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Используемая в странах СНГ живая чумная 
вакцина на основе штамма Yersinia pestis EV линии 
НИИЭГ обеспечивает напряженный иммунитет от 
бубонной и легочной чумы за счет стимуляции как 
гуморального, так и клеточного звеньев иммунитета 
[2, 5], но обладает рядом существенных недостатков. 
Ревакцинация живой вакциной с интервалом менее 
6 месяцев индуцирует иммунный ответ, достаточ-
ный для быстрой элиминации бактерий вакцинного 
штамма из организма. Это препятствует развитию 
полноценного процесса ревакцинации и не обеспе-
чивает поддержания напряженного иммунитета на 
уровне, достаточном для защиты от последующего 
заражения вирулентными штаммами. Кроме того, 
живая вакцина может вызывать у части иммунизиро-
ванных сторонние реакции различной степени тяже-
сти, а также генерализованный инфекционный про-
цесс у лиц с нарушениями иммунного статуса [1, 2, 
5, 10]. В последнее время многие исследователи ра-
ботают над конструированием «химических» (субъе-
диничных) чумных вакцин. Эти вакцины позволяют 
за счет введения в их состав только индивидуальных 
иммунодоминантных антигенов Y. pestis значительно 
снизить реактогенность препарата в целом; эффек-
тивны для ревакцинации; могут быть использованы 
на фоне экстренной профилактики антибиотиками и 
исключают возможность возникновения инфекци-
онного процесса у лиц с нарушениями иммунного 
статуса. Основным их недостатком является то, что 
большинство индивидуальных антигенов, в отличие 
от бактериальных клеток, индуцируют преимуще-
ственно гуморальный иммунитет [3, 7, 8, 10]. 

Решающим критерием профилактической цен-
ности вакцин у людей является их эпидемиологи-
ческая эффективность, которую проводят на основе 
анализа снижения уровня заболеваемости среди вак-
цинированного населения. Оценка эффективности 
вакцинации против чумы затруднена в связи с тем, 
что в последние годы отмечаются лишь спорадиче-
ские вспышки этой инфекции. До последнего вре-

мени косвенную оценку эффективности вакцинации 
проводили путем определения поствакцинальных 
титров антител к использованным для иммунизации 
антигенам (F1 и V) [10, 11]. Однако в целом ряде слу-
чаев серонегативные животные обладали напряжен-
ным иммунитетом к чуме [8].

Вышеизложенные факты указывают на необходи-
мость разработки эффективных и воспроизводимых 
косвенных методов оценки напряженности клеточно-
го звена поствакцинального иммунитета к чуме.

Одним из методов оценки активации лимфоцитов 
является скрининг экспрессии поверхностных марке-
ров клеток. CD69 рецептор – маркер ранней активации 
появляется на поверхности антиген- или аллерген-
специфически активированных in vitro лимфоцитов 
[4, 9]. Экспрессируясь на поверхности клетки рецеп-
тор CD69 действует как костимулирующая молекула 
Т-клеточной активации и пролиферации [4, 12].

Цель исследования – оценить способность анти-
генов чумного микроба F1 и V специфически активи-
ровать в системе in vitro субпопуляции Т-лимфоцитов 
мышей линии BALB/c, иммунизированных против 
чумы. 

Материалы и методы

Мышей линии BALb/c (5 групп по 5 животных) 
иммунизировали подкожно двукратно с интервалом 
4 недели 0,9 % раствором натрия хлорида, гидрокси-
дом алюминия – контрольные группы; антигенами 
Y. pestis, сорбированными на гидроокиси алюминия: 
V, F1, или смесью F1 и V антигенов. На 28-е сутки 
после второй иммунизации у мышей отбирали сыво-
ротку крови и спленоциты.

