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Резюме

Цель исследования – изучение возможности применения антиген-стимулированных клеточных тестов in vitro и технологии цитоме-

трического анализа для контроля иммуногенной активности производственных серий вакцины чумной живой. Материалы и методы. 

В качестве биомоделей использовали белых лабораторных мышей, иммунизированных коммерческим препаратом вакцины чумной 

живой из штамма Yersinia pestis EV линии НИИЭГ в дозах – 8 х 102, 4 х 103, 2 х 104 и 1 х 105 живых микробных клеток. Кровь для иссле-

дования брали у интактных мышей и на 7, 14 и 21 сут после иммунизации. Интенсивность антигенреактивности лимфоцитов определяли 

в клеточных тестах in vitro, анализируя маркер ранней активации (CD45+CD3+CD25+) лимфоцитов с использованием конъюгированных 

с флуорохромами моноклональных антител. В качестве специфического антигена использовали комплекс водорастворимых антигенов 

чумного микроба. Результаты и обсуждение. В результате исследования показано, что у животных, вакцинированных дозами 4 х 103 – 

1 х 105 живых микробных клеток, наивысший уровень экспрессии лимфоцитами маркера активации при антигенной стимуляции in vitro 

регистрируется на 14 сут после иммунизации, при этом количество CD25-позитивных лимфоцитов в среднем в 6,8 раз выше, чем в кон-

трольной группе. Установлена высокая степень прямой связи (коэффициент корреляции r = 1,000) количества выживших животных 

с увеличением уровня лимфоцитов, экспрессирующих маркеры ранней активации – CD25. Предлагаемая методика может быть исполь-

зована в качестве дополнительного теста при изучении степени иммуногенности новых (кандидатных) вакцин против чумы.
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комплекс водорастворимых антигенов Yersinia pestis 
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Research objective – studying of a possibility of application antigen – stimulated cellular in vitro tests and technology of the cytometric 

analysis for control of immunogene activity of batches of vaccine plague live. Materials and methods. As biomodels used white laboratory 

mice, immunized commercial medicine of vaccine of the plague NIIEG line, live from a strain of Yersinia pestis EV, in doses – 8 х 102, 

4 х 103, 2 х 104 and 1 х 105 of living microbic cells. Blood for a research was taken from intact mice and on 7, 14 and 21 days after 

immunization. The intensity of an antigenreaktivnost of lymphocytes was defined in cellular in vitro tests, analyzing a  marker of  early 

activation (CD45+CD3+CD25+) of lymphocytes with use of the monoclonal antibodies conjugated from fluorokhroma. As specific antigen 

used a complex of water-soluble antigens of a plague microbe. Results. As a result of a research it is shown that at the animals vaccinated 

by doses 4 х 103 – 1 х 105 living microbic cells, the highest level of an expression activation marker lymphocytes at anti-gene stimulation 

of in vitro is registered on 14 days after immunization, at the same time the quantity of CD25 – positive lymphocytes are on average 6.8 

times higher, than in control group. High degree of direct link (coefficient of correlation of r = 1,000) quantities of the survived animals with 

increase in level of lymphocytes, expressiruyushchy markers of early activation – CD25 is established. Conclusions. The offered technique 

can be used as the additional test when studying degree of immunogenicity of new (kandidatny) vaccines against plague.
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Введение
Иммунологическая активность – один из ос-

новных характеристик вакцины, отражающий ее 
профилактическую эффективность. Для вакцины 
чумной живой показатель иммуногенной актив-
ности, то есть способность создавать длительный 
(до 1 года) и достаточный по напряженности имму-
нитет, измеряется в ЕД

50
 и не должен превышать 

1 × 104 живых микробных клеток (ж.м.к.) для мор-
ских свинок и 4 × 104 ж.м.к. для белых мышей  [1]. 
Контроль качества производственных серий вакци-
ны против чумы проводится в соответствии с  нор-
мативной документацией на препарат (ПР, ФСП) 
и предполагает проведение двух этапов – имму-
низация и последующее заражение лабораторных 
животных.

