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ВВЕДЕНИЕ

Туляремия представляет собой зоонозное 
при род но-очаговое инфекционное заболева-
ние, вызываемое внутриклеточной бактерией 
Francisella tularensis. Вакцинопрофилактику ту-
ляремии на территории России проводят вак-
циной туляремийной живой сухой, созданной 
на основе штамма F. tularensis 15 НИИЭГ [1]. 
В странах Западной Европы и Северной Амери-
ки вакцинорпофилактику проводят по показа-
ниям только среди военнослужащих, используя 
живую вакцину, содержащую штамм F. tularen-
sis LVS (Live Vaccine Strain), полученный в ре-
зультате многочисленных пассажей F. tularensis 
15 in vitro [2, 3]. Существующие аттенурирован-
ные вакцинные штаммы формируют длитель-
ный иммунитет против туляремии (5 лет), но 
характеризуются умеренной реактогенностью 
и генетической нестабильностью [4, 5]. Кроме 
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того, вакцинные штаммы F. tularensis 15 НИИЭГ 
и LVS не формируют протективный иммунитет 
против аэрозольного заражения вирулентными 
штаммами F. tularensis subsp. tularensis, что пока-
зано на многих биологических моделях [6, 7, 8]. 
Поэтому разработка безопасной и протектив-
ной туляремийной вакцины является актуаль-
ным вопросом.

Многолетние исследования возбудителя ту-
ляремии позволили охарактеризовать метабо-
лизм бактерий, выяснить механизмы их внутри-
клеточного размножения и реакции иммунной 
системы на патоген [9, 10]. Генетические методы 
направленной модификации генома F. tularen-
sis и полногеномное секверинование подвидов 
туляремийного микроба позволило получить 
новые вакцинные штаммы [11]. В нашем науч-
ном Центре было создано 2 штамма-кандидата 
в вакцинные: F. tularensis SRI-1 (с инактиви-
рованными генами iglC (одной копией) и recA, 
а также модификацией гена sodB) и F. tularensis 
15/23–1ΔrecA (с инактивированными генами 
iglC (одной копией) и recA). Полученные штам-
мы характеризуются снижением реактогенно-
сти по сравнению с исходным штаммом F. tula-
rensis 15 НИИЭГ [12, 13].

Уровень протективности иммунитета опре-
деляется в ранние сроки после вакцинации, 
когда происходит активация отдельных субпо-
пуляций иммунокомпететных клеток (ИКК), 
запускается синтез цитокинов и регулируется 
пролиферативная активность лимфоцитов.

Цель исследования –  сравнить ранний иммун-
ный ответ лимфоцитов мышей после иммуниза-
ции F. tularensis 15 НИИЭГ и его производными: 
F. tularensis SRI-1 и F. tularensis 15/23–1ΔrecA.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на базе Государ-
ственного научного центра прикладной микро-
биологии и биотехнологии Роспотребнадзора 
(рп Оболенск).

Мышей BALB/c (ФИБХ Питомник «Пущи-
но», МО, г. Пущино) – по 10 особей в группе –  
иммунизировали однократно, подкожно в дозе 
102 КОЕ/мл вакцинным штаммом F. tularen-
sis 15 НИИЭГ, F. tularensis SRI-1 или F. tularensis 
15/23–1ΔrecA («ГКПМ-Оболенск). В качестве 
контроля выступала группа интактных мышей.

На 3 сутки после иммунизации по 5 живот-
ных каждой группы эвтаназировали, получали 
кровь и селезенки, откуда выделяли лимфоци-
ты на градиенте плотности Histopaque-1,077 

(Sigma, США). Субпопуляционный состав лим-
фоцитов определяли с использованием следую-
щих комбинаций моноклональных антител: ак-
тивированные цитотоксические Т-лимфоциты 
и Т-хелперы –  CD45 APC-cy7, CD3 FITC, CD4 
APC, CD69 PE, CD25 PerCP-cy5.5, CD30 PE, 
CD28 PerCP-cy5.5; активированные В-лим фо-
ци ты –  CD19 APC, CD69 FITC, CD25 PerCP-
cy5.5, CD30 PE, CD86 PE (все производства 
eBioscience, США). Цитометрические исследо-
вания проводили на проточном цитофлюори-
метре FACSAria III (Becton Dickinson, США) 
с использованием программного обеспечения 
BD FACSDiva (версия 8.0).