Определение титра антител. Для определения 
титра антител использовали твердофазный имму-
ноферментный анализ. Сыворотки тестировали на 
планшетах, сенсибилизированных раздельно антиге-
нами V и F1. В качестве контролей использовали сы-
воротки не иммунизированных мышей и сыворотки 
животных, которым вводили суспензию гидроокиси 
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алюминия без антигенов.
F1 и V антигены сорбировали на планшеты в 

течение 1 ч при 37 °C в 0,1 М карбонатном буфере, 
рН 9,6. После каждого этапа планшеты промывали 
10 мМ трис-буфером, содержащим 0,15 М NaCl и 
0,05 % твина-20, рН 7,2. Начиная с разведения 1:1000, 
антитела разводили с шагом в 2,5 раза. Каждую сы-
воротку тестировали на трех различных планшетах. 
Продолжительность инкубации с рабочими раствора-
ми на всех этапах составляла 1 ч при 37 °C. Конъюгаты 
антимышиных антител с пероксидазой хрена разводи-
ли 1:3000. В качестве субстрата использовали ортофе-
нилендиамин, ферментативную реакцию останавли-
вали через 15 мин 1 М раствором серной кислоты и 
определяли оптическую плотность растворов в лун-
ках при 490 нм. При измерении использовали функ-
цию автоматического вычитания фона.

Определение поверхностных маркеров лимфо-
цитов. Спленоциты (5·105 кл/мл) каждой группы 
мышей выделяли и инкубировали в лунках 96-лу-
ночного планшета по 200 мкл 24 ч при 37 °С, во 
влажной атмосфере, 5 % СО2 в присутствии F1 (1 и  
10 мкг/мл) или V антигена (1 и 10 мкг/мл) чумного 
микроба. В качестве положительного контроля слу-
жили лимфоциты иммунных и интактных мышей, 
активированные ConA (5 мкг/мл), в качестве отрица-
тельного – лимфоциты иммунных и интактных мы-
шей без стимуляции in vitro. По окончании инкуби-
рования спленоциты отмывали и окрашивали моно-
клональными антителами к поверхностным марке-
рам CD3 PerCP (BD Biosciences Farmigen), CD4 APC, 
CD8 PE, CD69 FITC (Caltag, Invitrogen). 

Анализ проводили на проточном цитофлюори-
метре FACSCalibur (Becton Dickinson) в объеме, ука-
занном фирмой-производителем, и инкубировали в 
темноте в течение 15 мин при 20 °С. 

Лимфоциты гейтировали – выделяли для ана-
лиза клетки с общими физическими параметрами 
светорассеяния и интенсивностью флюоресценции. 
Анализировали 10 тысяч событий каждого образ-
ца. После этого клетки отмывали и фиксировали. 
Готовые пробы хранили при 4 °С до проведения ци-
тометрического исследования. 

Процент клеток, несущих маркер CD69, опре-
деляли с помощью трехцветного цитометрического 
анализа в программе «Cell Quest». 

Определение напряженности иммунитета. 
Оценку вирулентности проводили на мышах в усло-
виях лаборатории уровня биологической безопас-
ности BSL3. Мышей заражали подкожно 10-кратно 
возрастающими дозами суспензии 28-градусных 
культур Y. pestis 231 в 0,9 % растворе натрия хлорида 
в объеме 0,2 мл на животное (заражающая доза со-
ставляла от 2·100 до 2·105 КОЕ). Каждой заражающей 
дозой иммунизировали группу, состоящую из 5 жи-
вотных. Наблюдение за зараженными животными 
проводили в течение 21 сут, погибших животных 
вскрывали и подвергали бактериологическому ис-
следованию. Вычисление величин LD50 проводили по 

методу Кэрбера в модификации [6]. Напряженность 
иммунитета (индекс иммунитета (ИИ)), т.е. способ-
ность вакцинного препарата предохранять животное 
от заражения массивными дозами вирулентной куль-
туры, определяли по величине заражающей дозы, 
выраженной в LD50 вирулентного штамма для ин-
тактных животных, при заражении которой на 21-е 
сутки выживает не менее 50 % животных, определя-
ли по формуле: 

           LD50имм              ИИ =               LD50инт

где ИИ – индекс иммунитета; LD50имм – LD50 
для животных, иммунизированных исследуемым 
препаратом препаратом, КОЕ; LD50инт – LD50 для 
интактных животных, КОЕ.

Все эксперименты с животными, описанные в 
данной работе, одобрены комитетом по биоэтике 
Государственного научного центра прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии.

