
Э
п

и
дем

и
ологи

я и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кти

ка
 №

 2
 (8

1
)/2

0
1

5

107

Вакцинопрофилактика

В.В. Войткова 1 (vvoitkova@mail.ru)1, В.И. Дубровина1 (dubrovina-valya@mail.ru), 
С.В. Лукьянова1, О.В. Юрьева1, О.Б. Колесникова1, К.М. Корытов1, 
Г.П. Александрова2, В.П. Ильин1, С.В. Балахонов1

1  ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора 

2  Иркутский институт химии им. А.Е. Фаворского Сибирского отделения РАН

Воздействие антигенного препарата 
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2
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субпопуляционный состав В-лимфоцитов крови 
(Сообщение 2)

 
Резюме

Представлены материалы исследования антигенного препарата S-2 Bacillus anthracis 34F2 Sternе и его сочетанного примене-

ния с наноструктурированным кобальт-арабиногалактаном (Со-АГ). Показана способность этих препаратов стимулировать про-

лиферацию и дифференцировку В-лимфоцитов, содержание которых существенно различается в динамике развития иммунного 

ответа. Со-АГ проявляет адъювантные свойства, способствующие повышению иммуногенных свойств препарата S-2 B. anthracis 

34F
2  

Sternе, что может указывать на перспективность его применения в качестве адъюванта при конструировании химических 

вакцин.
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abstract

Study of Bacillus anthracis 34F2 Sternе antigenic preparation S-2 and its combined use with nanostructured cobalt-arabinogalaktan 

(Со-АG) is presented. The ability of these preparations to stimulate proliferation and differentiation of B-lymphocytes is demonstrated. 

However, content of the B-lymphocyte circulating subpopulations depends on the time of observation. Co-AG exhibits adjuvant 

properties enhanced the immunogenic features of the S-2 B. anthracis 34F2 Sterne that may indicate its availability as an adjuvant 

in the construction of chemical vaccines.
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Введение
В настоящее время усовершенствованию и раз-

работке новых вакцинных препаратов уделяется 
большое внимание, в связи с чем ведутся поиск 
и изучение антигенных компонентов для создания 
химических вакцин. Вакцинные препараты, созда-
ваемые на основе высокоочищенных и нетоксич-
ных бактериальных антигенов, соответствуют стан-
дартам безопасности, предъявляемым Всемирной 
организацией здравоохранения [1]. Однако многие 
из таких антигенов характеризуются сниженной 
иммуногенностью, что приводит к необходимости 
включения в состав вакцин веществ, способных 
стимулировать иммунный ответ (адъюванты, имму-
номодуляторы) [2 – 6].

Известно, что B. anthracis оказывает повреждаю-
щее действие на различные клетки макроорганизма 
(макрофаги, нейтрофилы, Т- и В-лимфоциты), блоки-
руя процессы пролиферации, синтеза/секреции ци-
токинов и иммуноглобулинов [7]. Установлены имму-
ногенные свойства белков S-слоя Bacillus anthracis 
[8 – 10]. Также было показано, что антигенный 
препарат из вакцинного штамма B. anthracis 34F

2 

Sternе (S-2) в сочетании с Со-АГ обладает способ-
ностью повышать неспецифические факторы имму-
нитета, пролиферативную и функциональную актив-
ность лимфоцитов [11 – 14], в связи с чем одним 
из важнейших аспектов в изучении свойств белков 
S-слоя и адъювантов является оценка иммунного 
статуса экспериментальных животных, в частности 
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содержания различных циркулирующих клеточных 
линий В-лимфоцитов, как одного из критериев оцен-
ки эффективности формирования гуморального им-
мунного ответа.

Цель работы – изучить действие S-2 B. anthracis 
в сочетании с Со-АГ на содержание циркулирующих 
субпопуляций В-лимфоцитов.

Материалы и методы
В работе использовали 180 сертифицирован-

ных (НПО «Вектор», г. Новосибирск) беспородных 
белых мышей, стандартных по условиям содержа-
ния и весу (массой 18 – 20 г).

