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Для выяснения возможности усиления специфического иммунитета против чумы в качестве иммуномодулято
ров избраны арабиногалактан, изолированный из лиственницы сибирской Larix sibirica, и его нанобиокомпозиты 
железа и кобальта. Проведен сравнительный морфометрический анализ состояния органов иммунной системы 
белых мышей, привитых живой чумной вакциной (ЖЧВ), и ее сочетание с иммуномодуляторами. Полученные 
в ходе экспериментов данные свидетельствуют о том, что арабиногалактан и нанобиокомпозиты на его основе 
при сочетанном применении с ЖЧВ усиливают иммуноцитопоэтическую функцию органов иммунной системы 
в большей степени, чем ЖЧВ.
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Практика многолетнего применения живой 
вакцины для профилактики чумы позволяет счи
тать этот препарат достаточно эффективным, но не 
лишенным ряда недостатков, к которым относятся 
относительная реактогенность, выраженное аллер- 
гизирующее действие, снижение защитных свойств 
при заражении атипичными штаммами возбудителя 
чумы, а главное непродолжительность вызываемого 
иммунитета [4].

Создание новых и усовершенствование уже име
ющихся вакцин тесно связано с поиском адекватных 
методических приемов оценки ответной реакции ма
кроорганизма на введение вакцинных препаратов. В 
этой связи характеристика изменений показателей 
клеточного состава иммунокомпетентных органов, 
обусловленных вакцинацией, занимает важное место 
при оценке препаратов специфической профилакти
ки инфекционных заболеваний [8], а традиционные 
методы регистрации морфологических изменений, 
оставаясь базовыми, должны дополняться систем
ным количественным исследованием [1, 3].

Ранее нами [5] показано, что для стимуляции 
специфического иммунитета при чуме может быть 
использован препарат природного происхожде
ния -  арабиногалактан лиственницы сибирской 
(Larix sibirica, АГ) и синтезированные на его осно
ве наноразмерные металлосодержащие композиты: 
феррогал (железосодержащее производное араби- 
ногалактана) и кобальтсодержащее производное 
арабиногалактана (КСПА) [2]. Все три препарата 
водорастворимы, не токсичны, не пирогенны для 
экспериментальных животных и не вызывают зна
чительных изменений клеточного состава иммуно
компетентных органов.

Цель настоящего исследования состояла в от
слеживании динамики морфологических изменений 
в селезенке и лимфатических узлах эксперименталь
ных животных при сочетанном введении живой чум
ной вакцины с АГ, феррогалом или КСПА.

Материалы и методы

В качестве экспериментальной модели в опы
тах использовали 103 белые мыши весом 18-20 г. 
Мышей опытной группы подкожно иммунизировали 
Yersinia pestis EV (ЖЧВ) в дозах 105 м.к. (ID50), а так
же вводили в тех же дозах ЖЧВ в сочетании с АГ, 
феррогалом или КСПА (2 мг/кг). Контролем служи
ли интактные животные. Белых мышей всех групп 
выводили из эксперимента под наркозом в соответ
ствии с «Правилами проведения работ с использова
нием экспериментальных животных» (2003 г.) через 
3, 7, 14, 21 сут от момента иммунизации.

материал (регионарные лимфатические узлы и 
селезенка) фиксировали в 10 % нейтральном форма
лине, обезвоживали в этиловом спирте возрастаю
щей концентрации, заливали в парафин.

В работе использовали методы обзорной ми
кроскопии с применением окрасок гематоксили
ном- эозином, метиловым зеленым-пиронином [7]. 
Количественную оценку клеточного состава и объ
емных долей коркового и мозгового вещества лим
фатического узла, а также белой и красной пульпы 
селезенки проводили с использованием морфоме
трии [1] и компьютерной программы «Motic Images 
Plus» (версия 2) в следующих структурных ком
понентах: лимфатический узел -  герминативный 
центр (реактивный) и корона лимфатического фол
ликула [6]; селезенка -  периартериальная зона, ре
активный центр, мантийная и краевая зоны лимфа
тического фолликула (100 измерений в различных 
участках на 5 срезах). Автоматический анализ изо
бражения производили с помощью светового микро
скопа «Zeiss» (Германия) с видеокамерой «Moticam 
2000», разрешение 1392*1040 пикселей, об. 100 
и программы «ВидеоТест-Морфология», версия 4 
(санкт-Петербург). Подсчитывали число следующих 
видов клеток: бластные формы клеток, малые лим
фоциты, лимфоциты (большие и средние), плазма
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тические клетки, макрофаги, а также стромальные 
элементы. Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью компьютерной про
граммы «Статистика», версия 6 (Новосибирск). 
Достоверными оценивали различия при уровне зна
чимости р<0,05, р<0,01.

