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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время специфическая профи-
лактика сибиреязвенной инфекции в России 
и странах ближнего зарубежья осуществляется 
с использованием вакцины живой сибиреяз-
венной сухой для подкожного и скарификаци-
онного применения (серия 265, Киров). Зарубе-
жом существует две вакцины против сибирской 
язвы человека AVA (anthrax vaccine adsorbed), 
одобренная для использования в США, и AVP 
(anthrax vaccine precipitated), лицензированая 
в Великобритании. Обе они являются химиче-
скими вакцинами. Эффективность иммуни-
зации химическими вакцинами проводят на 
основании выявления токсиннейтрализующих 
антител. Однако через год после иммунизации 
химическими вакцинами у большинства людей 
в крови не детектируются специфические анти-
тела, а сыворотки серопозитивных доноров не 
способны нейтрализовать действие летального 
токсина (ЛТ) сибирской язвы [1, 2].

Попытки оценить иммунологическую эффек-
тивность иммунизации живой сибиреязвенной 
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положить, что в отдаленные сроки после вакцинации против сибирской язвы сохраняется специ-
фический клеточный иммунитет.
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вакциной не принесли успеха. В экспериментах 
на животных, привитых сибиреязвенной вакци-
ной, было показано, что титры антител сыворо-
ток их крови не соответствовали степени защи-
ты животных от сибиреязвенной инфекции и не 
коррелировали с напряженностью иммунитета. 
Среди иммунизированных живой сибиреязвен-
ной вакциной выявлялось 13% серонегативных 
доноров [1]. У серопозитивных доноров уро-
вень антител к ПА падал в течение 6 месяцев. 
Аналогичная картина наблюдалась у людей, пе-
реболевших сибирской язвой, в крови которых 
также долго не циркулировали специфические 
антитела [3].

На мышиной модели было показано, что за-
щита от сибиреязвенной инфекции зависит от 
высвобождения IFNγ Th1 клетками [4]. В связи 
с этим логично предположить, что в поддержа-
нии иммуннологической памяти участвует не 
только гуморальное звено иммунитета, но и кле-
точное. Вследствие этого возникает необходи-
мость в поиске новых методов оценки иммуно-
логической памяти после вакцинации людей 
против сибирской язвы. Одним из подходов мо-
жет стать оценка Т- и В-клеточного звена имму-
нитета.

Цель исследования –  проанализировать гумо-
ральный и клеточный иммунитет к возбудителю 
сибирской язвы у людей, иммунизированных 
вакциной сибиреязвенной живой сухой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

У доноров, многократно иммунизирован-
ных вакциной сибиреязвенной живой сухой для 
подкожного и скарификационного применения 
(серия 265, Киров), брали цельную кровь в ва-
куумные пробирки Vacuette (Greiner-Bio-One, 
Австрия) с лития гепарином для последующего 
выделения мононуклеаров и активатором свер-
тывания крови для получения сыворотки. Ин-
тервал между последней вакцинацией донора 
и включением его в исследование составлял 10–
12 месяцев. Контролем выступала группа доно-
ров (6 человек), не иммунизированных и ранее 
не болевших сибирской язвой.

Рекомбинантный белок ПА B. anthracis по-
лучали в системе экспрессии E. Coli штамма 
BL21(DE3), трансформированные экспресси-
онной плазмидой pET22b(+) (Novagen, Merck, 
США).

В сыворотках крови доноров определяли ти-
тры антител к ПА B. anthracis методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа [5].

Учет результатов производили на спектро-
фотометре Smart Spec Plus (BIO-RAD, США) 
при длине волны 492 нм.

Из гепаринизированной крови доноров выде-
ляли мононуклеарные клетки на градиенте плот-
ности Histopaque-1,077 (Sigma, США) с последу-
ющей инкубацией их в 96-луночном планшете. 
Для рестимуляции клеток в экспериментальные 
лунки вносили раствор ПА (10 мкг/ мл), в лунки 
отрицательного контроля вносили среду RPMI 
1640 (ПанЭко, Россия), а в лунки положитель-
ного контроля –  5 мкг/мл ConA (Sigma, США).

Для оценки пролиферативной активности 
лимфоцитов клетки предварительно окраши-
вали 6-карбоксифлуоресцеином диацетатом 
(CFSE) в соответствии с инструкцией произво-
дителя (BD eBioscience, США).

Фенотипирование лимфоцитов проводили 
с использованием моноклональных антител: 
для выявления субпопуляций Т-клеток –  CD3 
PerCP, CD4 PE, CD25 APC, CD69 FITC, СD30 
PE; для В-клеток –  CD19-APC, CD30 PE, CD69 
FITC (все производства eBioscience, США) в со-
ответствии с инструкцией производителя. Об-
разцы анализировали на проточном цитофлюо-
риметре FACSAria III (Becton Dickinson, США) 
с использованием программы BD FACSDiva.

