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Изменение активности кислой и щелочной 
фосфатаз в иммунокомпетентных 
органах – критерий оценки эффективности 
иммунобиологических препаратов

 

Резюме

Изучена динамика активности кислой фосфатазы и щелочной фосфатазы в тимусе и селезенке лабораторных мышей, иммуни-

зированных препаратами клеточных стенок Francisella tularensis разных подвидов. Препараты клеточных стенок подвидов F. 

tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385) и F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386) стимулировали повышение активности 

кислой и щелочной фосфатазы в более ранние сроки (на 7 сутки) после иммунизации, чем остальные. Эти препараты также пока-

зали высокую протективную активность. На основании проведенного исследования можно заключить, что изучение динамики 

активности кислой и щелочной фосфатаз в иммунокомпетентных органах может служить одним из критериев оценки эффектив-

ности иммунобиологических препаратов.

Ключевые слова: туляремия, клеточная стенка, фосфатаза, тимус, селезенка

Change in the Activity of Acidic and Alkaline Phosphatases in Immunocompetent Organs – 

a Criterion for Evaluating the Effectiveness of Immunobiological Preparations
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Abstract

Dynamics of acidic and alkaline phosphatase activities was examined in thymus and spleen of laboratory mice immunized by cell 

wall preparations of Francisella tularensis of different subspecies. Cell wall preparations of two subspecies: F. tularensis subsp. 

mediaasiatica А-61(385) and F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386) stimulated the rise of acidic and alkaline phosphatase 

activities in earlier time (7 days) after immunization than the others. It was correlated with their protective activity. On the basis of the 

results it is concluded that the studying of the acidic and alkaline phosphatase activities in immunocompetent organs can serve as one 

of the criteria for evaluation of efficiency of immunobiological preparations.

Key words: Francisella tularensis, cell wall, phosphatase, thymus, spleen

Введение
Известно, что возбудитель туляремии является 

внутриклеточным паразитом, способным длитель-

ное время персистировать в клетках макроорга-
низма, вызывая хронизацию инфекционного про-
цесса и рецидивы. Такая особенность F. tularensis 
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позволила предположить, что для формирования 
защитных механизмов к патогену при вакциналь-
ном процессе ключевую роль играют реакции 
клеточного иммунитета, реактивность которого 
обусловлена не только изменением количества и 
соотношения субпопуляций иммунных клеток, но 
также изменением их функциональной активности.

Для исследования метаболизма активирован-
ных лимфоцитов определен ряд информативных 
биохимических показателей, среди которых не по-
следнее место занимает активность кислой (КФ) 
и щелочной (ЩФ) фосфатаз [1].

Фосфатазы относят к классу гидролаз, катали-
зирующих дефосфорилирование субстрата посред-
ством разрушения сложноэфирных связей фосфор-
ной кислоты. В результате этой реакции образуется 
фосфатный анион и дериват субстрата, подверг-
шегося гидролизу. Большинство фосфатаз имеют 
сравнительно широкую субстратную специфич-
ность. Как правило, субстратами этих ферментов 
являются белки, но некоторые изоферменты ката-
лизируют дефосфорилирование липидов, сахаров 
и нуклеотидов. Фосфатазы присутствуют почти во 
всех органах и тканях организма и представлены 
широким изоферментным спектром. Наиболее хо-
рошо изучены две группы фосфатаз – ЩФ и КФ. 
Оптимум pН для щелочной фосфатазы находится в 
интервале 8,6 – 10,1 в отличие от кислой фосфа-
тазы, у которой рН диапазон в пределах 5,0 – 5,4.

КФ относится к группе фосфомоноэстераз, ее 
выявляют в клетках различных тканей и органов 
(макрофагах, гранулоцитах, остеокластах и др.). 
Установлено, что внутри фагоцитирующих клеток 
фермент локализуется в лизосомах моноцитов и 
первичных гранулах полиморфноядерных лейкоци-
тов. В связи с этим КФ в лабораторной диагно-
стике служит лизосомальным маркером, а степень 
ее активности в фагоцитирующих клетках является 
показателем кислороднезависимого метаболиз-
ма [2]. В нейтрофилах КФ выявляется в миелобла-
стах и промиелоцитах. По мере созревания клеток, 
активность фермента снижается и затем повыша-
ется при иммунизации, воспалительных процессах 
и аллергии [3, 4]. Некоторые авторы полагают, что 
высокая активность КФ характерна для Т-клеток. 
В  клинических исследованиях, при изучении им-
мунного статуса, широко используется цитохимиче-
ский метод определения субпопуляционного соста-
ва Т-лимфоцитов по характеру распределения КФ 
в цитоплазме [5].