результаты и обсуждение

Лимфоузлы и селезенка первыми из органов им
мунитета встречаются с антигенным раздражителем. 
Первичная иммунная реакция в этих органах после 
введения вакцинного штамма чумного микроба ЕВ 
линии НИИЭГ к 3-м суткам проявляется активацией 
центров размножения за счет увеличения содержания 
бластных форм клеток (в 1,5—3,5 раза по сравнению 
с контролем), достигая к 7-м суткам (в 3,0-4,0 раза 
больше, чем в контроле) максимальных показателей. 
в  связи с тем, что к 7-14-м суткам происходит выход 
лимфоцитов из центра размножения, наблюдается 
повышение количества малых лимфоцитов в коро
не лимфатического узелка (в 1,2-1,5 раза, р<0,05) и 
мантийной зоне фолликула селезенки (в 2,0-2,5 раза, 
р<0,05). Наблюдается увеличение к 7-м суткам коли
чества плазматических клеток (от 0,2 до 9,0 абсолют
ного содержания клеток).

Клеточный состав иммунокомпетентных орга
нов в процессе формирования иммунитета харак
теризуется значительным увеличением количества 
плазматических (в 10 раз по сравнению с контролем) 
и ретикулярных клеток (в 1,5-2,0 раза).

Таблица 1

клеточный состав селезенки белых мышей, иммунизированных 
вакцинным штаммом чумного микроба ЕВ линии н и и Э Г  (M±m)

3оны Клетки Контроль
Срок наблюдения, сут

3 7 14 21

ПА Л 47,6±0,2 55,4±1,2* 58,1±1,8* 58,4±0,9* 58,2±1,0*

БК 5,8±0,4 9,4±0,4* 12,7±0,5* 9,6±0,4* 6,5±0,6

РК 3,2±0,1 3,6±0,2 3,8±0,2 4,0±0,2 4,3±0,4

РЦ МЛ 6,0±0,4 14,0±0,1** 14,6±0,7** 15,0±0,3** 15,6±1,0**

Л 36,8±1,3 36,7±1,2 39,9±1,6 42,3±0,4* 41,6±1,7*

БК 8,0±0,4 13,7±1,0** 24,3±1,3** 18,7±0,8** 10,9±0,9*

РК 2,4±0,2 2,6±0,4 3,0±0,1 3,6±1,0 3,5±0,3

МФ 2,2±0,2 2,2±0,4 2,8±0,2 2,0±0,1 2,2±0,2

М3 МЛ 10,6±1,4 19,2±0,9** 25,2±1,5** 23,8±0,8** 23,4±1,3**

Л 59,7±1,2 65,6±1,6* 67,9±1,4* 68,3±0,3* 68,6±2,1*

ПК 0,3±0,1 0,5±0,2 9,7±0,9** 6,9±0,6 3,6±0,2**

РК 3,0±0,2 3,3±0,3 3,6±0,2 3,4±0,4 3,2±0,2

МФ 1,4±0,1 1,8±0,2 1,7±0,1 1,6±0,3 1,3±0,2

К3 Л 52,6±0,9 54,6±1,3 56,7±1,4 58,4±0,7* 60,4±1,3*

МФ 2,8±0,3 3,4±0,4 3,4±0,2 3,3±0,1 3,3±0,3

П р и м еч ан и я : М3 -  мантийная зона; РЦ -  реактивный центр; 
КЗ -  краевая зона; ПА -  периартериальная зона; Л -  лимфоциты; МФ -  
макрофаги; МЛ -  малые лимфоциты; РК -  ретикулярные клетки; ПК -  
плазматические клетки; БК -  бластные формы клеток; * р<0,05 (по срав
нению с контролем); ** р<0,01.

Количественные показатели клеток иммуноком
петентных органов у лабораторных животных после 
введения живой чумной вакцины по результатам се
рий экспериментов представлены в табл. 1, 2.

На основании результатов морфометрического 
исследования удалось установить, что сочетанное 
применение ЖЧВ и иммуномодуляторов вызывают 
изменения в микроанатомии структурных компонен
тов лимфатических узлов. У белых мышей, приви
тых как ЖЧВ, так и ЖЧВ в сочетании с АГ и ферро- 
галом, имела место гиперплазия ткани фолликулов, 
но в большей степени выраженная при введении 
ЖЧВ с КСПА. Количество фолликулов со светлыми 
центрами у опытных животных возрастало уже к 3-м 
суткам после иммунизации, достигая максимума к 
7-м суткам, что указывает на бласттрансформацию 
и пролиферацию лимфоцитов, и постепенно снижа
лось к 21-м суткам.

