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Резюме. Создание безопасной и эффективной вакцины против патогенных стрептококков до сих 
пор остается нерешенной задачей, несмотря на многочисленные разработки в различных лаборатори-
ях мира. Вакцины на основе рекомбинантных полипептидов обладают недостаточной иммуногенно-
стью, поэтому успех иммунизации в значительной степени зависит от эффективности используемых 
адъювантов. Ранее нами были синтезированы и изучены два рекомбинантных полипептида СГВ, об-
ладающих свойствами вакцинных препаратов. Полипептиды ScaAB и P6 являлись иммуногенными, 
их введение в виде монопрепаратов или в смеси стимулировало выработку специфических антител, 
в том числе и высокоаффинных. В настоящей работе представлены результаты сравнительного ана-
лиза адъювантной активности четырех различных иммуномодуляторов: полного адъюванта Фрейнда, 
гидроокиси алюминия и двух иммуномодуляторов нового поколения – Бестима и Интерлейкина-
1β. Было показано, что в процессе вакцинации животных индивидуальными препаратами и смесью 
рекомбинантных полипептидов СГВ наилучшими адъювантными свойствами в ряду разрешенных 
для человека препаратов обладала гидроокись алюминия. Введение смеси полипептидов совмест-
но с гидроокисью алюминия способствовало проявлению наивысшей опсонизирующей активности 
специ фических антисывороток в отношении СГВ.
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EffEcts of diffErEnt adjuvants upon immunogEnicity of anti-group B 
strEptococcal vaccinE componEnts

abstract. Design of an effective and safe vaccine against pathogenic streptococci is still on the agenda, in spite 
of numerous attempts in this area undertaken by different laboratories. In order to improve immunogenicity 
of recombinant vaccine preparations, a selection of effective adjuvants is necessary. Previously, two 
recombinant GBS polypeptides  P6 and ScaAB were found to be immunogenic, and their injection in separate 
preparations or mixed manner boosted production of specific and protective antibodies with high affinity. Four 
different adjuvants (Freund adjuvant, aluminum hydroxide, Bestim and Interleukine-1β) have been tested 

for immunization of mice with single polypeptides, 
or with their mixtures. As a result of vaccination, 
it was demonstrated that aluminum hydroxide was 
providing the most desirable immunological parameters 
of immune response among the adjuvants tested. 
A mixture of polypeptides containing aluminum 
hydroxide was found to produce specific antibodies with 
better opsonizing activity against group B streptococci. 
(Med. Immunol., 2008, vol. 10, N 2-3, pp 215-222)
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Введение
В настоящее время вакцинопрофилактика 

стрептококковых заболеваний в группах риска 
является одним из актуальных и быстро разви-
вающихся научных направлений в области кли-
нической микробиологии. Это обусловлено зна-
чимостью стрептококковой патологии в целом 
(известно, что стрептококки являются наиболее 
распространенными возбудителями бактери-
альных инфекций человека [19]), а также недо-
статочной эффективностью терапевтических 
подходов при лечении стрептококковых заболе-
ваний. Несмотря на многочисленные разработки 
экспериментальных вакцин в различных лабора-
ториях мира, создание безопасной и эффектив-
ной вакцины против патогенных стрептококков 
для практики здравоохранения пока остается не-
решенной задачей.

Проблема создания вакцин на основе реком-
бинантных технологий требует подбора таких ан-
тигенов, иммунный ответ к которым обеспечива-
ет продолжительный и напряженный иммунитет 
к заболеванию. Важнейшим компонентом такого 
рода вакцины является эффективный вакцинный 
адъювант.