Существенный недостаток регламентированно-
го метода оценки иммуногенности вакцины чумной 
живой – это необходимость длительного (21 день) 
содержания зараженных возбудителем чумы жи-
вотных в специальных условиях, обеспечивающих 
соблюдение требований биобезопасности при ра-
боте с ПБА I группы, и исключение потенциальной 
опасности работ с вирулентным штаммом чумного 
микроба.

Наряду с регламентированным способом опре-
деления иммуногенности предлагается метод, 
основанный на количественном учете «феноме-
на переживания» белых мышей. Показатели им-
муногенности, полученные при использовании 
предлагаемого метода, строго коррелируют с по-
казателями ЕД

50
 изучаемых культур [2].

Несмотря на целый ряд исследований, направ-
ленных на разработку информативных методов 
контроля in vitro иммуногенной активности вакци-
ны против чумы, ни один из них так и не нашел 
практического применения.

В последние годы в лабораторную практику для 
исследования иммунологической эффективности 
вакцинации активно внедряются клеточные тесты 
антиген-стимуляции in vitro, основанные на про-
точно-цитометрическом анализе [3–6]. Технология 
проточной цитометрии имеет ряд преимуществ, 
в частности возможность обеспечить количествен-
ную оценку и воспроизводимость результатов 
измерений; анализировать минимальные концен-
трации клеток и растворенных аналитов в образце; 
ускорить проведение анализа; использовать ком-
пьютерную технику для регистрации, обработки, на-
копления и хранения информации; организовать 
внутренний и внешний лабораторный контроль 
качества исследований. По данным современной 
литературы, диагностически информативным по-
казателем клеточной антигенреактивности на ран-
них сроках после иммунизации может выступать 
маркер активации лимфоцитов CD25 – высокоаф-
финный рецептор интерлейкина 2 (IL-2Ra), экспрес-
сирующийся активированными Т-лимфоцитами. 
Проведенные ранее исследования указывают 
на возможность и перспективу использования 

антигенспецифических клеточных тестов in vitro 
для оценки формирования поствакцинального про-
тивочумного иммунитета в ранние сроки после им-
мунизации [7–9].

Таким образом, разработка методов контро-
ля иммуногенности и, соответственно, качества 
вакцинных препаратов – это актуальная задача, 
решение которой позволит создать эффективные 
способы оценки протективного действия вакцин.

Цель исследования – изучение возможности 
применения антиген-стимулированных клеточных 
тестов in vitro и технологии цитометрического ана-
лиза для контроля иммуногенной активности про-
изводственных серий вакцины чумной живой.

Материалы и методы
В качестве биомодели использовали бе-

лых лабораторных мышей. Животных раз-
делили на  4  группы по 30 особей в каждой. 
Иммунизировали коммерческим препаратом вак-
цина чумная живая из штамма Yersinia pestis EV 
линии НИИЭГ в дозах – 8 × 102, 4 × 103, 2 × 104 
и 1 × 105 ж.м.к. – подкожно в объеме 0,2 мл.

Кровь для исследования брали из сердца 
в  объеме 1,0–1,5 мл в утренние часы; до вак-
цинации у  интактных животных (контрольная 
группа), а так же на 7, 14 и 21 сутки после имму-
низации (у 6 животных из каждой группы). Опыты 
проведены с соблюдением принципов гуман-
ности, изложенных в директивах Европейского 
сообщества (86/609/ЕС) и одобренных комите-
том по биомедицинской этике НИИ физиологии 
СО РАМН.

Постановку реакции для выявления маркеров 
активации лимфоцитов осуществляли в течение 
24 ч после взятия крови. Интенсивность анти-
генреактивности лимфоцитов определяли в  кле-
точных тестах in vitro, анализируя количество 
CD45  +  CD3  +  CD25 + лимфоцитов с исполь-
зованием конъюгированных с флуорохромами 
моноклональных антител (Beckman Coulter, США). 
В  качестве специфического антигена исполь-
зовали комплекс водорастворимых антигенов 
чумного микроба (ВрАг), приготовленный по  ме-
тодике Е.  Н.  Афанасьева [10]. В контрольной 
пробе с целью выявления возможной спонтан-
ной активации лимфоцитов клетки обрабатывали 
стерильным 0,9% изотоническим раствором на-
трия хлорида.

