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Резюме. С 1924 года вакцина БЦЖ защищает детей от наиболее тяжелых форм туберкулеза. В то 
же время защитный эффект BCG у взрослого населения не прослеживается. Возможности приме-
нения  живой  вакцины  для  ревакцинации  дополнительно  ограничены  быстрым  распространени-
ем  инфекции  ВИЧ.  Рано  секретируемые  белки  микобактерии  туберкулеза  широко  применялись 
для конструирования новых противотуберкулезных вакцин, поскольку характеризуются высокой им-
муногенностью и способностью защищать от ТБ в экспериментальных моделях. Целью настоящего 
исследования было изучение эффективности применения нового субъединичного вакцинного пре-
парата для повышения устойчивости экспериментальных животных к ТБ путем ревакцинации после 
первичной иммунизации BCG. Тестируемая вакцина представляла собой сочетание химерного белка 
на основе Ag85B-TB10.4-FliC и плазмидной ДНК, кодирующей антиген Ag85A. Оценку эффективно-
сти буст-вакцинации проводили на модели аэрозольного заражения вакцинированных только BCG 
или BCG с последующей ревакцинацией тестируемой вакциной, а также интактных лабораторных 
мышей линии С57BL/6 вирулентным лабораторным штаммом M. tuberculosis H37Rv по результатам 
определения высеваемости микобактерий из органов и продолжительности жизни животных после 
заражения. Было показано, что дополнительная буст-вакцинация исследуемой вакциной, по сравне-
нию с обычной вакцинацией BCG, приводит к усилению торможения диссеминации микобактерий 
из очага инфицирования и существенному продлению жизни зараженных животных. 
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Abstract. Since 1924, BCG vaccine is used to protect children from the most severe forms of tuberculosis. 
At the same time, the protective effect of BCG in adults is variable. The potential for revaccination with live 
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vaccine is further limited by the rapid spread of HIV infection. The early-secreted Mycobacterium tuberculosis 
proteins have been used extensively in TB vaccine development, due to their high immunogenicity and have 
shown protective effect  in animal models. The aim of our study was to evaluate the opportunity to increase 
the  anti-TB  resistance  in  experimental  animals  by  re-vaccination  with  a  new  subunit  vaccine  preparation 
following primary immunization with BCG. To perform such boost vaccination, we used a combination of the 
Ag85B-TB10.4-FliC chimeric protein, and the plasmid DNA encoding Ag85A antigen. Efficiency of the boost 
vaccination was evaluated in a model of M. tuberculosis H37Rv aerosol infection of C57BL / 6 laboratory mice, 
either in the intact animals, or those vaccinated with BCG only, or BCG followed by revaccination with the test 
vaccine. The data concerning mycobacteria outgrowth from the organs, and life-span of animals after infection 
were subject to comparative analysis. We have demonstrated that additional boost vaccination with the vaccine 
under  study,  as  compared  with  conventional  BCG  vaccination,  leads  to  further  inhibition  of  mycobacteria 
dissemination from the site of infection, and significantly prolonged survival of infected animals.

Keywords: tuberculosis, vaccine, BCG, boost immunization

Введение
Широко  применяемая  для  профилакти-

ки  туберкулеза  (ТБ)  вакцина  BCG  отличается 
от  вирулентных  штаммов  Mycobacterium bovis 
и  M. tuberculosis (Mtb)  отсутствием  локуса  esx-1, 
кодирующего  так  называемые  рано  секретируе-
мые белки. Тем самым у BCG нарушена способ-
ность выходить из фагосомы в цитозоль фагоцита 
и  стимулировать  гибель  клетки  с  последующим 
поглощением  материала  антигенпрезентирую-
щими клетками [3]. Как следствие, вакцина лише-
на  возможности  активировать  локализованные 
в  цитозоле  распознающие  компоненты  иммун-
ной системы, потенциально способные участво-
вать в формировании протективного иммунного 
ответа. Очевидно, что в варианте Mtb некоторые 
из этих белков являются факторами вирулентно-
сти, обусловливающими чрезмерное воспаление 
и гранулемообразование, нарушающими тонкий 
баланс между защитной реакцией и патологией. 
В экспериментах на иммунодефицитных мышах 
было показано, что BCG, экспрессирующая ESX-
1 из M. marinum, менее вирулентна по сравнению 
с  самой  Mtb  и  с  BCG,  экспрессирующей  ESX-1 
из  Mtb,  но  по  своим  протективным  свойствам 
превосходит обычную BCG [4]. Дополнительным 
аргументом  для  включения  рано  секретируемых 
белков  в  состав  противотуберкулезной  вакци-
ны  служит  наблюдение  о  существенном  вкладе 
ESAT-6-зависимого  иммунного  ответа,  опос-
редованного  индуцированными  через  цепочку 
NLRP3-инфламмасома-IL-18  антиген-неспец-
ифическими,  IFNγ-продуцирующими  CD8+T-
клетками, в защиту от заражения Mtb [5].