Для определения протективной активности 
вакцинных штаммов животным на 30 сутки по-
сле их иммунизации подкожно вводили в дозе 
1000 LD50 (3000 КОЕ) тест-заражающий штамм 
F. tularensis subsp. tularensis Schu. Наблюдение за 
животными вели в течение 21-х суток.

Перед заражением у животных получали 
сыворотку крови для опредения антител к ли-
пополисахариду (ЛПС) F. tularensis 15 НИИЭГ 
методом иммуноферментного анализа соглас-
но руководству [14]. Учет результатов проводи-
ли на приборе Thermo Scientifi c Varioskan Flash 
(Thermo Scientifi c, США).

Статистика. Систематизация исходной ин-
формации и визуализация полученных резуль-
татов осуществлялись в электронных таблицах 
Microsoft Offi  ce Excel 2013. Данные по титрам 
антител выражали при помощи среднеарифме-
тического значения группы и его стандартного 
отклонения. Результаты цитометрических дан-
ных описывались при помощи среднеарифме-
тического значения (M) и стандартной ошибки 
среднего (m). Достоверность отличий определя-
ли с помощью U-критерия Манна-Уитни (при 
p <0,05) для независимых совокупностей [15] 
с помощью программы IBM SPSS Statistics вер-
сии 23.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мыши, иммунизированные F. tularensis SRI-1, 
были полностью защищены от заражения вы-
соковирулентным штаммом F. tularensis Schu 
(Рис. 1А). Животные, иммунизированные F. tu-
larensis 15 НИИЭГ и F. tularensis 15/23–1ΔrecA, 
выживали в 86,7% и 80% случаев, соответствен-
но. Все мыши интактной группы погибали к 5-м 
суткам после заражения F. tularensis Schu.

На 30 сутки после иммунизации во всех груп-
пах иммунизированных животных в сыворотке 
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Таблица 1. Изменение субпопуляционного состава лимфоцитов, полученных из крови и селезенок мышей линии 
BALB/c, после иммунизации штаммами F. tularensis (M±m).

Группы мышей*
Субпопуляции 
лимфоцитов

F. tularensis 15 
НИИЭГ

F. tularensis 
SRI-1

F. tularensis 
15/23-1 Δ recA Контроль p**

Показатели крови,%

CD19+CD69+ 7,56±0,60 7,74±0,53 4,56±0,39 3,06±0,9 p2<0,05 
p3<0,05

CD19+CD25+ 8,4±0,86 5,02±0,23 5±0,15 4,96±0,09 p1<0,05 
p3<0,05

CD19+CD30+ 3,68±0,30 7,36±0,59 3,62±0,59 3,11±0,07 p1<0,05 
p2<0,05

CD19+CD86+ 8,2±0,70 7,69±0,65 4,34±0,41 3,94±0,1 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD69+ 3,39±0,18 3,87±0,14 4,19±0,16 4,23±0,06
CD3+CD4+CD25+ 3,88±0,12 3,72±0,18 3,6±0,17 3,16±0,06

CD3+CD4+CD30+ 6,32±0,44 5,27±0,49 2,9±0,13 2,98±0,64 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD28+ 4,19±0,28 3,73±0,22 3,34±0,89 3,31±0,08
CD3+CD8+CD69+ 3,2±0,14 7,24±0,62 5,54±0,67 3,34±0,76 p1<0,05