В исследованиях по созданию рекомбинант-
ной вакцины против стрептококков группы 
В (СГВ) ранее были отобраны два рекомбинант-
ных полипептида ScaAB и P6, созданных на осно-
ве соответствующих поверхностных белков [4]. 
Установлено, что оба полипептида являются им-
муногенными, их введение в виде монопрепара-
тов или в смеси стимулирует выработку специфи-
ческих антител, в том числе и высокоаффинных, 
способных циркулировать в крови в течение не-
скольких месяцев и обеспечивать защиту от СГВ. 
Антитела обеих специфичностей опсонизируют 
штаммы гомологичных серотипов СГВ, а в слу-
чае ScaAB опсонизирующая активность отмечена 
не только в отношении широкого круга серотипов 
СГВ, но и стрептококков группы А. В настоящем 
исследовании на разработанной ранее модели 
был проведен сравнительный анализ адъювант-
ной активности четырех различных препаратов: 
полного адъюванта Фрейнда, гидроокиси алю-
миния и двух иммуномодуляторов нового поко-
ления – Бестима и Интерлейкина-1β [6, 7].

Материалы и методы
Рекомбинантные полипептиды. Рекомбинантные 

полипептиды Р6 и ScaAB были получены из скон-
струированных ранее штаммов-продуцентов E.coli 
и выделены, как описано нами ранее [20, 22].

Адъюванты. В работе использовали: адъювант 
Фрейнда («Sigma», США), гидроокись алюминия 
(Imject Alum, «Pierce»), препараты Бестим (син-
тетический пептид γ-D-глутамил-L-триптофан) 

и Беталейкин (рекомбинантный Интерлейкин-1β  
человека) производства ГосНИИ особо чистых 
биопрепаратов (Санкт-Петербург). 

Иммунизация животных. Эксперименты были 
проведены на беспородных мышах – самцах, 
массой 16-18 г, полученных из питомника «Рап-
полово» РАМН.

При иммунизации с адъювантом Фрейнда 
и гидроокисью алюминия рекомбинантные поли-
пептиды вводили двукратно, подкожно, первый 
раз с адъювантом в объеме 0,2 мл (1 : 1) в дозах 30 
и 20 мкг/мышь для P6 и ScaAB, соответственно, 
второй раз через 21 день в половинной дозе без 
адъюванта. Иммунизацию смесью полипептидов 
проводили, сохраняя те же индивидуальные дозы 
препаратов Р6 и ScaAВ.

Иммунизацию с Бестимом и Беталейкином 
проводили по схеме, рекомендованной произ-
водителем препаратов. Дважды с интервалом  
в 1 сутки адъювант вводили подкожно в объеме  
0,1 мл в дозе 1,0 и 0,1 мкг/кг для Бестима и Бета-
лейкина, соответственно. На третий день препара-
ты вводили в смеси с адъювантом в объеме 0,2 мл  
(1 : 1) в дозах 30 и 20 мкг/мышь для P6 и ScaAB, 
соответственно, а затем повторно через 21 день 
в половинной дозе без адъюванта. Иммуниза-
цию смесью полипептидов проводили сохраняя 
те же дозы препаратов Р6 и ScaAВ.

Титр антител (IgG) определяли с 21-го по 50-й 
дни от начала иммунизации с интервалом в две 
недели.

Определение титра антител. Титры антител 
определяли в иммуноферментном анализе (ИФА 
«сэндвич»), используя планшеты высокой сорб-
ционной емкости «Costar», США. Каждую сы-
воротку исследовали в 3-х повторах, контролем 
служила сыворотка интактных животных.

Определение константы связывания. Для оцен-
ки аффинитета антител исследуемую сыворот-
ку в разведении 1 : 100 инкубировали в растворе 
с возрастающим количеством соответствующего 
антигена (0,12-30 мкг/мл), не связавшиеся анти-
тела регистрировали в ИФА. Каждая точка кри-
вой титрования была продублирована триж-
ды. Расчет значений констант связывания (Кс) 
и доли антител с данной величиной Кс проводи-
ли с помощью компьютерной программы пакета 
«Polyconst» [3].