Результаты и обсуждение

На рис. 1 отображен порядок гейтирования 
лимфоцитов (логическое ограничение клеток по за-
данным параметрам), который позволяет выявить 
функционально-активированные субпопуляции Т-хел -
перов и цитотоксических лимфоцитов, несущих на 
поверхности CD69 рецептор. 

В отрицательных контролях (клетки иммунных 
и интактных мышей, инкубированные 24 ч в полной 
среде RPMI) количество CD69-позитивных Т-хел пе-
ров и Т-супрессоров составляло 3–8 %. В положи-
тельных контролях (клетки иммунных и интактных 
мышей, инкубированные 24 ч в полной среде RPMI 
с ConA) появлялось до 90 % активированных CD69-
клеток у интактных животных и 40–60 % CD69-
позитивных лимфоцитов у животных, иммунизи-
рованных гидроксидом алюминия или антигенами 
чумного микроба, сорбированными на гидроокиси 
алюминия. Снижение способности лимфоцитов им-
мунных мышей экспрессировать ранний маркер ак-
тивации CD69 в ответ на митогенный стимулятор 
ConA обусловлено развитием неспецифической им-
мунодепрессивной реакции за счет формирования 
иммунного ответа на антигены чумного микроба. 

Стимуляция лимфоцитов интактных животных 
in vitro антигенами чумного микроба F1 или V в дозах 
1 или 10 мкг/мл не приводила к усилению экспрессии 
на поверхности клеток CD69 рецептора (рис. 2).

Выраженное увеличение активированных 
Т-хелперов (60,69 %) и цитотоксических лимфоцитов 
(58,95 %) в ответ на стимуляцию спленоцитов in vitro 
F1 чумного микроба обнаружено в группе мышей, 
иммунизированных смесью антигенов чумного ми-
кроба F1 и V. Сыворотки крови этой группы мышей 
характеризуются высокими титрами антител к F1 и 
V антигенам чумного микроба (таблица). По сравне-
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нию с фоном, средние значения которого составляли 
0,02 оптических единицы против фосфатно-солевого 
буфера с Твином 20, достоверное повышение вели-
чины оптических плотностей для группы животных, 
иммунизированных смесью антигенов чумного ми-
кроба F1 и V, отмечалось при разведении сывороток 
5·10−6. У мышей, иммунизированных смесью анти-

генов чумного микроба F1 и V, формировался выра-
женный противочумный иммунитет (ИИ = 22241). 

Достоверно-значимое увеличение CD69-пози-
тив ных лимфоцитов (18,61 % Т-хелперов и 23,25 % – 
ци тотоксических лимфоцитов) в ответ на стимуля-
цию in vitro F1 чумного микроба отмечено также в 
группе мышей, иммунизированных F1 антигеном 

Рис. 1. Экспрессия раннего маркера активации CD69 на Т-хелперах (CD3+CD4+)  
и цитотоксических лимфоцитах (CD3+CD8+) интактных и иммунных мышей 

На рисунках показана последовательность выявления активированных популяций Т-лимфоцитов.  
По боковому SSC и прямому FSC светорассеиванию гейтируют клетки различного размера без гранул – гейт (область) R1.  

Из гейта R1 выбирают позитивные по CD3+ рецептору лимфоциты R2. Внутри популяции CD3+ лимфоцитов (правая верхняя цитограмма) выделяют 
Т-хелперы CD3+CD4+ (R3) и цитотоксические лимфоциты CD3+CD8+ (R4). В каждой субпопуляции CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток  определяют про-

цент CD69+ лимфоцитов. На линейных графиках (второй и третий ряд цитограмм) CD69-позитивные лимфоциты расположены под отрезком М1. 
Положительный контроль – клетки интактных и иммунных мышей, стимулированные ConA; отрицательный – лимфоциты без стимуляции. 

