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ВЛИЯНИЕ ОЛИГОДЕЗОКСИНУКЛЕОТИДА CpG ODN 2006 
НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ КРОВИ ЛЮДЕЙ, 
ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПРОТИВ ЧУМЫ
Клюева С.Н., Шмелькова Т.П., Щуковская Т.Н.
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт “Микроб”», г. Саратов, Россия

Резюме. В работе проведена оценка влияния коммерческого препарата CpG ODN 2006 при раз-
дельном применении, а также в комплексе с различными индукторами на спонтанную и индуциро-
ванную in vitro продукцию цитокинов  клетками крови людей  до и после противочумной вакцинации. 
Установлено, что вакцинация не влияет на спонтанную продукцию цитокинов врожденного  (IL-8, 
TNFα) и адаптивного (IFNγ, IL-4) иммунитета. CpG ODN 2006 оказывает влияние на функцио-
нальную активность Тh1 и Тh2 в крови людей, впервые вакцинированных живой чумной вакциной, 
на фоне незначительных изменений в содержании IgM, IgG, IgА и IgЕ, что отражалось в повышенной 
продукции Тh1/провоспалительных цитокинов (IL-17 и IFNγ) и Тh2/противовоспалительного цито-
кина IL-4. В крови многократно вакцинированных лиц CpG ODN 2006 индуцировал повышение вы-
работки IL-4, IL-17 и снижение уровня IFNγ. Таким образом, способность CpG ODN 2006 активиро-
вать клетки врожденного и адаптивного иммунитета открывает перспективы использования данного 
олигодезоксинуклеотида при разработке эффективной вакцины против чумы.
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INFLUENCE OF CpG ODN 2006 OLIGODEOXYNUCLEOTIDE 
ON CYTOKINE PRODUCTION BY BLOOD CELLS OF HUMANS 
VACCINATED AGAINST PLAGUE
Klyueva S.N., Shmelkova T.P., Schukovskaya T.N.
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. This study presents data upon the effects of CpG oligonucleotide substance (CpG ODN 2006). 
The commercial preparation was applied in vitro as a single agent, or in combination with various cytokine 
production inducers. Spontaneous and induced cytokine levels were tested in cultures of human blood cells 
taken from the persons before and after anti-plague vaccination. It has been shown that the vaccination had no 
effect upon spontaneous production of cytokines participating in innate (IL-8, TNFα) and adaptive  (IFNγ, 
IL-4) immunity. CpG ODN 2006 proved to exert effects upon functional activity of human blood Th1 and 
Th2 pro-inflammatory cytokines after the first vaccination with live anti-plague vaccine, being reflected as 
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Введение
В России для вакцинации населения ис-

пользуется живая сухая чумная вакцина (ЖЧВ) 
на основе вакцинного штамма Yersinia pestis EV 
НИИЭГ [3], которой, наряду с достоинствами 
(высокая иммуногенность, возможность приме-
нения препарата различными способами), при-
сущ существенный недостаток – высокая реак-
тогенность. В том числе ЖЧВ вызывает развитие 
непродолжительного иммунитета длительно-
стью до года [3]. В связи с этим первостепенной 
задачей иммунопрофилактики чумы является 
создание эффективной и безопасной вакцины 
нового поколения [2, 20]. Одним из способов по-
вышения эффективности и продолжительности 
противочумного иммунитета является использо-
вание в составе вакцин неспецифических стиму-
ляторов (адъювантов). 

CpG-содержащие олигодезоксинуклеотиды 
CpG ODN являются наиболее мощными имму-
ноадъювантами, способными значительно повы-
шать уровень иммунного ответа при вакцинации 
и обеспечивать защиту против таких особо опас-
ных инфекций, как бруцеллез [9], сибирская язва 
[11], чума [13], холера [14], мелиоидоз [15]. К та-
ким новым иммуномодуляторным молекулам от-
носятся CpG ODN 2006 [10].