В качестве объекта исследования служил анти-
генный препарат, полученный из вакцинного штам-
ма B. anthracis 34F

2 
Sternе (S-2) [11]. В качестве 

адъюванта использовали кобальт-арабиногалак-
тан (Со-АГ; содержание металла – 1%) [15].

Для достижения сопоставимости групп подопыт-
ных животных (45 особей) отбирали случайным об-
разом и подкожно вводили им следующие препараты: 
группе I – S-2 B. anthracis 34F

2
 Sternе (40 мкг/0,2 мл 

забуференного физиологического раствора – ЗФР), 
группе II – Со-АГ (40 мкг/0,2 мл ЗФР) и группе III – S-2 
B. anthracis 34F

2
 Sternе + Со-АГ (по 40 мкг/0,2 мл 

ЗФР) из расчета 2 мг/кг веса (по белку). Контролем 
служили интактные белые мыши (группа IV). Учет 
результатов проводили на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сут-
ки после введения препарата. Животных выводили 
из эксперимента в соответствии с требованиями 
Приказа МЗ СССР от 12 августа 1977 года № 755 «О 
мерах по дальнейшему  совершенствованию  орга-
низационных форм работы с использованием экс-
периментальных животных».

Материалом для исследования служила гепари-
низированная кровь мышей. Фенотип В-лимфоцитов 
определяли с использованием моноклональных 
антител компании Becton Dickinson (США) в панели 
CD19-APC-Cy7/CD138-APC/CD38-PE. Окрашивание 

образцов проводили по стандартной методи-
ке согласно инструкции производителя и ана-
лизировали на проточном цитофлуориметре BD 
FACSCanto™ II в программе BD Diva 6.0.

В каждой пробе анализировалось 10 000 со-
бытий CD19+-клеток. В рамках циркулирующей 
популяции В-лимфоцитов оценивали содержание 
(%) клеточных линий: CD38–CD138–, CD38+CD138–, 
CD38–CD138+, CD38+CD138+.

Индекс содержания (ИС) CD38–СD138–- 
и CD38+CD138–-клеток рассчитывали по формуле: 
ИВ = (О – К)/К х 100%, где О – процентное содер-
жание клеток в опыте, К – процентное содержание 
клеток в контроле.

Статистическую обработку данных проводили 
программами пакета Statistica 6.1 (©StatSoft, Inc 
19842001, ИПЧИ № 31415926535897) с учетом 
типа распределения, числа и связности групп. Для 
переменных, имеющих распределение близкое к нор-
мальному, применяли критерии параметрической ста-
тистики Стьюдента, Фишера, Левена, ANOVA, в про-
тивном случае – непараметрические (Манна–Уитни, 
Вилкоксона, Крускала–Уоллиса) и ранговый диспер-
сионный анализ. Проблему Беренса–Фишера решали 
методами дисперсионного анализа или по непараме-
трическим критериями. Дескриптивные характеристи-
ки изучаемых величин представлены в виде среднего 
арифметического (Mean) ± среднего квадратичного 
отклонения (SD). Уровень доверительной вероятности 
выбран традиционным для медико-биологических ис-
следований – 95%, различия считали достоверными 
при р < 0,05.

При отсутствии статистически значимых разли-
чий выборки объединяли для повышения достовер-
ности результатов.

Результаты и обсуждение
Незрелые В-лимфоциты, мигрирующие из кост-

ного мозга в селезенку для окончательного созре-

Рисунок 1. 
Индекс содержания CD38–CD138–-клеток в крови экспериментальных животных

Примечание:* р < 0,03; **р < 0,01 по сравнению с контролем.
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вания, являются транзиторными и подразделяются 
на два типа (Т1 и Т2), однако в крови обнаружи-
ваются только Т1. Рядом авторов было продемон-
стрировано, что из В-лимфоцитов Т1 лишь незна-
чительная часть экспрессируют CD38 [16, 17], на 
основании чего CD38–CD138–-клетки можно отне-
сти к популяции Т1.

