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Изучение иммунного ответа цыплят 
после экспериментального заражения изолятами 
вируса гриппа птиц А/Н9N2 

РЕЗЮМЕ
Представлены данные по изучению параметров иммунного ответа цыплят после инфицирования изолятами низкопатогенного вируса гриппа птиц 
подтипа А/Н9N2, относящимися к генетическим линиям Y-280 и G1. Для первичного исследования иммунного статуса и выявления выраженных на-
рушений иммунной системы были определены соотношения CD4+/CD8+ клеток методом проточной цитофлуориметрии. В результате количественного 
анализа субпопуляций лимфоцитов периферической крови цыплят обнаружено наличие изменений, характерных для иммунной супрессии. При изучении 
динамики уровня Т- и В-лимфоцитов в крови инфицированных цыплят установлено снижение относительного количества Т-лимфоцитов и увеличе-
ние относительного количества В-лимфоцитов в крови. После инфицирования изменение субпопуляционного состава Т-лимфоцитов в процентном 
соотношении CD4+/CD8+ клеток отмечено в сторону уменьшения процента CD4+ клеток и увеличения процента CD8+ клеток. Согласно литературным 
данным, при иммунизации вакцинными препаратами активация иммунного ответа приводит к обратной динамике в сторону увеличения отношения 
 CD4+  / CD8+ клеток. В формировании иммунного ответа у цыплят после инфицирования вирусами гриппа птиц играет роль не только клеточно-опос-
редованный, но и гуморальный иммунитет. В результате серологических исследований сывороток крови цыплят после инфицирования на 14-е сут 
установлен выраженный гуморальный иммунный ответ. Средний титр специфических антител к вирусу гриппа птиц подтипа А/Н9N2 во всех группах 
цыплят, зараженных изолятами низкопатогенного вируса гриппа птиц, был выше 6 log2. Высокий уровень специфических антител к вирусу гриппа птиц 
показал развитие постинфекционного гуморального иммунного ответа.
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SUMMARY
Data on tests of chickens for their immune responses to infection with low pathogenic А/Н9N2 avian influenza virus isolates belonging to Y-280 and G1 genetic lines 
are presented in the paper. CD4+/CD8+ ratios were determined with flow cytometry for initial immune status examination and for detection of apparent immune 
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клетки, инфицированные вирусами. CD4+ T-лимфоциты 
(Т-хелперы) распознают вирусные антигены, находящи-
еся на антигенпредставляющих клетках в ассоциации 
с молекулами гистосовместимости II класса, и выпол-
няют роль помощников в синтезе В-лимфоцитами спе-
цифических противовирусных антител [17]. Специфи-
ческий клеточно-опосредованный ответ определяется 
атигенраспознающими CD8+ Т-лимфоцитами  [18, 19]. 
При инфицировании кур вирусами гриппа птиц А/H7N9 
и А/H9N2 наблюдали увеличение относительного коли-
чества CD8+ Т-клеток, и было показано, что эти клетки 
могли обеспечивать антивирусную защиту [20, 21]. Од-
нако, согласно литературным данным, при иммуниза-
ции цыплят против вируса гриппа птиц подтипа  А / Н9N2 
наблюдали увеличение относительного количества 
CD4+ Т-клеток и уменьшение CD8+ Т-клеток [21, 22]. Для 
первичного исследования иммунного статуса и  вы-
явления выраженных нарушений иммунной системы 
определяют соотношение CD4+/CD8+ Т-клеток. В опу-
бликованных результатах исследований соотношение 
CD4+/CD8+ заметно повышалось после иммунизации 
и  явно снижалось после заражения, что позволяло 
предположить усиление иммунитета при вакциниро-
вании и подавление – при инфицировании [23–26]. Воз-
можно, причиной недостаточного противовирусного 
иммунного ответа при вакцинации птиц и заражения 
поголовья в стадах вакцинированных птиц в Китае яв-
ляется дефицит CD8+ Т-клеток. 

Важно изучение и гуморального иммунного ответа, 
так как вирус низкопатогенного гриппа птиц при ассо-
циированном течении с другими коинфекциями спо-
собен вызывать иммуносупрессию, а при подавлении 
иммунитета организма течение различных инфекцион-
ных болезней утяжеляется. 

Таким образом, комплексное изучение параметров 
иммунного ответа цыплят при экспериментальном 
инфицировании низкопатогенным вирусом гриппа 
птиц A/Н9N2 представляет значительный интерес. 

