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Резюме. Вот уже около ста лет БЦЖ остается единственной широко используемой противотубер-
кулезной вакциной. Известно, что интенсивность индуцированного БЦЖ иммунного ответа по типу 
Th1 со временем снижается и сходит на нет в течение 10-15 лет. Это существенно отличает БЦЖ 
от вакцин, обеспечивающих пожизненную протекцию, таких как вакцины против полиомиелита 
или кори, и может быть связано с естественным ограничением длительности персистенции индуци-
рованных БЦЖ CD4+T-клеток. Накапливаются данные о недостаточной способности БЦЖ стиму-
лировать длительную иммунологическую память. Ранее в нашей лаборатории на модели заражения 
лабораторных мышей относительно резистентной к туберкулезу линии С57BL/6 вирулентным лабо-
раторным штаммом Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv по результатам определения высеваемости 
бактерий из органов и продолжительности жизни животных после заражения была продемонстри-
рована высокая (сравнимая с BCG Russia) протективная активность трех субъединичных вакцинных 
препаратов. Целью настоящей работы было изучение характеристик и длительности иммунного от-
вета, индуцируемого наиболее эффективным из этих препаратов. Группы мышей С57BL/6 вакцини-
ровали внутримышечно два раза с двухнедельными интервалами 10 мкг белка, конъюгированного 
с 200 мкл эмульсии гидроксида алюминия. Мониторинг иммунного ответа (продукция специфиче-
ских антител, стимулированная вакцинным белком продукция интерферона-гамма и пролиферация) 
осуществляли на протяжении 10 месяцев после вакцинации. Установлено, что испытуемый препарат 
стимулирует у мышей формирование длительной иммунологической памяти к бактериальному анти-
гену. При этом добавление глутоксима смещает спектр иммунологической памяти к «протективно-
му» типу, т.е. стимулирует преобладание клеточного компонента иммунного ответа над гуморальным. 
Следующим этапом исследования данной вакцины будет изучение эффективности ее применения 
для ревакцинации после первичной иммунизации БЦЖ. 
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Abstract. Already about one hundred years BCG remains the only widely used tuberculosis (TB) vaccine. 
It is known that intensity of the BCG-induced Th1 immune response decreases over time and comes to naught 
within 10-15 years. It significantly distinguishes BCG from the vaccines providing a lifelong protection such as 
vaccines against poliomyelitis or measles, and can be bound to natural restriction of duration of a persistence 
of the BCG-induced CD4+ T-cells. Data on insufficient ability of BCG to stimulate life-long immunological 
memory is accumulating. Earlier in our lab on the model of rather resistant to TB C57BL/6 mice infection 
with the virulent laboratory strain of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv protective activity (comparable 
to that of BCG Russia) of 3 subunit vaccine variants was demonstrated as assessed by lung and spleen CFU 
counts and life span of animals after infection. The aim of this study was to study the characteristics and 
duration of the immune response induced by the most effective variant of these vaccines. Groups of C57BL/6 
mice were vaccinated intramuscularly twice with two-week intervals with 10 μg protein conjugated to 200 μl 
of an aluminum hydroxide emulsion. Immune response (production of specific antibodies, vaccine protein- 
stimulated production of interferon gamma and proliferation in vitro) was monitored during 10 months after 
vaccination. We have shown that the test vaccine induces in mice the formation of long-term immunological 
memory to a bacterial antigen. Moreover, in the presence of glutoxim the immunological memory spectrum 
shifts to a "protective" type, i.e. the predominance of the cellular component of the immune response over the 
antibody response is stimulated. The next step will be the investigation of vaccine effectiveness for revaccination 
after primary BCG immunization.

Keywords: tuberculosis, vaccine, immune memory

Введение
Вот уже около ста лет BCG остается един-

ственной широко используемой противотубер-
кулезной вакциной. Известно, что интенсив-
ность индуцированного BCG иммунного ответа 
по типу Th1 со временем снижается и сходит 
на нет в течение 10-15 лет. Это существенно от-
личает BCG от вакцин, обеспечивающих пожиз-
ненную протекцию, таких как вакцины против 
полиомиелита или кори, и может быть связано 
с естественным ограничением длительности пер-
систенции индуцированных BCG CD4+T-клеток. 
Однако накапливаются данные о недостаточной 
способности BCG стимулировать длительную 
иммунологическую память. Прямое сравнение 
особенностей и длительности иммунологиче-
ской памяти, индуцированной BCG в сравнении 
с субъединичной вакциной H1/CAF01 (синтети-
ческий белок на основе генетической конструк-
ции из Ag85B и ESAT-6, применяется с адъю-
вантом из липосом) у мышей, показало, что в то 
время как субъединичная вакцина эффективно 
поддерживает генерацию Т-клеток централь-
ной памяти (TCM) в течение 2 лет после вакци-
нации, при вакцинации BCG экспрессия ТСМ 
транзиторна, напротив, индуцируется форми-