На  протяжении  ряда  лет  в  нашем  институте 
продолжается  изучение  протективных  свойств 
новой  субъединичной  противотуберкулезной 
вакцины  на  основе  Ag85B-TB10.4-FliC  и  плаз-
мидной  ДНК,  кодирующей  антиген  Ag85AMtb. 
В  предварительном  исследовании  в  нашей  ла-
боратории  на  модели  заражения  лабораторных 
мышей относительно резистентной к туберкуле-
зу  линии  С57BL/6  вирулентным  лабораторным 
штаммом  Mtb  H37Rv,  по  результатам  определе-

ния высеваемости бактерий из органов и продол-
жительности жизни животных после заражения, 
была  продемонстрирована  высокая  (сравнимая 
с  BCG  Russia)  протективная  активность  трех 
субъединичных вакцинных препаратов [1]. В по-
следующем  в  той  же  модели  для  наиболее  эф-
фективного из этих препаратов было продемон-
стрировано  длительное  (до  10  месяцев  после 
вакцинации) сохранение иммунологической па-
мяти  к  бактериальному  антигену  [2].  Целью на-
стоящего исследования было изучение эффектив-
ности применения нового вакцинного препарата 
для  повышения  устойчивости  эксперименталь-
ных  животных  к  ТБ  путем  ревакцинации  после 
первичной иммунизации BCG. 

Материалы и методы
Эксперименты  были  проведены  на  самках 

мышей линии C57BL/6JCit (В6), содержавшими-
ся  в  виварии  ФГБНУ  «ЦНИИТ»  в  стандартных 
условиях. Условия содержания мышей и порядок 
проведения  экспериментов  были  определены 
нормами приказа № 755 МЗ РФ. Возраст живот-
ных  к  началу  проведения  эксперимента  состав-
лял не менее 2-3 мес. 

Тестируемая  вакцина  представляла  собой  со-
четание  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 [1]. 

2  группы  мышей  по  20  животных  в  каждой 
были  подкожно  провакцинированы  10е5  КОЕ 
живой вакцины BCG (штамм Russia).

Через 6 недель мышам одной из групп внутри-
мышечно ввели 10 мкг вакцины, конъюгирован-
ной с 200 мкл гидроокиси алюминия (буст). Мы-
шам контрольной группы внутримышечно ввели 
200 мкл гидроокиси алюминия (контроль BCG).
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Через  4  недели  после  последней  вакцинации 
мыши  были  аэрозольно  заражены  вирулентным 
лабораторным штаммом Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv в дозе 600 КОЕ на мышь. Контроль дозы 
заражения  осуществлялся  путем  высева  гомоге-
ната легких 5 контрольных мышей на агар Дюбо 
через  24  часа  после  заражения.  Контрольную 
группу составляли 20 соответствующих по возра-
сту мышей, не вакцинированных BCG и не полу-
чивших буст-инъекции. 

Через  4  недели  после  заражения  у  5  мышей 
из  каждой  группы  после  умерщвления  церви-
кальной дислокацией забирали селезенку и лег-
кие. Полученные органы гомогенизировали, по-
лучали  серийные  разведения  в  стерильном  PBS 
и  высевали  на  агар  Дюбо.  Растущие  колонии 
подсчитывали визуально под микроскопом через 
3 недели после высева.

Оставшиеся  15  мышей  каждой  группы  ис-
пользовали для определения среднего срока вы-
живания после заражения.