Учет результатов производили с помо-
щью проточного цитометра FACS Calibur с про-
граммным обеспечением CellQuestPro (Becton 
Dickinson, США).

Для выявления связи протективного иммунитета 
против чумы с уровнем интенсивности экспрессии 
маркеров активации на 21 сутки после иммуниза-
ции животных из всех групп (по 6 особей из каждой 
группы) заражали подкожно вирулентным штам-
мом Y. pestis 231 в дозе 200 ДЦЛ. Через 21 сутки 
после заражения рассчитывали ЕД

50 
по  формуле 
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G. Kärber (в модификации И.П.  Ашмарина и А.А. 
Воробьева):

lg ЕД
50

 = lgД
n
 – S(ΣL

i
 – 0,5), где

S – логарифм кратности разведений;
lgД

n 
– �логарифм максимальной иммунизирующей 

(фактической) дозы;
L

i
 – �отношение числа животных, выживших при 

иммунизации данной дозой к общему числу, 
которым эта доза была введена;

индекс i – �соответствует номеру дозы, если считать 
наименьшую из испытанных доз первой;

ΣL
i
 – �сумма значений, найденных для всех испы-

танных доз.

Ранговый коэффициент корреляции Спирмена 
подсчитывали по формуле:

где       – сумма квадратов разностей рангов,  
а n – число парных наблюдений.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием стандартных 
статистических программ, определяли среднее 
значение анализируемого показателя (М), ошиб-
ку средней арифметической (m). Достоверность 

p = 1 — ,
6 x ∑d2

n (n2 — 1)

p = 1 — ,
6 x ∑d2

n (n2 — 1)

уровня различий сравниваемых величин оце-
нивали с помощью U-критерия Манна-Уитни. 
Различия считались статистически достоверными 
при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
У интактных животных количество лимфоци-

тов, экспрессирующих маркеры ранней активации 
при  воздействии ВрАг, составило 4,33 ± 0,51%, 
при воздействии 0,9% раствором натрия хлорида – 
3,82 ± 0,38%.

Во все периоды обследования животных спон-
танной активации лимфоцитов не зафиксировано. 

На 7, 14 и 21 сутки у животных, иммунизирован-
ных вакциной против чумы дозой 8 × 102 ж.м.к., со-
держание лимфоцитов, экспрессирующих рецептор 
CD25 после стимуляции клеток комплексом водо-
растворимых антигенов оставалось на уровне кон-
трольных значений.

У мышей, иммунизированных дозой 4 × 103 ж.м.к., 
на 14 сутки содержание лимфоцитов, экспрес-
сирующих маркер ранней активации, после сти-
муляции антигеном повышалось и составляло 
33,53  ±  4,88%. Количество антигенстимулирован-
ных клеток у животных, иммунизированных дозой 
2 × 104 ж.м.к., на 14 сутки достигало 39,28 ± 6,58%, 
на 21 сут. – 16,37 ± 3,35%.

При иммунизации самой высокой дозой 
1  ×  105  ж.м.к., увеличение лимфоцитов, экс-
прессирующих рецептор CD25 в условиях 

Рисунок 1. 
Динамика количества специфически активированных лимфоцитов (CD25-позитивных) 
в крови у животных из групп сравнения
Figure 1. Dynamics of the number of specifically activated lymphocytes (CD25-positive) in the blood of animals from the 
comparison groups
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стимуляции ВрАг, отмечалось на 7, 14 и 21 сутки 
до 12,09 ± 1,20%; 56,88 ± 5,84% и 24,91 ± 2,23%, 
что статистически выше контрольных значений.

Анализ результатов исследования показал, что 
у животных, вакцинированных дозами 4 × 103, 
2  ×  104 и 1 × 105 ж.м.к., наивысший уровень экс-
прессии лимфоцитами маркера активации при 
антигенной стимуляции in vitro регистрировался 
на 14 сутки после иммунизации (рис. 1).