рование эффекторных Т-клеток памяти (ТЕМ), 
активно продуцирующих IFNγ и TNFα [9]. По-
добная картина наблюдается и при хроническом 
течении туберкулеза у мышей. На этом фоне буст 
субъединичной вакциной поддерживает значи-
тельную популяцию ТСМ в инфицированных 
органах, в то время как инъекция BCG таким жи-
вотным стимулирует ответ по типу терминально-
дифференцированных эффекторных Т-клеток 
и неспособность контролировать размноже-
ние микобактерий [10]. В полном соответствии 
с данным наблюдением находится тот факт, что 
нарушение выхода ТСМ из лимфоузлов не вли-
яет на индуцируемую BCG протекцию, что ука-
зывает на преимущественную направленность 
Т-клеточного ответа на BCG в сторону тканево-
резидентных ТЕМ и Т-эффекторов [4]. Таким об-
разом, недостаточная стимуляция формирования 
долгоживущих ТЕМ, возможно, является одним 
из основных недостатков BCG [10, 12]. Действи-
тельно, в недавно проведенном исследовании 
результатов вакцинации БЦЖ у новорожденных 
было установлено, что несмотря на то, что акти-
вированные вакцинацией Т-клетки имеют фено-
тип, близкий к ТСМ, их цитокиновый профиль 
(преимущественная продукция IFNγ) и снижен-



273

Иммунологическая память, индуцированная новой вакциной
Immune memory induced by a novel vaccine2018, Vol. 20,  2

2018, Т. 20, № 2

ная пролиферативная активность обусловливают 
их функциональное сходство с эффекторными 
Т-клетками [14]. 

В предыдущем исследовании в нашей лабора-
тории на модели заражения лабораторных мышей 
относительно резистентной к туберкулезу линии 
С57BL/6 вирулентным лабораторным штаммом 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv по ре-
зультатам определения высеваемости бактерий 
из органов и продолжительности жизни живот-
ных после заражения была продемонстрирована 
высокая (сравнимая с BCG Russia) протективная 
активность трех субъединичных вакцинных пре-
паратов [2]. Целью настоящей работы было изуче-
ние характеристик и длительности иммунного 
ответа, индуцируемого наиболее эффективным 
из этих препаратов.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на мышах линии 

C57BL/6JCit (В6), содержавшихся в виварии 
ФГБНУ «ЦНИИТ» в условиях неограниченно-
го доступа к воде и пище. Параметры содержа-
ния мышей и проводимых экспериментов соот-
ветствовали нормам, установленным в приказе 
№ 755 МЗ РФ. Были использованы самки мышей 
В6, достигшие возраста 2-3 мес. к началу экспе-
римента.

Основная композиция представляет собой 
сочетание вариантов химерного белка на основе 
Ag85B-TB10.4-FliC и плазмидной ДНК, коди-
рующей антиген Ag85A Mtb. Химерный белок 
Ag85B-TB10.4-FliC получали с использованием 
штамма-продуцента Escherichia coli BL21, транс-
формированного векторной плазмидой pet28a-
Ag85B-TB10.4-FliC. Плазмидную ДНК полу-
чали с использованием штамма Escherichia coli 
DH10/B, трансформированного векторной плаз-
мидой pEXag85A. В состав второй композиции 
дополнительно включен глутоксим, обладаю-
щий, по нашим данным, активирующим влияни-
ем на макрофаги мышей [1].

Группы по 15 мышей (2 группы животных со-
ответственно каждой композиции) В6 вакцини-
ровали внутримышечно два раза с двухнедельны-
ми интервалами 10 мкг белка, конъюгированного 
с 200 мкл эмульсии гидроксида алюминия. Мы-
шам контрольной группы вводили 200 мкл 
эмульсии гидроксида алюминия (отрицательный 
контроль). Положительный контроль – мыши, 
однократно иммунизированные 10е5 КОЕ живой 
вакцины BCG (штамм Russia).

Через 1,5; 3,5; 6,25 и 9,75 мес. после вакцина-
ции у 4-5 мышей из группы брали кровь на сы-
воротку, а после умерщвления цервикальной 
дислокацией у тех же 4-5 мышей из группы за-
бирали селезенку и лимфоузлы. Полученные ор-
ганы тщательно растирали в стеклянных гомоге-
низаторах и выделяли лимфоциты. Выделенные 
лимфоциты культивировали 72 часа при 37 °С и 

5% СО in vitro в среде RPMI 1640, содержащей 
необходимые добавки, в присутствии белко-
вого антигена, использованного для вакцина-
ции. Для определения уровня продукции IFNγ 
иммуноферментным методом через 48 часов 
от начала культивирования из опытных и кон-
трольных культур отбирали аликвоты суперна-
танта. Для определения антиген-специфиче-
ской пролиферативной активности лимфоцитов 
последние 24 часа культивирование проводили 
в присутствии меченного тритием тимидина, 
с последующим определением количества вклю-
ченной клетками метки на сцинтилляционном 
счетчике.