Результаты и обсуждение
Результаты  определения  высеваемости  мико-

бактерий из органов мышей через 4 недели после 
заражения  приведены  на  рисунке  1.  В  то  время 
как вакцинация BCG, вне зависимости от буста 
субъединичной  вакциной,  эффективно  снижает 
бактериальную нагрузку в легких (рис. 1А), при-
менение BCG без дополнительной иммунизации 
в  существенно  меньшей  степени  способно  при-
тормаживать диссеминацию инфекции из легких 
в селезенку (рис. 1Б). 

Динамика  гибели  мышей  после  заражения 
вирулентным штаммом Mtb представлена на ри-
сунке  2.  Сравнение  кривых  гибели  мышей  по-
сле заражения свидетельствует о положительном 
влиянии буст-иммунизации субъединичной вак-
циной на продолжительность жизни инфициро-
ванных  мышей.  К  343-му  дню  после  заражения 

все мыши в контрольных группах пали, в то вре-
мя как в группе, получившей буст субъединичной 
вакциной, в живых оставались 5 животных (33%). 
Статистический анализ кривых гибели вакцини-
рованных животных показал высокую достовер-
ность  различий  (р  =  0,0009  по  Gehan–Breslow–
Wilcoxon)  между  вакцинированными  мышами 
и  вакцинированными  мышами,  получившими 
буст.

Ключевым  вопросом  исследования  и  усовер-
шенствования  новой  вакцины  является  подбор 
антигенов для включения в ее состав. За послед-
нее  десятилетие  получила  дальнейшее  развитие 
концепция  об  определенных  фазах  роста  Mtb, 
связанных с периодами репликации, персистен-
ции и дормантности микобактерий [6]. К ассоци-
ированным  со  стадией  активного  размножения 
бактерий  антигенам  относятся  рано  секретиру-
емые  белки,  такие  как  семейство  Ag85,  ESAT-6 
и  CFP-10.  Эти  антигены  широко  применялись 
для конструирования новых противотуберкулез-
ных  вакцин  и  характеризуются  высокой  имму-

Рисунок 1. Высеваемость микобактерий туберкулеза из легких (А) и селезенки (Б) у мышей В6, вакцинированных 
BCG или BCG в сочетании с бустом через 3 недели после заражения
Figure 1. Isolation rates for M. tuberculosis from lungs (A) and spleen (B) of B6 mice immunized with BCG vaccine or BCG vaccine 
and boost following 3 weeks after MBT infection

Рисунок 2. Динамика гибели зараженных вирулентными 
микобактериями мышей, предварительно 
вакцинированных BCG или BCG с бустом
Figure 2. Survival dynamics of mice infected with virulent 
mycobacteria, following pre-immunization with BCG vaccine or 
BCG vaccine and boost

А (A) Б (B)
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ногенностью  и  способностью  защищать  от  ТБ 
в экспериментальных моделях.

Наряду  с  антигенами  рано  секретируемых 
белков  микобактерий,  в  состав  изучаемой  нами 
вакцины  входил  участок  белка  FliC,  способный 
взаимодействовать с TLR5, запуская процесс со-
зревания макрофагов и дендритных клеток. Кро-
ме того, в последовательность входящего в состав 
вакцины  плазмидного  вектора  были  встроены 
дополнительные CpG мотивы, также способные 
активировать ряд компонентов врожденного им-
мунитета [1].

Таким  образом,  в  использованной  нами  мо-
дели  экспериментального  ТБ  буст-стимуляция 

специфической  и  врожденной  составляющих 
иммунного  ответа  не  привела  к  дополнитель-
ному  (по  сравнению  с  BCG)  торможению  ре-
пликации Mtb в очаге инфекции. В то же время 
буст-иммунизация  способствует  снижению  ин-
тенсивности  воспалительных  реакций  в  легких 
инфицированных  мышей,  препятствует  разру-
шению  инфицированных  клеток  легкого  и  тем 
самым  тормозит  диссеминацию  Mtb  из  очага 
заражения.  В  результате  в  нашей  модели  ис-
пользование  дополнительной  иммунизации 
субъединичной вакциной позволяет существен-
но  повысить  протективные  свойства  вакцины 
BCG.
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