Анализ опсонизирующей активности антисы-
вороток. Опсонизирующую активность антисы-
вороток изучали на суточном монослое мыши-
ных перитонеальных макрофагов, полученном 
общепринятым способом [12]. Монослой от-
мывали от антибиотиков и вносили суспензию 
СГВ штамм 5/70 серотипа Iac в концентрации  
1 х 107 КФЕ/мл. Бактерии предварительно ин-
кубировали в течение 30 минут с нормальной 
и экспериментальными мышиными сыворот-



217

2008, Т. 10, № 2-3 Адъюванты и иммуногенность вакцин

ками, разведенными средой в 50 раз. После 30 ми-
нут контакта макрофагов с опсонизированными 
бактериями монослой клеток тщательно отмы-
вали от неприкрепившихся стрептококков. Все 
описанные выше этапы проводились в среде 
IMDM при 37°С в атмосфере 5% CO2. Препараты 
фиксировали абсолютным спиртом, окрашивали 
эозином и азуром. Исследование в одном опыте 
проводили в 3 параллелях, в каждой из них ис-
следовали не менее 100 клеток, подсчитывая про-
центную долю макрофагов, инфицированных 
стрептококками, и среднее число кокков на одну 
клетку. Опсонизирующую активность оценивали 
по фагоцитарному индексу (ФИ), который пред-
ставляет собой произведение обоих показателей. 
Результаты одного опыта усредняли и обрабаты-
вали по методу Стьюдента–Фишера.

Результаты
Гуморальный иммунный ответ на введение 
монопрепаратов  P6 и ScaAB

Исследуемые препараты вводили лаборатор-
ным животным по схемам, указанным в разделе 
«Материалы и методы». Гуморальный иммунный 
ответ оценивали в четырех группах животных, 
получавших в качестве адъюванта полный адъю-
вант Фрейнда (группа ПАФ), гидроокись алюми-
ния (группа А), Бестим (группа Б) и Беталейкин 
(группа И). 

Через три недели после первичной иммуниза-
ции животных монопрепаратом  P6 (рис. 1А) спе-
цифические антитела в небольших концентраци-
ях обнаруживали только в группах ПАФ и А.

Повторное введение антигена приводило 
к накоплению антител во всех исследованных 
группах. Через две недели после второй иммуни-
зации (35 день от начала эксперимента) одина-
ково высокие титры P6-специфических антител  
(1 : 12 800) были зарегистрированы в группах 
ПАФ, А, И. Наименьший прирост антител был 
отмечен в группе Б.

На 50 день от начала эксперимента продол-
жился рост P6-специфических антител в группе 
ПАФ, в группе А сохранялся прежний уровень 
иммунного ответа, а в группе И наметилась тен-

денция к снижению уровня специфических IgG. 
Содержание P6-специфических антител в группе 
Б продолжало оставаться стабильно низким.

При иммунизации препаратом ScaAB (рис. 1Б)  
появление небольшого количества специфиче-
ских антител на 21 первый день после первично-
го введения препарата было отмечено в группах 
ПАФ, А, И.

После второй иммунизации накопление 
ScaAB-специфических антител проходило менее 
интенсивно по сравнению с P6-специфическими 
IgG, однако адъювантный эффект ПАФ и А так-
же был наибольшим (1 : 3200). Наименьший при-
рост антител отмечался в группе Б.

На 50 день от начала эксперимента титр анти-
тел в группе А не изменился, в группе ПАФ упал 
вдвое, в группе И – вчетверо. Содержание специ-
фических IgG в группе Б было самым низким.

Иммунный ответ на введение смеси 
препаратов  P6 и ScaAB

Применение комплексной рекомбинантной 
вакцины, представляющей собой смесь поли-
пептидов  P6 и ScaAB, как уже было показано 
нами ранее [8], существенно меняет показатели 
динамики антителообразования, полученные для 
каждого компонента при индивидуальном введе-
нии. Однако приведенные в предыдущем разделе 
соотношения адъювантной активности исследуе-
мых препаратов при использовании смеси белков 
сохранились. На рисунке 1 (В, Г) представлены 
результаты анализа антисывороток животных, 
иммунизированных смесью препаратов. В каж-
дой антисыворотке определяли P6- и ScaAB-
специфические антитела. 

