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Туляремия является зоонозной инфекцией, вы-
зываемой бактериями Francisella tularensis. Для про-
филактики туляремии в России используется живая 
туляремийная вакцина 15 НИИЭГ. Иммунизация 
данной вакциной приводит к формированию у лю-
дей длительного протективного иммунитета, ана-
логичного постинфекционному. В формировании 
постинфекционного и поствакцинального противо-
туляремийного иммунитета ключевую роль играют 
Т-лимфоциты, включая CD4+ и CD8+ T-клетки, фор-
мирующие в конечном итоге пул Т-клеток памяти. 
Т-лимфоциты памяти при повторном взаимодей-
ствии с антигенами возбудителя туляремии начина-
ют активно пролиферировать, преобразовываясь в 
эффекторные клетки, активно продуцирующие такие 
цитокины, как ИФН-γ и ФНО-α [7]. ИФН-γ и ФНО-α, 
в свою очередь, подавляют способность бактерий 
F. tularensis выживать и размножаться в макрофагах 
[4, 6 ]. Таким образом, Т-клетки памяти являются 
ключевым элементом иммунной защиты организма 
от повторного заражения туляремией. 

Проявление эффекторной активности клетками 
памяти в ответ на повторный контакт с антигенами 
возбудителя инфекции свидетельствует о наличии 
специфического иммунитета [5]. До последнего 
времени выявление противотуляремийного имму-
нитета у людей проводили с использованием се-
рологических исследований и/или реакции гипер-

чувствительности замедленного типа с тулярином. 
Аллергическая проба с тулярином может вызывать 
побочные реакции [1]. Поэтому взамен аллергиче-
ских реакций in vivo предпочтительно использовать 
тесты для оценки Т-клеточного звена противоту-
ляремийного иммунитета in vitro – безопасные для 
организма. Существующий метод in vitro – реакция 
лейкоцитолиза – с использованием тулярина позво-
ляет оценить цитотоксическую активность общего 
пула эффекторных клеток. Для выявления акти-
вации CD4+ и CD8+ субпопуляций Т-лимфоцитов 
широко используются методы цитофлюориметрии. 
Специфическую активацию лимфоцитов in vitro, 
как правило, индуцируют с использованием изо-
лированных антигенов или клеточных структур. 
Тулярин представляет собой инактивированную су-
спензию клеток F. tularensis, содержащую широкий 
спектр антигенов. В литературе отсутствуют дан-
ные об использовании тулярина in vitro в качестве 
специфического индуктора изменения эффекторной 
активности Т-клеток у мышей, иммунизированных 
живой туляремийной вакциной.

Цель исследования – оценить способность туля-
рина специфически активировать в системе in vitro 
CD4+ и CD8+ субпопуляции Т-лимфоцитов мышей, 
иммунизированных вакцинным штаммом F. tularen-
sis 15 линии НИИЭГ, а также выявить наличие анти-
тел к тулярину в сыворотках иммунных мышей.
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Материалы и методы

Штаммы. В работе использовались штам-
мы F. tularensis 15 линии НИИЭГ, F. tularensis 503; 
Yersinia pestis EV НИИЭГ; Salmonella enteritidis 92 
из коллекции патогенных микроорганизмов ГНЦ 
ПМБ. Бактериальные культуры для иммунизации 
мышей выращивали: F. tularensis 15 линии НИИЭГ, 
F. tularensis 503 – на FT агаре (ФБУН ГНЦ ПМБ) 
16 ч при 37 °С; Yersinia pestis EV НИИЭГ – на агаре 
Brain heart infusion (High Media, India) с добавлени-
ем 5 % гемолизированной крови 16–18 ч при 28 °С; 
Salmonella enteritidis 92 – на ГРМ-агаре (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск) 16 ч при 37 °С. 