Для определения возможности применения 
ранее описанной методики в качестве контроля 
протективного действия вакцины против чумы про-
водили сравнительное изучение уровня интенсив-
ности экспрессии маркера ранней активации и 
наличия поствакцинального иммунитета, опреде-
ляемого по показателю EД

50
. Для подтверждения 

напряженности иммунитета на 21 сутки после им-
мунизации (срок формирования поствакцинально-
го иммунитета против чумы) по 6 животных каждой 
группы заражали подкожно 200 ДЦЛ вирулентно-
го штамма Yersinia pestis 231. EД

50
 рассчитывали 

через 21 сутки после заражения по приведенной 
выше формуле.

Количество выживших в опыте животных 
сравнивали с повышением уровня лимфоцитов, 
экспрессирующих антигенспецифические ре-
цепторы CD25, рассчитывая коэффициент ран-
говой корреляции Спирмена. Установлена очень 
высокая степень прямой связи (коэффициент 
корреляции r =  1,000) количества выживших 
животных с увеличением уровня лимфоцитов, 
экспрессирующих маркеры ранней активации. 
Полученные данные по количеству выживших 
животных в каждой группе вакцинированных 
коррелируют с изменением количества CD25-
лимфоцитов (табл. 1).

Анализ результатов проведенных исследова-
ний показал, что при воздействии in vitro ком-
плекса антигенов чумного микроба (ВрАг) на 

лимфоциты иммунизированных против чумы био-
моделей, наблюдается статистически значимое 
(р > 0,05) усиление экспрессии маркера ранней 
активации – CD25. Экспериментально установ-
лено, что интенсивность антигенреактивности 
лимфоцитов четко коррелирует с иммунизирую-
щей дозой. При увеличении концентрации живых 
микробных клеток Y.  pestis EV во вводимой жи-
вотным вакцине в крови у биомоделей отмеча-
ется пропорциональное повышение количества 
CD25- лимфоцитов после симуляции ВрАг в усло-
виях in vitro.

Заключение
Таким образом, проведенные исследова-

ния продемонстрировали возможность и пер-
спективу применения антиген-специфического 
клеточного теста in vitro с детекцией CD25 на ак-
тивированных лимфоцитах для оценки степени 
формирования иммунного ответа при вакцина-
ции против чумы.

Предложенный новый подход для оценки спец-
ифической активности противочумной вакцины 
имеет ряд преимуществ:
•	 не требует проведения исследований с зара-

жением экспериментальных (вакцинированных) 
животных высоковирулентным штаммом воз-
будителя чумы;

•	 может быть выполнен в сжатые сроки (24 ч);
•	 дает возможность количественно оценить актив-

ность специфического клеточного иммунитета, как 
ведущего звена иммунной защиты против чумы.
В перспективе предложенный под-

ход можно использовать в качестве 
дополнительного контрольного теста при  из-
учении степени иммуногенности новых (кан-
дидатных) вакцин против чумы в сравнении 
с зарегистрированными препаратами и для спе-
циалистов, проводящих исследования в области 

Таблица 1. 
Сравнительная оценка показателей иммуногенности вакцины чумной живой
Table 1. Comparative evaluation of the immunogenicity of the plague vaccine alive

Доза имму-
низации, 

ж.м.к. 
Dose of im-
munization, 

g.m.k.

Лимфоциты экспрессирующие СD25, %
 Lymphocytes expressing CD25, %

Определение иммуногенности вакцины 
чумной живой с использованием 

биопробы
Determination of the immunogenicity  

of the plague vaccine live using a bioassay

до 
вакцинации
before vac-

cination

ч/з 7 сут 
после 

вакцинации
7 days after 
vaccination

ч/з 14 
сут после 

вакцинации
14 days after 
vaccination

ч/з 21 
сут после 

вакцинации
21 days after 
vaccination

количество 
животных в 

опыте 
number  

of animals in 
the experi-

ment

количество 
выживших 
животных 

number  
of surviving 

animals

ЕД
50

,
ж.м.к. g.m.k.

800

4,33±0,48

3,58±0,22 4,29±0,47 3,91±0,64 6 0

13420
4 000 3,04±0,75 33,54±4,46 9,40±1,89 6 1

20 000 7,15±0,85 39,28±6,01 16,36±3,00 6 3

100 000 12,09±1,10 56,81±5,33 24,91±2,04 6 6
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