CpG ODN распознаются Toll-подобными ре-
цепторами 9 (TLR9) и инициируют сигнальный 
каскад реакций, приводящий к синтезу провос-
палительных цитокинов иммунокомпетентными 
клетками и активации механизмов иммунологи-
ческой защиты организма [17, 19]. В настоящее 
время все большее внимание уделяют первосте-
пенной роли системы цитокинов в реализации 
функций врожденного и приобретенного имму-
нитета при защите организма от инфекций. Ци-
токины представляют собой группу полипептид-
ных медиаторов межклеточного взаимодействия, 
участвующих главным образом в формировании 
и регуляции защитных реакций организма при 
внедрении патогенов и нарушении целостности 
тканей, а также в регуляции ряда нормальных 
физиологических функций [5]. Продукция цито-

кинов является составной частью клеточного от-
вета и при вакцинации ЖЧВ. 

Влияние CpG ODN на функциональную 
активность Т-хелперов 1-го и 2-го типов (Th1 
и Th2) в крови у невакцинированных и вакци-
нированных ЖЧВ, опосредованную выработ-
кой провоспалительных и противовоспалитель-
ных цитокинов, представляет интерес в плане 
определения роли адъюванта в развитии специ-
фического противочумного иммунного ответа, 
а также возможности его включения в рецептуру 
разрабатываемых противочумных вакцин.

Целью данного исследования явилась оценка  
in vitro спонтанной и индуцированной продукции 
цитокинов в крови людей до и после противо-
чумной вакцинации в ответ на раздельное введе-
ние CpG ODN 2006 и в комплексе с различными 
индукторами. 

Материалы и методы
Обследуемые лица составили две группы: 

первично вакцинированные ЖЧВ (I группа) 
и многократно ежегодно вакцинированные 
ЖЧВ в соответствии с «Инструкцией по приме-
нению вакцины противочумной живой сухой»  
(II группа).

Вакцинацию отечественной коммерческой 
ЖЧВ производства ФКУЗ «Ставропольский на-
учно-исследовательский противочумный инсти-
тут» Роспотребнадзора проводили в плановом 
порядке согласно приказу Минздравсоцразви-
тия Российской Федерации от 31.01.2011 № 51н 
«О национальном календаре профилактических 
прививок и календаре профилактических приви-
вок по эпидемическим показаниям» и в строгом 
соответствии с утвержденными инструкциями 
по применению вакцины. 

Для определения продукции цитокинов ве-
нозную кровь собирали до вакцинации и через 1 
месяц после вакцинации в одноразовые пласти-
ковые вакуумные пробирки, содержащие гепа-
рин. Гепаринизированную венозную кровь раз-
водили в соотношении 1:4 средой RPMI 1640, 
содержащей 100 мкг/мл гентамицина [8].

higher Th1/ proinflammatory (IL-17 and IFNγ) and Th2/ antiinflammatory (IL-4) cytokine production. Post-
vaccination changes of IgM, IgG, IgA, and IgE contents were non-significant. Following repeated vaccination, 
the CpG ODN 2006 induced an increase of IL-4 and IL-17 production in blood cells, as well as decrease in 
IFNγ levels. Thus, the ability of CpG ODN 2006 to activate the cells participating in innate and adaptive 
immunity opens some prospects for usage of this oligodeoxynucleotide in the development of more efficient 
anti-plague vaccines. (Med. Immunol. 2014, vol. 16, N 6, pp 531-538)

Keywords: vaccine, oligodeoxynucleotide CpG ODN 2006, cytokine production
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В качестве индукторов продукции цитокинов 
использовали: коммерческий препарат CpG ODN 
2006 производства InvivoGen, USA (20 мкг/ мл), 
стандартный коммерческий Т-клеточный мито-
ген конканавалин А (Con A) производства Пан-
Эко, Россия (15 мкг/мл), убитые нагреванием 
клетки вакцинного штамма Y. pestis EV НИ-
ИЭГ (обозначены ниже как УК EV) (106 м.к./
мл), а также комбинации: УК EV + CpG ODN 
2006 (106 м.к./мл и 20 мкг/мл соответственно);  
Con A + CpG ODN 2006 (15 мкг/мл и 20 мкг/мл 
соответственно). Контролем служили клетки кро-
ви, культивируемые только в среде RPMI-1640. 