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с использованием пакета программ 
Exel 2013. Статистический анализ цитометриче-
ских данных проводили в программе BD FACS 
Diva (версия 8.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение антител к ПА
У 11 из 12 доноров, вакцинированных 10–

12 месяцев назад против сибирской язвы, в сы-
воротках крови не были выявлены антитела к ПА 
(Рис. 1). Только у одного донора титры антител 
составили 1:400.

Активация поверхностных маркеров
О количестве активированных Т- и В-лимфо-

ци тов в ответ на добавление к ним in vitro ПА 
судили на основании выявления количества 
CD69-по зи тив ных клеток (Табл. 1). У контроль-
ных (невакцинированных) доноров количество 
CD69+ или CD30+ В- и Т-лим фо ци тов при до-
бавлении в среду культивирования ПА не увели-
чивалось. Из 12-ти доноров у 4-х было выявле-
но увеличение активированных В-лим фо ци тов, 
и у 7-х –  Т-лим фо ци тов. Увеличение популяции 
активированных Т-лим фо ци тов происходило 
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только за счет Т-хел пе ров, но не цитотоксиче-
ских лимфоцитов. Сравнительный анализ коли-
чества CD69+ Т- и В-лим фо ци тов показал, что 
под влиянием ПА у всех доноров (за исключе-
нием одного № 8, вакцинированного 12 меся-
цев назад) происходила активация либо Т- либо 
В-лим фо ци тов. В присутствии ПА у 3-х доноров 
отмечали увеличение CD30+ В-лим фо ци тов, 
у 3-х –  CD30+ Т-лим фо ци тов.

Пролиферативная активность лимфоцитов
Под влиянием ПА происходило усиление про-

лиферативной активности Т-лим фо ци тов (у 9-ти 
вакцинированных доноров) и/или В-лим фо ци-

тов (у 6-ти доноров) (Рис. 2). Только у одного до-
нора (№ 8) не было выявлено усиления пролифе-
ративной активности лимфоцитов под влиянием 
ПА. Лимфоциты контрольной группы доноров 
не усиливали пролиферативную активность в от-
вет на добавление ПА в среду культивирования.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты наших исследований показали, 
что через 10–12 месяцев после иммунизации 
против сибирской язвы в сыворотках крови 
превалирующего большинства доноров не вы-
являются антитела к ПА, что соответствует мно-

Таблица 1. Уровень экспрессии молекул CD69, CD30 на поверхности В- и Т-лимфоцитов после стимуляции ПА

№ 
донора

Условия 
инкубирования

Субпопуляции 
Т-лимфоцитов,%

Субпопуляции 
В-лимфоцитов,%

CD3+CD4+ 
CD69+

CD3+CD8+ 
CD69+

CD3+CD4+ 

CD30+
CD3+CD8+ 

CD30+
CD19+CD69+ CD19+CD30+

1
Среда 1,6 1,8 1,4 1,8 6 3,6

ПА 2,3 2 3 2,6 26,3 9,4

2
Среда 3,3 2,4 1,3 1,3 1,2 2,1

ПА 3,4 2,9 1,9 2,6 5 7,1

3
Среда 1,7 1,6 1,5 1,3 4,1 2,3
ПА 4,4 2,4 1,9 1,5 5,3 2,7

4
Среда 2,1 1,9 1,7 1,2 3,2 2,1

ПА 7,3 2,7 4,8 1,7 5,5 4,1

5
Среда 3,6 3,4 1 1 5,2 1,5
ПА 7,8 3,7 1,5 1,5 6,7 2

6
Среда 1,1 1,9 1,4 1,9 7,8 5,3
ПА 2,8 2,2 1,8 2,1 14,4 5,3

7
Среда 2,8 2,8 1,3 1 6,1 3,3
ПА 7,3 3,6 1,9 1,7 7,2 5,1

8
Среда 2,1 2,2 2,2 2,3 7,1 5,1
ПА 3,7 2,4 2,4 12,3 8,5 7,2

9
Среда 6,8 3,5 1,7 1,6 8,1 4
ПА 7,2 4,5 2,3 1,9 12,5 5,9

10
Среда 1,4 2 1,6 1 2 3,9
ПА 13,2 2,1 2,1 1,6 2,5 4,4

11
Среда 0,7 1,2 1,4 1,8 2,4 2,3
ПА 10,3 1,7 2,7 2,5 2,8 2,5

12
Среда 1,5 1,3 2,2 1,2 3,9 3,2
ПА 16,2 1,8 5,6 1,9 4,3 3,6
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гочисленным исследованиям, проведенным ра-
нее [1]. В реакциях in vitro мы показали, что под 
влиянием ПА у всех вакцинированных доноров 
(за исключением 1 человека) происходит усиле-
ние экспрессии рецептора CD69 на поверхно-
сти Т- и В-лим фо ци тов, что свидетельствует об 

активации клеток. Об активации лимфоцитов 
свидетельствует также усиление их пролифе-
ративной активности в присутствии ПА. У 75% 
вакцинированных доноров происходило усилен-
ное деление Т-лимфоцитов, а у 50% доноров –  
В-лимфоцитов. Активация Т- и В-лимфоци тов 

Рисунок 1. Титры антител IgG к протективному антигену в сыворотке крови доноров, через 10–12 месяцев после 
иммунизации вакциной сибиреязвенной живой сухой.