CD3+CD8+CD25+ 3,87±0,26 7,12±0,48 6,73±0,51 3,18±0,07 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD30+ 7,08±0,29 3,57±0,15 3,22±0,1 3,12±0,59 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD28+ 3,38±0,51 2,96±0,10 3,98±0,19 3,19±0,08
Показатели спленоцитов,%

CD19+CD69+ 5,95±0,57 6,25±0,45 2,94±0,24 2,98±0,64 p2<0,05 
p3<0,05

CD19+CD25+ 3,14±0,1 3,54±0,11 3,28±0,15 3,21±0,44
CD19+CD30+ 5,05±0,86 5,55±1,18 3,66±0,39 3,24±0,66
CD19+CD86+ 13,74±1,01 12,41±0,97 6,77±1,27 5,06±0,07

CD3+CD4+CD69+ 9,2±0,82 10,5±0,71 6,0±0,18 5,85±0,07 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD25+ 5,04±0,16 4,5±0,24 4,09±0,18 4,4±0,06 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD30+ 4,2±0,7 5,0±0,36 3,8±0,42 3,5±0,02

CD3+CD4+CD28+ 8,4±0,89 4,34±0,47 3,37±0,17 3,18±0,05 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD69+ 7,57±0,86 12,7±1,18 5,54±0,53 5,42±0,13 p1<0,05 
p2<0,05

CD3+CD8+CD25+ 3,73±0,2 4,41±0,26 3,29±0,19 3,32±0,07
CD3+CD8+CD30+ 3,85±0,2 4,52±0,41 4,48±0,26 3,3±0,08

CD3+CD8+CD28+ 3,93±0,21 9,62±,01 4,16±0,34 3,94±0,76 p1<0,05 
p2<0,05

Примечания: *– Показанные результаты являются данными трех независимых экспериментов, каждый с использовани-
ем 5-ти отдельных животных в группе. **– достоверность отличий по U-критерию Манна-Уитни между группами мы-
шей, иммунизированных: p1<0,05 –  F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1; p2<0,05 –  F. tularensis SRI-1 и F. tularensis 
15/23–1ΔrecA; p3<0,05 –  F. tularensis 15/23–1ΔrecA и F. tularensis 15 НИИЭГ.
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был выявлен сопоставимый уровень антител 
к ЛПС F. tularensis (Рис. 1В).

Во всех группах иммунизированных живот-
ных наблюдалось количественное и качествен-
ное изменение субпопуляций Т- и В-лимфо-
цитов по сравнению с интактной группой 
(Таблица 1).

Сравнительный анализ субпопуляций Т-лим-
фоцитов показал, что на 3 сутки после иммуни-
зации штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ у мышей 
происходила активация Т-хел пе ров (CD3+CD4+), 
о чем свидетельствовало усиление экспрессии 
CD69 рецептора на их поверхности в селезенке, 
и CD30 молекулы –  в крови. В группе мышей, 
иммунизированных F. tularensis SRI-1 наблюда-
лась активация как Т-хел пе ров, так и цитоток-
стических Т-лим фо цитов. А у мышей, иммуни-
зированных F. tularensis 15/23–1ΔrecA на 3 сутки 
иммуногенеза не наблюдалось достоверного уве-
личения процента CD69+ или CD30+ Т-лим фо-
ци тов. В этой группе мышей было выявлено 
только увеличение CD3+CD8+CD25+ субпопуля-
ции в крови. Уровень экспрессии ко-ре цеп тор-
ной CD28 молекулы увеличивался на Т-хел пе рах 
в группе мышей, иммунизированных F. tularensis 
15 НИИЭГ, и на поверхности цитотоксических 
Т-лим фо ци тов, после иммунизации F. tularensis 
SRI-1.