УК EV получали из двухсуточной агаровой 
культуры вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ  
приготовлением взвеси клеток в стерильном 
физиологическом растворе по стандартному об-
разцу мутности ОСО 42-28-59-85П 10 единиц, 
эквивалентному 1 × 109 м.к./мл и прогреванием 
при 60 °C в течение 1 ч 20 мин [6].

Опытные и контрольные образцы инкубиро-
вали в течение 24 часов при температуре 37 °С. 
По окончании культивирования клеточную су-
спензию осаждали центрифугированием при 
400 g в течение 15 мин, получали супернатан-
ты суммарной фракции клеток крови, которые 
хранили в течение 2-3 месяцев при температуре 
-70 °С. 

Концентрацию цитокинов (IL-4, IL-8, IL- 17, 
IFNγ, TNFα) определяли в супернатантах с ис-
пользованием иммуноферментного анализа 
(ИФА), применяя коммерческие наборы реаген-
тов (ЗАО «Вектор-Бест»). Расчеты количества 
цитокинов (в пг/мл) проводили с использовани-
ем программы расчета концентраций по много-
точечной калибровке (PGM) после измерения 
на микропланшетном фотометре Stat Fax-3200 
(Awareness Technology, США) при длине волны 
450 нм. 

Образцы сыворотки получали из веноз-
ной крови, инкубированной в пробирках с Clot 
Activator «VACUTEST» и центрифугированной 
при 400 G (15 мин) [4]. Количественное опре-
деление иммуноглобулинов (IgM, IgG, IgA, IgE) 
в сыворотке крови проводили методом ИФА 
с использованием коммерческих наборов реаген-
тов (ЗАО «Вектор-Бест»). Результаты учитывали 
при длине волны 450 нм на фотометре Stat Fax-
3200 с использованием PGM. Контролем служи-
ли сыворотки крови ранее не вакцинированных 
против чумы людей (I группа до вакцинации).

Уровень циркулирующих иммунных комплек-
сов (ЦИК) в сыворотке крови определяли мето-
дом преципитации 3,5%-ным раствором полиэ-

тиленгликоля по изменению величины светового 
рассеяния [7]. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием стан-
дартного пакета программ Microsoft Office Excel 
2010. Для определения достоверности различий 
между анализируемыми выборками устанавлива-
ли среднюю арифметическую ряда, среднее ква-
дратичное отклонение, среднюю ошибку средней 
арифметической. Различие средних показателей 
считалось достоверным при уровне значимости 
менее 0,05. 

Результаты 
Как известно, уровни цитокинов в крови от-

ражают состояние иммунной системы в конкрет-
ный момент времени [5]. При этом спонтанная 
продукция цитокинов свидетельствует о том, 
насколько клетки крови уже активированы в ор-
ганизме обследуемого человека in vivo, а CpG-, 
антиген-, митогениндуцированная продукция 
позволяет оценить их потенциальную способ-
ность к секреции цитокинов in vitro, что очень 
важно для оценки иммунологической реактив-
ности. 

В результате проведенного исследования уста-
новлено, что вакцинация против чумы не влияет 
на спонтанную продукцию цитокинов врожден-
ного иммунитета (IL-8, TNFα), секретируемые 
в основном нейтрофилами, макрофагами, есте-
ственными киллерами, и цитокинов адаптивного 
иммунного ответа (IFNγ, IL-4), главными про-
дуцентами которых являются Th1- и Th2- лимфо-
циты. 