ВВЕДЕНИЕ
Вирус низкопатогенного гриппа птиц А/Н9N2 – РНК-

содержащий вирус, относящийся к  семейству Ortho-
myxoviridae, роду Alphainfluenzavirus, виду Influenza А 
virus [1]. Впервые был зарегистрирован в 1966 г. у птиц 
в США в штате Висконсин [2, 3]. С тех пор вирус низкопа-
тогенного гриппа птиц А/H9N2 получил широкое рас-
пространение во всем мире, особенно в странах Азии 
и Ближнего Востока [4–6]. В материковой части Китая 
вирус гриппа A/H9N2 впервые был выделен в 1994 г. 
и стал наиболее распространенным подтипом вируса 
гриппа среди домашней птицы [4, 7]. 

Данный вирус является причиной развития кли-
нически выраженной болезни при ассоциированном 
течении с  оппортунистическими патогенами вирус-
ной и бактериальной этиологии и создает постоянную 
угрозу для промышленного птицеводства [8–11]. Эко-
номический ущерб складывается из  следующих со-
ставляющих: повышенный отход молодняка, снижение 
яичной и мясной продуктивности в птицеводческих 
 комплексах. 

Для контроля данного заболевания многие страны 
(Китай, Пакистан, Иран, Израиль, Корея и др.) исполь-
зуют стратегию профилактической иммунизации про-
тив гриппа А/Н9N2 с целью уменьшения экономиче-
ских потерь [2, 12–15]. В Российской Федерации ввиду 
циркуляции вируса А/Н9N2 программы оздоровления 
и искоренения инфекции могут включать стратегию 
иммунопрофилактики с использованием инактивиро-
ванных вакцин [16]. 

Вакцинация индуцирует развитие и гуморального, 
и клеточного иммунитета. Основная роль в иммунном 
ответе, направленном против вирусов, принадлежит 
клеточным механизмам. Главными клетками приоб-
ретенного противовирусного иммунитета являются 
Т-лимфоциты. Среди них CD8+ T-лимфоциты распоз-
нают чужеродные вирусные антигены в ассоциации 
с молекулами гистосовместимости I класса и убивают 

system disorders. Quantitative analysis of peripheral blood lymphocyte subpopulations in chickens revealed changes characteristic of the immune suppression. 
Analysis of dynamics of T- and B-lymphocyte levels in blood of the infected chickens revealed decrease in relative T-lymphocyte counts and increase in relative 
B-lymphocyte counts. T-lymphocyte subpopulation composition expressed as CD4+/CD8+ ratio (%) changed after the infection: CD4+ cell proportion was found to 
decrease whereas CD8+ cell proportion increased. According to literature data, immune response activated by vaccination induces the reverse dynamics towards 
to increase in CD4+/CD8+ ratio. Both cell-mediated immunity and humoral immunity play role in development of the immune response in chickens infected with 
avian influenza viruses. Apparent humoral immune response was detected by serological tests of sera taken from chickens on day 14 after infection. Mean specific 
anti-A/H9N2 AIV antibody titre in all groups of test chickens infected with low pathogenic avian influenza virus isolates was higher than 6 log2. High level of specific 
antibodies to avian influenza virus was indicative of postvaccinal humoral immune response development.
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погибших после 24  ч инкубации и  более, отбирали 
экстраэмбриональную жидкость  (ЭЭЖ) с  целью про-
ведения последующих исследований. Для заражения 
цыплят использовали ЭЭЖ с инфекционной активно-
стью 106 ЭИД50/см3, при этом титр гемагглютинирующей 
активности составлял 9 log2.

Эксперимент на животных. В опыте использовали 
цыплят яичного кросса 30-суточного возраста, не име-
ющих антител к вирусу гриппа птиц и полученных из 
благополучных по инфекционным болезням хозяйств. 
Цыплята были разделены на три группы по 5  голов 
в каждой и содержались в изолированных боксах. Ви-
руссодержащую ЭЭЖ с  инфекционной активностью 
106 ЭИД50/см3 вводили цыплятам внутримышечно в объ-
еме 0,5 см3. До заражения и в течение последующих 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирус. Для заражения в опыте использовали изо-

ляты низкопатогенного вируса гриппа птиц под-
типа A/Н9N2, относящиеся к  генетическим линиям 
Y-280 (A/chicken/Tadjikistan/2379/2018, A/chicken/Pri-
morsk/419/2018) и G1 (A/chicken/Сhelyabinsk/30/2019), 
которые были выделены и идентифицированы в ре-
ферентной лаборатории вирусных болезней птиц 
ФГБУ «ВНИИЗЖ». 