Так, на 3-7-е сутки в лимфатических узлах жи
вотных, получивших ЖЧВ совместно с иммуномоду
ляторами (2, 3, 4-я группы), по сравнению с живот
ными, вакцинированными только ЖЧВ (1-я группа), 
наблюдалось увеличение объемных долей коркового 
вещества и паракортикальной зоны на 10,0-23,0 и 
1,0-4,0 % (р<0,05) соответственно. Причем, пока
затели тимусзависимой зоны (паракортикальной) 
оставались более высокими во 2, 3 и 4-й опытных 
группах. Начиная с 14-х суток, объемные доли моз
гового вещества увеличивались на 3,6-5,4 % (р<0,05) 
по сравнению с 1-й группой, что связано с миграцией 
и накоплением антителообразующих клеток. Таким 
образом, в течение всего эксперимента у животных 
2, 3 и 4-й опытных групп отмечалось плавное уве
личение объема коркового вещества, что указывало 
на пролонгированное стимулирующее действие Аг, 
КСПА и феррогала на пролиферацию и миграцию 
лимфоцитов.

В лимфатических узлах животных, вакциниро
ванных ЖЧВ в сочетании с иммуномодуляторами, к 
3-м суткам наблюдается активация центров размно-

Таблица 2

клеточный состав лимфоузлов белых мышей, иммунизированных 
вакцинным штаммом чумного микроба Ев  линии н и и Э Г  (M±m)

3оны Клетки Контроль
Срок наблюдения, сут

3 7 14 21

РЦ БК 4,4±0,3 15,5±1,7** 15,7±0,5** 9,0±0,3** 7,8±0,5**

Л 47,5±1,3 42,4±1,7* 41,8±0,7** 43,7±0,6** 45,3±0,7

МЛ 13,4±1,0 13,0±0,9 11,5±0,5 11,8±0,4 11,6±0,4

РК 3,2±0,3 3,1±0,1 3,3±0,2 3,5±0,2 3,3±0,2

МФ 1,0±0,1 1,8±0,1* 1,9±0,2* 2,6±0,1* 2,6±0,2*

КУ МЛ 78,8±0,5 86,2±1,8* 89,2±2,0* 88,8±0,5* 84,0±1,6*

РК 3,3±0,2 3,4±0,2 3,6±0,3 3,5±0,2 3,4±0,1

ПК 0,2±0,1 2,2±0,2** 8,0±0,3** 6,4±0,4** 5,9±0,7**

П р и м еч ан и я: РЦ -  реактивный центр; КУ -  корона узелка; БК -  
бластные формы клеток; Л -  лимфоциты; МФ -  макрофаги; МЛ -  малые 
лимфоциты; РК -  ретикулярные клетки; ПК -  плазматические клетки; 
* р<0,05 (по сравнению с контролем); ** р<0,01.
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жения за счет увеличения содержания бластных форм 
клеток (в 1,3—1,5 раза по сравнению с 1-й группой), 
достигая к 7-м суткам (в 1,2—1,5 раза больше чем в 
1-й группе) максимальных показателей. В связи с 
тем, что к 7-14-м суткам происходит выход лимфо
цитов из центра размножения, наблюдается повыше
ние количества малых лимфоцитов в короне лимфа
тического фолликула (от 1,2 до 13,0 %). Увеличение 
содержания плазмоцитов в этой зоне наблюдается к 
7-м суткам (в 1,3-1,4 раза по сравнению с 1-й груп
пой экспериментальных животных).

Количественные показатели клеток лимфатиче
ских узлов у лабораторных животных после введе
ния ЖЧВ в сочетании с КСПА по результатам серий 
экспериментов представлены в табл. 3.