Анализ субпопуляции В-лимфоцитов пока-
зал достоверное увеличение CD19+CD69+ кле-
ток в селезенке и крови мышей, вакцинирован-
ных F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1. 
Было отмечено достоверное увеличение коли-

чества CD19+CD25+ клеток в крови мышей, вак-
цинированных F. tularensis 15 НИИЭГ. В группе 
мышей, иммунизированных F. tularensis SRI-1, 
в крови наблюдали увеличение CD19+CD30+ 
субпопуляции. Уровень экспрессии ко-сти му-
ли рую щей молекулы CD86 достоверно увели-
чивался на поверхности В-лим фо ци тов, выде-
ленных из селезенок и крови, вакцинированных 
F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1. На 
3-и сутки после иммунизации мышей F. tularen-
sis 15/23–1ΔrecA в популяции В-лим фо ци тов 
изменения уровня экспрессии анализируемых 
молекул выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты наших экспериментов показа-
ли, что после иммунизации мышей вакцинным 
штаммом и его производными, в крови живот-
ных появлялись антитела к ЛПС F. tularensis и их 
уровень достоверно не различался между груп-
пами. Тем не менее в экспериментах по зара-
жению иммунных мышей высоковирулентным 
штаммом F. tularensis Schu были получены раз-
ные уровни выживаемости. Полученные резуль-
таты не противоречат литературным данным, 
свидетельствующим об отсутствии корреляции 
уровня антител к ЛПС F. tularensis с протектив-
ной защитой животных от заражения [16, 17].

На моделях мышей и крыс было показано, 
что защитная способность антител зависит от 
функциональной активности Т-лим фо ци тов 
[15, 18, 19]. Следовательно, защита, наблюдае-
мая в этих моделях, свидетельствует о важной 

Рисунок 1. Выживаемость мышей после заражения бактериями F. tularensis Schu в дозе 1000 LD50 (3000 КОЕ) (А) 
и тиры IgG антител к ЛПС F. tularensis 15 в крови животных до заражения (В).
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регулирующей роли Т-клеточного звена в фор-
мировании протективного иммунитета.

Известно, что в первые 3-е суток после пер-
вичного проникновения бактерий формируют-
ся реакции врожденного иммунитета, а затем 
запускаются реакции адаптивного иммунитета. 
В связи с этим мы оценили уровень активации 
Т- и В-лимфоцитов в крови и селезёнке мышей 
на 3-и сутки после их иммунизации разными 
штаммами бактерий F. tularensis.

Ранним маркером активации клеток яв-
ляется CD69 рецептор, который играет важ-
ную регулирующую роль в переключении не-
специфических реакций ИКК на адаптивные, 
участвует в регуляции эффекторной активности 
лимфоцитов, а также CD69 рецептор отражает 
презентирующую активность антигенпрезенти-
рующих клеток (АПК) [20]. Результаты наших 
экспериментов показали, что на 3-и сутки после 
вакцинации штаммами F. tularensis 15 НИИЭГ 
и F. tularensis SRI-1 у мышей в крови и селезенке 
увеличивалось количество CD69+ В-лим фо ци-
тов, что позволяет предположить об их активном 
включении в формирование специфических 
реакций. В этих же группах мышей увеличива-
лось количество В-кле ток, экспрессирующих 
CD86 рецептор, что отражает усиление межкле-
точных взаимодействий. Об усилении межкле-
точных взаимодействий свидетельствует также 
повышение уровня CD28 молекулы при имму-
низации F. tularensis 15 НИИЭГ на поверхности 
CD3+CD4+, а в группе мышей F. tularensis SRI-1 –  
на поверхности CD3+CD8+ клеток. CD28 рецеп-
тор, который связывается с CD80 и/или CD86 
рецепторами на АПК, является классической 
костимулирующей молекулой, участвующей 
в обеспечении нормального иммунного ответа. 
Отсутствие межрецепторных взаимодействии 
с CD28 рецептором приводит к формированию 
лимфоцитарной толерантности [21].