Общий уровень P6-специфического иммунно-
го ответа при иммунизации смесью полипептидов 
снизился (1В) по сравнению с показателями им-
мунного ответа на монопрепарат. Во всех группах 
максимальные значения титров были достигнуты 
на 35 день от начала иммунизации, к 50 дню от-
мечали тенденцию снижения титра антител. Наи-
высшие показатели иммунного ответа отмечали 
в группах ПАФ и А. В отличие от иммунизации по-
липептидом P6, уровень ScaAB-специфического 
иммунного ответа на введение смеси препаратов 

Таблица. аффиниТеТ* специфических сывороТочных анТиТел

Вакцинный 
препарат

Специфичность 
определяемых 

антител

Группы экспериментальных животных**

ПАФ А Б И

P6 P6 8 (0,6); 9 (0,4) 8 (0,6); 9 (0,4) 8 (1,0) 7 (1,0)
ScaAB ScaAB 7 (0,4); 9 (0,6) 7 (0,5); 9 (0,5) 7 (1,0) 7 (1,0)

P6 + ScaAB
P6 8 (0,6); 9 (0,4) 8 (0,5); 9 (0,5) 8 (1,0) 7 (1,0)
ScaAB 7 (0,2); 9 (0,8) 8 (0,5); 9 (0,5) 7 (1,0) 7 (1,0)

примечания: * – выражен в lg Кс, в скобках указана относительная доля антител с данным аффинитетом; ** – исследованы 
антисыворотки, полученные на пике иммунного ответа.
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существенно возрос в группах ПАФ и А (1Г), при-
чем для группы ПАФ на 50 день от начала экспери-
мента не было отмечено снижения иммунного от-
вета, как это было зарегистрировано при введении 
монопрепарата ScaAB. Применение препаратов 
Бестим и Беталейкин не приводило к повышению 
специфического иммунного ответа на компонен-
ты препарата, так же как и вакцинация индивиду-
альными полипептидами.

Аффинитет специфических антител  
при иммунизации монопрепаратами полипептидов 
и их смесью

На пике иммунного ответа в сыворотках мышей 
из всех экспериментальных групп была проведе-
на оценка аффинитета циркулирующих антител. 
В таблице приведены значения констант связы-
вания (Кс) антигенов  P6 и ScaAB с соответствую-
щими специфическими антителами, полученны-
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рисунок 1. влияние адъювантов на иммуногенность вакцинных монопрепаратов и их смеси
примечание: по оси абсцисс: время от начала эксперимента в днях; по оси ординат: обратные значения титра сыворотки. 

а – иммунизация полипептидом P6 б – иммунизация полипептидом ScaAB

в – иммунный ответ к P6 после иммунизации 
смесью полипептидов P6 и ScaAB

Г – иммунный ответ к ScaAB после иммунизации 
смесью полипептидов P6 и ScaAB
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ми на 35 день от начала эксперимента, а также 
относительные доли антител с данным значением 
Кс. Аффинитет антител не зависел от формы вве-
дения препаратов, но зависел от использованного 
адъюванта. Наибольшее сродство антител к соот-
ветствующему антигену было отмечено при вве-
дении полипептидов совместно с ПАФ и А, когда 
значения Кс достигали 109 М–1. При использова-
нии в качестве адъювантов Бестима и Беталейки-
на аффинитет антител был более низким, значе-
ния Кс соответствовали 107 М–1.

Опсонизирующие свойства специфических антител
Эффективность иммунного ответа, в случае 

бактериальной инфекции, определяется способ-
ностью специфических антител опсонизировать 
микроорганизмы, тем самым существенно уско-
ряя их элиминацию путем фагоцитоза.

В опсонофагоцитарном тесте на монослое пе-
ритонеальных макрофагов была изучена опсони-
зирующая активность специфических мышиных 
антисывороток, полученных на 35 день от начала 
эксперимента (рис. 2).

Установлено, что антисыворотки живот-
ных из всех исследуемых групп опсонизировали 
стрептококки группы В. Показатели прироста 
фагоцитарного индекса ФИ (интегрального по-
казателя степени инфицированности монослоя) 

были наивысшими в группе А. Характерно, что 
данные по опсонизации не всегда коррелировали 
с показателями титра антител в исследуемой сы-
воротке. Так, например, при самом низком титре 
антител в сыворотках, полученных при иммуни-
зации мышей ScaAB совместно с Бестимом, при-
рост ФИ не уступал аналогичному показателю 
в А и И группах, где титр сывороточных антител 
был выше.