Рис. 2. Процент Т-хелперов (CD3+CD4+) и цитотоксических лимфоцитов (CD3+CD8+) интактных и иммунных мышей,  
экспрессирующих ранний маркер активации CD69, после стимуляции их in vitro антигенами чумного микроба

Левая диаграмма отображает процентное содержание CD69+ Т-хелперов, правая – CD69+ цитотоксических лимфоцитов. 
По оси абсцисс указано наличие стимуляторов в среде. Высота столбца отображает процент CD69-позитивных клеток в субпопуляции 

Т-лимфоцитов. Узор столбца идентифицирует группы мышей, иммунизированных одним и тем же препаратом
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Оценка протективности поствакцинального противочумного иммунитета в экспериментальных группах мышей

Группа мышей LD50, КОЕ ИИ
CD69+, %* Разведение сывороток1

CD3+CD4+ CD3+CD8+ F1 V

Интактные 1 
(0,1–1,4)**

1 9,19 8,32 0 0

Иммунизированные Al(OH)3 1 
(0,1–2)**

1 6,66 2,7 0 0

Иммунизированные V 222  
(56–885)**

222 9,29 1,34 - 5·10–6

Иммунизированные F1 2224 
(558–88544)**

2224 18,61 23,45 10–4 -

Иммунизированные F1 + V 22241  
(7033–88543)**

22241 60,69 58,95 2·10–5 5·10–6

Примечания:  1 – максимальное разведение сывороток, при котором выявляются антитела к антигенам чумного микроба; ИИ – индекс имму-
нитета; * n = 5 (спленоциты пулированы от 5 мышей); ** пределы колебаний LD50.

чумного микроба. Максимальное разведение сыво-
роток, при котором выявляли антитела к F1 антигену 
чумного микроба, составило 10−4. Индекс иммуните-
та составил 2224.

V антиген чумного микроба в дозах 1 или  
10 мкг/мл не обладал способностью индуцировать 
in vitro усиление экспрессии CD69 рецептора на по-
верхности лимфоцитов мышей. Максимальное раз-
ведение сывороток, при котором выявляли антитела 
к V антигену чумного микроба, составило 5·10−6, ин-
декс иммунитета – 2224.

Титры сывороток против антигена F1 у мышей, 
иммунизированных смесью антигенов, заметно пре-
вышали те же параметры у животных, которым вво-
дили только F1, то есть при введении двух белков, 
антиген V усиливал гуморальный иммунный ответ 
на антиген F1. Титры антител против V антигена у 
мышей, иммунизированных только одним белком V 
и смесью белков, практически совпадали. 

Увеличение невосприимчивости к заражению 
чумной инфекцией у мышей, иммунизированных 
смесью антигенов чумного микроба (F1 и V), корре-
ли ровало с появлением значительного количества 
CD69-позитивных Т-хелперов и цитотоксических 
лимфоцитов в ответ на стимуляцию их in vitro F1 
антигеном чумного микроба.

Таким образом, экспрессия раннего маркера ак-
тивации CD69 в субпопуляциях Т-хелперов и цито-
токсических лимфоцитов в ответ на стимуляцию in 
vitro F1 Y. pestis коррелировала с напряженностью по-
ствакцинального иммунитета к чуме, индуцированно-
го иммунизацией F1 или смесью F1 и V антигенов. 

Работа выполнена по проекту РФФИ 08-04-
00405-а и Государственному контракту № 119-Д от 
11.06.2009 г. в рамках Федеральной целевой про-
граммы «Национальная система химической и био-
логической безопасности Российской Федерации 
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Determination of the Expression of CD69 Marker  
of Early Activation in the Immune Mice Lymphocytes  

after their Stimulation with Plague Agent Antigens
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Evaluated was the ability of plague microbe antigens F1 and V to ac-
tivate specifically in the in vitro system subpopulations of T-lymphocytes of 
BALB/c mice immunized against plague. The level of CD69 expression at the 
lymphocytes surface was proposed to be evaluated as the marker of lympho-
cytes activation. Expression of CD69 early marker of activation in subpopu-
lations of T-helpers and cytotoxic lymphocytes, reciprocated by the in vitro 
stimulation with Y. pestis F1, correlated with the intensity of the anti-plague 
postvaccinal immunity induced by immunization with F1 or F1and V antigens 
mixtures.
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