Животные. Мышей линии BALB/c весом 18–
20 г иммунизировали однократно подкожно клетка-
ми F. tularensis 15 линии НИИЭГ и Salmonella ente
ritidis 92 по 20 КОЕ (14 и 7 мышей в группах соот-
ветственно), Y. pestis EV НИИЭГ в дозе 1·105 КОЕ (7 
мышей в группе). На 28-е сутки после иммунизации 
у семи мышей из каждой группы, включая интакт-
ных в качестве отрицательного контроля, отбирали 
кровь для получения сывороток и селезенки для вы-
деления спленоцитов. 

Заражение. На 28-е сутки после иммунизации 
по 7 мышей заражали подкожно штаммом F. tular-
ensis 503 (LD50 меньше 10 КОЕ): интакт ных – в дозе 
10 КОЕ/мышь; иммунизированных штаммом F. tula-
rensis 15 линии НИИЭГ – в дозе 500 КОЕ/мышь (50 
LD50). Наблюдение за зараженными животными про-
водили в течение 21 сут. Селезенки павших живот-
ных гомогенизировали и высевали на FT агар. 

Тулярин (аллерген туляремийный жидкий для 
накожного применения) – коммерческий препарат, 
представляющий собой взвесь туляремийных ми-
кробов вакцинного штамма F. tularensis 15 линии 
НИИЭГ, убитых нагреванием в 0,9 % растворе хло-
рида натрия (ФГУН «НПО «Микроген», Омск). 

определение титра антител. Тулярин в коли-
честве 108 кл/мл адсорбировали в лунки 96-лу ноч-
ного планшета фирмы Costar (США) при 4 °С в те-
чение ночи. 

Свободные центры связывания блокировали 3 % 
раствором сухого обезжиренного молока при 37 °С в 
течение 30 мин. Сыворотки мышей исходно разводи-
ли 1:20, далее титровали с шагом 1:2 и инкубировали 
при 37 °С в течение 1 ч. После трехкратной отмыв-
ки добавляли конъюгат овечьих антител к иммуно-
глобулину мыши – пероксидаза хрена (Amersham) в 
рабочем разведении и инкубировали при 37 °С в те-
чение 1 ч. Окрашивание проводили раствором суб-
страта для пероксидазы хрена ортофенилендиамина 
(ОФД) (Sigma, США) с добавлением перекиси водо-
рода до 0,03 %. Реакцию останавливали раствором 
0,1 М соляной кислоты. Оптическую плотность в 
лунках планшета определяли с помощью Multiscan 
(«Labsystem», Финляндия) при длине волны 492 нм. 

определение поверхностных маркеров лимфо-
цитов и внутриклеточных цитокинов. Спленоциты 

(5·105 кл/мл) каждой группы мышей выделяли [8], 
пулировали и инкубировали в лунках 96-луночно-
го планшета по 200 мкл 24 ч при 37 °С во влажной 
атмосфере с содержанием 5 % СО2 в присутствии 
тулярина (108 м.к./мл) и без него. После инкубиро-
вания спленоциты отмывали в фосфатно-солевом 
буфере и обрабатывали моноклональными антите-
лами к поверхностным маркерам CD3 PerCP (BD 
Biosciences Farmigen), CD4 APC, CD8 PE, CD69 
FITC (Caltag, Invitrogen) в соответствии с инструк-
циями производителей.

Для определения внутриклеточных цитоки-
нов за 4 ч до внесения моноклональных антител в 
культуру спленоцитов добавляли пермеабилизатор 
GolgiPlug (BD Bioscience). Затем добавляли моно-
клональные антитела к поверхностным рецепторам 
CD3 PerCP и CD4 APC. Через 15 мин добавляли 
0,2 % раствор Твин-20 и моноклональные антитела 
IFNg-FITC и ФНО-α-PE (Caltag, Invitrogen) и инку-
бировали еще 20 мин. 

Спленоциты анализировали на проточном ци-
тофлюориметре FACSCalibur (Becton Dickinson). Для 
анализа выделяли (гейтировали) клетки с близкими 
физическими параметрами светорассеяния и интен-
сивностью флюоресценции. В каждом образце ана-
лизировали 10 тыс. клеток. Процент клеток, несущих 
маркер CD69, а также клетки, содержащие внутри-
клеточные цитокины ИФН-γ и ФНО-α, определяли с 
помощью трехцветного цитометрического анализа в 
программе «Cell Quest». 