Собранные на всех этапах мышиные сыворот-
ки были использованы для определения титра 
антимикобактериальных антител иммунофер-
ментным методом. С этой целью высокоадсор-
бирующие 96-луночные планшеты для ИФА 
(Nunc, США) покрывали раствором комплекса 
белков вакцинной композиции в концентрации 
30 мкг/мл PBS и инкубировали 18 ч при 4 °С. Да-
лее планшеты отмывали раствором 0,1% Tвин 20 
в PBS и блокировали 1% раствором БСА в PBS 
в течение 1 ч при 37 °С. После блокировки план-
шеты снова отмывали и инкубировали с опытны-
ми и контрольными сыворотками в разведениях 
(PBS) 1/100, 1/200 и 1/400 2 ч при 37 °С. Далее 
планшеты отмывали и инкубировали с меченны-
ми пероксидазой хрена антителами к IgG мыши 
в разведении (PBS) 1/1000 2 ч при 37 °С. Затем, 
после отмывки, добавляли высокочувствитель-
ный субстрат пероксидазы ТМБ (Thermo, США). 
Через 5 мин реакцию останавливали 0,167 М рас-
твором серной кислоты. Реакцию читали на ри-
дере VICTOR2 (Perkin Elmer, США) при длине 
волны 450 нм.

Результаты
Проведенные исследования показали, что вы-

бранная для данной серии экспериментов схе-
ма иммунизации мышей экспериментальным 
комплексным антигеном стимулирует развитие 
долгосрочной иммунологической памяти, что, 
в частности, подтверждается наличием специфи-
ческих антител в сыворотке через 10 месяцев по-
сле вакцинации (рис. 1).

Реакции адаптивного клеточного иммуни-
тета – антиген-зависимая пролиферация лим-
фоцитов и продукция IFNγ – все еще отчетливо 
выраженные через 3,5 месяца после вакцинации, 
существенно теряют интенсивность через полго-
да после последней инъекции вакцины (рис. 2, 
табл. 1).

Интересно отметить, что интенсивность про-
лиферации, определяемая по индексу стимуля-
ции пролиферативной реакции лимфоцитов, 
и продукция IFNγ существенно выше в группе 
мышей, провакцинированных комбинацией экс-
периментального комплексного антигена с глу-
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токсимом, по сравнению с группами, получив-
шими вакцину без дополнительного адъюванта 
или BCG (рис. 2, табл. 1). 

Через 3,5 месяца после вакцинации специфи-
ческая пролиферативная активность регистри-
ровалась в группах провакцинированных ком-
бинацией экспериментального комплексного 
антигена с адъювантом или BCG, но не белком 
без дополнительного адъюванта. При этом про-
лиферация успешно активировалась как экспе-
риментальным белком, так и отдельными бел-
ками культурального фильтрата микобактерий 
(рис. 2 и неопубликованные данные). 

Обсуждение 
Исходя из незначительной протективной эф-

фективности ревакцинации BCG, в настоящее 

время ВОЗ не рекомендует повторные инъекции 
BCG в регионах с высокой заболеваемостью ту-
беркулезом (ТБ). Идеальная вакцина должна соз-
давать эффективную иммунологическую память, 
способную защитить людей в эндемичных по ТБ 
регионах. В большинстве случаев единичная 
вакцинация не способна обеспечить генерацию 
длительной памяти, что обусловливает необхо-
димость бустерных инъекций для повышения 
эффективности уже примированной иммунной 
системы [11, 15]. В настоящее время стратегия 
повторных вакцинаций применяется в ряде кли-
нических и доклинических испытаний противо-
туберкулезных вакцин. При этом для повторных 
инъекций используют либо гомологичные (те 
же что и для примирования), либо гетерологич-
ные (отличные от примирующей) вакцины. Схе-

Рисунок 1. Динамика продукции специфических антител 
после вакцинации
Примечание. Серые столбики – вакцина, черные столбики – 
вакцина + глутоксим, белые столбики – BCG. 
Figure 1. Dynamics of vaccination-induced specific antibody 
production
Note. Grey bar, novel vaccine; black bar vaccine + glotoxim; white bar, 
BCG.