Вирусовыделение проводили в  10-суточных сво-
бодных от патогенной микрофлоры  (СПФ) куриных 
эмбрионах. Из биологического материала готовили 
10–20%-ю суспензию на фосфатно-буферном раство-
ре (рН  7,2–7,4) и  вводили в  аллантоисную полость 
куриных эмбрионов в объеме 0,2 см3. От эмбрионов, 
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Рис. 1. Динамика уровня субпопуляций Т-лимфоцитов у цыплят после заражения 
изолятами вируса гриппа птиц подтипа Н9N2.
Сплошная линия – среднее арифметическое значение по группе из 5 цыплят;  
отдельные символы – процентное количество клеток для каждой птицы из группы

Fig. 1. Dynamics of T-cell subpopulations in chickens after their infection with H9N2 avian influenza virus isolates.
Solid line – arithmetic mean for group of 5 chickens;  
individual symbols – the percentage of cells for each chicken in the group  

Штамм A/chicken/Primorsk/419/2018

Штамм A/chicken/Chelyabinsk/30/2019

Штамм A/chicken/Tadjikistan/2379/2018
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Выделение лимфоцитов из периферической крови 
цыплят проводили по стандартной методике [27] с ис-
пользованием среды для разделения лимфоцитов Fi-
collPaque tm PLUS (BioWest, Франция). Подготовку проб 
для выявления поверхностных маркеров лимфоцитов 
осуществляли с использованием меченых моноклональ-
ных антител CD45-FITC, CD4-PE, CD8α-PE, CD3-PE и Bu1a-
PE (Southern biotech, США). Пробы лимфоцитов в объеме 
50 мкл вносили в микропробирки в нескольких повтор-
ностях (в зависимости от количества используемых па-
нелей антител). Добавляли по 2 мкл моноклональных 
антител, конъюгированных с флуорохромом, и инкуби-
ровали в течение 30 мин при температуре 4–8 °С. Несвя-
завшиеся моноклональные антитела удаляли центрифу-
гированием с фосфатно-буферным раствором в течение 
10 мин при 260 g. Количественный анализ клеток про-
водили на проточном цитофлуориметре BD FACS Calibur 
(Becton Dickinson, США). Измерение и обработку полу-
ченных результатов осуществляли с использованием 
программного обеспечения Cell Quest Pro 1.0.

Статистический анализ результатов. Для стати-
стической обработки данных использовали программу 
Statistica 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Была проведена оценка клеточного и гуморального 

иммунного ответа цыплят после заражения тремя раз-
личными изолятами вируса гриппа птиц подтипа Н9N2. 

После заражения на 4-е и 7-е сут у цыплят наблю-
дали клинические признаки заболевания: угнетенное 
состояние, взъерошенность оперения, отказ от корма. 
Гибели зараженных птиц не отмечено.

Для количественного анализа субпопуляций клеток 
лимфоцитов кровь, отобранную у цыплят до заражения 
и на 2, 4, 7, 9 и 14-е сут после заражения, исследовали 
методом проточной цитофлуориметрии.

14 сут производили забор крови у цыплят для изучения 
иммунного ответа серологическим методом в реакции 
торможения гемагглютинации и методом проточной 
цитофлуориметрии. 

Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с межгосударственными стандарта-
ми по содержанию и уходу за лабораторными живот-
ными, принятыми Межгосударственным советом по 
стандартизации, метрологии и сертификации, а также 
согласно требованиям Директивы Европейского пар-
ламента и Совета Европейского союза 2010/63/ЕU от 
22.09.2010 о защите животных, использующихся в на-
учных целях.