Обсуждение
Эффективная вакцина, предназначенная для 

вакцинации беременных женщин, инфициро-
ванных стрептококками группы В, должна сти-
мулировать выработку способных к транспла-
центарной передаче специфических антител, 
концентрация которых будет достаточной для 
предотвращения СГВ инфекции у плода и ново-
рожденного. Предпочтительно, чтобы в этом слу-
чае содержание антител превосходило уровень, 
обычно достаточный для защиты других катего-
рий взрослых лиц [13].

Удачно подобранные адъюванты, безопасные 
и заметно повышающие иммуногенность вак-
цины, смогли бы способствовать снижению эф-
фективных доз вакцинных препаратов, а значит 
и степени антигенной нагрузки, что чрезвычайно 
важно в период созревания плода.

Успешно использованный в наших ранних 
экспериментах полный адъювант Фрейнда [5], 
несмотря на широкое применение в лаборатор-
ной практике, запрещен для использования в ме-
дицине, поскольку вызывает чрезмерную мест-
ную воспалительную реакцию. Значительный 
иммуностимулирующий эффект ПАФ связывают 
с присутствием в его составе убитых микобак-
терий, ответственных, вероятно, за индукцию 
общего высокого уровня секреции цитокинов 
[11, 16]. В рамках данной работы планировалось 
провести сравнительное исследование трех раз-
решенных к использованию иммуномодуляторов 
с целью выбора препарата для дальнейшего при-
менения в качестве адъюванта в составе разраба-
тываемых вариантов рекомбинантных стрепто-
кокковых вакцин.

Несмотря на экспоненциальный рост количе-
ства адъювантов, которые изучаются в лаборато-
риях мира, для использования на людях разреше-
ны только единичные препараты. Это, в первую 
очередь, производные алюминия, история при-
менения которых насчитывает почти 70 лет. Из-
вестно, что их иммуномодулирующий эффект 
связан с индукцией ответа Th2 [9]. Предполагают 
также, что гидрохлорид алюминия может непо-
средственно стимулировать антигенпрезентиру-
ющие клетки [21].

Препарат Бестим представляет собой синте-
тический дипептид γ-D-Glu-L-Trp, иммуности-
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рисунок 2. опсонизирующая активность P6- и ScaAB-
специфических антисывороток в отношении сГв
примечание: по оси ординат – кратность прироста показателя ФИ 
по отношению к контролю.
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мулятор широкого спектра действия, прошед-
ший полный цикл доклинических исследований 
и разрешенный для клинического применения. 
Показано, что при введении in vivo Бестим стиму-
лировал функциональную активность макрофа-
гов, усиливал антигенспецифическую продукцию 
лимфоцитами IL-2 и IFNγ, не оказывал влияния 
на продукцию IL-4 [18]. Иммуностимулирующий 
эффект рекомбинантного Беталейкина связыва-
ют с индукцией пролиферации Т2-хелперов, по-
следующей секрецией IL-4 [11].

При сравнении адъювантного эффекта было 
обнаружено, что только гидроокись алюминия 
стимулировала выработку высокоаффинных ан-
тигенспецифических иммуноглобулинов клас-
са G на столь же высоком уровне, как и полный 
адъювант Фрейнда. Наименьшей активностью 
обладал Бестим. Эта закономерность была от-
мечена как при иммунизации монопрепарата-
ми  P6 и ScaAB, так и их смесью. Антисыворот-
ки, специфичные в отношении стрептококковых 
антигенов и полученные у мышей из каждой ис-
следованной группы, обладали способностью 
опсонизировать СГВ Iac серотипа, что свиде-
тельствовало о биологической эффективности 
иммунного ответа, стимулированного введением 
вакцин.

Отдельно следует отметить, что на фоне введе-
ния адъюванта Фрейнда и гидроокиси алюминия 
наиболее отчетливо обнаруживалась интересная 
закономерность. По большинству исследуемых 
показателей применение смеси рекомбинантных 
полипептидов сопровождалось усилением им-
мунного ответа по сравнению с иммунизацией 
монопрепаратами. Это наблюдение будет учтено 
в дальнейшем при формировании эффективных 
комбинаций компонентов вакцинных препаратов.