ЩФ локализуется во вторичных специфических 
гранулах нейтрофилов. Фермент участвует как в де-
фосфорилировании различных субстратов, так и в 
трансфосфорилировании (переносе фосфата с суб-
страта на другие молекулы). Активность ЩФ в ней-
трофилах повышается при иммунизации и бактери-
альной инфекции [3]. Многие авторы полагают, что 
присутствие ЩФ в фагоцитирующих клетках необ-
ходимо для осуществления нормальной фагоцитар-
ной функции лейкоцитов. Предполагают, что ЩФ 

нарушая защитные структуры микроорганизма, де-
лает его более уязвимым для действия факторов с 
более высокой бактерицидной активностью, таких 
как активные формы кислорода, пероксинитрит 
(ONOO-), лизоцим и др. [4, 6, 7].

Очевидно, что фосфатазы, наряду с другими 
ферментами, поддерживают антимикробный по-
тенциал иммунокомпетентных клеток. В связи с 
чем, данные о степени активности КФ и ЩФ в 
клетках и органах иммунной системы могут быть 
рассмотрены в качестве косвенного показателя 
при изучении иммуногенных свойств иммунобио-
логических препаратов, в том числе кандидатных 
вакцин.

Цель настоящей работы – изучение действия 
антигенных препаратов F. tularensis разных под-
видов на активность кислой и щелочной фосфа-
таз в иммунокомпетентных органах лабораторных 
мышей.

Материалы и методы
В исследовании использовали беспородных бе-

лых мышей обоего пола весом 18 – 20 г. Работа с 
животными проводилась в соответствии с требова-
ниями «Правил проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных», утвержденных 
приказом МЗ СССР от 12.08.1977 г № 755 и При-
ложения к Приказу Министерства здравоохране-
ния и социального развития Российской Федера-
ции от 23 августа 2010 г. № 708н. 

Для иммунизации животных были использова-
ны антигенные препараты, полученные при помо-
щи лизиса раствором мочевины c последующим 
дифференциальным центрифугированием клеточ-
ных стенок (КС) F. tularensis разных подвидов: из 
вакцинного штамма F. tularensis subsp. holarctica 
15 НИИЭГ (ЛД

50 
для белых мышей – 2 х 106 м.к.) – 

2 опытная группа; трех вирулентных штаммов жи-
вых культур: F. tularensis subsp. holarctica 306 (250) 
(ЛД

50 
для белых мышей – 1 м.к.) – 3 группа; 

F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385) (ЛД
50 

для 
белых мышей – 1 м.к.) – 4 группа; F. tularensis 
subsp. novicida В-399 A-Cole (386) из музея жи-
вых культур Иркутского научно-исследовательского 
противочумного института (ЛД

50 
для белых мышей – 

1 м.к.) – 5 группа. В качестве контроля (1 опытная 
группа) использовали мышей, которым вводили 
физиологический раствор.

Активность кислой и щелочной фосфатазы опре-
деляли в суспензиях тимуса и селезенки экспери-
ментальных животных по методу А. Боданского [8]. 
В качестве субстрата использовали 0,5% раствор 
β-глицерофосфата в цитратном буфере pH 5,0 для 
определения кислой фосфатазы и Трис-HCl буфере 
pH 8,9 для щелочной фосфатазы. Оптическую плот-
ность продукта реакции измеряли на фотометре при 
длине волны 405 нм. Активность фосфатаз выражали 
в условных единицах на 5 х 106 клеток. В  качестве 
положительного контроля использовали стандартный 
раствор щелочной фосфатазы фирмы «Serva».
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Статистическая обработка данных осуществля-
лась при помощи стандартного пакета прикладных 
программ Statistica, версия 6.1 (Copyright©StatSoft, 
Inc 19842001, ИПЧИ 31415926535897) с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента для независимых 
выборок с поправкой Бонферрони. Данные пред-
ставлены в виде среднего арифметического (М) ± 
среднее квадратичное отклонение (s). Различия счи-
тали достоверными при уровне значимости р < 0,01.

Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании выявлены отличия 

в  динамике активности КФ и ЩФ в тимусе и се-
лезенке мышей, иммунизированных антигенными 
препаратами КС F. tularensis разных подвидов. 

В исследуемых органах животных, иммуни-
зированных КС штаммов F.  tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61(385) и F. tularensis subsp. 
novicida В-399 A-Cole (386) активность КФ значи-
тельно повышалась к 7 суткам, а к 14 суткам сни-
жалась до значения сопоставимого с контролем. 
В тимусе и селезенке животных, иммунизирован-
ных КС вакцинного штамма F. tularensis subsp. 
holarctica 15 НИИЭГ и F. tularensis subsp. holarctica 
306 (250) исследуемый показатель на 7 сутки оста-
вался на уровне контроля, а к 14 суткам значитель-
но возрастал (рис. 1, 2). К 21 суткам активность 
КФ в исследуемых группах снижалась до уровня 
контроля.