Серологические исследования. Исследование сыво-
роток крови, полученных до заражения и через 14 сут 
после заражения, на наличие антител к вирусу гриппа 
птиц подтипа A/Н9N2 проводили в реакции торможе-
ния гемагглютинации (РТГА) с использованием коммер-
ческого набора производства ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Вла-
димир) в соответствии с инструкцией к нему. Перед 
исследованием сыворотки крови инактивировали 
прогреванием при температуре 56 °С в течение 30 мин. 
Учет реакции проводили визуально после полного 
оседания эритроцитов в контрольных лунках (в виде 
«пуговки»). Результат реакции считали положительным, 
если исследуемая сыворотка содержала специфиче-
ские к вирусу гриппа птиц подтипа A/Н9N2 антитела 
в титре 1:16 (4,0 log2) и выше.

Количественный анализ субпопуляций лимфоци-
тов. Динамику изменения количественного соотноше-
ния популяций Т-лимфоцитов (CD45+CD3+, CD45+CD4+ 
и CD45+CD8+) и В-лимфоцитов (CD45+, CDBu1a+) в пери-
ферической крови цыплят изучали методом проточной 
цитофлуориметрии. Для этого кровь у цыплят отбирали 
до заражения и на 2, 4, 7, 9 и 14-е сут после заражения 
в пробирки с антикоагулянтом ЭДТА К3.
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Рис. 2. Динамика отношения CD4+/CD8+ в лимфоцитах крови цыплят  
после заражения тремя изолятами вируса гриппа птиц подтипа Н9N2.
Сплошная линия – среднее арифметическое значение по группе из 5 цыплят;  
отдельные символы – процентное количество клеток для каждой птицы из группы

Fig. 2. Dynamics of CD4+/CD8+ ratio in chicken blood lymphocytes  
after infection with three H9N2 avian influenza virus isolates.
Solid line – arithmetic mean for group of 5 chickens;  
individual symbols – the percentage of cells for each chicken in the group

A/chicken/Primorsk/419/2018 A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 A/chicken/Tadjikistan/2379/2018
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Через 2–4 сут после инфицирования в крови птиц 
регистрировали значительное снижение процента 
CD45+CD4+  Т-клеток (Т-хелперов) и  увеличение про-
цента CD45+CD8α+ цитотоксических клеток  (рис.  1). 
Относительное количество обеих популяций у инфи-
цированных цыплят отличалось от первоначального 
уровня (до заражения) в 1,3–1,5 раза для Т-хелперов 
и в 1,3–1,9 раза для цитотоксических клеток. 

Через 9 сут после заражения наблюдали увеличение 
уровня Т-хелперов в  крови. Нормализацию объема 
обеих субпопуляций Т-лимфоцитов у инфицированных 
цыплят регистрировали к 14-м сут после заражения, но 
не у всех исследованных особей.

Развитие инфекционного процесса оказывало су-
прессивное влияние на иммунную систему зараженных 
цыплят. Полученные результаты о снижении относи-

тельной концентрации Т-хелперов в периферической 
крови после инфекции подтверждают данные таких 
исследователей, как X. Hao et al. [21] и M. Dai et al. [22]. 
Значительное повышение процента цитотоксиче-
ских  (CD8+) Т-клеток в  крови цыплят, инфицирован-
ных вирусом гриппа А/H9N2, было также установлено 
M. Dai et al. на 5–7-е сут после заражения [22]. 

Анализ изменения отношения CD4+/CD8+ показал 
его снижение на 4-е сут после заражения у цыплят 1, 2 
и 3-й группы в 1,9; 2,6 и 2,3 раза соответственно вслед-
ствие уменьшения относительного количества CD4+ 
и  увеличения объема CD8α+  Т- лимфоцитов  (рис.  2). 
К  14-м  сут после заражения показатель CD4+/CD8+ 
вновь увеличивался, но в среднем по группам его ве-
личина оставалась в 1,3–1,6 раза меньше первоначаль-
ных значений.
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Штамм A/chicken/Primorsk/419/2018

Штамм A/chicken/Сhelyabinsk/30/2019

Штамм A/chicken/Tadjikistan/2379/2018

Рис. 3. Динамика уровня Т- и В-лимфоцитов в периферической крови цыплят  
после заражения тремя изолятами вируса гриппа птиц подтипа Н9N2.
Сплошная линия – среднее арифметическое значение по группе из 5 цыплят;  
отдельные символы – процентное количество клеток для каждой птицы из группы

Fig. 3. Dynamics of T- and B-lymphocyte levels in chicken peripheral blood  
after infection with three H9N2 avian influenza virus isolates.
Solid line – arithmetic mean for group of 5 chickens;  
individual symbols – the percentage of cells for each chicken in the group 
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Yang Y. et al. [28] и Dai M. et al. [22] также показали, что 
вирусные инфекции у цыплят вызывают иммунную су-
прессию, которая выражалась в том числе снижением 
отношения CD4+/CD8+ в Т-лимфоцитах крови. Иммуни-
зация вакцинными препаратами, наоборот, приводила 
к активации иммунного ответа и обратной динамике 
в сторону увеличения отношения CD4+/CD8+ [15, 22].