Фенотипический анализ субпопуляций В-лимфо- 
цитов показал, что у животных группы I отмеча-
лось статистически значимое снижение уровня 
этих клеток на 3-и и 14 – 21-е сутки после введе-
ния препарата. При инокуляции мышам Со-АГ и 
S-2 + Со-АГ наблюдалось повышение субпопуляций 
В-лимфоцитов на 7-е сутки в среднем в 1,5 раза по 
сравнению с группами I (p = 0,016 и р = 0,015 со-
ответственно) и IV (p = 0,011 и р = 0,015). Следует 
отметить, что в случае применения S-2 + Со-АГ у 
белых мышей на 3-и сутки также регистрировалось 
снижение содержания CD38–CD138–-клеток, что 
подтверждается отрицательными значениями ИС 
этих клеток относительно контроля (рис. 1).

Известно, что CD-38 регулирует пролиферацию, 
выживание, активацию и апоптоз В-лимфоцитов 
в процессе их дифференцировки, а также участву-
ет в передаче сигнала, опосредующего продукцию 
цитокинов [16, 18]. То есть CD38+CD138–-клетки 
представляют собой гетерогенную популяцию 
В-лимфоцитов, включающую не только незре-
лые, но и зрелые покоящиеся и активированные 
В-лимфоциты.

Анализ полученных результатов показал на-
личие обратной тенденции изменений содержа-
ния CD38+CD138–-клеток в отличие от транзитор-
ных В-лимфоцитов. Обращает на себя внимание 
тот факт, что у мышей, инокулированных препа-
ратом S-2, отмечалось повышение ИС CD38-
экспрессирующих В-клеток на 3-и и 14 – 21-е сут-
ки наблюдения после введения препарата (рис. 2). 
Следует отметить, что препарат S-2 оказывал наи-
более существенное влияние на уровень CD38–

CD138–- и CD38+CD138–-клеток на 3-и сутки по 

сравнению с S-2 + Со-АГ (p < 0,001 и р = 0,004 
соответственно) и на 14 – 21-е сутки – c S-2 + 
Со-АГ (p < 0,001 и р = 0,004) и Со-АГ (p = 0,002 
и р = 0,30).

Установлено, что антиген-зависимая пролифе-
рация и дифференцировка В-лимфоцитов происхо-
дят в периферических органах иммунной системы 
(селезенка и лимфатические узлы), в результате 
чего образуются плазматические клетки (ПК), се-
кретирующие антитела. Согласно литературным 
данным, ПК могут обнаруживаться как в лимфе, 
так и в крови [19, 20]. Циркулирующие ПК в пери-
ферической крови изучены недостаточно, посколь-
ку их анализ затруднен из-за низкого содержания. 
Рядом зарубежных авторов в исследованиях ex 
vivo на мононуклеарных клетках периферической 
крови человека с помощью методов проточной 
цитометрии и ELISPOT продемонстрировано уве-
личение содержания плазмобластов на 6-е и 7-е 
сутки после вакцинации различными вирусными 
штаммами, такими как аттенуированный штамм 
вируса желтой лихорадки YF-17D [21], инактиви-
рованная противогриппозная вакцина [22] и вирус 
лихорадки Денге [23]. При этом появление плазмо-
бластов в крови после вакцинации представляет 
собой кратковременное явление [24]. Кроме того, 
известно, что по мере развития иммунного ответа 
ПК мигрируют в костный мозг, который служит до-
полнительной нишей для выживания этих клеток 
[25].

В связи с вышеизложенным одной из задач на-
шего исследования было оценить воздействия пре-
паратов S-2, Со-АГ и S-2 + Со-АГ на содержание ПК 
и их предшественников по экспрессии синдекана-1 
(CD138) [26, 27].