Статистика. Достоверность различий опреде-
ляли по t-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Формирование протективного противотуля-
ремийного поствакцинального иммунитета у экс-
периментальных животных было подтверждено 
результатами экспериментальной инфекции после 
заражения штаммом F. tularensis 503: все заражен-
ные мыши, иммунизированные F. tularensis 15 ли-
нии НИИЭГ, оставались живыми до конца срока на-
блюдения, а все интактные – погибли на 4–6-й день 
после инфицирования. 

Оценка гуморального иммунитета методом 
ИФА показала, что у мышей, иммунизированных 
F. tularensis 15 линии НИИЭГ, титр антител составил 
в среднем 1:68 (таблица). Несмотря на 100 % вы-
живаемость иммунных мышей, у одного животного 
из пяти проверенных титр антитела к тулярину был 
1:20. У мышей, вакцинированных гетерологичными 
вакцинами Salmonella enteritidis 92 и Yersinia pestis 
EV НИИЭГ, антитела к тулярину в ИФА не обнару-
живались, что свидетельствует о специфичности ре-
акции с тулярином.

Возможность использования тулярина в каче-
стве активатора Т-лимфоцитов оценивали по измене-
нию экспрессии поверхностного рецептора CD69 – 
маркера ранней активации клеток. В таблице при-
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ведены данные процентного содержания Т-хелперов 
(CD3+CD4+) и Т-супрессоров (CD3+CD8+), экпресси-
рующих маркер CD69, после стимуляции их in vitro 
тулярином в популяции лимфоцитов, полученных от 
интактных и иммунизированных мышей. Ранее было 
показано, что возбудители туляремии, чумы и саль-
монеллеза имеют перекрестно реагирующие антиге-
ны [9]. Поскольку нами методом ИФА в сыворотках 
мышей, иммунизированных Y. pes tis и S. enteritidis, 
не выявлено перекрестно реагирующих антител с 
тулярином, то для подтверждения специфичности 
экспрессии маркера ранней активации на Т-хелперах 
в ответ на стимуляцию их in vitro тулярином иссле-
довались также лимфоциты, полученные от мышей, 
иммунизированных Y. pestis EV НИИЭГ и S. enteriti-
dis 92 в иммуногенных дозах. 

Без активации тулярином in vitro количество 
CD69-позитивных CD4+ Т-лимфоцитов, выделенных 

из селезенки мышей на 28-й день после иммуниза-
ции животных вакцинными штаммами F. tu larensis 
15 линии НИИЭГ, Y. pestis EV НИИЭГ или S. enteriti-
dis 92, составило 1,07, 1,39 и 2,64 % соответственно. 
Содержание CD69-позитивных CD4+ Т-лим фоцитов 
у интактных мышей составило 0,46 %. Некоторое 
увеличение содержания CD69+ Т-хел пе ров у иммун-
ных животных по сравнению с лимфоцитами, полу-
ченными от интактных мышей, свидетельствует о 
спонтанной поствакцинальной функциональной ак-
тивности лимфоцитов. 

Активация спленоцитов in vitro тулярином 
приводила к увеличению CD69-позитивных Т-хел-
перов только в группе мышей, иммунизированных 
живой туляремийной вакциной. Процент лимфо-
цитов с маркерами CD3+CD4+CD69+ в этой группе 
животных после стимуляции тулярином увеличил-
ся до 8,94 и коэффициент стимуляции (КС) соста-

Специфическая активность гуморального и клеточного противотуляремийного иммунитета у мышей линии BALB/c

Группы мышей  
(n=7)