Рисунок 2. Пролиферативный ответ стимулированных 
экспериментальным белковым антигеном культур 
лимфоцитов в разные сроки после вакцинации
Примечание. Серые столбики – вакцина, черные столбики – 
вакцина + глутоксим, белые столбики – BCG.
Figure 2. Experimental protein antigen-stimulated lymphocyte 
proliferation at different time points post-vaccination
Note. Grey bar, new vaccine; black bar, vaccine + glotoxim; white bar, 
BCG.

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ IFNγ (пг/мл) В СУПЕРНАТАНТАХ СТИМУЛИРОВАННЫХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ 
БЕЛКОВЫМ АНТИГЕНОМ КУЛЬТУР ЛИМФОЦИТОВ В РАЗНЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ
TABLE 1. LEVELS OF IFNγ (pg/ml) IN SUPERNATANTS FROM EXPERIMENTAL PROTEIN ANTIGEN STIMULATED 
LYMPHOCYTE CULTURES AT DIFFERENT TIME POINTS POST-VACCINATION

1,5 
месяцы
months

3,5 
месяцы
months

6,25 
месяцы
months

9,75 
месяцы
months

Вакцина
Vaccine 272,6 28,6 0,0 0,0

Вакцина + глутоксим
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ма гетерологичной ревакцинации подразумевает 
применение различных средств доставки анти-
гена, таким образом, что иммунизация осущест-
вляется антигеном в составе одного вектора, 
а буст-иммунизация происходит тем же анти-
геном в составе другого вектора [6]. Привлека-
тельность данного подхода заключается в пре-
имущественной стимуляции ТБ-специфичных 
пресуществующих ТСМ к общим антигенам пер-
вичной и буст-вакцин. Несмотря на теоретиче-
ски существующую возможность использования 
субъединичных вакцин в качестве примирую-
щих, обычный подход заключается в примиро-
вании BCG с последующим бустом субъединич-
ной вакциной, поскольку буст вакциной BCG 
неэффективен. Целый ряд антигенов Mtb, та-
ких как ESAT6, MPT63, Ag85A, Ag85B, Mtb32a, 
Mtb39a и Hsp60, при использовании в качестве 
буст-вакцины, стимулировали существенное по-
вышение протекции по сравнению с единичной 
инъекцией BCG [3, 8, 13]. К настоящему времени 
несколько субъединичных вакцин находятся на I 
или II стадии клинических испытаний [7]. 

В настоящем исследовании мы показали, что 
двукратное введение сложной по составу вакци-
ны, состоящей из белкового компонента и плаз-
мидной ДНК в сочетании с набором адъювантов, 
не только генерирует протективный иммунный 
ответ, но и стимулирует формирование длитель-
ной иммунологической памяти. При этом дина-
мика продукции специфических антител после 
вакцинации значительно отличается от динами-
ки пролиферативного ответа (рис. 1, 2) и продук-
ции IFNγ (табл. 1). Во-первых, отмечалось нали-
чие антител в сыворотке проиммунизированных 
экспериментальным антигеном мышей в течение 
всего срока наблюдения, хотя некоторое сниже-
ние зарегистрировано к 10-му месяцу после вак-

цинации (рис. 1). Во-вторых, вакцинация BCG 
очень слабо индуцирует формирование антител 
к экспериментальному антигену. И, в-третьих, 
дополнительный адъювант в вакцине до некото-
рой степени снижает специфическое антитело-
образование в первые полгода после вакцинации. 
Показатели специфического антителообразова-
ния выравниваются в группах с дополнительным 
адъювантом и без оного лишь к 10-му месяцу по-
сле иммунизации животных (рис. 1). 

О роли антител в противотуберкулезном им-
мунитете написаны многочисленные обзоры. 
Лидирующей концепцией является представ-
ление о преимущественно негативном влиянии 
антител на эффективность защиты организма 
от туберкулезной инфекции и, напротив, о важ-
ной роли реакций клеточного иммунитета в про-
текции от туберкулеза, хотя имеются и альтерна-
тивные мнения [5]. В связи с этим представляется 
важным отмеченное нами альтернативное воз-
действие адъюванта на результат вакцинации: 
стимуляция клеточного компонента на фоне ча-
стичного подавления специфического антитело-
образования. Однако для подтверждения данной 
концепции требуются дополнительные исследо-
вания.

Таким образом, установлено, что испытуе-
мый препарат стимулирует у мышей формиро-
вание длительной иммунологической памяти 
к бактериальному антигену. При этом добавле-
ние дополнительного адъюванта смещает спектр 
иммунологической памяти к «протективному» 
типу, т.е. стимулирует преобладание клеточного 
компонента иммунного ответа над гуморальным. 
Следующим этапом исследования данной вакци-
ны будет изучение эффективности ее примене-
ния для ревакцинации после первичной иммуни-
зации BCG. 
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