Показано, что препараты Со-АГ и S-2 + Со-АГ спо-
собствуют повышению содержания CD38–CD138+-
клеток, относящихся к предшественникам ПК, 
в крови экспериментальных животных (табл. 1). 
Обнаружение в крови CD38+CD138+ В-лимфоцитов 
в группах I и III свидетельствует об увеличение 

Рисунок 2. 
Индекс содержания CD38+CD138–-клеток в крови экспериментальных животных

Примечание: *р < 0,03;**р < 0,01 по сравнению с контролем.
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концентрации не только плазмобластов, но и плаз-
матических клеток. Примечательно, что у белых мы-
шей, получивших S-2, регистрировались высокое со-
держание CD38+CD138+-клеток на протяжении все-
го периода наблюдения, а также снижение CD38–

CD138+-клеток на 7-е и 14-е сутки.
Ранее нами было показано, что антигенный пре-

парат S-2 в сочетании с Со-АГ обладает способ-
ностью повышать неспецифические факторы имму-
нитета [11 – 14]. Кроме того, в условиях in vitro 
экспериментальные препараты S-2 и S-2 + Со-АГ 
способствуют усилению пролиферативной и функ-
циональной активности лимфоцитов, что подтверж-
дается повышением экспрессии CD25+ на иммуно-
компетентных клетках крови экспериментальных 
животных [13].

В настоящем исследовании продемонстрирова-
но действие препаратов S-2 B. anthracis 34F

2
 Sternе 

и S-2 + Со-АГ на содержание циркулирующих суб-
популяций В-лимфоцитов. Характер наблюдаемых 

изменений в случае применения антигенного пре-
парата в сочетании с нанокомпозитом указывает на 
модулирующее действие Со-АГ, что может говорить о 
перспективности его дальнейшего исследования в 
качестве адъюванта при конструировании химиче-
ских вакцин.

Выводы
1. Препарат S-2 B. anthracis 34F

2
 Sternе обладает 

способностью стимулировать пролиферацию и 
дифференцировку В-лимфоцитов.

2. Со-АГ проявляет адъювантные свойства, способ-
ствующие повышению иммуногенных свойств 
препарата S-2 B. anthracis 34F

2
 Sternе.

3. Препарат S-2 и его сочетанное применение с 
Со-АГ оказывают влияние на количественные 
показатели ПК и их предшественников в крови 
экспериментальных животных, содержание кото-
рых различно в динамике развития иммунного 
ответа.

Таблица 1. 

Показатели содержания циркулирующих в крови экспериментальных животных CD38–CD138+ 
и CD38+CD138+ В-лимфоцитов в динамике

Показатель,%
Срок 

наблюдения, 
сутки

Контроль S-2 B. anthracis 
34F

2
 Sternе Со-аГ

S-2 B. anthracis 
34F

2
 Sternе + Со-

аГ

CD38+

CD138+

3

1,86 ± 0,71
n = 35

2,0 (1,60 – 3,40)
n = 15

2,16 ± 0,40
n = 6

1,48 ± 0,21
n = 6

7

1,86 ± 0,67
n = 20

3,30 ± 1,63
n = 8

р = 0,026

14
2,45 ± 1,16

n = 22
р = 0,039

1,97 ± 0,83
n = 20

21
1,23 ± 0,35

n = 9
р = 0,012

CD38–

CD138+

3

0,46 ± 0,21
n = 24

0,40 (0,01 – 0,7)
n = 6

0,30 (0,22 – 0,65)
n = 6

0,55 (0,50 – 0,60)
n = 6

7
0,10 (0,10 – 0,30)

n = 22
р = 0,002

0,45 ± 0,38
n = 10

1,01 ± 0,52
n = 15

р < 0,001
14

0,93 ± 0,54
n = 12

р
 
= 0,003

21 0,30 (0,25 – 0,40)
n = 12

0,37 ± 0,19
n = 10

0,42 ± 0,18
n = 10

Примечание:  р – достоверность различий показателей по сравнению с контрольной группой.  
Данные представлены в виде Mean ± SD или Ме (Q

25
–

 
Q

75
). 
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