В группе мышей, иммунизированных F. tula-
rensis 15 НИИЭГ, отмечали усиление экспрес-
сии CD25 рецептора на поверхности В-лим фо-
ци тов. Как известно, лигандом CD25 рецептора 
является ИЛ-2 при связывании которого проис-
ходит усиление пролиферативной активности 
лимфоцитов. По всей видимости, бактерии F. tu-
larensis 15 НИИЭГ инициируют пролифератив-
ную активность лимфоцитов раньше остальных 
штаммов сравнения. В группе мышей, иммуни-
зированных F. tularensis SRI-1 наблюдали повы-
шение экспрессии CD30 рецептора на поверх-
ности В-лимфоцитов, что, вероятно, отражает 
усиление эффекторной активности клеток, т. к. 

появление CD30 молекулы коррелирует с ак-
тивным синтезом этой клеткой ИЛ-17A [22].

Т-лимфоциты также являются ключевыми 
медиаторами протективного туляремийного им-
мунитета [17, 23]. При туляремийной инфекции 
важную роль играют и цитотоксические лим-
фоциты и Т-хелперы. Об этом свидетельствует 
снижение протективного иммунитета у мышей 
BALB/c и C57Bl/6 при истощении CD4+ или 
CD8+ T-клеток у иммунных животных до зара-
жения вирулентным штаммом F. tularensis [24]. 
Результаты наших исследований показали, что 
после вакцинации F. tularensis SRI-1 увеличи-
валось количество CD69+-позитивных клеток 
в субпопуляциях Т-хелперов и цитотоксических 
лимфоцитов, а также CD3+CD8+CD25+ кле-
ток. После вакцинации F. tularensis 15 НИИЭГ 
в селезенке мышей достоверно увеличивалось 
количество только CD3+CD4+CD69+ клеток 
и CD3+CD8+CD30+ клеток. В группе мышей, 
вакцинированных F. tularensis 15/23–1ΔrecA, 
увеличивалось только содержание CD3+CD8+ 

CD25+ клеток в крови.

ВЫВОДЫ

1. Штамм F. tularensis SRI-1 –  кандидат в вак-
цинные –  отличается от штаммов F. tularensis 15 
НИИЭГ и F. tularensis 15/23–1ΔrecA 100% защи-
той мышей от подкожного заражения высоко-
вирулентным штаммом F. tularensis Schu в дозе 
3000 КОЕ/мышь.

2. На 30 сутки иммуногенеза уровень титров 
антител к ЛПС F. tularensis практически не от-
личается между группами мышей, иммунизиро-
ванными F. tularensis SRI-1, F. tularensis 15 НИИЭГ 
и F. tularensis 15/23–1ΔrecA.

3. В ранние сроки иммуногенеза выявлены 
повышенная активация В-лимфоцитов и цито-
токсических лимфоцитов в крови у мышей, им-
мунизированных F. tularensis SRI-1, в отличие от 
двух других иммунных групп животных.

4. В селезенке в ранние сроки иммуногенеза 
выявлено увеличенное содержание активиро-
ванных цитотоксических лимфоцитов у мышей, 
иммунизированных F. tularensis SRI-1, в отличие 
от других иммунизированных групп животных.

Работа выполнена в рамках Отраслевой про-
граммы Роспотребнадзора.
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The paper presents comparative data of a specifi c mice immune response to immunization with F. tu-
larensis 15 NIIEG and its derivatives: F. tularensis SRI-1 or F. tularensis 15/23–1ΔrecA. The results of our 
experiments showed that after immunization of mice with a vaccine strain and its derivatives, antibodies 
to F. tularensis LPS appeared in the blood of animals and their level did not signifi cantly diff er between 
groups. Protection levels of these groups of immune mice against challenge with the highly virulent strain 
of F. tularensis Schu were diff erent. A comparative analysis showed diff erent expression levels of activation 
markers and co-stimulating molecules were observed on the surface of B and T lymphocytes on day 3 
after mice immunization with diff erent strains.
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