При исследовании гистологических срезов нами 
установлено, что в селезенке мышей, привитых ж ч в  
в сочетании с АГ, феррогалом или КСПА, имела ме
сто гиперплазия лимфатических фолликулов, приво
дящая к увеличению доли белой пульпы (от общего 
объема органа) на 2,0-6,0 % (р<0,05) по сравнению с 
показателями 1-й группы животных. Показано, что к 
3-м суткам в селезенке белых мышей 2, 3 и 4-й групп, 
по сравнению с 1-й, наблюдалась пролиферация лим
фоцитов, приводящая к увеличению объемных долей 
периартериальных зон (от общего объема фолликула 
селезенки) в 2,2-3,1 раза. К 7-14-м суткам объемные 
доли реактивного центра и мантийной зоны селезен
ки опытных животных (2, 3, 4-й групп) на 1,2-1,7 и 
1,3-1,8 % соответственно, превышали таковые пока
затели у мышей 1-й группы, а к 21-м суткам наблю
далось их снижение.

в  реактивном центре и периартериальной зоне 
селезенки у мышей, иммунизированных комплек
сом ж ч в  и иммуномодуляторами (Аг, КсПА или 
феррогал), в ранние сроки наблюдения имеет место 
увеличение количества малодифференцированных 
бластов от 8 до 27 % на 3-и сутки и от 16 до 35 % на 
7-е (при р<0,05) по сравнению с первой группой (жи-

Таблица 3

клеточный состав лимфоузлов белых мышей, иммунизированных 
вакцинным штаммом чумного микроба ЕВ линии НЙИЭГ 

в сочетании с КСПА (М ±т)

Зоны Клетки
Срок наблюдения, сут

3 7 14 21

РЦ БК 12,6±0,5* 18,0±0,4* 14,0±0,4* 10,6±0,2*

Л 38,6±0,6 35,2±0,7* 36,8±0,4* 36,9±0,4

МЛ 14,5±0,5* 11,1±0,3 12,8±0,3 11,9±0,4

РК 2,2±0,2* 3,1±0,1 3,5±0,2 3,3±0,1

МФ 2,1±0,1 2,5±0,1* 2,6±0,1* 2,2±0,2

КУ МЛ 88,6±0,6 89,7±0,2* 92,1±0,2** 99,3±0,3**

РК 3,1±0,2 3,6±0,1 4,2±0,1* 4,0±0,2*

ПК 1,6±0,2 8,9±0,2 7,7±0,2* 6,8±0,3*

П р и м еч ан и я : РЦ -  реактивный центр; КУ -  корона узелка; БК -  
бластные формы клеток; Л -  лимфоциты; МФ -  макрофаги; МЛ -  малые 
лимфоциты; РК -  ретикулярные клетки; ПК -  плазматические клетки; 
* р<0,05 (по сравнению с контролем); ** р<0,01.

вотные иммунизированные ЖЧВ). Таким образом, 
количество зрелых лимфоцитов как в мантийной, так 
и в краевой зонах увеличивается к 14-21-м суткам на 
2-6 и 4-9 % (при р<0,05) по сравнению с 1-й груп
пой.

Во всех зонах лимфатического фолликула у 
животных экспериментальных групп к 7-м суткам 
наблюдения отмечено незначительное возрастание 
количества ретикулярных клеток и макрофагов, 
которые в реактивном центре селезенки участву
ют в селекции лимфоцитов, а также фагоцитируют 
дефектные и погибшие клетки; в периартериаль
ной зоне стимуляцию бласттрансформации т - и 
В-лимфоцитов выполняют ретикулярные клетки. 
Причем, показатели ретикулярных клеток в этих 
двух зонах на 9-26 и 15-33 % (при р<0,05) больше 
у животных 2, 3, и 4-й опытных групп, чем в 1-й. 
Количество макрофагов в реактивном центре, ман
тийной и краевой зонах селезенки мышей, иммуни
зированных ж чВ  в сочетании с иммуномодулятора
ми, во все сроки наблюдения на 3-15; 27-38; 9-23 % 
соответственно больше, чем у животных 1-й груп
пы. Это указывает на активацию фагоцитирующих 
клеток, которые обладают киллерной активностью, 
а также выполняют функцию как антигенпредстав- 
ляющих, так и продуцирующих регуляторы иммун
ного ответа (цитокины), что в свою очередь имеет 
значение при чуме.

Установлено, что содержание плазматических 
клеток в мантийной зоне лимфатического фоллику
ла селезенки во все сроки наблюдения у мышей 2, 3 
и 4-й групп было выше, чем в 1 группе, и достигало 
максимума на 7-е сутки с последующим снижени
ем, причем характер снижения показателей неодно
значен.