Xue M. et al. [23] и Yang S. et al. [24] считали, что увели-
чение отношения CD4+/CD8+ после иммунизации и сни-
жение после инфицирования предполагало усиление 
иммунного ответа после вакцинирования и подавле-
ние иммунитета при вирусной инфекции. Вакцинация 
вызывала выраженный гуморальный иммунный и кле-
точный ответ CD4+ Т-клеток.

В исследованиях L. Fu et al.  [25] и M. Dai et al.  [26] 
было установлено, что вирусная инфекция в  основ-
ном стимулировала CD8+ Т-клеточный ответ, а имму-
низация – CD4+ Т-клеточный ответ. Высокий уровень 
антител к вирусу гриппа А/H9N2 и повышение процен-
та цитотоксических CD8+ Т-клеток играют важную роль 
в противовирусной защите [29, 30].

На рисунке 3 представлена динамика относительно-
го количества Т- и В-лимфоцитов в крови инфицирован-
ных цыплят. Во всех трех группах отмечали снижение 
относительного количества Т-лимфоцитов в среднем на 
15–20%, что может свидетельствовать о недостаточно-
сти клеточного иммунитета. Увеличение относительно-
го количества В-лимфоцитов на 5–10% в зависимости 
от группы регистрировали только к  14-м  сут после 
инфицирования. Наряду с  увеличением процента 
Т-хелперов это свидетельствовало об активации им-
мунного ответа у инфицированных птиц.

Функция В-лимфоцитов, ответственных за гумораль-
ный иммунитет, характеризуется преобразованием 
В-клеток в плазматические клетки, секретирующие им-
муноглобулины, которые имеют специфическую актив-
ность против внедрившегося антигена. При изучении 
динамики относительного количества В-лимфоцитов 
в крови инфицированных цыплят было установлено 
их увеличение.

Сыворотки крови цыплят исследовали до и  на 
14-е сут после заражения в РТГА. Результаты выявле-
ния специфических антител к вирусу гриппа птиц под-
типа А/Н9N2 представлены в таблице.

У цыплят на 14-е  сут после заражения среднее 
значение титра антител в РТГА во всех группах было 
выше 6 log2. Высокий уровень специфических антител 
к вирусу гриппа птиц показал развитие выраженного 
постинфекционного гуморального иммунного ответа. 

Dai M. et al. [22] при сравнительном анализе ключе-
вых факторов иммунной защиты цыплят, инфицирован-
ных вирусом А/H9N2, и СПФ-цыплят, иммунизирован-
ных инактивированной вакциной, пришли к выводу, 
что недостаток CD8+ Т-клеток является ключевой при-
чиной иммунодефицита и инфицирования поголовья 
в стадах вакцинированных птиц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе исследовали ключевые факторы 

иммунного ответа цыплят, инфицированных разными 
вирусами гриппа птиц подтипа А/Н9N2. Количествен-
ный анализ субпопуляций лимфоцитов перифери-
ческой крови цыплят, зараженных тремя изолятами 
вируса А/Н9N2, показал наличие изменений, вызван-
ных вирусной инфекцией: снижение относительного 

количества Т-лимфоцитов в крови, существенное из-
менение субпопуляционного состава Т-лимфоцитов 
в  сторону уменьшения процента CD4+  клеток и  уве-
личения процента CD8+ клеток и, как следствие, сни-
жение отношения CD4+/CD8+. При изучении динамики 
уровня Т- и  В-лимфоцитов в крови инфицированных 
цыплят установлено снижение относительного коли-
чества Т-лимфоцитов и  увеличение относительного 
количества В-лимфоцитов. Результаты серологических 
исследований в РТГА показали выраженный гумораль-
ный иммунный ответ. При изучении иммунитета суще-
ственных различий между тремя разными изолятами 
низкопатогенного гриппа птиц А/H9N2 в гуморальном 
и клеточном ответе не обнаружили.
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