Средние  
реципрокные  
титры антител  

к тулярину

CD3+CD4+CD69+ CD3+CD8+CD69+

Условия культивирования
КС*

Условия культивирования
КС*без активации, 

среда RPMI, %
активация  

тулярином, %
без активации, 
среда RPMI, %

активация  
тулярином, %

Интактные 20 0,46 0,77 1,67 2,91 3,78 1,30

Иммунизированные  
F. tularensis 15 линии НИИЭГ

68 (20÷160) 1,07 8,94 8,36 3,82 7,65 2,00

Иммунизированные Y. pestis 
EV НИИЭГ

20 1,39 2,67 1,92 1,63 2,69 1,65

Иммунизированные 
S. enteritidis 92

20 2,64 2,78 1,05 8,58 9,36 1,09

*Коэффициент стимуляции – соотношение CD69+ лимфоцитов, стимулированных in vitro тулярином, к количеству CD69+ лимфоцитов, не сти-
мулированных.

Процентное содержание Т-хелперов, 
синтезирующих ИФН-γ и ФНО-α  

без стимуляции и после стимуляции 
их in vitro тулярином, у мышей, им-

мунизированных F.tularensis 15 линии 
НИИЭГ:

Процентное содержание CD3+CD4+ клеток, 
синтезирующих ИФН-γ (А) и ФНО-α (В)  

без стимуляции in vitro тулярином;  
процентное содержание CD3+CD4+ клеток,  
синтезирующих соответственно ИФН-γ (Б)  

и ФНО-α (Г) после стимуляции in vitro  
тулярином
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вил 8,36. В остальных группах мышей КС не пре-
вышал 1,92. Полученные данные свидетельствуют 
о специфичной активации тулярином Т-хелперов 
(CD3+CD4+CD69+) мышей со сформированным им-
мунитетом к туляремии. 

В субпопуляции цитотоксических лимфоцитов 
(CD3+CD8+) под влиянием тулярина in vitro тенден-
ция к увеличению клеток, экспрессирующих маркер 
CD69, отмечалась только в группе мышей, иммуни-
зированных против туляремии (КС = 2, таблица).

Достоверное по отношению к не активирован-
ным тулярином лимфоцитам увеличение Т-хел перов, 
синтезирующих ИФН-γ и ФНО-α, в ответ на стимуля-
цию антигенами туляремийного микроба in vitro обна-
ружено только у лимфоцитов, выделенных от мышей, 
иммунизированных F. tularensis 15 линии НИИЭГ 
(рисунок). Содержание CD3+CD4+CD69+ лимфоцитов, 
синтезирующих ИФН-γ и ФНО-α, после активации их 
in vitro тулярином составляло 9,01 и 11,37, а без стиму-
ляции – 1,95 и 1,45 % соответственно.

Таким образом, показано, что тулярин содержит 
антигены, которые специфически взаимодейству-
ют с антителами сывороток мышей, вакцинирован-
ных F. tularensis 15 линии НИИЭГ. Молекулярные 
структуры, содержащиеся в тулярине, специфически 
усиливают экспрессию CD69 Т-хелперами мышей 
линии BALB/c, иммунизированных против туляре-
мии, в системе in vitro. Кроме того, нами показано, 
что тулярин специфически усиливает синтез ИФН-γ 
и ФНО-α лимфоцитами CD3+CD4+, что согласуется 
с данными, полученными в реакции гиперчувстви-
тельности замедленного типа (ГЗТ) у людей, вакци-
нированных F. tularensis 15 линии НИИЭГ или пере-
болевших туляремией. В реакции ГЗТ происходит 
активация фагоцитов и Т-хелперов первого типа – 
Th1, приводящая к продукции ИФН-γ, ФНО-α и уси-
лению экспрессии CD69 [6]. Поэтому предлагаемая 
нами реакция с тулярином in vitro, позволяющая вы-
явить специфическую экспрессию рецептора CD69 

на поверхности CD4+ субпопуляции Т-лимфоцитов 
и усиление синтеза ИФН-γ и ФНО-α лимфоцитами 
CD3+CD4+, может быть использована для выявления 
постинфекционного или поствакцинального имму-
нитета к туляремии.
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