Динамика активности ЩФ в тимусе и селезен-
ке коррелировала с динамикой активности КФ. 
Так, в суспензии исследуемых органов живот-
ных, иммунизированных КС F. tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61(385) и F. tularensis subsp. 
novicida В-399 A-Cole (386) активность ЩФ заметно 
возрастала к 7 суткам, в то время как у остальных 

групп она незначительно превышала показатели 
в контроле (рис. 3, 4). На 14 сутки активность ЩФ в 
тимусе и селезенке животных, иммунизированных 
КС 4 и 5 экспериментальных групп снижалась, в то 
время как во 2 и 3 группах возрастала, особенно 
значительно у животных, иммунизированных пре-
паратом КС вакцинного штамма F. tularensis sudsp. 
holarctica 15 НИИЭГ (см. рис. 3, 4). К 21 суткам 
активность ЩФ в суспензии тимуса и селезенки 
у всех групп животных снижалась до уровня кон-
трольного значения или ниже.

Таким образом, все экспериментальные пре-
параты КС F. tularensis активировали КФ и ЩФ в 
тимусе и селезенке лабораторных мышей. Однако, 
в двух группах животных, иммунизированных КС 
F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385) и КС 
F.  tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386) по-
вышение активности КФ и ЩФ в исследуемых орга-
нах наблюдалось в наиболее ранние сроки (7  сут-
ки), чем у других (14 сутки).

Как известно, 7 сутки вакцинального процесса 
играют ключевую роль в развитии протективного 
потенциала макроорганизма. В связи с чем, вы-
явленное в ходе экспериментов повышение фос-
фатазной активности в иммунокомпетентных орга-
нах на 7 сутки после иммунизации КС F. tularensis 
является важным звеном в цепи метаболических 
процессов, определяющих формирование ре-
зистентности макроорганизма к возбудителю. 
Это предположение было подтверждено при из-
учении протективной активности эксперименталь-
ных препаратов КС F. tularensis. Кроме того, ра-
нее было установлено, что КС F. tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61(385) индуцирует синтез грану-
лоцитарного колониестимулирующего фактора 
(Г-КСФ), а КС подвида F. tularensis subsp. novicida 

Рисунок 1. 
Динамика активности КФ в суспензии тимуса лабораторных мышей, иммунизированных антигенными 
препаратами F. tularensis разных подвидов

Примечание: �1 – контроль; 2 – вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ; 3 – F. tularensis subsp. holarctica 306 (250);  
4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385); 5 – F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386)
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Utan 112 гранулоцитарно-макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) у лабора-
торных мышей [9]. 

Следует отметить, что полученные нами данные 
согласуются с результатами исследований других 
авторов. Показано, что входящий в состав кле-
точных стенок липополисахарид некоторых микро-
организмов стимулирует фагоцитарную активность 
клеток, которая коррелирует с активностью КФ и 
ЩФ [10]. Также установлено, что реализация за-
щитных функций полиморфноядерных лейкоцитов 

определена мобилизацией внутриклеточных струк-
тур, так называемых гранул, в состав которых вхо-
дят фосфатазы [3]. Антигены, в том числе липополи-
сахаридные стимулируют накопление нейтрофилов 
в маргинальной зоне селезенки, в которой они 
приобретают способность к взаимодействию с 
В-лимфоцитами [11, 12]. Макрофаги в селезенке 
также представляют собой депо лизосомальных 
ферментов, в том числе фосфатаз. Выявленное в 
ходе экспериментов повышение фосфатазной ак-
тивности в селезенке мышей под влиянием КС ту-

Рисунок 2. 
Динамика активности КФ в суспензии селезенки лабораторных мышей, 
иммунизированных антигенными препаратами F. tularensis разных подвидов

Рисунок 3. 
Динамика активности ЩФ в суспензии тимуса лабораторных мышей, 
иммунизированных антигенными препаратами F. tularensis разных подвидов

Примечание: �1 – контроль; 2 – вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ; 3 – F. tularensis subsp. holarctica 306 (250);  
4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385); 5 – F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386)

Примечание: �1 – контроль; 2 – вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ; 3 – F. tularensis subsp. holarctica 306 (250);  
4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385); 5 – F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386)
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ляремийного микроба может быть связано с акти-
вацией фагоцитирующих клеток.

