key cellular processes associated with SARS-CoV-2 infectivity
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78 %. Как показано на рис. 5B, смесь V также оказалась 
эффективной, хотя и в умеренной степени, в снижении 
активности катепсина L, участвующего в эндосомальном 
выходе SARS-CoV-2. В присутствии 10 мкг/мл смеси V 
ферментативная активность катепсина L снижалась на 14 
%, а добавление витамина D3 не оказывало значимого вли-
яния на ингибирование катепсина L. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование представляет новый ком-
плексный подход к COVID-19, направленный на контроль 
не одного, а сразу нескольких клеточных механизмов, 
связанных с инфицирующей способностью SARS-CoV-2. 
Полученные результаты показывают, что определенная 
комбинация активных растительных компонентов и от-
дельных микроэлементов (смесь V) может в значительной 
степени повлиять на критические этапы, необходимые для 
инфицирования клеток исходным штаммом SARS-CoV-2 
и его мутантными формами альфа, бета, гамма, дельта, 
каппа и мю, путем ингибирования прикрепления вируса к 
клеточным рецепторам ACE2, снижения доступности этих 
рецепторов на клетках легких человека и снижения актив-
ности вирусной полимеразы RdRp, необходимой для ре-
пликации вируса. Кроме того, эти природные соединения 
препятствовали проникновению вирионов в клетки за счет 
снижения активности важных ферментов, таких как фурин 
и катепсин L (см. рис. 6).

Эти результаты дополняют проведенное нами ранее 
исследование с использованием вирионов SARS-CoV-2, 
в котором были определены основные компоненты этой 
комбинации, которые эффективно ингибировали связы-
вание вируса с рецептором hACE2 и снижали экспрессию 
рецепторов ACE2 на малых альвеолярных эпителиальных 
клетках человека [21]. Учитывая доступность и благопри-
ятный профиль безопасности этих природных соединений, 
их потенциально можно применять в профилактических це-
лях, например в качестве дополнения к вакцинам и методам 
лечения COVID.

В то время как все протестированные комбинации пита-
тельных веществ (A, B, C, D и E) эффективно ингибировали 
связывание RBD с ACE2 примерно на 50 %, самая высокая 
степень ингибирования связывания вируса наблюдалась 
при применении смеси V — 90 %. Это указывает на то, что 
в данном случае может иметь место синергетический или, 
по крайней мере, аддитивный эффект, но при этом не ис-

ключаются другие взаимодействия, например аллотропные, 
между соединениями смеси V и RBD/ACE2.

В исследовании изучалось ингибирующее действие 
смеси V на интернализацию в клетки как вирионов 
SARS-CoV-2, так и его мутантных форм с использовани-
ем различных схем обработки этих вирионов смесью V и 
введения в клетки легких человека. Соответственно, тести-
руемые вирионы инкубировали со смесью V в течение 1 ч 
до их воздействия на клетки и одновременно объединяли 
смесь V с вирионами и клетками. Результаты показывают, 
что максимальное ингибирование клеточной трансдукции 
этими вирионами может быть достигнуто при одновре-
менном взаимодействии всех перечисленных элементов. 
Это означает, что данная смесь воздействует на метаболи-
ческие аспекты взаимодействия клеток и вирионов, а не на 
сам вирус. Хотя эффективность смеси V в ингибировании 
интернализации вируса не была вирус-специфичной, ин-
гибирующий эффект был наиболее выраженным для ис-
ходных вариантов SARS-CoV-2 и дельта по сравнению с 
другими мутантными формами.

Помимо ингибирующего действия смеси V на прикре-
пление вирионов SARS-CoV-2 к клетке и проникновение 
в нее, также наблюдалось воздействие смеси V на клеточ-
ные механизмы эндосомального выхода и размножения 
вируса путем снижения активности ферментов, участву-
ющих в процессинге вируса в клетке. Было показано, что 
наиболее важными для патогенности SARS-CoV-2 про-
теолитическими ферментами, задействованными в этих 
процессах, являются катепсин L и фурин [22, 23]. Также 
было показано, что для слияния вирионов с мембранами 
клетки-хозяина необходимо воздействие фурина на S-бе-
лок SARS-CoV-1 без непосредственного влияния на ин-
фицирующую способность вируса [24]. Похоже, что для 
эффективного контроля и лечения инфекции SARS-CoV-2 
может потребоваться одновременное ингибирование не-
скольких протеаз, чтобы эффективно препятствовать этим 
патологическим превращениям.

В данной работе показано, что помимо нарушения свя-
зывания вируса с эпителиальными клетками легких с ги-
перэкспрессией hACE2, смесь V снижала активность мем-
бранной протеазы фурина и эндосомального катепсина L. 
Снижение активности этих ферментов наблюдалось при 
нетоксичных концентрациях смеси V. Этот эффект значим, 
поскольку отсутствие дополнительного сайта расщепления 
фурином на S-белке SARS-CoV-1 оказывает существенное 
влияние на его инфицирующую способность [25].

Рис. 6. Схематическое изображение эффектов смеси V на ключевые клеточные процессы, связанные с инфицирующей
  способностью SARS-CoV-2.



Предполагается, что в дополнение к самой инфекции 
SARS-CoV-2 существует потенциальная сигнальная связь 
между S-белком, фурином и ACE2 и развитием нежела-
тельных сердечно-сосудистых явлений [26]. Поскольку 
эти ферменты также участвуют в различных биохимиче-
ских процессах, может оказаться полезным отсутствие 
полного ингибирования при концентрациях смеси V, ис-
пользованных в исследовании. В исследовании наблюда-
лось, что витамин D3 и цинк оказывали дополнительное 
влияние на снижение ферментативной активности фури-
на, но не катепсина L. Наконец, при этих концентрациях 
также было зафиксировано значимое ингибирование ак-
тивности вирусной полимеразы RdRp, которое приводило 
к снижению скорости репликации вируса.

Из результатов этого исследования и полученных ранее 
данных [18, 19, 27] следует, что эта комбинация соедине-
ний растительного происхождения и микроэлементов мо-
жет представлять новую стратегию борьбы с SARS-CoV-2, 
одновременно влияя на несколько аспектов жизненного 
цикла вируса, в том числе на проникновение в клетку и ре-
пликацию. Эта стратегия была реализована и в проведен-
ных нами более ранних исследованиях, в том числе иссле-
дованиях гриппа H1N1 человека, птичьего гриппа H1N5 и 
др., основанных на отборе природных компонентов, одно-
временно влияющих на ключевые механизмы патогенеза у 
широкого спектра инфекционных агентов [28—31].

Настоящее исследование предполагает, что одно-
временный контроль ключевых этапов инфицирования 
SARS-CoV-2 с помощью определенной комбинации рас-
тительных и биологически активных соединений может 
оказаться эффективным при лечении сложных патологий, 
таких как при этой вирусной инфекции. В совокупности с 
недавно полученными клиническими данными о том, что 
инфузии витамина С могут успешно бороться с COVID-19 
даже на поздних стадиях [32], фитосоединения благодаря 
их плейотропным биологическим эффектам могут пред-
ставлять собой новый подход к борьбе с SARS-CoV-2 и его 
мутантными формами.
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