таким образом, изменения клеточного соста
ва (увеличение бластоцитарной и плазмоцитарной 
активности, гиперплазия ретикулярной ткани, лим
фоидная гиперплазия) лимфатических фолликулов 
селезенки и лимфоузлов свидетельствует об усиле
нии иммуноцитопоэтических функций органов им
мунной системы, что является важным показателем 
перестройки организма в условиях антигенной сти
муляции (иммунизации ЖЧВ). Полученные в ходе 
экспериментальной работы данные могут быть ис
пользованы как для прогнозирования развития па
тологических процессов, так и для степени заинте
ресованности иммунокомпетентных органов в адап
тивном процессе к препаратам.

Арабиногалактан и нанобиокомпозиты на его 
основе (феррогал и КсПА) при сочетанном приме
нении с ЖЧВ усиливают иммуноцитопоэтическую 
функцию органов иммунной системы в большей сте
пени, чем ЖЧВ. Это обстоятельство открывает пер
спективы для изучения механизмов иммунокорреги- 
рующего действия препаратов растительного проис
хождения и синтезированных на их основе металло
содержащих нанокомпозитов, а также возможность 
их использования в медицинской практике.
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Morphological Alterations in Immunocompetent Organs
of Animals in Dynamics of Vaccinal Process Caused 

by Live Plague Vaccine with Immunomodulators
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Arabinoganactane isolated from Siberian larch (Larix sibirica) and its 
iron and cobalt nanobiocomposites were selected as immunomodulators to elu
cidate the possibility of intensification of specific immunity against plague.

Comparative morphometric analysis of immune system organs of 
white mice inoculated with live plague vaccine (LPV) and its combination 
with immunomodulators was performed. Experimental data indicate that ara- 
binogalactane and its nanobiocomposites used in combination with LPV in
crease immunocytopoetic function of immune system organs to larger extent 
than LPV.

Key words: live plague vaccine, immunity, immunomodulators, immu
nocompetent organs.
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ПоЛУЧЕниЕ ПрЕПАрАТА F(ab’)2-ФPAГМEHTOВ АнТирАБиЧЕСКоГо иММУноГЛоБУЛинА
с использованием иммобилизованного пепсина
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Разработана биотехнологическая схема получения F(ab,)2-фрагментов антирабического иммуноглобулина с 
помощью иммобилизованного пепсина. Определены оптимальные способы получения иммобилизованного пеп
сина, подобраны условия ферментативного гидролиза антирабического иммуноглобулина. Проведена оценка 
протективных свойств препарата F(ab,)2-фрагментов антирабического иммуноглобулина, полученного настоя
щим способом.

Ключевые слова: бешенство, антирабический иммуноглобулин, F(ab,)2-фрагменты, иммобилизованный пеп
син.

Среди мер, применяемых для профилактики и 
лечения ряда инфекционных болезней, большое зна
чение придается иммуноглобулиновым препаратам. 
Для постэкспозиционной профилактики гидрофо
бии в медицинской практике широко используется 
гетерологичный антирабический иммуноглобулин. 
Согласно данным ВОЗ, в настоящее время препараты 
гетерологичного антирабического иммуноглобулина 
являются высокоочищенными и безопасными, одна
ко у 1-2 % пациентов при его введении могут воз
никнуть побочные реакции [13].

одним из направлений совершенствования 
антирабического иммуноглобулина представляет
ся разработка способов дополнительной очистки 
с помощью ферментативного гидролиза иммуно
глобулина с последующим хроматографическим 
фракционированием [8, 9]. В литературе описано 
применение различных ферментов для протеоли
за иммуноглобулина. Таковыми являются пепсин, 
папаин, плазмин, химопапаин, фицин, бромелаин, 
ферменты микроорганизмов -  S. aureus V8, грибов 
рода Aspergillus [1].

При воздействии пепсина на молекулу иммуно
глобулина образуются один Р(аЬ’)2-фрагмент и один 
Рс’-фрагмент. Способность связывать антиген сохра
няется в Р(аЬ’)2-фрагментах, а связывание компле
мента и связывание ткани сохраняется во фрагменте 
Рс. Таким образом, удаление Рс-части иммуноглобу
лина, приводит к ликвидации нежелательных взаи
модействий с Рс-рецепторами тканей и уменьшает 
частоту побочных реакций.

Для ферментативной обработки иммуноглобу
лина весьма приемлемо использование иммобилизо
ванных протеаз. Работа с иммобилизованными фер
ментами обеспечивает возможность их многократ
ного применения и быстрого извлечения из реакци
онной среды, а также позволяет исключить стадию 
удаления остаточного фермента.

Материалы и методы

В работе использовали коммерческий препа
рат иммуноглобулина антирабического лошадиного 
производства РосНИПЧИ «Микроб». Для проведе
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