В тимусе повышение активности КФ при имму-
низации, по данным ряда авторов, является пока-
зателем повышения пролиферативной активности 
предшественников Т-лимфоцитов. Полагают, что КФ 
макрофагов тимуса участвует в негативной селекции 
Т-клеток [13, 14]. Тем не менее, как уже отмечалось 
выше, высокую активность КФ некоторые авторы 
связывают с популяциями зрелых Т-лимфоцитов не-
посредственно [5]. Ряд исследователей наблюдали 
повышение активности ЩФ в эндотелии мелких вен 
и капилляров тимуса на ранних этапах иммунизации 
(5 – 7 сутки после введения антигена), что коррели-
ровало с усилением миграции Т-лимфоцитов в пери-
ферические иммунные структуры [15, 16]. 

Очевидно, что фосфатазы, функционирующие 
в  органах и клетках иммунной системы, участвуют 
в ключевых процессах, определяющих формирова-
ние иммунного статуса и протективного потенциа-
ла макроорганизма.

На основании полученных нами и другими 
исследователями данных можно заключить, что 

изучение динамики активности КФ и ЩФ в ти-
мусе и селезенке иммунизированных животных 
может быть использовано в качестве одного 
из методов оценки функциональной активности 
иммунокомпетентных органов и клеток при из-
учении иммуногенных свойств антигенных пре-
паратов.

Выводы
1.	 Экспериментальные препараты КС F.  tularensis 

индуцируют активность КФ и ЩФ в тимусе и се-
лезенке мышей.

2.	 Препараты КС F. tularensis subsp. mediaasiatica 
А-61(385) и F. tularensis subsp. novicida В-399 
A-Cole (386) стимулируют повышение активно-
сти КФ и ЩФ в более ранние сроки (7 сутки) 
после иммунизации, чем другие исследованные 
препараты, что коррелирует с их высокой имму-
ногенной активностью.

3.	 Изучение динамики активности КФ и ЩФ в им-
мунокомпетентных органах может служить кри-
терием оценки иммуногенных свойств антиген-
ных препаратов.

Рисунок 4. 
Динамика активности ЩФ в суспензии селезенки лабораторных мышей, 
иммунизированных антигенными препаратами F. tularensis разных подвидов 

Примечание: �1 – контроль; 2 – вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ; 3 – F. tularensis subsp. holarctica 306 (250);  
4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61(385); 5 – F. tularensis subsp. novicida В-399 A-Cole (386)
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ИНФОРМАЦИЯ  НАЦИОНАЛЬНОГО НАУЧНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ ЦЕНТРА ПО НАДЗОРУ ЗА КОРЬЮ И КРАСНУХОЙ РФ

Совещание Региональных референс-лабораторий по кори/краснухе Европейского 
регионального бюро ВОЗ

В Москве 24 – 26 апреля 2017 года состоялось 
12-е совещание Региональных референс-лаборато-
рий по кори/краснухе Европейского регионального 
бюро ВОЗ и совещание субнациональных лаборато-
рий Российской Федерации по кори/краснухе. 

В первый день совещания были заслушаны от-
четы о деятельности в 2016 году 10 лабораторий 
РФ, входящих в единую европейскую лабораторную 
сеть по контролю за корью и краснухой. Все участ-
ники совещания констатировали высокий уровень 
работы отечественных лабораторий, исследова-
ния в которых отвечают критериям (требованиям) 
ВОЗ и национальным регламентирующим докумен-
там. Деятельность лабораторной сети Российской 
Федерации по кори/краснухе в целом направле-
на на эффективный надзор за коревой и краснуш-
ной инфекциями с помощью объективных методов,  
позволяющих демонстрировать прогресс в достиже-
нии элиминации и верификации элиминации кори и 
краснухи.

 В последующие дни совещания были заслуша-
ны сообщения Европейских Региональных рефе-
ренс-лабораторий по кори/краснухе, находящихся в 

Москве (МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского), Берлине 
(институт Роберта Коха), Люксембурге (Люксембург-
ский институт здравоохранения). Была также до-
ложена обновленная информация о деятельности 
Глобальных лабораторий по кори/краснухе, которые 
находятся в Англии (Агенство общественного здра-
воохранения Англии) и в США (Центр США по кон-
тролю и профилактике заболеваний – CDC). Пред-
ставитель Региональной комиссии по Верификации  
д-р I. Davidkin представила новые данные о состо-
янии элиминации кори и краснухи в Европейском 
регионе. 

На совещании также были рассмотрены вопро-
сы, касающиеся обеспечения качества серологиче-
ских и молекулярных исследований, молекулярной 
эпидемиологии и обмена данными между странами. 
Отдельным блоком были представлены данные о на-
учной деятельности в области разработки методов 
секвенирования нового поколения и расширенного 
секвенирования вирусов кори и краснухи.

Подготовлено: О.В. Цвиркун. ННМЦ по надзору за 
корью и краснухой.