В I группе после вакцинации выявляли до-
стоверное увеличение уровня IL-17 (табл. 1) при 
индукции УК EV, по сравнению с аналогичным 
показателем до вакцинации (p < 0,05), а индук-
ция Т-клеточным митогеном Con A и сочета-
нием CpG ODN 2006 с Con A способствовала 
повышению содержания IL-17 по сравнению 
с контролем (спонтанная продукция цитокина 
до вакцинации). Повышение уровня IFNγ заре-
гистрировано при индукции Con A и сочетанием 
CpG ODN 2006 с УК EV относительно содержа-
ния IFNγ до вакцинации, что согласуется с полу-
ченными нами ранее данными об однотипности 
митоген- и антигениндуцированной продукции 
IFNγ как в смешанной популяции лимфоцитов, 
так и в культуре клеток крови у вакцинирован-
ных против чумы людей [8], что подчеркивает 
протективную роль Т-лимфоцитов как главных 
продуцентов IFNγ и других цитокинов адаптив-
ного клеточного ответа. 
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Известно, что количественное определение 
уровня IL-4 имеет важное значение при оцен-
ке иммунного статуса организма как показателя 
развития иммунного ответа по Th2-пути (гумо-
ральный иммунитет). При изучении содержания 
противовоспалительного цитокина IL-4 в крови 
лиц I группы установлено, что при активации 
CpG ODN 2006 уровень его после вакцинации 
был в 3,5 раза выше по сравнению с аналогичным 
показателем до вакцинации (p < 0,05). 

В наших экспериментах зафиксирована тен-
денция к увеличению индуцированной продук-
ции TNFα клетками крови лиц I группы после 
вакцинации при стимуляции CpG ODN 2006 
с УК EV. Однако, сравнительный анализ способ-
ности индукторов и их комбинаций стимулиро-
вать продукцию TNFα показал, что выявленные 
различия недостоверны (р > 0,05).

После вакцинации лиц II группы под вли-
янием Con A и сочетания CpG ODN 2006 
с Con А достоверно увеличивалась продукция 
IL-17 по сравнению с аналогичным показателем 
до вакцинации (табл. 2). Особенностью в дан-
ной группе людей являлось то, что при индукции 
CpG ODN 2006 в клетках крови происходило 
значительное уменьшение уровня IFNγ – в 4,8 
раза по сравнению с аналогичным показателем 
до вакцинации, что свидетельствует о снижении 
провоспалительного ответа. Уровень IL-4 во II 
группе достоверно повышался после вакцина-
ции как при стимуляции CpG ODN 2006, так и 
Con А по сравнению с аналогичными показате-
лями до вакцинации.

Также в работе оценивали продукцию хе-
мокина IL-8, который является самым ранним 
провоспалительным цитокином. Это мощ-
ный хемотаксический и активирующий фак-
тор для нейтрофилов, продуцируемый многими 
клетками, включая моноциты/макрофаги. Уста-
новлено, что все исследуемые индукторы не сти-
мулировали продукцию хемокина IL-8. 

В результате сравнительной оценки иммуно-
грамм обеих групп обследуемых установлено, что 
через месяц после вакцинации в I группе наблю-
дали тенденцию к повышению концентрации 
общих иммуноглобулинов основных классов 
IgM, IgG и IgA по сравнению с аналогичными 
показателями до иммунизации, что обусловлено 
иммунобиологической перестройкой организма 
в поствакцинальном периоде (табл. 3). Содер-
жание ЦИК в сыворотках крови людей соот-
ветствовало физиологической норме до и после 
вакцинации.

У многократно вакцинируемых лиц, имею-
щих высокий уровень иммунологической нагруз- ТА
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ки [1], зарегистрировано увеличение концен-
трации общего IgE на фоне снижения уровней 
IgM и ЦИК сыворотки крови как до, так и после 
вакцинации, по сравнению с контролем (ранее 
не вакцинированные против чумы люди). 