Хорошо выраженные иммуномодулирующие 
свойства алюминия связаны, в первую очередь, 
со стимуляцией выработки антител. Недостатком 
этого адъюванта является слабое влияние на кле-
точноопосредованное звено иммунного ответа 
[10, 15]. Однако клеточная цитотоксичность, 
важнейший механизм защиты при вирусных за-
болеваниях, не имеет решающего значения при 
бактериальных инфекциях, где ведущим меха-
низмом становится опосредованный специфиче-
скими антителами фагоцитоз.

Полученные нами сравнительные данные 
об умеренных адъювантных свойствах Беталей-
кина (Интерлейкин-1β) совпадают с данными 
Sagara и др., который [17] показал, что адъювант-
ный эффект IL-1β в отношении овальбумина 
был наименьшим по сравнению с полным адъ-
ювантом Фрейнда и гидроокисью алюминия.  
В то же время, установлено выраженное сти-
мулирующее действие рекомбинантного IL-1β 
на иммуногенную активность вакцины против 

бешенства, в частности, на формирование вирус-
нейтрализующих антител [2], а также положи-
тельное влияние на эффективность вакцинации 
иммунодефицитных больных при введении вак-
цины против вируса гепатита [1]. Слабый адъю-
вантный эффект Беталейкина может объясняться 
особенностями использованной нами экспери-
ментальной модели. Показано, что IL-1β домини-
рует у человека, а у мышей он преимущественно 
существует в форме IL-1α. Проблема применения 
цитокинов в качестве адъювантов требует осо-
бенно тщательного изучения. Влияние любого 
цитокина на характер иммунного ответа зависит 
от огромного количества клеточных феноменов, 
включая синтез и доступность других цитоки-
нов, спектр которых может зависеть, в том числе,  
и от свойств использованного антигена [14].

Исследования адъювантных свойства Бестима 
были предприняты в связи с данными о повыше-
нии эффективности вакцинации против вируса 
гепатита В на фоне введения Бестима [1].

В условиях проведенного эксперимента не бы-
ло отмечено какого-либо существенного влияния 
Бестима на гуморальное звено иммунного ответа 
при вакцинации мышей полипептидами ScaAB 
и P6 или их смесью. На основании полученных 
данных можно предположить, что механизм дей-
ствия Бестима не связан с прямой стимуляцией 
процесса антителогенеза.

В отличие от использованной нами экспе-
риментальной модели вакцинации интактных 
животных клинические исследования Бестима 
проводились на больных со вторичным имму-
нодефицитным состоянием. Стимулирующий 
эффект Бестима в отношении результата вак-
цинации против гепатита В был вероятнее всего 
опосредован его свойствами иммунорегулятора, 
способного корректировать иммунопатологиче-
ские процессы [1, 18].

Наряду с беременными женщинами адресной 
группой разрабатываемых нами стрептококко-
вых вакцин, являются люди пожилого возрас-
та с выраженными иммунодефицитами. В связи 
с этим сохраняет свою актуальность дальнейшее 
изучение адъювантных свойств Бестима в усло-
виях его использования в сочетании с прямыми 
стимуляторами процесса специфического анти-
телогенеза. 

Подводя итоги вышесказанному, можно за-
ключить, что разрешенная для применения 
в клинической практике гидроокись алюминия, 
использованная в качестве адъюванта в составе 
вакцины на основе рекомбинантных полипепти-
дов  P6 и ScaAB, обеспечивала необходимую эф-
фективную стимуляцию синтеза специфических 
антител, обладающих опсонизирующей активно-
стью в отношении СГВ. Данное обстоятельство 
позволяет рассматривать этот препарат в каче-
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стве перспективного адъюванта для создания ре-
комбинантной вакцины против стрептококков 
группы В. 

Исследования были поддержаны грантами 
РФФИ 06-04-48949-а и 06-04-08026 офи.
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