Рисунок 2. Пролиферативная активность лимфоцитов в ответ на их активацию ПА in vitro у доноров, через 10–12 
месяцев после иммунизации вакциной сибиреязвенной живой сухой.
Примечание: А –  пример однопараметрических цитофлюорограмм, отражающих пролиферативную активность Т-лим-
фо ци тов донора № 12; В –  коэффициент пролиферативной активности лимфоцитов в ответ на их активацию ПА (По оси 
ординат k –  соотношение количества пролиферирующих лимфоцитов, активированных ПА, к количеству пролифери-
рующих лимфоцитов в среде, по оси абсцисс –  доноры. Положительный контроль –  среднее значение k пролиферирую-
щих лимфоцитов в присутствии ConA. Отрицательный контроль –  среднее значение k пролиферирующих лимфоцитов 
контрольной группы в присутствии ПА).
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под действием ПА, по всей видимости, свиде-
тельствует о наличии в крови специфических Т- 
и В- клеток памяти, способных запускать каскад 
иммунных реакций в ответ на взаимодействие 
со антигеном [6, 7].

В норме у здоровых людей СD30 молекула 
экспрессируется на поверхности небольшого 
процента Т-лимфоцитов (0–2%). СD30 рецептор 
является ко-стимулирующим рецептором, спо-
собствующему активации Т-клеток преимуще-
ственно по Th2 пути [8]. В наших эксперимен-
тах было выявлено усиление экспрессии СD30 
молекулы на поверхности лимфоцитов у пяти 
доноров, что позволяет предположить о гетеро-
генном пути направленности иммунного ответа 
в общей популяции людей.

Таким образом, в отдаленные сроки после 
иммунизации живой сибиреязвенной вакци-
ной в крови у людей циркулируют Т- и В-лим-
фоциты, способные к быстрому запуску иммун-
ных реакций. У людей, переболевших сибирской 
язвой, наблюдается аналогичная картина: в от-
даленные сроки после инфекции в крови не 
обнаруживаются специфические антитела, но 
длительное время сохраняется Th1 клетки, спо-
собные отвечать на антигены B. anthracis [9].

Анализ когорты сельскохозяйственных рабо-
чих, ранее зараженных кожной формой сиби-
реязвенной инфекции, показал наличие CD4+ 
Т-лим фо цитов памяти к антигенам B. anthracis. 
Длительные наблюдения показали, что несмо-
тря на продолжение работы в эндемичных по 
сибирской язве районах, у этих людей реинфек-
ция практически не наблюдается [10, 11].

Таким образом, несмотря на отсутствие спе-
цифических антител у людей сохраняется по-
ствакцинальный клеточный противосибире-
язвенный иммунитет, о чем свидетельствуют 
выявляемые в реакции in vitro специфические 
Т- и В-лим фо ци ты, способные быстро активи-
роваться под влиянием ПА.

ВЫВОДЫ

1. Через 10–12 месяцев после иммунизации 
живой сибиреязвенной вакциной практически 
у всех доноров в сыворотках крови не выявля-
ются антитела к ПА.

2. Через 10–12 месяцев после иммунизации 
живой сибиреязвенной вакциной практически 
у всех доноров в крови циркулируют Т- и/или 
В-лимфоциты, способные усиливать пролифе-
рацию под влиянием ПА и/или усиливать экс-
прессию активационного CD69 рецептора на 
поверхности клеток.

3. В отдаленные сроки после вакцинации 
у людей сохраняется клеточный противосиби-
реязвенный иммунитет.

Работа выполнена в рамках Отраслевой про-
граммы Роспотребнадзора.
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Vaccine prevention of anthrax in Russia is carried out according to epidemiological indications 1 time 
per year with the use of live anthrax vaccine. The main problem is the lack of a method to control the im-
munological effi  cacy of vaccination. The article presents data that analyzes the anthrax human humoral 
and cellular immunity among donors vaccinated 10–12 months ago with live anthrax vaccine. It was 
shown that in the blood serum of the most vaccinated donors did not detect antibodies to the protective 
antigen (PA). However, in all vaccinated patients (with the exception of one donor) T and B lymphocytes 
circulated in the blood enhanced proliferative activity ant the expression of activation receptors on their 
cell surface in response to PA in vitro. The obtained data suggested that predominantly specifi c cellular 
immunity is persisted in the long-term after vaccination against anthrax.
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