Обсуждение
Проведенный анализ показывает, что ком-

мерческий препарат CpG ODN 2006 в условиях 
in vitro оказывает влияние на функциональную 
активность Th1 и Th2 в крови первично вакцини-
рованных людей. Это отражается в повышенной 
продукции Тh1/провоспалительных цитокинов 
(IL-17 и IFNγ) и Тh2/противовоспалительно-
го цитокина IL-4. Следовательно, при добавле-
нии in vitro в кровь вакцинированных CpG ODN 
2006 активирует развитие как IFNγ, IL-17-Т-
клеточного, так и IL-4-гуморального иммунного 
ответа, что согласуется с предположением зару-
бежных исследователей о возможном смешанном 
типе Т-клеточного иммунитета при чуме со зна-
чительным превалированием Th1-зависимого от-
вета [10]. 

Воздействие CpG ODN 2006 с Con А сопрово-
ждалось увеличением продукции IL-17, играю-
щего важную роль в индукции воспаления и раз-
витии аутоиммунных патологических реакций. 
В экспериментальных исследованиях зарубежных 
авторов установлена роль IL-17 в защите мышей 
от легочной чумы, что свидетельствует в пользу 
развития смешанного Th1- и Th17-клеточного 
ответа при чуме [18]. 

Известно, что CpG олигодезоксинуклеоти-
ды поддерживают созревание и пролиферацию 
естественных клеток-киллеров, Т-клеток, моно-
цитов/макрофагов [11], а также стимулируют 
продукцию IFNγ в В-клетках человека [22]. По-
вышение индуцированной CpG ODN 2006 секре-
ции IFNγ, направленной на развитие клеточной 
формы адаптивного иммунного ответа, имеет 
важное значение для защиты от чумы [20]. Сле-
дует отметить, что в состав УК EV входит анти-
ген чумного микроба F1 [6]. Установленная нами 
способность CpG ODN 2006 совместно с УК EV 
активировать выработку IFNγ, соответствует ли-

тературным данным, согласно которым комби-
нация CpG ODN 2006 c рекомбинантной субъ-
единичной rF1-V чумной вакциной повышает 
продукцию антител IgG2a и защищает мышей 
от последующего подкожного заражения Y. pestis 
CO92 [10]. Ранее нами предлагалось использо-
вать параметры индуцированной Т-клеточным 
митогеном Con А продукции маркерного цито-
кина IFNγ в качестве критерия оценки уровня 
противочумного иммунитета у людей [8]. Резуль-
таты исследований, полученные в настоящей ра-
боте, подтверждают это наблюдение. 

Отмеченное в нашем исследовании снижение 
индуцированной CpG ODN 2006 секреции IFNγ 
клетками крови у многократно вакцинирован-
ных людей, коррелирующее с высоким уровнем 
сывороточного IgE, является косвенным призна-
ком подавления провоспалительного иммунного 
ответа у данной категории лиц. Подобное пред-
положение подтверждается сведениями о том, 
что лица, вакцинируемые 20 и более раз ЖЧВ, 
имеют высокий уровень иммунологической на-
грузки и нуждаются в периодическом контроле 
иммунного статуса [1].

Выявленная способность CpG ODN 2006 сти-
мулировать продукцию противовоспалительно-
го IL-4 и провоспалительного IFNγ цитокинов 
в опытах in vitro позволяет предположить возмож-
ную активацию адаптивного иммунного ответа, 
играющего ключевую роль в защите от легочной 
чумы. В настоящее время установлено, что тера-
певтическое комбинированное применение IL-4 
и CpG олигонуклеотидов подавляет разрастание 
опухоли путем активации опухолеспецифическо-
го Th1-типа иммунного ответа [16]. 

Поскольку в настоящее время существует 
лицензированная рекомбинантная векторная 
вакцина против гепатита В (Эувакс В), в состав 
которой входит CpG ODN, зарекомендовавший 
себя при клинических испытаниях как высо-
коэффективный адъювант, значительно повы-
шающий иммунный потенциал вакцины [12], 
то вышеизложенные данные свидетельствуют 
о возможности использования CpG ODN 2006 
при конструировании противочумной вакцины 
нового поколения.
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